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RESUMO 

GONÇALVES, Caroline Vieira. Iluminando novas fronteiras: explorando o potencial 

fotossensibilizador de espécies de Passiflora no controle de infecções por 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) em camundongos senescentes. 

Qualificação de Doutorado – Instituto Multidisciplinar em Saúde, Universidade Federal 

da Bahia, Vitória da Conquista, 2025. 

INTRODUÇÃO: A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa) tornou-se uma 

alternativa potencial para o tratamento de infecções cutâneas bacterianas 

multirresistentes, como as causadas por Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

(MRSA), que apresentam alto risco em indivíduos longevos. Essa abordagem baseia-se 

na utilização de um agente químico denominado fotossensibilizador (FS), considerado 

um dos principais componentes da TFDa. OBJETIVO: O presente estudo teve como 

objetivo avaliar a atividade fotossensibilizadora de extratos do gênero Passiflora, 

incorporados ou não em uma emulsão, no controle de infecção por MRSA in vitro e in 

vivo em um modelo de senescência. METODOLOGIA: A metodologia desta pesquisa 

compreendeu etapas in vitro e in vivo, além da formulação e caracterização de uma 

emulsão para uso tópico. Inicialmente, nos ensaios in vitro, determinou-se o espectro de 

absorção de luz dos extratos de Passiflora e a dose efetiva para sua fotoativação. 

Adicionalmente, avaliou-se a citotoxicidade desses extratos em células eucarióticas e 

investigou-se a localização intracelular da fração butanólica (FB) de P. cincinnata em 

MRSA. Posteriormente, no estudo in vivo, animais senescentes infectados 

intradermicamente na orelha com MRSA foram aleatoriamente distribuídos em três 

grupos experimentais: Controle (recebendo apenas o veículo); Tratado com a fração 

butanólica (FB) de P. cincinnata não fotoativada e; Tratado com FB de P. cincinnata 

fotoativada (TFDa). Ao longo do estudo in vivo, mensuraram-se os níveis de citocinas 

nos linfonodos retromaxilares, o peso corporal dos animais, a carga bacteriana no local 

da infecção e o grau de inflamação do tecido da orelha. Finalmente, para a formulação 

tópica desenvolvida, conduziu-se um teste preliminar de estabilidade, seguido pela sua 

caracterização físico-química. RESULTADOS: Os extratos de Passiflora foram 

considerados não citotóxicos para a cultura de células HUVEC (Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells). Os extratos de P. edulis e P. alata apresentaram capacidade 

fotossensibilizadora na concentração de 1000 μg/mL. Já a fração butanólica de P. 

cincinnata exibiu atividade fotossensibilizadora significativa na concentração de 100 



 

 

 

 

μg/mL. Enquanto que o extrato bruto (EB) demonstrou possuir essa atividade em 

concentrações menores que FB, em 5-50 μg/mL. Já a isoorientina, composto majoritário, 

presente em FB de P. cincinnata, não demonstrou uma redução tão significativa quanto 

EB e FB de P. cincinnata. Animais tratados com FB de P. cincinnata apresentaram melhor 

controle da carga bacteriana, menor infiltração de leucócitos e menor perda de peso ao 

longo do processo infeccioso por MRSA. Além disso, o grupo TFD apresentou um padrão 

mais distinto de correlações e influência de citocinas, com um maior número de citocinas 

exibindo correlações negativas, por exemplo, tanto entre as citocinas pró-inflamatórias 

quanto com a citocina anti-inflamatória IL-10. A análise de dendrogramas e a Análise de 

Componentes Principais mostraram que os níveis de leucócitos na orelha são importantes 

para o decurso da infecção entre os grupos, tendo diferenças em relação aos animais 

tratados ou não. A análise do potencial Zeta de MRSA revelou que a fração butanólica de 

P. cincinnata não altera significativamente o potencial de membrana bacteriano. Na 

formulação desenvolvida, uma emulsão compatível com o sistema óleo em água, as 

variações de significância estatística não demonstraram alterações que comprometessem 

a formulação. Os valores dos índices de fluidez indicaram comportamento de um fluido 

pseudoplástico. Além disso, a emulsão teve um comportamento tixotrópico, uma 

característica típica de fluidos não newtonianos. CONCLUSÃO: Os resultados são 

promissores, dada a compreensão limitada da TFDa em animais senescentes e destacando 

P. cincinnata como um potencial fotossensibilizador contra MRSA. Esta pesquisa 

estabelece as bases para o desenvolvimento de estratégias de TFDa direcionadas usando 

espécies de Passiflora e enfatiza a necessidade de explorar novos fotossensibilizadores 

derivados de plantas pouco pesquisadas. Além disso, a padronização de uma formulação 

para aplicação tópica, demonstrando estabilidade em temperatura ambiente e 

propriedades reológicas adequadas, abre caminho para o desenvolvimento de uma nova 

abordagem terapêutica para infecções cutâneas por MRSA, especialmente em indivíduos 

longevos.  

Palavras- chave: Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa); Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA); Passiflora; Maracujá; Longevos; Senescência. 

 

 

 



 

 

 

 

ABSCTRACT 

 

GONÇALVES, Caroline Vieira. Illuminating new frontiers: exploring the 

photosensitizing potential of Passiflora species in the control of methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) infections in senescent mice. Doctoral Qualification – 

Multidisciplinary Institute in Health, Federal University of Bahia, Vitória da Conquista, 

2025. 

INTRODUCTION: Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) has emerged as a 

potential alternative for the treatment of multidrug-resistant bacterial skin infections, such 

as those caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), which pose a 

high risk in elderly individuals. This approach is based on the use of a chemical agent 

known as a photosensitizer (PS), considered one of the main components of aPDT. 

OBJECTIVE: This study aimed to evaluate the photosensitizing activity of Passiflora 

genus extracts, both incorporated and not incorporated into an emulsion, for controlling 

MRSA infection in vitro and in vivo using a senescence model. METHODOLOGY: The 

research methodology comprised in vitro and in vivo stages, in addition to the formulation 

and characterization of a topical emulsion. Initially, in the in vitro assays, the light 

absorption spectrum of Passiflora extracts and the effective dose for their photoactivation 

were determined. Additionally, the cytotoxicity of these extracts on eukaryotic cells was 

evaluated, and the intracellular localization of the butanolic fraction (BF) of P. cincinnata 

in MRSA was investigated. Subsequently, in the in vivo study, senescent animals 

intradermically infected in the ear with MRSA were randomly distributed into three 

experimental groups: Control (receiving only the vehicle); Treated with non-

photoactivated P. cincinnata butanolic fraction (BF); and Treated with photoactivated P. 

cincinnata BF (APDT). Throughout the in vivo study, cytokine levels in retromaxillary 

lymph nodes, animal body weight, bacterial load at the infection site, and the degree of 

ear tissue inflammation were measured. Finally, for the developed topical formulation, a 

preliminary stability test was conducted, followed by its physicochemical 

characterization. RESULTS: Passiflora extracts were considered non-cytotoxic to 

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) cell cultures. P. edulis and P. alata 

extracts showed photosensitizing capacity at a concentration of 1000 µg/mL. The 

butanolic fraction of P. cincinnata exhibited significant photosensitizing activity at a 

concentration of 100 µg/mL. Meanwhile, the crude extract (CE) demonstrated this 



 

 

 

 

activity at concentrations lower than BF, at 5-50 µg/mL. Isoorientin, the major compound 

present in P. cincinnata BF, did not show as significant a reduction as P. cincinnata CE 

and BF. Animals treated with P. cincinnata BF showed better control of bacterial load, 

less leukocyte infiltration, and less weight loss throughout the MRSA infection process. 

Furthermore, the APDT group showed a more distinct pattern of cytokine correlations 

and influence, with a greater number of cytokines exhibiting negative correlations, for 

example, both among pro-inflammatory cytokines and with the anti-inflammatory 

cytokine IL-10. Dendrogram analysis and Principal Component Analysis showed that 

leukocyte levels in the ear are important for the course of infection among the groups, 

with differences regarding treated or untreated animals. Zeta potential analysis of MRSA 

revealed that the butanolic fraction of P. cincinnata does not significantly alter the 

bacterial membrane potential. In the developed formulation, an oil-in-water emulsion 

compatible system, statistically significant variations did not show changes that would 

compromise the formulation. The fluidity index values indicated pseudoplastic fluid 

behavior. Additionally, the emulsion showed thixotropic behavior, a typical characteristic 

of non-Newtonian fluids. CONCLUSION: The results are promising, given the limited 

understanding of APDT in senescent animals, and highlight P. cincinnata as a potential 

photosensitizer against MRSA. This research lays the foundation for developing targeted 

APDT strategies using Passiflora species and emphasizes the need to explore new 

photosensitizers derived from underexplored plants. Furthermore, the standardization of 

a topical formulation, demonstrating stability at room temperature and suitable 

rheological properties, paves the way for the development of a new therapeutic approach 

for MRSA skin infections, especially in elderly individuals. 

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT); Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA); Passiflora; Passion fruit; Long-lived; Senescence. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

Abs                  Absorbância 

BHI                 Brain-heart infusion 

CD                  Cluster of differentiation 

CDs                 Células dendríticas 

CLIs                Células Linfoides Inatas  

CLs                 Células de Langerhans  

DAMP             Damage-associated molecular patterns 

EB                   Extrato bruto 

ELISA             Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EROs               Espécies Reativas de oxigênio 

Fc                    Fragmento cristalizável 

FS                    Fotossensibilizador 

FSes                          Fotossensibilizador no estado singlete  

FSet                          Fotossensibilizador no estado tripleto 

FB                   Fração butanólica 

HBD-3            Human β-defensin 3 
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IL-10               Interleucina 10 

IL-17A            Interleucina 17A  

IL-1β               Interleucina 1 beta 

J/cm2               Joules por centímetro quadrado. 

LED                Diodos emissores de luz 

LTh                          Linfócito T helper/auxilixares 

L/Treg             Linfócito T regulatório 



 

 

 

 

mm                  Milímetro 

m2                    Metro quadrado 

mm2                 Milímetro quadrado  

Mg                   Miligrama 

MHC               Major Histocompatibility Complex 

mL                   Mililitro 

MRSA             Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

MTT                3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina  

mW/cm2          milliwatts por centímetro quadrado 

NADPH           Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate 

NET                 Neutrophil Extracellular Traps 

NK                   Natural Killer 

PAMPs            Pathogen-associated Molecular Patterns  

PBP                 Penicillin Binding Proteins 

PD-1                Programmed Death 1 

Pg                    Picograma 

PRRs               Pattern Recognition Receptors 

PVL                 Panton-Valentine Leukocidin 

PSM-α             Phenol-Soluble Modulin-alpha 

TFD                 Terapia fotodinâmica  

TFDa               Terapia fotodinâmica antimicrobiana 

TLR                 Toll-Like Receptor 

TNF-α             Fator de necrose tumoral-alfa 

Trm                   Células T de memória residentes 

TSST-1            Toxic shock syndrome toxin 1 

UFC                Unidades formadoras de colônias 

UV                  Ultravioleta 
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1. INTRODUÇÂO 

Indivíduos longevos constituem a população com maior suscetibilidade a 

infecções e, consequentemente, apresentam pior prognóstico para doenças infecciosas. 

(FALCONE; TISEO, 2023). Isso inclui o alto risco de infecções de pele e tecidos moles 

devido a vários fatores, como múltiplas comorbidades e condições de pele que os 

predispõem a desenvolver essas infecções. Tais condições são, geralmente, causadas por 

Staphylococcus aureus - incluindo cepas de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) 

(MARIO VENDITTI et al., 2003; NELOSKA et al., 2016). S. aureus é um patógeno que 

causa desde infecções de pele e tecidos moles até doenças graves invasivas, como sepse 

e endocardite (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).  

Apesar de ser um dos primeiros microrganismos a ser controlado com a descoberta 

dos antibióticos, tornou-se uma das espécies mais importantes no contexto de infecções 

hospitalares e comunitárias devido à sua capacidade de adaptação e resistência, como é o 

caso de MRSA (NANDHINI et al., 2022; TURNER et al., 2019). Paralelamente à 

dificuldade de medicamentos eficazes contra MRSA, há uma preocupação significativa 

com o controle de infecções em indivíduos imunossenescentes (BLEVE et al., 2022; 

HASANPOUR et al., 2023). Nesse sentido, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

identificou MRSA como uma alta prioridade para o desenvolvimento de novas terapias 

(WHO, 2024). 

Novos antimicrobianos surgiram após a descoberta das sulfonamidas e penicilinas 

no início do século XX, marcando o início da era de ouro da conquista de novas classes, 

que atingiu o pico em meados da década de 1950 (MANCUSO et al., 2021; UDDIN et 

al., 2021). No entanto, desde então, houve um declínio gradual na descoberta e 

desenvolvimento de novos antibióticos, o que não acompanhou o surgimento de novas 

cepas resistentes (SELVARAJAN et al., 2022). Esse fator se soma ao seu uso 

indiscriminado, culminando na atual crise de resistência antimicrobiana (HUTCHINGS; 

TRUMAN; WILKINSON, 2019). Além disso, a maioria das pequenas moléculas 

atualmente em desenvolvimento clínico ou recentemente aprovadas são modificações de 

estruturas químicas existentes (VESTERGAARD; FREES; INGMER, 2019).  

À luz dessas questões, a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa) tornou-se 

uma alternativa potencial para o tratamento de infecções bacterianas multirresistentes 

(WONG et al., 2018). Na pele, foi relatado que a TFDa reduz as colônias de MRSA 
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(ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019a, 2019b, 2020; MUNIZ et al., 2021). 

No entanto, nenhum estudo é voltado para essa análise em um modelo murino de 

senescência associado a infecção intradérmica. O desenvolvimento deste modelo é 

importante, uma vez que o modelo murino de infecção por MRSA em camundongos 

senescentes captura o achado clínico característico de que indivíduos longevos são mais 

suscetíveis a doença invasiva após infecção cutânea, o que pode resultar da função de 

barreira grosseiramente permeável e diminuição da imunidade inata nesses animais 

(TSENG et al., 2012). Além disso, combinado com TFDa, pode fornecer a orientação 

necessária para a compreensão das terapias voltadas para a imunossenescência 

(GONÇALVES et al., 2024; HUANG et al., 2024; WALDMANN et al., 2020). 

A TFDa emprega uma combinação de fotossensibilizadores com uma fonte de luz 

específica, capaz de gerar moléculas que agem seletivamente (CORREIA et al., 2021). 

Portanto, um dos principais componentes da TFD é o agente químico chamado 

fotossensibilizador (FS) (ALLISON et al., 2004). Para que seja eficaz, a escolha dos FS 

é crucial. Nesse sentido, o estudo de novos compostos é de fundamental importância para 

a descoberta de novos candidatos a FS que possam ser adequados para o controle de 

infecções causadas por bactérias resistentes aos antibióticos (ABRAHAMSE; 

HAMBLIN, 2016; GARLAND et al., 2009; POLAT; KANG, 2021). Pesquisas recentes 

revelaram que determinados compostos derivados de plantas e própolis, particularmente 

aqueles com elevado teor de flavonoides, possuem atividade fotodinâmica antimicrobiana 

(DOS SANTOS et al., 2019a; RIBEIRO et al., 2023, 2024).  

Estudos fitoquímicos de Passiflora demonstraram a presença de vários compostos 

químicos, como alcalóides, saponinas e ácidos cianogênicos, sendo os mais 

frequentemente relatados: flavonóides C-glicosídeos (COSTA et al., 2016; GADIOLI et 

al., 2017). É o caso de algumas espécies de Passiflora, como P. edulis, P. alata e P. 

cincinnata, sem descrição atual quanto à sua atividade antimicrobiana e capacidade 

fotossensibilizadora (AMARAL et al., 2020; BARBOSA SANTOS et al., 2021; BRAGA-

SOUTO et al., 2024; SILVA et al., 2024). Dentre essas espécies, Passiflora cincinnata é 

a menos relatada na literatura, mas possui flavonoides em seus compostos majoritários 

(LEAL et al., 2020). Trata-se de uma espécie nativa da Caatinga (bioma exclusivo do 

Brasil) com ampla distribuição geográfica, e pouco se sabe sobre seus compostos 

bioativos (DE LAVOR et al., 2018). 
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A entrega de FS representa um desafio significativo na TFD, uma vez que muitos 

compostos exibem instabilidade intrínseca e penetração limitada em tecidos ou células-

alvo, o que pode comprometer a eficácia do tratamento (MURAGE et al., 2024; YOUF 

et al., 2021; YU et al., 2022). Nesse contexto, as emulsões podem ser ótimas alternativas 

para entrega de FS na pele (PORTUGAL et al., 2021). A sua administração tópica pode 

ter vantagens sobre outros métodos por várias razões, a mais importante é a entrega direta 

e a segmentação do medicamento na área afetada (ZHAO et al., 2024). Em muitas 

formulações, como produtos para cuidados com a pele, são amplamente utilizadas para 

entrega de substâncias específicas, pois pode resultar em uma absorção mais rápida 

(SAHOO et al., 2019). Além disso, geralmente, aumentam a biodisponibilidade de 

fármacos/bioativos solubilizados (THAKUR et al., 2023).  

A classificação desses sistemas baseia-se no tamanho das gotículas da fase 

dispersa, distinguindo emulsões/macroemulsões (100 nm e 100 µm), nanoemulsões (1 a 

100 nm) e microemulsões (100 a 400 nm) (SOUTO et al., 2022). Dentre essas, a 

macroemulsão apresenta potencial interessante para o uso tópico da TFDa, pois tendem a 

permanecer na superfície cutânea, formando um filme oclusivo que reduz a perda 

transepidérmica de água, promovendo hidratação e melhorando a função de barreira. Para 

ativos de ação superficial, com ação antimicrobiana, a liberação prolongada na camada 

córnea otimiza a eficácia local e minimiza a absorção sistêmica (KLANG et al., 2011; 

NAZRIN et al., 2023). 

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade 

fotossensibilizadora de extratos do gênero Passiflora, incorporados ou não em uma 

emulsão, no controle de infecção por MRSA in vitro e in vivo em animais senescentes. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 Mortalidade global associada a patógenos bacterianos 

Reduzir a carga de morte devido a infecção é uma prioridade urgente de saúde 

pública, pois as infecções continuam sendo uma das principais causas de morte no mundo 

(LUCERO-PRISNO et al., 2023). No ano de 2019, aproximadamente 7,7 milhões das 

13,7 milhões de mortes estimadas por infecção foram causadas por 33 tipos de bactérias. 

Esse número alarmante corresponde a 13,6% da mortalidade global e a mais da metade 

das mortes por sepse. Para gerar estimativas de mortalidade por infecção em 2019, 

abrangendo todas as idades e sexos em 204 países e territórios, os autores utilizaram 343 

milhões de registros individuais e isolados de patógenos. A análise foi realizada com base 

em dados e métodos dos estudos do Global Burden of Disease (GBD) 2019 e do Global 

Research on Antimicrobial Resistance (GRAM) (IKUTA et al., 2022), permitindo estimar 

as mortes associadas a cada patógeno e o tipo de infecção responsável. 

Os estudos do GBD são reconhecidos por sua capacidade de mapear mudanças 

dinâmicas ao longo do tempo. No entanto, o trabalho pioneiro dos Colaboradores da 

Resistência Antimicrobiana do GBD 2019 (IKUTA et al., 2022) concentrou-se no ano de 

2019, dada a escassez de estudos recentes. Essa limitação temporal dificulta a 

identificação de tendências na mortalidade por patógenos e síndromes específicas. Para 

trabalhos futuros, sugere-se a análise de um período mais extenso e a aplicação da 

dinâmica de sistemas a cada patógeno bacteriano e síndrome infecciosa. Uma revisão 

sistemática da literatura também revelou que 58% das doenças infecciosas em humanos 

são exacerbadas por riscos climáticos, como variações de temperatura e disponibilidade 

de água e alimentos (GONA; MORE, 2022). 

Os principais patógenos responsáveis apresentaram reações dependentes do clima, 

causando um aumento em sua difusão e até mesmo resistência ao tratamento (BLOOM; 

CADARETTE, 2019; LUCERO-PRISNO et al., 2023). Por exemplo, quedas bruscas de 

temperatura foram associadas a um aumento na incidência de pneumonia e ao aumento 

da morbidade em climas frios e úmidos (GONA; MORE, 2022). E, ainda, de acordo com 

o GBD 2019, cinco patógenos bacterianos específicos - Staphylococcus aureus (S. 

aureus), Escherichia coli (E. coli), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), 

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) - 

foram responsáveis por 54,2% de todas as mortes bacterianas. Entre eles, o S. aureus foi 

o patógeno mais letal, causando 1,1 milhão de mortes globalmente. Além disso, outros 
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quatro patógenos contribuíram significativamente para a mortalidade, com mais de 

500.000 mortes cada: E. coli (950.000), S. pneumoniae (829.000), K. pneumoniae 

(790.000) e P. aeruginosa (559.000) (IKUTA et al., 2022). 

Ao analisar a mortalidade causada por esses microrganismos, é imprescindível 

considerar a resistência microbiana, que representa um dos maiores desafios à saúde 

humana em escala mundial (LESSA; SIEVERT, 2023). Os seis principais patógenos 

responsáveis por mortes associadas à resistência foram: E. coli, seguidos por S. aureus 

(sendo a bactéria gram-positiva mais associada), K. pneumoniae, S. pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii e P. aeruginosa. Uma combinação patógeno-fármaco, S. aureus 

resistente à meticilina, causou mais de 100.000 mortes atribuíveis à resistência 

antimicrobiana em 2019 (MURRAY et al., 2022).  

 Staphylococcus aureus  

2.2.1. Epidemiologia 

A bactéria S. aureus coloniza principalmente a pele e as mucosas humanas, seus 

principais reservatórios, comumente encontrados na epiderme, narinas, axilas e regiões 

inguinais (RASHEED; HUSSEIN, 2021). Estima-se que até metade dos adultos sejam 

portadores de S. aureus, com cerca de 15% da população carregando a bactéria 

persistentemente nas narinas anteriores (SALEEM ALSHAMMARI et al., 2017a). Isso 

faz com que, em seres humanos, mais de 80% das doenças de S. aureus adquiridas em 

hospitais sejam infecções endógenas causadas por cepas transportadas no nariz dos 

pacientes (RASHEED; HUSSEIN, 2021).  

Entretanto, a epidemiologia de S. aureus passou por uma revolução conceitual nas 

últimas décadas. Esse fenômeno deveu-se, em parte, a mudanças importantes no 

comportamento epidemiológico desta bactéria, mas também a uma reavaliação de 

conceitos antigos em vista de novos conhecimentos advindos das pesquisas clínica e 

experimental. Assim, dois fatores-chave sustentam a perspectiva contemporânea de S. 

aureus, a virulência e a resistência antimicrobiana. Estudos simultâneos desses fatores 

são necessários, especialmente no Brasil, onde os dados são limitados (ROMERO; DE 

SOUZA DA CUNHA, 2021).  

Existem poucos estudos sobre infecção por S. aureus em países tropicais que 

definam a epidemiologia da doença, a natureza das manifestações clínicas, o resultado e 

os padrões de resistência aos medicamentos (MURRAY et al., 2022). Apesar disso. S. 

aureus ocupa a primeira posição em mortalidades devido a sua resistência aos antibióticos 
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e a bacteremia por S. aureus contribui para o maior número de fatalidades devido 

a infecções da corrente sanguínea (IKUTA et al., 2022).  

2.2.2. Características gerais: Morfologia, estrutura, fatores de 

virulência e patogenicidade 

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva (cor roxa pela coloração de Gram) que 

tem formato de cocos e tende a se organizar em grupos que são descritos como 

"semelhantes a uvas" (LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Se encontra aos pares, sozinhas ou 

em tétrades. Em meios de cultura, esses organismos podem crescer em até 10% de NaCl, 

e as colônias são frequentemente douradas ou amarelas (aureus significa dourado ou 

amarelo). Em placas comuns, S. aureus pode formar colônias espessas, brilhantes e 

redondas com 1~2 mm de diâmetro; em placas de ágar sangue, há um anel hemolítico 

transparente ao redor de cada unidade formadora de colônia de S. aureus. Esses 

organismos podem crescer aerobicamente ou anaerobicamente (facultativo), em 

temperaturas entre 18 °C e 40 °C (HOU et al., 2023), sendo que as condições ótimas de 

crescimento são 37 °C e pH 7,4 (GUO et al., 2020).  

A parede celular é uma membrana lipídica única, composta por 50% de 

peptidoglicano, 40% de ácido de membrana lipídica e 10% de proteínas de superfície, 

exoproteínas e proteínas autolíticas, conforme elucidado na Figura 1 (OLIVEIRA; 

BORGES; SIMÕES, 2018). S. aureus é positivo para coagulase, testes de fermentação de 

manitol e testes de DNAase. Então, este microrganismo não só pode decompor uma 

variedade de açúcares para produzir ácido sem gás, mas também decompor manitol, bem 

como produzir coagulase (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).  

Apesar de serem comensais, estes microrganismos podem atuar como patógenos 

ao invadirem o hospedeiro por lesões de pele, inoculação ou implantação de dispositivos, 

especialmente, em pacientes imunocomprometidos ou com microbiota alterada  

(RASHEED; HUSSEIN, 2021). Embora 30% da população seja colonizada 

assintomaticamente  (CRAFT et al., 2019), o S. aureus sintomático causa diversas 

infecções, incluindo bacteremia, endocardite, infecções de pele e tecidos moles, 

osteomielite, artrite séptica, infecções de dispositivos, pneumonia, gastroenterite, 

meningite, síndrome do choque tóxico e infecções urinárias (TONG et al., 2015; 

VENKATESH, 2018). 

É importante destacar que a patogenicidade do S. aureus depende da cepa 

específica e do local da infecção, com algumas cepas causando infecções invasivas e 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bacteremia
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bloodstream-infection
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outras desencadeando doenças mediadas por toxinas. A capacidade do S. aureus de 

escapar da resposta imune do hospedeiro desempenha um papel crítico em sua virulência 

(SALEEM ALSHAMMARI et al., 2017), sendo que a fisiopatologia varia muito 

dependendo do tipo de infecção (TONG et al., 2015). Contudo, as principais etapas na 

patogênese da infecção são: colonização, virulência, início da infecção, formação de 

abscesso, infecção sistêmica, regulação e adaptação com a ajuda de vários fatores de 

virulência (ACOSTA et al., 2017; SHOAIB et al., 2023; WERTHEIM et al., 2005). 

