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RESUMO

A radiagao ultravioleta (UV) é um método estabelecido na literatura, inativando
microrganismos ao danificar seus acidos nucleicos. A exposi¢cdo a radiagcdo pode
afetar ndo apenas o material intracelular do microrganismo, mas também um
conjunto de células préprias de individuos expostos. Em resposta a pandemia de
COVID-19 houve um aumento no uso de dispositivos de radiacado UV-C. No entanto,
o0 aumento da utilizacdo desses dispositivos para a desinfeccdo de superficies
aumenta os riscos de exposicdo humana a essa radiagdo. Assim, & importante
avaliar os efeitos dessa exposicdo em células humanas, como queratinécitos, para
garantir a eficacia e a seguranca do uso desses dispositivos. Portanto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢ao a radiagdo UV-C (254
nm) sob uma linhagem de queratindcitos nao tumorais humanos (HaCaT) em
diferentes tempos de exposi¢ao e a protecao aferida por diferentes materiais. Para
tal, os queratindcitos foram expostos por diferentes periodos de tempo (10, 60 ou
300s) a radiagado UVC (16 mW/cm?, 254 nm) e avaliados nos tempos de 1, 6, 24, ou
72 horas apOs a exposicdo, com ou sem a presenca de materiais de protegdo. Os
parametros avaliados foram: a viabilidade celular, analises morfologicas por
microscopia Optica em células coradas com cristal de violeta, marcagdo com
corantes fluorescentes para avaliar morte celular por apoptose ou necrose
(marcacado com laranja de acridina e iodeto de propidio - LA/IP), ensaio de produgao
de espécies reativas de oxigénio e ensaio clonogénico. A exposi¢ao a radiagéo por
10 segundos resultou em danos progressivos que afetaram diversos parametros,
como a viabilidade celular, com uma diminuigdo notavel nas células viaveis nos
diferentes intervalos de tempo avaliados. Além disso, foi possivel observar
alteracées morfolégicas e na densidade celular, bem como um aumento de células
mortas, evidenciando caracteristicas atipicas em comparagédo com as células nao
expostas. Também foi observado um aumento significativo na producao de espécies
reativas, indicando um estresse oxidativo induzido pela radiacdo UV-C.
Notavelmente, o uso de materiais de protecdo, como o latex e o nitrilo, conferiram
uma protecado significativa as células, mantendo sua viabilidade e morfologia
semelhantes as do grupo ndo exposto. Esses resultados indicam os efeitos
deletérios da radiagcdo UV-C para as células, corroborando com a literatura, e
sugerem que o uso de materiais de protegcdo pode ajudar a mitigar esses efeitos.

Palavras-chave: Radiacio ultravioleta; Danos celulares; Protecéao.



ABSTRACT

Ultraviolet (UV) radiation is an established method in the literature, inactivating
microorganisms by damaging their nucleic acids. Radiation exposure can affect
not only the intracellular material of the microorganism but also a set of cells
specific to exposed individuals. In response to the COVID-19 pandemic, there
has been an increase in the use of UV-C radiation devices. However, the
increased use of these devices for surface disinfection increases the risks of
human exposure to this radiation. Thus, it is important to assess the effects of this
exposure on human cells, such as keratinocytes, to ensure the effectiveness and
safety of using these devices. Therefore, the present study aimed to evaluate the
effects of exposure to UV-C radiation (254 nm) on a lineage of human
non-tumoral keratinocytes (HaCaT) at different exposure times and the protection
provided by different materials. To this end, keratinocytes were exposed for
different periods (10, 60, or 300s) to UVC radiation (16 mW/cm?, 254 nm) and
evaluated at 1, 6, 24, or 72 hours after exposure, with or without the presence of
protective materials. The parameters evaluated were: cell viability, morphological
analysis by optical microscopy in cells stained with crystal violet, staining with
fluorescent dyes to assess cell death by apoptosis or necrosis (acridine orange
and propidium iodide staining - AO/PI), reactive oxygen species production assay,
and clonogenic assay. Exposure to radiation for 10 seconds resulted in
progressive damage affecting various parameters, such as cell viability, with a
notable decrease in viable cells at the different time intervals evaluated.
Additionally, morphological changes and cell density were observed, as well as an
increase in dead cells, evidencing atypical characteristics compared to
unexposed cells. A significant increase in reactive species production was also
observed, indicating radiation-induced oxidative stress. Notably, the use of
protective materials, such as latex and nitrile, conferred significant protection to
the cells, maintaining their viability and morphology similar to that of the
unexposed group. These results indicate the deleterious effects of UV-C radiation
on cells, corroborating with the literature, and suggest that the use of protective
materials may help mitigate these effects.

Keywords: Ultraviolet Radiation; Cell damage; Protection
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1 INTRODUGAO

Internagdes e mortes evitaveis ocorrem com frequéncia todos os anos em
unidades de saude, devido a infecgdes adquiridas nesses ambientes, principalmente
em individuos que apresentam vulnerabilidade imunolédgica (Blot et al., 2022). E
possivel observar em diversos estudos, a indicacdo de uma associagao desse
quadro com o0 uso de materiais e de ambientes contaminados, como cateteres,
dispositivos intravasculares e instrumentos cirurgicos, por exemplo (Dellinger, 2016;
Boev; Kiss, 2017; Battaglia; Hale, 2019).

Tem sido relatado ainda que o numero de infecgdes hospitalares também é
agravado devido a contaminacdo de superficies por patdégenos como bactérias,
fungos e virus, que podem permanecer inertes nesses ambientes por dias ou
semanas (Suman, et al, 2020; Dire, et al. 2023; Zou, et al., 2021), sendo
responsaveis por disseminar a contaminacido através dos profissionais de saude,
visitantes ou dos equipamentos utilizados no ambiente hospitalar (Weber; Anderson;
Rutala, 2013; Rodrigues et al., 2019).

Para minimizar tais contaminag¢des em ambientes hospitalares, os métodos de
desinfeccdo mais comuns incluem o uso de desinfetantes a base de cloro e
polifendis (Protano et al., 2019). No entanto, os derivados do cloro podem danificar
materiais como metais e alguns plasticos, como o policloreto de vinila e o
polipropileno, enquanto que os polifendis n&do possuem um espectro de agao téo
amplo quanto os derivados do cloro (Protano et al., 2019). Uma alternativa
promissora para esta questdo é a utilizagdo da radiagcdo ultravioleta (UV) para
inativar microrganismos. Este método é conhecido por ser eficaz contra bactérias,
virus e protozoarios, podendo ser aplicado em superficies solidas, na agua e no ar
(Hijnen; Beerendonk; Medema, 2006; Scott; Joshi; McGinn, 2022).

A radiagao ultravioleta de banda C (UV-C) de onda curta apresenta espectro
de 100 a 280 nanémetros (nm) de comprimento, € 0 seu uso para a inativagao de
virus e bactérias é bem estabelecido na literatura, pois estas ondas s&o
eficientemente  absorvidas por Dbioaerosséis e danificam os acidos
desoxirribonucléico (DNA) e ribonucleico (RNA) desses microrganismos através da
formagao de dimeros de pirimidina, afetando os processos de reparo do material
genético, e consequentemente os processos de proliferacdo celular (Ploydaeng;

Rajatanavin; Rattanakaemakorn, 2021).
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Diversos estudos ja averiguaram a capacidade da radiacdo UV de
comprimento de onda entre 210 e 254 nm na inativagdo de microrganismos numa
taxa de até 99,9% (Clauss; Grotjohann, 2009; Beck et al., 2014; Narita et al., 2020;
Buonanno et al., 2020).

No entanto, apesar de tais efeitos antimicrobianos desejaveis, a radiagao
UV-C no comprimento de onda de 254 nm tem seus efeitos deletérios demonstrados
em diferentes modelos experimentais na literatura, que induzem em modelos in vitro
a morte celular de fibroblastos humanos nao tumorais (AG1522), bem como a
geragao de lesdes pré-mutagénicas em modelos 3D de tecido cutédneo (Buonanno et
al., 2013). J& em estudos in vivo essa radiagdo promove o espessamento da
epiderme, aumento da proliferagdo celular, aumento de infiltrado inflamatério e
geracdo de lesbes pré-mutagénicas no DNA como: dimeros de pirimidina
ciclobutano (DPC), fotoprodutos 6-4 de pirimidina-pirimidona (6-4-PP) (Buonanno et
al., 2016; Ponnaiya, 2018).

Devido ao surgimento da pandemia de COVID-19, a busca por equipamentos
de desinfeccao do ar e de superficies por meio da radiagdo UV-C tem recebido
grande atencdo, e diversos produtos foram disponibilizados no mercado
(Raeiszadeh; Adeli, 2020). Esses equipamentos sao capazes de atuar como
ferramentas eficazes na desinfeccdo de ambientes hospitalares, contribuindo
diretamente para a redugdo do numero de infecgdes relacionadas a contaminagao
cruzada, um desafio enfrentado especialmente pelos profissionais de saude
(Malateaux; Gamarra; Dib, 2020).

No entanto, embora esses equipamentos sejam altamente eficazes na
desinfeccdo de ambientes, sua eficacia e seguranca em relagdo aos usuarios,
especialmente em termos de exposicado a radiacdo UV-C, sdo questdes importantes
que precisam ser consideradas. Profissionais de saude e outros trabalhadores
essenciais podem estar expostos a essa radiagcdo durante o uso desses
equipamentos, e compreender os efeitos da radiacao UV-C sobre as células de
regides mais expostas, como a pele, € crucial para o estabelecimento de protocolos
de utilizagdo que garantam a seguranga desses individuos.

