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RESUMO

Dispositivos como fonte de emisséo de radiacdo UV-C despertam grande interesse
para a desinfeccdo de diversos ambientes, como estacdes de tratamento de agua e
em ambientes hospitalares, sendo uma abordagem promissora para reduzir a carga
microbiana no ar, ambiente e superficies. Sendo assim, a busca por alternativas na
construcéo de dispositivos de baixo custo e facil operacéo, que visem a desinfeccéo
de ambientes hospitalares torna-se fundamental para minimizar o nimero de mortes
causadas por infeccOes hospitalares. Nesse contexto, os efeitos da radiacdo UV-C
tém sido relatados na literatura com diversas atividades nocivas. Entretanto, os efeitos
com uso de barreira fisica ainda ndo foram descritos, bem como os efeitos sobre
fibroblastos humanos n&o tumorais da mucosa oral. Assim, o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos da radiagcdo UV-C de 254 nm emitidos por uma luminaria portatil
de baixo custo em linhagem de fibroblastos de mucosa oral (FGH) e investigar os
efeitos protetores de barreira fisica de materiais componentes de equipamentos de
protecdo individual (EPIs). Apds a padronizacao do protocolo de irradiacao, as células
foram expostas a radiacdo UV-C (254 nm, 18 W, 13 mJ/cm?) por 10 segundos, e ap6s
1, 6, 24 e 72 horas foram realizadas analises em relacdo a sua viabilidade, morfologia
e morte celular por fluorescéncia. Os resultados indicaram uma reduc¢éo significativa
na viabilidade celular tempo-dependente, correlacionada com alteragcbes na sua
morfologia, principalmente em 72 horas apés a exposi¢do. Corroborando ainda com
esses achados, observou-se maior marcacdo com os corantes fluorescentes LA/IP
nas células expostas a radiacao, indicando a ocorréncia de apoptose e necrose, em
especial nos tempos de 24 e 72 horas, incluindo alteracdes nucleares celular, com a
presenca de fragmentacéo e condensacdo no DNA. Contudo, ao utilizar materiais de
latex (componente de luvas de borracha) e polipropileno (mascara descartavel PFF2)
como barreira entre as células e fonte de radiacdo por 300s, houve uma protecao
frente a viabilidade celular, saindo de uma reducdo de cerca de 80% nas células
expostas sem barreira, para 20 e 25% quando usado latex e polipropileno,
respectivamente. A mesma protecao foi observada ao analisar a morfologia celular e
na discreta marcacdo com LA/IP. Com isso, sugere-se que os danos causados as
células da linhagem FGH sédo semelhantes aos observados em outros tipos celulares,
e que o uso de materiais presentes em EPIs mostra-se promissor na prote¢do dos
danos celulares em caso de exposicao acidental. No entanto, mais estudos s&o
necessarios para confirmar o efeito protetor e seus mecanismos, bem como a
resisténcia dos materiais que compdem os EPIs a radiacéo.

Palavras-chave: Radiacao ultravioleta de banda C; Biosseguranga; Danos ao DNA.



ABSTRACT

Devices as a source of UV-C radiation emission arouse great interest for the
disinfection of various environments, such as water treatment plants and hospital
environments, being a promising approach to reduce the microbial load in the air,
environment and surfaces. Therefore, the search for alternatives in the construction
of low-cost and easy-to-operate devices aimed at disinfecting hospital environments
becomes essential to minimize the number of deaths caused by hospital infections.
In this context, the effects of UV-C radiation have been reported in the literature with
several harmful activities.Nonetheless, the effects with the use of a physical barrier
have not yet been described, as well as the effects on non-tumor human fibroblasts
of the oral mucosa. Thus, the aim of this study was to investigate the effects of 254
nm UV-C radiation emitted by a low-cost portable luminaire in an oral mucosal
fibroblast (FGH) cell line and to investigate the protective effects of physical barrier
materials of personal protective equipment (PPE). After standardization of the
irradiation protocol, the cells were exposed to UV-C radiation (254 nm, 18 W, 13
mJ/cm2) for 10 seconds, and after 1, 6, 24 and 72 hours, analyses were performed in
relation to their viability, morphology and cell death by fluorescence. The results
indicated a significant reduction in time-dependent cell viability, correlated with
changes in cell morphology, especially at 72 hours after exposure. Corroborating
these findings, greater labeling with OA/PI fluorescent dyes was observed in cells
exposed to radiation, indicating the occurrence of apoptosis and necrosis, especially
at 24 and 72 hours, including cellular nuclear alterations, with the presence of ADN
fragmentation and condensation.Nevertheless,when using latex materials (rubber
gloves component) and polypropylene (PFF2 disposable mask) as a barrier between
the cells and a radiation source for 300 seconds, there was protection against cell
viability, going from a reduction of about 80% in cells exposed without barrier, to 20
and 25% when latex and polypropylene were used, respectively. The same protection
was observed when analyzing cell morphology and discrete OA/PI staining.
Therefore, it is suggested that the damage caused to FGH cells is similar to that
observed in other cell types, and that the use of materials present in PPE shows
promise in protecting cell damage in case of accidental exposure. However, further
studies are needed to confirm the protective effect and its mechanisms, as well as the
resistance of the materials that compose PPE to radiation.

Keywords: Keywords: C- band ultraviolet radiation; Biosafety; ADN damage
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1 INTRODUCAO

A radiagéo, um fend6meno natural e essencial em diversos processos, tem sido
objeto de intensa pesquisa devido aos seus efeitos danosos ao ser humano (Dantas
et al.,, 2020). Nesse contexto, o0 aumento da irradiacdo ultravioleta, em especial de
banda C, é caracterizado como um grave problema ambiental e de saude publica
(Bernhard et al., 2023).

Contudo, inimeros estudos tém revelado que a radiacdo ultravioleta de banda
C é considerada uma solucdo emergente e sustentavel para enfrentar futuras
infeccdes e desafios pandémicos devido ao seu potencial antimicrobiano (Estellera et
al., 2021). A desinfeccdo promovida através do uso de radiagdo UV-C a 254 nm de
comprimento de onda, tem sido descrita por sua capacidade de inativar
microrganismos multirresistentes, danificando principalmente o material genético de
virus, fungos e bactérias (Biasin et al.,2021). Além disso, sdo usadas para a
desinfeccdo de superficies, instrumentos em geral ou ar ambiente, sendo mais eficaz
em comparacdo a utilizacdo de desinfetantes ou antissépticos usados para
desinfeccdo hospitalar, o que a torna uma ferramenta essencial para aplicacdo em
ambientes hospitalares (Ploydaeng et al., 2021).

No entanto, a exposicao inadequada a essa radiacao representa um risco
significativo para a satde humana (Santos, 2022). Estudos indicam que a exposicao
acidental pode causar efeitos adversos na pele, como eritema, fotoenvelhecimento,
estresse oxidativo, inflamacao, fotocarcinogénese, fotoimunossupresséo, além do e
inducdo da autofagia (Mohania et al., 2017; Wang et al.,2019; Chen,X; Yang,2021).
Estudos com linhagens celulares, como fibroblastos e queratinécitos, mostraram que
guando as células sédo expostas a radiacdo sédo drasticamente afetadas devido a
danos provocados ao (DNA) da célula, reforcando a importancia de estudos sobre
efeitos da radiacao nestas linhagens (Valerio et al.,2021; Yang et al.,2021).

Os fibroblastos, células do tecido conjuntivo, desempenham um papel
fundamental na producéo e na secrecado da matriz extracelular (MEC), protegendo e
sustentando outros tipos celulares, contribuindo para a cicatrizacdo e para a
regeneracao dos tecidos (Huang et al., 2022). Entretanto, essas células podem sofrer
danos devido ao estresse oxidativo quando submetidas a radiacdo, comprometendo

as suas funcdes e implicando em danos ao DNA, como fotolesbes diretas e danos
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oxidativos ap0s a exposicdo a radiacdo UV-C e, consequentemente levando a morte
celular (Huang et al., 2022; Chaiprasongsuk; Panich, 2022).