Figura 1. Estrutura celular e fatores patogênicos de Staphylococcus aureus. S. aureus tem uma estrutura 

de parede celular complexa composta de uma camada espessa de peptidoglicano e cápsula de 

polissacarídeo. Além disso, S. aureus possui um arsenal elaborado de fatores de virulência estruturais e 

secretados envolvidos na produção de toxinas, aderência e invasão do tecido hospedeiro e evasão 

imunológica (KONG; JOHNSON; JABRA-RIZK, 2016). Imagem adaptada de KONG; JOHNSON; 

JABRA-RIZK (2016).  

Os mecanismos para evasão da resposta imune do hospedeiro incluem a produção 

de uma cápsula antifagocítica, sequestro de anticorpos do hospedeiro ou mascaramento 

de antígeno pela proteína A, formação de biofilme, sobrevivência intracelular e bloqueio 

da quimiotaxia de leucócitos (OTTO, 2013b; TONG et al., 2015). Dentre os diversos 

fatores de virulência responsáveis pelas infecções, destacam-se a α-hemolisina, β-toxina, 
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PSM-α (modulina solúvel em fenol-alfa, do inglês Phenol-Soluble Modulin-alpha), 

proteína A e a leucocidina Panton-Valentine (PVL) (DIAS; PINHEIRO; AGUIAR-

ALVES, 2015). Alguns destes, estão representados na Figura 1, caracterizados como 

fatores secretados ou aderidos às membranas (KONG; JOHNSON; JABRA-RIZK, 2016).   

Infecções estafilocócicas, imunossenescência e pele 

2.3.1.  Pele: Estrutura, função e mudanças ao longo do tempo 

A pele é o maior órgão do corpo, cobrindo toda a sua superfície externa, compõe 

aproximadamente 14% a 16% do peso corporal adulto humano (MONTEIRO-RIVIERE, 

2010).  Em um indivíduo de 70 kg, pesa mais de 5 kg e cobre uma área de superfície que 

se aproxima de 2 m2 (MCGRATH; UITTO, 2024). Além disso, tem 2 camadas: epiderme 

e derme, que têm diferentes estruturas e funções anatômicas (YOUSEF et al., 2024). 

Especificamente, a pele humana consiste em uma epiderme estratificada e celular e uma 

derme subjacente de tecido conjuntivo, separada por uma membrana basal dérmica-

epidérmica. Abaixo da derme há uma camada de gordura subcutânea, que é separada do 

resto do corpo por uma camada vestigial de músculo estriado (ABDO; SOPKO; 

MILNER, 2020; MCGRATH; UITTO, 2024).  

Com isso, a estrutura da pele compreende uma rede intrincada que serve como 

barreira inicial do corpo contra patógenos, luz ultravioleta (UV), produtos químicos e 

lesões mecânicas. Este órgão também regula a temperatura e a quantidade de água 

liberada no ambiente (YOUSEF et al., 2024). Sendo, portanto, um órgão integrado e 

dinâmico que tem uma miríade de funções biológicas que vão muito além de seu papel 

como uma barreira ao ambiente externo. Ela pode servir como uma barreira ambiental 

protegendo os principais órgãos internos e como uma barreira de difusão que minimiza a 

perda insensível de água (que pode resultar em desidratação) (MONTEIRO-RIVIERE, 

2010).   

Logo, desempenha uma variedade de funções importantes: 1- sensorial: serve 

como um órgão sensorial para os sentidos cutâneos, como dor, calor, frio, pressão, toque; 

2- termorregulação: funciona termicamente como um gerador de calor, absorvedor, 

transmissor, radiador, condutor e vaporizador (XU; LU, 2011). Por exemplo, os vasos 

sanguíneos se contraem para reter calor e se dilatam para dissipar calor. Já o cabelo em 

humanos e o pelo de mamíferos inferiores servem como dispositivos de isolamento, 

enquanto a transpiração facilita a perda de calor por evaporação (MONTEIRO-RIVIERE, 

2010). 3- Defesa do hospedeiro: previne a entrada de corpos estranhos, como 
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microrganismos, e protege os tecidos subjacentes de diferentes lesões, como lesões 

mecânicas, de calor, frio e biológicas. 4- A pele funciona como um reservatório de 

nutrientes e água (XU; LU, 2011). 

 Apesar do citado, a função de barreira da pele a torna suscetível a várias 

condições inflamatórias e infecciosas. Assim, entender a sua anatomia e a sua função é 

crucial para o gerenciamento dessas condições (YOUSEF et al., 2024). Observar estas 

variações desse órgão é extremamente importante em estudos envolvendo biofármacos, 

dermatologia, formulações, farmacologia cutânea, administração de medicamentos, 

penetração de nanopartículas e dermatotoxicologia (MONTEIRO-RIVIERE, 2010). 

Um exemplo dessas variações é a espessura da pele, que muda de acordo com a 

região do corpo e com a idade (com o passar do tempo tende a ficar mais delgada) e é 

influenciada pela espessura das camadas epidérmica e dérmica (YOUSEF et al., 2024). 

Um estrato córneo espesso pode ser encontrado em áreas de pele glabra, como as 

superfícies palmar e plantar, onde ocorre considerável ação abrasiva. Em geral, a 

arquitetura básica do tegumento é semelhante em todos os mamíferos. No entanto, podem 

existir diferenças na espessura das camadas epidérmicas e na derme em várias regiões do 

corpo entre espécies e dentro da mesma espécie. Uma epiderme fina pode ser encontrada 

em áreas onde há uma camada protetora de cabelo ou pelo (MONTEIRO-RIVIERE, 

2010).  

A epiderme é composta principalmente de queratinócitos e, para as camadas de 

células vivas, tem tipicamente 0,05 a 0,1 mm de espessura. A camada mais externa da 

epiderme é o estrato córneo. O estrato córneo pode ser dividido em três zonas bioquímicas 

e funcionais distintas: um absorvedor externo de solutos, um absorvedor médio de água 

para hidratação e uma barreira de defesa mecânica interna. Outras células na epiderme 

são os melanócitos (MCGRATH; UITTO, 2024). Os melanócitos são células, 

caracterizadas por projeções ou ramificações que lhes permitem distribuir pacotes de 

pigmento de melanina, denominados melanossomas, aos queratinócitos circundantes, 

conferindo cor à pele. A variedade de aparências da pele é determinada pela natureza da 

melanina e pelo tamanho dos melanossomas. Os melanócitos produzem principalmente 

dois tipos de melanina: eumelanina e feomelanina. A eumelanina é marrom-escura e é o 

pigmento primário para proteção contra radiação ultravioleta (RUV). Em contraste, a 

feomelanina é amarelo-avermelhada e é mais suscetível a danos induzidos por RUV 

(CUI; MAN, 2023).  
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A derme, localizada entre a epiderme e o tecido subcutâneo, atua como uma matriz 

de sustentação para a pele. Composta por uma rede de polissacarídeos e proteínas, ela 

confere resiliência e retém a hidratação. Sua espessura varia entre 0,5 mm e 5 mm, 

dependendo da região do corpo (BROWN; KRISHNAMURTHY, 2022). 

Estruturalmente, a derme é fibrosa, rica em colágeno, tecido elástico e outros 

componentes extracelulares, como vasos sanguíneos, nervos, folículos capilares e 

glândulas. Ela desempenha papéis cruciais no suporte, proteção e termorregulação. As 

células predominantes na derme são os fibroblastos. O colágeno, principal proteína da 

matriz extracelular, representa 80-85% do peso seco da derme, sendo essencial para sua 

integridade (MCGRATH; UITTO, 2024). 

O envelhecimento da pele, um fenômeno multifacetado, envolve alterações 

estruturais (diminuição do colágeno, redução da espessura) e funcionais (ressecamento, 

rugas). Este processo é mediado por radicais livres, inflamação, fotoenvelhecimento e 

fatores metabólicos (HE; GAO; XIE, 2024). O envelhecimento cronológico, 

especificamente, compromete a síntese lipídica, resultando em maior perda de água 

transepidérmica e consequente desidratação. Morfologicamente, a junção dermo-

epidérmica se achata e a derme sofre atrofia (GRIFFITHS; WATSON; LANGTON, 

2023). Em relação às proteínas da matriz extracelular, o envelhecimento intrínseco causa 

uma redução e menor solubilidade do colágeno, enquanto a elastina se degrada e acumula 

danos (LEE; OH; CHUNG, 2016). 

Com o avançar da idade, observa-se um aumento no dobramento de proteínas e 

uma menor interação destas com a água. Adicionalmente, embora haja um aumento de 

glicosaminoglicanos na pele envelhecida, sua deposição anormal no material elastoico 

impede uma hidratação eficaz. Consequentemente, a água na pele envelhecida tende a 

formar estruturas tetraédricas, ligando-se a si mesma em vez de outras moléculas 

(WALLER; MAIBACH, 2006). Além do mais, o envelhecimento resulta em diminuição 

da capacidade funcional da pele, manifestando-se como atenuação do seu efeito protetor 

e disfunção imunológica, conforme descrito acima. Assim, infecções oportunistas da pele 

são mais comuns em pacientes longevos, assim como o desenvolvimento de feridas 

crônicas que servem como portais para entrada e crescimento de agentes infecciosos 

(RUSSELL-GOLDMAN; MURPHY, 2020).  

2.3.2.   Infecções estafilocócicas na pele e imunossenescência 
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A imunossenescência, disfunção imunológica associada ao envelhecimento, leva 

a um aumento da suscetibilidade a infecções (HU et al., 2023). De tal modo, indivíduos 

longevos representam a população com maior risco e pior prognóstico para doenças 

infecciosas (FALCONE; TISEO, 2023). Estas incluem o alto risco de infecções de pele e 

tecidos moles devido a vários fatores, como múltiplas comorbidades e condições de pele 

que os predispõem a desenvolvê-las. Tais condições são geralmente causadas por S. 

aureus, incluindo cepas de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) (MARIO 

VENDITTI et al., 2003; NELOSKA et al., 2016). Alterações na consistência da pele e a 

própria imunossenescência predispõem a esses fatores de risco (MENEGUIN; TORRES; 

POLLO, 2020).  

Somadas a estas alterações, na matriz dérmica, tem-se ainda a atrofia, senescência 

de células dérmicas (como fibroblastos) e diminuição da síntese e degradação acelerada 

das fibras de colágeno dérmico como fatores que aumentam a suscetibilidade a infecções 

cutâneas. Além disso, apresentam alta frequência de condições associadas à fragilidade 

da pele, como edema e trauma (FALCONE; TISEO, 2023; LEE; HONG; KIM, 2021). O 

envelhecimento do sistema imunológico leva à desregulação das respostas imunes, 

comprometendo a defesa da pele contra agressões externas (DE MARTINIS; SIRUFO; 

GINALDI, 2017; HE; GAO; XIE, 2024). Isso inclui deficiências na fagocitose e 

diminuição da produção, ativação e função dos linfócitos T e B, entre outros efeitos. As 

bactérias exploram a imunossenescência usando vários fatores de virulência para escapar 

das defesas do hospedeiro, levando a infecções graves e frequentemente fatais 

(CHAMBERS; VUKMANOVIC‐STEJIC, 2020; THEODORAKIS et al., 2024).  

Portanto, o sistema imunológico da pele, uma parte indispensável do mecanismo 

de defesa do corpo, compreende inúmeras células  (HE; GAO; XIE, 2024). As células 

imunes residentes no tecido da pele são altamente variadas e compreendem células T αβ 

e γδ, células dendríticas (CDs), mastócitos e macrófagos, bem como uma população de 

um subconjunto imune inato de células da linhagem linfoide, chamadas de células 

linfoides inatas (CLIs) (FUCHS; BLAU, 2020; MCGRATH; UITTO, 2024). Estas células 

desempenham um papel fundamental na manutenção da homeostase da pele e na resposta 

a lesões ou infecções (HE; GAO; XIE, 2024).  Além do mais, a imunidade de barreira da 

pele é composta por células estromais, como queratinócitos e adipócitos, e células 

imunes, como células de Langerhans (CLs) e células T de memória residentes (Trm), 
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trabalhando em conjunto para impedir a entrada de patógenos e lidar com desafios físicos 

e químicos contínuos (CHAMBERS; VUKMANOVIC‐STEJIC, 2020).  

As células imunes residentes na epiderme que podem iniciar uma resposta imune 

local são as CLs, mas seu número diminui com a idade e elas mostram uma capacidade 

reduzida de migrar para os gânglios linfáticos. Ademais, as CLs na pele envelhecida 

expressam menos β-defensina humana epidérmica (HBD)-3 (do inglês, Human β-

defensin 3), que é um importante peptídeo antimicrobiano para uma resposta a infecções. 

A deficiência de CLs na pele envelhecida reduz a defesa contra infecções microbianas, o 

que explica a maior prevalência de infecções bacterianas em longevos, especialmente por 

S. aureus e estreptococos β-hemolíticos (BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI, 

2021).  

Normalmente, a invasão por microrganismos desencadeia uma resposta rápida dos 

fagócitos do sistema imunológico inato (como os neutrófilos, por exemplo), células 

natural killer (NK) e mecanismos de defesa química, juntamente com a inflamação de 

suporte. A fagocitose do microrganismo facilita a apresentação do antígeno por meio de 

macrófagos especializados, que iniciam a resposta imune adaptativa (à exemplo, 

mediadas por linfócitos Tγδ) (FEEHAN; TRIPODI; APOSTOLOPOULOS, 2021; 

MCGRATH; UITTO, 2024). Na transição para a resolução da resposta imune, as células 

T regulatórias (Treg) desempenham um papel crucial, induzindo a formação de células de 

memória e modulando a resposta inata. Elas promovem a mudança de macrófagos M1 

para M2, auxiliando na resolução da inflamação e para o reparo tecidual. No entanto, o 

envelhecimento pode comprometer essas funções imunológicas, resultando em 

desregulação (COVRE et al., 2020). 

Portanto, à medida que a população envelhece, é fundamental entender as 

transformações da pele e como elas afetam a função de barreira imunológica 

(CHAMBERS; VUKMANOVIC‐STEJIC, 2020). Com o progresso da idade, juntamente 

com vários estímulos ambientais internos e externos, as células imunológicas da pele 

podem sofrer senescência ou envelhecimento acelerado, caracterizado pela redução da 

capacidade de divisão celular, aumento da mortalidade, alterações nos padrões de 

expressão gênica e vias de sinalização e funções alteradas das células imunológicas. Essas 

mudanças impactam coletivamente a função geral do sistema imunológico (HE; GAO; 

XIE, 2024). O sistema imunológico humano consiste em uma interação fortemente 
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orquestrada entre a imunidade inata e adaptativa, com a imunossenescência tendo 

impactos deletérios em ambas (FEEHAN; TRIPODI; APOSTOLOPOULOS, 2021). 

2.3.3.  A importância dos neutrófilos contra S. aureus e como sua 

atividade é comprometida em indivíduos longevos 

O corpo humano possui fagócitos especializados, como neutrófilos, macrófagos e 

células dendríticas, que englobam microrganismos invasores (DEY; BISHAYI, 2016). 

Dentre eles, os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes no sangue e representam a 

primeira linha de defesa contra bactérias que rompem as barreiras epiteliais. A principal 

função dos neutrófilos é responder rapidamente a estímulos químicos, em um processo 

chamado quimiotaxia (AIELLO et al., 2022). Isso permite que sejam rapidamente 

recrutados para locais de infecção, atraídos por citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

(como IL-1, IL-8 e TNF-α) liberadas por macrófagos residentes nos tecidos, células 

endoteliais e outras células, dependendo do local da invasão microbiana (KUMAR; 

SHARMA, 2010). O tráfego de neutrófilos da circulação para locais de inflamação é um 

processo altamente regulado que envolve interações com as paredes vasculares e sinais 

quimiotáticos locais, conforme já mencionado (VAN AVONDT et al., 2023).  

 Após a migração para um local de infecção, os neutrófilos envolvem e expõem 

microrganismos invasores a peptídeos e proteínas antimicrobianas, bem como espécies 

reativas de oxigênio (EROs), como parte de seu arsenal bactericida (GUERRA et al., 

2017). Uma vez que essas células se infiltram nos tecidos inflamados, elas medeiam a 

eliminação de patógenos por meio da fagocitose, formação de armadilha extracelular 

(NET) e da liberação de proteínas antimicrobianas de seus grânulos intracelulares 

(CROOKE et al., 2019; VAN AVONDT et al., 2023).  Portanto, idealmente, os neutrófilos 

ingerem bactérias para evitar danos às células e tecidos circundantes, matam 

microrganismos invasores com mecanismos antimicrobianos, sofrem morte celular 

programada (apoptose) para minimizar a inflamação e são eliminados por macrófagos 

(GUERRA et al., 2017). Entretanto, apesar de serem células naturalmente de vida curta; 

sinais inflamatórios podem prolongar sua vida útil (CROOKE et al., 2019).  

Desde sua descoberta, S. aureus tem se mostrado um inimigo formidável dos 

neutrófilos, cuja eliminação eficaz é crucial para um resultado positivo da infecção. No 

entanto, o S. aureus desenvolveu mecanismos sofisticados para evadir a morte induzida 

por neutrófilos. Esses mecanismos incluem a modulação e evasão de processos 

bactericidas essenciais, como priming, ativação, quimiotaxia, produção de EROs e 
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resolução da infecção. Além disso, o microrganismo utiliza sistemas sensoriais e 

regulatórios para adaptar a produção de fatores de virulência em resposta a sinais de 

gatilho específicos, como a presença de neutrófilos e defensinas (GUERRA et al., 2017).  

As funções clássicas dos neutrófilos descritas acima podem ser dramaticamente 

alteradas durante o curso do envelhecimento (CROOKE et al., 2019). No processo de 

envelhecimento, os neutrófilos contribuem para o inflammaging devido à sua capacidade 

de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês Pathogen-

Associated Molecular Patterns), padrões moleculares associados a danos (DAMPs, do 

inglês Damage-Associated Molecular Patterns) e/ou detritos celulares liberados após a 

entrada do patógeno por meio de seus receptores de reconhecimento de padrões (PRRs, 

do inglês Pattern Recognition Receptors). Em indivíduos mais velhos, isso leva a um 

aumento na produção de mediadores pró-inflamatórios e à exacerbação do processo de 

inflammaging (AIELLO et al., 2022; CARUSO et al., 2022).  

Além de contribuírem para esse processo inflamatório, crônico e de baixo grau, 

os neutrófilos são menos equipados para erradicar patógenos. Isso ocorre, pois, essas 

células, com o passar da idade, apresentam menor expectativa de vida, capacidades 

reduzidas para quimiotaxia, fagocitose, formação de NET e geração de EROs após 

estimulação (embora os neutrófilos de longevos constitutivamente produzam e secretem 

níveis mais altos de EROs) (VAN AVONDT et al., 2023). O envelhecimento parece 

promover uma capacidade quimiotática disfuncional nos neutrófilos, o que altera tanto a 

disseminação quanto a obtenção do local do dano. Defeitos na quimiotaxia e, 

consequentemente, na capacidade de atingir o local do dano, levam à distribuição alterada 

de neutrófilos, o que também prejudica o reconhecimento e a eliminação de patógenos 

(AIELLO et al., 2022). Alterações na sinalização celular também desempenham um papel 

central na manutenção da homeostase dessas células (CROOKE et al., 2019). 

A quimiotaxia deficiente dos neutrófilos está associada à cicatrização de feridas 

prejudicada durante o envelhecimento (BRUBAKER et al., 2013). Paradoxalmente, o 

envelhecimento pode levar, também, ao excesso de neutrófilos e à inflamação. Em 

estudos in vivo, a migração descontrolada de neutrófilos em camundongos senescentes 

está associada à produção anormal de substâncias inflamatórias ou à redução dos 

mecanismos anti-inflamatórios (VAN AVONDT et al., 2023). Os defeitos na eliminação 

de patógenos e na cicatrização de feridas mediados por neutrófilos podem resultar da 

expressão alterada de receptores toll-like (TLRs) e da diminuição da expressão do 
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês Major Histocompatibility 

Complex) classe II, bem como do aumento de EROs e da diminuição da expressão de 

CD16 (FcγRIIIA). A redução de CD16 compromete a opsonização de patógenos mediada 

por complemento e imunoglobulina, e prejudica a capacidade dos neutrófilos de formar 

NETs (DREW; WILSON; SAPEY, 2018; OH; LEE; SHIN, 2019).  

Em suma, esses achados indicam que o envelhecimento prejudica as funções dos 

neutrófilos, diminuindo a proteção contra infecções. Estudos em camundongos 

senescentes confirmam essa redução na capacidade dos neutrófilos de eliminar 

microrganismos. No entanto, algumas pesquisas anteriores mostraram que a fagocitose e 

a morte intracelular podem ser preservadas em animais senescentes. Portanto, são 

necessários mais estudos para elucidar completamente os mecanismos pelos quais o 

envelhecimento afeta a função dos neutrófilos e para desenvolver estratégias que possam 

mitigar o impacto negativo da idade na imunidade (TEISSIER; BOULANGER; COX, 

2022; VAN AVONDT et al., 2023).  

2.3.4. O papel das citocinas na resposta imune à infecção por S. 

aureus na pele de indivíduos mais velhos 

O desequilíbrio entre mecanismos inflamatórios e anti-inflamatórios em um 

fenótipo de envelhecimento causa uma inflamação estéril crônica de baixo grau, 

denominada estado de “inflammaging” (CEVENINI; MONTI; FRANCESCHI, 2013; 

MINCIULLO et al., 2016). De fato, evidências de estudos em humanos indicam que os 

longevos têm altas concentrações séricas basais de citocinas pró-inflamatórias 

(BRUUNSGAARD et al., 1999; FAGIOLO et al., 1993; FERRUCCI et al., 2005; 

GALANTINI et al., 2022; GONÇALVES et al., 2022).  O inflammaging é resultado tanto 

da estimulação crônica de antígenos ao longo dos anos quanto da exposição contínua ao 

estresse oxidativo causado por radicais livres e produção de toxinas (BOCHEVA; 

SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2021).  

Durante uma infecção, neutrófilos e citocinas desempenham papéis cruciais na 

resposta imune. Contudo, o envelhecimento, marcado pela imunossenescência e 

inflammaging, compromete essa eficácia (LI et al., 2023b). Observa-se uma disfunção na 

atividade fagocítica dos neutrófilos, juntamente com um fenótipo ativado, caracterizado 

pela alta expressão de CD11b e aumento da produção de EROs, ambos correlacionados 

com níveis elevados de TNF-α (LORD et al., 2001; VAN AVONDT et al., 2023; 

VERSCHOOR et al., 2015). Paralelamente, o sistema imune senescente exibe 
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hiporresponsividade a infecções, com uma produção exacerbada de citocinas 

inflamatórias (IFN-γ, TNF-α, IL-1, IL-6), originadas principalmente da imunidade inata 

(BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2021). 

A imunidade adaptativa também sofre declínio, evidenciado pela redução de 

células T naïves, comprometendo a resposta a novos antígenos e a produção de anticorpos 

(HU et al., 2023). A senescência linfocitária, associada à perda de marcadores de 

superfície e encurtamento de telômeros, resulta na diminuição da produção de IL-2, 

essencial para a proliferação celular, e na exaustão funcional das células T (BOCHEVA; 

SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2021; FESSLER et al., 2013). Na pele envelhecida, células 

T efetoras e DCs mieloides senescentes contribuem para um ambiente pró-inflamatório, 

com secreção aumentada de TNF-α, IFN-γ e IL-6 (CHAMBERS; VUKMANOVIC‐

STEJIC, 2020; PAPA et al., 2023; PILKINGTON et al., 2021). Curiosamente, há um 

aumento no número de células Treg, que suprimem a resposta imune via IL-10, 

especialmente após exposição à radiação UV (BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI, 

2021). 

2.3.5.   Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) 

2.3.6.   Mecanismo de resistência de MRSA 

As bactérias desenvolvem resistência a antibióticos por diversos mecanismos, 

entretanto, existem três mecanismos básicos que permitem que isso ocorra: 1- 

Degradação enzimática de medicamentos antibacterianos, 2- Alteração de proteínas 

bacterianas que são alvos antimicrobianos, 3- Alterações na permeabilidade da membrana 

a agentes antibióticos (KARTIK SHAW; SAHANA MAZUMDER, 2022). A resistência 

de MRSA, ocorre, principalmente, pelo terceiro mecanismo abordado. Todavia, mais de 

95% das cepas de MRSA também têm uma enzima β-lactamase, que confere resistência 

à penicilina (ARÊDE; MINISTRO; OLIVEIRA, 2013) .  

Em 1981, o mecanismo de resistência à meticilina foi elucidado com a detecção 

de PBPs (proteínas de ligação à penicilina, do inglês penicillin binding protein) de 

afinidade reduzida em MRSA (HARTMAN; TOMASZ, 1981). Os antibióticos β-

lactâmicos, incluindo a penicilina, impedem o crescimento bacteriano ao bloquear a 

síntese da parede celular. As PBPs, enzimas bacterianas como as transpeptidases, 

desempenham um papel crucial na construção da parede celular, catalisando a ligação 

cruzada das cadeias de peptidoglicano (BLUMBERG; STROMINGER, 1974; 
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STAPLETON; TAYLOR, 2002). Portanto, as PBPs representam o alvo primário desses 

antibióticos (GHOOI; THATTE, 1995; TOMASZ, 1979).  

A resistência à meticilina em MRSA é conferida pelo gene mecA, que codifica a 

proteína PBP2a (proteína de ligação à penicilina 2a) (CLINICAL AND LABORATORY 

STANDARDS INSTITUTE, 2018), esta proteína não está presente em cepas suscetíveis 

e acredita-se que tenha sido adquirida de uma espécie distantemente relacionada 

(HIRAMATSU et al., 2001). A PBP-2a tem uma afinidade menor para se ligar a beta-

lactâmicos, então, continua a catalisar a síntese da parede celular bacteriana mesmo na 

presença de muitos antibióticos (DEVER, 1991; HOU et al., 2023; UDDIN et al., 2021).  