Nesse sentido, a compreensdo dos efeitos da radiagdo UV-C em
queratinécitos humanos pode fornecer informacdes valiosas sobre os riscos

potenciais da exposicdo a radiagdo UV-C e ajudar a desenvolver medidas de
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protecdo e prevencao de danos, como por exemplo, 0 uso de materiais que sirvam
como barreiras protetoras frente a radiagao.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da radiagao
UV-C emitida por uma luminaria de baixo custo sobre queratinécitos da pele
humana. Além disso, buscou-se verificar se os materiais utilizados na construcao
dos equipamentos de protecdo individual (EPIs) comumente utilizados por
profissionais na area da saude sao capazes de oferecer uma protecao eficaz contra

a radiacao UV-C.
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2 OBJETIVOS

2. 1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da exposi¢ao a radiacdo UV-C (254 nm) em queratindcitos
humanos nao tumorais (HaCaT) em diferentes tempos de exposi¢cao e verificar a
eficacia de diferentes materiais componentes de equipamentos de protecao

individual em fornecer protecédo contra essa radiagao.

2.2 Objetivos Especificos

e Averiguar o efeito da radiagao UV-C emitida pelo dispositivo de baixo custo
produzido sobre a viabilidade das células HaCaT.

e \Verificar o efeito da radiacdo UV-C emitida pelo dispositivo de baixo custo
produzido sobre a morfologia e apoptose das células HaCaT.

e Avaliar se a exposicdo a radiacdo UV-C aumenta a producdo de espécies
reativas de oxigénio.

e Analisar a eficacia da utilizagao de barreiras fisicas compostas de materiais
empregados na fabricagdo de EPIs na protecao celular contra danos causados

pela radiagcao emitida pelo dispositivo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Infecgoes hospitalares e desinfecgao de superficies e ambientes

O termo Infecgbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) ou infecgbes
nosocomiais € utilizado para referir-se a infecgoes que pacientes adquirem enquanto
recebem cuidados ou tratamento em uma instituicdo de saude, como hospitais,
clinicas, consultorios meédicos, entre outros (OMS et al., 2011). Essas infecgbes n&o
estdo relacionadas com a enfermidade que levou o paciente em busca ao
atendimento, nem estdo em processo de incubagédo desses microrganismos (Szabd
et al., 2022). Em muitos casos, essas infec¢cdes sdo associadas a procedimentos
médicos, cirurgias, internagdes hospitalares ou outros cuidados de saude, e podem
resultar de exposigcdo aos microrganismos hospitalares, uso inadequado de
antimicrobianos, praticas de higiene inadequadas, entre outros fatores (Kollef et al.,
2021).

As |IRAS acarretam varias consequéncias associadas ao aumento da
morbidade e mortalidade, incluindo hospitalizacdo prolongada, disfungbes em
multiplos 6rgdos e, nos casos mais graves, o desenvolvimento de sepse, uma
condigdo que pode evoluir rapidamente ao 6bito (Kollef et al., 2021). Além disso, a
incidéncia dessas infecgdes também acarreta desafios financeiros, pois resulta em
um aumento nas despesas, englobando gastos com medicamentos, procedimentos
adicionais, internagdes prolongadas e outros cuidados necessarios (Sullivan; Gupta;
Cook, 2017).

Nesse sentido, as IRAS continuam a representar um desafio global para a
saude publica, afetando milhGes de pacientes anualmente em diferentes regides do
mundo. O estudo de Cassini e colaboradores (2019), com base em dados do
EARS-Net (Rede Europeia de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana), identificou
um elevado numero de casos e mortes associadas a IRAS na Europa, com a maioria
dos casos ocorrendo em ambientes de cuidados de saude. Isso evidencia a
necessidade urgente de intervencdes direcionadas em hospitais e instalacdes de
saude.

Nos Estados Unidos, o estudo de Magill e colaboradores (2018) revelou uma

prevaléncia de IRAS entre pacientes hospitalizados, com uma proporcao significativa
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ocorrendo em unidades de cuidados intensivos e enfermarias. No entanto, dados
sobre a prevaléncia de IRAS na América do Sul sao escassos, embora estudos como
o de Rosenthal e colaboradores (2021) tenham mostrado uma relagdo entre
infecgdes sanguineas e aumento da taxa de mortalidade. Um estudo mais amplo em
quatro paises da América do Sul encontrou uma prevaléncia média de 11,5% de IRAS,
com a Venezuela apresentando a taxa mais alta (Huerta-Gutiérrez et al., 2019). No
Brasil, a ANVISA assumiu a responsabilidade pela prevengdo e controle de IRAS
desde 1999, destacando a importancia da vigilancia e intervengdo continua
(ANVISA, 2021).

Considerando a falta de dados a nivel nacional, é ainda mais dificil encontrar
estudos que avaliem a epidemiologia das IRAS dentre as diferentes regides do pais
de forma geral, ou mesmo mais especificas, como estados e cidades. Entretanto,
um estudo realizado no estado de Alagoas por Lira e colaboradores (2022)
evidenciou que, utilizando dados epidemioldgicos provenientes do DATASUS, no
periodo de 2017 a 2021, houve o registro de um total de 7626 pacientes que
apresentaram quadro de sepse, e que desses 2.641 (34,63%) foram a ébito. Ainda
que o estudo néo faga discriminagao entre pacientes que ja buscaram atendimento
médico devido as infecgdes, ou as adquiriram no ambiente hospitalar, 0 nimero de
casos e mortes deve ser levado em consideracdo, e medidas para diminuir estes
indices se fazem necessarias.

A complexidade das IRAS é acentuada pela diversidade de microrganismos
envolvidos, apresentando desafios significativos tanto em escala global quanto no
contexto especifico do Brasil. O estudo de Murray e colaboradores (2019) analisou a
carga global de resisténcia antimicrobiana bacteriana, revelando aproximadamente
4,95 milhdes de mortes associadas a resisténcia em 2019. O estudo destacou as
principais espécies de microrganismos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii, e
Pseudomonas aeruginosa) responsaveis por estas infecgdes, que podem ser
observadas na figura 1 (p.20). Esse cenario destaca a urgente necessidade de
decisbes politicas informadas, incluindo programas de prevengao e controle de
infeccbes, acesso a antibidticos essenciais e pesquisa de novas solugdes para

combater eficazmente a resisténcia antimicrobiana no cenario brasileiro e global.
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Figura 1 - Obitos globais (contagens) atribuiveis & resisténcia antimicrobiana

de diferentes espécies de bactérias patogénicas.
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Adaptado de Murray e colaboradores, (2019).

Diante do sério problema das IRAs, a promog¢éo da higiene nas unidades de
saude emerge como um pilar fundamental na prevencdo dessas infecgoes,
destacando a necessidade de adotar estratégias eficazes, tais como a
implementagdo de protocolos rigorosos de higiene das maos, desinfec¢cdo de
superficies, uso adequado de equipamentos de protecdo individual e educacéao
continua (Septimus et al., 2014). Vale destacar que a lavagem meticulosa das maos
€ um procedimento vital, destacando-se como uma pratica diaria essencial para
profissionais de saude e visitantes, e deve seguir técnicas especificas durante esse
procedimento para promover a remogéo eficaz de patdégenos, além de ajudar a
reduzir a propagacgao de doengas (Lynch, 2020).

Para abordar efetivamente os varios fatores essenciais para otimizar a
limpeza higiénica nos cuidados de saude, € crucial integrar as intervengdes de
higiene das maos e higiene do ambiente em um conjunto definido de atividades para

prevenir IRAs (Carling, 2021). Portanto. € necessaria uma abordagem integrada
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composta por cinco componentes: criacdo de politicas e procedimentos baseados
em evidéncias, selecdo de produtos adequados para limpeza e desinfecgao,
educacdo da equipe, monitoramento de conformidade e implementacdo de
tecnologia de descontaminagao de salas "sem contato" direto com as superficies
(Rutala; Weber, 2019).

Dentre os principais métodos para desinfec¢cao de superficies, destaca-se o
uso de desinfetantes quimicos, incluindo derivados de cloro (Gallandat et al., 2021).
Os desinfetantes quimicos sdo amplamente adotados devido a sua eficacia contra
uma variedade de microrganismos, além de serem aplicaveis em diversas
superficies, todavia, algumas desvantagens incluem a possivel toxicidade para
humanos e animais, bem como o potencial dano a certos materiais, dependendo da
concentragao e do tempo de exposicao (Assadian et al., 2021).

Outra abordagem comum € o uso de derivados de cloro, como o hipoclorito
de sbdio, que apresenta ampla atividade antimicrobiana, sendo eficaz contra virus,
bactérias e fungos (Gallandat et al., 2021). Apesar de sua acessibilidade, podem
gerar odores fortes e causar corrosdo em alguns materiais, além de apresentarem
certa instabilidade quando armazenados de maneira inadequada, ou quando
influenciados pela luz, o que pode interferir negativamente na sua eficacia na
desinfecgcdo dos ambientes (Rutala; Weber, 2019).

Assim, a radiacédo UV (Ultravioleta) € uma alternativa que nao envolve o uso
de produtos quimicos e é um método eficaz na eliminagdo de diversos
microrganismos, embora sua capacidade de penetracdo seja limitada e areas
ocultas possam nao ser alcangadas (HQO et al., 2018). No entanto, a radiagao UV
pode ser aplicada em diferentes superficies e areas através do uso de equipamentos
especificos, e com um menor potencial de degradacdo de materiais, quando
comparado a determinados agentes quimicos, visto que esse método de limpeza

nao deixa residuos (Diab-el Schahawi et al., 2021).

3.2 Radiagao Ultravioleta

A radiagao ultravioleta (UV) esta inserida no espectro eletromagnético
juntamente com a luz visivel, e a radiagao infravermelha, sendo classificada em trés
bandas de acordo com o seu comprimento de onda: de banda A (UV-A, 320-400
nm), de banda B (UV-B, 290-320 nm) e de banda C (UV-C, 100-290 nm) (Gallagher,
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2010; Ikehata; Ono, 2011). A radiagao solar € a maior fonte de radiagdo UV, contudo,
apenas os raios UV-A e UV-B sao capazes de atravessar a atmosfera, chegando na
superficie terrestre (Gallagher, 2010). Esse fato ocorre devido a absorgao dos raios
UV pelo ozbnio (Oj), oxigénio molecular (O,) e outras espécies atmosféricas
menores, ndo sendo capazes de atingir o solo (Herman et al., 2023). A radiagao
UV-A e UV-B também sao absorvidas pela camada de ozbénio, embora parcialmente,
sendo a UV-A a menos absorvida, permitindo sua chegada na superficie do solo
(Herman, et al., 2023). Vale notar que mudangas na camada de oz6nio podem
influenciar os niveis de radiacdo UV que alcangam a superficie terrestre (Barnes et
al., 2019).