Com base nesse contexto, tendo em vista que durante pandemia da COVID-
19, causada pelo virus SARS-CoV-2 que pode ser transmitido por contato fisico
préximo, por inalacdo de particulas virais no ar, goticulas respiratérias de pessoas
infectadas ou pelo contato com superficies contaminadas, levou a um aumento no uso
de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) e de estudos para o estabelecimento
de melhores protocolos de desinfecgcéo (Freeman et al., 2022).

Os EPIs mais comumente utilizados em ambientes hospitalares séo as jalecos,
mascaras e luvas, sendo a composicao e forma de preparo, bem como o arcabouco
estrutural dos mesmos, de fundamental importancia para conferir resisténcia,
durabilidade e protecao contra diferentes perigos aos quais profissionais da saude e
a populacdo geral estdo expostos (Scott; Joshi; McGinn,2022). Assim, dada a
relevancia do estabelecimento de protocolos de biosseguranca a serem implantados,
os efeitos sobre células humanas precisam ser ampliados, bem como a verificacdo da
eficacia dos materiais usados na composicdo dos EPIs sobre tais células (Tabish;
Basch, 2020). Portanto, este estudo investigou os efeitos da radiacao ultravioleta de
banda-C em 254 nm, e o efeito protetor dos materiais usados na fabricacéo de EPIs
usando uma linhagem de fibroblastos da mucosa oral ndo tumoral, visando a reducéo

de infecgdes em ambientes hospitalares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Radiagéao ultravioleta

A Radiacdo ultravioleta (UV) é uma forma de energia eletromagnética
proveniente do sol. Conhece-se 3 tipos distintos: UV-A, UV-B e UV-C, cada tipo possui
diferentes faixas de comprimento de onda, a UV-A abrange comprimentos de 315 a
400 nandmetros (nm), a UV-B varia de cerca de 280 a 315 nm, e a UV-C estende-se
de aproximadamente 200 a 280 nm (WANG et al.,2022).

Figura 1 - Espectros de radiagdo ultravioleta.

Raio-x uv Luz Visivel

Y
A

Y
A

A
Y
A
Y
A
Y
A
Y

uv uv-C uv UV-A

100 200 280 315 T 400  Comprimento de onda (nm)
curva espectral de inatividade celular

Fonte: Adaptado, Dai et al.,2012; Wang et al., 2022.

A principal fonte de radiacédo A, B e C é a luz solar, sendo responsaveis pela
exposicdo diaria a radiagdo UV. A UV-A penetra mais profundamente na pele e esta
associada ao envelhecimento, j4 a UV-B desempenha papel significativo na producéo
de vitamina D e pode causar queimaduras solares quando ha exposicdo excessiva,
enquanto que a radiacdo UV-C é barrada pela camada de oz6nio na atmosfera
(WELLER et al., 2021).
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Dentre estas, a radiacdo ultravioleta do tipo C tem sido implementada em
diversos hospitais como uma ferramenta eficaz na esterilizacdo de superficies e
ambientes. Seu poder germicida € capaz de inativar diversos microrganismos
patogénicos, tornando-a uma opc¢éao atraente para a desinfeccéo de salas cirurgicas,
quartos de pacientes, equipamentos meédicos e outras areas criticas nos hospitais
(Scott; Joshi, 2022).

A utilizagcdo de dispositivos UV-C para descontaminacdo hospitalar tem
crescido no mercado tecnolégico, devido sua capacidade na descontaminacdo de
superficies de contato como o chéao e em superficies de alto contato como utensilios,
cama e aparelhos hospitalares, sendo estes dispositivos complementos importantes
no controle de infecgbes hospitalares, podendo reduzir as infecgbes associadas a
cuidados de saude (IACS, bem como a carga biolégica no ambiente (Boyce,2019).
Além disso, na ultima década, tem sido amplamente utilizada para a desinfeccéo de
patdgenos e tratamento de aguas residuais (Zhang et al., 2023).

Métodos convencionais de descontaminacdo, como limpeza manual seguida
de desinfeccdo quimica, sdo trabalhosos, propensos a erros, além de nao
proporcionarem resultados consistentes e eficazes (Mehta et al.,2023). Sendo assim,
a irradiacado germicida ultravioleta (UV) é reconhecida por sua eficacia na desinfeccao
e esterilizacdo em contrapartida aos métodos convencionais que podem ter limitacdes

de contato (Lyons et al.,2021).

2.2 Aplicacdes da radiacdo UV-C

Os estudos sobre os espectros de decomposicéo da luz remontam do século
XV realizados por Isaac Newton, e no século XIX, os primeiros estudos mostrando de
maneira eficaz a inibicdo do crescimento de bactérias em placas expostas a luz solar,
sugerindo a presenca de radiacdo UV (Fara, 2015). Devido a esses achados, varios
estudos foram realizados desde entdo, para investigar o efeito germicida da radiacao
UV (Chen ; Xia0,2022).

Dentre as aplicacdes, a radiacdo UV-C em diferentes comprimentos de onda é
usada em estacOes de tratamento de agua desde a década de 1950, onde estudos
mostraram a sua eficacia em prevenir ou eliminar o crescimento de bactérias
(Demeersseman et al.,2023), além de ser utilizada na desinfec¢cao do ar em diferentes

ambientes (Potappovich et al.,2023).
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Devido a sua importancia em saude, ainda em 1999, a OMS publicou diretrizes
sugerindo a utilizacdo da luz UV-C para auxiliar no controle da tuberculose, doenca
causada pelo Mycobacterium tuberculosis sendo um importante problema de saude
publica, em especial, em regifes consideradas menos desenvolvidas (OMS, 2022). A
colonizacdo e a proliferacdo bacteriana estdo contribuindo para a evolucdo de
infeccdes. Esses organismos sao responsaveis por causar infeccdes associadas a
assisténcia a saude (IAAS) que aumentam os gastos financeiros com os tratamentos
dos pacientes (Chaguza, 2020).

Diversas revisfes mais recentes tém consolidado as aplicacdes da tecnologia
UV-C na induastria alimenticia mediante a utilizacdo de reatores continuos ou no
tratamento de alimentos liquidos, como é o caso dos sucos de frutas com radiacao
UV-C de comprimento de onda curto (200—280 nm) (Mansur; Lee, 2023). Além disso,
tém sido amplamente utilizadas para a desinfec¢cdo de patdgenos e tratamento de
aguas residuais na ultima década, no entanto € importante destacar que, embora a
demonstre alta eficacia no combate a bactérias, virus e demais microrganismos, ela
nao tem a capacidade de eliminar impurezas fisicas ou produtos quimicos presentes
na agua (Wang et al., 2022).

Outra aplicacao significativa da radiacao ultravioleta do tipo C esta relacionada
aos cuidados pessoais e profissionais, em particular na area da estética. Essas
lampadas desempenham um papel essencial em técnicas de manicure, como acrilico
ou po6 de imersédo, e tém ganhado crescente popularidade. A maioria dos saldes de
beleza incorpora essa tecnologia. Entretanto, surgem preocupagdes sobre o potencial
mutagénico de diversas lampadas UV e seus possiveis danos sobre as células da
pele (jakubczyk et al., 2023).

Ainda neste sentido, a radiagao ultravioleta de banda C tem sido implementada
como método de desinfecgdo em ambientes hospitalares como uma ferramenta eficaz
na desinfeccdo de superficies, ar em diferentes ambientes (Scott;Joshi,2022). Tal
implementagdo deve-se ao crescente numero de microrganismos resistentes aos
medicamentos disponiveis, o que contribui com casos de infec¢cdo hospitalar e
consequente mortalidade (Boyce,2019).

Os meétodos convencionais de descontaminacdo, como a limpeza manual

seguida de desinfeccdo quimica, sdo trabalhosos e propensos a erros, além de ndo
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proporcionarem resultados consistentes e eficazes como esperados (Mehta et al.,
2023).