O gene que codifica a PBP2a é transportado pelo elemento genético móvel 

SCCmec (SCC do inglês Staphylococcal cassette chromosome), com diferentes formas 

genéticas (ENRIGHT et al., 2002). A expressão do mecA é regulada por um mecanismo 

complexo envolvendo as proteínas mecR1, mecI e mecR2 (DERESINSKI, 2005), 

conforme descrito na Figura 2. A exposição a antibióticos β-lactâmicos ativa o MecR1, 

que cliva o mecI, liberando a transcrição do mecA. A co-regulação positiva garante a 

indução contínua do mecA na presença do antibiótico (ARÊDE et al., 2012; HOU et al., 

2023). 

Figura 2. Modelo para a indução de mecA por MecR1-MecI-MecR2. Na presença de um antibiótico β-

lactâmico, MecR1 é ativado e rapidamente induz a expressão de mecA e mecR1-mecI-mecR2. A atividade 

antirrepressora de MecR2 é essencial para sustentar a indução de mecA, uma vez que promove a inativação 

de MecI por clivagem proteolítica. Na ausência de β-lactâmicos, MecR1 não é ativado e um estado estável 

é estabelecido com dímeros MecI estáveis ligados ao promotor mecA e cópias residuais de MecR1 na 

membrana celular (ARÊDE et al., 2012). Imagem adaptada de ARÊDE et al., 2012, autoria própria. 
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2.3.7.  Antibióticos para tratamento de MRSA: Desafios e interesse 

internacional por novos tratamentos 

Infecções graves causadas por bactérias resistentes aos antibióticos, comumente 

usados na prática clínica, surgiram como um problema de saúde global no século XXI. O 

cenário atual de resistência antimicrobiana, um desafio complexo e multifatorial, é 

preocupante e tende a progredir para o que a Organização Mundial da Saúde chama de 

“era pós-antibióticos”, um cenário iminente (ROMERO; DE SOUZA DA CUNHA, 

2021). Como uma bactéria resistente de rápida evolução, MRSA, representa uma ameaça 

significativa à saúde global. Sua alta toxicidade e a complexidade do tratamento de suas 

infecções são agravadas pela sua adaptabilidade genética, que impulsiona o surgimento 

de cepas epidêmicas. Através da otimização de seu conteúdo genético, este 

microrganismo desenvolveu cepas hipervirulentas e multirresistentes, desafiando os 

protocolos terapêuticos convencionais (HOU et al., 2023).  

Dessa forma, a Organização Mundial da Saúde classifica o S. aureus como uma 

prioridade crítica para o desenvolvimento urgente de novos antibióticos (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2024). A disseminação global de clones pandêmicos de 

MRSA agrava essa urgência, especialmente, em países em desenvolvimento, onde a 

infraestrutura para diagnóstico de resistência antimicrobiana é precária, o acesso a 

antibióticos eficazes é limitado e as políticas de controle de infecção hospitalar são 

insuficientes. Além disso, a facilidade de acesso a antibióticos sem prescrição em muitas 

regiões tropicais contribui significativamente para o aumento da resistência bacteriana  

(NICKERSON et al., 2009).  

A resistência do MRSA a múltiplos fármacos, incluindo penicilina, 

aminoglicosídeos, tetraciclinas, macrolídeos e quinolonas, classifica-o como uma 

“superbactéria”. A resistência do MRSA é impulsionada por mecanismos complexos, 

como mutações genéticas, formação de biofilmes e bombas de efluxo de fármacos, o que 

exige o desenvolvimento urgente de novas estratégias terapêuticas (HOU et al., 2023). A 

escolha do tratamento para infecções por S. aureus é determinada pelo tipo de infecção e 

pela presença de resistência a antibióticos. Em casos de cepas sensíveis à meticilina 

(MSSA), a penicilina permanece como a primeira linha de tratamento. Para cepas de 

MRSA, a vancomicina é geralmente preferida (BOUCHER; COREY, 2008). A duração e 

o modo de administração da terapia antimicrobiana variam conforme a gravidade da 
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infecção e outros fatores clínicos. Em algumas situações, terapias adjuvantes podem ser 

necessárias para otimizar os resultados do tratamento (TONG et al., 2015).  

Dada a urgência por novas terapias contra a resistência a medicamentos, a 

pesquisa translacional é fundamental. A progressão para ensaios clínicos requer modelos 

animais robustos e estudos clínicos controlados. A prevenção e o tratamento de infecções 

por MRSA são áreas de pesquisa prioritárias (HOU et al., 2023). À luz dessas questões, 

a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa) emerge como uma alternativa 

promissora para o tratamento de infecções bacterianas multirresistentes (WONG et al., 

2018). Estudos demonstraram a eficácia da TFDa na redução de colônias de MRSA em 

modelos cutâneos, abrindo caminho para o desenvolvimento de novas estratégias a serem 

utilizadas para minimizar o impacto global de MRSA (ALMEIDA et al., 2017; DOS 

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

 Terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) 

2.4.1.  Conceito 

O poder de cura pela luz atrai interesse há milhares de anos. Descobertas 

científicas e avanços tecnológicos no campo, eventualmente, levaram ao surgimento da 

terapia fotodinâmica, que logo se tornou uma abordagem promissora no tratamento de 

uma ampla gama de doenças (NICULESCU; GRUMEZESCU, 2021).  A Terapia 

fotodinâmica (TFD) é uma tecnologia, moderna e não-invasiva, que tem sido utilizada 

para tratamento e controle de diversas doenças que podem ou não ser ocasionadas por 

microrganismos (ALLAMYRADOV et al., 2024; CORREIA et al., 2021; GHOLAMI et 

al., 2023; JIANG et al., 2023).  

Essa tecnologia utiliza a combinação de um fotossensibilizador, luz e oxigênio 

molecular para a destruição seletiva de um determinado alvo biológico (MEEROVICH 

et al., 2019). A combinação de corantes não tóxicos chamados fotossensibilizadores (FS) 

e luz, na presença de oxigênio, produz compostos reativos, capazes de agir seletivamente 

no tecido (MARCOLAN DE MELLO et al., 2019). A TFD tem sido usada com sucesso 

em dermatologia, oncologia, ginecologia e urologia (MICHALAK et al., 2023). É usada, 

também, no tratamento da inflamação crônica e é uma alternativa interessante no 

tratamento de infecções bacterianas resistentes a medicamentos (GRANDI et al., 2022; 

KWIATKOWSKI et al., 2018; MI et al., 2023).  

2.4.2.   Mecanismos de ação  
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O mecanismo molecular da TFD é baseado na ação de três componentes não 

tóxicos, dentre os quais: o fotossensibilizador (FS); a luz com o comprimento de onda 

apropriado e o oxigênio dissolvido nas células (ALVAREZ; SEVILLA, 2024; YOUNUS 

et al., 2024). Existem dois mecanismos principais da reação fotodinâmica. Ambos são 

intimamente dependentes das moléculas de oxigênio dentro das células. O primeiro 

estágio de ambos os mecanismos é semelhante (AEBISHER; SZPARA; BARTUSIK-

AEBISHER, 2024).  

Um fotossensibilizador, depois de entrar na célula, é irradiado com um 

comprimento de onda de luz que coincide com a sua absorção de luz (Figura 3).  A partir 

de então o FS é convertido do estado singlete básico de energia para o estado singlete 

excitado (FSet), por causa da absorção de fótons (KWIATKOWSKI et al., 2018). Parte da 

energia é irradiada na forma de um quantum de fluorescência. A energia restante direciona 

uma molécula do fotossensibilizador para o estado tripleto excitado (FSet), a forma 

terapêutica adequada do composto (MAHARJAN; BHATTARAI, 2022). 

 

Figura 3. 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 

tripleto (1O2), altamente reativo. Imagem criada no BioRender. Adaptado de CALIXTO et al., 2016.  

Assim, após um cruzamento entre sistemas, o FS, agora em um estado excitado 

por um tripleto, pode reagir de duas maneiras: 1- com biomoléculas através de uma 

transferência de átomo de hidrogênio (elétron) para formar radicais, que reagem com 

oxigênio molecular para gerar ERO (reação tipo I); ou, 2- o FS em seu estado tripleto 
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pode reagir diretamente com o oxigênio através da transferência de energia, gerando 

oxigênio singlete (reação tipo II) (CALIXTO et al., 2016).  

Nas reações do tipo I, o FS no estado tripleto excitado reage com biomoléculas 

(isto é, lipídios, proteínas e ácidos nucleicos), transferindo átomos de hidrogênio através 

do mecanismo radical (BAPTISTA et al., 2021). Ele gera radicais livres e íons radicais 

(independentes do tipo radical na molécula alvo, isto é, lipídios, proteínas ou ácidos 

nucléicos) que reagem com o oxigênio, resultando na geração de espécies reativas de 

oxigênio (ALFEI et al., 2024). As reações do tipo II são baseadas em um fenômeno 

chamado aniquilação de tripleto-tripleto (FORECAST et al., 2023). Nessas reações, o FS 

em seu estado tripleto excitado reage com o oxigênio em seu estado fundamental tripleto. 

Isto produz um agente oxidante singlete que é altamente reativo e citotóxico (GULATI; 

GULATI; KUMAR, 2022).  

Ambos os tipos de reações ocorrem simultaneamente, e o equilíbrio entre elas é 

determinado pelo FS utilizado, pelas concentrações de oxigênio e substrato, e pela 

afinidade do FS-substrato (PRZYGODA et al., 2023). A TFD afeta diretamente apenas 

os substratos biológicos próximos à região onde essas espécies são geradas, geralmente 

em um raio de 20 nanômetros. Portanto, a localização do FS é um fator primário nos 

estudos de liberação de medicamentos para atingir os tecidos, porque a seletividade 

promove a sensibilização localizada (CALIXTO et al., 2016). 

2.4.3.  Fontes de luz 

No início da TFD, utilizavam-se lâmpadas convencionais, que geravam luz não 

coerente e policromática. A introdução do laser como fonte de luz representou um avanço 

significativo, demonstrando maior eficiência (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004). O uso 

de LEDs (do inglês Light Emitting Diodes) como fontes de luz foi o passo seguinte no 

desenvolvimento tecnológico da terapia de luz (VO-DINH, 2014). Os LEDs emitem luz 

por meio da movimentação de elétrons através de diferentes materiais semicondutores, 

produzindo uma emissão espontânea de fótons não coerentes (BACCARI et al., 2017). 

Os lasers precisam de uma grande quantidade de energia para sua geração enquanto os 

LEDs necessitam de pouca energia para geração de luz (MIRZA; KHATRI, 2017).  

Uma diferença significativa entre os lasers e os LEDs é a forma como a energia 

de luz é levada (saída de potência óptica-OPD) (BAROLET, 2008). Os LEDs fornecem 

um mesmo comprimento de onda de luz suave em comparação com os lasers e com uma 

saída de energia substancialmente menor. Não levam energia suficiente para danificar os 
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tecidos e não tem o mesmo risco de danos acidentais oftálmicos que os lasers oferecem 

(OPEL et al., 2015). Os LEDs dispersam ao longo de uma maior superfície de área que 

os lasers podendo ser usada em grandes áreas resultando em menor tempo de tratamento 

(BAROLET, 2008).  

Os efeitos biológicos dependem dos parâmetros de irradiação, tais como 

comprimento de onda, dose, intensidade, tempo de irradiação (tempo de tratamento), 

onda contínua ou de modo cursado e por último o padrão de pulsação (BRANCALEON, 

2002). A luz é medida em comprimentos de onda e expressa em unidades de nanômetros 

(nm). Comprimentos de ondas são frequentemente designados de acordo com sua cor 

associada e incluem azul (400-700nm), verde (470-550nm), vermelho (630-700nm) e 

infravermelho (700-1200nm). Em geral, quanto maior o comprimento de onda mais 

profunda é a penetração tecidual (BAROLET, 2008). 

2.4.4.  Fotossensibilizadores 

A estrutura ideal do FS é muito diferente entre medicamentos anticâncer e 

antimicrobianos. Os FS anticâncer tendem a ser lipofílicos com pouca ou nenhuma carga 

geral (positiva ou negativa). Os FS antimicrobianos, por outro lado, tendem a ter cargas 

catiônicas pronunciadas. Em muitos casos, quanto mais cargas, melhor, especialmente 

para o direcionamento de bactérias gram-negativas (MARTINEZ DE PINILLOS 

BAYONA et al., 2017). Para terapias anticâncer, FS eficazes devem absorver luz em 

comprimentos de onda longos (infravermelho próximo) para penetrar tecidos. Em 

terapias antimicrobianas, essa característica é menos crucial, pois as infecções tratadas 

são geralmente superficiais (NARDINI et al., 2019). 

No caso das bactérias, está bem documentado que a TFD é mais eficaz no 

tratamento de espécies gram-positivas do que espécies gram-negativas, devido às 

diferentes estruturas fundamentais da parede celular (WONG et al., 2018).  A membrana 

das bactérias gram-positivas é cercada por uma camada relativamente porosa de 

peptidoglicano e ácido lipoteicóico que permite que o fotossensibilizador atravesse mais 

rapidamente. Comparadas às bactérias gram-positivas, as bactérias gram-

negativas possuem uma parede celular relativamente impermeável que dificulta a 

penetração efetiva do fotossensibilizador (HAMBLIN, 2016).  

Dessa forma, estudos recentes concentraram-se no desenvolvimento e eficácia de 

novos fotossensibilizadores (ZHANG et al., 2018). Os pré-requisitos para um 

sensibilizador ideal incluem: pureza química, seletividade, estabilidade química e física, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gram-negative-bacteria
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gram-negative-bacteria
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curto intervalo de tempo entre a administração, acúmulo máximo dentro do alvo e 

ativação em comprimentos de onda com ótima penetração tecidual (ROBERTSON; 

EVANS; ABRAHAMSE, 2009). As principais classes de fotossensibilizadores exibem 

diferentes fotoquímicos e propriedades fotofísicas em termos de mecanismos de ação e 

ativação da luz. Dentre estas tem as estruturas de tetrapirrole, corantes sintéticos e 

produtos naturais (NYMAN; HYNNINEN, 2004). 

  Extratos de Passiflora como fotossensibilizadores: propriedades 

fitoquímicas e farmacológicas 

2.5.1. Passiflora  

O gênero Passiflora abrange cerca de 630 espécies distribuídas em 17 subgêneros, 

com reconhecido potencial farmacológico, ornamental, industrial e alimentar 

(FONSECA; RIBEIRO VENIAL; MAURI BERNARDES, 2019). As plantas são 

trepadeiras lenhosas perenes, da família Passifloraceae e são amplamente distribuídas na 

América tropical, Ásia e África  (SANTOS et al., 2012). O maracujá e seus subprodutos 

são ricos em uma variedade de compostos químicos e nutricionais, incluindo polifenóis, 

polissacarídeos, pectina, carotenoides e vitaminas (ZHANG et al., 2023).  

Consequentemente, as atividades farmacológicas do maracujá estão intimamente 

ligadas aos seus componentes bioativos, como polifenóis, triterpenos, flavonoides e 

polissacarídeos. Nos últimos anos, diversas revisões têm abordado o valor nutricional, a 

fitoquímica e a farmacologia do gênero Passiflora (FONSECA et al., 2022; HE et al., 

2020; KAWAKAMI et al., 2021). Entretanto, observa-se uma escassez de revisões que 

explorem os usos potenciais de todas as frações do maracujá (casca, polpa e sementes) e 

suas respectivas propriedades fitoquímicas e atividades biológicas (ZHANG et al., 2023). 

Tradicionalmente, o gênero Passiflora tem sido empregado no tratamento da ansiedade e 

como antidepressivo (AYRES et al., 2017).  

Os flavonoides por serem os principais constituintes químicos de espécies de 

Passiflora, podem servir como marcadores químicos do gênero (GARCIA et al., 2024). 

Estudos recentes têm demonstrado a capacidade de certos compostos, incluindo 

flavonoides presentes no extrato da jabuticaba, de possuírem atividade fotodinâmica 

(DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a, 2020). Assim, a investigação de novos compostos 

assume fundamental importância na descoberta de potenciais fotossensibilizadores, os 

quais podem ser apropriados para controlar infecções causadas por bactérias resistentes a 



24 

 

 

 

antibióticos (DOS SANTOS et al., 2020). Contudo, não há registro de pesquisas que 

avaliem a capacidade fotossensibilizadora de espécies do gênero Passiflora.  

2.5.2. Passiflora edulis  

A principal espécie, Passiflora edulis (P. edulis), é comumente conhecida como 

“maracujá” e se tornou popular devido à sua importância econômica e medicinal 

(ZHANG et al., 2023). No Brasil, o maracujá amarelo é mais comumente utilizado para 

fazer remédios populares, como tinturas ou pílulas. Em países como Estados Unidos e 

Europa, as folhas de P. edulis são usadas como sedativo ou tranquilizante (HOLANDA et 

al., 2020). Em ratos, extratos de folhas de maracujá amarelo (P. edulis) apresentaram 

efeito antidepressivo semelhante a Nortriptilina e Fluoxetina, possivelmente devido aos 

flavonoides (AYRES et al., 2017). Nas últimas décadas, esforços consideráveis foram 

dedicados ao estudo farmacológico de P. edulis, vários extratos, suco de fruta e compostos 

isolados mostraram uma ampla gama de atividades biológicas, como efeitos antioxidantes 

(DOS SANTOS et al., 2023; SUK JEONG et al., 2022), anti-inflamatórios (SUK JEONG 

et al., 2022), antitumorais (NASCIMENTO et al., 2022; REGUENGO et al., 2022), 

hepatoprotetores (SUDASINGHE; PEIRIS, 2018) e neuroprotetores (TAL et al., 2016).  

2.5.3. Passiflora alata  

Passiflora alata (P. alata), conhecida como maracujá-doce, é uma trepadeira 

perene nativa da Amazônia e amplamente cultivada do Peru ao Brasil, sendo a espécie 

oficial de Passiflora na Farmacopeia Brasileira. Seus principais constituintes incluem 

flavonoides, glicosídeos esteroides, saponinas triterpênicas e alcalóides (LODHI; 

J.PATEL, 2023). Sendo que o extrato aquoso da folha e seus principais polifenóis – 

isoorientina, vitexina, catequina e rutina – demonstram propriedades antiproliferativas, 

sugerindo um potencial para o tratamento de doenças inflamatórias crônicas, como 

diabetes mellitus (COLOMEU et al., 2022). Além disso, o extrato da folha de P. alata 

exibiu potencial citotóxico contra linhagens de células cancerígenas (RICARDO et al., 

2019). Esta espécie de maracujá, também, é extensamente utilizada na formulação de 

fitoterápicos ansiolíticos (FONSECA et al., 2020), como o Ansiodoron® (Weleda). Este 

efeito ansiolítico é atribuído a um pool de moléculas presentes nas folhas, as quais 

conferem propriedades medicinais (KORIEM, 2021).  

2.5.4. Passiflora cincinnata Mast. 

Passiflora cincinnata Mast., do gênero Passiflora L., é nativa da América do Sul, 

abrangendo do leste do Brasil ao oeste da Bolívia. Encontrada em diversos biomas, como 
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campos rupestres, caatinga, floresta estacional e cerrado, produz frutos verdes e é 

conhecida popularmente por vários nomes, incluindo maracujá-brabo, maracujá-do-mato 

cultivado e maracujá-de-boi (S GUIMARÃES et al., 2025). Como P. cincinnata apresenta 

maior tolerância ao estresse hídrico e a pragas quando comparada às demais espécies de 

Passiflora, isso tem motivado a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, Embrapa, 

a desenvolver cultivares com maior produtividade e rendimento, e que contribuam para o 

fortalecimento da cadeia agroindustrial do maracujá no Brasil (VARZAKAS et al., 2023).  

P. cincinnata é utilizada para fins nutricionais e medicinais, embora ainda existam 

poucos estudos e dados farmacológicos relacionados a esta espécie (PEREIRA LEAL et 

al., 2022). Extratos das folhas, casca e sementes de P. cincinnata demonstraram ter 

atividades antimicrobianas e anti-inflamatórias in vitro, sendo essas atividades atribuídas 

aos seus compostos fenólicos (DE LAVOR et al., 2018; SIEBRA et al., 2018). Além 

disso, estudos têm demonstrado potenciais benefícios à saúde devido às suas propriedades 

anti-hipertensivas e sedativas (SOUZA et al., 2014).  

 Desafios da TFDa in vivo 

A terapia fotodinâmica (TFD) in vivo, apesar de promissora, enfrenta diversos 

desafios que limitam sua aplicação clínica (LI et al., 2024). A dificuldade de penetração 

da luz nos tecidos, necessária para ativar o FS, restringe o tratamento a lesões superficiais. 

Além disso, há reações adversas a fotossensibilizadores, profundidade limitada do 

tratamento e respostas variáveis do paciente. Nesse sentido, escolher os 

fotossensibilizadores e comprimentos de onda de luz corretos é crucial para a sua eficácia 

(HUA et al., 2024).  A busca por FS mais seletivos e melhor farmacocinética, é crucial, 

assim como a resolução da baixa solubilidade desses compostos (LEE et al., 2022).  

Muitos FS convencionais apresentam baixa solubilidade em água, baixa 

biodisponibilidade e rápida depuração, o que pode resultar em acúmulo insuficiente no 

local alvo (AL-JAMAL et al., 2025). Somado a isso há, também, a demanda para 

desenvolvimento de FS com menor toxicidade e a otimização dos protocolos de 

tratamento. No entanto, avanços como a nanotecnologia (LEE et al., 2022), TFD guiada 

por imagem, fotossensibilizadores de segunda geração e a terapia combinada oferecem 

soluções promissoras. A pesquisa contínua nessas áreas é fundamental para expandir as 

aplicações da TFD in vivo (HUIS IN ‘T VELD et al., 2023). 

  Formulações: Emulsão como sistema de entrega de substâncias 

fotossensíveis para uso tópico na pele 
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As emulsões podem ser ótimas alternativas para entrega de fotossensibilizadores 

na pele, a fim de contornar alguns dos desafios de TFDa in vivo (PORTUGAL et al., 

2021). Uma emulsão consiste em dois líquidos imiscíveis (geralmente óleo e água) com 

um dos líquidos (fase dispersa ou interna) disperso como uma forma de gotículas esféricas 

no outro (fase contínua ou externa), conforme pode ser observado na Figura 4. Esta forma 

farmacêutica é termodinamicamente instável e deve ser estabilizada pela adição de agente 

emulsificante (SAWANT et al., 2021).  

Figura 4. Desenho esquemático dos tipos de emulsão.  A emulsão consiste em dois líquidos imiscíveis, 

construídos em uma fase dispersa e uma fase dispersante, que podem ser categorizados num sistema de 

óleo em água (O/A) e água em óleo (A/O) (MAWAZI et al., 2022). Imagem: autoria própria. 

Os sistemas emulsionados variam em viscosidade, desde loções fluidas até cremes 

mais densos (THAKUR et al., 2023), e classificam-se principalmente em óleo em água 

(O/A) e água em óleo (A/O) (MAWAZI et al., 2022), podendo também formar emulsões 

múltiplas mais complexas. Emulsões geralmente aumentam a biodisponibilidade de 

fármacos/bioativos solubilizados (THAKUR et al., 2023). A classificação desses sistemas 

baseia-se no tamanho da fase dispersa, distinguindo emulsões/macroemulsões (100 nm e 

100 µm), nanoemulsões (1 a 100 nm) e microemulsões (100–400 nm) (SOUTO et al., 

2022).  

As microemulsões são sistemas termodinamicamente estáveis, límpidos ou 

translúcidos, formados espontaneamente pela mistura de óleo, água e tensoativo (com ou 

sem co-tensoativo) (DÍEZ et al., 2022). A transparência decorre do tamanho 

submicrométrico das partículas, que não dispersam a luz visível (TARTARO et al., 2020). 

Já as nanoemulsões apresentam tamanho de gotículas intermediário, sendo cineticamente 
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estáveis, embora termodinamicamente instáveis (KOROLEVA; YURTOV, 2012). Sua 

formação requer alta energia (homogeneização de alta pressão ou ultrassom) e sua 

aparência varia de transparente a levemente opalescente (WILSON et al., 2022). 

Por sua vez, as macroemulsões são sistemas coloidais termodinamicamente 

instáveis formados por energia mecânica e que exibem aspecto leitoso devido à dispersão 

da luz (GUPTA et al., 2016). Suas gotículas maiores apresentam potencial interessante 

para o uso tópico da TFDa, pois tendem a permanecer na superfície cutânea, formando 

um filme oclusivo que reduz a perda transepidérmica de água, promovendo hidratação e 

melhorando a função de barreira. Para ativos de ação superficial, como protetores solares 

e antimicrobianos, a liberação prolongada na camada córnea otimiza a eficácia local e 

minimiza a absorção sistêmica (KLANG et al., 2011; NAZRIN et al., 2023). 

 Modelo animal de infecção intradérmica 

A compreensão do comportamento do sistema do hospedeiro frente a uma 

infecção cutânea por MRSA pode ser um item chave para o desenvolvimento de novas 

formas de tratamento (MONTGOMERY; DAVID; DAUM, 2015). O modelo murino é 

um modelo muito utilizado em pesquisas científicas para o entendimento do 

comportamento biológico frente a um estímulo, pois, aliado à facilidade de manipulação 

e manutenção, esse modelo fornece semelhanças anatômicas, imunológicas e fisiológicas 

com humanos (RYDELL-TÖRMÄNEN; JOHNSON, 2019).  
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Figura 5. Modelo animal de infecção intradérmica por MRSA. 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 660 nm (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 no BioRender, autoria própria.  

Nesta perspectiva, este modelo possui linhagens que carregam perfis genéticos 

distintos (LI; AUWERX, 2020). Uma abordagem envolvendo diferentes perfis de 

resposta a um estímulo infeccioso é de grande importância para a pesquisa cientifica, pois, 

humanos não costumam desenvolver um mesmo perfil de resposta frente a um estímulo 

antigênico em comum (TAKAO; MIYAKAWA, 2015). Portanto, o modelo animal de 

infecção intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisiopatológicos 

decorrentes de um processo infeccioso (Figura 5), bem como testar dispositivos 

terapêuticos e medicamentos em um organismo vivo complexo (MACKOVA et al., 

2019). 
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3. JUSTIFICATIVA 

Atualmente, a epidemiologia de MRSA está em constante mudança, com 

variações significativas nos clones circulantes e em seus perfis de resistência aos 

antibióticos. Medidas alternativas ao uso de terapias antimicrobianas para o tratamento 

dessas cepas multirresistentes tornam-se de grande importância, uma vez que a descoberta 

de novas classes desses fármacos não tem acompanhado a rápida evolução da resistência. 

