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RESUMO 
 

MUNIZ, Igor Pereira Ribeiro. Terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) com 

curcumina controla infecção intradérmica por Staphylococcus aureus resistente a 

meticilina em camundongos com Diabetes mellitus tipo 1. Tese (Doutorado). – Instituto 

Multidisciplinar de Saúde, Universidade Federal da Bahia, Vitória da Conquista, 2023. 
 

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1) é uma doença crônica não transmissível na qual a 

insulina é produzida insuficientemente devido a destruição das células β no pâncreas.  

Mudanças geradas no funcionamento de sistemas, como o sistema imunológico, por 

esta condição aumenta o risco de infecções por estes indivíduos. Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina (MRSA) é um dos principais patógenos causadores de infecções 

neste grupo. Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da aplicação da 

terapia fotodinâmica (PDT), utilizando a curcumina como fotossensibilizante (FS), no 

tratamento de infecção intradérmica em camundongos com DMT1. Camundongos 

C57bl/6, foram pesados e, em jejum, tiveram a glicemia mensurada. O DMT1 foi 

induzido pela injeção intraperitoneal de uma dose única de estreptozotocina (STZ) (180 

mg/kg). Cinco dias após a administração da STZ a glicemia dos animais foi mensurada 

para confirmar o estabelecimento do DMT1. Quinze dias após a indução do DMT1, os 

animais foram pesados e então infectados por MRSA (ATCC 43300) pela via 

intradérmica na orelha esquerda. Para a infecção, foi quantificada a concentração de 1,5 

x 107 UFC da cepa MRSA ATCC 4330. Vinte e quatro horas após a infecção, os animais 

foram separados em 3 grupos. Uma solução contendo 100 μg de curcumina foi 

fotoativada ex vivo com o emprego de luz de LED (450 nm) obtendo uma fluência de 

13.5 J/cm2. Após a fotoativação, a solução foi inoculada no sítio onde foi realizada a 

infecção nos animais, consistindo no grupo experimental. Os tratamentos controles 

consistiram na aplicação da curcumina não-fotoativado ou salina estéril. A eutanásia 

dos animais foi realizada 24 h após os tratamentos e a orelha esquerda e o linfonodo 

retromaxilar esquerdo foram cirurgicamente coletados. O linfonodo foi macerado em 

salina para análise da carga bacteriana, dosagem de citocinas por ELISA, dosagem de 

nitritos e nitratos e contagem de células. A orelha foi utilizada para a confecção de 

lâminas que foram coradas por H&E ou marcadas com anticorpos anti-mieloperoxidase 

(MPO) por imuno-histoquímica. As lâminas foram fotomicrografadas e contagens de 

células e análises de expressão de MPO no tecido foram realizadas. O grupo PDT 

apresentou menor carga bacteriana no linfonodo quando comparado aos controles (p-

valor <0,05). Além da menor carga bacteriana, o grupo PDT também apresentou altos 

teores de nitratos e nitritos no linfonodo quando comparado aos controles (p-valor < 

0,001). O recrutamento celular para a orelha apresentou-se similar entre o grupo PDT 

comparado aos controles, entretanto, a expressão da MPO no grupo PDT foi menos 

intensa comparada ao grupo salina (p-valor< 0,001). Quando analisada a produção de 

citocinas, o grupo PDT apresentou menores concentrações de IL-1, IL-12 e IL-10 (p-

valor <0,01; p-valor <0,05; p-valor < 0,05, respectivamente), quando comparado ao 

grupo salina. Este estudo mostra, pela primeira vez, o potencial terapêutico da PDT 

usando curcumina no tratamento de uma infecção intradérmica causada por S. aureus 

em camundongos com DMT1. 
Palavras-chave: Diabetes mellitus; Biofotônica; Microbiologia; Imunologia; Histopatologia. 



ABSTRACT 
. 

Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) is a chronic non-communicable disease in which 

insulin is insufficiently produced due to the destruction of β cells in the pancreas. The 

changes generated by this condition increase the risk of infections for these individuals. 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the main pathogens 

causing infections in individuals with diabetes. In this work, we aimed to investigate the 

effects of the application of photodynamic therapy (PDT), using curcumin as a 

photosensitizer (PS), in the treatment of intradermal infection in mice with T1DM. 

C57bl/6 mice were weighed and, in a fasting state, their blood glucose was measured. 

DMT1 was induced by intraperitoneal injection of a single dose of streptozotocin (STZ) 

(180 mg/kg). Five days after STZ administration, the animals' blood glucose was 

measured to confirm the establishment of DMT1. Fifteen days after DMT1 induction, the 

animals were weighed and then infected intradermally in the left ear. For infection, the 

concentration of 1.5 x 107 CFU of the MRSA ATCC 4330 strain was quantified. Twenty-

four hours after infection, the animals were separated in three groups. A solution 

containing 100 μg of curcumin was photoactivated ex vivo using LED light (450 nm) 

obtaining a fluence of 13.5 J/cm2 which consists in experimental group. After 

photoactivation, the solution was inoculated at the infection site. Control treatments 

consisted of the application of non-photoactivated curcumin or sterile saline. The animals 

were euthanized 24 h after the treatments and the left ear and left retromaxillary lymph 

node were surgically collected. The lymph node was macerated in saline for analysis of 

bacterial load, measurement of cytokines by ELISA, measurement of nitrites and nitrates, 

and cell counts. The ear was used to make slides that were stained by H&E or stained 

with anti-myeloperoxidase (MPO) antibodies by immunohistochemistry. Slides were 

photomicrographed and cell counts and tissue MPO expression analyzes were performed. 

The PDT group had a lower bacterial load in the lymph node when compared to controls 

(p-value <0.05). In addition to the lower bacterial load, the PDT group also had higher 

levels of nitrates and nitrites in the lymph node when compared to controls (p-value < 

0.001). Cell recruitment to the infectious site on ear was similar between the PDT group 

compared with the control groups, however, the expression of MPO in the PDT group 

was less intense compared to the saline group (p-value < 0.001). When analyzing the 

production of cytokines, the PDT group showed lower production of IL-1, IL-12, and IL-

10 (p-value <0.01; p-value <0.05; p-value < 0.05, respectively), when compared to the 

saline group. This study shows, for the first time, the therapeutic potential of PDT using 

curcumin in the treatment of an intradermal infection caused by S. aureus in mice with 

T1DM. 
 

Keywords: Diabetes mellitus; Biophotonic; Microbiology; Immunology; Histopathology. 
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1 Introdução  

 
O diabetes mellitus do tipo 1 é uma doença que na grande parte dos casos é causada devido 

a uma reação autoimune contra as células β, que produzem a insulina no pâncreas.  Esta doença 

afeta cerca de 20-40 milhões de pessoas em todo mundo, estando associada a um grande índice de 

mortes (CSOBONYEIOVA; POLAK; DANISOVIC, 2018). Progressivamente, os indivíduos com 

essa doença se tornam incapazes de produzir insulina de modo autossuficiente, o que acaba por 

causar deficiência na principal via de captação de glicose pelas células do organismo (ADI; 

GERARD-GONZALEZ, 2018; PETTUS et al., 2018; TEKULA et al., 2018).  

A ausência desse sistema acaba por causar o acúmulo de glicose no sangue, gerando um 

quadro de hiperglicemia associado à perda de peso, poliúria, polidipsia, e polifagia (TEKULA et 

al., 2018). A longo prazo, se negligenciada, o quadro de doenças associadas ao DMT1 pode 

aumentar devido aos danos microvasculares e macrovasculares. Deste modo, quadros como 

retinopatia, nefropatias, neuropatias, demência, doenças cardiovasculares começam a se 

desenvolver, além de maior susceptibilidade a infecções (PATTERSON et al., 2014; DADRAS et 

al., 2018; GOMES et al., 2018; LACY et al., 2018). 

O aumento da susceptibilidade a infecções está associado a alteração da dinâmica da 

resposta inflamatória causada pelo diabetes. Os danos vasculares causados pela hiperglicemia 

crônica alteram diretamente mecanismos como a vasodilatação e o fluxo sanguíneo, dificultando 

processos de recrutamento celular (JAFAR; EDRISS; NUGENT, 2016). Além disso, outros 

processos, a nível celular, como por exemplo, fagocitose, ativação e apresentação de antígenos se 

apresentam menos eficazes (DOOLEY; CHAISSON, 2010; DE SOUZA FERREIRA et al., 2012; 

GIRI et al., 2018).  

A desregulação deste sistema de defesa causada pelo diabetes acaba por estabelecer padrões 

pró-inflamatórios intensos, através do aumento exacerbado da produção de medidores 

inflamatórios, como as citocinas. Apesar da resposta pró-inflamatória ser importante para a reação 

do organismo no controle de uma infecção, respostas inflamatórias exacerbadas podem estar mais 

relacionadas a respostas ineficazes que por si só acabam diminuindo a eficiência da resposta imune 

contra patógenos, como por exemplo, Staphylococcus aureus (BRANDT et al., 2018). 

S. aureus é uma bactéria gram-positiva que coloniza cerca de 20-30% da população, sendo 

responsável por causar de 80-90% de infecções na pele e em tecidos moles no mundo 

(MANANDHAR et al., 2018; SOHAIL et al., 2018; AL KINDI et al., 2019). Indivíduos com 
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fragilidades no sistema imunológico, como por exemplo, indivíduos com diabetes mellitus, se 

encontram em um grupo de risco, se apresentando susceptíveis a infecções causadas por este 

patógeno (BRANDT et al., 2018). 

Responsável pela morte de milhões de pessoas anualmente, S. aureus se apresenta como 

um patógeno de difícil tratamento farmacológico, pois, o mesmo apresenta diversas cepas com 

resistência a antimicrobianos. Os isolados que apresentam resistência à meticilina são denominados 

de MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Estes isolados apresentam ampla 

distribuição no mundo sendo responsáveis por altos índices de infecções (SHIN; JUNG; PARK, 

2017; WU et al., 2018; YAMASAKI et al., 2018). 

Neste cenário, onde existe a grande dificuldade no tratamento farmacológico de infecções 

por bactérias resistentes a antimicrobianos, é evidente a necessidade do desenvolvimento de 

estratégias alternativas.  Nos últimos anos, a Terapia Fotodinâmica (Photodynamic Therapy – 

PDT), uma técnica que utiliza como base a aplicação de luz associada a compostos químicos, 

chamados de fotossensibilizantes (FS), para a geração de radicais livres, tem se apresentado como 

possível tratamento para estas infecções. 

A curcumina é um FS amplamente utilizado nas mais diversas aplicações da PDT. A 

curcumina é derivada da Curcuma longa¸ também conhecida popularmente como Açafrão-da-

Terra. Este composto tem se mostrado valioso para o ambiente clínico já que por si só apresenta 

atividades anti-tumoral, anti-viral e anti-séptica (ALI; BANERJEA, 2016; SÖKMEN; AKRAM 

KHAN, 2016; TSAI et al., 2018). Apesar da realização de muitos estudos recentes na área da 

biofotônica, ainda existem grandes lacunas a serem preenchidas quanto a aplicação antimicrobiano 

em diferentes modelos de estudo, como o modelo in vivo, por exemplo. 

 Além dos desfechos no controle da carga de patógenos, a academia se encontra carente de 

informações sobre a interação da PDT com processos fisiológicos dos organismos, tais como a 

resposta inflamatória em diferentes condições, como o diabetes. Neste sentido, este trabalho visou 

avaliar a eficiência da PDT utilizando a curcumina no controle da carga bacteriana de uma infecção 

intradérmica na orelha de camundongos C57bl/6 com DMT1 causada pela cepa MRSA 43300, 

como também, características da resposta inflamatória geradas após o tratamento com a PDT. 
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2 Revisão da literatura 

 

2.1 O diabetes mellitus do tipo 1 

 
O diabetes mellitus é considerado como um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos. 

Este grupo distúrbios metabólicos atualmente atinge cerca de 415 milhões de pessoas no mundo 

todo, existindo uma estimativa de que no ano de 2040, este número aumente para cerca de 642 

milhões de pessoas (UNNIKRISHNAN; ANJANA; MOHAN, 2016; HARDING et al., 2019). 

 O termo “diabetes mellitus” é uma nomenclatura generalista utilizada para designar 

distúrbios metabólicos que possuem como consequências o surgimento de quadros de 

hiperglicemia. Esta hiperglicemia pode ser gerada por falhas em diferentes mecanismos 

fisiológicos, seja na produção insuficiente da insulina, caracterizando um tipo de diabetes chamado 

de tipo 1, como também pela ação ineficaz deste hormônio, caracterizando um tipo de diabetes 

chamado de tipo 2 (KERNER; BRÜCKEL, 2014; KHARROUBI, 2015). 

O diabetes mellitus do tipo 1 (DMT1) é um distúrbio metabólico caracterizado pela perda 

da capacidade de produção suficiente do hormônio insulina. Este evento ocorre pela destruição 

crônica das células β nas ilhotas pancreáticas. Estas células são as responsáveis pela produção de 

insulina. A destruição destas células ocorre através de reações autoimunes, onde o próprio 

organismo não reconhece esta célula e seus antígenos como próprios, assim, gerando a destruição 

das mesmas ao longo do tempo (KATSAROU et al., 2017). 

. O DMT1 é uma doença crônica, podendo ser causada por uma reação autoimune, com alta 

incidência no mundo todo, sendo responsável por altos índices de mortalidade e morbidade (DE 

GROOT et al., 2021; LU; ZHAO, 2020). O DMT1 afeta cerca de 20-40 milhões de pessoas em 

todo o mundo e é responsável por 5 % das causas de morte anualmente (CSOBONYEIOVA; 

POLAK; DANISOVIC, 2018). 

O índice de pessoas com DMT1 está crescendo em cerca de 3% ao ano no mundo, onde 

estudos indicam que até 2030, cerca de 55 milhões de pessoas apresentarão o quadro de DMT1 

(ANDRADE et al., 2017; LU; ZHAO, 2020). Na América do sul, o Brasil possui a maior incidência 

dos casos de DMT1. Cerca de 4,4% da população brasileira possui Diabetes, sendo que, 4 % desse 

total, possui DMT1, apresentando a incidência de 6 novos casos a cada 100.000 indivíduos 

(PATTERSON et al., 2014; DUNCAN et al., 2020). 