A acéo antimicrobiana da radiacdo UV-C deve-se a capacidade de inativar
diversos microrganismos, tornando-a uma opg¢ao atraente para a desinfeccdo de
ambientes hospitalares (Scott; Joshi, 2022). Estudos recentes mostraram a eficacia
da radiacdo UV-C de 254 nm em reduzir ou eliminar os microrganismos como Bacillus
cereus, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas.
aeruginosa em hospitais (Ruetalo et al.,2021).

A utilizacdo da radiagdo UV-C como método de descontaminacdo de
superficies sem contato, € uma importante ferramenta complementar as precaucdes
de controle de infec¢Bes e cuidados a saude do trabalhador, podendo reduzir as
infec¢des associadas a cuidados de saude (IACS) em superficies de alto contato, bem
como a carga bioldgica no ambiente (Boyce, 2019).

O desenvolvimento de dispositivos UV-C vem crescendo no mercado
tecnoldgico devido ao impacto da pandemia COVID-19, e a necessidade de protocolos
de desinfeccao rapidos e eficazes de superficies e ambientes para reduzir a
propagacéo de virus (Nocolau et al., 2022).

De maneira concomitante ao crescimento de estudos cientificos sobre a
utilizacdo da luz UV-C, em especial no comprimento de onda de 254 nm, varios
estudos investigando seus efeitos em células animais e o mecanismo de acédo
germicida foram realizados. O efeito germicida deve-se a espectro capaz de causar

danos ao material genético de virus, fungos e bactérias (Potappovich et al.,2023).

2.3 Efeitos da radiagcdo UV-C em células e tecidos animais

De maneira semelhante aos efeitos provocados em microrganismos, a radiacao
UV-C tem sido descrita por promover danos ao DNA de células animais, devido a
formacado de espécies reativas, ativando vias intracelulares que resultam em danos
nas membranas fosfolipidicas, comprometem a integridade de proteinas e estimula os
receptores de superficie celular que desencadeiam danos celulares, como lesdes no
DNA, morte celular e a producdo de espécies reativas de oxigénio (Pfeifer, 2020)
(Figura 2).

Figura 2 — Esquema representativo de morte celular e necrose
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Célula normal
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As bolhas se fundem e se tornam
maiores, enquanto nenhuma organela
esta localizada nas bolhas

O nucleo, o DNA e as
organelas se rompem
dentro das bolhas

As células lisam e liberam conteudo,
enquanto as organelas nao sao
funcionais

A célula se quebra em varios
corpos apoptdéticos e as organelas
ainda sdo funcionais

Fonte: Esquema representativo dos principais mecanismos de apoptose e necrose Autor, 2023.

A apoptose e a necrose representam dois modos fundamentais de morte
celular, a apoptose € caracterizada pela ativacdo de endonucleases, resultando em
quebras internucleossémicas de cromatina de fita dupla (DNA), por outro lado, o
mecanismo central da necrose esta associado ao dano a membrana celular
(Mortezaee et al., 2019).

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo essencial
caracterizado por caracteristicas morfologicas distintas e mecanismos bioquimicos
dependentes de energia, 0 mecanismo envolve varias etapas e pode desencadear a
partir de diferentes vias, as principais vias de apoptose sdo a via extrinseca e a via
intrinseca (Hassan et al., 2014).Na via extrinseca, a sinalizacdo externa, como a
ligacdo de fatores de crescimento a receptores de morte, como 0s receptores do tipo
Fas (FasR), desencadeia a ativagdo do receptor de morte, iSso, por sua vez, ativa
caspases iniciadoras, como a caspase-8 ou caspase-10, essas caspases, por sua vez,
ativam caspases efetoras, como a caspase-3, caspase-6 e caspase-7, levando a
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ativacado de enzimas que desmantelam a célula. I1sso resulta na fragmentacédo do DNA,
alteracdes morfologicas e na formacao de corpos apoptéticos (Mortezaee et al., 2019).

Na via intrinseca, estresses internos, como danos ao DNA, sinais de
envelhecimento celular ou falta de fatores de sobrevivéncia, desencadeiam o
processo (Elmore, 2007).

As mitocondrias liberam citocromos para o citosol, onde o citocromo C e outras
moléculas formam o apoptossomo, este complexo ativa caspases, especialmente a
caspase-9 e assim, o apoptossomo, entédo, ativa caspases efetoras, desencadeando
a execucado do apoptose.Essas vias sdo altamente integradas e reguladas, garantindo
uma resposta coordenada e equilibrada a necessidade de eliminacdo celular
programada (Bertheloot et al., 2021).

A necrose € um tipo de morte celular ndo programada que geralmente resulta
de danos agudos e irreversiveis as células, ao contrario do apoptose, a necrose nao
€ um processo altamente regulado, e ocorre em resposta a lesées graves (Elmore,
2007). A necrose é frequentemente desencadeada por estimulos externos agressivos,
como lesdes fisicas, substancias toxicas, infec¢des, isquemia ou hipdxia, inchaco
celular, liberacdo de componentes celulares, incluindo enzimas e substancias téxicas
no ambiente extracelular, desencadeando uma resposta inflamatéria (Bertheloot et al.,
2021).

Sabe-se que a exposicao de células humanas a UV-C pode causar danos em
decorréncia da formacao de espécies reativas, como radicais superoxido, peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila, que reage com lipidios de membrana celular, proteinas
e DNA nucleico, provocando danos celulares irreversiveis e consequente morte
celular (Pfeifer, 2020; Chang et al., 2021).

No entanto, dada a importancia deste tipo de radiacdo, a implementagcéao e o
manuseio seguro da tecnologia UV-C requer medidas rigorosas de seguranca e
protocolos de utilizagdo para minimizar quaisquer riscos potenciais associados a
exposicao (Weller et al., 2021), sendo necessarios mais estudos para o entendimento

dos efeitos celulares e de barreiras de protecéo.

2.4 Efeitos daradiacdo em células da pele

A pele é o maior 6rgado do corpo humano e desempenha um papel vital na

protecado e na interagdo do organismo com o ambiente. Constituida por duas camadas
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principais, epiderme e derme, possui ainda uma tecido adjacente de suporte mecanico

e funcional, a hipoderme (Figura 3) (Lopez-Ojeda et al.,2023).

Figura 3 - Histologia da pele

Langerhans

awJapid3

Macréfago

cellcoa*T | () B

N o

{ A

Neutrofilo Dendritica '
Veia QVaso linfatico Mastécitos

QOr »Q.r

ILC

awuspodiH

S= e

Imagem ilustrativa os componentes da pele, a qual é constituida por duas camadas de tecidos distintos:
a epiderme, um tecido epitelial pavimentosos estratificado, a derme, um tecido conjuntivo propriamente
dito. Este 6rgédo repousa sob uma camada de tecido subcutaneo de espessura variavel nos organismos,
a hipoderme. Fonte: Adaptado, Yousef; Alhajj; Sharma, 2023.

Diferentes tipos celulares distribuem-se nas duas camadas, desde células
epiteliais, melandcitos, células de Merkel e células de Langerhans na epiderme, a
células imunes como linfécitos, macréfagos, mastdcitos e fibroblastos na derme
(Nguyen; Soulika, 2019). A organizacdo dessas células em cada camada confere a
sua identidade funcional, como a epiderme, camada mais externa da pele que
funciona como uma barreira protetora contra agentes patogénicos e fatores
ambientais, e logo abaixo a epiderme, na derme, além de encontrar 0s anexos, como
glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos pilosos, nervos e vasos sanguineos,
encontra-se uma extensa malha de matriz extracelular (MEC), que confere
sustentacao deste tecido (Dodia; Arida, 2023).

A derme é essencialmente composta por moléculas de MEC, sendo abundante

a presenca de fibras colagenas e elasticas, conferindo a pele resisténcia e flexibilidade
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(Dodia; Arida, 2023). Tal MEC é produzida principalmente por fibroblastos, e destaca-
se como um dos componentes primordiais associados a resisténcia mecéanica da
derme, predominantemente, o colageno tipo I, representando de 80% a 90% do peso
seco da pele (Huang et al., 2021).