Em indivíduos senescentes, essa relevância é ainda maior, uma vez que a idade avançada 

pode impactar a resposta imune e a gravidade das infecções, tornando essa população 

particularmente vulnerável a infecções por MRSA. 

Nesse contexto, tem-se a TFDa como alternativa auxiliar promissora aos 

antimicrobianos. Contudo, para que a TFD seja eficaz em infecções cutâneas, é necessário 

aumentar o arsenal de moléculas que podem ser utilizadas como FS, como é o caso de 

plantas do gênero Passiflora. Plantas desse gênero não possuem atividades descritas 

como FS, mas possuem em seus constituintes majoritários os flavonoides. É o caso de 

algumas espécies como P. edulis, P. alata e P. cincinnata. Dentre essas espécies, P. 

cincinnata é a menos relatada na literatura. Trata-se de uma espécie nativa da Caatinga 

com ampla distribuição geográfica, e pouco se sabe sobre seus compostos bioativos. 

A entrega de fotossensibilizadores é um desafio, visto que muitos desses 

compostos demonstram instabilidade e dificuldades tanto na entrada em tecidos/células-

alvo quanto na manutenção de sua integridade. Consequentemente, sua efetividade pode 

ser reduzida. Nesse contexto, as emulsões surgem como uma estratégia promissora para 

melhorar a estabilidade e a penetração dos FS. Isso constitui um avanço, visto que as 

emulsões podem otimizar a TFDa ao facilitar a aplicação do produto e assegurar a 

distribuição uniforme dos constituintes bioativos. Adicionalmente, podem aumentar a 

biodisponibilidade e a absorção cutânea dos FS, ao mesmo tempo em que oferecem um 

modelo não invasivo de tratamento. 

Por fim, é importante abordar que a proposta deste projeto se relaciona com a 

capacidade de inovação na utilização de técnicas de tratamento em ascensão, que podem 

gerar impactos futuros, dentre os quais: otimização do sistema de entrega do FS; 

compreensão da atuação da TFDa em modelo de infecção intradérmica associado a 

imunossenescência; bem como o tratamento alternativo aos antibióticos; a ausência de 

agulhas também confere ao tratamento um caráter menos invasivo e de fácil adesão. 
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4. OBJETIVOS 

 Objetivo geral 

Avaliar a atividade fotossensibilizadora de extratos do gênero Passiflora, 

incorporados ou não em uma emulsão, no controle de infecção por MRSA in vitro e in 

vivo em animais senescentes. 

Objetivos específicos 

4.2.1. Testes in vitro 

- Avaliar capacidade fotossensibilizadora do extrato bruto e fração de P. 

cincinnata, em diferentes concentrações; 

- Avaliar capacidade fotossensibilizadora de P. edulis e P. alata, em diferentes 

concentrações; 

-  Analisar citotoxicidade de todos os extratos e fração de P. cincinnata testados, 

acima descritos; 

-  Identificar possível atuação do fotessensibilizadora contra MRSA. 

4.2.2. Testes in vivo 

- Avaliar os efeitos da TFDa com P. cincinnata na pele de camundongos 

senescentes infectados com MRSA; 

- Caracterizar achados anatomopatológicos da orelha dos animais infectados com 

MRSA após aplicação da TFDa; 

- Analisar a imunomodulação da TFDa com P. cincinnata em camundongos 

infectados intradermicamente com MRSA. 

- Realizar análises multivariadas, levando em consideração saber o nível de 

influência de todas as variáveis coletas. 

4.2.3. Formulação 

- Elaborar uma emulsão de aplicação tópica contendo a fração butanólica de P. 

cincinnata; 

- Caracterizar a formulação; 

- Realizar testes de estabilidade. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 Obtenção dos extratos 

7.1.1.  P. edulis e P. alata  

O extrato de P. edulis foi obtido junto ao fornecedor Organic Compoundi LTDA 

(CNPJ: 18.186.547/0001-99), lote do fabricante: 21k25-FL00-00000. O extrato de P. 

alata do fornecedor SM Empreendimentos Farmacêuticos LTDA (CNPJ: 

44.015.477/0005-40), lote do fabricante: 2201026. Ambos os extratos são das folhas de 

Passiflora. 

7.1.2.  P. cincinnata 

7.1.2.1. Coleta e preparação do material vegetal 

Uma população de P. cincinnata foi identificada e coletada nas proximidades da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Estrada Bem Querer, Km-04 - 3293, 

localizada no município de Vitória da Conquista, Bahia (Latitude: 14° 53' 3.975'' Sul, 

Longitude: 40° 47' 59.137'' Oeste). A permissão de acesso e pesquisa do patrimônio 

genético (AE76E5D) foi obtida por meio de registro no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado – SisGen/Brasil (Anexo 

5). Após a coleta e seleção macroscópica, as folhas de P. cincinnata foram secas em estufa 

de circulação de ar a 40 °C por 72 horas. Em seguida, foram trituradas em moinho de 

facas, resultando em aproximadamente 270 g de pó seco (Figura 6).  

Figura 6. Etapas da coleta, preparação do material vegetal e partição do extrato bruto das folhas de 

P. cincinnata. Após seleção macroscópica (2), folhas de P. cincinnata foram secas em estufa (3) e trituradas 

(4). A maceração ocorreu em etanol por 48 horas (5), precedido de banho de ultrassom de 15 minutos (6). 
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O extrato resultante foi filtrado (7) e armazenado (8) para posterior rotaevaporação. Imagem criada com 

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

7.1.2.2. Partição do extrato bruto de P. cincinnata  

Folhas secas e trituradas foram submetidas à maceração em etanol 70% por 48 

horas, na proporção 1:3 (g:mL), precedida de ultrassom por 15 minutos à temperatura 

ambiente. O material resultante foi filtrado, e o material retido foi ressuspenso em etanol 

70%, seguido de ultrassom e repouso por 48 horas (Figura 6). Este procedimento foi 

repetido, e após 48 horas, o extrato foi filtrado, concentrado em evaporador rotativo e 

seco em estufa (48 h por 40 °C) para remoção do etanol residual (Figura 7). 

 

Figura 7. Rotaevaporação do extrato bruto de P. cincinnata. Concentração do extrato em evaporador 

rotativo (9), seguida de secagem em estufa para remoção completa do etanol residual (10). Imagem criada 

com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

Trinta gramas do extrato bruto foram suspensos em 500 mL de hexano, 

homogeneizados por ultrassom e filtrados em papel filtro qualitativo (Qualy, 80 g, 11 cm) 

(Figura 8). O precipitado resultante foi ressuspenso em 500 mL de metanol:água (7:3 

v/v) (Figura 9) e particionado com diclorometano (3x250 mL) (Figura 10). 
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Figura 8. Partição do extrato bruto em hexano. O processo de fracionamento do extrato bruto (30 g) 

iniciou-se com pesagem (1), seguida de suspensão em hexano (500 mL) (2) e homogeneização por 

ultrassom de 40 a 60 minutos (3). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, 

autoria própria. 

Figura 9. Partição do extrato bruto em metanol. Após filtração da partição com hexano (4), o precipitado 

foi ressuspenso em metanol:água (7:3) (5) e colocado em um funil de separação (6). H2O= água; MeOH= 

metanol; MeOH:H2O= metanol:água. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart 

Servier, autoria própria. 

A fase diclorometano foi separada, e 400 mL de água foram adicionados à fase 

metanol:água. Esta fase foi então particionada com acetato de etila (3x250 mL) (Figura 

10). A fase acetato de etila foi coletada. Posteriormente, 200 mL de água foram 

adicionados à fase metanol:água restante, e a solução foi particionada com n-butanol 

(4x250 mL). A fase n-butanol foi concentrada sob pressão reduzida, resultando em 5,1924 

g (51,9%) de extrato de n-butanol (Figura 11). 

 

Figura 10. Partição do extrato bruto em metanol, diclorometano e acetato de etila. Após adição da fase 

metanol:água no funil (3), a partição com diclorometano foi realizada (4) (7:3v/v, 250 mL). A fase 
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diclorometano foi coletada, e a fase metanol:água foi diluída com água (400 mL) (5) e particionada com 

acetato de etila (3x250 mL) (6). H2O= água; MeOH= metanol; MeOH:H2O= metanol:água; AcOEt= acetato 

de etila Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

Uma porção da fração n-butanol (700 mg, diluída em 3 mL de metanol) foi 

aplicada em uma coluna cromatográfica de Sephadex LH-20 (42cm x 3,5cm), eluída com 

metanol (MeOH) a um fluxo de aproximadamente 1,5 mL/min. Após a eluição do volume 

morto (90 mL), uma subfração de aproximadamente 60 mL foi coletada, concentrada em 

evaporador rotativo, liofilizada e armazenada a 4 °C. 

Figura 11. Partição do extrato bruto em butanol. O processo de extração incluiu a adição de água (200 

mL) (11) à fase metanol:água, seguida de partição com n-butanol (4x250 mL) (12). A fase n-butanol foi 

concentrada sob pressão reduzida (13). H2O= água; MeOH= metanol; MeOH:H2O= metanol:água; BuOH= 

n=butanol. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

 Espectro de absorção UV-Vis da fração butanólica purificada de P. 

cincinnata e dos extratos de P. edulis, P. alata na faixa de 200-800 nm  

Para estimar em quais comprimentos de onda os extratos de P. edulis, P. alata e 

fração butanólica purificada de P. cincinnata absorvem luz, foi realizada uma análise de 

varredura usando um espectrofotômetro de absorção molecular (UV-1800 Shimadzu/UV 

Spectrophotometer), avaliando o intervalo entre 200 nm e 800 nm. Os extratos de P. alata 

e P. edulis foram utilizados na concentração de 100 μg/mL, enquanto a fração butanólica 

purificada de P. cincinnata fou utulizada na concentração de 10 μg/mL, ambos diluídos 

em água destilada, utilizando a função spectrum. 

 Espectro de absorção UV-Vis da fração butanólica purificada de P. 

cincinnata fotoativada  
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O espectro de absorção da fração butanólica de P. cincinnata (10 μg/mL) foi 

analisado antes e após irradiação com 13,5 J/cm² (3 minutos), com luz LED azul (450 ± 

20 nm). A absorbância foi registrada a cada 60 segundos, durante 240 segundos. 

 Ensaio de citotoxicidade de espécies de Passiflora por MTT em HUVEC  

A linhagem de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foi obtida 

da American Type Culture Collection (ATCC). As HUVECs foram cultivadas em meio 

RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 2 mM 

de piruvato de sódio, 1 mM de aminoácidos não essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 

mg/mL de estreptomicina a 37 °C em 5% de CO2 (Figura 11). 

 

Figura 12. Ensaio de citotoxicidade em HUVEC. Avaliação da citotoxicidade de extratos de P. edulis, P. 

alata e P. cincinnata (extrato bruto e fração butanólica) em HUVEC: células cultivadas em RPMI (1), 

plaqueadas (3x104/poço) (2), tratadas com diferentes concentrações dos extratos e incubadas com MTT (3). 

A formação de formazan foi quantificada por espectrofotometria. As células metabolicamente ativas 

reduzem o sal de tetrazólio MTT, de cor amarela, em formazan, um produto insolúvel de cor púrpura. 

Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

As HUVECs foram semeadas a 3x104 por poço em microplacas de 96 poços para 

verificar a citotoxicidade. Após 24h, um novo meio contendo P. edulis (2000 μg/mL, 1500 

μg/mL, 1000 μg/mL, 500 μg/mL ou 100 μg/mL), P. alata (2000 μg/mL, 1500 μg/mL, 

1000 μg/mL, 500 μg/mL e 100 μg/mL), extrato bruto de P. cincinnata (500 μg/mL, 100 

μg/mL, 50 μg/mL, 10 μg/mL e 5 μg/mL) e fração butanólica purificada de P. cincinnata 

(100 μg/mL, 50 μg/mL, 10 μg/mL, 5 μg/mL e 1 μg/mL) ou controles  - do meio de cultura 

e diluentes (água destilada) - foram adicionados e incubados a 37 °C e 5% de CO2 por 

24h. Após o tratamento, as células foram incubadas com MTT (5 mg/mL, 20 μL/poço 

(MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio) por 3h a 37 °C (Figura 
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12).  Em seguida, 100 μL/poço de PBS contendo 10% de SDS e 0,01M de HCl (18h, 37 

°C e 5% de CO2) foram adicionados. A absorbância foi lida em um espectrofotômetro de 

varredura multipoços (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer –Thermo 

Scientific) a 570 nm. O valor de IC50, representando as concentrações dos extratos de 

Passiflora que diminuem a viabilidade para 50% (IC50), foi calculado a partir da curva 

concentração-resposta. 

 Determinação da carga bacteriana 

A carga bacteriana foi determinada por espectrofotometria de acordo com a 

metodologia adaptada de dos SANTOS et al. (2020; 2019; 2019b). A cepa de referência 

Staphylococcus aureus 43300 resistente à meticilina (MRSA 43300) foi usada no 

experimento. No momento do cultivo, as amostras foram descongeladas à temperatura 

ambiente, semeadas dentro do fluxo laminar (Prolab, São Paulo, Brasil) em meio de 

cultura BHI ágar (Brain Heart Infusion, pH 7.4, HIMEDIA), e levado para a incubadora 

(Prolab) por 18-24 horas a 37 °C.  

A padronização da suspensão bacteriana de MRSA foi realizada a partir da coleta 

de 3 a 5 colônias das placas de cultura, as quais foram adicionadas a 1 mL de solução 

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 leitura da absorbância foi efetuada em 

espectrofotômetro (Shanghai Spectrum, SP2000UV/2000UVPC) a 660 nm, buscando-se 

um valor de 0,135 de absorbância, que corresponde a uma concentração de 1-5 x 108 

UFC/mL, de acordo com a escala de McFarland.  (Figura 5). 

  Desenho experimental da TFDa in vitro  

Extratos de P. edulis e P. alata foram diluídos em água destilada e testados nas 

concentrações de 2000 μg/mL, 1500 μg/mL, 1000 μg/mL, 500 μg/mL e 100 μg/mL. O 

extrato bruto de P. cincinnata foi avaliado nas concentrações de 100 μg/mL, 50 μg/mL, 

10 μg/mL e 5 μg/mL. A fração butanólica purificada de P. cincinnata foi testada nas 

concentrações de 100 μg/mL, 50 μg/mL e 10 μg/mL. O composto isoorientina, presente 

de forma marjoritária nesta fração, foi testada nas concentrações de 100 μg/mL e 10 

μg/mL. As concentrações foram definidas após uma triagem inicial com uma ampla gama 

de concentrações para cada espécie de Passiflora. 
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Para avaliar o efeito fotodinâmico dos extratos de Passiflora, suspensões de 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA ATCC 43300) (1-5 x 106 

UFC/poço) foram adicionadas a placas de 24 poços. Os grupos controles incluíram: (1) 

MRSA (10 μL) em solução salina (990 μL), sem luz; (2) MRSA (10 μL) em solução salina 

(990 μL) com irradiação de luz LED azul (450 ± 20 nm, 56,4 J/cm² por 20 min); e (3) 

MRSA (10 μL) em solução salina (990 μL). Nos grupos de tratamento, MRSA (10 μL) 

foi combinado com extrato de Passiflora (10 μL, nas concentrações especificadas) e 

solução salina (980 μL), seguido de irradiação de luz LED azul (450 ± 20 nm, 56,4 J/cm²). 

Todos os grupos foram submetidos a um período de pré-irradiação de 5 minutos. Após o 

tratamento, amostras (10 μL) de cada poço foram plaqueadas pela técnica de Pour-plate 

em ágar BHI e incubadas a 37 °C por 18-24 horas (Figura 13). Todo o experimento foi 

realizado no escuro. A quantificação de UFC foi realizada por contagem de colônias (CP-

600 Plus). 

 

Figura 13. Desenho esquemático dos grupos tratamento in vitro. O experimento foi realizado em placas 

de 24 poços (n= 6 poços/grupo). Cada poço continha salina, MRSA (1), extratos (a depender do grupo) (2). 

Os poços foram irradiados por luz LED azul (450 ± 20 nm, 56,4 J/cm² por 20 min) (4), no caso dos grupos 

tratamento e controle MRSA + luz. Após isso 10 μL de cada poço foi plaqueado em placas contendo meio 

BHI, incubadas a 37 °C por 18-24 horas – para posterior contagem da quantidade de colônias bacterianas 

(5). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

 Teste do potencial Zeta 

O potencial Zeta foi utilizado para investigar a interação da fração butanólica 

purificada de P. cincinnata com MRSA, baseado na alteração da carga superficial celular 

por moléculas aderidas. Suspensões de MRSA (1-5 x 108 UFC/mL) foram incubadas (por 

1h no escuro a 37 °C) com o FS (30 μg), centrifugadas (6.000 rpm por 10 minutos), 

lavadas (2 vezes em PBS) e, por fim, ressuspensas em água ultrapura (Figura 14). O 

potencial Zeta foi medido por Zetasizer/Nanoseries (ZEN3601) a 25 °C. 
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Figura 14. Teste do potencial Zeta. Incubação de MRSA com o fotossensibilizador (neste caso, fração 

butanólica de P. cincinnata) (1), centrifugação (2), suspensão e análise no Zetasizer (3). Imagem criada 

com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

 Animais 

Dezesseis camundongos C57BL/6, machos e fêmeas, com aproximadamente 2 

anos, foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto 

Multidisciplinar em Saúde - Campus Anísio Teixeira da Universidade Federal da Bahia 

(IMS-CAT-UFBA), em condições controladas de temperatura (25°C) e fotoperíodo (12h 

claro/12h escuro), com água e ração disponíveis ad libitum. Todos os procedimentos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

IMS-CAT-UFBA, sob o protocolo número 113/2022. 

7.8.1.  Desenho experimental da TFDa in vivo 

Dezesseis camundongos C57BL/6 foram divididos em três grupos (n=5-6/grupo) 

e ambas as orelhas foram inoculadas com 108 UFC de MRSA (Figura 5). Os grupos 

foram: (1) Controle MRSA (Veículo, n=6), inoculado com MRSA; (2) Controle P. 

cincinnata (P. cincinnata, n=5), inoculado com MRSA e fração butanólica purificada de 

P. cincinnata (100 μg/10 μL) sem fotoativação; e (3) Tratamento TFDa (TFDa, n=5), 

inoculado com MRSA e tratado com fração butanólica purificada de P. cincinnata 

fotoativada (100 μg/10 μL). A concentração da fração butanólica purificada de P. 

cincinnata foi definida com base nos testes in vitro. Todos os procedimentos foram 

realizados com animais anestesiados (xilazina 10 mg/kg e cetamina 50 mg/kg). 

Após 24 horas da infecção, os animais do grupo tratamento TFDa receberam a 

fração butanólica purificada de P. cincinnata (100 μg/10 μL) por via intradérmica em 

ambas as orelhas (aplicação foi realizada no escuro), previamente fotoativada ex vivo com 

luz LED azul (450 nm, 13,5 J/cm², 180s, 1cm de distância), seguindo protocolo de 

(MUNIZ et al., 2021).  Os animais do grupo Controle MRSA receberam o veículo (10 
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μL) e os do grupo Controle Passiflora receberam o extrato (100 μg/10μL) sem 

fotoativação (aplicação realizada no escuro). Todos os procedimentos foram realizados 

com animais anestesiados (xilazina 10 mg/kg e cetamina 50 mg/kg). Após 72 horas da 

infecção, os animais foram eutanasiados com aprofundamento anestésico (xilazina 100 

mg/kg e cetamina 500 mg/kg) para coleta de linfonodos e orelhas (Figura 15). 

Figura 15. Esquema experimental do modelo murino de infecção cutânea por MRSA. Os animais 

foram submetidos à infecção intradérmica seguida de pesagem. Após 24 horas, foi realizado o tratamento 

fotodinâmico antimicrobiano, com nova pesagem em intervalos de 24 horas. Ao final do experimento, os 

animais foram pesados e submetidos à eutanasia. Símbolos indicam aplicação da injeção (seringa), 

tratamento (gota + luz) e etapas de pesagem. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e 

Smart Servier, autoria própria. 

7.8.2. Pesagem dos animais 

Os animais foram pesados em balança analítica durante todos os dias de 

experimento, no mesmo horário. Os pesos foram registrados, e o percentual de perda de 

peso foi calculado, considerando o peso inicial de cada animal. 

7.8.3. Carga bacteriana da orelha 

As orelhas direitas foram coletadas e maceradas em 1 mL de solução salina estéril. 

Alíquotas de 50 μL do macerado foram plaqueadas em ágar BHI contendo oxacilina (6 

μg/mL) e incubadas a 37 °C por 18-24 horas. A quantificação de unidades formadoras de 

colônias (UFC) foi realizada por contagem de colônias (CP-600 Plus). 

7.8.4. Histopatologia 

As orelhas esquerdas foram coletadas nos tempos de eutanásia pré-definidos e 

fixadas em metacarn (70% metanol, 20% clorofórmio e 10% ácido acético glacial). Após 

processamento e hidratação, as orelhas foram incluídas em parafina e seccionadas (4 μm) 

em micrótomo. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (Figura 16). A 
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análise morfométrica foi realizada em fotomicrografias (20 campos/lâmina, objetiva 40x) 

obtidas por microscopia óptica (Nikon Eclipse Ei) e software PrimeCam Intervision 

(Prime Life Science). O software Image J foi utilizado para quantificar os leucócitos. 

 

Figura 16. Fluxograma do processamento de amostras para microscopia óptica. Macroscopia e 

Emblocamento (1), Microtomia (2), Coloração (3) e Microscopia (4). Imagem criada com recursos das 

plataformas BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

 Concentração de citocinas 

Linfonodos retromaxilares foram coletados para análise de citocinas. Os 

linfonodos foram macerados em 1 mL de solução salina estéril e centrifugados (1500 rpm, 

4 °C, 10 min). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para quantificação das 

citocinas TNF-α, IL-1β, IL-12p70, IL-17A e IL-10, utilizando kits comerciais (Invitrogen 

- ThermoFisher), seguindo as instruções do fabricante (Figura 17). 

 

Figura 17. Representação esquemática das etapas de um ELISA sanduíche, utilizando kits comerciais 

(Invitrogen - ThermoFisher). Anticorpo de captura (1), Ligação do antígeno (citocina) (2), Adição do 

anticorpo primário (3), Adição do anticorpo secundário conjugado com enzima, seguida da adição do 

substrato para detecção (4). Imagem criada com recursos da plataforma Smart Servier, autoria própria. 
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  Obtenção da emulsão 

As formulações foram preparadas em triplicata (três lotes), seguindo a 

composição descrita na Tabela 1. O processo foi dividido em três fases: Fase A (aquosa), 

Fase B (oleosa) e Fase FS (com ativos). A Fase A consistiu na mistura de EDTA dissódico, 

propilenoglicol e água. A Fase B foi composta por Olivem 1000® (cetearil olivato/sorbitan 

olivato), butilhidroxitolueno (BHT) e Proteg PF IV (Fenoxietanol + Metil Parabeno + 

Propil Parabeno + Etil Parabeno + Butil Parabeno). A fase com ativos, contendo o FS, foi 

composta por propilenoglicol, água e a fração butanólica purificada de P. cincinnata. 

Tabela 1: Porcentagem e peso dos constituintes testados 

  Porcentagem (%) Peso (gramas) 

Fase A (aquosa)   

EDTA dissódico 0,05 0,015 

Propilenoglicol 2,00 0,6 

Água 72,80 21,84 

Fase B (oleosa)   

Olivem 1000® (cetearil olivato/sorbitan olivato) 3,50 1,05 

Butilhidroxitolueno (BHT) 0,10 0,03 

Proteg PF IV (Fenoxietanol+Metil Parabeno+Propil 

Parabeno+Etil Parabeno+Butil Parabeno) 0,50 0,15 

Fotossensibilizador (FS)   

Propilenoglicol 1,00 0,3 

Água 20,00 6 

Fração butanólica purificada de P. cincinnata 0,05 0,015 

Após a pesagem dos constituintes (Tabela 1), a Fase A e a Fase B foram 

aquecidas a 75 ± 5 °C. A Fase A foi vertida sobre a Fase B sob agitação magnética (300 

rpm, Joanlab Ms5S DC12-1A) até a mistura atingir 25-40 °C. A Fase FS foi previamente 

homogeneizada e só então adicionada à mistura A+B sob agitação contínua (300 rpm). 

Todas as formulações foram preparadas em triplicata (três lotes) (Figura 18). 
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Figura 18. Etapas do preparo da formulação. Aquecimento da Fase A (aquosa) a 80 °C (1), Aquecimento 

da Fase B (oleosa) a 77 °C (2), Adição da Fase B à Fase A sob agitação (3), Adição do fotossensibilizador 

à mistura A+B sob agitação (4). Imagem criada com recursos da plataforma Smart Servier, autoria própria. 

7.10.1. Estudo de estabilidade 

Após 24 da elaboração das formulações foram realizadas análises de reologia, pH, 

centrifugação e condutividade. Após estas análises, cada lote foi submetido a diferentes 

condições de armazenamento. O lote 1 foi armazenado a 4 ± 2 °C (geladeira), o lote 2 à 

temperatura de 25 ± 2 °C (ambiente) e o lote 3 a 40 ± 2 °C (estufa). As análises de reologia, 

pH e condutividade foram repetidas após 30 dias. A condutividade e o pH foram 

novamente avaliados aos 60 e 90 dias (Figura 18). 

 

Figura 19. Fluxograma do estudo de estabilidade da formulação. Preparo da formulação, caracterização 

inicial (24 horas), armazenamento em diferentes temperaturas (4 °C, 25 °C e 40 °C) e análises de 

estabilidade em diferentes tempos (30, 60 e 90 dias). Imagem criada com recursos das plataformas 

BioRender e Smart Servier, autoria própria. 

7.10.1. Teste de estabilidade - centrifugação  

Para avaliar a estabilidade física, amostras de 5,0 g de cada lote da formulação 

foram adicionadas em tubos Falcon e centrifugadas a 3000 rpm por 30 minutos à 
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temperatura ambiente. Observou-se se havia separação de fases após o procedimento 

como um indicativo de instabilidade. 