A exposicdo a radiacdo ultravioleta apresenta a capacidade de causar
prejuizos a saude humana, sendo responsavel por causar inflamacédo através de
queimaduras na pele, envelhecimento degenerativo, e aumentar o risco de
desenvolvimento de neoplasias (D’orazio et al., 2013; Laikova et al., 2019; Salminen;
Kaarniranta; Kauppinen, 2022). A radiagcao UV emitida pelo sol penetra na pele de
acordo com o seu comprimento de onda (Figura 2, p. 23), dado que a radiagao
UV-A, que possui maior comprimento de onda, € capaz de penetrar mais
profundamente, chegando até a derme, enquanto a radiagdo UV-B é absorvida

quase que completamente pela epiderme (D’orazio et al., 2013).
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Figura 2 - Penetragéo da radiagéo ultravioleta de origem natural na pele
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Adaptado de D’orazio et al., (2013).

A radiacdo UV-C emitida pelo sol € amplamente absorvida pela camada de
ozébnio, tornando-a menos comum na superficie terrestre, exceto nas regides dos
polos do planeta, onde se encontram camadas mais finas de ozbnio devido a
processos naturais, que nas Uultimas décadas foi agravado pela agédo antrdpica
(Silvina et al., 2022). No entanto, apesar de sua raridade natural, os seres humanos
podem ser expostos a radiacdo UV-C devido a fontes artificiais, como lampadas
germicidas (Sliney; Stuck, 2021).

Dentre os principais problemas causados pela exposi¢cdo a radiacao UV, um
dos mais preocupantes € o dano causado pela absor¢cdo da radiacdo pelas
moléculas de &cido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA),
provocando danos a estas moléculas, principalmente através da formacédo de
dimeros de pirimidinas, causando mutagcdes que podem levar ao desenvolvimento

de neoplasias (Markovitsi; Gustavsson; Banyasz, 2010; Huo et al., 2022). Além da
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formagao de foto-dimeros no genoma, a radiagao UV também é capaz de induzir a
mutacao através do aumento da geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o
que inclui o radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H,O,) e o anion
superoxido (O,7), sendo capazes de oxidar bases de nucleotideos, promovendo uma
incompatibilidade das bases, levando entdo a mutagénese (Mohania et al., 2017).

Esses efeitos prejudiciais ndo se limitam apenas as radiagbes UV-A e UV-B,
as quais os seres humanos estao sujeitos devido a radiagao solar, mas também se
estendem a radiagdo UV-C, a qual € emitida por dispositivos artificiais (Hickerson et
al., 2021). Entretanto, apesar da exposig¢ao ser prejudicial para os seres humanos, o
organismo apresenta sistemas de defesa contra os danos causados pela radiagao
UV, que vao desde a verificagdo e o reparo dos acidos nucleicos no momento da
replicacdo, até a promoc¢ado da apoptose de células que apresentem danos
irreversiveis (Mohania et al., 2017). No contexto da radiagdo UV-C, a absorc¢do da
radiacdo por pigmentos como a melanina, e outras proteinas, a espessura das
camadas de células do tecido, bem como o tamanho maior dessas células humanas,
quando comparadas as dos microrganismos, sdo caracteristicas que tornam os
humanos mais resistentes a exposi¢cado, dado que com excegado de microrganismos
resistentes, eles apresentam pouco ou nenhum mecanismo de atenuacgao, fazendo
com que bactérias e virus, por exemplo, sejam completamente irradiados (Hessling
et al., 2021).

Devido aos efeitos danosos para os microorganismos, o uso da radiagao
UV-C é datado desde o ano de 1909, quando foi utilizado para desinfetar agua
potavel em uma estacao de tratamento em larga escala em Marseilles, Franga (Gray,
2013). Com o passar dos anos e o crescente desenvolvimento tecnolégico, passou a
ser utilizada para a desinfeccdo de ambientes, bem como para a esterilizagao de
equipamentos, de agua e de alimentos (Gray, 2013; Kim; Kang, 2020; Shen et al.,
2020). Desse modo, a radiacdo UV-C é um importante aliado no combate as
crescentes infeccbes hospitalares cujas taxas de mortalidade e de morbidade em
unidades de saude aumentam anualmente (Napolitano; Mahapatra; Tang, 2015;
Marasini et al., 2021).

Neste cenario, com a emergéncia mundial em saude provocada pela
COVID-19, dispositivos contendo lampadas de UV-C ganharam espag¢o no mercado,
em especial, para a utilizagdo em unidades de saude (Raeiszadeh; Adeli, 2020).

Despertando o interesse de grupos de pesquisa em todo o mundo a trabalharem
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para a construcao e para a validacao de dispositivos eficazes, de facil operacao e de
custo acessivel.

Desse modo, através de uma parceria entre pesquisadores da Universidade
Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas (UNCISAL), Centro de Ensino Superior
de Maceié (CESMAC), Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Universidade Federal de
Alagoas (UFAL) e a Universidade do Tridangulo Mineiro (UFTM) foram construidos
com materiais de reuso uma luminaria portatii acoplada com uma lampada de
radiacdo UV-C (254 nm), bem como um rob6 de radiacdo UV-C (254 nm) para serem
utilizados com a finalidade desinfetar objetos, superficies e ambientes.

Os dados obtidos com a execucdo do projeto intitulado "VALIDAGCAO DE
ROBO E LUMINARIA PORTATIL ULTRAVIOLETA DE BAIXO CUSTO PARA
CONTROLE DE MICRORGANISMOS EM AMBIENTES DE SAUDE DE BAIXA,
MEDIA E ALTA COMPLEXIDADE" (em fase de escrita dos manuscritos)
confirmaram o adequado funcionamento do dispositivo de esterilizacdo de baixo
custo quanto a sua capacidade antimicrobiana. Para a realizagcdo dos ensaios
microbiologicos, linhagens dos principais microrganismos responsaveis por causar
IRAs (Acinetobacter baumanii; Candida albicans; Klebsiela pneumoniae; Escherichia
coli; Staphylococcus aureus) tanto no contexto global, quanto nacional foram
selecionadas, para entdo passarem pelo processo de exposi¢do a radiacdo UV-C
emitida pela luminaria portatil.

Os experimentos realizados revelaram resultados  significativos,
especialmente no que diz respeito a reducado expressiva das unidades formadoras
de colbnias (UFCs) em diferentes linhagens de microrganismos. O periodo de
exposicao de apenas 10 segundos foi suficiente para produzir uma redugao
significativa de pelo menos 67,67% no crescimento dos microrganismos avaliados,
enquanto que a partir do tempo de 60 segundos, foi observada uma diminui¢cao de
100% das UFCs. Esses resultados embasam a escolha do tempo minimo de
exposicdo (10 s) nos ensaios realizados neste trabalho, e poderdao ser

esclarecedores quanto a cenarios de possiveis exposi¢cdes acidentais.

3.3 A pele humana

O maior 6rgao presente na espécie humana é a pele (Lai-cheong; McGrath,

2017). Ela é responsavel por constituir a interface entre o organismo e o ambiente
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externo, sendo muito importante em diversas fungdes, como na percepcido de
estimulos, na regulagdo da temperatura, em fungbées enddcrinas e exdcrinas e,
ainda, por apresentar a capacidade de absor¢do e de secregdao de substancias
(Kondo; Ishida, 2010; Mansfield; Naik, 2020). Outras fungdes importantes estédo
relacionadas a sua capacidade de servir como uma barreira, caracterizada pela sua
permeabilidade seletiva, pela protecdo contra microrganismos invasores, pela
defesa contra traumas mecanicos, quimicos e danos causados pela luz ultravioleta
(Yousef; Alhajj; Sharma, 2017).

E composta por duas camadas primarias chamadas de epiderme e derme,
que juntas sdo compostas por componentes epiteliais, mesenquimais, glandulares e
neurovasculares (D’orazio et al., 2013). A epiderme, a camada mais externa da pele,
€ caracterizada por quatro (pele delgada) ou cinco (pele espessa) camadas
funcionais distintas, amplamente definidas pelas caracteristicas dos queratindcitos
(Jiang et al., 2020). Essas caracteristicas incluem tamanho, forma, nucleagdo e
expressao de queratina tipo | e/ou Il (Polarl et al., 2020). As camadas incluem o
estrato basal (ou camada de células basais), o estrato espinhoso (ou camada de
células espinhosas ou escamosas), o estrato granuloso (ou camada de células
granulares) e o estrato cérneo (ou camada cornificada, também conhecida como
camada de células cérneas) (Fuchs; Raghavan, 2002; Kabashima et al., 2019; Jiang
et al., 2020). A epiderme é composta por 4 tipos celulares: melandcitos, células de
Merkel, células de Langerhans e queratindcitos (Moreci; Lechler, 2020). Esta ultima,
€ a célula presente em maior quantidade, representando cerca de 95% do total de
células da epiderme (Lai-cheong; McGrath, 2017),

Os queratindcitos sao células epiteliais caracterizadas pela expressao de
citoqueratina e pela presenga de desmossomas e jungdes oclusivas, caracteristicas
que permitem a pele ser uma barreira fisico-quimica tao eficiente (D’orazio et al.,
2013; JIANG et al., 2020) (Figura 3, p. 27). Os desmossomas promovem a adesao
celular, mantendo os queratindcitos unidos, enquanto as jungdes apertadas
minimizam a passagem de substancias indesejadas através do espaco intercelular
(Moreci; Lechler, 2020). Essa complexa rede de interacdes celulares destaca a
importancia dos queratindcitos na manutengcdo da homeostase da pele e na defesa

contra agentes externos prejudiciais (Polari et al., 2020).
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Figura 3 — Composigao da epiderme da pele humana.