O DMT1 pode ser causado inicialmente por um infiltrado celular nas ilhotas pancreáticas, 
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principalmente por células T, ocasionando a destruição das células β a partir de uma reação 

autoimune. A destruição progressiva das células β tem como consequência o encerramento ou 

produção insuficiente do hormônio insulina, tornando o indivíduo dependente da administração de 

insulina exógena (ADI; GERARD-GONZALEZ, 2018; PETTUS et al., 2018; TEKULA et al., 

2018).  

Apesar da classificação tradicional do DMT1 como uma doença juvenil, esta pode ser 

desenvolvida em qualquer idade, onde, cerca de 50 % dos casos são desenvolvidos na fase adulta 

(DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2019). Principalmente na infância, a perda da 

capacidade de produção suficiente de insulina gera sintomas como: hiperglicemia, poliúria, 

polidipsia, polifagia e perda de peso (TEKULA et al., 2018). 

Além dos sintomas citados anteriormente, a longo prazo, o DMT1 se não tratado de maneira 

adequada pode gerar danos microvasculares e macrovasculares causando quadros como 

retinopatia, nefropatias, neuropatia, demência, doenças cardiovasculares, além de facilitar a 

ocorrência dos quadros de pé diabético (PATTERSON et al., 2014; DADRAS et al., 2018; GOMES 

et al., 2018; LACY et al., 2018).  

 

2.2 Patogênese do DMT1 
 

Apesar de muitos estudos, a etiologia e os mecanismos patológicos envolvidos com o 

DMT1 ainda não são plenamente compreendidos (ZIPRIS, 2021). No entanto, é sabido que o 

ambiente no qual o indivíduo vive e, principalmente, o fator genético, possuem papéis decisivos 

em sua patogênese (PATTERSON et al., 2014). Evidenciando o fator genético, existem alguns 

genes que estão associados ao desenvolvimento da resposta autoimune que gera a destruição das 

células β, assim, desencadeando o início do quadro de DMT1.  

O maior conjunto de genes envolvidos com o desenvolvimento dessa doença está 

relacionado ao desenvolvimento do Complexo Principal de Histocompatiblidade (Major 

Histocompatibility Complex – MHC), em humanos, chamado de HLA (Human Leucocyte 

Antigen). Esse conjunto de genes está relacionado com a predisposição de 40-50% de 

desenvolvimento dos casos de DMT1. Outros genes consideravelmente importantes para a pré-

disposição do DMT1 são: O gene codificador da Insulina e o gene do CTLA-4 (Cytotoxic T 

Lymphocyte-associated antigen-4), presentes em linfócitos T citotóxicos, que estão envolvidos na 
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predisposição de cerca de 15% dos casos (ABU EL-ELLA et al., 2018; CSOBONYEIOVA; 

POLAK; DANISOVIC, 2018; PASCHOU et al., 2018).  

Estes conjuntos de genes estão relacionados com o desenvolvimento do DMT1 por motivos 

específicos. O MHC, ou HLA em humanos, é um conjunto de moléculas expressas na superfície 

de células imunes e outras células com o objetivo de expor antígenos para apresentação para células 

como linfócitos T CD4+ e T CD8+, por exemplo (NAITO; OKADA, 2022). Existem dois tipos de 

MHC a serem expressos, o MHC de classe I e o MHC de classe II. 

 O MHC de classe I é expresso pela maioria das células, que fazem o uso deste aparato para 

apresentar antígenos de proteínas intracelulares degradadas via proteassoma e apresentam seu auto 

reportório para células como os linfócitos T CD8+. O MHC de classe II é expresso por células 

apresentadoras de antígenos, também chamadas de APCs (Antigen-Presenting Cells), que irão 

fazer a apresentação dos antígenos fagocitados e degradados por proteases, para células como 

Linfócitos T CD4+ (PASCHOU et al., 2018; REYNISSON et al., 2021).  

Estudos mostram que o MHC de classe I está diretamente envolvido com o 

desenvolvimento do DMT1 através do seu uso por linfócitos T CD8+ no processo de morte celular 

via granzimas e perforinas (BURRACK; MARTINOV; FIFE, 2017).  Também é observado que o 

MHC de classe II está envolvido com o desenvolvimento de doenças autoimunes como o DMT1. 

Modificações nas sequências alélicas responsáveis pela expressão desta molécula podem aumentar 

a afinidade ou diminuir a afinidade de ligação de antígenos próprios, de modo que o processo de 

auto tolerância se vê prejudicado, assim, aumentando o risco do desenvolvimento de doenças 

autoimunes (PASCHOU et al., 2018). 

Polimorfismos relacionados ao gene da insulina também podem estar relacionados ao 

desenvolvimento do DMT1. A insulina é inicialmente produzida em uma forma inativa, chamada 

de pró-insulina, que após ativação enzimática se transforma em uma molécula bioativa. Entretanto, 

na expressão dessa molécula, a região promotora do gene que codifica a pró-insulina apresenta 

uma sequência de repetição em tandem de número variável, também chamadas de VNTR’s 

(Variable number of tandem repeats)(ZHANG et al., 2015). 

Existem dois padrões mais comuns dessas sequências de VNTR’s: As de cadeia pequena, 

chamadas de Tipo 1 (26 – 63 repetições) e as de cadeia grande, chamadas de Tipo 3 (140 – 243 

repetições), esta última estando relacionada com um processo de mais eficiência da transcrição e 

expressão do gene. Essa região em si não modifica a estrutura da proteína que será codificada, 
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entretanto, modificações nessas regiões estão relacionadas com a realização de procedimentos 

como transcrição e expressão. As repetições de cadeia grande, ou do tipo 3, estão relacionadas com 

uma transcrição e expressão mais eficiente dessa proteína nas células epiteliais do Timo, órgão 

extremamente importante no processo de tolerância imunológica central dos organismos, assim, 

sendo um padrão menos relacionado ao desenvolvimento de DMT1 (BARRATT et al., 2004; 

DESAI et al., 2006; PASCHOU et al., 2018). 

O processo de tolerância imunológica central ocorre no timo, onde as células epiteliais do 

timo e os timócitos apresentam autoantígenos para os linfócitos T em formação no órgão para 

avaliar a capacidade deles em responderem à exposição de autoantígenos. Quando os linfócitos 

reconhecem os próprios antígenos, os mesmos são induzidos a processos de morte celular. 

Entretanto, algumas falhas nessa fiscalização celular, que podem ocorrer devido a eventos como 

infecções virais, causadas pelo vírus Coxsackievirus B4, alteram o funcionamento das células do 

timo, permitindo a seleção de células que reconhecem autoantígenos relacionados às células β, 

assim facilitando o desenvolvimento do DMT1 (JAÏDANE et al., 2012a, 2012b). 

Outra falha em um processo de tolerância presente no organismo que pode estar envolvido 

com o desenvolvimento de DMT1 é o processo de tolerância imunológica periférica. Este processo 

pode estar relacionado com o gene responsável pela codificação da molécula CTLA-4. Para que 

um linfócito T possa ser ativado, é necessário o acontecimento de alguns eventos como a 

apresentação do antígeno via MHC para o linfócito que irá reconhece-lo através do seu receptor de 

célula T (TCR – T-Cells Receptor). Entretanto, apenas esse sinal não é capaz de estimular uma 

resposta imunogênica. É preciso a presença de um segundo sinal que ocorre através da ação de 

moléculas co-estimuladoras expressas pelas APC’s, como as moléculas CD-80 e CD-86 que ativam 

os linfócitos através da sua ligação com o receptor CD-28 em Linfócitos T (HOSSEINI et al., 2020; 

MARIUZZA; AGNIHOTRI; ORBAN, 2020). 

A partir do acontecimento destes eventos, o linfócito se encontrará ativado e iniciará 

processos como a produção da citocina IL-2 para iniciar a expansão clonal, aumentando 

significativamente o número de clones desse linfócito ativado. Entretanto, o organismo humano 

possui ferramentas reguladoras dessas células ativadas, como por exemplo a expressão do receptor 

de CTLA-4 pelos linfócitos ativados.  Este receptor se assemelha em sequência ao CD-28, 

entretanto, além de possui diferente função, possui cerca de 20 vezes maior afinidade às moléculas 

CD-80 e CD-86 (HOSSEINI et al., 2020; MARIUZZA; AGNIHOTRI; ORBAN, 2020). 
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Quando ativado este receptor, o linfócito T se direciona a um estado de anergia, assim, 

suspendendo a sua atividade, sendo uma via de regulação de tolerância imunológica periférica. 

Modificações na sequência que codifica o CTLA-4 estão diretamente relacionadas com o 

desenvolvimento de doenças autoimunes, inclusive o DMT1 (PASCHOU et al., 2018)  

A partir do momento em que essas falhas imunológicas se estabelecem, células imunes 

como os linfócitos, se direcionam até as ilhotas pancreáticas tendo como alvo antígenos 

relacionados com as células β. São variados os possíveis processos celulares que podem ocorrer 

durante o ataque às células β, sendo relatados processos de inflamação menos intensos como 

apoptose até processos como necrose causando recrutamento e ativação de células inflamatórias 

como macrófagos e células dendríticas (EIZIRIK; COLLI; ORTIS, 2009; CUNHA et al., 2012; 

GRIECO et al., 2017). 

Acredita-se que a exposição de certos antígenos das células das ilhotas pancreáticas induza 

a formação de auto anticorpos que ao longo do tempo irão induzir a destruição destas células 

(KATSAROU et al., 2017). Estudos apontam que anticorpos são gerados contra antígenos das 

células β, em alguns casos, a partir de seis meses de idade. Dentre os auto anticorpos estudados 

estão os autoanticorpos anti-insulina (IAA), descarboxilase do ácido glutâmico (GADA), proteína 

associada ao insulinoma 2 (IA-2) entre outras proteínas (KRISCHER et al., 2016). 

Além da predisposição genética ao desenvolvimento de DMT1, o meio ambiente impõe 

grande influência no desenvolvimento ou não da doença, onde eventos como infecções virais, uso 

de antibióticos, introdução da primeira alimentação e eventos gestacionais podem induzir o início 

do desenvolvimento desta condição (VISKARI et al., 2002; KNIP; VIRTANEN; ÅKERBLOM, 

2010; ASHTON et al., 2016; DAI et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Estima-se que em casos de 

gêmeos monozigóticos, com genética predisposta para o desenvolvimento de diabetes, em apenas 

30% dos casos os dois desenvolveram a doença (REDONDO et al., 2008). 

 

2.3 Distúrbios no sistema imunológico causados pelo DMT1 
 

A partir da ingestão de alimentos, devido a absorção de nutrientes provindos da dieta, o 

organismo é induzido a produzir e secretar o hormônio insulina, prevenindo desordens metabólicas 

como hiperglicemia, diabetes e inflamações decorrentes destes processos (KIM; FELDMAN, 

2015). A glicose é o principal combustível celular, de modo que esta molécula se apresenta como 
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fonte de energia para a realização de diversas rotas metabólicas nos diferentes tecidos. 

A absorção desta molécula é mediada no organismo através da classe de proteínas GLUT. 

A maior absorção de glicose ocorre em tecidos como o tecido muscular e o tecido adiposo através 

do transportador de glicose GLUT-4, que tem a expressão mediada pela ação da insulina ao se ligar 

ao IR (TATULIAN, 2015; PETERSEN; SHULMAN, 2018; TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 

2018). Após a sinalização via insulina, estes tecidos irão consumir a glicose em excesso 

transformando-a em outras moléculas de reserva energética como glicogênio, por exemplo. 

A hiperglicemia crônica causada pela ausência da insulina, quando estendida por longos 

períodos sem controle ideal, causa danos celulares irreversíveis gerados pelo quadro de toxicidade 

causada por glicose.  A toxicidade relacionada a alta concentração sérica de glicose está relacionada 

à formação de produtos de glicação avançada (Advanced glycation end products- AGEs) e aumento 

do estresse oxidativo (CAMPOS, 2012). 

Devido a falta do controle glicêmico e a ausência da atividade da insulina, processos 

celulares quimiotaxia, fagocitose e apoptose são diretamente afetados (CONDORELLI et al., 2018; 

GIRI et al., 2018; LI et al., 2018; WU et al., 2019).  As alterações em processos como quimiotaxia 

e fagocitose em indivíduos com DMT1 acabam por tornar esses indivíduos mais vulneráveis a 

processos infecciosos por alterar o funcionamento do sistema imunológico  (DE SOUZA 

FERREIRA et al., 2012; MOREY et al., 2019; RESTREPO et al., 2014). 

Em resposta a infecções, indivíduos com DMT1 apresentam menor vasodilatação e menor 

fluxo sanguíneo, o que dificulta diretamente na migração celular para o sítio inflamatório e o 

controle de infecções (JAFAR; EDRISS; NUGENT, 2016). 

Pensando na resposta imune inata, mesmo com a administração exógena de insulina, os 

processos de quimiotaxia, fagocitose, ativação e apresentação antigênica de fagócitos, como os 

neutrófilos, podem ser diminuídas em até dez vezes quando comparado a atividade de um fagócito 

de um organismo saudável (DOOLEY; CHAISSON, 2010; GIRI et al., 2018). 

Os neutrófilos são células fagocíticas diretamente envolvidas no controle de uma grande 

variedade de patógenos extracelulares. É sabido que em condições de hiperglicemia, o neutrófilo 

aumenta a expressão da mieloperoxidase (MPO), enzima envolvida diretamente na produção de 

HClO (Ácido hipocloroso), entretanto, apesar do aumento de sua expressão, a atividade desta 

enzima é significativamente reduzida e menos eficiente (DE SOUZA FERREIRA et al., 2012). 

Além da atividade de MPO, outras ferramentas utilizadas pelo neutrófilo, como a elastase 
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neutrofilica (NE), que é liberada durante a degranulação do neutrófilo e possui ação antibacteriana, 

acaba sendo diminuída em meio hiperglicêmico. Desta maneira, este importante tipo celular acaba 

tendo seu funcionamento alterado durante uma resposta contra uma infecção, por exemplo 

(ORIANO et al., 2020; STEGENGA et al., 2008). 