7.10.2. Perfil reológico 

O perfil reológico das formulações foi avaliado utilizando um reômetro 

Brookfield DV-III Ultra, acoplado a um computador com o software Rheocalc v.3.2, e um 

spindle SC4-34. As medições foram realizadas em velocidades progressivamente maiores 

para obtenção da curva ascendente e em velocidades progressivamente menores, para 

obtenção de curva descendente, variando de 1 a 5 rpm, com 20 segundos de leitura em 

cada ponto (6 pontos no total). As análises foram realizadas em triplicata para cada lote. 

Este procedimento foi executado 24 horas após a preparação das formulações e repetido 

após 30 dias de armazenamento sob distintas condições de temperatura (4 ± 2 °C, 25 ± 2 

°C e 40 ± 2 °C). 

7.10.3. pH 

O pH das formulações foi medido utilizando um pHmetro (MS TECNOPON, 

modelo mPa-210) previamente calibrado. Para cada medição, 0,5 g da formulação foi 

diluída em 4,5 g de água ultrapura. As leituras foram realizadas em triplicata para cada 

lote. O pH foi medido após 24 horas da elaboração da formulação, bem como em 30, 60, 

e 90 dias de armazenamento sob distintas condições de temperatura (4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C 

e 40 ± 2 °C). 

7.10.4. Condutividade elétrica 

A condutividade das formulações foi medida utilizando um condutivímetro 

microprocessado (Alfakit, modelo AT-255), previamente calibrado. O eletrodo foi 

totalmente imerso na amostra para obtenção das leituras. A condutividade foi medida após 

24 horas da elaboração da formulação, bem como em 30, 60, e 90 dias após o estresse 

térmico. 

  Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism (versões 

9.1.0 e 10.3.0). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Com 

base na distribuição dos dados, comparações múltiplas foram realizadas utilizando 

ANOVA one-way ou Kruskal-Wallis, seguidas pelos pós-testes de Tukey ou Dunn, 

respectivamente. Os dados numéricos foram expressos como média ± erro padrão. A 

significância estatística foi definida como p <0,05 (intervalo de confiança de 95%). As 
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análises multivariadas foram realizadas no RStudio (versão 1.2.5001). A correlação foi 

avaliada pelo pacote Corrplot (versão 0.84), com significância estatística definida pelos 

testes de Spearman ou Pearson (p <0,05; p <0,01; p <0,001), com base no teste de 

normalidade. Para construção do dendrograma foi utilizado o software Orange.Ink, 

aplicando Hierarchical Clustering no modelo eucladiano (normalizado). As análises de 

Principal Component Analysis (PCA) também foi realizada no mesmo software. 
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6. RESULTADOS 

  Espectro de absorção UV-Vis de Passiflora: Identificação de 

comprimentos de onda relevantes para fotoativação 

A análise de varredura foi realizada usando um espectrofotômetro de absorção 

UV-Vis para estimar em quais comprimentos de onda os extratos de Passiflora absorvem 

luz, avaliando o intervalo entre 200 e 800 nm. Todas as espécies de Passiflora testadas 

no estudo apresentaram um pico crescente na faixa de luz azul, a partir de 400 nm. No 

entanto, P. edulis (Figura 20A) e P. alata (Figura 20B) demonstraram uma menor 

absorção nesta região quando comparados a P. cincinnata (Figura 20C) e por isso foram 

avaliadas em diferentes concentrações. Para P. cincinnata, o maior pico de absorção de 

luz foi observado na faixa UVA, em 269,50 nm e 334 nm. Apesar disso, observou-se um 

aumento a partir de 430 nm, que corresponde à luz azul, não excluindo, portanto, a 

possibilidade de atividade fotossensibilizadora dentro do espectro de luz visível. 

Figura 20. Espectro de absorção UV-Vis de espécies de Passiflora na faixa de 200-800 nm. Linha azul: 

extratos de Passiflora. Linha preta: Diluente (água destilada). Varredura de P. edulis (A). P. alata (B). 

Varredura de P. cincinnata (C). Faixas de comprimento de onda da radiação eletromagnética (D).  
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 Fotoativação induz alterações na absorção da fração butanólica de P. 

cincinnata 

Os gráficos apresentados revelam os espectros de absorção da fração butanólica 

de P. cincinnata sob diferentes condições de fotoativação, variando o tempo de exposição 

à luz. A Figura 21A exibe o espectro da fração sem fotoativação, servindo como ponto 

de comparação para as demais. As Figuras 21B-F mostram os espectros após fotoativação 

em diferentes tempos (0, 60, 120, 180 e 240 segundos), permitindo observar as alterações 

na absorção em função do tempo de exposição à luz. A Figura 21G sobrepõe todos os 

espectros, facilitando a visualização das mudanças ao longo do tempo. A Figura 21H, 

por sua vez, quantifica a variação da absorbância em dois comprimentos de onda 

específicos (269 nm e 334 nm) em função do tempo de fotoativação. 

A análise conjunta dos gráficos revela que a fotoativação induz alterações nas 

propriedades de absorção da fração butanólica. As mudanças observadas nos espectros e 

na absorbância nos comprimentos de onda específicos sugerem que a luz afeta os 

compostos presentes na fração. A Figura 21H, em particular, demonstra a cinética da 

fotoativação, mostrando como a absorbância nos comprimentos de onda específicos varia 

com o tempo de exposição à luz. 
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Figura 21. Espectros de absorção da fração butanólica purificada de P. cincinnata em diferentes 

tempos de fotoativação (0, 60, 120, 180, 240 segundos, respectivamente). Espectros de absorção da 

fração butanólica de P. cincinnata sem estar fotoativada (A). Espectros de absorção da fração butanólica 

de P. cincinnata no tempo 1, imediatamente após fotoativação (B). Espectros de absorção da fração 

butanólica de P. cincinnata no tempo 2, 60 segundos após fotoativação (C). Espectros de absorção da fração 

butanólica de P. cincinnata no tempo 2, 120 segundos após fotoativação (D). Espectros de absorção da 
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fração butanólica de P. cincinnata no tempo 2, 180 segundos após fotoativação (E). Espectros de absorção 

da fração butanólica de P. cincinnata no tempo 2, 240 segundos após fotoativação (F). Comparação dos 

espectros de absorção da fração butanólica de P. cincinnata em todos os tempos de fotoativação avaliados 

(G). Variação da absorbância nos comprimentos de onda de 269 nm e 334 nm em função do tempo 

(segundos) de fotoativação (H).  
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 Os extratos de Passiflora não são citotóxicos em cultura de HUVEC  

Para que os extratos de Passiflora pudessem ser utilizados in vivo, foi realizado o 

teste de citotoxicidade em cultura de células HUVEC em diferentes faixas de 

concentração, conforme exemplificado no tópico 5.5. Os gráficos comparam a viabilidade 

celular de HUVECs (células endoteliais da veia umbilical humana) após tratamento com 

diferentes concentrações de extratos de P. edulis, P. alata e P. cincinnata (extrato bruto e 

fração butanólica purificada). O eixo vertical representa a viabilidade celular em 

porcentagem, enquanto o eixo horizontal indica as concentrações dos extratos em µg/mL. 

Cada gráfico inclui controles com meio de cultura (MC) e água (H₂O), o diluente dos 

extratos, para comparação. Nenhuma citotoxicidade foi observada para P. edulis (Figura 

22A), P. alata (Figura 22B), extrato bruto P. cincinnata (Figura 22C), fração butanólica 

de P. cincinnata (Figura 22D) e seus diluentes.  

 

Figura 22. Avaliação da citotoxicidade de extratos de espécies de P. edulis, P. alata e P. cincinnata (extrato bruto 

e fração butanólica) em cultura de células HUVEC por ensaio de MTT. As células HUVEC foram semeadas a 

3x104 por poço em microplacas de 96 poços. Após o tratamento, as células foram incubadas com MTT para avaliar 

aviabilidade celular. O extrato de P. edulis (A). O extrato de P. alata (B). O extrato bruto 

de P. cincinnata (C). A fração butanólica purificada de P. cincinnata (D) 
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 Espécies de Passiflora testadas têm capacidade fotossensibilizadora 

contra MRSA 

 Os resultados dos ensaios indicam que várias espécies de Passiflora exibem 

atividade fotossensibilizadora contra MRSA. Esta atividade foi aumentada quando os 

extratos foram expostos à luz azul, particularmente, em concentrações mais baixas. 

Especificamente, P. edulis (Figura 23A) e P. alata (Figura 23B) demonstraram uma 

capacidade fotossensibilizadora na concentração de 1000 μg/mL. Já a fração butanólica 

(FB) de P. cincinnata (Figuras 23D e 24A) exibiu atividade fotossensibilizadora 

significativa na concentração de 100 μg/mL. Enquanto que o extrato bruto (EB) 

demonstrou possuir atividade fotossensibilizadora em concentrações menores que FB, em 

10 μg/mL, 50 μg/mL e 100 μg/mL (Figuras 23C e 24B). Já a isoorientina, composto 

majoritário, presente em FB, não demonstrou uma redução tão significativa quanto EB e 

FB de P. cincinnata (Figura 23E).  
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Figura 23. Experimento in vitro para avaliar a atividade fotossensibilizadora de extratos de Passiflora. A 

atividade fotossensibilizadora de P. edulis (A). A atividade fotossensibilizadora de P. alata (B). Atividade 

fotossensibilizadora do extrato bruto (EB) P. cincinnata (C). Atividade fotossensibilizadora da fração butanólica (FB) 
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P. cincinnata (D). Atividade fotossensibilizadora da isoorientina (E). O valor de p foi considerado significativo quando 

representado por asteriscos, onde * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

Figura 24. Placas de cultura de MRSA com extratos bruto (EB) e fração butanólica (FB) de P. cincinnata. 

Atividade fotossensibilizadora do extrato bruto (EB) P. cincinnata (A). Atividade fotossensibilizadora da fração 

butanólica (FB) P. cincinnata (B).  
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 Provável internalização dos constituintes da fração butanólica de P. 

cincinnata em MRSA  

Os gráficos mostram o potencial de membrana (em mV) de células de MRSA com 

e sem a presença de FS (FB de P. cincinnata). Portanto, compara o potencial de membrana 

entre essas duas condições (Figura 25A), enquanto ilustra esquematicamente as camadas 

da parede celular do MRSA e a possível localização de FS (Figura 25B). Os resultados, 

apresentados na Figura 25A, demonstraram que a exposição à FB não induziu alterações 

estatisticamente significativas no potencial Zeta de MRSA, o potencial de membrana de 

MRSA com o FS foi de -30,84 ± 2,439 mV e de MRSA sem FS foi de -32,18 ± 2,116 mV. 

A Figura 25B ilustra a internalização do FS para a inativação bacteriana mediada pelos 

constituintes da fração butanólica de P. cincinnata. 

 

Figura 25. Avaliação da localização da fração butanólica de P. cincinnata em MRSA. Potencial zeta de 

MRSA sem e com FS fotoativado (A). Diagrama esquemático para ilustrar a internalização do FS. Uma 

vez internalizado, e na presença de luz, o FS pode desencadear sua atividade fotodinâmica contra MRSA. 

Isso ocorre por meio de reações fotoquímicas dos Tipos I e II, as quais resultam em danos bacterianos. (B). 

ns: não significativo. 
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 Os animais do grupo Veículo apresentaram maior infiltrado de células 

leucocitárias e maior carga bacteriana 

Os animais do grupo controle (Veículo) apresentaram maior carga bacteriana 

(Figura 26A) e maior número de infiltrados totais de células leucocitárias (Figura 26B) 

e leucócitos polimorfonucleares (Figura 26C) em comparação com o grupo tratado com 

FB de P. cincinnata. Houve também um aumento no número de células mononucleares 

(Figura 26D) no grupo controle em comparação com os animais tratados com P. 

cincinnata e TFDa. 

Em todos os resultados, o grupo Veículo apresenta uma contagem 

significativamente maior em comparação com os tratamentos com a fração butanólica 

purificada de P. cincinnata e TFDa, indicando uma redução na infiltração celular 

inflamatória (nos animais tratados). As imagens histológicas (Figura 26D) mostram a 

morfologia tecidual e a presença de células inflamatórias nos diferentes tratamentos, 

corroborando os resultados quantitativos.  
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Figura 26. Carga bacteriana e o influxo de células leucocitárias na orelha. A carga bacteriana do 

macerado da orelha (A). Contagem total de todas as células leucocitárias presentes no infiltrado (B). O 

número de leucócitos polimorfonucleares (C). O número de leucócitos mononucleares (D). 

Fotomicrografias representativas dos infiltrados tiradas na objetiva 40X representando os grupos Veículo, 

P. cincinnata e TFDa (E). O valor de p foi considerado significativo quando representado por asteriscos, 

onde * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. 
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 Animais tratados com P. cincinnata apresentaram menor variação de 

peso  

Os animais tratados com P. cincinnata (fotoativada ou não) apresentaram menor 

variação de peso quando comparados ao grupo controle (Figuras 27A e 27B). 

 

Figura 27. Peso do animal após infecção intradérmica e tratamento. Percentual de perda de peso de 

cada animal, considerando seu peso inicial (A). A área sob a curva do percentual (AUC) de perda de peso 

para cada animal, referente ao gráfico A (B). O valor de p foi considerado significativo quando representado 

por asteriscos, onde * p < 0,05. 
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 As citocinas interagiram de forma diferente entre si no linfonodo 

drenante 

A análise das citocinas IL-1β (Figura 28A), IL-12p70 (Figura 28B), IL-17A 

(Figura 28C), IL-10 (Figura 28D) e TNF-α (Figura 28E) não revelou diferenças 

significativas entre os grupos experimentais.  

Entretanto, ao examinar as correlações entre as citocinas, observa-se padrões 

distintos entre os grupos Veículo, P. cincinnata e TFDa (Figuras 28F-H). No grupo P. 

cincinnata, foram encontradas correlações positivas entre IL-12p70 e IL-17A (r = 0,94) e 

entre IL-12p70 e IL-1β (r = 0,99), resultados semelhantes aos observados no grupo TFDa 

(r = 0,88 para ambas as correlações). Curiosamente, essas correlações estavam ausentes 

no grupo Veículo. Por outro lado, o grupo Veículo apresentou correlações positivas entre 

IL-10 e IL-17A (r = 0,93) e entre TNF-α e IL-1β (r = 1,00), além da correlação entre IL-

17A e IL-1β (r = 0,72), também observada no grupo P. cincinnata (r = 0,89). Em geral, o 

grupo TFDa exibiu um maior número de correlações negativas em comparação aos 

demais grupos. 

A análise das redes bayesianas (Figuras 28I-K) revelou diferenças no 

comportamento das citocinas entre os grupos. O grupo Veículo apresentou o maior 

número de interações entre as citocinas, indicando uma maior complexidade na 

comunicação celular. Em contraste, o grupo TFDa exibiu o menor número de interações, 

sugerindo uma menor influência das citocinas umas sobre as outras. No grupo TFDa, 

destacaram-se as interações de IL-10 influenciando TNF-α (limiar de 0,865) e de IL-

12p70 influenciando IL-17A (limiar de 0,808), indicando uma maior força dessas 

interações. 
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Figura 28. Ensaios de citocinas nos linfonodos drenantes da orelha. Os linfonodos foram macerados em 

1mL de soro fisiológico estéril e centrifugados. Amostras de sobrenadantes linfonodais foram usadas para 

medir citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-12p70, IL-17A, IL-10) por ELISA. TNF-α (A). IL-1β (B). IL-12p70 

(C). IL-17A (D). IL-10 (E). Correlações de citocinas do grupo de veículos (F).  Correlações de citocinas 

do grupo P. cincinnnata (G). Correlações de citocinas do grupo TFDa (H). Redes bayesianas de citocinas 

do grupo veículo (I). Redes bayesianas de citocinas do grupo P. cincinnata (J). Redes bayesianas de 

citocinas do grupo TFDa (K).  Redes bayesianas (bnlearn versões 4.5 e bnviewer 0.1.4) foram usadas para 

construir/apresentar as relações probabilísticas entre os marcadores inflamatórios em cada grupo. Nas redes, 

as setas indicam causalidade, e todas têm o grau de força de inferência de uma variável relacionada à outra. 

A seta cinza tem um limiar igual ou >0,6 e menor ou igual a 0,8. A seta preta tem um limiar >0,8 e menor 

ou igual a 1. Citocinas que não interagiram na rede bayesiana com um nível de limiar >0,6. O Corrplot 

versão 0.84 foi usado para correlação. As correlações positivas foram indicadas em azul e as negativas em 

vermelho. Tons de cores mais escuros indicam valores r mais altos. Os valores de p (p) foram indicados 

com base nos testes de correlação de classificação de Spearman ou Pearson (*p < 0,05; **p < 0,01).  
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 Animais tratados com P. cincinnata se agrupam por similaridade 

As Figuras 29A-C apresentam dendrogramas que ilustram a similaridade entre os 

grupos experimentais (Veículo, P. cincinnata e TFDa) com base em variáveis específicas. 

A Figura 29A mostra o agrupamento dos grupos sem a aplicação de variáveis específicas, 

considerando as seguintes variáveis: carga bacteriana (UFC/mL), leucócitos 

(células/mm²), polimorfonucleares (células/mm²), mononucleares (células/mm²), perda 

de peso em 24h, 48h e 72h (%), IL-1β, IL-10, IL-12p70, IL-17A e TNF-α (pg/mL). 

Observa-se que o grupo Veículo tende a se agrupar, indicando maior similaridade entre 

si, enquanto os grupos P. cincinnata e TFDa formam agrupamentos distintos, sugerindo 

diferenças em relação ao grupo Veículo. A análise de todas as variáveis sugere que a 

divisão dos animais tratados com P. cincinnata (fotoativada ou não) é influenciada 

principalmente pelos leucócitos. 

A Figura 29B apresenta o agrupamento dos grupos com base na variável 

"polimorfonucleares”. A escala de cores, variando de azul (menor intensidade) a vermelho 

(maior intensidade), indica a intensidade da variável. Os grupos se dividem em dois 

clusters principais (C1 e C2), com o grupo Veículo em C1 e os grupos P. cincinnata e 

TFDa em C2. A Figura 29C apresenta o agrupamento com base na variável 

"mononucleares". Semelhante à Figura 29B, a escala de cores indica a intensidade da 

variável, e os grupos se dividem nos mesmos clusters (C1 e C2), com o grupo Veículo em 

C1 e os grupos P. cincinnata e TFDa em C2. De uma forma geral, os dendrogramas 

demonstram que os grupos experimentais podem ser diferenciados com base nas variáveis 

"polimorfonucleares" e "mononucleares". Os grupos P. cincinnata e TFDa apresentam 

maior similaridade entre si, enquanto o grupo Veículo se mostra mais distante em relação 

aos demais. 
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Figura 29. Dendrogramas mostrando a similaridade entre os grupos experimentais Veículo, P. 
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cincinnata e TFDa. Agrupamento baseado em todas as variáveis (A). Agrupamento baseado na variável 

Polimorfonucleares (B). Agrupamento baseado na variável Mononucleares (C). A escala de cores indica a 

intensidade das variáveis, variando de azul (menor intensidade) a vermelho (maior intensidade). 
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  Redução de dimensionalidade e agrupamento por componentes 

principais demonstram similaridade e distinções entre os animais 

As Figuras 30A e 30B representam resultados de uma Análise de Componentes 

Principais (PCA), uma técnica estatística utilizada para reduzir a dimensionalidade de 

dados complexos, transformando-os em um conjunto menor de variáveis (componentes 

principais) que explicam a maior parte da variância dos dados originais. Na Figura 30A 

é possível observar um gráfico de dispersão que mostra a distribuição dos grupos 

experimentais (Veículo, P. cincinnata e TFDa) nos dois primeiros componentes principais 

(PC1 e PC2). Cada ponto representa uma amostra individual, e as elipses coloridas 

representam a distribuição dos grupos. A posição dos pontos e a sobreposição das elipses 

indicam a similaridade ou dissimilaridade entre os grupos. É possível observar que os 

grupos P. cincinnata e TFDa se sobrepõem parcialmente, sugerindo similaridade entre 

eles, enquanto o grupo Veículo se mostra mais distinto.  

Já na Figura 30B é possível observar o gráfico de barras que mostra a variância 

explicada por cada um dos quatro primeiros componentes principais (PC1, PC2, PC3 e 

PC4). A tabela ao lado do gráfico mostra os valores numéricos da variância explicada por 

cada componente, sendo essa variância cumulativa, logo, as somas dos componentes 

indicam a totalidade da somatória de suas variâncias. Observa-se que o PC1 explica a 

maior parte da variância (36,44%), seguido pelo PC2 (26,15%). Isso indica que esses dois 

componentes principais são os mais importantes para explicar as diferenças entre os 

grupos experimentais, pois, juntos, representam cerca de aproximadamente 63% da 

variância. Portanto, o PCA revela que os grupos experimentais podem ser diferenciados 

com base nos dois primeiros componentes principais, que explicam a maior parte da 

variância dos dados. Os grupos P. cincinnata e TFDa apresentam maior similaridade entre 

si, enquanto o grupo Veículo se mostra distinto. 
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Figura 30. Análise de Componentes Principais (PCA) dos grupos experimentais Veículo, P. cincinnata 

e TFDa. Gráfico de dispersão mostrando a distribuição dos grupos nos dois primeiros componentes 

principais (PC1 e PC2) (A). Gráfico de barras mostrando a variância explicada por cada um dos quatro 

primeiros componentes principais (PC1, PC2, PC3 e PC4) (B). 
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 PCA revela influência das variáveis e distinção do grupo Veículo 

Na Figura 31A o biplot mostra a relação entre as variáveis originais e os dois 

primeiros componentes principais (PC1 e PC2). Os pontos representam as amostras 

individuais, coloridos de acordo com os grupos experimentais (Veículo, P. cincinnata e 

TFDa). Os vetores representam as variáveis originais, indicando a direção e a magnitude 

da influência de cada variável nos componentes principais. Quanto maior o vetor, maior 

a influência da variável. A posição dos pontos e a direção dos vetores ajudam a interpretar 

as diferenças entre os grupos experimentais em relação às variáveis originais.  

Assim sendo, as variáveis de perda de peso (24h, 48h e 72h) estão correlacionadas 

positivamente com o PC1, o que significa que amostras com maiores valores de perda de 

peso tendem a ter valores mais altos de PC1. Já as variáveis de carga bacteriana, 

Mononucleares e Polimorfonucleares estão correlacionadas negativamente com o PC1, o 

que significa que amostras com maiores valores dessas variáveis tendem a ter valores 

mais baixos de PC1 (Figura 31A). Como foi retratado anteriormente, é importante notar 

que a influência de uma variável no PC1 é determinada tanto pela magnitude quanto pela 

direção do vetor. Quanto maior o vetor e mais próximo ele estiver do eixo PC1, maior a 

influência da variável.  

Portanto, observa-se uma clara separação dos grupos ao longo do PC1. As 

amostras do grupo controle (roxo) tendem a se agrupar no lado esquerdo do gráfico, 

associadas positivamente com variáveis como Carga bacteriana (inferida pela 

proximidade do vetor), Mononucleares e Polimorfonucleares. Em contraste, os grupos 

tratados com P. cincinnata (verde) e TFDa (azul) se distribuem mais à direita do PC1, 

indicando uma menor carga bacteriana e, possivelmente, uma modulação da resposta 

inflamatória em comparação com o controle. Os vetores associados à perda de peso em 

48h e 72h (Perda de peso 48h e Perda de peso 72h) apontam para a esquerda, sugerindo 

que o grupo controle também teve maior perda de peso. 

Na Figura 31B o gráfico de dispersão mostra a distribuição dos grupos 

experimentais (Veículo, P. cincinnata e TFDa) nos dois primeiros componentes principais 

(PC1 e PC2). Cada ponto representa uma amostra individual, e as cores representam os 

grupos experimentais. A posição dos pontos indica a similaridade ou dissimilaridade entre 

os grupos. É possível observar que os grupos P. cincinnata e TFDa se sobrepõem 

parcialmente, sugerindo similaridade entre eles, enquanto o grupo Veículo se mostra mais 

distinto. E isto, mais uma vez, revela que os grupos experimentais podem ser 
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diferenciados com base nos dois primeiros componentes principais, que explicam a maior 

parte da variância dos dados. O biplot (Figura 31A) ajuda a interpretar as diferenças entre 

os grupos em relação às variáveis originais, enquanto o gráfico de dispersão (Figura 31B) 

mostra a distribuição dos grupos nos componentes principais. 
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Figura 31. Análise de Componentes Principais (PCA) dos grupos experimentais (Veículo, P. 

cincinnata e TFDa) e variáveis analisadas. Biplot mostrando a relação entre as variáveis originais e os 

dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) (A). Gráfico de dispersão mostrando a distribuição dos 

grupos nos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) (B). 
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   Ausência de instabilidade mediada pela gravidade na emulsão 

desenvolvida 

Com o intuito de estabelecer a fração butanólica purificada de P. cincinnata como 

uma alternativa eficaz para a entrega e aplicação de seus bioativos, uma emulsão para uso 

tópico foi desenvolvida. Após realização da formulação, com as devidas proporções 

exemplificadas na Tabela 1, do tópico 7.10, foi realizado teste de centrifugação após 24 

horas para avaliar a estabilidade da formulação. Os resultados do teste de centrifugação 

sugerem que a formulação é estável a alterações mediadas pela gravidade, já que não 

houve mudanças nos parâmetros macroscópicos, separação de fases ou viscosidade 

(Figuras 32A e 32B). 

 

Figura 32. Emulsão após o processo de centrifugação. A imagem é composta por duas fotos que mostram 

os resultados do teste de centrifugação realizado na emulsão (A e B). 
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 Emulsão apresenta comportamento de um fluido pseudoplástico e 

tixotrópico e viscosidade sofre variação na temperatura de 40 ºC 

Este estudo investigou o comportamento da viscosidade de uma amostra sob 

diferentes condições de armazenamento, variando a temperatura e o tempo. A viscosidade 

foi medida em função da taxa de cisalhamento, e os resultados são apresentados em 

gráficos que relacionam essas duas variáveis. Além disso, foram calculadas a Área Sob a 

Curva (AUC) e a Viscosidade mínima aparente para cada condição, permitindo uma 

análise comparativa do impacto do armazenamento na viscosidade da amostra.  