Estrato
cérneo

Epiderme [

Ducto de
suor

Haste do
/ pelo |

/

—

Estrato

Juncao ‘ ~=

| cérneo

L E-
apertada — - Estrato H

' = <

[ | granuloso i

Glandula o 7
—— sebacea =( Y
' Estrato
espinhoso

Glandula

Derme sudoripara
\ [ c, : \J } (
s N B /\\__.{_ W
N/ Q'
=/ NG Estrato
E_,, ‘ basal
Ducto e W { !
linfatico \, | Queratinécito CélulaTde  cgjylade
-’ o IMESTTIE] Langerhans
- residente

Vaso & Tecidoadiposo LGB E Lt L EoEEins ol ____ .
sanguineo . - ————— subcutaneo

(Adaptado de Kabashima et al., 2019).

Ja a derme é composta por duas camadas de tecido conjuntivo (Figura 4, p.
28), chamadas de derme papilar e derme reticular, que se fundem sem demarcacgéao
clara, e fica separada da epiderme pela presenca da lamina basal, onde a camada
mais interna (camada basal) de células ficam ancoradas (Yousef; Alhajj; Sharma,
2017). A derme papilar € a camada superior, mais fina, composta por tecido
conjuntivo frouxo vascularizado ficando em contato com a epiderme, enquanto a
derme reticular € a camada mais profunda, mais espessa, menos celular, e consiste
em tecido conjuntivo denso ndo modelado, apresentando abundéncia de feixes de
fibras colagenas, elasticas dispersas em outras moléculas de matriz extracelular
(MEC) e abrigando os anexos da pele e outras estruturas necessarias ao
funcionamento da pele, como as glandulas, pélos, foliculos pilosos, musculos,
nervos, corpusculos sensoriais e vasos sanguineos (Figura 4, p. 30) (Yousef; Alhaijj;
Sharma, 2017; Yadav et al., 2019).
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Figura 4 - Estrutura da derme.
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Adaptado de Yadav (2019).

Ambas as camadas colaboram na criagdo de uma estrutura matricial
altamente especializada. A presenca da lamina basal atua como uma barreira fisica
que separa essas duas componentes, ao mesmo tempo que oferece uma interface
organizada e dinamica para facilitar suas interagdes (Baroni et al., 2012; Mansfield;
Naik, 2020).

3.4 Queratinocitos

Os queratindcitos sdo células epiteliais especializadas que desempenham um
papel vital na constituicdo da epiderme, sendo responsaveis pela formacédo da
barreira protetora que reveste o nosso corpo, contribuindo assim para a integridade
da pele (Gonzales; Fuchs, 2017). Essas células apresentam uma notavel
capacidade de renovacao celular, dividindo-se constantemente a partir da camada
basal da epiderme e migrando para as camadas superiores a medida que se

diferenciam, perdendo seus nucleos e acumulando queratina, uma proteina
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resistente que confere forca e impermeabilidade a pele (Gonzales; Fuchs, 2017;
Liarte; Bernabé-Garcia; Nicolas,, 2020).

Por constituirem essa barreira natural, os queratinécitos representam a
primeira linha de defesa do organismo (Piipponen; Li; Landén, 2020). Atuam nao
apenas como uma barreira fisica, mas também possuem a capacidade de interagir
com células do sistema imune, desempenhando um papel fundamental na
imunidade cuténea, sendo capazes de identificar padroes moleculares associados a
patégenos (PAMPs), através de receptores de reconhecimento de padrdes
presentes em sua membrana celular (Piipponen; Li; Landén, 2020).

Além disso, os queratindcitos desempenham o papel de produzir citocinas e
quimiocinas que contribuem para uma resposta imune cutanea eficaz (Kabashima et
al., 2019). Estas moléculas sinalizadoras possuem a capacidade de iniciar respostas
imunes, promover a inflamagao, regular a proliferacdo e diferenciagdo celular, e
influenciar o recrutamento de células do sistema imune (Jiang et al., 2020). O fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), e diversos tipos de interleucinas como a
interleucina-1-a (IL-1-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), por exemplo, sdo
produzidas pelos queratindcitos e estdo envolvidas em resposta a estimulos como
lesbes e infecgbes (Hanel; et al, 2013; Jiang et al., 2020).

Outro papel crucial exercido pelos queratindcitos esta na sintese de vitamina
D, pois estes possuem a maquinaria enzimatica necessaria, sendo um processo
complexo e dependente da ativagdo da provitamina D3 (7-dehidrocolesterol) pela
radiacdo UV-B (Bergqvist; Ezzedine, 2019; Dominguez, 2021).

Para que ocorra a produgao da vitamina D, os queratindcitos presentes na
camada mais externa da epiderme, quando expostos a radiagdo UV-B da luz solar,
iniciam uma reagéo fotoquimica que converte o 7-dehidrocolesterol em pré-vitamina
D3 (Al-Zohily et al., 2020). Essa pré-vitamina D3, lipossoluvel, atravessa as
membranas celulares e entra na circulagdo sanguinea e em seguida, no figado,
passa por uma hidroxilagdo, transformando-se em 25-hidroxivitamina D3, também
chamada de calcifediol (Al-Zohily et al., 2020; Dominguez, 2021). Por fim, nos rins,
ocorre uma segunda hidroxilagdo, resultando na forma ativa da vitamina D, o
calcitriol, que atua como um horménio, desempenhando fungdes cruciais na
regulacdo dos niveis de calcio e fésforo no sangue, facilitando a absor¢céo desses
minerais no intestino e promovendo a mineralizagdo dos ossos (Figura 5, p. 30)
(Dominguez, 2021).
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Figura 5 — Sintese da vitamina D.
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Adaptado de Dominguez (2021). Siglas se referem a: (D3) colecalciferol, (D2) ergocalciferol, (DPB)
sigla do inglés D protein binding “proteina de ligagdo a vitamina D”, (25(OH)D) Calcifediol,
(1,25(0OH),D) calcitriol.

Desse modo, a escolha de uma linhagem especifica de queratinécitos é
bastante adequada para a execucdo deste trabalho, devido a sua presenca
amplamente difundida na complexa arquitetura cutanea. Essas células, sendo os
principais constituintes da epiderme, ndo apenas compdem uma barreira fisica
essencial, mas também desempenham um papel relevante na resposta do
organismo a estimulos ambientais, como os provenientes do dispositivo de radiagéo
UV-C. Portanto, a escolha dos queratindcitos se faz essencial para entender melhor

os efeitos da radiagao UV-C sobre este tipo celular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Luminaria e protocolo de exposicao

O dispositivo portatil de emisséo de radiagdo (luminaria) foi construido com
materiais reciclaveis por pesquisadores do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), com
o objetivo de utiliza-lo para a desinfec¢ao de superficies e objetos, que sao utilizados
em ambientes que apresentam risco de causar infec¢gées por microrganismos, como
em unidades de saude (Figura 6). O protétipo de baixo custo teve a patente
depositada(BR10202300826-8) e usado em colaboragcéo neste projeto. A luminaria
possui duas lampadas de radiagao UV-C de 254 nm, e apresenta a poténcia de 16
mW/cm? quando posicionada a uma distancia de 2 cm do alvo a ser irradiado. Este
valor foi obtido através de um medidor de radiancia, que indicou uma estabilidade
por até 10 minutos na poténcia apds a luminaria ficar ligada por 1°50”, ser desligada

por 15’ e ligada novamente para uso.

Figura 6 - Luminaria de radiagcdo UV-C de baixo custo.

Para a exposicao a radiagao, seguiu-se com dois conjuntos de ensaios. No
primeiro momento, as células aderidas em placas de 96, 24 ou 6 pogos tiveram seu
meio de cultura removido, e foram irradiadas a uma distancia de 2 cm em relagao a
face do dispositivo, como pode ser visto na figura 7A (p. 32). Apds a exposi¢éo pelo
tempo de 10 segundos a uma distancia de 2 cm da lampada, as células foram
incubadas em estufa de CO, a 5% e 37°C, e nos tempos de 1, 6, 24 ou 72 horas

apods a exposicao, diferentes analises foram realizadas.
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No segundo conjunto de ensaios, as células foram plaqueadas, e apds a
adesao, tiveram o meio de cultura removido e foram protegidas com os seguintes
materiais: latex (luva de borracha), nitrila (luva), polipropileno (mascara descartavel
camada tripla), polipropileno (mascara pff2), tecido Oxford (70% algodao - 30%
poliéster), dupla camada de tecido (Oxford + Brim, sendo o Brim 100% algodéo), e
poliestireno colocadas sob a placa de cultivo celular, para posterior exposicao a
radiacao por 10, 60 ou 300 segundos. Passadas 72 horas apos a exposigao,
diferentes analises foram realizadas (Figura 7B). Estes materiais foram escolhidos

devido a sua utilizagdo na produgao de equipamentos de protecéo individual (EPIs).

Figura 7 - Esquema de exposi¢cao das células a radiagao UV-C.
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Procedimento de exposi¢cao das células por diferentes tempos de exposi¢cao, com analise apds 72h
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4.2 Linhagem celular

A linhagem de queratindcitos nao tumorais de pele humana (HaCaT)
adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) foi utilizada para a
realizacao dos experimentos presentes neste estudo. As células foram cultivadas em
meio Dulbecco’s modified eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) (Gibco®), 2mM de L-glutamina (Sigma®) e 0,5 Ul/mL de
penicilina/estreptomicina (Gibco®), mantidas em condigbes estéreis em estufa de

CO,a 5% e 37°C, de acordo com as instrugcdes do fornecedor.