Condições de hiperglicemia em sinergia com hipóxia, situação que ocorre no quadro de pé 

diabético por exemplo, acaba por aumentar o perfil de expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

como TNF-α, IL-1, e IL-6, por macrófagos, entretanto, estas mesmas células diminuem o potencial 

de fagocitose pela diminuição da expressão de moléculas como CD-36 e receptores Scavengers do 

tipo I (MOREY et al., 2019). 

Além de atuar diretamente na expressão de moléculas envolvidas no processo de fagocitose, 

como o CD-36, a hiperglicemia acaba por alterar a expressão de receptores de sistema 

complemento em monócitos, assim diminuindo a eficiência dessas células de defesa (RESTREPO 

et al., 2014). 

O desbalanço dos perfis de respostas imunes adquiridas possui grande influência no 

desenvolvimento e progressão da doença. Estudos apontam que o desenvolvimento da doença se 

dá principalmente por diferenças entre as respostas pró-inflamatórias do tipo Th1 e Th17 e a 

resposta anti-inflamatória/reguladora do tipo Treg (ALNEK et al., 2015; BAHARLOU et al., 

2016).  

A atividade das células Treg é alterada em indivíduos com DMT1. Em indivíduos 

saudáveis, células Treg possuem alta produção de IL-10, considerada uma potente citocina anti-

inflamatória, entretanto, em indivíduos com a DMT1, ocorre diminuição acentuada da produção 

desta citocina (ANUPAM et al., 2018).  

Em contrapartida, a expressão de citocinas pró-inflamatórias se apresenta aumentada em 

indivíduos com diabetes, aumentando a atividade de células do perfil Th17 e Th1, com a produção 

significantemente aumentada de citocinas como a IL-17 e a IL-12, respectivamente. É importante 

ressaltar que o aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e IL-17 não estão 

ligados a uma inflamação mais eficiente, mas sim, sendo ligados a marcadores de progressão da 

doença (DEAN et al., 2020; FORAY et al., 2021; HUANG; PEI; GRAVES, 2020). 

O estabelecimento do diabetes está correlacionado com problemas de circulação, mudanças 

no perfil de resposta imunológica e aumento do risco de infecção, como infecções na pele, 

tuberculose e pé diabético. Resumidamente, a hiperglicemia, assim como os efeitos indiretos nas 
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funções de macrófagos e linfócitos gerados pela diabetes, diminui a capacidade do organismo em 

conter infecções, como por exemplo, as causadas por patógenos bacterianos como Staphylococcus 

aureus (MALGRANGE, 2008; DOOLEY; CHAISSON, 2010; ALNEK et al., 2015).  

 

2.4 Staphylococcus aureus é um importante patógeno  
 

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva em forma de cocos, amplamente 

distribuído pela natureza e presente na microbiota humana, principalmente na pele e fossas nasais 

(MANANDHAR et al., 2018; SOHAIL et al., 2018). Apesar de poder fazer parte da nossa 

microbiota e normalmente não causar doença, a literatura mostra que S. aureus é responsável por 

causar um grande espectro de doenças como infecções na pele, mastite, pneumonia, osteomielite, 

pé diabético e choque séptico (JNEID et al., 2018; MANANDHAR et al., 2018; SOHAIL et al., 

2018; TUCHSCHERR et al., 2018; WANG et al., 2018). 

S. aureus coloniza cerca de 20-30% da população e é responsável por causar cerca de 80-

90% de todas infecções na pele e em tecidos moles no mundo todo (AL KINDI et al., 2019). S. 

aureus é o segundo principal patógeno bacteriano causador de bacteremia associados a comunidade 

e cuidados de saúde em países desenvolvidos, tendo a incidência de 15-40 casos a cada cem mil 

pessoas (BONNET et al., 2018). 

Como dito anteriormente, S. aureus é uma bactéria que comumente não causa doença, mas 

em situações específicas, esta bactéria lança mão de ferramentas que auxiliam o processo de 

colonização e infecção como também de evasão do sistema imune. Inicialmente, esta bactéria ao 

adentrar o organismo irá se aderir às células epiteliais, principalmente nas fossas nasais, através do 

ácido teicóico. S. aureus se caracteriza por ser uma bactéria que necessita de poucos nutrientes para 

manutenção da vida, de modo que, mesmo na presença de outros microrganismos competidores 

nesses sítios, consegue crescer satisfatoriamente (BURIAN et al., 2010; WERTHEIM et al., 2008). 

De maneira geral, S. aureus possui um extenso arsenal de fatores de virulência que permite 

que esta bactéria consiga se aderir ao hospedeiro, causar danos às células do hospedeiro como 

também imunomodular o organismo infectado. Este arsenal de fatores de virulência varia entre as 

cepas, o que reflete diretamente na grande diversidade de doenças que esta espécie bacteriana pode 

causar (LEE et al., 2018). 

Inicialmente em seu processo de infecção, S. aureus pode lançar mão de fatores de 
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virulência como as proteínas ligadoras de fibronectina (FnBPA e FnBPB) e adesinas como a 

proteína de ligação a colágeno (Cna), que facilitam que ele se ligue tanto tecidos normais como em 

feridas e então se multipliquem nesses locais.  Após o reconhecimento da presença de um patógeno 

pelo sistema imune, a resposta inflamatória será iniciada, acontecendo o recrutamento de células 

PMN, principalmente o neutrófilo, para o sitio de infecção. Entretanto, esta espécie bacteriana 

possui fatores de virulência como coagulases que formam pseudo-cápsulas de fibrina, dificultando 

o influxo e contato com as células polimorfonucleares (BURIAN et al., 2010; LEE et al., 2018; 

SCHWARTZ et al., 2021; SPAAN et al., 2013). 

Além de coagulases, outro importante fator de virulência expresso por S. aureus, que 

dificulta o controle da bactéria é a expressão de uma capsula rica em polissacarídeos, que impede 

o reconhecimento realizado por células PMN, opsonização, consequentemente se evadindo do 

sistema complemento (LAARMAN et al., 2010; THAMMAVONGSA et al., 2015).  

Indivíduos geriátricos, pessoas com diferentes graus de obesidade, diabetes mellitus, 

doenças cardíacas e/ou pulmonar que possam necessitar de tratamento cirúrgico ou tratamento 

intensivo, se situam dentro de um grupo de risco com maiores susceptibilidades a infecções por S. 

aureus (MENNE et al., 2012; OCHOA et al., 2005; PROCTOR, 2012; WELLS et al., 2013). 

Indivíduos com DMT1 apresentam grande dificuldade na apresentação de um controle 

eficaz na resposta contra infecções causadas por S. aureus. Como medida terapêutica convencional, 

faz-se o uso de antibióticos para o controle da carga bacteriana. Todavia, é importante ressaltar 

que, ao longo do tempo, devido ao uso indevido desses agentes terapêuticos, como por exemplo a 

penicilina e derivados como a meticilina, cepas resistentes à esses fármacos foram selecionadas, 

como por exemplo a cepa de S. aureus resistente à meticilina (MRSA- (Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) (LEE et al., 2018). 

S. aureus é uma bactéria de extrema importância clinica ao se pensar em infecções 

desenvolvidas em indivíduos com diabetes. Esta bactéria possui a capacidade de causar grandes 

impactos no setor público de saúde, sendo um dos principais patógenos causadores de doenças 

neste grupo de indivíduos, causando quadros como bacteremia, infecções de pele e pé diabético. 

Desta maneira, é necessário o estudo e desenvolvimento de estratégias para o controle deste 

patógeno neste contexto (SEO et al., 2021; SHETTIGAR; MURALI, [s.d.]; 

VANDERSCHELDEN et al., 2019). 
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2.5 O neutrófilo é uma célula com função central no controle de 

infecções bacterianas 

 

Frente ao desafio de controlar infecções causadas por patógenos bacterianos, o sistema 

imune lança mão do recrutamento e ativação do neutrófilo, o principal tipo celular envolvido no 

controle bacteriano, inclusive em infecções causadas por S. aureus.  

Inicialmente, ao adentrar o organismo hospedeiro, o patógeno será reconhecido por células 

do sistema imune. No caso de S. aureus, patógeno envolvido no desenvolvimento de infecções na 

pele, será reconhecido por células residentes neste sítio, como por exemplo macrófagos, células de 

Langerhans e Linfócitos T γδ, que, ao reconhecerem irão dar início à resposta inflamatória com a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (YASUDA et al., 2016; MARCHITTO et al., 2019). 

Com o reconhecimento da invasão causada por um patógeno, citocinas como IL-1, TNF-α, 

IL-6 e IL-17 serão produzidas com o objetivo de recrutar células de defesa para os locais de 

infecção. A primeira célula a chegar no local de infecção é o neutrófilo, migrando rapidamente 

para o sitiode infecção (DE OLIVEIRA; ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016; ROSALES, 

2018). 

O neutrófilo é uma célula que possui grande capacidade de fagocitose de patógenos 

extracelulares, como por exemplo, S. aureus, além de exercer grande atividade oxidativa para 

causar a morte dos patógenos. Diversos trabalhos mostram a grande importância do neutrófilo 

como uma ferramenta central no controle de infecções causadas por S. aureus (MARCHITTO et 

al., 2019). 

Para exercer suas funções no controle de infecção, o neutrófilo possui diversas ferramentas 

celulares que são empregadas durante a resposta imune, tais como a NE, a MPO e as NETs 

(Neutrophil Extracellular Traps). A MPO é uma proteína dimérica contendo uma protoporfirina 

férrica IX em cada subunidade da proteína. Esta enzima é utilizada como uma das principais 

ferramentas do neutrófilo em seus mecanismos de estresse oxidativo. Dois dos mais importantes 

ciclos catalíticos realizados pela MPO são o ciclo de Halogenação, que tem como resultado o ácido 

hipocloroso (HClO), e o ciclo do peroxinitrito, que resulta na produção de espécies reativas de 

nitrogênio (ARNHOLD, 2020). 

Quando o neutrófilo fagocita, o fagossomo se unirá com lisossomos contendo os grânulos 

azurófilos. Nesse ambiente, a NADPH oxidase (NOX2) irá gerar, a partir do oxigênio molecular 

(O2), um alto gradiente do ânion superóxido (O2
-). Entretanto essa molécula é rapidamente 
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convertida ao peróxido de hidrogênio (H2O2) pela ação da enzima superóxido desmutase. O H2O2, 

juntamente com íons de Cloro (CL-), servirão de substrato para a MPO para a formação do HClO, 

que possui potente ação antimicrobiana (DAVIES, 2021). 

Além desta via clássica, a MPO pode utilizar outros compostos como substratos para a 

produção de outras espécies reativas, como por exemplo, as espécies reativas de nitrogênio. A MPO 

tem a capacidade de utilizar o nitrito, produto do óxido nítrico (NO), para a produção do dióxido 

de nitrogênio, outra potente molécula oxidante utilizada como defesa contra microrganismos 

(BEAVERS; SKAAR, 2016; ARNHOLD, 2020).  

Neste contexto de controle da infecção, a produção de citocinas é muito importante, atuando 

em processos de quimiotaxia e ativação de neutrófilos no local da infecção através da produção de 

citocinas como IL-17. Citocinas IL-12 e IL-23 são citocinas de grande importância para a passagem 

da resposta imune inata para a resposta imune adquirida. Ressaltando que, estas últimas citocinas 

estão envolvidas com o estabelecimento das respostas TH1 e TH17, com produção de mediadores 

como IFN-γ e IL-17 respectivamente (COTTON et al., 2016; YAN; SMYTH; TENG, 2018). 

 

2.6 Modelo animal de infecção intradérmica 
 

O entendimento da resposta imune desenvolvida frente a infecções causadas por patógenos 

como S. aureus é de extrema importância para o desenvolvimento de tratamentos alternativos. No 

caso de S. aureus a pele é um sítio chave para o desenvolvimento de estudos. 

O modelo animal tem sido utilizado ao longo dos anos em pesquisas na ciência básica e 

aplicada. Visando a aplicação de experimentações que envolvam análises do comportamento do 

sistema de defesa em modelos de infecções ou outros estímulos, o modelo murino, utilizando 

diversas linhagens da espécie Mus musculus, é amplamente utilizado por possuir semelhanças 

anatômica, imunológicas e fisiológicas com os seres humanos (NISHISAKA et al., 2001; JUNHEE 

SEOK et al., 2013; PHIFER-RIXEY; NACHMAN, 2015). 

A partir da junção do estudo de modelos reprodutivos de infecções causadas por S. aureus, 

utilizando o modelo animal, como por exemplo, o modelo murino, o modelo de infecção 

intradérmica se apresenta como ótima ferramenta para experimentação (DOS SANTOS et al., 

2019b, 2019a, 2020; MUNIZ et al., 2021). 

A pele é composta de pelos, estrato córneo, células epiteliais e tecido conectivo (derme). 
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Além dessas componentes estruturais da pele, múltiplas estruturas como nervos, vasos sanguíneos 

e células imunes estão amplamente distribuídas pela pele (YASUDA et al., 2016). 

Diversos estudos utilizam a derme como sítio para inóculo de antígenos, pois, a quantidade 

de antígenos necessária para desencadear uma resposta antigênica é baixa. Esta característica se 

prova devido a grande concentração de células de Langerhans nesta camada tecidual. As células 

de Langerhans são células dendríticas que possuem grande capacidade efetora atuando como 

APC’s. As células de Langerhans podem atuar elicitando tanto a resposta imune celular como a 

humoral pela ativação de células T CD4+ e TCD8+, além da ativação de linfócitos B, 

potencializando a produção de anticorpos (YASUDA et al., 2016; EGUNSOLA et al., 2021; 

LEBOUX et al., 2021). 

Além de participar do desenvolvimento da resposta imune adaptativa, as células APCs que 

estão presentes na derme possuem a capacidade de, ao reconhecer a presença de um invasor, 

produzirem citocinas e quimiocinas para o recrutamento de células como os neutrófilos para 

controle de infecção (ORESKOVIC et al., 2019). 