Adicionalmente, a pele € fundamental na imunidade inata, atuando como a
primeira barreira de defesa do corpo contra uma ampla gama de patégenos (Coates
et al., 2018). Funciona como uma barreira fisica, quimica e microbiologica, impedindo
a entrada desses agentes indesejados (Huang et al., 2021). Nesse contexto, ela é
responsavel pela preservacao de componentes essenciais, como a agua, e protege o
organismo contra varios elementos nocivos, incluindo produtos quimicos, radiacdo UV
e excesso de calor (Dodia; Arida, 2023).

No entanto, a exposi¢do excessiva aos raios UV pode desencadear uma série
de danos a pele, especialmente os do tipo UV-C, potencialmente nocivos quando a
pele é exposta a eles (Mariné-Casado et al, 2023). Estudos prévios demonstraram
que a radiacdo UV-C de 222 nm em uma linhagem de queratindécitos humanos
(HaCaT) foi capaz de diminuir a viabilidade e causar morte celular, bem como
aumentar as espécies reativas de oxigénio apos irradiacdo UV-C (Wang et al., 2015).

Além disso, em estudos com células epiteliais da cornea humana foi visto que
a radiacdo UV-C causa modificacdo na morfologia celular, perda de potassio e
ativagao de vias apoptoticas Erk, INK, p38 e do fator nuclear kappa-b (NFkB) (Weaver
et al., 2021).

A exposicdo a radiacdo pode ter um impacto significativo também nos
fibroblastos, causando danos diretos ao DNA, levando a mutacbes e quebras nas
cadeias de DNA, que pode resultar em uma resposta de reparo celular ou, em casos
mais extremos, na morte celular, e também pode induzir estresse oxidativo
aumentando a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Wang et al., 2019).
Tais alteracdes influenciam diretamente na funcao, viabilidade e na capacidade de
reparacao tecidual promovida pelos fibroblastos (Zhang et al.,2023).

Em conjunto, a exposicdo aos raios ultravioleta, especialmente UV-C, pode
afetar ndo apenas a camada superficial da pele, mas também causar danos as células
e componentes essenciais, comprometendo a integridade e a saude geral da pele
(Gromkowska-Kepka et al., 2021).

Assim, inUmeras pesquisas tém sido conduzidas para melhor entender os

efeitos da radiacédo sobre os fibroblastos e desenvolver estratégias para minimizar os
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danos (Zubiaurre; Hellevik, 2023). Isso inclui o desenvolvimento de compostos
antioxidantes para mitigar o estresse oxidativo, terapias genéticas para melhorar a
reparacdo do DNA e abordagens que visam modular a resposta inflamatéria para
prevenir danos ap0s a exposicdo a radiacdo, bem como a utilizacdo de barreiras
fisicas (Zhang et al., 2023).

Apesar da eficiéncia na eliminacdo de patdégenos, a exposicao acidental a
radiacdo UV-C pode representar um risco a saude humana, pois a pele exposta
diretamente a essa radiacdo pode sofrer danos significativos (Jain, 2021). Assim,
esses dispositivos podem causar possiveis danos as células do nosso corpo como
dano ao DNA, levando a mutacdes genéticas é possivel disfuncéo celular, lesées na
pele e nos olhos e supressao do sistema, comprometendo a capacidade do corpo de
combater infec¢des (Maillard; Pascoe, 2023; Pereira et al., 2023).

Estudos prévios ja reportaram o potencial lesivo da exposicdo prolongada ou
repetida aos raios UV-C, resultando em danos a pele, como queimaduras solares
severas, danos oculares, supressado do sistema imunoldgico e até mesmo contribuir
para o desenvolvimento de condi¢des como o cancer de pele (Cigzynska et al., 2021).
Além disso, a exposicdo a niveis aumentados de raios UV-C pode ter impactos
negativos em ecossistemas sensiveis, afetando a vida marinha, as plantas e outros
organismos terrestres (Sliney;Stuck et al., 2021).

Foi descrito na literatura que ha formacdo de lesdes de DNA causando
mutacdes e morte celular, além da progressédo do cancer de pele quando a exposi¢cao
€ mais prolongada (Pfeifer,2020). Adicionalmente, ja foi relatado que a exposicdo a
UV-C pode produzir uma série de moléculas reativas, como radicais superoxido,
peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila (Chang et al., 2021).

Desta forma, a implementacéo e operacdo segura da tecnologia UV-C requer
medidas rigorosas de seguranga e protocolos de utilizagdo para minimizar quaisquer
riscos potenciais associados a exposicdo (Weller et al., 2021). Explorar esses
meétodos de desinfeccdo é fundamental para compreender, ndo apenas a eficacia na
erradicacao de patdgenos hospitalares, mas também a necessidade de precaucdes
estritas para proteger os individuos envolvidos no manuseio dessas tecnologias (Jain,
2021).

E crucial conduzir pesquisas detalhadas para compreender melhor os efeitos
da exposicéo aos raios UV-C nas células do corpo humano. Isso envolve avaliar ndo

apenas os efeitos imediatos da exposicdo, mas também os potenciais impactos a
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longo prazo na saude humana (O"Mahoney et al., 2020). A investigacao continua dos
efeitos da radiacdo UV-C nas células humanas ajudara a estabelecer diretrizes e
regulamentagfes que garantam sua utilizagdo segura e eficaz, preservando a saude

enquanto se combate a propagacdo de doencgas infecciosas (Valério et al., 2021).

2.5 Uso de barreira fisica de protecdo contra radiagéo

A seguranca bioldgica desempenha um papel crucial na prevencao e no
controle das infec¢Bes hospitalares (Zhou et al., 2019). Ela consiste em um conjunto
de medidas e de protocolos essenciais que visam garantir a seguranca tanto dos
pacientes quanto dos profissionais de salude e demais colaboradores nos ambientes
de assisténcia médica (Haque et al., 2020). No contexto hospitalar, a incidéncia de
infeccbes associadas a prestacdo de cuidados a saude representa um desafio
significativo, podendo comprometer a qualidade do atendimento e a seguranca dos
pacientes, em especial aos imunocomprometidos (Rafa et al., 2021).

Contudo, a implementacdo de estratégias para reduzir a propagacdo de
agentes patogénicos nos hospitais, prevenindo a ocorréncia de infeccdes cruzadas,
surtos e complicacdes adicionais durante a assisténcia médica tornou-se essencial
(Zhou et al., 2019). Essas medidas abrangem desde praticas basicas de higiene, como
a lavagem das maos e a desinfeccdo de superficies, até a gestdo adequada dos
residuos hospitalares, o uso correto de Equipamentos de Protecéo Individual (EPIs) e
a aplicacao de protocolos especificos para diferentes procedimentos médicos (Tabish;
Basch, 2020).

Os EPIs sédo empregados para garantir a seguranca dos profissionais
envolvidos. Estes equipamentos podem ser selecionados para minimizar a exposi¢cao
a agentes nocivos, protegendo a pele, mucosas e os olhos (Scott; Joshi; McGinn,
2019). Dentre eles, destacam-se o uso de jalecos, luvas, toucas e mascaras, com
diferentes tipos de materiais usados na sua confeccao (Scott; Joshi; McGinn,2019). O
uso de mascaras e luvas cresceu significativamente nos ultimos 4 anos com a
emergéncia da COVID-19, em especial, o uso das mascaras de alta protecdo como a
PFF-s comumente confeccionadas com polipropileno e luvas, em especial as de maior
espessura e de latex usadas na confeccao de luvas de borracha para uso em limpeza
(Mikac et al, 2023).