Conforme demonstrado na Tabela 2, os parâmetros reológicos da formulação com 

a fração butanólica purificada foram caracterizados por um índice de fluxo de 0,65 e um 

índice de consistência de 7601 cP na temperatura de 4 ± 2 °C. Na temperatura de 25 ± 2 

°C foi observado um índice de fluxo de 0,73 e um índice de consistência de 7962 cP. Já 

na temperatura de 40 ± 2 °C foi observado um índice de fluxo de 0,68 e um índice de 

consistência de 9724 cP. A viscosidade mínima aparente variou entre 7495,7339 e 

9601,9511 cP (Figura 28G).  Os índices de fluidez e consistência foram calculados 

utilizando o modelo de Herschel-Bulkley. Os valores dos índices de fluidez (Tabela 2) 

foram inferiores a 1,0, demonstrando o comportamento de fluidez pseudoplástica. 

Tabela 2: Índices de fluxo e consistência da emulsão inicial e após 30 dias 

Parâmetros analisados Inicial*  
Temperaturas de armazenamento (30 dias) 

4 ± 2 °C 25 ± 2 °C 40 ± 2 °C 

Índice de fluxo 0,6 ± 0,06  0,65 0,73 0,68 

Índice de consistência  8251 ± 493,7 7601 7962 9724 

* Dados são expressos como média e desvio padrão. 

Além disso, a curva reológica (Figura 33A-E) demonstra comportamento 

tixotrópico, uma característica típica de fluidos não newtonianos, evidenciada pela curva 

ascendente com valores superiores à curva descendente. Ou seja, em todas as condições 

testadas, a viscosidade da amostra diminui à medida que a taxa de cisalhamento aumenta. 

No entanto, a magnitude dessa diminuição varia dependendo da temperatura e do tempo 

de armazenamento.  

A amostra inicial (Figura 33A) apresenta uma alta viscosidade em baixas taxas 

de cisalhamento, com uma queda gradual à medida que a taxa aumenta. Quando a amostra 

é submetida a 4 ± 2 °C (30 dias), a mesma mantém um comportamento semelhante ao 

inicial, com pouca alteração na viscosidade (Figura 33B). A amostra armazenada a 25 ± 
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2 °C mantém mesmo comportamento observado para temperatura de 4 ± 2 °C (30 dias) 

(Figura 33C). Já na amostra submetida a 40 ± 2 °C (30 dias), observa-se uma redução 

significativa na viscosidade (por provável perda de água pela evaporação) em 

comparação com a amostra inicial e a amostra refrigerada, especialmente em altas taxas 

de cisalhamento (Figura 33D). 

A AUC, que representa a viscosidade geral da amostra, confirma as observações 

anteriores. A amostra inicial e as amostras armazenada a 4 ± 2 °C e a 25 ± 2 °C 

apresentaram valores de AUC semelhantes, enquanto a amostra armazenada a 40 ± 2 °C 

mostraram valores significativamente menores. Essa diferença é estatisticamente 

significativa (p<0,05), indicando que o armazenamento em temperaturas mais altas leva 

a um aumento da viscosidade (Figura 33F). 

A viscosidade mínima aparente, medida em altas taxas de cisalhamento, também 

mostra uma tendência semelhante. A amostra inicial e a amostra armazenada a 4 ± 2 °C 

apresentaram valores semelhantes, enquanto as amostras armazenadas a 25 ± 2 °C e 40 ± 

2 °C apresentaram valores significativamente maior (p <0,0001) (Figura 33G). 
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Figura 33. Estabilidade da viscosidade ao longo de 30 dias em diferentes temperaturas (4 ± 2 °C, 25 

± 2 °C e 40 ± 2 °C). Reograma da formulação após 24 horas (A). Reograma da formulação após 30 dias 

armazenada a 4 ± 2 °C (B). Reograma da formulação após 30 dias armazenada a 25 ± 2 °C (C). Reograma 

da formulação após 30 dias armazenada a 40 ± 2 °C (D). Reograma da formulação após 30 dias armazenada 

a 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (E). Área sob a curva do reograma da formulação após 30 dias armazenada 

a 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (F). Viscosidade mínima aparente da formulação após 24 horas e 30 dias, 

armazenadas a 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (G). O valor de p foi considerado significativo quando 

representado por asteriscos, onde * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e ns: não significativo. 
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 Impacto da temperatura de armazenamento na tensão de 

cisalhamento da amostra: estabilidade em 4 °C e 25 °C e aumento 

significativo a 40 °C 

Assim como explicado no tópico 6.12, este estudo investigou o comportamento 

da tensão de cisalhamento (ao invés da viscosidade) de uma amostra sob diferentes 

condições de armazenamento, variando a temperatura e o tempo. A tensão de 

cisalhamento foi medida em função da taxa de cisalhamento, e os resultados são 

apresentados em gráficos que relacionam essas duas variáveis. Além disso, foram 

calculadas a Área Sob a Curva (AUC) e a tensão de cisalhamento máxima para cada 

condição, permitindo uma análise comparativa do impacto do armazenamento na tensão 

de cisalhamento da amostra.  

As análises reológicas revelaram que a formulação apresenta comportamento de 

fluido pseudoplástico (não newtoniano), visto que não apresentou relação não linear entre 

tensão de cisalhamento e taxa de cisalhamento. Além disso, a análise da tensão de 

cisalhamento revelou que, nas temperaturas de 4 ± 2 °C (Figura 34B) e 25 ± 2 °C (Figura 

34C), não houve alterações significativas em relação ao ponto inicial (Figuras 34A) 

durante os 30 dias de armazenamento (Figura 34E). No entanto, observou-se uma 

variação na tensão de cisalhamento quando a formulação foi submetida a 40 ± 2 °C 

(Figuras 34D). Essa alteração pode ser atribuída à perda de água por evaporação em 

temperaturas mais elevadas, um fenômeno também observado nos resultados da 

viscosidade, conforme discutido na seção 6.7. 

 A AUC, que representa a tensão de cisalhamento geral da amostra, confirma as 

observações anteriores. A amostra inicial e as amostras armazenadas a 4 ± 2 °C e 25 ± 2 

°C tiveram valores de AUC semelhantes, enquanto a amostra armazenada 40 ± 2 °C 

mostrou valores significativamente maiores. Essa diferença é estatisticamente 

significativa (p <0,001 para 40 °C), indicando que o armazenamento em temperaturas 

mais altas leva a um aumento substancial da tensão de cisalhamento (Figura 34F).  

A tensão de cisalhamento máxima, medida na maior taxa de cisalhamento testada, 

também mostra uma tendência semelhante. A amostra inicial e a amostras armazenadas a 

4 ± 2 °C e 25 ± 2 °C apresentaram valores semelhantes, enquanto as amostras 

armazenadas a 40 ± 2 °C apresentaram valores significativamente maiores (p <0,0001) 

(Figura 34G).  
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Figura 34. Estabilidade da tensão de cisalhamento ao longo de 30 dias em diferentes temperaturas (4 

± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C). Reograma da formulação após 24 horas (A). Reograma da formulação após 

30 dias armazenada a 4 ± 2 °C (B). Reograma da formulação após 30 dias armazenada a 25 ± 2 °C (C). 

Reograma da formulação após 30 dias armazenada a 40 ± 2°C (D). Reograma da formulação após 30 dias 

armazenada a 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (E). Área sob a curva do reograma da formulação após 30 

dias armazenada a 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (F).  Tensão de cisalhamento máxima aparente da 

formulação após 24 horas e 30 dias, armazenadas a 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (G). O valor de p foi 

considerado significativo quando representado por asteriscos, onde * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e 

ns: não significativo. 
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 pH da emulsão mantém-se estável durante o armazenamento, com 

leve variação a 40 °C 

Os gráficos apresentam a variação do pH de uma amostra ao longo de 90 dias, sob 

diferentes temperaturas de armazenamento (4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C). Cada gráfico 

mostra o pH em função do tempo, com a amostra inicial (24 horas) e as amostras 

armazenadas por 30, 60 e 90 dias. Os valores médios de pH, considerando a média de 

todas as temperaturas ao longo do tempo, variaram de 5,024 a 5,6267 (Figura 35D).  

Não houve variação do pH nos primeiros 30 dias em relação ao ponto inicial - nas 

temperaturas de 4 ± 2 °C e 25 ± 2 °C (Figuras 35A e 35B, respectivamente). As alterações 

obtidas entre 60 e 90 dias, nas temperaturas de 4 ± 2 °C e 25 ± 2 °C, em relação ao ponto 

inicial foi uma variação muito baixa e se estabilizou entre 60 e 90 dias, não sendo 

observadas variações com significância estatísticas.  

Entretanto, foi observada variações entres todas as faixas de dias testados (30, 60 

e 90 dias) com o ponto inicial na temperatura de 40 ± 2 °C (Figura 35C). Apesar disso, 

essa variação se estabilizou entre 60 e 90 dias, não sendo observadas variações com 

significância estatísticas.  

Quando todos os dados foram agrupados (todas as temperaturas), não houve 

variação nos primeiros 30 dias, além disso, o pH se estabilizou entre 60 e 90 dias (não 

sendo observadas alterações significativas). O pH se manteve dentro da faixa adequada 

para uso tópico. O pH inicial foi de 5,0244, variando ligeiramente ao longo dos 90 dias, 

mas sem significância estatística (Figura 35D). 
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Figura 35. Variação do pH da formulação ao longo de 90 dias em diferentes temperaturas de 

armazenamento (4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C). pH da formulação após 30 dias armazenada a 4 ± 2 °C 

(A). pH da formulação após 30 dias armazenada a 25 ± 2 °C (B). pH da formulação após 30 dias armazenada 

a 40 ± 2 °C (C). pH da formulação, considerando todas a média das temperaturas, 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 

± 2 °C (D). O valor de p foi considerado significativo quando representado por asteriscos, onde * p < 0,05; 

** p <0,01; *** p <0,001 e ns: não significativo. 
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  Estabilidade da condutividade elétrica da emulsão a 25 °C e pequenas 

variações em 4 °C e 40 °C durante 90 dias de armazenamento 

Os gráficos mostram a condutividade elétrica (medida em µS/cm) de amostras ao 

longo de 90 dias, sob diferentes temperaturas de armazenamento (4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 

40 ± 2 °C). Cada gráfico representa uma temperatura específica, e os dados são 

comparados com a amostra inicial (24 horas).  

Os valores de condutividade elétrica variaram de 211,3 µS/cm a 235,67 µS/cm 

(Figura 36D). Na temperatura de 4 ± 2 °C a condutividade permaneceu estável nos 

primeiros 30 dias, sem diferenças estatisticamente significativas em relação ao ponto 

inicial. No entanto, observou-se um aumento estatisticamente significante nos dias 60 e 

90 (Figura 36A). Apesar dessa variação inicial, a condutividade estabilizou nos últimos 

30 dias, sem diferenças significativas entre os dias 60 e 90 (Figura 36A). Em temperatura 

ambiente, 25 ± 2 °C, a condutividade da formulação manteve-se constante ao longo dos 

90 dias, sem variações significativas em relação ao ponto inicial (Figura 36B). Por outro 

lado, a 40 ± 2 °C, a condutividade apresentou um aumento até os 60 dias, com diferenças 

significativas em relação ao ponto inicial (Figura 36C). No entanto, assim como 

observado a 4 ± 2 °C, a condutividade estabilizou nos últimos 30 dias, sem diferenças 

estatisticamente significativas entre os dias 60 e 90. Na Figura 36D não há diferenças 

estatisticamente significativas na condutividade ao longo do tempo, considerando todas 

as temperaturas.  
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Figura 36. Variação da condutividade da formulação ao longo de 90 dias em diferentes temperaturas 

de armazenamento (4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C). Condutividade da formulação após 30 dias 

armazenada a 4 ± 2 °C (A). Condutividade da formulação após 30 dias armazenada a 25 ± 2 °C (B). 

Condutividade da formulação após 30 dias armazenada a 40 ± 2 °C (C). Condutividade da formulação, 

considerando todas a média das temperaturas, 4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C (D). O valor de p foi 

considerado significativo quando representado por asteriscos, onde * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e 

ns: não significativo. 
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7. DISCUSSÃO 

Os resultados deste estudo inédito revelam o potencial fotossensibilizador de 

diferentes espécies de Passiflora (P. edulis, P. alata e P. cincinnata) contra MRSA, além 

de caracterizar e avaliar a estabilidade de uma emulsão contendo a fração butanólica 

purificada de P. cincinnata para possível aplicação tópica. Dentre as espécies analisadas, 

P. cincinnata (e sua fração butanólica) foi selecionada para uma investigação aprofundada 

de sua eficácia como fotossensibilizador contra infecções por MRSA em um modelo 

murino de senescência. Até onde se tem conhecimento, esta pesquisa é pioneira ao 

explorar as propriedades fotossensibilizadoras dessas espécies e a aplicação da TFDa em 

um modelo de senescência, especialmente, em animais com alta concentração de 

melanina. 

A escolha do gênero Passiflora se justifica por sua relevância na medicina popular 

e seu potencial ainda subexplorado na pesquisa sobre atividade antimicrobiana contra 

microrganismos resistentes. Pertencente à família Passifloraceae, este gênero abrange 

diversas espécies com histórico de uso medicinal, cujas propriedades farmacológicas - 

incluindo atividades antioxidantes, analgésicas, antidepressivas, sedativas, ansiolíticas, 

anti-inflamatórias, antimicrobianas, anti-hipertensivas, hepatoprotetoras e antidiabéticas 

- foram demonstradas em estudos in vitro e in vivo (FONSECA et al., 2020; HE et al., 

2020). Pesquisas identificaram diversos compostos, principalmente os flavonoides C-

glicosídeos, como responsáveis por essas atividades (PEREIRA LEAL et al., 2022).  

A literatura científica evidencia que as espécies do gênero Passiflora possuem alto 

teor de flavonoides (DA SILVA FRANCISCHINI et al., 2020; NI et al., 2020), que 

podem, possivelmente, mediar a atividade fotodinâmica observada neste estudo, uma vez 

que DOS SANTOS et al. (2019) observaram que extratos ricos em flavonoides podem 

ser os responsáveis pela ação como FS em Myrciaria cauliflora (DE OLIVEIRA et al., 

2024; DOS SANTOS et al., 2019a). RIBEIRO et al. (2023) também observou que a 

própolis verde possui alto teor de flavonoides que podem estar relacionados com a 

atividade fotodinâmica (RIBEIRO et al., 2023, 2024). Assim, diversos estudos têm 

explorado extratos naturais contra MRSA, tanto em modelos in vitro quanto in vivo. Eles 

trazem à tona o potencial dos bioativos na busca pelo aumento do arsenal de compostos 

que podem ser promissores contra microrganismos resistentes (DOS SANTOS et al., 

2019a, 2020; MUNIZ et al., 2021; RIBEIRO et al., 2023, 2024).  
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Ainda pouco compreendida, a complexa química dos compostos naturais esconde 

propriedades fotoativas inexploradas, cujo estudo é essencial para otimizar seu uso em 

pesquisas farmacêuticas (AZIZ et al., 2023). Substâncias derivadas de fontes naturais 

estão se tornando mais prontamente disponíveis devido a dispositivos analíticos 

avançados. Assim, tem-se descoberto novos produtos químicos fotoativos de extratos 

naturais que podem atuar como FS eficientes. À medida que a identificação de produtos 

naturais fotoativos aumenta, espera-se que muitos novos FSs naturais sejam descobertos 

em um futuro próximo (KUBRAK et al., 2022). Esses compostos podem ser 

furanocumarinas, alcaloides, poliacetilenos e tiofenos, flavonoides, antraquinonas e 

extratos naturais (AZIZ et al., 2023). Explorar novos compostos naturais como FS ajudará 

a aumentar a eficácia da TFD como também reduzir possíveis efeitos colaterais dos 

mesmos (BAGNATO; REQUENA. MICHELE, 2023). 

Portanto, pesquisas que busquem desenvolver ou utilizar novos 

fotossensibilizadores tornam-se fundamentais, uma vez que quanto mais compostos 

fotoativos, maiores as possibilidades de combate à infecção causada por MRSA (DOS 

SANTOS et al., 2019b, 2019a). Neste estudo, inicialmente, foram avaliados extratos de 

diversas espécies de Passiflora, com P. cincinnata sendo selecionada para estudos in vivo 

mais aprofundados. E, ao analisar o melhor espectro de absorção de luz de espécies de 

Passiflora testadas, foi observado que o espectro de luz azul é o mais próximo da luz 

visível em que houve absorção de luz, e por esse motivo, foi escolhido para ser analisado 

neste estudo.  

A análise espectrofotométrica UV-Vis revelou um aumento na absorção de todas 

as espécies de Passiflora na faixa da luz azul (a partir de 400 nm), embora os picos de 

absorção mais proeminentes tenham sido observados na faixa UVA (269,50 nm e 334 nm 

para P. cincinnata). Essa absorção na faixa do visível, mesmo que não represente o pico 

máximo, é crucial para a atividade fotossensibilizadora, pois indica a capacidade dos 

compostos presentes nos extratos de absorver luz dentro do espectro terapêutico da 

fototerapia (DOS SANTOS et al., 2019b, 2020). A menor absorção na região azul 

observada para P. edulis e P. alata, em comparação com P. cincinnata, exigiu a utilização 

de concentrações diferenciadas para a varredura. A saturação espectral de P. cincinnata 

nas mesmas concentrações das outras espécies de Passiflora pode indicar diferenças na 

composição fitoquímica, particularmente na concentração de cromóforos que absorvem 

nesse comprimento de onda (SHAFIKHANI et al., 2023).  
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Moléculas fotossensíveis que são especificamente excitadas pela luz visível são 

frequentemente chamadas de “cromóforos”. Como compostos responsáveis pelo 

fenômeno da cor, as moléculas de pigmento são conhecidas há muito tempo por absorver 

e refletir seletivamente diferentes comprimentos de onda da luz (SHAFIKHANI et al., 

2023). Devido à presença de cromóforos, os compostos farmaceuticamente ativos nas 

plantas acabam absorvendo mais facilmente a luz. Esses compostos podem ser produzidos 

pela planta como um mecanismo de proteção contra uma grande dose de luz solar, razão 

pela qual, por exemplo, são frequentemente colocados em protetores solares e cosméticos 

para essa finalidade (KUBRAK et al., 2022).  

 Os ensaios de atividade fotossensibilizadora demonstraram que as espécies de 

Passiflora testadas possuem a capacidade de inativar MRSA mediante exposição à luz, 

com um aumento notável da atividade sob luz azul, mesmo em concentrações mais baixas. 

P. edulis e P. alata apresentaram maior eficácia fotossensibilizadora na concentração de 

1000 μg/mL, enquanto a fração butanólica de P. cincinnata exibiu atividade significativa 

em 100 μg/mL. Interessantemente, o extrato bruto de P. cincinnata demonstrou atividade 

em concentrações ainda menores (5-50 μg/mL) que a fração butanólica, sugerindo um 

possível efeito sinérgico entre os diversos constituintes presentes no extrato bruto. A 

isoorientina, o composto majoritário na fração butanólica, não apresentou a mesma 

magnitude de redução bacteriana que o extrato bruto e a fração butanólica, indicando que 

outros compostos presentes na fração butanólica, ou a combinação deles, podem ser mais 

relevantes para a atividade fotossensibilizadora observada  (SULAIMAN et al., 2022). 

A ação sinérgica de bioativos representa uma estratégia promissora para o 

desenvolvimento de novas aplicações farmacológicas. Em vez de depender de um único 

composto ativo, a combinação de múltiplos bioativos pode gerar efeitos terapêuticos 

superiores ao da soma de seus efeitos individuais (EFFERTH; KOCH, 2010; HU; YANG; 

LAI, 2023). Este fenômeno pode ter ocorrido neste estudo, visto que o extrato bruto de P. 

cincinnata foi mais eficaz que a fração butanólica, que por sua vez superou a atividade 

da isoorientina isolada. Uma tese de doutorado buscou aprimorar a compreensão da 

química de P. cincinnata por meio de uma investigação fitoquímica. O estudo isolou e 

identificou compostos-chave, incluindo isoorientina, isovitexina, isoscoparina, 

isovitexina-2"-O-β-glicopiranosídeo, isovitexina-2"-O-β-xilopiranosídeo e isoorientina-

2-O-β-xilopiranosídeo, que podem contribuir para seus efeitos observados. Além disso, o 

perfil fitoquímico das folhas e caules foi analisado usando HPLC-DAD-IES-ITEMn, 
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levando à identificação de 19 metabólitos adicionais, principalmente flavonoides e 

derivados de ácido clorogênico (AMARAL, 2018). 

No Brasil, as espécies mais utilizadas na medicina popular são P. alata e P. edulis 

(VARGAS et al., 2007). Poucos estudos investigam os possíveis efeitos biológicos dos 

extratos de P. cincinnata  (BRANDAÕ et al., 2017). Estes poucos estudos demonstram 

que os extratos das folhas, cascas e sementes de P. cincinnata possuem atividades 

antimicrobianas e anti-inflamatórias in vitro, que são atribuídas aos seus compostos 

fenólicos (DE LAVOR et al., 2018; SIEBRA et al., 2018). Mais especificamente, o estudo 

in vitro de SIEBRA et al. (2018) avaliou a atividade modificadora de antibióticos contra 

cepas de S. aureus usando uma concentração subinibitória do extrato. Os extratos não 

exibiram atividade antimicrobiana clinicamente relevante, sendo a concentração 

inibitória mínima (CIM) igual ou superior a 1024 μg/mL. 

Na mesma linha, SIEBRA et al. (2014), mostraram que a atividade antimicrobiana 

dos extratos de P. cincinnata, extratos hidroalcoólicos (de folhas, caules, cascas, polpa e 

sementes) não atingiram relevância clínica (SIEBRA et al., 2014). No entanto, o extrato 

hidroalcoólico de P. cincinnata foi apresentado como agente antibacteriano quando 

associado a antibióticos. Seu perfil de ação foi alterado pela diminuição da concentração 

inibitória mínima (CIM) dos antibióticos convencionais, sugerindo que pode ser 

desenvolvido como uma nova ferramenta terapêutica, potencializando aminoglicosídeos 

e beta-lactâmicos, que são pouco eficazes no tratamento de infecções causadas por MRSA 

(PEREIRA LEAL et al., 2022; SIEBRA et al., 2018). Em contraste, os resultados in vitro 

mostram que a fração butanólica de P. cincinnata fotoativada na concentração de 100 

μg/mL reduz significativamente a carga bacteriana. Isso indica que a fotoativação 

aumenta seu efeito.  Isso também se aplica a P. edulis e P. alata, embora em concentrações 

dez vezes maiores do que as observadas em P. cincinnata fotoativada, o que pode ser 

atribuído aos compostos bioativos presentes nesta última espécie. 

Além disso, foi demonstrado que nenhum dos tipos de Passiflora foi citotóxico 

em células eucarióticas. A ausência de citotoxicidade dos extratos de P. edulis, P. alata e 

da fração butanólica e extrato bruto de P. cincinnata em cultura de células HUVEC em 

diversas concentrações é um achado promissor para a segurança de uma futura aplicação 

in vivo. A não toxicidade para células endoteliais humanas sugere que os extratos, nas 

concentrações testadas, não devem causar danos significativos ao tecido vascular local 

durante um tratamento fotodinâmico tópico (GENAH, 2022).  



83 

 

 

 

Adicionalmente, a avaliação do potencial de membrana de MRSA exposto à 

fração butanólica não revelou alterações significativas no potencial Zeta, sugerindo que 

o mecanismo de ação fotodinâmico dos constituintes da fração butanólica não envolve 

primariamente uma alteração na carga superficial da membrana bacteriana. Isso mostra 

que, possivelmente, o FS é internalizado. Esses achados vão ao encontro com dados 

observados em outros estudos (FAN et al., 2014; LI et al., 2015), como o de RIBEIRO et 

al. (2023), que mostrou a atuação da própolis verde como FS (RIBEIRO et al., 2023).  

A fotoativação da fração butanólica de P. cincinnata induziu alterações em seu 

espectro de absorção, com variações na absorbância em comprimentos de onda 

específicos (269 nm e 334 nm) ao longo do tempo de exposição à luz. Essas mudanças 

podem indicar que a luz promove modificações nos compostos presentes na fração, 

possivelmente, através de fotoisomerização, fotodecomposição ou outras reações 

fotoquímicas (SCAIANO, 2023; ZHU et al., 2024). A cinética dessas alterações, 

demonstrada pela variação da absorbância em função do tempo, é crucial para otimizar o 

protocolo de irradiação em futuras aplicações.  

A fotoativação pode modular as propriedades da fração, provavelmente, 

aumentando sua capacidade de gerar EROs ou outros compostos fotoativos (LINGER; 

LANCEL; PORT, 2023). A análise detalhada dos gráficos, em conjunto com outras 

técnicas, como Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e Espectrometria de 

Massas (EM), pode fornecer informações mais precisas sobre os compostos responsáveis 

pelas mudanças na absorção e sobre o mecanismo de ação da fotoativação (DUARTE; 

GUILHERME, 2021).  

Com tudo que foi exposto, a fração butanólica purificada de P. cincinnata foi 

escolhida para ser utilizada no tratamento infeccioso de MRSA em animais senescentes 

da linhagem C57BL/6. Embora o extrato bruto, sua fração butanólica e um composto 

majoritário (isoorientina) tenham sido testados in vitro, a fração butanólica foi escolhida 

para os estudos subsequentes devido à sua composição fitoquímica bem caracterizada 

(AMARAL, 2018; BARBOSA SANTOS et al., 2021; DE ALBUQUERQUE SIEBRA et 

al., 2014; LEAL et al., 2020) e aos resultados in vitro satisfatórios. De uma forma mais 

detalhada, optou-se por prosseguir com a fração butanólica purificada por três motivos 

principais.  

Primeiramente, a complexidade do extrato bruto: o extrato bruto, apesar de 

demonstrar maior eficiência, apresenta uma complexidade molecular que dificulta a 
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identificação dos compostos responsáveis pela redução de UFC de MRSA. Em segundo 

lugar, desafios da isoorientina: a isoorientina, embora promissora, apresentou resultados 

in vitro inferiores aos extratos e seu processo de purificação/rendimento mostrou-se 

complexo. Em terceiro lugar, o potencial da fração butanólica purificada: a fração 

butanólica demonstrou resultados in vitro satisfatórios, possui composição fitoquímica 

bem caracterizada, além do mais tende a ter um alto teor de flavonoides (AMARAL, 

2018; BARBOSA SANTOS et al., 2021; DE ALBUQUERQUE SIEBRA et al., 2014; 

LEAL et al., 2020; ZHANG et al., 2023). Além disso, estudos recentes, como o de 

RIBEIRO et al. (2023), corroboram a eficácia de extratos com constituintes que agem 

sinergicamente, superando compostos isolados em doses/concentrações menores. 