A via de infecção intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisiopatológicos 

decorrentes de um processo infeccioso (Figura 1), bem como testar dispositivos terapêuticos e 

medicamentos em um organismo vivo complexo (MACKOVA et al., 2019).  
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Figura 1. O modelo animal de infecção intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisiológicos 

resultantes de um procedimento infeccioso. Neste modelo, a carga bacteriana é determinada por espectrofotometria. 

Colônias do microrganismo são suspensas em solução salina estéril. Uma absorbância de 0,135 a 660nm (nanômetros) 

é necessária para atingir a quantidade de 108 UFC (unidades formadoras de colônia) de Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA). A infecção intradérmica é realizada nas orelhas dos animais (ALMEIDA et. al., 2017; 

DOS SANTOS et. al., 2020). Imagem criada por Caroline Vieira Gonçalves no BioRender. 

 

2.7 Modelo de indução de DMT1 por Estreptozotocina  
 

Os modelos de estudo em animais possuem o objetivo principal de tentar simular, o máximo 

possível, as reações que ocorrem nos seres humanos de acordo o modelo estudado, como por 

exemplo, em uma infecção. Devido a este motivo, pensando em modelos que possam simular um 

organismo com Diabetes mellitus do tipo 1, existem modelos de estudos em animais, como 

camundongos não obesos diabéticos (NOD) e camundongos com DMT1 induzida pela utilização 

de um composto chamado de estreptozotocina (STZ) (AUDET; KILKENNY; ROCHELEAU, 

2018; KHURANA; TEKULA; GODUGU, 2018). 

A STZ e uma glicosamina-nitrosureia comumente usada para gerar um quadro de DMT1 

(SILVA et al., 2011). Inicialmente, a STZ foi identificada como um antibiótico, produzido por 
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algumas bactérias gram-positivas, como Streptomyces achromogenes, na década de 1950. 

Entretanto, foi observado ao longo do seu uso que esta molécula possuía ação citotóxica, tendo 

grande afinidade às células β, a ponto de ter sido testada para o tratamento de carcinoma nas ilhotas 

pancreáticas (ZHU, 2022). 

O mecanismo de ação desta molécula consiste em sua entrada nas células β das ilhotas de 

Langerhans no pâncreas através da proteína transportador GLUT-2. A estrutura da STZ se 

assemelha muito à estrutura da glicose, sendo assim um competidor pelo sítio de ligação ao 

GLUT2(SZKUDELSKI, 2001; ZHU, 2022).  

 

Figura 3- Estrutura química da estreptozotocina em comparação com a α-D-glicose. A estreptozotozina 

possui fração química da -glicose, o que se acreditar ser a estrutura base da habilidade de estreptozotocina em se ligar 

ao transportador de glicose GLUT2. Imagem adaptado de Zhu, B. T., 2022. 

 

Os mecanismos de ação da STZ para o desenvolvimento do DMT1 não são totalmente 

elucidados, entretanto, sabe-se que o uso dessa molécula está envolvido com o recrutamento de 

linfócitos T para o pâncreas onde estas células irão reagir à presença células β, gerando uma 

insulite. Os principais mecanismos de ação estudados da STZ são os danos ao material genético 

das células β através da produção de espécies reativas como o NO e H2O2 (KHURANA; TEKULA; 

GODUGU, 2018). 

 A STZ atua como um doador de elétrons para o NO gerando um estresse oxidativo, que 

tem como consequência o aumento da atividade de enzimas como a guanilil ciclase, gerando como 

produto altas concentrações do cGMP. A alta concentração dessa molécula na célula β será a 

principal responsável a alquilação do DNA (SZKUDELSKI, 2001).   
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Após adentrar as células β, a STZ irá promover indiretamente a alquilação do DNA, gerando 

a sua fragmentação. Em resposta a esta fragmentação, a célula tentará reparar os danos do seu 

material genético através da ativação da enzima ADP-ribose sintetase. Entretanto, este processo de 

reparo é intenso, onde a célula acaba por gastar muito recurso celular, assim, levando a depleção 

de NAD+ e ATP. A partir do extenso uso do ATP no meio intracelular, processos de 

desfosforilação ocorrem continuamente, gerando agora substratos para a enzima Xantina oxidase, 

que irá gerar como produtos o H2O2 e outros radicais hidroxil. Estes processos em conjunto acabam 

por gerar grande estrese oxidativo e morte celular das células β (NAHDI; JOHN; RAZA, 2017). 

Com a morte das células β a partir do uso da STZ, o organismo perderá a capacidade inata 

de produzir insulina, assim, iniciando o estabelecimento de um quadro DMT1 com os sinais 

clássicos como hiperglicemia, poliúria, polidipsia e polifagia. Como consequência, sintomas como 

a perda de peso, aumento do consumo de água e aumento do volume urinário acabam sendo 

percebidos (HORIKAWA et al., 2020). 

 

2.8 A terapia fotodinâmica como ferramenta alternativa no controle de 

infecções 
 

Como explanado anteriormente, indivíduos com DMT1 apresentam inúmeras alterações em 

seus sistemas, como no sistema imune, que acabam por tornar esse grupo mais vulnerável a contrair 

infecções como também dificultar a resolução das mesmas. Visto isto, é de grande interesse 

acadêmico e clínico o desenvolvimento de estratégias e ferramentas que possam auxiliar o 

organismo desses indivíduos no contexto de infecções. Neste contexto, nos últimos anos a Terapia 

Fotodinâmica (PDT – Photodynamic Therapy), uma técnica que utiliza como base a aplicação de 

luz, tem se mostrado uma possível alternativa para o tratamento de infecções bacterianas.  

Os primeiros usos da luz como ferramenta terapêutica se deram há muitos séculos atrás, por 

povos como egípcios, chineses e indianos, onde, um dos primeiros registros se deu na Grécia, há 

mais de 3000 anos (DANIELL; HILL, 1991). Entretanto, no início dos anos 1900, Oscar Raab em 

seu experimento, notou que a luz, emitida por raios, foi capaz de provocar a morte de protozoários 

do gênero Paramecium spp. (DANIELL; HILL, 1991). Essa descoberta de Raab deu origem a uma 

técnica, nomeada no ano de 1904 por Von Tappeiner, de Terapia fotodinâmica  (KALKA; MERK; 

MUKHTAR, 2009). 

A PDT ou aPDT (Antimicrobial Photodynamic Therapy) utiliza irradiação luminosa, 
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podendo ser provinda de lasers ou de Light Emmiting Diodes (LEDs) associada a corantes 

fotossensibilizantes para promover a morte não tóxica de microrganismos (PRAZMO et al., 2016). 

Este tratamento usa a combinação de fotossensibilizantes não tóxicos, luzes no espectro visível, 

que combinadas na presença de oxigênio, gera espécies reativas de oxigênio ou transferência de 

elétrons do fotossensibilizante para a estrutura celular alvo. Tais eventos acabam gerando a morte 

celular não tóxica (DAI et al., 2009). 

O fotossensibilizante, um dos principais componentes da PDT, possui algumas 

características que são de extrema importância para o seu uso na técnica.  A pureza química, a 

capacidade de ser absorvida por células alvo, meia vida curta, ser eliminada rapidamente do tecido 

saudável e também absorver comprimentos de onda com ótima penetração no local alvo para 

tratamento (KALKA; MERK; MUKHTAR, 2009), seja ele um tecido tumoral ou uma célula 

bacteriana. 

Um bom exemplo de fotossensibilizante que tem sido amplamente utilizado é a curcumina. 

A curcumina é um composto fenólico derivado da Curcuma longa, mais conhecida como Açafrão-

da-Terra. A curcumina possui grande potencial medicinal para aplicação, devido ao fato dela ter 

atividade anti-inflamatória, anti-séptica, anti-viral e anti-tumoral (ALI; BANERJEA, 2016; 

SÖKMEN; AKRAM KHAN, 2016; TSAI et al., 2018). Este composto se mostra como um bom 

fotossensibilizante por absorver luz no espectro visível do azul (ALMEIDA et al., 2017; SANTEZI; 

REINA; DOVIGO, 2018).  

Após a escolha do fotossensiblizante e identificação do melhor espectro de luz para a sua 

ativação, existem dois possíveis tipos de reações fotoquímicas a serem geradas pela PDT: As 

reações de tipo I e do tipo II, ilustradas na figura 2. Inicialmente, o fotossensibilizante quando 

energizado pela luz, em comprimento de onda especifico para absorção, irá passar de um estado 

desenergizado, para um estado singleto energizado. Essa energia irá se dispersar através de um 

processo de fluorescência, ou, pode continuar a se energizar, pulando de um estado singleto para o 

tripleto (PRAZMO et al., 2016). 

A reação de tipo I ocorre a partir da interação entre o fotossensibilizante em seu estado 

tripleto com a estrutura alvo, por exemplo, uma membrana celular. Ao decorrer dessa interação, 

elétrons ou moléculas de hidrogênio são retirados das moléculas para formar radicais livres. Os 

radicais irão então reagir com o oxigênio para produzir espécies altamente reativas de oxigênio 

como o ânion superóxido e radicais hidroxila, que são agressivos para a estrutura celular alvo 
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(PRAZMO et al., 2016). 

Quanto a reação do tipo II, a reação ocorre diretamente entre o fotossensibilizante 

energizado e oxigênio. O fotossensibilizante em seu estado tripleto passará a sua energia para o 

oxigênio tripleto em seu estado basal, o que irá produzir o oxigênio singleto, que é uma espécie 

reativa de oxigênio altamente reativa (HUANG et al., 2017). 

 

 

 

Figura 2. Desenho esquemático dos mecanismos de ação da Terapia Fotodinâmica. O fotossensibilizador (FS), quando 

submetido à luz, absorve energia e passa do seu estado básico (FS) para o seu estado singlete (FSes). Posteriormente, 

parte da energia é irradiada sob forma de fluorescência. Assim, o fotossensibilizador passa do seu estado singlete (FSes) 

para o estado tripleto (FSet). Neste estado o FS pode reagir com biomoléculas e oxigênio, formando Espécies Reativas 

de Oxigênio (EROs) e Oxigênio singleto (1O2), altamente reativo. Imagem criada por Caroline Vieira Gonçalves no 

BioRender. Adaptado de CALIXTO et al., 2016.  

 

 

3 Justificativa 
 

Staphylococcus aureus é um importante patógeno humano associado a uma ampla 

variedade de quadros clínicos infecciosos. Indivíduos que possuem DMT1 acabam por sofrer 
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modificações geradas por distúrbio metabólico que acabam por alterar o funcionamento e eficiência 

de diversos sistemas fisiológicos, tais como o sistema imunológico. Essas modificações no sistema 

imune estão associadas com respostas menos eficiente no controle de patógenos como S. aureus 

causando, por exemplo, sepse, osteomielite, pé diabético entre outros quadros.  

Como ferramenta principal, no que se diz quanto ao tratamento de infecções bacterianas é 

feito o uso de antibiótico. Entretanto, o uso indevido e descontrolado desta classe de medicamento 

favoreceu ao longo dos anos o surgimento e espalhamento de diversas cepas bacterianas resistentes 

à essa classe farmacológica. Tendo em vista este grande problema, que é a resistência microbiana 

à antibióticos, o interesse em desenvolver medidas terapêuticas no controle alternativo de infecções 

tem sido crescente. Diversos estudos apontam o potencial da Terapia Fotodinâmica antimicrobiana 

(aPDT) na redução significativa do número de unidade formadora de colônia (UFC) em modelos 

in vitro como biofilmes e células planctónicas, além de infecções experimentais.  

A terapia fotodinâmica antimicrobiana é uma técnica que faz o uso de um composto 

químico, chamado de fotossensibilizante, que quando estimulado por uma fonte luminosa 

adequada, na presença de oxigênio, produz espécies reativas de oxigênio que acabam por controlar 

a carga bacteriana. É importante ressaltar que, até o momento, não foi descrito na literatura nenhum 

mecanismo específico de resistência por parte das bactérias aos efeitos da aPDT. 

Entretanto, apesar do extenso potencial da técnica, não existem estudos que analisem de 

maneira aprofundada os efeitos dessa terapia em indivíduos com DMT1 além da ação 

antibacteriana realizada pela técnica. Muitos fotossensibilizadores têm sido igualmente testados a 

fim de se padronizar os tempos e concentrações de incubação. Entretanto, as pesquisas 

experimentais nesta área referem-se em sua maior parte às infecções ósseas e análises in vitro 

relativas à susceptibilidade do S. aureus à terapia fotodinâmica.  

Diante da maior susceptibilidade e maior dificuldade no tratamento de infecções causadas 

por cepas resistentes a antibióticos em indivíduos com diabetes, torna-se fundamental o 

desenvolvimento de estudos que estabeleçam protocolos para controle de patógenos em indivíduos 

com essa condição. Além disso, pouco se sabe sobre a resposta inflamatória associada com o 

controle bacteriano pela terapia fotodinâmica. Desta forma, novas perspectivas para o tratamento 

e o entendimento dos mecanismos imunes do controle de infecções bacterianas resistentes a 

antibióticos podem surgir a contribuir para esse tema de relevância global. 
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4 Objetivo geral 
 

 Avaliar a atividade antibacteriana e a resposta inflamatória desenvolvida em um 

protocolo de Terapia fotodinâmica utilizando a curcumina fotoativada com luz de LED azul 

(450 nm) ex vivo em camundongos com diabetes mellitus do tipo 1 induzido por 

estreptozotocina e infectados intradermicamente com S. aureus. 