4.3 Ensaio de viabilidade celular

O efeito da radiagcdo UV-C sobre os queratinécitos da pele humana foi
investigado por meio do método de avaliagdo da viabilidade celular utilizando o
ensaio MTT [3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide]
(Sigma®) (Mosman, 1983). As células HaCaT foram distribuidas em placas de 96
pocos na densidade de 10* células/poco. Apds a adeséo por cerca de 20 h, as
células foram expostas, e mantidas a 37 °C, em estufa de CO,. Apds os tempos de
analises (1, 6, 24 e 72 h), o MTT (5 mg/mL) foi adicionado nos pogos, e decorrido o
tempo de 3 h, foi descartado o sobrenadante e adicionado 150 pL/poco de
dimetilsulfoxido (DMSO). A densidade optica (DO) foi lida através de um
espectrofotometro (Celer/Polaris®) a 540 nm, e analisada, gerando o calculo da
viabilidade celular através da férmula abaixo:

DO CELULAS NAO EXPOSTAS

I - X 100
Viabilidade celular (%) = DO CELULAS EXPOSTAS

4.4 Ensaio de morfologia

Para avaliar alteragdes morfolégicas ocasionadas pela exposi¢ao a radiagéo,
os queratindcitos foram distribuidos em placas de 24 pogos na densidade de 3,5.10°
células/pogo. Apdés o periodo de adesdo, as células do grupo exposto foram
expostas de acordo com o protocolo anteriormente citado, e apds os tempos de
analise, foram retiradas fotomicrografias das células em duas condigbes: sem

corante e apos fixagdo com alcool metilico (Dindmica®) a -4°C, com o corante cristal
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violeta 2 mg/mL (Dinamica®). Foram observadas caracteristicas celulares como a
condensacao do nucleo, integridade da membrana citoplasmatica, e alteragdes no

tamanho e densidade das células.

4.5 Ensaio de fluorescéncia para avaliagao da morte celular

O efeito da radiacdo UV-C sobre a indugdo da morte celular das células
HaCaT foi realizado através do ensaio de fluorescéncia por marcagdo com laranja
de acridina (LA) e lodeto de propidio (IP). As células (3,5.10%) foram semeadas em
laminulas de vidro depositadas em placas de 24 pogos e mantidas a 37°C e 5% de
CO, por cerca de 20 h. Apdés o periodo de adesédo, as células foram expostas a
radiacdo UVC, e os tempos de 1, 6, 24 e 72 h foram analisados. Apds passado o
tempo de analise, foi descartado o sobrenadante, e os pogos foram lavados com
PBS (phosphate buffered saline, pH 7,4), para entdo ser adicionada uma solugéo de
LA (1 ug/mL) e IP (1 ug/mL) diluidos em PBS. Essa coloragao permitiu distinguir as
células vivas, que se coraram em verde, das ceélulas mortas, que apresentaram
coloracéo alaranjada/vermelha (Makeen et al., 2021). Apos 2 minutos, as laminulas
foram retiradas dos pocos e realocadas em laminas de vidro para a leitura em
microscopio de fluorescéncia. Foram retiradas microfotografias que permitiram a
posterior contagem das células, e a geracao de um grafico indicando a percentagem
de células mortas através da formula: n° de células mortas x 100 / n° de células
contadas (50, quando possivel). Além disso, também foram avaliadas a densidade

de células, e alteragées na morfologia celular.

4.6 Ensaio clonogénico

Células HaCaT (400 células/pogo) foram cultivadas em placas de 6 pogos
com DMEM a 5% de SBF por 16-20 horas a 37°C e 5% de CO2 para adesédo. O
meio foi removido para exposi¢ado a radiagao UV-C por 10s, seguido por reposigao
do meio sob a mesma suplementagao. As células foram mantidas por 14 dias, com
trocas de meio a cada 3 dias. Apods fixagcdo com metanol, as coldnias (>50 células)
foram coradas com cristal violeta (2 mg/mL) (Adaptado de Chang et al., 2019). A
analise do ensaio foi realizada através da contagem das colénias que apresentavam

pelo menos 50 células.
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4.7 Producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O efeito da radiagdo UV-C sobre a produgao de EROs foi realizado através
do ensaio de citometria de fluxo através da marcagdo com a sonda fluorescente
diclorofluoresceina diacetato hidroximetil éster (DCFH-DA). As células (3,5.10%)
foram semeadas em placas de 24 pogos e mantidas a 37°C e 5% de CO, por cerca
de 20 h. Apos o periodo de adeséo, as células foram expostas a radiagao UVC por
10s e os tempos de 0, 30 e 60 minutos apds exposicdo foram analisados. Apos
passado o tempo de analise, foi descartado o sobrenadante, para entido serem
adicionados 150 uL de solugéo de PBS + DCFH-DA (10 pM) por 30 minutos. Apds o
periodo de incubacao, foi retirado o sobrenadante, e foi entdo adicionada a solu¢ao
de tripsina por 10 minutos. Apds o desprender das células, adicionou-se 150 uL de
solucao PBS/SBF para a neutralizacdo da tripsina, e entao foi realizada a leitura no
citbmetro (FACScanto Il, BD ™),

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos tiveram sua analise estatistica realizada através da
utilizagdo do programa GraphPad Prism ® (versao 8.0, GraphPad Prism Software,
Inc.) Os experimentos foram realizados em triplicata e analisados estatisticamente,
empregando-se a andlise de varidancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida de
pos-teste de Tukey ou Bonferroni. Os resultados foram considerados significantes

quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 A exposicao a radiacdao UV-C diminui significativamente a viabilidade

celular dos queratinécitos

A analise da viabilidade celular apo6s a exposicdao dos queratindcitos a
radiagdo UV-C a uma poténcia de 16,8 mJ/cm?, durante um periodo de 10 segundos,
demonstrou a diminuicdo na capacidade de sobrevivéncia das células. Essa reducao
na viabilidade celular demonstrou ser progressiva ao longo dos periodos de analise
subsequentes conforme ilustrado na figura 8. Apds os intervalos de tempo de 1, 6,
24 e 72 horas subsequentes a exposi¢cao, observou-se a redugao na porcentagem
de células viaveis em 22,3%, 34,7%, 83,5% e 93,66%, respectivamente, em

comparag¢ao com as células ndo expostas.

Figura 8 — Diminuicdo da viabilidade celular causada pela exposi¢cao a radiagao
UV-C.
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Viabilidade celular de queratindcitos apds a exposigdo a radiagao UV-C pelo ensaio de MTT. Os
dados foram expressos como M+EPM, e os dados foram analisados estatisticamente usando ANOVA
de duas vias , seguido do pos-teste de Bonferroni, com o software GraphPad Prism versao 8.0.
***p<0.001 e ****p<0,0001 em relagao ao grupo de células ndo expostas.
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5.2 A densidade de células e suas caracteristicas morfolégicas sao alteradas

apos a exposigao a radiagao.

Outro efeito notavel resultante da exposicédo a radiagao UV-C foi a diminuigao
na densidade populacional de queratinécitos e alteragbes morfolégicas, como pode
ser observado na Figura 9 (p. 38). Durante o periodo de analise subsequente a
exposicao, foi possivel verificar mudancas marcantes em termos de morfologia
celular. Estas mudangas morfoldgicas incluiram a condensagao do material genético
nuclear, que se traduziu em nucleos mais densos e compactos, alteracbes no
tamanho e formato das células e a presengca de membranas celulares fragmentadas
e restos celulares. Os efeitos nocivos tornaram-se mais acentuados a medida que o
tempo progredia, culminando em uma notavel redugdo na quantidade de
queratinécitos presentes na placa de cultivo celular. Em analises realizadas apds
um periodo mais longo, ou seja, 72 horas ap6s a exposi¢ao inicial, além da uma
diminuicao significativa do numero de células presentes no poco, as células
remanescentes exibiram caracteristicas morfolégicas atipicas e indicativas de morte
celular (perda da integridade da membrana celular, presenca de corpos apoptéticos

e fragmentagao nuclear).
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Figura 9 — Painel morfoldgico dos queratinécitos expostos e ndo expostos a radiagao apds coloragao com cristal violeta.
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Microfotografias de células de queratindcitos corados com cristal violeta apds exposigdo durante 10s a radiagdo UV-C. As microfotografias foram tiradas no

aumento de 10x e 100x apods a coloragdo com cristal violeta. As setas representam diferentes caracteristicas morfolégicas das células: Vermelha = fragmentagéo e
presenca de restos celulares; Azul = Nucleos picnéticos; Amarela = hipertrofia celular.
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5.3 Avaliacao da morte celular por marcagao com os corantes laranja de acridina e

iodeto de propidio

A avaliagdo da morte celular foi conduzida por meio da coloragdo com os corantes
fluorescentes laranja de acridina e iodeto de propidio, que sao agentes intercalantes do
DNA da célula. A figura 10 (p. 40) contém imagens representativas de todos os tempos e
grupos avaliados, ilustrando que os resultados obtidos foram consistentes com as
observagdes morfolodgicas anteriores, indicando um aumento progressivo na proporg¢ao de
células nao viaveis a medida que o tempo de analise se estendia. Isso reforga a influéncia

mais tardia da radiagao sobre as células.
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Figura 10 — Painel da coloragédo com LA/IP dos queratinécitos expostos e néo expostos a radiagao.
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Microfotografias de células HaCaT coradas com laranja de acridina e iodeto de propidio (A) apds exposi¢do durante 10 s a radiagdo UV-C. As fotos foram tiradas
nos aumentos de 10x e 40x apds a marcagéo com os corantes fluorescentes.
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De forma a quantificar o numero de células marcadas positivamente com LA,
apos a contagem e anadlise das imagens, observa-se na figura 11 a quantificagdo das
células mortas, confirmando o aumento no numero de células marcadas em laranja a
medida que o tempo de analise se prolongava, sendo observado 22,3%, 34,7%, 83,5%
e x% de células com dupla marcagao (mortas), nos tempos de 1, 6, 24 e 72 horas,

respectivamente.