No entanto, ndo foram encontrados estudos que avaliem o efeito da barreira
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fisica protetora de materiais usados na confeccdo de EPIs frente a protecdo de
linhagem de fibroblastos FGH, bem como os efeitos diretos da radiacdo sobre essas
células. Desta forma, os efeitos da radiacdo UV-C no comprimento de onda de 254
nm sobre as células FGH e a utilizag&o de latex e polipropileno, componentes de luvas
e mascaras PFF-2, respectivamente, como barreira de protecéo para as células FGH

expostas a radiacdo UV-C (254 nm) foram investigados neste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

No presente estudo, buscou-se investigar o efeito da radiacdo UV-C de 254 nm
emitida por uma luminaria portétil de baixo custo e avaliar o efeito protetor utilizando

barreiras fisicas em linhagem de fibroblastos de mucosa oral humana.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito apds a exposicao a radiacdo UV-C sobre a viabilidade de
fibroblastos humanos;

- Avaliar o efeito apdés a exposicdo a radiacdo UV-C sobre a morfologia de
fibroblastos humanos;

- Avaliar o efeito sobre a indugéo de morte celular apés a exposicao a radiacédo
UV-C em fibroblastos humanos;

- Investigar o efeito protetor da barreira fisica a base de latex e polipropileno

apos a exposicao a radiacdo UV-C em fibroblastos humanos.



29

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solugdes

Tampédo Fosfato Salina (PBS), ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio) (MTT), L-glutamina, corante azul de Tripan, lodeto de propideo e
penicilina/estreptomicina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, MO,
USA). O metanol e o corante cristal violeta foram adquiridos da Dinamica, Brasil. O
meio de cultura celular (DMEM) e o soro bovino fetal (SBF) foram adquiridos da Gibco
(Invitrogen, Carslbad, CA, USA). O dimetilsulfoxido (DMSO) foi obtido da Synth e o
alcool etilico do fabricante NEON.

4.2 Cultura Celular

A linhagem celular de fibroblasto de mucosa oral humana (FGH) foi obtida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), e cultivadas em meio Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com com 4 mM L-glutamina, 4.5 g/L glicose,
10 ug/mL de antibidtico (penicilina/estreptomicina - 0,02%) e adicionado de 15% de
Soro fetal bovino (SBF), em estufa com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2
a 37 °C. As células foram subcultivadas quando sua confluéncia atingiu 80% e os
grupos foram divididos em controle ndo exposto (DMEM) e exposto a radiacéo (UV-
Q).

4.3 Protocolo de exposicéo aradiacdo de banda UV-C

Para emisséo da radiagédo de banda C foi utilizada uma luminéaria portatil de
baixo custo (Direct-UV-C) confeccionada a partir de materiais reciclaveis e
sustentaveis confeccionada por pesquisadores do Departamento de Robética do

Instituto Federal de Alagoas, previamente patenteada (Figura 4).
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Figura 4 — Representacao esquematica da luminaria UVC

A

(A) Luminaria UV-C. (B) 1- Botao liga/desliga-220V e Saida de radiagdo UVC 10s-36 mJ/cm?, 254 nm.
Fonte: Autor, 2023.

Para a confeccdo do dispositivo foram utilizadas duas lampadas de
comprimento de onda de 254 nm com poténcia de 18W e 13 mJ/cm? durante a
exposicao. Para a exposicao, seguiu inicialmente mantendo o dispositivo Direct-UV-C
ligado por 1 minuto e 50 segundos para que a poténcia inicial da lamparina (9 mJ/cm?)
alcance sua poténcia maxima (13 mJ/cm?), desligada por 15 segundos e novamente
ligada ja na poténcia maxima para exposicdo das células. Apds o periodo de
aquecimento da lampada, as células incubadas em placas de cultivo celular depois de
um periodo de overnight, apds a adesdo, sao retiradas o meio de cultura e a tampa,
apos isso a placa com as células posicionadas a uma distancia de 2 cm da lampada,
para entdo serem expostas por 10 ou 300 segundos a radiagdo. O tempo de 10 e
300segundos foram padronizados por colaboradores em outro trabalho utilizando esta
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luminaria.

O tempo de 300s, foram utilizadas barreiras fisicas de protecdo com materiais
usados para a confeccdo de equipamentos de protecao individual (Polipropileno e
material de borracha natural- latex) (Figura 5). Inicialmente, todo o meio de cultura foi
retirado para exposicédo das células, e posteriormente adicionado um novo meio de
cultura. Além disso, os materiais de polipropileno e a borracha eram esterilizados para

serem implementados acima da placa.

4.4 Ensaio de Viabilidade Celular

Para avaliar o efeito da exposi¢cdo UV-C sobre a viabilidade de uma linhagem
de fibroblastos humanos (FGH) foi utilizado o ensaio colorimétrico usando uma
solucdo de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (MTT) (Mosmann,
1983). Este ensaio tem como finalidade mensurar a viabilidade celular de forma
indireta, através da atividade mitocondrial das células viaveis pela conversédo do sal

MTT em cristais de formazan por desidrogenases mitocondriais (Figura 6).

Figura 5 - Representacdo esquematica do ensaio de viabilidade celular MTT.
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Esquema representativo do ensaio calorimétrico brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazdlio).
Fonte: Autor, 2023.
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Os fibroblastos (6x10% em 0,2 mL de célula/poc¢o) foram semeados em meio
DMEM suplementado com 5% de SBF, 4 mM L-glutamina, 100 mM de piruvato de
sédio e 4.5 g/L glicose e 0,02% de antibidtico penicilina/estreptomicina, em
microplacas de 96 pogos e mantidas overnight em estufa com atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2za 37 °C para adesao celular. Apés o periodo de incubagéo o
meio de cultura foi removido e as células foram irradiadas com a lampada UV-C (254
nm, 18 W, 13 mJ/cmz) por 10 segundos. Apds a exposicao, foi adicionado um novo
meio de cultura suplementado nas mesmas condi¢cdes e as células mantidas em
estufa por 1, 6, 24 ou 72 horas. Ap6s os tempos de incubacao, foi adicionado 23
ML/pogo do sal MTT (5 mg/mL) por 3 horas. O sobrenadante foi removido para adi¢ao
de 150 pL/pogo de dimetilsuféxido (DMSO, P.A.) para a solubilizagdo dos cristais de
formazan. Os valores de absorbéncia de cada poco foram medidos em
espectrofotometro de microplaca a 540 nm. A porcentagem de células viaveis foi

calculada a partir da seguinte férmula:

(%) Viabilidade celular = (Densidade 6ptica das células irradiadas)X 100
(Densidade Optica das células ndo irradiadas)

Figura 6 - Esquema de exposicdo a radiacdo UV-C a partir do ensaio de MTT
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(?) Plaquemento (2 Adigao do reagente MTT (3 Incubagso por - 3 horas
@ Reacao colorimétrica para determinar a viabilidade celular @ Leitura de absorbancia
—) b

Mitochondrial
reductase

Formazan

Esquema representativo do ensaio calorimétrico brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazélio)
apos exposicdo a radiacdo UV-C. Fonte: Autor, 2023.

4.5 Analise da morfologia celular

A morfologia das células foi avaliada por microscopia Optica apos a coloragao
com cristal violeta. As células foram semeadas em placas de 96 pocos com meio
DMEM suplementado nas condicbes descritas anteriormente, a uma densidade de
6x103 / poco células por poco. Apds o periodo de incubacdo o meio de cultura foi
removido dos pogos e lavados com 200 pL PBS, em seguida foram fixadas com 100
pL de metanol por 10 minutos e coradas com 100 pL de cristal violeta (2%) por 2
minutos. Apds esse tempo, as células foram lavadas com 200 uL PBS e fotografadas
no microscopio 6ptico em aumento de 400x para posterior analise da morfologia

celular (Rejon et al., 2022).

4.6 Ensaio de morte celular usando a dupla marcacéao de laranja de acridina e

iodeto de propidio

As células foram quantificadas quanto ao perfil de morte celular (Figura 7)

usando dupla marcacdo com solugéo contendo laranja de acridina (5 ug/mL) e iodeto
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de propidio (5 ug/mL) (LA/IP). As células foram semeadas (3x10* de célula/poco) em
meio DMEM suplementado em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro. Apés
periodo de incubacgao, o meio foi removido e os pocgos lavados com 200 uL de PBS, e
posteriormente marcados com 300 pL de solugao na proporcéo de 1:1 LA/PI por 2 min
protegido da luz. Em seguida, as laminulas foram montadas em lamina de vidro e
observadas sob um microscoépio de fluorescéncia com excitacdo azul (480 nm) e filtro
de barreira (515-530 nm) com aumento de 100x.A quantificacdo das células foi
realizada em 5 campos aleatdrios de cada laminula. O calculo da frequéncia das

células viaveis, apoptoticas e necréticas utilizando a seguinte férmula:

(%) = Células viaveis x100
Células ndo viaveis

Figura 7 - Representacdo esquematica da marcacao dupla com laranja de acridina e

iodeto de propidio.