 

 4.1 Objetivos específicos 
 

 Padronização do modelo de indução do DMT1 em camundongos da linhagem 

C57BL/6 com a utilização da estreptozotocina (STZ); 

 Caracterizar a produção de mediadores inflamatórios produzidos por animais com 

DMT1 e infectados com S. aureus após aplicação da PDT utilizando a curcumina 

fotoativada ex vivo com luz de LED azul (450 nm);  

 Caracterizar achados anatomopatológicos na orelha dos animais com DMT1 

infectados com S. aureus após aplicação da PDT utilizando a curcumina fotoativada 

ex vivo com luz de LED azul (450 nm); 

 Caracterizar a expressão da enzima Mieloperoxidase (MPO) por células na orelha 

dos animais com DMT1 infectados com S. aureus após aplicação da PDT utilizando 

a curcumina fotoativada ex vivo com luz de LED azul (450 nm); 

 Avaliar a hiperplasia do linfonodo drenante da orelha dos animais com DMT1 

infectados com S. aureus após aplicação da PDT utilizando a curcumina fotoativada 

ex vivo com luz de LED azul (450 nm); 

 Avaliar a produção de metabólitos associados ao estresse oxidativo em linfonodos 

drenantes de camundongos diabéticos infectados e tratados com PDT utilizando a 

curcumina fotoativada ex vivo com luz de LED azul (450 nm). 

 

5 Materiais e métodos 
 

5.1 Cultivo bacteriano 

 
Foi utilizada a cepa de S. aureus MRSA ATCC 43300 adquirida na coleção do Instituto de 
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Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (São Paulo, Brasil). Para o cultivo bacteriano, 

utilizando o fluxo laminar (Prolab, São Paulo, Brasil), a cepa bacteriana foi semeada em meio ágar 

BHI (Brain Heart Infusion, pH 7,4, HIMEDIA) e então levada para crescimento em estufa BOD 

(Prolab, São Paulo, Brasil) a 37º C por 24 horas. 

Após o cultivo da cultura, a carga bacteriana para preparo do inóculo foi determinada por 

espectrofotometria. Para a realização deste procedimento, dentro do fluxo laminar, foi preparada 

uma suspensão contendo de 3 a 5 colônias de S. aureus que foram transferidas e concentradas em 

1 mL de salina estéril.  

Após o preparo da suspensão, 10 µL da solução foi transferida para uma cubeta de quartzo 

contendo 990 µL de salina. Esta cubeta foi direcionada para o uso no espectrofotômetro (Prolab, 

São Paulo, Brasil). Como ferramenta de controle para a leitura da absorbância no 

espectrofotômetro, também foi utilizada uma cubeta contando 1000 µL de salina como solução 

branco da leitura.  

A etapa de leitura da absorbância, alguns parâmetros foram observados. A leitura foi 

realizada no espectro de 660 nm e amostra foi diluída com a utilização de solução salina ou 

concentrada com a adição de mais colônias de bactéria até que a amostra apresentasse a absorbância 

de 0,135 [0,5 na escala de McFarland, o que é equivalente a 1,5 x 108 unidades formadora de 

colônia (UFC) de S. aureus]. 

 

5.2 Animais e indução do DMT1 através da aplicação de 

estreptozotocina 
 

Foram utilizados 15 camundongos machos da linhagens C57BL/6 com idades entre 6 a 8 

semanas. . Os animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura (22ºC) com acesso 

livre a água e comida exceto durante o período de indução do DMT1. Todos procedimentos 

envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA) 

com protocolo de número 064/2018. 

Para indução do DMT1 nos camundongos, foi adotado o modelo de indução de morte das 

células β utilizando a STZ. Camundongos ficaram 12 horas de jejum e então uma gota de sangue 

da cauda foi coletada para identificar os animais com glicemia <80 mg/dL com o auxílio de um 

glicosímetro Accu-Chek Active (Accu-Chek, Santo André, São Paulo). Estes animais foram 
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inoculados intraperitonealmente, uma única vez, com a solução de STZ (180 mg/kg) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) diluída em tampão citrato 0,1M (pH 5,0). 

Cinco dias após administração da solução de STZ, os animais ficaram novamente em jejum 

por 12 horas e uma gota de sangue da cauda foi coletada desses animais para mensurar a glicemia 

dos mesmos com o auxílio de um glicosímetro. Foi considerado que os animais que apresentaram 

glicemia >380 mg/dL desenvolveram o DMT1 e foram incluídos nos estudos. 

 

5.3 Desenho experimental 
 

Todos animais incluídos no experimento possuíram a confirmação do DMT1. Quinze dias 

após a indução do DTM1, todos animais foram infectados pelo uso da via intradérmica na orelha 

esquerda com 1,5 x 107 UFC da cepa MRSA ATCC 43300. Para a realização da infecção, a cepa 

MRSA ATCC 43300 foi cultivada durante 24 h a 37ºC em meio BHI, assim como no cultivo inicial. 

Para a quantificação da quantidade de UFC de S. aureus, a leitura foi realizada com o auxílio 

do espectrofotômetro configurado no espectro de 660 nm e quando a amostra apresentou a 

absorbância de 0,135 [0,5 na escala de McFarland, o que é equivalente a 1,5 x 108 unidades 

formadora de colônia (UFC) de S. aureus] a solução foi separada. Após a quantificação, foi 

aplicada a técnica de diluição seriada da solução contendo 1,5 x 108 UFC para a obtenção de uma 

quantidade de 1,5 x 107 UFC de S. aureus a cada 10 µL da solução. 

Após estabelecimento da concentração 1,5 x 107 UFC, os 10 µL foram administrados pela 

via intradérmica na orelha esquerda de todos os animais, que foram previamente anestesiados com 

uma solução contendo Ketamina (70mg/kg do peso do animal) e Xilazina (5mg/kg do peso do 

animal). Para o estabelecimento da infecção os animais foram monitorados durante 24 h. Após esse 

período os tratamentos experimentais foram realizados. Para a realização dos tratamentos os 

animais foram separados em 3 grupos (n = 5 por grupo). 

Como primeiro grupo (Grupo controle salina) , foram administrados 10 µL de salina estéril 

(Vita e Saúde, São Paulo, Brasil) pela via intradérmica no sitio de infecção. Para o segundo grupo 

(grupo controle curcumina), foram administrados 10µL de uma solução etanólica a 2% contendo 

100 µg de curcumina (PDT Pharma, Cravinhos, São Paulo, Brasil). É importante ressaltar que, 

neste grupo., a curcukmina foi manipulada no escuro e não teve contato com nenhuma fonte de luz 

além de ter sido filtrada em filtros de 0.22 µm (Kasvii, Campina, Paraná). Para o terceiro grupo 
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(grupo PDT), a solução de curcumina foi previamente fotoativada com luz de LED azul (450 nm) 

utilizando o protótipo de número 1.012960 (MMOptics, São Carlos, São Paulo, Brasil). O protótipo 

possui como configuração a irradiância de 75 mW/cm². A irradiação de luz para fotoativação da 

curcumina durou 180 segundos gerando como dose final uma fluência final de 13,5 J/cm². Estes 

parâmetros foram definidos em experimentos realizados anteriormente em trabalhos do grupo não 

publicados. Após o processo de fotoativação da curcumina, 10 µL da solução contendo 100 µg de 

curcumina foi administrado em seguida. 

É importante ressaltar que, para a aplicação da luz, o equipamento foi posicionado na 

distância de 1 cm da superfície da solução contendo a curcumina, que foi alocada dentro de um 

microtubo de 1,5 mL. Todos as etapas descritas acima foram realizadas em ambiente escuro para 

evitar possíveis reações com a luz do ambiente. Vinte quatro horas após a aplicação dos 

tratamentos, os animais foram eutanasiados utilizando uma câmara de gás de CO2 e as amostras 

biológicas foram coletadas cirurgicamente.  

 

 

Figura 4- Diagrama ilustrando a linha do tempo do desenho experimental. No dia 0, a estreptozotocina foi 

administrada nos camundongos infectados C57BL/6 para induzir o DMT1; No dia 5, a glicemia foi mensurada para 

confirmar o protocolo de indução de DMT1; No dia 15, os animais foram infectados na orelha esquerda com 1,5 x 107 

UFCs de S. aureus; Após infecção, no 16º dia, os tratamentos experimentais foram realizados (Salina, Curcumina e 

aPDT); 24 horas após os tratamentos, no 17º dia, os animais foram eutanasiados. 

 

5.4 Histopatologia 
 



25  

 

Após a eutanásia, as orelhas esquerdas foram coletadas com o auxílio de material cirúrgico 

e as áreas de interesse foram seccionadas. As amostras coletadas foram utilizadas para a realização 

das técnicas histopatológicas e imuno-histoquímica. Os tecidos foram fixados em uma solução de 

Metacarn (Metanol 60%, Clorofórmio 30% e Ácido acético 10%) por 24 horas. Após as 24 horas, 

os tecidos foram transferidos para tubos contendo uma solução de álcool 70%. Após fixação, as 

amostras foram processadas e embebidas em parafina (Casa Alvarez Material Cientifico S. A., 

Madrid, Espanha) para confecção dos blocos de tecidos.  

Os blocos foram seccionados em cortes de 5µm de espessura. Para a coloração com H&E 

foi utilizado um protocolo padrão utilizando a Hematoxilina (Laborclin, Pinhais, Paraná, Brasil) e 

Eosina (EA36, Laborclin, Pinhais, Paraná, Brasil). Para cada lâmina, vinte campos foram 

fotomicrografados e foram realizadas análises morfométricas como contagem total de células 

inflamatórias e contagem diferencial de células mononucleares e polimorfonucleares. Para a 

realização das análises, foi utilizado o software Image J (versão 1.50b, National Institute Health, 

USA). 

 

5.5 Imunohistoquímica para marcação da Mieloperoxidase (MPO) 
 

As orelhas dos animais previamente fixadas em Metacarn e posteriormente em álcool 70%, 

foram embebidas em parafina para a confecção dos blocos de parafina. Cortes de 4 µm foram 

preparados para a aplicação da técnica de imuno-histoquímica visando a marcação da MPO. O 

anticorpo utilizado para marcar a MPO foi o anticorpo policlonal MPO PA5-16672 (InvitrogenTM). 

Os cortes foram desparafinizados em Xilol e reidratados em álcool utilizando de maneira 

decrescente (Concentrações de 100%; 95%; 75%) em diferentes soluções de álcool até chegar no 

último passo de hidratação em água destilada.  

A recuperação antigênica foi realizada utilizando o tratamento com tampão citrato. Após a 

recuperação antigênica a peroxidase tecidual foi bloqueada. Para atingir este objetivo, foi utilizada 

uma solução contendo peróxido de hidrogênio (0,3%), azida sódica (0,1%) e água destilada por 10 

minutos em temperatura ambiente e no escuro. Após o bloqueio da peroxidase, os cortes foram 

lavados com PBS-Tween por 5 minutos duas vezes. Após a lavagem, as proteínas do tecido foram 

bloqueadas utilizando soro de cabra (20%).  

Após a adição do soro de cabra, os cortes foram incubados por 30 minutos e então a solução 
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foi drenada cuidadosamente. Em sequência a este bloqueio, o anticorpo primário (1:200) foi 

adicionado nos cortes que em seguida foram incubados por 1 hora. Após incubação, os cortes foram 

lavados em PBS-Tween por 5 minutos duas vezes. Após lavagem, foi adicionado o anticorpo 

secundário (1:100) e os cortes foram incubados por 45 minutos. Os cortes foram lavados em PBS-

Tween por 5 minutos duas vezes. Após a lavagem, o complexo avidina-biotina foi adicionado nos 

cortes, onde permaneceu por 30 minutos a temperatura ambiente. Os cortes em seguida foram 

corados usando o Kit cromogênico avançado DAB (eBioscience TM).  

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina e então cobertos com lamínulas. Para 

cada lâmina, vinte campos foram fotomicrografados e foram realizadas as análises da expressão da 

MPO no tecido. Para a realização das análises, foi utilizado o software Image J (versão 1.50b, 

National Institute Health, USA). 

 

5.6 Obtenção do linfonodo drenante 
 

O linfonodo drenante é responsável pela drenagem do fluxo linfático do sítio de infecção. 

O linfonodo retromaxilar foi coletado e macerado em 1 mL de salina estéril. Após maceração, 10 

µL dessa suspensão foi semeada utilizando a técnica de spread-plate em meio ágar BHI que em 

seguida foi incubado a 35ºC por 24 horas. Após o período de incubação, as colônias bacterianas 

foram quantificadas com o auxílio de um contador de colônias (CP-600 Plus, Phoenix, EUA).  

Além do cultivo bacteriano, as suspensões originadas dos macerados dos linfonodos 

drenantes foram centrifugadas a 4ºC a 8000 RPM. O sobrenadante da solução foi coletado para 

realizar a mensuração da concentração de citocinas como também para avaliar o estresse oxidativo 

através da dosagem de nitratos e nitritos. O pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de salina 

estéril e direcionado para a realização de contagem total de células em câmara de Neubauer. 

 

5.7 Contagem de células totais do linfonodo 
 

O volume ressuspendido após centrifugação do macerado do linfonodo foi utilizado para a 

contagem de células totais em câmara de Neubauer. Inicialmente, para facilitar a visualização na 

câmara de Neubauer, as amostram foram diluídas em uma solução de azul de Tukey na proporção 

1:10.  

Após a diluição, 10 µL da solução foram adicionados à câmara de Neubauer que em seguida 
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foi transferida para um microscópio de luz para a realização da análise. Os quatro quadrantes foram 

analisados separadamente. O resultado final para cada amostra se deu a partir da média aritmética 

simples dos quatro quadrantes. 

 

5.8 Dosagem de citocinas utilizando a técnica de ELISA (Enzyme-

Linked Immunoabsorbent Assay) 
 

Placas de 96 poços foram sensibilizadas com os anticorpos de captura (100 µL/poço) 

específicos para cada citocina analisada. As citocinas analisadas foram IL-1β, IL,12, IL-10 e IL-17 

utilizando kits da empresa Invitrogen TM para as respectivas citocinas. As placas foram incubadas 

overnight a 4ºC após sensibilização.  No dia seguinte, as placas foram lavadas com solução 

PBS/Tween para a remoção dos anticorpos que não se ligaram nas placas. Após a lavagem, os 

poços foram bloqueados com o uso de 200 µL por poço da solução ELISA/ELISASPOT 1 x 

(ELISA/ELISASPOT Invitrogen TM). As placas ficaram em contato com a solução de bloqueio por 

2 horas em temperatura ambiente. 