Figura 11 - Contagem de células mortas presentes no ensaio de LA/IP
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Percentagem de células mortas apds a exposi¢cado a uma luminaria portatil com radiagédo UV-C através
do ensaio de marcacao fluorescente por LA/IP. Os dados foram expressos como M+EPM, e os dados
foram analisados estatisticamente usando ANOVA de duas vias , seguido do pos-teste de Bonferroni,
com o software GraphPad Prism versao 8.0. *p<0.05 e ****p<0,0001 em relagdo ao grupo de células
nao expostas.

5.4 A acdo da Radiagao UV-C eliminou completamente os queratinécitos

expostos apos 14 dias da exposicao

O resultado encontrado na Figura 12 (p. 42) demonstra que apds a exposi¢ao
a radiagcao UV-C, notou-se uma completa auséncia de colbnias no grupo exposto,
indicando uma eliminagéao total das células clonogénicas. Essa observacéo contrasta
diretamente com o grupo ndo exposto, onde a presenga de coldnias foi mantida,
evidenciando a eficacia da radiacdo UV-C na erradicagao das células. A analise
sequencial ao longo dos periodos pos-exposi¢ao, em intervalos de 1, 6, 24 e 72
horas, corroborou essa tendéncia, revelando uma drastica diferenca na capacidade
clonogénica entre os grupos exposto e nao exposto. Esses achados reforcam a

evidéncia da agao deletéria da radiagao UV-C sobre a linhagem de queratinécitos.
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Figura 12 - Fotografia do ensaio clonogénico e contagem de colbénias
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(A) Fotografia da placa do ensaio clonogénico corado com cristal violeta. (B) Grafico do niumero de
colbnias contadas nos grupos ndo expostos e expostos a radiagao.

5.5 A radiagao UV-C promove a geragao de espécies reativas de oxigénio

A exposicao a radiagcao UV-C por 10 segundos foi capaz de gerar um
aumento na producao de EROs apds a exposicao a radiacdo UV-C, como pode ser
observado na figura 13 (p. 43). No entanto, os niveis de ROS ndo demonstraram
alteragdes estatisticamente significativas imediatamente apdés a exposicao,
sugerindo uma resposta inicial conservadora a radiagao. Contudo, 30 minutos apés
a exposigdo, houve um aumento significativo na produgdo de EROs de 46,5%,
indicando um impacto mais pronunciado da radiacdo nesse periodo. A analise
realizada 60 minutos apos a exposi¢cado revelou um padréo similar ao tempo de 30
minutos de analise, aumentando a producdo de EROs em 40,9%. Entretanto, foram
observados um maior numero de particulas/debris no histograma obtido por
citometria de fluxo nas células do tempo de 60 minutos de analise, indicando
possivel fragmentagao e morte celular. Esses resultados sugerem que a exposicao a
radiacdo UV-C promove um aumento na producao de EROs, que consequentemente
influencia nos processos deletérios observados neste trabalho e descritos na

literatura.



Figura 13 - Producédo de EROs na auséncia ou presenca da radiagao
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Andlise da geragéo de EROs por citometria de fluxo dos queratinéticos expostos a radiagdo UV-C. (A)
Histograma dos grupos analisados; (B) Grafico da intensidade de fluorescéncia dos grupos
analisados. Dados expressos como M+EPM, e analisados por ANOVA de uma via, seguido do

pos-teste deTukey
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p<0,0001 em relagdo ao grupo de células ndo expostas.
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5.6 O uso de materiais empregados na construgao de EPIs mitiga os efeitos

deletérios provocados as células

Para avaliar a eficacia dos materiais utilizados na confeccdo de EPIs contra
os danos da radiacdo UV-C e garantir um uso seguro de dispositivos de radiagao
UV-C por parte do operador, foi conduzido inicialmente um ensaio de viabilidade
celular por MTT. Devido a resposta sobre as células tempo-dependente observada
nos ensaios anteriores, foi escolhido o tempo de 72h de analise apds a exposi¢cao a
radiacdo. Além do tempo de 10 segundos, a escolha dos outros tempos avaliados foi
relacionada ao tempo necessario para a eliminagado mais eficaz dos microrganismos,
de acordo com os dados ndo mostrados e citados no referencial tedrico.

Com isso, observou-se que as células expostas a radiagdo UV-C por 10, 60 e
300 segundos na presenca de um fragmento de luva de latex, ndo apresentaram
reducdo na viabilidade celular, quando comparadas com as células sem a presenca
do latex, nos 3 tempos de exposigao analisados, de 10, 60 e 300 segundos de

exposicao (Figura 14).

Figura 14 — Grafico de viabilidade celular dos queratindcitos expostos na

presenca e auséncia do latex como barreira
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Analise da viabilidade celular dos queratinéticos expostos a radiacdo UV-C. Dados expressos como
MzEPM, e analisados por ANOVA de uma via, seguido do pés-teste deTukey ****p<0,0001 em
relacdo ao grupo de células ndo expostas.
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Um segundo conjunto de ensaios de viabilidade celular por MTT foi conduzido
para avaliar a eficacia protetora de materiais adicionais apés 72h apds a exposi¢ao a
radiacdo durante um periodo mais prolongado de exposigéo, estendendo-se por 300
segundos. Além do latex previamente mencionado, também foram realizados testes
com o uso dos outros materiais, como nitrilo, polipropileno (derivado de mascara
tripla descartavel ou PFF2), tecido em camada unica ou dupla (Oxford ou Oxford +
Brim), e poliestireno (face shield). Como evidenciado nas Figura 15, o latex e a nitrila
demonstraram capacidade consideravel de protecdo as células, por manterem

viabilidade celular similar a do grupo controle.

Figura 15 — Grafico de viabilidade celular dos queratindcitos expostos na

presenca e auséncia de diferentes materiais
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Viabilidade celular de queratindcitos avaliados 72h apds a exposigéo a radiagdo UVC por 10, 60 e/ou
300 segundos com a utilizacdo do latex (A) e com os demais materiais (B). Os dados foram
expressos como M+EPM, e os dados foram analisados estatisticamente usando ANOVA de uma ou
duas vias, seguido do pds-teste de Tukey ou Bonferroni, com o software GraphPad Prism vers&o 8.0.
****pn<0,0001 em relagdo ao grupo de células ndo expostas.

5.7 A presenca de barreira de latex e nitrilo ameniza as alteragoes

morfolégicas das células expostas a radiagao UV-C

Para avaliar o impacto dos materiais na preservagao da morfologia dos

queratinécitos apds a exposi¢ao a radiagao UV-C por 300 segundos, foi conduzido
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um ensaio focado na analise morfolégica. As células HaCaT saudaveis apresentam
um formato poligonal, com bordas bem definidas, nucleo grande e arredondado com
nucléolos proeminentes, além de apresentarem crescimento em monocamada com
forte adesdo ao substrato da cultura. Apdés 72 horas da exposicdo, as células
coradas com cristal violeta revelaram que o uso do latex e da nitrila resultaram em
uma notavel atenuacdo das alteragcbes morfolégicas nos queratindcitos, em

comparagao com o grupo sem protecao (Figura 16).

Figura 16 — Painel morfologico dos queratindcitos expostos por 300 segundos

na presenca e auséncia de diferentes materiais
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Painel morfoldgico dos queratinécitos expostos a radiagdo UV-C com e sem dos materiais, e corados
com cristal violeta avaliados apos 72h pdés-exposigcédo. (A) Controle sem exposi¢ao, (B) UV-C, (C)
Latex, (D) Nitrila, (E) Polipropileno, (F) Polipropileno (PFF2), (G) Oxford, (H) Oxford + Brim, (I)
Poliestireno. As setas representam diferentes caracteristicas morfolégicas das células: Azul =
fragmentagédo e presenga de restos celulares; Laranja = Nucleos picnoéticos; Amarela = hipertrofia
celular.

Mesmo que de maneira discreta, € possivel perceber diferencas na
morfologia celular entre esses grupos, como um maior didmetro do citoplasma,
especialmente no grupo protegido pela nitrila. Por outro lado, os grupos que

utilizaram o polipropileno e o oxford como protegcdo apresentaram alteracdes
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morfolégicas mais pronunciadas, com a presenga de células atipicas, com nucleos
picnoéticos (seta laranja), e uma significativa diminuicdo da densidade de células,
sugerindo uma eficacia consideravelmente inferior em comparagao com as luvas. Ja
0 poliestireno mostrou-se como um material consideravelmente eficaz na
preservagdo da morfologia celular, entretanto, também apresentou alteragdes

celulares como a presencga de nucleos picnéticos e hipertrofia celular.

6.8 O uso de alguns tipos de materiais reduzem a quantidade de células mortas

em resposta a radiagao UV-C

No ensaio de dupla marcacdo com LA e IP observou-seque ao utilizar os
materiais de latex e nitrilo componentes de luvas de borracha e de procedimentos,
0s queratindcitos expostos a radiagdo UV-C por 300 segundos apresentaram
atenuacdo da quantidade de células mortas, bem como uma manutengdo da
densidade celular, de maneira similar ao controle ndo exposto (Figura 16A, p. 48), o
que indica que estes materiais apresentam um potencial benéfico quanto a sua
utilizacdo como barreira para a radiacdo UV-C. Ja o polipropileno e o oxford
apresentaram um resultado mais similar ao grupo exposto sem a presenga de
barreira fisica, indicando uma baixa protecdo. Ainda que o polipropileno proveniente
de PFF2 e o poliestireno tenham apresentado uma manutencido da densidade
celular, foi possivel observar uma quantidade consideravel de células marcadas,,
bem como alteragbes morfolégicas. As células desses grupos apresentaram uma
delimitacdo célula-célula menos definida, com uma aparente redugcdo na
fluorescéncia. Com relacdo ao grupo Oxford + Brim, foi possivel observar um
resultado melhor, em relagdo ao grupo oxford apenas, indicando que duas camadas
de tecido apresentam uma capacidade de barrar melhor a radiacio.