Portanto, isso traz à tona que os constituintes dos extratos podem atuar sinergicamente, 

aumentando o poder fotossensibilizador (DOS SANTOS et al., 2019a; RIBEIRO et al., 

2023, 2024).  

Então, a partir da escolha da fração butanólica de P. cincinnata foi realizado o 

experimento in vivo com animais C57BL/6, em um modelo de infecção intradérmica. 

Além de apresentarem imunossenescência, os animais dessa linhagem poderiam fornecer 

mais conhecimento sobre as possibilidades de aplicação de terapias à base de luz em 

indivíduos com grandes quantidades de melanina, como observado no estudo 

desenvolvido por MUNIZ et al. (2021), que utilizou a mesma cepa em um modelo de 

diabetes mellitus tipo 1 de infecção intradérmica e tratado com TFDa. A importância dos 

estudos de ativação ex vivo torna-se evidente, particularmente na compreensão do 

impacto da melanina na TFD (DOS SANTOS et al., 2019b), estudos limitados 

examinaram essa interação (CASSIDY; DONNELLY; TUNNEY, 2010). Nesse sentido, 

SANTOS et al. (2019b) justificaram a fotoativação das soluções fora do ambiente 

corporal dos animais C57Bl/6 devido ao potencial da melanina como agente interferente 

na TFDa. Assim, o presente trabalho propõe uma adaptação da TFDa para o tratamento 

de infecções em pacientes com muita melanina, considerando a escassez de estudos 

avaliando essa técnica nessa população. 

A infecção por MRSA associada à senescência é difícil de controlar, pois está 

relacionada à menor eficácia do sistema imunológico no combate a um processo 

infeccioso (SHAW; GOLDSTEIN; MONTGOMERY, 2013). Ao avaliar a bioatividade 

dos extratos de P. cincinnata e sua aplicação na TFDa com animais senescentes, nossos 

achados indicam que o grupo tratado com P. cincinnata apresentou menor carga 

bacteriana e menor infiltrado de células leucocitárias (totais e polimorfonucleares) em 
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comparação com o grupo controle (Veículo). Houve também uma tendência de menor 

número de células mononucleares no grupo tratado com P. cincinnata e TFDa. Esses 

achados corroboram a atividade fotossensibilizadora observada in vitro e sugerem um 

efeito terapêutico da P. cincinnata fotoativada na redução da infecção por MRSA e na 

modulação da resposta inflamatória local (Figura 37). A menor variação de peso 

observada nos animais tratados com P. cincinnata pode indicar um menor estresse 

fisiológico associado à infecção e ao tratamento em comparação com o grupo controle. 

Os longevos apresentam vários fatores de risco para infecções de pele e tecidos 

moles. Alterações na consistência da pele e imunossenescência predispõem a esses fatores 

de risco nessa população. Alterações na matriz dérmica, atrofia, senescência de células 

dérmicas, como fibroblastos, diminuição da síntese e quebra acelerada das fibras 

colágenas dérmicas aumentam a suscetibilidade a infecções cutâneas. Além disso, 

apresentam alta frequência de condições associadas a fragilidades da pele, como edema e 

trauma (FALCONE; TISEO, 2023; LEE; HONG; KIM, 2021).  

Como a idade avançada contribui para a doença estafilocócica invasiva não é 

totalmente compreendido. Embora muitos defeitos imunológicos (por exemplo, 

fagocitose, seção reativa de oxigênio) estejam associados ao envelhecimento, as 

alterações celulares dependentes da idade fundamentais responsáveis por esses defeitos 

são desconhecidas. No entanto, é bem sabido que as células de indivíduos longevos têm 

funções mitocondriais alteradas que podem afetar sua capacidade de responder a 

estímulos externos, incluindo patógenos (TSENG et al., 2012). 

Apesar desses fatos, observou-se que os animais tratados com P. cincinnata e 

TFDa apresentaram menor variação de peso, provavelmente por conterem melhor o 

processo infeccioso, de forma mais rápida e eficaz (CRIMMINS; FINCH, 2006), sem 

precisar recrutar tantas células de defesa após 72 horas do processo infeccioso. Esses 

dados são curiosos, pois outros estudos observam uma infiltração mais significativa de 

células leucocitárias, principalmente células polimorfonucleares, nos grupos submetidos 

à TFDa. No entanto, vale ressaltar que foi em um modelo de diabetes (MUNIZ et al., 

2021). O P. cincinnata provavelmente pode depurar o microrganismo in situ, contornando 

a dificuldade do sistema imunológico senescente em recrutar mais células leucocitárias 

(DE MARTINIS; MODESTI; GINALDI, 2004). O ponto crítico é que a inflamação 

exacerbada não seria interessante para conter os microrganismos em indivíduos longevos 

(SHIVE; PANDIYAN, 2022).  
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Conforme elucidado na Figura 37, a presença de neutrófilos, células de primeira 

linha na defesa contra infecções bacterianas, indica uma resposta inflamatória aguda em 

andamento (SWANEY; KALAN, 2021). Macrófagos, com sua capacidade de fagocitose 

e apresentação de antígenos, também contribuem para a resposta imune local. A presença 

de linfócitos sugere o início de uma resposta imune adaptativa, enquanto as células 

dendríticas atuam na captura e apresentação de antígenos aos linfócitos nos linfonodos 

regionais, como o linfonodo retromaxilar (MUNIZ et al., 2021; RIBEIRO et al., 2024), 

mostrado na Figura 38.  

 

Figura 37. Representação esquemática da resposta local na infecção intradérmica por MRSA em 

modelo murino. A imagem compara a resposta local na orelha infectada de um modelo murino, em dois 

grupos distintos: um controle (tratado com veículo) e outro tratado com P. cincinnata. A representação 

esquemática destaca a composição celular infiltrada no local da infecção e sugere diferenças qualitativas e 

quantitativas na resposta inflamatória entre os grupos. O grupo controle (Veículo) exibe um infiltrado 

inflamatório intenso, caracterizado pela presença de células dendríticas, linfócitos, neutrófilos e macrófagos 

na área da infecção. O grupo tratado com P. cincinnata demonstra uma redução no infiltrado inflamatório. 

A presença de neutrófilos, células de primeira linha na defesa contra infecções bacterianas, indica uma 

resposta inflamatória aguda em andamento. Macrófagos, com sua capacidade de fagocitose e apresentação 

de antígenos, também contribuem para a resposta imune local. A presença de linfócitos sugere o início de 

uma resposta imune adaptativa, enquanto as células dendríticas atuam na captura e apresentação de 

antígenos aos linfócitos nos linfonodos regionais, como o linfonodo retromaxilar mostrado em outra parte 

da figura. Imagem elaborada na plataforma BioRender, autoria própria. 

A resposta local nos grupos tratados com P. cincinnata aparenta ser 

qualitativamente diferente. Embora ainda haja infiltração de células inflamatórias, há uma 

menor ativação ou recrutamento de células inflamatórias no local da infecção em resposta 

ao tratamento com P. cincinnata. A análise conjunta dessa representação da resposta local 

com os dados da resposta sistêmica (níveis de citocinas nos linfonodos) (Figura 38) e 

outros parâmetros avaliados no estudo (carga bacteriana) é fundamental para uma 

compreensão abrangente do mecanismo de ação do P. cincinnata no contexto da infecção 

estudada. 
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Uma possível interpretação para as alterações quantitativas de leucócitos para o 

local de infecção é que o tratamento com P. cincinnata pode estar modulando a resposta 

inflamatória inicial, possivelmente reduzindo o recrutamento de células imunes para o 

local da infecção ou alterando sua ativação (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a; MUNIZ 

et al., 2021). Outra possibilidade é que o tratamento esteja influenciando a migração 

dessas células para os linfonodos regionais para iniciar uma resposta imune adaptativa 

mais eficiente, o que poderia explicar uma menor concentração delas no local da infecção 

(CRUZ DE CASAS et al., 2023; WANG et al., 2024). P. cincinnata pode possuir 

propriedades anti-inflamatórias, contribuindo para a modulação da resposta local. Essa 

redução na inflamação local poderia ser benéfica para limitar o dano tecidual associado à 

resposta inflamatória excessiva, sem necessariamente comprometer a capacidade do 

organismo de eliminar o patógeno. 

É importante destacar que, após a estimulação da luz, o FS entra em um estado 

excitado e transferem sua energia para o oxigênio molecular ou nitrogênio presente no 

ambiente celular. Essa transferência de energia leva à formação de EROs, incluindo 

radicais hidroxila, peróxido de hidrogênio e oxigênio singlete (CORREIA et al., 2021). 

Devido à sua natureza altamente reativa, as EROs têm meia-vidas muito curtas e são 

rapidamente degradadas ou neutralizadas no ambiente celular (JOMOVA et al., 2024). A 

rápida degradação dessas espécies reativas poderia explicar a ausência de diferenças 

maiores observadas entre o grupo P. cincinnata sem fotoativação e o grupo veículo 

controle.  

Portanto, a fotoativação ex vivo em animais C57BL/6 pode ter influenciado os 

resultados. Em detrimento da melanina potencialmente ser capaz de interferir na TFD 

(CASSIDY; DONNELLY; TUNNEY, 2010; DOS SANTOS et al., 2019b), como dito 

anteriormente, isso nos levou a optar por uma ativação ex vivo. No entanto, em um estudo 

sobre o resveratrol, SANTOS et al. (2019) observaram que o resveratrol fotoativado 

forma resveratrona, o que poderia aumentar o tempo de ação dos mecanismos oxidativos 

e induzir a depuração do MRSA, portanto, além das EROs, uma alteração conformacional 

nas moléculas devido à luz pode ser responsável pela ação de depuração bacteriana.  

Outro ponto interessante deste estudo demonstra que os animais senescentes 

produziram o mesmo nível de citocinas em comparação com os grupos Veículo, P. 

cincinnata e TFDa. Apesar disso e das limitações do pequeno número de animais 

utilizados, as citocinas se comportam de forma diferente entre os grupos. Outros estudos 

observaram as diferenças entre a produção das mesmas citocinas aqui analisadas a partir 
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da terapia fotodinâmica. Ainda assim, eles visavam modelos diferentes, como animais 

jovens diabéticos ou não, ambas linhagens C57BL/6 (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a, 

2020; MUNIZ et al., 2021).  

O grupo TFDa exibiu um padrão mais distinto de correlações de citocinas, com 

um maior número de citocinas exibindo correlações negativas, tanto entre as citocinas 

pró-inflamatórias quanto com a citocina anti-inflamatória IL-10. A senescência 

acompanha uma inflamação crônica e estéril de baixo grau, na qual a infecção pode 

exacerbar esse processo, causando uma desregulação da produção de citocinas anti-

inflamatórias, corroborando com mais interações de correlações positivas entre as 

citocinas analisadas (GONÇALVES et al., 2022), e, consequentemente, um maior 

desequilíbrio no processo inflamatório. No entanto, parece que o uso de P. cincinnata na 

TFDa superou isso. 

Também foram observadas correlações positivas entre IL-10 e TNF-α 

exclusivamente no grupo TFDa, bem como entre IL-12p70 e IL-17A nos grupos TFDa e 

P. cincinnata, com essas correlações se tornando mais pronunciadas no grupo TFDa. 

Recentemente, foi demonstrado que o tratamento combinado de IL-10+, IL-12+, TNF-α, 

diminuiu a expressão do estresse oxidativo, CXCL8 e CXCR1 por meio da mitigação da 

via inflamatória TNFR1-IL-1R-NF-κB em S. aureus (DUTTA; BISHAYI, 2023). Além 

disso, altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, particularmente IL-12, induzem um 

subconjunto de células Th17, que são produtoras de IL-17 e importantes no recrutamento 

neutrofílico, essencial na defesa cutânea de S. aureus  (BELPAIRE; VAN GEEL; 

SPEECKAERT, 2022a; CHO et al., 2010; VOLPE et al., 2008).  

Apesar dos níveis de produção de citocinas serem semelhantes entre os grupos, 

suas interações demonstraram ser dependentes do contexto experimental/tratamento. 

Esses achados ressaltam a importância de analisar as interações entre citocinas, mesmo 

quando seus níveis individuais não apresentam diferenças significativas entre os grupos. 

Estudos recentes enfatizam que essa abordagem expande a análise para além da 

identificação de um único biomarcador, utilizando múltiplos marcadores inflamatórios 

para estabelecer redes de interação complexas. Essa análise integrada é fundamental para 

compreender a dinâmica da resposta biológica, uma vez que o organismo depende da ação 

coordenada de diversos sistemas interconectados (GALANTINI et al., 2022). 

A análise aprofundada dos efeitos dos tratamentos P. cincinnata e TFDa nos níveis 

de citocinas inflamatórias e imunomoduladoras, em comparação com um grupo controle 

(Veículo), revela a intrincada complexidade da resposta imunológica. Enquanto os 
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histogramas oferecem uma visão direta dos níveis individuais de citocinas, as correlações 

e as redes bayesianas desvendam as relações dinâmicas e interdependências entre essas 

moléculas sinalizadoras (GONÇALVES et al., 2022). A análise de correlações e redes 

bayesianas revelou padrões distintos de interação entre as citocinas nos grupos Veículo, 

P. cincinnata e TFDa.  

 

Figura 38. Análise da resposta sistêmica nos linfonodos retromaxilares no modelo de infecção 

intradérmica por MRSA. A imagem revela insights importantes sobre a resposta imunológica sistêmica 

em um modelo experimental de infecção por MRSA, tratado com P. cincinnata e terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (TFDa). A investigação concentra-se na dinâmica de citocinas nos linfonodos 

retromaxilares, um local chave para a orquestração da resposta imune regional e sistêmica. As correlações 

entre citocinas nos diferentes grupos experimentais (Veículo, P. cincinnata e TFDa) indicam a quantidade 
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de associações negativas e positivas, bem como as mais significativas para cada grupo. A ilustração central 

demonstra a interação entre uma célula dendrítica, citocinas e uma célula T naive no linfonodo. A análise 

das redes bayesianas das citocinas, apresentada na parte inferior direita, mostra a intensidade das interações 

entre elas para cada grupo experimental. A intensidade dessas interações é comparada entre os grupos, e as 

associações mais fortes para cada grupo são destacadas. Imagem elaborada na plataforma BioRender, 

autoria própria. 

No grupo P. cincinnata, a presença de correlações positivas entre citocinas pró-

inflamatórias como IL-12p70 e IL-17A, e IL-12p70 e IL-1β, semelhantes ao grupo TFDa, 

sugere uma resposta imune coordenada em relação ao tratamento. A ausência dessas 

correlações no grupo Veículo, juntamente com a presença de outras correlações positivas 

envolvendo IL-10 (uma citocina imunossupressora e anti-inflamatória), pode indicar uma 

resposta inflamatória desregulada na ausência de tratamento (KURRA; AKHTAR; 

SHARMA, 2024; LI et al., 2023a; MATAR et al., 2023). As redes bayesianas reforçaram 

essas observações, mostrando diferentes padrões de influência entre as citocinas entre os 

grupos. 

As redes bayesianas, em particular, emergem como uma ferramenta poderosa para 

desvendar as dependências condicionais entre as citocinas, demonstrando como a 

alteração nos níveis de uma citocina pode influenciar a probabilidade dos níveis de outras. 

Essa abordagem permite uma compreensão mais profunda das interações complexas e da 

modulação da resposta imune pelos tratamentos (GONÇALVES et al., 2022). A 

variabilidade nessas interações, observada nas redes, indica que P. cincinnata e TFDa 

exercem seus efeitos imunomoduladores de maneiras distintas, com implicações 

significativas para o desenvolvimento de novos tratamentos. 

A análise detalhada das interações entre as citocinas, conforme é demonstrado na 

Figura 38, lança luz sobre a complexidade da resposta imunológica e a modulação 

exercida pelos tratamentos. Os dados de correlações de citocinas demonstram padrões 

distintos entre os grupos experimentais (Veículo, P. cincinnata, e TFDa). No grupo 

Veículo, observa-se uma quantidade menor de correlações negativas em comparação com 

os grupos tratados, sugerindo uma rede de citocinas, talvez, menos regulada ou mais 

homogênea na ausência do tratamento. Em contraste, o grupo TFDa exibe o maior número 

de correlações negativas, o que pode indicar uma interação mais complexa e 

potencialmente mais direcionada da resposta inflamatória.  

Correlações negativas entre citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, por 

exemplo, podem refletir mecanismos de contrarregulação importantes para limitar o dano 
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tecidual excessivo (GUPTA et al., 2021). A análise das correlações positivas revela uma 

tendência oposta, com o grupo veículo apresentando o maior número dessas associações, 

seguido por P. cincinnata e, por fim, TFDa. Correlações positivas podem indicar vias de 

sinalização sinérgicas ou a co-expressão de citocinas envolvidas em fases semelhantes da 

resposta imune. A menor quantidade de correlações positivas no grupo TFDa pode sugerir 

uma maior especificidade da resposta induzida pelo tratamento. 

Ao examinar as correlações mais significativas por grupo, notam-se combinações 

específicas de citocinas que se destacam em cada condição experimental. No grupo 

veículo, a correlação entre IL-1β e IL-12, bem como IL-17 e IL-12, pode refletir a 

ativação de vias Th1 e Th17 em resposta à infecção não tratada (AKHTER et al., 2023; 

ALVAREZ et al., 2023; GĘBKA et al., 2022). No grupo tratado com P. cincinnata, a forte 

correlação entre IL-1β e TNF-α, e IL-10 e TNF-α, pode indicar uma tentativa de equilibrar 

a inflamação através da indução de citocinas pró e anti-inflamatórias (LOPES et al., 2024; 

ZULHENDRI et al., 2022). O grupo TFDa, por sua vez, apresenta correlações 

significativas entre IL-10 e TNF-α, e IL-1β e IL-12, sugerindo um perfil de resposta 

distinto que pode envolver uma interação mais ativa da inflamação e a polarização da 

resposta imune (BELPAIRE; VAN GEEL; SPEECKAERT, 2022b; KORTEKAAS 

KROHN et al., 2022). 

A representação esquemática da resposta sistêmica, Figura 38, ilustra a interação 

entre uma célula dendrítica (apresentadora de antígenos), citocinas e uma célula T naive. 

A célula dendrítica, após processar antígenos no linfonodo retromaxilar, apresenta-os à 

célula T naive na presença de citocinas específicas, direcionando a diferenciação da célula 

T para diferentes subtipos (por exemplo, Th1, Th2, Th17, Treg) (BOŠNJAK et al., 2022; 

NARASIMHAN et al., 2025; NELLI et al., 2024; ZANNA et al., 2021). Os padrões de 

correlação de citocinas observados nos diferentes grupos podem, portanto, influenciar a 

polarização da resposta de células T e, consequentemente, a eficácia da eliminação do 

patógeno e a resolução da inflamação. 

A análise das redes bayesianas reforça a observação de diferentes padrões de 

interação entre os grupos. A ordem de complexidade das interações (Veículo < P. 

cincinnata < TFDa) sugere que a TFDa induz uma rede de interações de citocinas mais 

intrincada. As interações mais fortes por grupo revelam vias de sinalização dominantes 

em cada condição. No veículo, IL-1β parece influenciar a produção de TNF-α e IL-17, 

enquanto IL-10 modula IL-17. No grupo P. cincinnata, IL-1β influencia TNF-α e IL-12, 

e TNF-α modula IL-17. O grupo TFDa exibe uma rede com IL-1β influenciando IL-12, 
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IL-10 influenciando TNF-α, e IL-12 influenciando IL-17. Essas diferenças nas redes de 

interação sugerem mecanismos de ação distintos para o tratamento com P. cincinnata 

isoladamente e a TFDa. 

Assim, os dados apresentados na Figura 38 indicam que tanto o tratamento com 

P. cincinnata quanto a TFDa interfere na resposta imunológica sistêmica, conforme 

avaliado pelas interações de citocinas nos linfonodos retromaxilares. A TFDa parece 

induzir uma resposta mais complexa e regulada, caracterizada por um maior número de 

correlações negativas e um padrão específico de interações entre citocinas. A 

compreensão detalhada dessas alterações na rede de citocinas é crucial para elucidar os 

mecanismos pelos quais P. cincinnata e a TFDa exercem seus efeitos terapêuticos no 

contexto da infecção estudada. Estudos futuros poderiam investigar a cinética dessas 

citocinas em diferentes momentos da infecção e do tratamento, bem como a diferenciação 

de subpopulações de células T nos linfonodos, para fornecer uma visão mais completa da 

resposta imune induzida por essas abordagens. 

A análise de agrupamento (dendrogramas) e a Análise de Componentes Principais 

(PCA) demonstraram a capacidade de distinguir os grupos experimentais com base nas 

variáveis avaliadas, especialmente na contagem de polimorfonucleares e mononucleares. 

Os grupos tratados com P. cincinnata e TFDa apresentaram maior similaridade entre si, 

enquanto o grupo Veículo se mostrou distinto, reforçando a eficácia dos tratamentos na 

modulação da resposta inflamatória e da carga bacteriana. O PCA revelou que os dois 

primeiros componentes principais explicaram uma parcela significativa da variância dos 

dados, com as variáveis de perda de peso correlacionando-se positivamente com o PC1 e 

as variáveis de carga bacteriana e infiltrado leucocitário correlacionando-se 

negativamente, evidenciando a influência dessas variáveis na distinção dos grupos. 

Assim, a análise de PCA demonstra uma clara distinção entre o grupo controle e 

os grupos tratados com P. cincinnata e TFDa, indicando que ambos os tratamentos 

influenciaram o curso da infecção e a resposta do organismo. O grupo controle se 

caracteriza por maior carga bacteriana, maior infiltração de células inflamatórias e maior 

perda de peso. Os grupos tratados, por outro lado, mostram uma tendência a apresentar 

menor carga bacteriana e um perfil de citocinas distinto. A análise mais detalhada da 

posição dos vetores das citocinas em relação aos grupos tratados pode fornecer 

informações valiosas sobre os mecanismos imunomodulatórios específicos de cada 

tratamento. A separação dos grupos no espaço dos componentes principais sugere que a 
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PCA é uma ferramenta útil para discriminar os efeitos dos diferentes tratamentos no 

contexto da infecção experimental. 

Dentre os polimorfonucleares, é importante ressaltar o papel dos neutrófilos, 

principalmente em uma infecção bacteriana ocasionada por MRSA. Os neutrófilos 

desempenham um papel fundamental na eliminação do MRSA após a terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a, 2020; MUNIZ et al., 

2021; RIBEIRO et al., 2024). Em animais senescentes, devido às alterações imunológicas 

associadas à idade, a função dos neutrófilos pode estar comprometida, o que pode 

influenciar a eficácia da TFDa. Contudo, o processo de imunossenescência em animais 

senescentes acarreta alterações fenotípicas e funcionais nos neutrófilos, incluindo a 

atenuação da capacidade quimiotática, a diminuição da eficiência fagocítica, a produção 

subótima de EROs e a potencial disfunção na formação de NETs (LORD et al., 2001; 

VAN AVONDT et al., 2023). 

No âmbito da TFDa, a integridade funcional dos neutrófilos revela-se essencial 

para a otimização da resposta terapêutica contra MRSA em animais senescentes. A TFDa, 

ao induzir dano fototóxico direto nas células bacterianas através da geração de EROs 

mediante a ativação de um fotossensibilizador por luz de comprimento de onda 

específico, demanda a subsequente remoção dos detritos bacterianos e a resolução do 

processo inflamatório local (GRANDI et al., 2022; ILUZ et al., 2018; ROBERTSON; 

EVANS; ABRAHAMSE, 2009; VECCHIO et al., 2013). Neutrófilos competentes são 

cruciais para a fagocitose e eliminação das bactérias lesadas pela TFDa, prevenindo a 

persistência ou recorrência da infecção (TORABI et al., 2021). 

Ademais, a interação entre a TFDa e a atividade neutrofílica pode exibir um efeito 

sinérgico. A lesão bacteriana induzida pela TFDa pode aumentar a susceptibilidade do 

MRSA à fagocitose pelos neutrófilos, enquanto a liberação de mediadores 

antimicrobianos pelos neutrófilos pode complementar o efeito bactericida primário da 

terapia fotodinâmica (NING et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024). A modulação da resposta 

inflamatória desencadeada pela TFDa também depende da ação regulatória dos 

neutrófilos, prevenindo a exacerbação do dano tecidual, um aspecto particularmente 

relevante em animais senescentes comumente predispostos a respostas inflamatórias 

desreguladas (LORD et al., 2001). 

Portanto, a eficácia da TFDa no tratamento de infecções por MRSA em animais 

senescentes está intrinsecamente ligada à capacidade funcional dos neutrófilos. 
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Estratégias futuras podem se beneficiar da investigação de abordagens que visem modular 

ou restaurar a função neutrofílica nessa população, potencialmente otimizando os 

resultados da TFDa e melhorando o prognóstico clínico. A compreensão aprofundada da 

interação entre a TFDa e a resposta neutrofílica no contexto da imunossenescência é 

fundamental para o desenvolvimento de protocolos de tratamento mais eficazes em um 

contexto de senescência celular associada às infecções por MRSA. 

A fim de facilitar a aplicação tópica da fração butanólica de P. cincinnata, um 

passo fundamental para a tradução clínica dos resultados, desenvolveu-se uma emulsão. 

A formulação foi desenvolvida com Olivem 1000®, um componente auto-emulsificante 

funcional de origem natural, delineado para formulações do tipo óleo em água 

(HALLSTAR, 2024).  Uma vez que não foram observadas alterações nos parâmetros 

macroscópicos, separação de fases ou viscosidade após o teste de centrifugação, seguiu-

se para avaliação durante 90 dias.  

Com as análises reológicas foi possível observar que a emulsão apresentou 

comportamento não newtoniano, visto que não apresentou relação não linear entre tensão 

de cisalhamento e taxa de cisalhamento. Os valores dos índices de fluidez foram inferiores 

a 1,0, indicando comportamento de fluidez pseudoplástica (DAMASCENO et al., 2016). 