Após o bloqueio, as placas foram lavadas novamente com solução PBS/Tween e 100 

µL/poço da solução do macerado do linfonodo foi adicionado. As placas foram incubadas 

overnight a 4ºC. No terceiro dia, as placas foram lavadas com solução PBS/Tween e em seguida 

foi adicionado 100 µL/poço do anticorpo de detecção. As placas foram incubadas em temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas novamente com solução PBS/Tween e então 100 µL/poço do 

conjugado HRP-Avidina foi adicionado nas placas que foram incubadas em temperatura ambiente.  

Após adição do conjugado HRP-Avidina, as placas foram lavadas com solução PBS/Tween 

e então incubadas após a adição de 100 µL da solução de Tetrametilbenzidina (TMB). Após 

incubação com TMB, foi adicionado 50 µL/poço da solução de parada e então as placas foram 

levadas para um leitor de placa automático (ThermoPlate, Michigan, EUA) para leitura da 

intensidade colorimétrica a 450nm. Todos os procedimentos descritos acima foram realizados de 

acordo as instruções do fabricante e materiais contidos nos kits. 

 

5.9 Quantificação de nitratos e nitritos 
 

Para a quantificação de nitritos e nitratos, a suspensão do macerado do linfonodo foi 

utilizada como amostra. O protocolo aplicado é baseado em metodologia previamente estabelecida 
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utilizando o reagente de Griess (GREEN et al., 1982). Inicialmente, foi realizado o preparo das 

soluções. Primeiramente, foi preparada uma solução N-(1-naftil) Etilenodiamina Dicloridrato 0,1% 

(0,010 g em 10 mL de água destilada); uma solução de Ácido fosfórico a 5% , onde foi diluído 

1,25 mL de ácido fosfórico em 23,75 mL de água destilada. 

A solução de ácido fosfórico a 5% (H3PO4) foi utilizada para solubilizar o composto 

Sulfanilamida. Com o objetivo de preparar uma solução de Sulfanilamida a 1%, 0,10 g de 

Sulfanilamida foi solubilizada utilizando 10 mL da solução de ácido fosfórico a 5%. Para análise 

da amostra, em placas de 96 poços, foram adicionados 50 µL do sobrenadante do macerado e 50 

µL da solução de Sulfanilamida a 1%  para reagirem durante 10 minutos.  

Após a primeira etapa de reação, foi adicionado à solução do segundo reagente composto 

por N-(1-naftil) Etilenodiamina Dicloridrato (0,1%) durante 10 minutos. Após a reação, as 

amostras foram transferidas para um leitor de placa automático para leitura da intensidade 

colorimétrica a 560 nm. 

Para análise dos resultados, a absorbância das amostras foi comparada com os resultados 

de uma curva padrão de nitritos. Para a realização da curva foi preparada uma solução de nitrito a 

100 µM a cada 100 µL. Esta solução foi diluída em 10 concentrações, utilizando solução salina. 

As 10 concentrações variaram de 0 µM de nitritos até 100 µM de nitritos, aumentando 10 µM a 

cada concentração. As absorbâncias emitidas foram utilizadas como parâmetros para construção 

da curva padrão 

 

5.10 Análise estatística 
 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software GraphPad Prism (Versão 

8.0, Program Inc., San Diego, California, EUA). Para a verificação da normalidade dos dados foi 

empregado o teste de Shapiro-Wilk. Testes paramétricos (Teste T-pareado e ANOVA) e não-

paramétricos (Wilcoxon e Kruskal-Wallis) foram realizados. O teste de múltiplas comparações de 

Tukey (dados paramétricos) e o teste de múltiplas comparações de Dunn (dados não-paramétricos) 

foram utilizados como testes post-hoc. As diferenças estatísticas foram consideradas significantes 

de acordo os seguintes p-valores: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****< 0,0001 em um intervalo de 

confiança de 95%. 
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6 Resultados 
 

6.1 Uma única dose de STZ foi capaz de desenvolver o DMT1 em 

camundongos C57bl/6 

 

Cinco dias após o protocolo de administração utilizando dose única de STZ (180 mg/kg), 

parâmetros como peso e glicemia foram mensurados. Como observado na Figura 5, após o 

tratamento com a STZ, os animais apresentaram maiores concentrações séricas de glicose, além de 

apresentar redução em seu peso quando comparado a antes do tratamento. 

 

 

Figura 5. Alterações da glicemia e peso dos animais ap[os aplicação do protocolo de indução de DMT1 em 

camundongos C57bl/6 com a administração de dose única de STZ (180mg/kg) –A concentração sérica de 

glicose foi mensurada em dois distintos momentos: antes da indução do DMT1 e cinco dias após a indução 

(A). O peso dos animais em jejum foi antes da indução do DMT1 e cinco dias após a indução (B). Para 

realização das análises estatísticas foram utilizados o teste não-paramétrico de Wilcoxon (Figura 5A) e o 

teste T-pareado (Figura 5B).  n= 5 animais por grupo (*** p-valor <0,001; **** p-valor < 0,0001). 

 

6.2 A PDT com curcumina aumenta o estresse oxidativo durante a 

resposta inflamatória em camundongos com DMT1 infectados com S. aureus  

 

Para estimar se a PDT foi efetiva no controle da infecção causada por S. aureus em 

camundongos com DMT1, o linfonodo drenante da orelha esquerda foi coletado. Ao analisar a 

cultura do linfonodo foi possivel observar uma redução significante da carga bacteriana do grupo 

tratado com a aPDT quando comparado aos grupos controles tratados com salina ou com a 

curcumina não-fotoativada (Fig. 6A). 
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Prosseguindo com as análises do linfonodo, foi observado que o número de células neste 

orgão não foi diferente quando comparada aos outros tratamentos (Fig. 6B), entretanto, os níveis 

de produtos finais do estresse oxidativo, como nitratos e nitritos, foram aumentados no grupo em 

que a PDT foi aplicada (Fig. 6C). 

 

Figura  6. Avaliação dos efeitos da PDT no linfonodo drenante. A suspensão do macerado do linfonodo foi 

cultivada em ágar BHI por 24 horas e então as colônias (UFC/mL) de S. aureus foram contadas (A). Com 

o auxilio de uma câmara de Neubauer,  as células eucarióticas da suspensão (células/mL) do linfonodo 

foram contadas (B). Para verificar os níveis de estresse oxidativo no linfonodo, os nitratos e nitritos na 

suspensão foram mensurados (µMol) (C). Para realização das análises estatísticas foram utilizados o teste 

não-paramétrico de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn (Figuras 6A e 6B) e teste paramétrico de ANOVA 

e o pós-teste de Tukey (Figura 6C).  n= 5 animais por grupo (* p-valor <0,05; **** p-valor < 0,0001). 

 

6.3 A PDT com a curcumina não altera o recrutamento de leucócitos para 

o sítio inflamatório em camundongos diabéticos infectados com S. aureus 

 

O padrão de recrutamento de células inflamatórias foi observado através de análise 

histopatológicas na orelha esquerda dos animais, onde as infecções e tratamentos ocorreram (Fig. 

7). A quantitade total de células inflamatórias recrutadas para o tecido (Fig. 7A) e contagens 
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diferenciadas foram realizadas, com as celulas sendo classificadas em 2 categorias de acordo o 

formato do núcleo celular: Mononuclear (Fig. 7B) e polimorfonuclerar (Fig. 7C).  

Com a realização das análises, nenhuma diferença foi observada entre o perfil de 

recrutamento das células mononucleares e polimorfonucleares  no grupo que recebeu PDT quando 

comparado aos grupos tratados com Salina e Curcumina. Entretanto, foi possível observar que o 

grupo tratando com apenas a curcumina não fotoativada, apresentou um aumento do recrutamento 

de polimorfonucleares quando comparado ao grupo tratado apenas com a salina. 

  

Figura 7. Avaliação do infiltrado inflamatório da orelha após o trataementos experimentais em 

cortes coradas por HE.. Todos leucócitos presentes no infiltrado inflamatório foram contados (A). 

Contagens diferenciais foram realizadas, com células sendo classificadas em 2 classes de acordo a 

morfologia nuclear: Mononuclear (B) e Polimorfonuclear ( C). Fotomicrografias representativas dos grupos 

estão alocadas de acordo com o tratamento que foi aplicado  onde setas pretas indicam células 

mononucleares e setas brancas indicam celulas polimorfonucleares (D). Para realização das análises 

estatísticas foram utilizados o teste paramétrico de ANOVA e o pós-teste de Tukey . n= 5 animais  por 

grupo(* p-valor <0,05). 
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6.4 A PDT com  a curcumina não promove o crescimento da expressão da 

mieloperoxidase no sítio de infecção em camundongos diabeticos infectados com 

S. aureus 

 

Após todos os tratamentos, a expressão da enzima MPO de neutrófilos foi mensurada 

usando a técnica de imunohistoquimica no sítio inflamatório (Fig. 8). Foi observado que o grupo 

que foi tratado com a PDT não apresentou aumento na presença da MPO na area de tecido analisado 

(Fig. 8A) e também não apresentou aumento no numero de células que expressaram esta enzima 

(Fig. 8B). 

 

 

Figura 8. Análise da marcação de MPO na orelha após os tratamentos. . Usando o software ImageJ 

para análise de imagens, a área tissular marcada com MPO foi calculada (A). Todas células marcadas foram 

contadas e então relacionadas com o número total de leucócitos presentes no tecido (B). Fotomicrografias 
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representativas dos grupos estão alocadas de acordo com o tratamento que foi aplicado  onde setas indicam 

as células expressando MPO (C). n= 5 animais por grupo. Para análises estatísticas foram utilizados o teste 

paramétrico de ANOVA e o pós-teste de Tukey (** p-valor <0,01; *** p-valor < 0,001). 

 

6.5 O grupo tratado com PDT utilizando curcumina teve a concentração 

das citocinas IL-1, IL-12 e IL-10 diminuída no linfonodo drenante 

Usando a técnica de ELISA, as concentrações das citocinas IL-1, IL-10, IL-12 e IL-17 

foram mensuradas utilizando a suspensão do linfonodo drenante como amostra. Foi encontrado 

que a aPDT induziu a diminuição das concentrações das citocinas IL-1 (Fig. 9A), IL-12 (Fig. 9B)  

e IL-10 (Fig. 9C) quando comparado com o grupo salina. Nenhuma diferença significativa foi 

encontrada na análise da citocina IL-17 (Fig. 9D). 

 



34  

 

 

 

Figura 9. Dosagem de citocinas no linfonodo drenante após os tratamentos experimentais. As 

seguintes citocinas foram mensuradas: IL-1 (A); IL-12 (B); Il-10 (C); IL-17 (D). Para realização das análises 

estatísticas foram utilizados o teste paramétrico de ANOVA e o pós-teste de Tukey (figuras 9A e 9D) e o 

teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn (Figuras 9B e 9C) (Figura 6C). n= 5 animais 

por grupo (* p-valor <0,05; ** p-valor < 0,01). 

 

7 Discussão 
 

Este estudo apresentado é o primeiro trabalho que explora o efeito antibacteriano e efeitos 

sobre a inflamação causados pela aplicação da Terapia Fotodinâmica em camundongos com 

Diabetes mellitus do tipo 1 como tratamento de uma infecção intradérmica causada por S. aureus. 

A rota de infecção intradérmica possui grande importância para a realização de estudos de 

infecções causadas por S. aureus, já que esta via é utilizada por este patógeno para causar uma 

grande variedade de doenças. Por esta razão, pela primeira vez na literatura, este estudo foi capaz 

de descrever as modulações que ocorrem na resposta imunológica frente a exposição do tratamento 

de aPDT além de comprovar a eficiência da aPDT no controle da carga bacteriana em um modelo 
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de infecção intradérmica na orelha, mesmo em indivíduos com alta susceptibilidade a infecções 

por possuírem Diabetes mellitus .O estudo e desenvolvimento de técnicas que possam auxiliar os 

tratamentos convencionais de doenças infecciosas, como o uso de antibióticos por exemplo, se 

apresenta essencial no atual cenário que possui extrema dificuldade no controle de diversos 

patógenos. Sabendo que S. aureus está associado a infecções de difícil controle em indivíduos com 

diabetes, nosso estudo avaliou os efeitos da resposta inflamatória desenvolvida após aplicação da 

técnica aPDT, além do efeito antibacteriano no controle deste tipo de infecção.  

Neste modelo de estudo foi utilizado a STZ com o objetivo de causar a morte das células β 

nas ilhotas pancreáticas para interferir na produção do hormônio insulina pelo organismo. A 

insulina é um hormônio com grandes propriedades anabólicas. Dessa forma, além da hiperglicemia 

(Fig. 5A), detectada via glicosímetro, outros efeitos sistêmicos como a redução do peso dos animais 

foram evidentes (Fig. 5B). 

Como esperado neste estudo, após o estabelecimento do DMT1, os animais apresentaram 

perda significativa do seu peso (Fig 5.B) devido à ausência da insulina. A insulina está diretamente 

relacionada com o estímulo de vias anabólicas como a lipogênese, síntese proteica e a inibição de 

vias catabólicas como a lipólise pela inibição direta da enzima Lipase Hormônio Sensível.  A 

insulina possui influência direta na atividade de enzimas envolvidas com a lipogênese. A enzima 

Acetil-coA carboxilase, que converte o acetil-coA em Malonil-coA realiza uma importante 

atividade no desvio de rotas a favor da lipogênese. A atividade desta enzima é aumentada na 

presença da insulina, que induz a desfosforilação dessa enzima, aumentando assim a sua 

atividade(LONGO et al., 2019; MANUEL; HAEUSLER, 2020). 

A síntese proteica é outra rota anabólica influenciada pela ação da insulina. A ação da 

insulina está diretamente ligada ao aumento da síntese proteica em um organismo com grande 

disponibilidade de aminoácidos (ABDULLA et al., 2016). A insulina estimula o aumento da 

proteína AKT, que por sua vez, pode atuar em uma via de ação estimulando por fosforilação a 

atividade da mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) e subsequentemente 4E-BP1 e S6K1. 

Juntas, essas proteínas formam o complexo MTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin Complex 

1). Este complexo está diretamente relacionado com a síntese proteica no músculo esquelético 

(TIMMERMAN et al., 2010; BARAZZONI et al., 2012). 