Célula viavel
Necrose Apoptose
(®
Vermelho Laranja

Esquema representativo da marcacao dupla com laranja de acridina e iodeto de propidio, mostrando o
processo de diferenciar células viaveis das em processo de morte por apoptose ou necrose, é possivel
observar que as células marcadas em vermelho estdo em necrose e em laranja em apoptose. Fonte:
Autor, 2023.

4.7 Efeito da utilizac&o de barreiras protetoras sobre a placa de cultivo celular

Seguindo o0 mesmo protocolo de cultivo celular e exposicao a radiacdo, foram
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utilizados fragmentos de 2 equipamentos de protecéo individual bastante utilizados no
dia-a-dia de profissionais de saude: a mascara de protecdo individual N95 classe-
PFF2 (Suprema, AIR) e luvas latex (amarela, Standaro). A composi¢do dos materiais
polipropileno e borracha natural, respectivamente, foi testada frente a sua capacidade
de proteger as células da radiacao devido a formacgao de uma barreira protetora, frente

a viabilidade, morfologia e morte celular apos 300 segundos de exposicao.

4.8 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), e
analisados estatisticamente com a analise de variancia (ANOVA) e poés-teste
Bonferroni ou Newman- Keuls. Os dados foram analisados com auxilio do programa
GraphPad Prism® versdo 8.0 (GraphPad Software Inc, San Diego CA, EUA) e os
resultados foram adotados significativos quando p < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Efeito da radiacdo UV-C sobre a viabilidade e morfologia celular

A exposicao das células por 10 segundos a radiacdo UV-C e avaliadas nos
tempos de 1 hora e 6 horas apds a exposicdo nado foi capaz de afetar o perfil da
viabilidade dos fibroblastos de forma significativa quando comparado ao grupo de
células sem exposicdo (grupo controle - ndo exposto). Por outro lado, 24 horas apos
a exposigao observou-se uma reducgao de 24% na viabilidade celular, aumentada para

70% no tempo de analise de 72 horas ap0s a exposicao (Figura 8).

Figura 8 — Efeito da radiagcado UV-C sobre a viabilidade celular.
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O ensaio de viabilidade celular de fibroblasto apds a exposicao a uma luminaria portatil com radiagéo
UV-C pelo ensaio de MTT. O gréfico representa a porcentagem de células viaveis nos diferentes
tempos. Os dados foram expressos como M + EPM, e os dados foram analisados estatisticamente
usando o ANOVA-two way e seguido do pos-teste de Bonferoni.,, com o software GraphPadPrism
versdo 8.0. ***p<0.001 e p<0,0001 em relagdo ao grupo de células ndo expostas.

No intuito de observar as alteracBes celulares sofridas pelas células apés a
exposicdo, analisou-se a morfologia das células coradas com cristal violeta do grupo
controle (células ndo expostas) em comparagcdo ao grupo exposto a radiacao UV-C.
Foi visto que a radiacdo induziu diminuicdo na densidade celular, condensacdo da
cromatina e fragmentacéo nuclear , alteracbes na morfologia das células sugestivas
gue ocorrem no processo de apoptose e necrose celular, observadas nos grupos 24
e 72 horas ap0s a exposicdo (Figura 9).
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Figura 9 — Andlise da radiacdo UV-C sobre a morfologia de fibroblastos de mucosa oral.
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Andlise morfoldgica das células coradas com cristal violeta em fibroblastos. O grupo de células ndo exposto e os grupos de 1 a 6 horas de exposicéo

(A-D) mostram densidade celular regular (seta preta) caracteristicas deste tipo celular, indicando morfologia nuclear integra, célula fusiforme, ndcleo
normal (seta preta) assim como, no grupo exposto e analisados nos tempos de 1 ou 6 horas. Nos tempos de 24 e 72 horas, 0s po¢os do grup 0 exposto
(E -H) é possivel observar diminuicdo na densidade celular e fragmentacdo nuclear (seta amarela) apds a exposicdo a radiagdo UV-C. Os dados foram
expressos como M + EPM, e os dados foram analisados estatisticamente usando o ANOVA-two way e seguido do pds-teste de Bonferoni.com o
software GraphPadPrism versédo 8.0. ***p<0.001 e p<0,0001 em relagao ao grupo de células ndo expostas.
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5.2 Efeito da radiacédo UV-C sobre a apoptose celular

A dupla marcacgéo com laranja de acridina e iodeto de propidio (LA/IP) mostrou
alteracdo na morfologia da célula dos grupos expostos a radiagdo nos tempos de 24
e 72 horas de analise (Figura 10). Foi observado que nas células ndo expostas ha
uma maior presenca de células com membrana intacta e nucleo uniformemente
corado de verde pela marcacdo com LA. As células expostas a radiacdo UV-C,
apresentaram células ndo viaveis, cujas alteragbes morfoldégicas nucleares e
citoplasmaticas foram visiveis, com células coradas em vermelho alaranjado,
representando um dano a membrana plasmatica, caracteristica da perda da
integridade da membrana. A marcacdo com iodeto de propidio cora os acidos
nucleicos pela ligagdo ao DNA, emitindo uma coloragéao vermelha (Figura 10).



Figura 10 - Avaliacao do processo de morte celular com a marcacéo dupla de laranja de acridina
e iodeto de propidio
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Em (A)Painel de morte celular a partir da técnica de imunofluorescéncia, com microfotografias no aumento de 100x, com a marcacao
dupla de laranja de acridina e iodeto de propideo (LA/IP). As células marcadas em verde com laranja de acridina sdo indicativas de
células viaveis com membrana intacta apresentam ndcleo uniformemente corado de verde (Seta azul, A-D), coloragdo com iodeto de
propidio indicando altera¢des na morfologia nuclear. Morfologia de células néo viaveis (seta vermelha,E-H)

Em (B) quantificac@o das células viaveis. Os dados foram expressos como M + EPM, e os dados foram analisados estatisticamente
usando o ANOVA-two way e seguido do pés-teste de Bonferoni.com osoftware GraphPadPrism verséo 8.0. **p<0.001
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Para quantificar a intensidade de marcacao positiva com laranja de acridina, as
imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia foram analisadas e as células
contadas. Como observado na figura 11, observa-se uma quantidade elevada de
células marcadas, representando 95 e 97% nos grupos de células expostas 24 e 72
horas de exposi¢cdo quando comparadas as células ndo expostas no mesmo tempo
de avaliacdo, respectivamente. Os grupos de células expostas a radiacdo e
analisadas 1 ou 6 horas apés, ndo apresentaram aumento no numero de células
marcadas quando comparadas aos grupos de células ndo expostas no mesmo

periodo analisado (Figura 11).

5.3 Efeito de materiais usados na confeccéo de EPIs como barreira de protecéao

as células expostas aradiacao UV-C

Observou-se que as células expostas a 10 segundos de radiacdo UV-C (254
nm, 18 W, 13 mJ/cm?) e analisadas 72 horas apds a exposicdo, apresentaram uma
reducdo da viabilidade celular de 85% quando comparadas ao grupo de células ndo
expostas representado pela linha tracejada em 300 segundos ap06s a exposi¢do. No
entanto, quando foram adicionados os materiais de latex e de polipropileno, observou-
se uma viabilidade de 25% e 35% quando comparado ao grupo de células néo
expostas, respectivamente em 300 segundos ao comparar com o grupo de células em
10 segundos. Mostrando um aumento na viabilidade de 60 e 50% nos grupos expostos
com a barreira de latex e polipropileno quando comparado ao grupo exposto sem

barreira, respectivamente (Figura 11).