O grafico apresentado na figura 16B (p.48) demonstra a quantificacao de
células mortas, trazendo novamente como material mais protetor o latex e a nitrila,

com um menor numero de células mortas.
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Figura 17 - Painel da coloragcdo com LA/IP dos queratinécitos por 300

segundos na presenca e auséncia de diferentes materiais
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(A) Microfotografias dos queratinécitos expostos a radiagao UV-C corados com LA/IP na presenga ou
auséncia dos materiais avaliados apds 72h pdés-exposicédo (B) Grafico da quantificagdo de células
mortas dos grupos avaliados.. (A) Controle sem exposi¢do, (B) UV-C, (C) Latex, (D) Nitrila, (E)
Polipropileno, (F) Polipropileno (PFF2), (G) Oxford, (H) Oxford + Brim, (l) Poliestireno.
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6 DISCUSSAO

Devido ao surgimento da pandemia de COVID-19, a busca por equipamentos
de desinfecgdo do ar e de superficies por meio de raios ultravioleta (UV) tem
recebido grande atencdo, e diversos produtos foram disponibilizados no mercado
(Raeiszadeh; Adeli, 2020). Com a alta demanda, subiram os pre¢os para a compra
desses dispositivos, como robds para esterilizacdo de ambientes, podendo chegar a
valores de até $90.000 (Zaman et al., 2022). Em contrapartida, o aumento na
demanda impulsionou também a pesquisa pela produg¢ao de novos dispositivos, bem
como ampliar as informagdes sobre os efeitos da radiacdo UV-C nos diferentes tipos
de células humanas (Dos Santos; Castro, 2021; Lai; Nunayon, 2021; Olcay et al.,
2021;). Essa expansao na producao visa atender n&o apenas a crescente demanda,
mas também a um desejo geral de criar ambientes mais seguros e higienizados em
diversas instalagdes, incluindo hospitais, estabelecimentos de saude e espacos
publicos (Zaman et al., 2022).

A busca intensa por este tipo de dispositivo se da devido a sua alta eficacia
na eliminagédo de diferentes tipos de microrganismos, desde virus, bactérias, fungos,
chegando a eliminar até 99% da carga total destes (Binns et al., 2020; Torres et al.,
2020; Abkar et al., 2020). Nesse contexto, devido a possibilidade de haver
exposi¢des acidentais ao utilizar esse tipo de dispositivo, € de suma importancia
investigar os efeitos da radiagcdo UV-C, bem como maneiras de diminuir os riscos
associados a sua utilizacao.

Assim, analisando a literatura, observa-se que a caracterizagao sobre a
cinética temporal dos efeitos causados sobre diferentes células, bem como a
delimitacdo dos parametros de irradiagdo s&o diversos, e nem sempre
demonstrados ou levados em consideracdo. Observou-se ainda que, devido ao
incentivo na utilizagdo de dispositivos de radiagao UV-C, em especial, em ambientes
hospitalares, pode levar a exposi¢cdo indesejada e acidental dos operadores e
demais profissionais a radiacdo. Neste sentido, ndo foi identificado na literatura
nenhum estudo que observasse o efeito de barreiras protetoras sobre células frente
a exposicao a radiagao.

Desse modo, os resultados observados neste estudo mostraram que os
efeitos deletérios sobre a linhagem de queratinécitos humanos nao tumoral (HaCaT)
decorrente da exposigdo das células a radiacdo UV-C (254 nm, 10 s) ocorreu de

maneira tempo-dependente, corroborando com os resultados presentes na literatura,
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que demonstram sua capacidade deletéria devido a absor¢édo da energia pelas
moléculas de DNA, e geragao de espécies reativas de oxigénio que levam a lesdes
incompativeis com a sobrevivéncia celular (Kaufmann, 2010).

Outros estudos in vitro, utilizando linhagens de células humanas, também
demonstraram redug¢ao da viabilidade celular apds a exposig¢ao a radiacao UV. Um
exemplo é o estudo de Wang e colaboradores (2015), que empregou a mesma
linhagem de queratinécitos (HaCaT) e parametros similares (254 nm, 16 mJ/cm?),
onde foi observada uma reducido de aproximadamente 80% na viabilidade celular
quando as células foram expostas e analisadas 24 horas apds,, resultado que
corrobora com os achados deste trabalho. Resultados similares sao apresentados
também no trabalho de Mahendra e colaboradores (2019), que utilizou células
HaCaT, mas com uma diferenca nos parametros da luminaria, no que se refere a
poténcia (40 pJd/cm?), sendo cerca de 400x menor. Apds exposig¢des variando entre
0, 6, 9 e 12 segundos, observou-se uma redug¢ao na viabilidade celular dependente
do tempo de exposigao, alcangando uma diminuigdo de aproximadamente 60% apos
24 horas quando as células foram expostas por 12 segundos (Mahendra et al.,
2019). E possivel ainda comparar similaridades morfoldgicas das células
apresentadas no estudo de Mahendra e colaboradores (2019), devido ao
evidenciamento da presenga de células em processo de morte celular, com
caracteristicas similares as encontradas neste trabalho.

O trabalho de Sakagami e colaboradores (2022) observou que ao avaliar os
efeitos da radiagdo UV-C sob fibroblastos gengivais, periodontais, dérmicos e células
pulpares de linhagens n&o tumorais, houve maior resisténcia a radiagcdo em
comparagao com linhagens tumorais humanas (carcinoma de células escamosas
orais, cancer de pulmao, glioblastoma, leucemia e melanoma). Este estudo revelou
que células normais apresentam uma maior resisténcia a exposicao a radiacdo UV-C
em comparagdo com linhas celulares de cancer, como carcinoma de células
escamosas oral, cancer de pulméo, glioblastoma, leucemia e melanoma (Sakagami
et al., 2022). O autor sugeriu que células com maior capacidade de proliferacdo sao
mais suscetiveis aos danos nocivos da radiacdo UV-C, o que explica a maior
nocividade nas células tumorais, diferente dos fibroblastos que apresentam taxas de
proliferagdo menor em comparagao (Sakagami et al., 2022).

Os mecanismos subjacentes ao dano celular induzido pela radiagédo UV-B e
UV-C sao diversificados, abrangendo alteragbes no ciclo celular, formagéo de

dimeros de ciclopirimidina, modificagdes nas bases nitrogenadas, quebras na dupla
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fita de DNA, dano oxidativo e mutagdes (D’orazio et al., 2013). Todas essas
caracteristicas contribuem para desencadear a morte celular de maneiras diversas,
envolvendo mecanismos como apoptose, piroptose, necroptose e autofagia (Tang et
al., 2021).

Nesse sentido, como foi possivel observar nos resultados deste estudo, a
exposicao por 10 segundos a radiagao UV-C foi capaz de induzir a geragao de
especies reativas de oxigénio nos tempos de 30 e 60 minutos apds a exposi¢ao.
Esse fator pode estar relacionado ao tempo de resposta das células a radiagao, que
dependem de fatores controlados pelos sistemas de resposta ao estresse celular
inerentes ao metabolismo das células (Sies et al., 2022).

A producgao excessiva de EROs pode resultar em danos ao DNA, proteinas, e
membranas celulares, levando a uma interrupgao critica no metabolismo celular e a
ativagcdo de vias apoptoticas (Villalpando-Rodriguez; Gibson, 2021). O estresse
oxidativo causado pelo acumulo de EROS em excesso pode inibir a fungdo de
enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase e a catalase, que normalmente
protegem a célula contra danos oxidativos (Huchzermeyer et al., 2022). Além disso,
a superproducdo de ROS pode levar a um desequilibrio no potencial de membrana
mitocondrial e ao escape de citocromos C da mitocondria para o citoplasma,
ativando assim a via extrinseca da apoptose mediada por caspases (Brillo, et al.,
2021).

Como foi possivel observar no histograma, ha uma maior quantidade de
particulas de tamanho inferior ao grupo de células selecionado no tempo de 60
minutos, o que pode estar relacionado a presenca de restos celulares das células
que de maneira aguda ja concluiram o processo de morte celular. Esses resultados
podem ser projetados para a progressao temporal na perda de viabilidade celular
evidenciada nos intervalos de 1, 6, 24 e 72 horas pds-exposig¢ao, pois podem estar
relacionados com o tempo necessario para a conclusao dos processos intracelulares
de morte celular (Wouters, 2018).

A velocidade com que as células morrem pode ser variavel, dependendo do
tipo de célula e das condigdes que a causaram (Tang et al., 2021). Fatores como a
extensdo do dano causado, o tempo de resposta das células, a ativagdo e a
execucdo de mecanismos de reparo do DNA e outras respostas celulares
adaptativas s&o cruciais para determinar a duracdo desse processo, que pode levar
de horas até alguns dias (Bertheloot; Latz; Franklin, 2021). Esses achados séo

consistentes com a literatura existente, que previamente demonstrou os danos
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induzidos pela radiagdo UV-C na pele, incluindo riscos a longo prazo como
fotoenvelhecimento, fotoimunossupressdo e fotocarcinogénese, afetando tanto a
epiderme quanto a derme (Gromkowska-kepka et al., 2021).

A deteccdo dos indicativos de morte celular nos resultados obtidos neste
trabalho, ressalta que o dispositivo de radiacédo UV-C empregado no presente estudo
efetivamente causa danos consistentes com a literatura, indicando que os materiais
de reuso usados para a sua confeccdo garantem o funcionamento adequado da
luminaria. Este achado, combinado com analises da eficacia antimicrobiana da
luminaria (dados ndo mostrados neste trabalho e indicados na justificativa do
mesmo), oferecem uma base sodlida para a implementagdo da sua utilizagdo em
unidades de saude publica, representando uma contribuicdo valiosa para a
promogao de ambientes mais higienizados e seguros.

A luminaria foi construida de forma a emitir radiagdo unidirecionalmente,
minimizando assim os riscos de exposi¢gao acidental para os individuos que a
utilizam. No entanto, é importante observar que o manuseio seguro da luminaria
depende da precaugdo dos usuarios em nao direcionar o feixe de luz UV-C
diretamente para o préprio corpo, bem como ndo haver esquecimento da luz ligada,
por exemplo, gerando exposi¢cado indesejada. Mesmo com essa caracteristica de
seguranga, exposi¢cdes acidentais podem ocorrer, levantando a questionamentos
sobre quais tipos de Equipamentos de Protegédo Individual (EPIs) podem ser
empregados para garantir um uso seguro da luminaria.