Ao avaliar os efeitos do tratamento sobre o controle da carga bacteriana foi possível 

observar neste trabalho que a aPDT, utilizando curcumina, reduziu significativamente a carga 
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bacteriana no linfonodo drenante de animais com DMT1 (Fig. 6A). Após a aplicação da aPDT, o 

linfonodo retromaxilar foi coletado para verificar os efeitos da técnica no controle da infecção, 

sobretudo para averiguar o controle da carga bacteriana nos animais tratados. O linfonodo 

retromaxilar é o responsável pela drenagem do sitio de infecção na orelha, assim, ao fazer a sua 

análise, é possível verificar este importante fenômeno de interação entre os dois sítios, já que os 

linfonodos drenam diversos componentes como proteínas, células e bactérias do sítio infeccioso. 

S. aureus pode ser drenado e sobreviver por dias no linfonodo, sendo possível fazer uma relação 

de que quão maior for o número de bactérias vivas no sítio infeccioso, maior será o número que 

alcançará o linfonodo (TAVARES et al., 2011; ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 

2020). 

Estudos anteriores também avaliaram o controle de infecções causadas por S. aureus em 

outros modelos de estudos com o uso da aPDT (ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 

2019b, 2019a, 2020). A realização dessa pesquisa teve como intenção a ampliação do 

conhecimento sobre os efeitos da aplicação desta técnica em modelos mais complexos e de poucos 

estudos na literatura, como por exemplo, o modelo animal de DMT1. Estes mostram que a técnica 

de aPDT, usando variados tipos de fotossensibilizantes, foi capaz de reduzir significativamente a 

carga bacteriana encontrada no linfonodo drenante neste modelo de infecção intradérmica 

(ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019a, 2020). 

Outros estudos que visam a aplicação da aPDT no tratamento de infecções em indivíduos 

com diabetes mostram a eficiência desta técnica no controle da carga bacteriana no tratamento de 

peri-implante e também ulceras nos pés, utilizando fotossensibilizantes outros como fenotiazinas, 

azul de metileno e azul de toluidina (AL AMRI et al., 2016; BRANDÃO et al., 2023)   

Pensando na aplicação da aPDT para o tratamento de infecções bacteriana, é amplamente 

relatado que a técnica possui maior eficácia no controle de espécies gram-positivas do que espécies 

gram-negativas, devido às diferentes estruturas fundamentais da parede celular destes 

microrganismos (WONG et al., 2018). A membrana de bactérias gram-positivas é composta por 

uma parede relativamente porosa de peptideoglicano e outros fatores de virulência como o ácido 

lipoteicóico, que não atribuem cargas ao revestimento destas bactérias. Estas características 

permitem que o FS consiga ser absorvido e atue com maior eficiência no controle das bactérias 

gram-positivas, que até então não possuem algum mecanismo de resistência relatado na literatura 

(HAMBLIN, 2016; WARRIER et al., 2021). 
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O efeito da aPDT sobre a carga bacteriana é algo que chama a atenção neste estudo e pode, 

no futuro, alcançar impactos positivos pensando no tratamento de infecções em humanos com 

DMT1. Este resultado se torna ainda mais importante pelo fato de que este grupo de indivíduos 

possui o risco duas vezes maior em desenvolver doenças infecciosas quando comparados à 

indivíduos saudáveis  (SIMONSEN et al., 2015).  

Levando em consideração o grande risco que indivíduos com DMT1 possuem em serem 

infectados, os mesmos fazem extenso uso de antibióticos. Por muitas vezes o uso de antibióticos é 

realizado por profilaxia, o que pode culminar com o favorecimento do surgimento de cepas 

bacterianas com inúmeros mecanismos de resistência a antibióticos. Estes possíveis eventos 

acabam por gerar maiores barreiras para o tratamento destas infecções bacterianas (SIMONSEN et 

al., 2015; JANSEN; LLOR; BJERRUM, 2014; KNIRSCH; ANDERSON, 2018). 

No atual panorama, a aPDT se apresenta como uma ferramenta alternativa no tratamento 

de doenças infecciosas, se provando eficaz em diversos estudos, tanto quando utilizada em modelos 

in vitro quanto in vivo (ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018; SAKIMA et al., 2018; 

DOS SANTOS et al., 2019a; KUNZ et al., 2019; SAYAR et al., 2019; DOS SANTOS et al. 2020). 

Apesar do avanço da informação a partir da realização de mais estudos da área, a avaliação desta 

terapia em um modelo in vivo para o tratamento de infecções e o efeito sobre parâmetros da 

inflamação desta técnica em indivíduos com diabetes se encontrava inexplorada até a realização 

deste trabalho. 

A curcumina tem sido utilizada em vários estudos como FS para a realização de diversos 

protocolos de PDT. Este FS é ativado pela luz azul, próxima ao espectro de 450 nm, e em diversos 

estudos se mostra efetiva no controle de carga bacteriana (ALMEIDA et al., 2017; SANITÁ et al., 

2017; WU et al., 2016). Entretanto, um importante destaque é que nenhum desses estudos avaliou 

a resposta inflamatória desenvolvida como também a sua eficiência quando utilizada em um 

protocolo de aPDT no tratamento de infecções em um modelo in vivo de camundongos com DMT1 

infectados pela via intradérmica com S. aureus. 

A derme é um sítio corpóreo para S. aureus, onde o mesmo se apresenta extremamente 

capacitado em estabelecer um processo infeccioso. Entretanto, é importante ressaltar que neste sítio 

corpóreo existe uma rica quantidade de células APC’s como células de Langerhans e Macrófagos, 

capazes de responder rapidamente à presença deste patógeno e iniciar o processo inflamatório com 

recrutamento e ativação de células do sistema imunológico atuando através de mecanismos 
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oxidantes, por exemplo. (YASUDA et al., 2016; LEE et al., 2018). 

É possível observar que uma das mudanças geradas no grupo de animais tratados com a 

aPDT foi o aumento significativo da concentração de nitritos e nitratos encontrados no linfonodo 

drentante (Fig. 6C). Os nitritos e nitratos são moléculas que podem atuar no processo de estresse 

oxidativo, onde o nitrito pode ser reduzido e então gerar NO, assim, potenciando a via oxidativa 

para a produção de mais radicais (YARUBE, 2012). Apesar de não ser tratado como uma via 

clássica, a enzima MPO, que é expressa em células imunes como o neutrófilo, é capaz de usar o 

nitrito para a produção de dióxido de nitrogênio, que possui grande atividade antimicrobiana 

(BEAVERS; SKAAR, 2016.  

Nitratos e nitritos são produtos do oxido nítrico (NO) que são utilizados durante o “burst 

oxidativo” na defesa de hospedeiros por células como macrófagos e neutrófilos (BEAVERS; 

SKAAR, 2016; CARNEIRO et al., 2016; DAVIES et al., 2017), e é um dos principais mecanismos 

utilizados pelo hospedeiro no controle de S. aureus (BEAVERS; SKAAR, 2016).  

Após a avaliação de parâmetros como controle da carga bacteriana e concentração de 

nitritos e nitratos, frutos do estresse oxidativo, no linfonodo gerados pela aPDT, as seguintes 

análises foram realizadas no sitio infeccioso, na orelha dos animais. Apesar da redução na carga 

bacteriana, o número total de leucócitos (Fig. 7A), mononucleares e polimorfonucleares (Fig. 7B 

e 7C, respectivamente) no sitio de infecção não diferiu entre o grupo aPDT comparado aos grupos 

controles.  

É importante ressaltar que alguns estudos apontam através de diferentes modelos, utilizando 

camundongos não-diabéticos, que o perfil de recrutamento celular para o sítio de infecção após a 

aplicação da aPDT é direcionado para o recrutamento de células que possam atuar diretamente no 

controle da infecção, principalmente polimorfonucleares (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a; 

TANAKA et al., 2012). Estes dados mostram que, através de diferentes mecanismos, a aPDT 

aplicada em animais com DMT1 é capaz de também exercer uma resposta eficiente no controle da 

infecção causada por MRSA.  

Para avaliar os possíveis mecanismo que foram desempenhados pelos animais tratados com 

a aPDT foi analisada a atividade celular no tecido infectado e tratado. Através do emprego da 

técnica de imuno-histoquimica para marcação da enzima mieloperoxidase (MPO) foi realizada 

tanto a análise de proporção de células expressando MPO quanto a área tecidual marcada com 

MPO (Fig. 8A e Fig. 8B, respectivamente), onde foi possível observar eventos marcantes. O grupo 
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em que a PDT foi aplicada apresentou a mesma área tecidual marcada com MPO quando 

comparado com o grupo onde a salina foi aplicada, enquanto isso, o grupo tratado apenas com a 

curcumina apresentou grande expressão dessa enzima (Fig. 8A). Entretanto, a proporção de células 

expressando MPO no grupo que recebeu a aPDT foi menor em comparação ao grupo que recebeu 

apenas salina, e apresentou uma expressão similar ao padrão apresentado pelo grupo tratado apenas 

com curcumina (Fig. 8B). 

Estes resultados mostram que os animais tratados com a aPDT apresentaram uma expressão 

mais intensa da MPO no tecido mesmo com menos células apresentando a sua expressão quando 

comparado ao grupo controle, o que demonstra uma otimização da resposta via MPO no sitio 

infeccioso.  

Apesar de não ter sido detectada diferença entre os grupos testados em relação ao 

recrutamento de células no sítio inflamatório, a atividade celular de células de defesa no sítio 

infeccioso, como por exemplo, a atividade de neutrófilos pode ser modificada. Um dos possíveis 

mecanismos antimicrobianos utilizado pelo neutrófilo é através da expressão e atividade de 

enzimas como a MPO. A MPO participa da cascata enzimática que resulta na produção do ácido 

hipocloroso a partir do peróxido de hidrogênio, um potente agente antimicrobiano capaz de 

controlar infecções causadas por patógenos, tais como S. aureus (DE JONG et al., 2018; GUERRA 

et al., 2017).  

Na membrana interna dos lisossomos de neutrófilos, a enzima NADPH Oxidase (NOX2), 

tem a capacidade de reduzir o oxigênio molecular no íon superóxido, que neste contexto é pouco 

reativo (DAVIES, 2021). Subsequentemente e rapidamente, a enzima superóxido dismutase 

catalisa a transformação do íon superóxido em peróxido de hidrogênio, que posteriormente, na 

presença de cloro, será convertido em HClO pela MPO ( METZLER et al., 2011; ARNHOLD, 

2020). 

Os nitritos e nitratos, além de atuarem no ciclo para formação do NO, que então é utilizado 

diretamente no burst oxidativo para o controle de bactérias como S. aureus, podem ser utilizados 

em outras vias oxidativas para o controle de patógenos. É relatado na literatura que essas moléculas 

podem ser utilizadas para reagir diretamente com o HClO, assim, formando potentes espécies 

reativas, como o dióxido de nitrogênio (BEAVERS; SKAAR, 2016). Neste contexto, o dióxido de 

nitrogênio derivado de moléculas como o nitrito, pode reagir diretamente com o íon superóxido, 

que é formado pela reação fotodinâmica e formar o peroxinitrito que atua diretamente na morte de 
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bactérias, tanto gram-positivas, como S. aureus, quanto gram-negativas, como Escherichia coli 

(HUANG et al., 2019). 

Desta maneira, é possível inferir que o perfil de resposta desencadeado pela aplicação da 

aPDT neste experimento aumentou a produção de moléculas capazes de auxiliar de maneira efetiva 

o controle da carga bacteriana, auxiliando assim em um processo de cura mais eficiente do processo 

infeccioso causado por S. aureus. 

Estes resultados mostram que o tratamento com a PDT apresenta um balanço no controle 

da infecção que não foi observado nos outros grupos testados, já que os mesmos não controlaram 

a carga bacteriana. É importante ressaltar que nesta análise, o grupo tratado com curcumina não-

fotoativada, apesar de não mostrar algum aumento no número de células expressando a MPO, 

apresentou uma forte expressão dessa enzima nas células que apresentaram sua expressão. De 

acordo a associação dos dados obtidos neste experimento, apesar de gerar uma intensa expressão 

de MPO pelo tecido, este perfil de resposta não foi capaz de controlar a infecção. 

A análise realizada indica que a aPDT pode estimular a expressão da MPO sem aumentar 

drasticamente a população de neutrófilo no sítio infeccioso. Além disso, com este resultado, é 

possível aferir que o tratamento aplicado ao grupo aPDT levou a formação de um novo balanço 

entre o recrutamento e ativação de neutrófilos, balanço este que se provou eficiente para o controle 

da infecção causada por S. aureus em camundongos com DMT1. 

A aplicação da PDT usando vários fotossensibilizantes, em diferentes modelos de estudo, 

mostrar a expressão aumentada de MPO em células após a aplicação da terapia em animais 

infectados com S. aureus quando comparados os grupos controles (DOS SANTOS et al., 2019a, 

2020), o que não ocorreu neste estudo. Entretanto, é importante ressaltar que tais estudos fizeram 

o uso de modelos com animais hígidos, que em essência, são diferentes do modelo utilizado neste 

trabalho. 

Indivíduos com diabetes acabam por possuir um sistema de defesa fragilizado. Processos 

como produção de mediadores químicos e, consequentemente, recrutamento e ativação de células 

do sistema imune acabam se tornando ineficientes. Processos celulares que são importantes para 

as células imunes, como fagocitose e vias oxidativas, relacionados intimamente com o controle de 

patógenos, são afetados negativamente em células como as do sistema imune inato (BONYEK-

SILVA et al., 2020; NIE et al., 2021). 

Os processos celulares envolvidos na resposta imune durante o controle da infecção, como 
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por exemplo, recrutamento e ativação, eventos tratados neste estudo (Fig. 7 e Fig. 8, 

respectivamente), podem ser regulados por mediadores químicos como as citocinas (MEHROTRA 

et al., 2017; PUTNAM et al., 2019). Como ressaltado ao longo deste trabalho, o linfonodo drenante 

recebe fluidos do sítio inflamatório, se apresentando como uma viável fonte para análise destas 

moléculas produzidas durante a resposta inflamatória no controle da infecção. 