Figura 11— Efeito da radiagdo UV-C sobre a viabilidade com material de EPIs.
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O ensaio de viabilidade celular de fibroblasto apds a exposicao a uma luminaria portatil com radiagdo
UV-C em 300 segundos pelo ensaio de MTT O grafico representa a porcentagem de células viaveis
nos diferentes grupos experimentais realizados em fibroblastos. Os dados foram expressos como M +
EPM, e os dados foram analisados estatisticamente usando o ANOVA-One way, com 0 software

GraphPadPrism verséo 8.0. ***p<0.001 em relacdo ao grupo de células ndo expostas.

Para avaliacdo da morfologia celular, conforme demonstrado na figura 12, os
fibroblastos corados com cristal violeta do grupo controle foram observados que as
expostas a radiacdo usando barreiras de protecdo, ndo apresentaram alteracfes

celulares significativas quando comparado ao grupo de células ndo expostas.

Figura 12— Analise da radiacdo UV-C sobre a morfologia com EPIs
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Analise morfoldgica das células coradas com cristal violeta em fibroblastos. O grupo de células Néo
exposto (A) mostram densidade celular regular, caracteristicas deste tipo celular, indicando morfologia
nuclear integra, células fusiforme e nicleo normal assim como, no grupo exposto com latex e

polipropileno (B-C) analisados nos tempo de 72 horas expostos por 300s.
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O perfil de morte celular em células expostas a radiacdo UV-C com o uso de
barreira fisica a base de latex e polipropileno foi avaliado usando a técnica de
imunofluorescéncia com marcacgéo dupla com laranja de acridina e iodeto de propideo
(LA/IP). Foi observado no grupo de células expostas a radiacdo e sem barreira um
elevado namero de células marcadas com laranja de acridina em vermelho-alaranjado
guando visto anteriormente com 10 segundos, sendo indicativo de células ndo viaveis
em comparacao ao grupo nao exposto. J4 nas células dos grupos com barreira de
latex e polipropileno, houve um menor nimero de células marcadas, 20 e 25%
respectivamente (Figura 13) quando comparado ao grupo de células expostas sem

barreira.
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Figura 13— Avaliacdo do processo de morte celular em células expostas a radiacdo UV-C com uso de barreiras fisicas

sobre as células.
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Em (A) painel de morte celular a partir da técnica de imunofluorescéncia com a marcacdo dupla de laranja de acridina e iodeto de propideo (LA/IP)
no aumento de 100x. Célula marcada em verde com laranja de acridina (A-C). Em (B) quantificacdo das células viadveis. Os dados foram expressos
como M £ EPM, e os dados foram analisados estatisticamente usando o ANOVA-One Way com o software GraphPadPrism versao 8.0.
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6 DISCUSSAO

A radiagédo ultravioleta de banda C tem sido estudada ha quase um século, com
estudos relevantes na década de 1950 mostrando seus efeitos sobre a pele e células
do sangue, como efeitos em célula dendriticas, linfocitos e neutréfilos (Hamblin,2017).

Desde entéo, estudos comparativos com outros tipos de radiagdo UV, como A
e B, em diferentes comprimentos de onda tém sido realizados, tanto para investigar
efeitos em células e tecidos animais, materiais inorganicos e aplicacfes de tais
radiacOes (Izawa et al., 2023).

A aplicacdo da radiacdo UV-C tem se demonstrado eficicia para a desinfeccéo
de ar, ambientes e superficies em diferentes comprimentos de onda do espectro (200
a 280 nm) (Wang et al., 2022). Isso, deve-se ao efeito germicida da radiagdo UV-C,
em especial no comprimento de 254 nm, sendo eficaz em relacdo a desinfeccao e a
eliminacao de virus, bactérias e fungos (Chang et al., 2021). O efeito germicida deve-
se a capacidade da radiacdo causar danos ao material genético como lesdes
mutagénicas e citotoxicas no DNA, como dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) dos
microrganismos (Potappovich et al., 2023).

Devido a tal capacidade, uma importante aplicacdo da luz UV-C em protocolos
de desinfeccdo de ambientes da area de saude, em especial, hospitais, tendo em vista
a ocorréncia de infec¢des hospitalares (Jain, 2021). De acordo com (OMS, 2022), as
infecgbes hospitalares relacionadas a assisténcia em saude (IRAS) séo consideradas
um grave problema de saulde publica com grande relevancia epidemiolégica por
apresentar uma alta taxa de mortalidade em todo o mundo. Por outro lado, estudos in
vitro e in vivo demonstraram que a luz de 254 nm pode causar danos no DNA de
células humanas, e pode induzir cancer de pele apds exposi¢coes repetidas de longo
prazo (Narita et al., 2018).

Os fibroblastos sdo células fundamentais no tecido conjuntivo do corpo humano
e desempenham um papel crucial na manutencdo da estrutura, no reparo e na
regeneracao dos tecidos (Plikus et al., 2021). Nesse sentido, em vista da vasta
importancia dessas células na pele e mucosas do nosso corpo, o presente trabalho
buscou ampliar as informagdes dos efeitos da radiacdo UV-C de 254 nm sobre uma
linhagem nédo tumoral de fibroblastos da mucosa oral humana (FGH) e verificar o
efeito protetor dos materiais usados na confeccéo de luva e mascara como barreira

protetora a radiagdo UV-C.
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Neste trabalho, investigou-se os efeitos agudos e tardios da exposicdo a
radiacdo UV-C de 254 nm sobre parametros que indicam o estado morfolégico da
célula, como viabilidade celular por MTT, morfologia e morte celular.

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que as células FGH expostas
a radiacdo UV-C por 10 segundos e analisadas 1 e 6 horas pds-exposicdo nao
apresentaram alteracdes significativas nas técnicas utilizadas neste estudo, de
viabilidade celular (Figura 8, p.35), analise morfologica por coloracdo com cristal de
violeta (Figura 9, p. 36) e nem aumento na porcentagem de células marcadas com
LA/IP (Figura 10, p. 38) quando comparado ao grupo de células ndo expostas.

Ja ao analisar as células 24 ou 72 horas pés-exposicdo, observou-se neste
trabalho, que a radiacédo UV-C foi capaz de alterar a viabilidade dos fibroblastos (FGH)
de forma significativa (Figura 8, p.35), sendo estes dados corroborados pelas
alteracdes celulares observadas, como reducédo do numero de células viaveis e morte
celular (Figura 10, p.38). Esses resultados estdo em consonancia com os achados de
Izawa e colaboradores (2023), onde foi relatado que a radiagdo UV-C (555 nm) em 4
e 8 minutos apés 24 horas de exposicao foi capaz de causar reducdo na viabilidade
celular em células de melanoma (COLO679) e fibroblastos dérmicos humanos nao
tumorais (HDF) (Izawa et al., 2023).

Em relacéo a morfologia celular, de acordo com resultados obtidos foi possivel
demonstrar que as células expostas a radiagdo UV-C foram afetadas de forma
significativa 24 e 72 horas, ou seja, em tempos de analise mais tardios pos-exposicao
(Figura 9, p. 36). Foi observado que a maior parte das células expostas apresentaram
morfologia irregular, diminuicdo na densidade celular e modificacdo no nucleo, bem
como significativa diminuigcdo no numero de células na placa, demonstrado pela baixa
confluéncia celular. Enquanto no grupo ndo exposto as ceélulas apresentaram
morfologia regular de acordo com as caracteristicas dos fibroblastos, como células
alongadas, fusiformes e com nucleo eucromético oval, e com densidade celular na
placa esperada para cada tempo de analise. Esses dados corroboram com estudos
demonstrados por Ong e colaboradores (2013) realizados em uma linhagem de
queratinécitos expostos a radiacdo UV-C (277nm e 254 20 ou segundos), onde foi
evidenciado que houve uma diminui¢cao na viabilidade e morte nas células (Ong et al.,
2022).
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Além disso, Moon e colaboradores (2019) também observaram alteracdes na
morfologia de fibroblastos(HDFs) e queratinécitos(HaCat) expostos a radiacao UV-C
(200 nm, por 3 e 10 segundos) e analisadas 24 horas pos-exposicdo, onde atribuiram
tais efeitos ao tempo e a poténcia de exposi¢cédo (Moon et al.,2019).