Portanto, para que a utilizacdo do equipamento por profissionais de saude, ou
pelos colaboradores responsaveis pela higienizacdo, ocorra de maneira mais
segura, foram realizados ensaios com o propodsito de avaliar o uso de materiais
empregados na confecgdo de EPIs, na perspectiva de sugerir seu uso como uma
barreira de protecdo contra os danos causados pela radiacdo UV-C. Para isso,
usando a mesma linhagem de queratindcitos onde observou--se os efeitos danosos
decorrentes da exposicao direta, repetiu-se as mesmas condicdes de exposicao,
variando o tempo de exposicao e analisados 72 horas apods a exposi¢ao. De acordo
com os resultados obtidos até o momento que avaliaram a viabilidade celular e a
morfologia das células, foi possivel observar que o latex, material bastante utilizado
na confecgdo de luvas de borracha para uso doméstico e hospitalar, conferiu
protecdo as células por ndo apresentar reducao da viabilidade celular nos tempos de

10 s, 60 s e 300 s de exposicao.
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Buscando ampliar a observacdo sobre outros tipos de materiais, com
diferentes composi¢cées e usados por profissionais da saude e colaboradores que
trabalham no ambiente hospitalar, foram selecionados: a nitrila, material utilizado na
confeccéo de luvas; polipropileno, utilizado na confeccdo de mascaras descartaveis
do tipo tripla camada e em mascaras do tipo PFF2; tecido Oxford, muito utilizado na
confecgao de jalecos, e "pijamas" hospitalares usados pelos profissionais de saude,
e o0 brim, que simularia uma segunda camada de tecido, visto que os jalecos sao
utilizados sobrepondo outra roupa, e por fim, o poliestireno, usado na confecg¢ao de
barreiras como "faceshield". Para a realizacdo de mais ensaios de viabilidade e
analise da morfologia celular, desta vez foi selecionado um tempo de exposig¢ao de
300 segundos, tempo superior ao necessario para obtencdo de 100% do efeito
antimicrobiano (dados ndo mostrados) com as analises realizadas 72 horas apds a
exposicao (Figura 14, p. 40).

Neste conjunto de resultados observou-se que apenas o latex e a nitrila
conferiram uma protecao as células, devido a manutengao da viabilidade celular e
auséncia de alteragbes morfologicas pronunciadas, apresentando caracteristicas
similares ao controle ndo exposto. O segundo grupo de materiais que promoveram
reducao do impacto da viabilidade celular em 24,1% foi o tecido tipo oxford usado
em associagao com o brim usado em uniformes (dupla camada), onde as células
apresentaram uma redugdo de 66,7% na viabilidade, e por fim o polipropileno
derivado da PFF2 e o poliestireno com reducido de 18,9 e 20,9% respectivamente
quando comparados ao grupo exposto, apresentando assim a redugido de cerca de
73% da viabilidade. Ja o tecido oxford sozinho, e o polipropileno derivado de
mascara descartavel apresentaram um resultado similar ao das células sem nenhum
tipo de protecgao.

Estes resultados demonstram que o tipo de material utilizado na confecg¢ao de
cada EPI esta diretamente ligado com a protecao oferecida. De acordo com Abbasi
e colaboradores (2018), a radiacdo UV-C degrada o polipropileno acelerando a
quebra das cadeias poliméricas, com a estrutura fisica dos filamentos influenciando
significativamente o processo de degradagao deste material. Este processo, aliado a
permeabilidade do material nesse contexto, podem ajudar a explicar a baixa
protecéo da mascara de polipropileno em camada tripla conferida aos queratindcitos.
Entretanto, como visto uma maior protecado conferida pelo polipropileno derivado de
mascaras PFF2, deve se dar devido a sua maior espessura, rigidez e arquitetura das

fibras, proporcionando uma barreira mais dificil de ser ultrapassada pela radiagao.
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A exposicao a radiagdo UV-C também gera degradacédo nos outros materiais
utilizados na confec¢cao de EPIs, como pbéde ser observado no estudo de Handke
(2019) que ao expor fragmentos dos materiais utilizados para a confecgao de luvas a
radiacao UV-C por 24h, observou que o latex € mais elastico do que o nitrilo, mas &
mais suscetivel a quebrar, requerendo menos forga de tragcao para se romper apos a
exposigao a radiagao. Visto que o tempo de exposigao utilizado no estudo de
Handke (2019) foi extremamente maior em comparagao com este estudo, tais danos
relatados nao foram observados. Ja o estudo de Chandran e colaboradores (2021),
observou que ao expor tecidos usados na confeccdo de EPIs a radiacdo UV-C
(58,61 J/m?), foi possivel observar algumas alteragées como o afinamento das fibras
de tecido, entretanto, nao foi possivel definir se 0 que ocasionou essa alteracao foi a
radiac&do propriamente dita, ou a temperatura gerada pela lampada de alta poténcia.

Entretanto, para que um tecido seja capaz de realizar uma protecao, é
necessario que este apresente o fator de protecao ultravioleta, que caracteriza um
tecido capaz de absorver e refletir a radiagdo sem permitir que esta atravesse o
tecido, atingindo a pele dos seus usuarios (Alebeid; Zhao, 2017). Portanto,
considerando que o tecido utilizado no presente estudo n&o possui uma certificagcao
de protegdo ultravioleta, ja é esperada a auséncia de protegdo. Embora ocorram
alteragdes na viabilidade celular, a modesta protecdo conferida as células sugere
que a utilizacdo desse EPI ainda é valida para mitigar, mesmo que de maneira
limitada, os danos causados por uma exposi¢ao acidental. No entanto, € imperativo
conduzir mais estudos para confirmar o grau de protegcéo proporcionado as células.

A luz UV-C apresenta algumas caracteristicas que devem ser levadas em
consideragao: devido a seu curto comprimento de onda e alta energia, sua
intensidade energética diminui a medida que a distancia da fonte aumenta (Elguijja;
Altahi; Ezregat, 2020). Objetos entre a fonte da luz e o alvo podem criar sombras
que impedem sua eficacia, visto que para a eliminagdo dos microrganismos €
necessario o contato direto da luz emitida pelos dispositivos, e as células
microbianas (Weber et al., 2016). Embora a luz UV-C possa apresentar
reflexibilidade em algumas superficies, materiais orgénicos tendem a absorver esta
luz, requerendo entdo que as superficies a serem descontaminadas sejam limpas
previamente, com detergentes, ou alcool 70%, por exemplo, para eliminar tais
materiais organicos que impegam a total eficacia da radiagéo (Lindblad et al., 2020).
Nesse sentido, para que houvesse uma exposicado do individuo, seria necessario

que o mesmo colocasse partes do seu corpo em contato direto com a luz emitida,
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com uma pequena distancia da fonte, e o uso de EPIs reduziria as chances da
exposi¢cao causar algum dano significativo ao usuario.

A consideravel reducdo na viabilidade celular, as alteragdes morfolégicas
indicativas de morte celular e a detecgdo de células nao viaveis no ensaio de
fluorescéncia com laranja de acridina e iodeto de propidio e o aumento na geragao
de EROs destacam a significativa influéncia da radiagao sobre as células. Portanto,
este estudo fornece informagdes valiosas que demonstram os efeitos nocivos da
radiacdo UV-C proporcionados pelo dispositivo de baixo custo, e oferece
conhecimentos relevantes para desenvolver estratégias visando um uso seguro da
luminaria, por meio da adogao de protocolos que utilizem equipamentos de protecéo
individual.

Além disso, os resultados obtidos com a luminaria construida com materiais
de reuso, demonstraram que, apesar da origem dos materiais, a luminaria funciona
conforme o esperado. Isso sugere que a utilizagdo de materiais de reuso pode ser
uma alternativa viavel e sustentavel para a fabricagcdo de dispositivos de
desinfecgao, especialmente em contextos onde o valor deste tipo de equipamento

encontrado no mercado acaba tendo altos custos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir do estudo da radiagdo UV-C sobre
queratinécitos humanos sao consistentes com a literatura existente, confirmando os
efeitos deletérios conhecidos dessa forma de radiagdo. Este estudo foi capaz de
mostrar, entretanto, que a utilizacdo de materiais adequados como barreiras pode
reduzir significativamente os danos causados pela radiagéo, sugerindo a viabilidade
de intervengdes praticas para minimizar seus efeitos nocivos. A compreensao das
alteragcdes morfolégicas nas células apds a exposicdo a radiagdo, bem como a
identificacdo do estresse oxidativo como um dos principais fatores responsaveis por
esses danos, sao contribuigdes valiosas para a area.

Uma das limitagcdes do estudo é o uso de um modelo de cultura de células em
monocamada, que nao reflete fielmente a complexidade da pele humana. Esta
simplificacdo pode ter subestimado a eficacia dos materiais como barreira protetora,
uma vez que a pele real possui diversas camadas de células e mecanismos de
defesa que podem contribuir para a reducdo dos danos causados pela radiagao
UV-C. Além disso, o estudo evidencia a importancia de avaliar ndo apenas os danos
induzidos pelo aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, mas também
os danos diretos ao DNA, para uma compreensao abrangente dos efeitos nocivos da
radiagcao UV-C.

Por fim, sugere-se que futuras pesquisas investiguem mais detalhadamente o
papel do latex e da nitrila na protegcao contra o estresse oxidativo, bem como o
impacto direto sobre o DNA, a fim de averiguar de maneira mais precisa se estes
materiais realmente conseguem barrar todos os danos causados pela radiagao
UV-C. Este estudo representa um passo importante na compreensao dos efeitos da
radiacdo UV-C sobre as células da pele humana e oferece insights valiosos para a

criacdo de medidas de protecdo mais eficientes e seguras.
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