É sabido que quanto maior a carga bacteriana no sítio de lesão, maior será o número de 

bactérias que serão drenadas, como também células e citocinas produzidas durante a inflamação 

que podem atuar no desenvolvimento da resposta adaptativa (DOS SANTOS et al., 2019b; YI et 

al., 2020). Neste sentido é possível observar que, apesar da citocina IL-1 estar diretamente 

relacionada com processos, como o recrutamento de células de defesa, no sítio infeccioso e o grupo 

tratado com a aPDT apresentar menor concentração da citocina (Fig. 9A), não ocorreu a diminuição 

esperada da intensidade do processo de recrutamento de células de defesa para o sítio de infecção, 

já que não houve diferenças significativas detectadas (Fig. 7A). 

As células residentes do sistema imune na pele respondem inicialmente à presença das 

bactérias através do reconhecimento de padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) pelo 

uso dos seus receptores TLRs (Toll-like receptors). No caso de S. aureus, o TLR2 é um receptor 

central no reconhecimento de componentes desta bactéria como o peptideoglicano, lipoproteínas e 

o ácido teicóico. A partir do reconhecimento deste patógeno, as células do sistema imune irão 

iniciar a resposta inflamatória através da expressão de citocinas pró-inflamatórias gerando o 

recrutamento e ativação de células de defesa (FOURNIER, 2013; YIMIN et al., 2013; KIM et al., 

2020). 

A ativação de receptores TLR está diretamente associada com vias de produção de 

citocinas, como por exemplo, a produção da citocina IL-1β via inflamossoma. O reconhecimento 

de antígenos como o peptideoglicano via TLR é capaz de iniciar a produção da pró-IL1β, que 

posteriormente, pela formação do inflamossoma via NLRP3, converte esta proteína em IL-1 β ativa 

através da Caspase-1 (NETEA et al., 2010; LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011). 

Na inflamação aguda, a citocina IL-1 está relacionada com o início da resposta inflamatória. 

Ao se ligar em seu respectivo receptor IL-1β está relacionada em processos celulares como 

recrutamento e ativação de células de defesa, como também, estimulo de produção de citocinas 

como TNF-α e IL-6. Além de atuar diretamente sobre as células de defesa, IL-1 é responsável por 

gerar os sinais de febre e síntese de proteínas de fase aguda da inflamação, como a proteína C-
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reativa, por exemplo (NETEA et al., 2010; ANDERS, 2016; KANEKO et al., 2019). 

Como ressaltado anteriormente, células polimorfonucleares, como os neutrófilos, exercem 

função de extrema importância para o controle de infecções causadas por S. aureus. Uma citocina, 

diretamente relacionada com a ativação e recrutamento de neutrófilos para o controle bem sucedido 

de infecções bacteriana, é a IL-17. Entretanto, analisando os dados deste trabalho, não foi possível 

observar diferença nos níveis de IL-17 entre os grupos testados (Fig. 9D). Todavia, é importante 

ressaltar que a produção desta citocina se torna mais evidente a partir de cerca de 3 dias após a 

infecção na pele  (MARCHITTO et al., 2019) tempo diferente do analisado neste desenho 

experimental.  Este resultado mostra que, 48 h após a infecção e 24 h após o tratamento com a 

aPDT, o mecanismo gerado para o controle da carga bacteriana não acontece através de uma 

produção diferencia da citocina IL-17 entre os grupos testados. 

As principais fontes de produção de IL-17 são as células T CD4+ do perfil Th17 na 

imunidade adquirida, e, na imunidade inata, as células T γδ, que são extremamente importantes na 

defesa de infecções na pele causadas por S. aureus, migrando do linfonodo para a pele durante a 

infecção (MARCHITTO et al., 2019). Tanto, células de linhagem hematopoiética, como 

neutrófilos e macrófagos, quanto de linhagem não-hematopoiética, como células mesenquimais, 

células endoteliais e células epiteliais, possuem receptores para IL-17. A citocina IL-17 possui um 

importante papel na defesa contra S. aureus.  

Neste contexto, essa citocina pode atuar de diversas maneiras, como por exemplo, 

recrutando e potencializando o “burst” oxidativo de neutrófilos no sítio de infecção, além de 

induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1α, IL-1β e TNFα, IL-6 bem como a 

produção de peptídeos para defesa do hospedeiro, como as β-defensinas, Calprotectinas (GU; WU; 

LI, 2013; ABUSLEME; MOUTSOPOULOS, 2017; MARCHITTO et al., 2019).  

Dos Santos et al. (2019), em um modelo in vivo utilizando camundongos C57BL/6, mostrou 

que animais infectados com S. aureus e tratados com aPDT utilizando o resveratrol como FS 

apresentaram um aumento da concentração de IL-17. O aumento desta citocina foi relacionado ao 

recrutamento e ativação de neutrófilos, que se mostrou um mecanismo efetivo no controle da 

infecção no trabalho de Dos Santos e colaboradores (2019), diferentemente do resultado obtido 

nesta tese, onde a produção da IL-17 não se mostra diferentemente expressa entre os grupos em 

animais com DMT1 neste estudo. 

Em adição ao recrutamento celular, a ativação de células imune para a realização de 
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mecanismos como fagocitose e eliminação de patógenos, como S. aureus, são extremamente 

importantes, destacando a participação de citocinas como IL-12 neste processo. Células 

mononucleares, como células Natural Killers (NK) e Linfócitos T, podem ser ativadas por IL-12, 

que em resposta produzem IFN- γ, citocina que atua ativando diretamente macrófagos, assim, 

aumentando a eficiência da defesa contra S. aureus (LISBETH; INGMER; FRØKIÆR, 2016). 

Outra citocina que possuiu sua produção modulada pelo tratamento realizado com a aPDT 

foi a IL-12.  Os animais tratados com a PDT apresentaram baixos níveis de IL-12 no linfonodo 

drenante (Fig. 9B). Esse dado pode ser relacionado com a baixa carga bacteriana encontrada nesse 

sítio, já que com uma baixa carga bacteriana, a necessidade de ativar células imunes para a defesa 

é menor, apesar de IL-12 ser apontada como uma citocina envolvida na ativação de células imune, 

potencializando o poder oxidativo (NGUYEN et al., 2015),  

O aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias é descrito em indivíduos com DMT1 

em diferentes estágios, podendo ser utilizadas como marcadores da progressão da doença 

(RIBEIRO et al., 2019). Este aumento crônico dos níveis de citocinas pró-inflamatórias pode 

resultar em estado de inflamação intensa, se tornando um processo danoso para o organismo, 

podendo causar lesões e doenças nos sítios corpóreos como a pele (FENINI; CONTASSOT; 

FRENCH, 2017).   

O estabelecimento de uma inflamação elevada em indivíduos com Diabetes mellitus tem 

sido cada vez mais constatado. Moléculas como o Leucotrieno B4 (LTB4) têm sido indicadas como 

uma possível via para a manutenção deste aumento basal da resposta inflamatória de indivíduos 

diabéticos quando comparado a indivíduos não diabéticos (BONYEK-SILVA et al., 2021). 

O LTB4 é um eicosanoide, um mediador lipídico, envolvido com diversos processos 

inflamatórios, tais como a quimiotaxia de leucócitos, além de estar envolvida com o 

estabelecimento de uma intensa inflamação, aumentando os níveis de IL-1 através da ativação do 

inflamossoma (CAROLINA GUERTA SALINA et al., 2002; AFONSO et al., 2012). Com seus 

efeitos em diabéticos, o LTB4, que é um produto da via do ácido araquidônico, produzido pela 5-

Lipooxigenase, está relacionado com a maior susceptibilidade a infecções por bactérias como S. 

aureus (BRANDT et al., 2018; BONYEK-SILVA et al., 2020). 

A intensa produção de mediadores inflamatórios, como as citocinas, pode ser capaz de gerar 

uma grande disfunção na coordenação do sistema imunológico. Concentrações exacerbadas de 

citocinas em indivíduos que possuem doenças crônicas não-transmissíveis como o diabetes podem 
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se relacionar com uma resposta desorganizada de células do sistema imune, levando à uma 

fragilidade destes sistemas de defesa  (BONYEK-SILVA et al., 2020) 

Considerando todo este estado pró-inflamatório causado pelo DMT1, é sabido que para 

compensar, o organismo lança mão de ferramentas como a produção de moléculas com potencial 

anti-inflamatório para estabelecer um balanço no controle glicêmico e na resposta inflamatória 

(CODELLA et al., 2015). Para examinar o que poderia ter gerado a menor produção das citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1 e IL-12, os níveis de IL-10, que é uma citocina anti-inflamatória, 

foram mensurados (Fig. 9C). A análise de mediadores anti-inflamatórios nesse contexto é de suma 

importância, já que a IL-10, por exemplo, é um importante mediador na regulação de mediadores 

pró-inflamatórios (ROSE et al., 2017). Uma das principais funções desta citocina é proteger o 

organismo de danos gerados por intensas inflamações causadas por infecções causadas por 

patógenos como vírus e bactérias (OUYANG et al., 2011). 

Avaliando a produção de IL-10 nos grupos experimentados, foi possível notar que o grupo 

tratado com aPDT apresentou baixos níveis desta citocina (Fig. 9C). É possível que os efeitos 

diretos da aPDT, pela produção de espécies reativas (Fig. 6C), foram responsáveis pela redução da 

carga bacteriana detectada no linfonodo drenante. Sendo assim, a necessidade de estabelecer uma 

resposta inflamatória é reduzida, o que reduziria a produção de mediadores pró-inflamatórios como 

IL-1 e IL-12, desta maneira, também havendo uma menor produção de IL-10, já que se trata de 

uma inflamação mais branda. 

Pensando sobre possíveis futuras associações com o nosso estudo, a aplicação da aPDT 

usando a curcumina como FS em animais com DMT1, além de controlar a carga bacteriana, 

consegue modular uma produção branda de citocinas pró-inflamatórias durante a infecção. Isto 

pode ser de grande interesse para futuras aplicações levando em conta que indivíduos com DMT1 

possuem um estado basal de alta produção de mediadores inflamatórios (RIBEIRO et al., 2019).  

 Células como macrófagos, células dendríticas, além das células Treg, são produtoras de 

IL-10. Esta citocina regula a resposta inflamatória através de uma cascata de sinalização que leva 

a atuação do fator de transcrição STAT3. STAT3 pode atuar por diferentes mecanismos, por 

exemplo, diminuindo a expressão de receptores TLR, como também, regulando a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e desenvolvimento de perfis de resposta imune adquirida (SARAIVA; 

O’GARRA, 2010; WANG et al., 2019; SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2020). 

A menor produção de IL-10 neste cenário pode apresentar benefícios, levando em 
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consideração que trabalhos anteriores mostram a capacidade de S. aureus em manipular o aumento 

da produção de IL-10 para evadir de mecanismos de defesa do sistema imune (HEIM; VIDLAK; 

KIELIAN, 2015; LEECH et al., 2017). Altos níveis de IL-10 durante infecções causadas por esse 

patógeno estão associadas a um alto índice de mortalidade em indivíduos com o quadro de 

bacteremia (ROSE et al., 2017). 

Observando o padrão de produção de citocinas no grupo que foi tratado com a aPDT é 

possível afirmar que uma resposta inflamatória branda foi estabelecida quando comparada aos 

grupos controles. Entretanto, mesmo sendo branda, é importante ressaltar que a resposta 

inflamatória ainda ocorre, mesmo com a ação direta do tratamento ao reduzir a carga bacteriana 

(Fig. 3A), pois mesmo com a morte das bactérias, antígenos de S. aureus serão drenados, 

reconhecidos e então a resposta inflamatória será desencadeada no linfonodo (EGAWA et al., 

2020).  

 

8 Conclusão 

 
Este foi o primeiro trabalho mostrando que a aPDT, fotoativando a curcumina ex vivo, 

quando aplicada como tratamento em camundongos C57BL/6, com Diabetes Melllitus do tipo 1 

induzida por estreptozotocina, e infectados intradérmicamente na orelha com S. aureus, 

desencadeia respostas fisiológicas que culminam com o melhor controle da infecção (MUNIZ et 

al., 2021). Com estes dados, foi possível observar pela primeira vez na literatura que, camundongos 

com DMT1, quando tratados com aPDT utilizando a curcumina como FS, apresentam altos níveis 

de nitratos e nitritos e um controle significativo da carga bacteriana 48 horas após a infecção e 24 

horas após tratamento. 

O protocolo de aPDT aplicado, usando curcumina (100 µg) sendo ativada ex vivo por luz 

de LED azul (450 nm), com fluência de 13.5 J/cm², foi testado pela primeira vez neste modelo de 

estudo com animais DMT1 infectados intradermicamente na orelha com S. aureus e se mostrou 

eficiente no controle da carga bacteriana além de modular a formação de um microambiente 

inflamatório menos agressivo e mais eficiente para o hospedeiro. Anteriormente, a aplicação da 

aPDT utilizando a curcumina como fotossensibilizante já havia sido aplicado e se mostrado 

eficiente no controle de S. aureus resistente a meticilina pela via de infecção intradérmica 

(ALMEIDA et al., 2017). Entretanto, nunca havia sido realizado nenhum estudo utilizando o 

modelo de DMT1 induzido por Estreptozotocina. Por estas razões, o protocolo realizado no atual 
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estudo se mostra promissor para futuras aplicações em indivíduos que possuam o diabetes mellitus 

e que possam ser infectados com S. aureus. 

Apesar do controle da carga bacteriana ter sido evidenciado no linfonodo após a aPDT, é 

importante destacar que este estudo possuiu limitações por ter sido o primeiro a realizar este tipo 

de abordagem. Mais estudos devem ser realizando visando a aplicação de técnicas mais robustas 

para a análise molecular da resposta desencadeada pelo tratamento além da avaliação de um maior 

espectro de mediadores inflamatórios. Desta maneira gerando uma descrição dos perfis celulares   

com maior profundidade durante a resposta de defesa dos leucócitos recrutados para a via 

intradérmica em animais com DMT1 no controle de S. aureus resistente a meticilina. 
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