Com base nesses achados, resolveu-se avaliar o efeito da radiacado sobre a
morte celular da linhagem FGH utilizada neste estudo. A apoptose é um evento celular
geneticamente programado, ou seja, um processo fisiologico fundamental em todos
0S organismos vivos que contribuem para a manutencédo da homeostase e regulacéo
de possiveis danos aos animais (Bertheloot et al., 2022). No entanto, esse sistema
pode ser sobrecarregado quando um grande numero de células morre abruptamente
e se acumulam, como durante um processo infeccioso, na inflamagao crénica e no
dano tecidual (Bock; Reley,2023). A ocorréncia de morte celular subita e desenfreada,
induzida ou néo, resulta na liberagcdo abundante de conteudo celular para o espaco
extracelular, que séo nocivas as células nédo afetadas pelo processo de morte celular
(Bertheloot et al.,2022).

Essa abordagem é particularmente importante devido as alteracdes ao DNA
causadas por diversos fatores, como a radiacdo UV-C, que afetam a integridade do
ndcleo da célula e, caso ndo reparado, levam ao comprometimento da funcao celular,
do tecido, do 6rgdo e até do organismo como um todo (Vechtomova et al., 2021).
Sabe-se que o DNA, um regulador fundamental em diversos eventos celulares, é uma
importante molécula no que diz respeito ao crescimento, morte, migracdo e
diferenciacéo celular (Tang; Kang; Berghe, 2019). Dessa forma, é importante a andlise
desses processos quando ha inducdo de algum estimulo sobre as células. Por isso,
neste estudo, utilizou-se a técnica de marcagcdo com laranja de acridina/ iodeto de
propidio, para observar alteracbes na marcacao das células expostas indicativas da
ocorréncia de morte celular (Rosenberg et al., 2019).

Os resultados obtidos neste estudo com a técnica de coloragdo (LA/IP)
demonstraram que houve alteracfes significativas, como danos a membrana das
células expostas a radiagdo 24 e 72 horas p0s-exposi¢cado, com aumento no percentual
de células mortas em processo de necrose e apoptose nos grupos expostos quando
comparado ao grupo de células ndo expostas (Figura 13, p. 41). Esses achados estéo
em concordancia com os resultados observados com os ensaios de viabilidade e
morfologia celular.

Em estudos prévios sobre a aplicagdo da luz UV-C, foi visto que a desinfeccao
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por radiacdo UV-C (254 nm) é capaz de inativar bactérias e virus (Pereira et al., 2023).
Por outro lado, o manuseio desse tipo de radiagdo sem precaucdo adequada
representa um risco potencial para a saude humana, devido principalmente, aos
danos diretos ou indiretos que a radiagcédo pode causar ao DNA e RNA celular (Biasin
et al., 2021). Além disso, a luz UV-C tem relevancia atual no desenvolvimento de
dispositivos de desinfeccdo, em especial, para a aplicacdo em ambientes com alta
circulacdo de pessoas, como ambientes hospitalares, ressaltando a necessidade de
ampliacao dos estudos sobre a radiagao UV-C em diferentes comprimentos de onda,
sobre células, tecidos, microorganismos e materiais.

Assim, devido a importancia sugerida e com base nos achados deste trabalho,
decidiu-se avaliar se a utilizagdo de barreiras fisicas entre a fonte de radiacdo UV-C
(254 nm, 18 W e 13 mJ/cm?) poderia proteger as células dos danos causados pela
radiacdo UV-C. Para tal, foram escolhidos 2 tipos de materiais muito utilizados em
ambientes hospitalares, o latex presente em luvas utilizadas por profissionais de
servigos gerais e o polipropileno usado na composi¢cao de mascaras do tipo PFF-2,
EPIs amplamente utilizados, em especial, apés a pandemia da COVID-19. Cabe
destacar que como o tempo de 72 horas de analise pés-exposi¢ao as células do grupo
exposto apresentaram maiores danos nos ensaios realizados neste estudo, foi o
tempo de analise escolhido para verificar o efeito da utilizacdo da barreira fisica. Ainda
nesse sentido, pensando que tal protecdo seria necesséria a ser utilizada por
profissionais operadores de dispositivos contendo radiacdo UV-C para uma possivel
exposicao acidental, utilizou-se o tempo de 300 segundos de exposi¢ao, tempo 2
vezes maior ao tempo minimo necessario para erradicar 100% das bactérias e fungos
expostos identificado em outro estudo pelo grupo de pesquisa deste trabalho (dados
ainda nao publicados).

De maneira interessante, foi observado que a utilizacdo do latex presente em
luvas de borracha comercialmente vendidas, protegeu as células da ocorréncia de
reducdo da viabilidade celular quando comparado ao grupo exposto sem barreira,
apresentando 70% de células viaveis quando comparado ao grupo ndo exposto
(Figura 11, p. 39). De maneira semelhante, néo foi observada alteracdo na morfologia
das células coradas com cristal de violeta (Figura 12, p. 40) e uma discreta marcacéo
positiva no ensaio de dupla marcacdo com LA/IP em 20% das células quando
comparado ao grupo nao exposto (Figura 13, p. 41).

Ao utilizar o polipropileno, componente de mascaras de protecao do tipo PFF-
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2, nas mesmas condicdes de exposicdo e analise do latex, observou-se uma protecéo
menos pronunciada, mas ainda bastante significativa, com discreta ocorréncia de
reducdo na viabilidade celular e dupla marcagédo com LA/IP quando comparado ao
grupo de células ndo exposto, em 35% e 25%, respectivamente. Esses dados
sugerem que a utilizacdo de EPIs pode ser uma alternativa para que operadores e
usuarios de unidades de salude possam ser expostos acidentalmente a este tipo de
radiacdo, conferindo protecdo e seguranca dos profissionais em caso de exposi¢cao
acidental.

Desta forma, este estudo contribui para ampliar as informacdes sobre os efeitos
da radiacdo UV-C em especial, sugerir a realizacao de testes com diferentes materiais
que possam ser usados como barreiras fisicas de protecdo frente a exposicéo
acidental a radiacdo UV-C dada a importancia do desenvolvimento de dispositivos de
desinfeccado a serem utilizados em unidade de saude visando minimizar, em especial,

a ocorréncia de infec¢des hospitalares.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que o dispositivo de baixo custo produzido
para emitir a radiagcdo UV-C exerce efeitos danosos na linhagem de fibroblastos
humanos condizentes com os danos induzidos em células humanas descritos na
literatura. Assim, como parte importante do protocolo de validagéo do dispositivo de
baixo custo utilizado neste trabalho, foi possivel mostrar que os materiais utilizados na
sua confeccgéo e que a estruturagdo do mesmo, conferem a qualidade e a efetividade
dos efeitos esperados para o dispositivo. Além disso, em outros achados deste
projeto, a radiacdo emitida da luminaria manual mostrou-se como um dispositivo
eficiente para a desinfeccdo de ambientes hospitalares, com inibi¢do do crescimento
de 100% dos microrganismos avaliados em apenas 300s de exposi¢cdo ap0s 72 horas.

Além disso pela primeira vez € descrito o uso de componentes de EPIs como
barreira de protecdo e os efeitos em células, mostrando acdo potencial protetor as
células contra as exposi¢cdo UV-C. Portanto, mais estudos sdo necessarios para
elucidar melhor os efeitos e a protecdo a serem utilizados em unidade de saude
visando minimizar, em especial, a ocorréncia de infec¢cdes hospitalar
Figura 14— Esquema representando os efeitos da radiacdo UV-C in vitro em

fibroblastos ndo tumorais de mucosa oral.
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8 PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectiva avaliar as espécies reativas de oxigénio,
oxido nitrico, avaliar mediadores inflamatorios e realizar ensaios de proliferacao.
Investigar outros fragmentos de matérias de protecdo individuas utilizados em

ambientes hospitalares.
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