Além disso, a emulsão teve um comportamento tixotrópico, uma característica típica de 

fluidos não newtonianos, evidenciada pela curva ascendente com valores superiores à 

curva descendente. Todas essas características citadas são ideais para aplicação cutânea, 

facilitando a aplicação e promovendo a absorção dos compostos ativos (BANERJEE; 

THIAGARAJAN; THIAGARAJAN, 2018; REOLON et al., 2024).  

A estabilidade da formulação foi avaliada sob diferentes temperaturas de 

armazenamento (4 ± 2 °C, 25 ± 2 °C e 40 ± 2 °C) durante 90 dias. Os resultados 

demonstraram que a temperatura de 40 ± 2 °C ocasionou uma leve alteração na 

viscosidade e na tensão de cisalhamento, indicando a necessidade de armazenamento em 

temperaturas mais baixas para preservar as propriedades reológicas da formulação. A 

análise da viscosidade mínima aparente confirmou a estabilidade da formulação a 4 ± 2 

°C, sem alterações significativas em relação ao tempo inicial (24 horas). Por outro lado, 

o aumento da viscosidade observado a 40 ± 2 °C sugere a ocorrência de perda de água 

por evaporação em altas temperaturas, como observado por outros estudos (SALEHI; 

MORTAZAVI; MOGHIMI, 2022; SIMÕES; VEIGA; VITORINO, 2019). Esses achados 
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são importantes para determinar as condições ideais de armazenamento e manuseio da 

amostra, dependendo da aplicação desejada. 

A condutividade elétrica mostrou-se mais estável a 25 ± 2 °C. As mudanças na 

condutividade podem ser devidas a reações químicas, degradação ou outros processos 

que alteram a concentração de íons na amostra (CEKIĆ; SAVIĆ; SAVIĆ, 2023). Apesar 

dos resultados destacarem a importância do controle da temperatura no armazenamento 

da formulação para garantir sua estabilidade e eficácia (BADRUDDOZA et al., 2023), as 

variações de significância estatística não demonstraram alterações que comprometam a 

formulação, em nenhuma das temperaturas. Isso atesta para o fato de não ter sido 

observada inversão de fase, nem alteração no tipo de fluido, bem como o fato de não se 

ter alterações macroscópicas (Figura 39). Além disso, o pH da formulação permaneceu 

dentro da faixa de pH ideal para aplicação tópica (pH da pele: 4,5-5,5) (LUKIĆ; 

PANTELIĆ; SAVIĆ, 2021), demonstrando a compatibilidade do produto com a pele ao 

longo do período de análise. 

 

Figura 39. Representação esquemática de uma emulsão dos principais resultados obtidos da emulsão. 

Emulsão do tipo óleo em água com pH ideal, comportamento pseudoplástico e tixotrópico, sem alterações 

macroscópicas e potencial para tradução clínica. Imagem elaborado com recursos da Plataforma Smart 

Servier, autoria própria. 

Os resultados deste estudo demonstram o potencial fotossensibilizador de extratos 

de Passiflora contra MRSA in vitro e in vivo, com destaque para a fração butanólica de 

P. cincinnata. O desenvolvimento de uma emulsão estável contendo essa fração 

representa um avanço significativo para a possível aplicação terapêutica tópica no 

tratamento de infecções cutâneas por bactérias resistentes. Futuras pesquisas são 

necessárias para otimizar a formulação, o protocolo de fotoativação e avaliar a eficácia e 

segurança em modelos in vivo mais complexos e, eventualmente, em ensaios clínicos. 
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8. CONCLUSÃO 

Este estudo pioneiro investigou a capacidade fotossensibilizadora de extratos de 

P. edulis, P. alata e, principalmente, P. cincinnata. De modo inédito, demonstrou-se a 

eficácia desses FS na inativação fotodinâmica de MRSA, evidenciando seu potencial para 

o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos seguros, dada a ausência de 

citotoxicidade em células eucarióticas. A TFDa com a fração butanólica de P. cincinnata, 

baseada em bioativos de um produto natural brasileiro, surge como um recurso para tratar 

infecções cutâneas por MRSA, especialmente em pacientes longevos, oferecendo uma 

alternativa eficaz à crescente resistência antibacteriana. Em modelo murino de 

senscência, essa fração controlou eficazmente a infecção, reduzindo a carga bacteriana e 

a inflamação. 

Adicionalmente, o estudo buscou elucidar a localização de ação do FS, sugerindo 

que a internalização na bactéria, sem alterar significativamente o potencial de membrana, 

é um fator relevante. No entanto, futuras investigações para elucidar as vias moleculares 

envolvidas nessa interação são cruciais para otimizar a eficácia terapêutica.  Somado à 

compreensão das vias de atuação do FS, a padronização de uma formulação emulsionada 

para aplicação tópica, demonstrando estabilidade em temperatura ambiente e 

propriedades reológicas adequadas, representa um avanço significativo para a tradução 

clínica desses achados. 

É importante salientar que esta pesquisa estabelece as bases para o 

desenvolvimento de estratégias de TFDa direcionadas usando espécies de Passiflora e 

enfatiza a necessidade de explorar novos FS derivados de plantas pouco pesquisadas. Os 

resultados apresentados são promissores, pela demonstração da eficácia da TFDa em um 

modelo de senescência utilizando camundongos da linhagem C57BL/6. A relevância 

deste achado é ampliada pela consideração da alta concentração de melanina inerente a 

essa linhagem, um fator frequentemente negligenciado na pesquisa com TFDa, suprindo 

assim a escassez de estudos prévios com esses animais. Apesar do exposto, estudos 

adicionais são necessários para avaliar a segurança e eficácia da formulação em modelos 

pré-clínicos e clínicos, bem como para explorar a sinergia com outros agentes 

antimicrobianos.  
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Pedido nacional de Invenção, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adição de Invenção e entrada na fase nacional do PCT

29409162301277409

11/05/2023
870230039310
10:21

Número do Processo: BR 10 2023 009022 2

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razão Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

Tipo de Pessoa: Pessoa Jurídica

CPF/CNPJ: 15180714000104

Nacionalidade: Brasileira

Qualificação Jurídica: Instituição de Ensino e Pesquisa

Endereço: Rua Augusto Viana s/n,
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Estado: BA
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País: Brasil

Telefone: (71)32839097

Fax: (71)32839097

Email: inova@ufba.br

Esta solicitação foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrônico em 11/05/2023 às
10:21, Petição 870230039310

Petição 870230039310, de 11/05/2023, pág. 1/22



Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invenção (PI)

Título da Invenção ou Modelo de
Utilidade (54):

COMPOSIÇÕES FARMACÊUTICAS CONTENDO EXTRATOS DA
Passiflora cincinnata PARA TERAPIA FOTODINÂMICA
ANTIMICROBIANA

Resumo: A presente invenção trata-se de composições farmacêuticas para
aplicação tópica, contendo extratos de Passiflora cincinnata. A
função destas composições inclui a atividade microbicida. Tal
atividade é obtida quando as composições são utilizadas como
fotossensibilizantes na Terapia Fotodinâmica
antimicrobiana (TFDa). Os extratos da P. cincinnata foram liofilizados
e diluídos em água destilada
filtrada em membrana de 22mm. Os extratos da P. cincinnata, fração
butanólica (FIGURA 2) e o extrato bruto (FIGURA 3), quando
ativados pela luz LED azul reduziram significativamente o
crescimento de MRSA, mostrando-se eficaz com o uso de baixas
concentrações dos extratos.
Na FIGURA 4 pode-se ver o rápido decaimento da abs na faixa de
melhor absorção do ácido úrico (293 ¿m), sugerindo que o
mecanismo da formação de oxigênio singlete é crucial no processo
de diminuição das colônias de MRSA na TFDa com P. cincinnata
como fotossensibilizante.
A P. cincinnata possui atividade microbicida in situ (FIGURA 5).
Entretanto, animais tratados com P. cincinnata fotativada não
demonstraram diferenças na carga bacteriana. Isso é facilmente
explicado pela rápida formação de oxigênio singlete, que tem curto-
prazo de duração (FIGURA 4). A fotativação
prévia da P. cincinnata pode ter influenciado na quantidade de
oxigênio singlete in situ. Aplicação tópica de P. cininnata e posterior
aplicação da luz, provavelmente, aumentaria sua eficácia.
1Figura a publicar:
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Nacionalidade: Brasileira

Qualificação Física: Professor do ensino superior
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realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinações da Lei 13.123 de
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Número da Autorização de
Acesso:
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Data da Autorização de Acesso: 12/04/2013
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invenção (PI)

Título da Invenção ou Modelo de
Utilidade (54):

COMPOSIÇÕES FARMACÊUTICAS CONTENDO EXTRATO E
ÓLEO DE Coffea arabica L.

Resumo: A presente invenção refere-se a composições farmacêuticas
contendo óleo e extrato de café verde, com ação microbicida
potencializada pela terapia fotodinâmica. As formulações foram
preparadas pelo método de emulsificação espontânea, contendo
óleo e extrato de café verde, estabilizadas por tensoativos. Os
sistemas dispersos obtidos apresentam tamanho de partícula médio
na faixa de 1 a 100nm, preferencialmente de 1 a 60nm, PDI abaixo
de 0,300, e potencial zeta com valores de -14 a -30 mV, em
diferentes temperaturas e testes de estabilidade. Além disso,
apresentam o comportamento de fluido newtoniano com viscosidade
entre 30 e 32 cP. Ainda, apresentam eficácia no tratamento contra
microrganismos em doses menores já reportadas e foram
potencializadas quando associadas à terapia fotodinâmica. Tendo
concentração mínima inibitória de extrato de café verde de 250
µg/mL e quando fotoativadas, em 125 µg/mL, além de apresentarem
atividade mesmo sem o extrato incorporado. Assim a presente
invenção revela um produto de baixo custo que estrutura o uso de
substâncias derivadas de plantas na indústria farmacêutica,
estimulando a
bioeconomia e podendo contribuir para a agricultura familiar,
considerando a importância
econômica do café no Brasil.
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Declaro, sob as penas da lei, que todas as informações acima prestadas são completas e
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invenção (PI)

Título da Invenção ou Modelo de
Utilidade (54):

EXTRATOS DE Passiflora cincinnata COMO
FOTOSSENSIBILIZADOR ANTIMICROBIANO EM COMPOSIÇÕES
FARMACÊUTICAS

Resumo: A presente invenção propõe composições farmacêuticas tópicas
contendo
extrato de Passiflora cincinnata para uso como fotossensibilizador na
Terapia
Fotodinâmica antimicrobiana (TFDa). Essa abordagem é uma
alternativa
promissora para infecções cutâneas bacterianas multirresistentes,
como as
causadas por Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA).
Testes in
vitro não revelaram citotoxicidade da fração butanólica purificada de
P.
cincinnata em células HUVEC. Em testes in vivo, os animais tratados
com P.
cincinnata demonstraram menor variação de peso, e o grupo
controle (Veículo,
infectado com MRSA) apresentou maior carga bacteriana e maior
número de
infiltrados totais de células leucocitárias e leucócitos
polimorfonucleares em
comparação com os grupos tratados com P. cincinnata. A
formulação
desenvolvida, uma emulsão óleo em água, demonstrou estabilidade
físicoquímica e características ideais para aplicação tópica. As
variações estatísticas
não comprometeram sua integridade, e sua viscosidade mínima
aparente variou
entre 7495,7339 e 9601,9511 cP. Além disso, a emulsão exibiu
comportamento
pseudoplástico e tixotrópico, típico de fluidos não newtonianos. As
formulações
mantiveram sua estabilidade macroscópica após centrifugação e o
pH
permaneceu na faixa adequada para aplicação cutânea. Assim, esta
invenção
destaca o potencial inovador das composições farmacêuticas
contendo a fração
butanólica purificada de Passiflora cincinnata como
fotossensibilizante na TFDa,
oferecendo uma nova abordagem para o tratamento de infecções
resistentes.
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Illuminating New Frontiers: Exploring the Photosensitizing
Potential of Passiflora Species in Combating
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and
Their Infection in Senescent Mice

Caroline Vieira Gonçalves, Maria Poliana Leite Galantini, Igor Pereira Ribeiro Muniz,
Paulo Henrique Bispo Lima, Israel Souza Ribeiro, Maria Eduarda Santos de Oliveira,
Caio Oliveira Lopes de Magalhães, Maria Elisa Santos Flores, Samara Lopes de Oliveira,
Catarina Silva Guimarães, Paulinne Moreira Lima, Luísa Carregosa Santos,
Daiana Silva Lopes, Juliano Geraldo Amaral, and Robson Amaro Augusto da Silva*

Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) has become a potential
alternative for treating multidrug-resistant bacterial skin infections,
such as those caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
which are at high risk in aging individuals. One of the main components
of aPDT is an agent known as a photosensitizer (PS). Some plants with high
flavonoid content are reported as PS. In the genus Passiflora, flavonoids are
predominant, but their photosensitizing activity has yet to be described. This
study investigates the photosensitizing potential of extracts from Passiflora
edulis, Passiflora alata, and Passiflora cincinnata. The butanolic fraction of P.
cincinnata undergoes in vivo evaluation against intradermal MRSA infection
in a senescent murine model (C57BL/6). In vitro assays determine the
photoactivatable concentrations and their cytotoxicity. In vivo, MRSA-infected
mice are divided into control, P. cincinnata-treated, and aPDT-treated groups.
Subsequent assessments include cytokine levels, bacterial load, and cellular
infiltrate in the ear. The P. cincinnata-treated group exhibits improved bacterial
control, reduced leukocyte infiltration, and less weight loss. The aPDT group
demonstrates a unique cytokine correlation profile, featuring more negative
correlations among pro-inflammatory cytokines and interleukin-10. P. cincin-
nata emerges as an effective photosensitizer for aPDT in a senescent model
and highlights the potential of underexplored plant-derived photosensitizers.

1. Introduction

The elderly represent the population with the highest risk of in-
fections and the worst prognosis for infectious diseases.[1] This

The ORCID identification number(s) for the author(s) of this article
can be found under https://doi.org/10.1002/adbi.202500254

© 2025 The Author(s). Advanced Biology published by Wiley-VCH
GmbH. This is an open access article under the terms of the Creative
Commons Attribution License, which permits use, distribution and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

DOI: 10.1002/adbi.202500254

includes the high risk of skin and soft
tissue infections due to several factors,
with multiple comorbidities and skin
conditions predisposing them to de-
velop these infections, which are usu-
ally caused by S aureus.[2,3] An example
of these factors is skin thickness, which
changes with age, tending to become
thinner over time.[4] Furthermore, ag-
ing reduces the functional capacity of
the skin, resulting in the attenuation
of its protective effects and immuno-
logical dysfunction. Consequently, oppor-
tunistic skin infections and the develop-
ment of chronic wounds, which serve
as entry points for infectious agents,
are more common in elderly patients.[5]

S. aureus is a pathogen that causes
skin and soft tissue infections as well
as serious invasive diseases such as sep-
sis and endocarditis.[6] Despite being one
of the first microorganisms to be con-
trolled with the discovery of antibiotics,
it has become one of the most im-
portant species in the context of hos-
pital and community infections due to
its ability to adapt and resist, as is the

case with methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).[7,8]

In parallel with the difficulty in finding effective drugs against
MRSA, there is significant concern about infection control in im-
munosenescent individuals.[9,10]
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In this regard, the World Health Organization (WHO) has
identified MRSA as a high priority for the development of new
therapeutics.[11] New antimicrobials emerged after the discovery
of sulfonamides and penicillin in the early 20th century, marking
the beginning of the golden age of new-class conquest, which
peaked in the mid-1950s.[12,13] However, since then, there has
been a gradual decline in the discovery and development of new
antibiotics, which have not kept pace with the emergence of
new resistant strains.[14] This factor contributes to its indiscrim-
inate use, culminating in the current antimicrobial resistance
crisis.[15] Furthermore, most small molecules currently in clin-
ical development or recently approved are modifications of ex-
isting chemical structures.[16] In the face of this growing threat,
researchers have explored various innovative alternatives to com-
bat pathogens such as MRSA. These efforts range from the engi-
neering ofmaterials with novel antibacterial functionalities to the
investigation of alternative therapies,[17–19] including compounds
of natural origin.[20–22]

In light of these issues, Antimicrobial Photodynamic Ther-
apy (aPDT) has emerged as a potential alternative for treating
multidrug-resistant bacterial infections.[23] In the skin, aPDT
has been shown to reduce MRSA colonies.[24–28] However, no
study has aimed at this analysis in a murine model of senes-
cence with intradermal infection. The development of this model
is important since the murine model of MRSA infection in
senescent mice captures the characteristic clinical finding that
elderly individuals are more susceptible to invasive disease af-
ter cutaneous infection, which may result from grossly perme-
able barrier function and decreased innate immunity in these
animals.[29] Moreover, when combined with aPDT, it could
provide necessary guidance for understanding therapies aimed
at immunosenescence.[30–32]

aPDT employs a combination of photosensitizers with a spe-
cific light source, capable of generating molecules that act
selectively.[33] Therefore, one of the main components of PDT
is the chemical agent called photosensitizer (PS).[34] For it to
be effective, the choice of photosensitizers is crucial. In this re-
gard, studying new compounds is of fundamental importance
for identifying new candidates for photosensitizers that may be
suitable for controlling infections caused by antibiotic-resistant
bacteria.[35–37] Recent studies have demonstrated the ability of cer-
tain compounds, such as plants with a high flavonoid content, to
exhibit antimicrobial photodynamic activity.[24]

Phytochemical studies of Passiflora have demonstrated the
presence of several chemical compounds such as alkaloids,
saponins, and cyanogenic acids, the most frequently reported
being: Flavonoids C-glycosides.[38,39] This is the case of some
Passiflora species, such as P. edulis, P. alata, and P. cincinnata,
with no current description regarding their antimicrobial activ-
ity and photosensitizing capacity.[40] Among these species, Pas-
siflora cincinnata is the least reported in the literature, but it
contains flavonoids in its major compounds.[41] This is a native
species of the Caatinga (a biome exclusive to Brazil) with a wide
geographic distribution, and little is known about its bioactive
compounds.[42]

I. S. Ribeiro
Paulo Freire Campus - Federal University of Southern Bahia
Joana Angélica Square, São José, 250, Teixeira de Freitas, Bahia CEP:
45.988-058, Brazil

Given the above, this study aimed to evaluate the photosensi-
tizing activity of P. edulis, P. alata, and P. cincinnata extracts. In
this way, we used P. cincinnata to assess its use in aPDT against
an intradermal infection caused by MRSA in a murine model of
senescence using the C57BL/6 lineage.

2. Results

2.1. The Optimal Absorption of Passiflora spp. in the Visible Light
Spectrum Was Observed in the Blue Range

The scanning analysis was performed using a UV–vis absorption
spectrophotometer to estimate at which wavelengths the Passi-
flora extracts absorb light, evaluating the interval between 200 and
800 nm. All the species of Passiflora tested in the study showed a
growing peak in the blue light range, from 400 nm. However, P.
edulis (Figure 1a) and P. alata (Figure 1b) demonstrated a lower
absorption in this region compared to P. cincinnata (Figure 1c),
necessitating their evaluation at different concentrations (con-
centrations were 100 μg mL−1 for P. edulis and P. alata, and
10 μg mL−1 for P. cincinnata). This was due to saturation ob-
served in the P. cincinnata graph when tested at 100 μg mL−1.
For P. cincinnata, the highest light absorption peak was observed
in the UVA range at 269.50 and 334 nm. Although an increase at
400 nm corresponds to blue light, the most prominent peaks are
observed in the UVA range. This does not exclude the possibil-
ity of photosensitizing activity within the visible light spectrum
(Figure 1d).

2.2. Non-Cytotoxic Effects of Passiflora Extracts on HUVEC Cells
In Vitro

To enable the use of Passiflora extracts in vivo, we conducted cy-
totoxicity tests in HUVEC cell cultures, employing different con-
centration ranges. HUVEC cells were specifically chosen because
they are nucleated,making them a robustmodel for assessing po-
tential cytotoxic effects. No cytotoxicity was observed for P. edulis
(Figure 2a), P. alata (Figure 2b), P. cincinnata (Figure 2c), or their
diluents.

2.3. Passiflora Extracts Tested Have a Photosensitizing Capacity
Against MRSA

The results of the assays indicate that various Passiflora species
exhibit photosensitizing activity against Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). This activity was notably en-
hanced when the extracts were exposed to blue light, particu-
larly at lower concentrations. Specifically:P. edulis (Figure 3a) and
P. alata (Figure 3b) demonstrated a more effective photosensi-
tizing capacity at a concentration of 1000 μg/mL. P. cincinnata
(Figure 3c,d) exhibited significant photosensitizing activity at a
concentration of 100 μgmL−1. These findings indicate that differ-
ent Passiflora species vary in their photosensitizing effectiveness,
with higher concentrations of P. edulis and P. alata required to
achieve comparable effects to those observed with lower concen-
trations of P. cincinnata.
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Figure 1. Scanning of Passiflora extracts in the UV–vis spectrum, evaluating the interval between 200 and 800 nm. Blue line: Passiflora extract. Black line:
Diluent (distilled water). a) P. edulis scan. b) P. alata scan. c) P. cincinnata scan. d) Wavelength ranges of electromagnetic radiation.

2.4. Animals with P. cincinnata Had Less Weight Variation

The results detail the evaluation of body weight over time and
the Area Under the Curve (AUC) for weight loss in the treatment
groups with Vehicle, P. cincinnata, and aPDT. Analysis of the
percentage of weight loss reveals that the Vehicle group demon-
strated the most significant loss, peaking at 48 h post-infection,
with a subsequent but limited recovery (Figure 4a). In contrast,
the P. cincinnata-treated groups exhibited the least weight loss,
also peaking at 48 h, followed by a more pronounced and robust
recovery by 72 h. These findings are corroborated by the AUC
for weight loss, an integrated indicator of the magnitude and du-
ration of weight loss, where lower values denote less total loss.
The AUC data reinforce that treatment with P. cincinnata was

the most effective in mitigating infection-induced weight loss, as
evidenced by both the lower percentage of weight loss over time
and the smaller AUC, with statistical significance relative to the
Vehicle group (Figure 4b).

2.5. Control Animals Had a Higher Leukocyte Cell Infiltrate and a
Higher Bacterial Load

Animals in the control (Vehicle) group showed a higher bacte-
rial load (Figure 5a) and a greater number of total leukocyte infil-
trates (Figure 5b) and polymorphonuclear leukocytes (Figure 5c)
compared to the group treated with P. cincinnata. There was also
an increase in the number of mononuclear cells (Figure 5d) in
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Figure 2. Cytotoxicity evaluation of Passiflora extracts in HUVEC cell culture by MTT assay. The HUVEC cells were seeded at 3 × 104 per well in 96-well
microplates. After treatment, cells were incubated with MTT to assess the viability of the HUVEC cells. a) The P. edulis extract. b) The P. alata extract.
c) The butanolic fraction of P. cincinnata extract.
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Figure 3. In vitro experiment evaluating the photosensitizing activity of Passiflora extracts. The Passiflora extracts tested were diluted in distilled water
and used in concentrations of 2000, 1500, 1000, 500, and 100 μg mL−1 for P. edulis and P. alata. In contrast, they were tested at 100, 50, and 10 μg mL−1

for P. cincinnata. a) The photosensitizing activity of P. edulis. b) The photosensitizing activity of P. alata. c) Photosensitizing activity of the butanolic
fraction of P. cincinnata. d) Culture plate of photosensitizing activity of butanolic fraction of P. cincinnata. The p-value was considered significant when
represented by asterisks, where *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

the control group compared to animals treated with P. cincinnata
and aPDT. In all results, the Vehicle group exhibited a signifi-
cantly higher count compared to the treatments with the puri-
fied butanolic fraction of P. cincinnata and aPDT, indicating a re-
duction in inflammatory cell infiltration in treated animals. His-
tological images (Figure 5d) show tissue morphology and the
presence of inflammatory cells, corroborating the quantitative
results.

2.6. Cytokine Interacted Differently among Them in Draining
Lymph Nodes

We observed that the animals did not have differences in pro-
duction for all cytokines analyzed: IL-1𝛽 (Figure 6a), IL-12p70
(Figure 6b), IL-17A (Figure 6c), IL-10 (Figure 6d), and TNF-𝛼
(Figure 6e). In contrast, we observed differences in cytokine cor-
relations among the vehicle (Figure 6f), P. cincinnata (Figure 6g),
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Figure 4. Animal weight after intradermal infection and treatment. a) Weight loss percentage of each animal, considering its initial weight. b) The area
under the percentage curve (AUC) for weight loss in each animal, referring to graph A. The p-value was considered significant when represented by
asterisks, where *p < 0.05.

and aPDT (Figure 6h) groups. The positive correlations of IL-
12p70 with IL-17 and IL-12p70 with IL-1𝛽 are present only in the
P. cincinnata (r = 0.94 and r = 0.99) and aPDT (r = 0.88 and r
= 0.88) groups, and are absent in the Vehicle group. We also ob-
serve the positive correlation of IL-10 with IL-17A in the Vehicle
group (r= 0.93) and TNF-𝛼 with IL-1𝛽 (r= 1.00). The IL-17A with
IL-1𝛽 correlates in both the Vehicle (r = 0.72) and P. cincinnata
(r = 0.89) groups. In general, the movement of correlations dif-
fers between groups; there are more negative correlations in the
aPDT group.

3. Discussion

The results of this unprecedented study reveal the photosensi-
tizing potential of different Passiflora species (P. edulis, P. alata,
andP. cincinnata) againstMRSA. Among the species analyzed, P.
cincinnata (and its butanolic fraction) was selected for an in-depth
investigation of its efficacy as a photosensitizer against MRSA in-
fections in a murine senescence model. To our knowledge, this
research is pioneering in exploring the photosensitizing proper-
ties of these species and the application of aPDT in a senescence
model, particularly in animals (C57BL/6) with high melanin
concentration.
In response to the challenge of antimicrobial resistance, re-

searchers have explored various alternatives, seeking innovative
solutions to combat pathogens such as S. aureus. This includes
engineering of materials with novel antibacterial functionalities
to the investigation of alternative therapies.[17–19] Other studies
have been dedicated to exploring natural extracts against MRSA,
both in vitro and in vivo models. They demonstrate the potential
of bioactives in expanding the arsenal of compounds that may be
promising against resistantmicroorganisms. The constituents of
the extracts can act synergistically, enhancing the photosensitiz-
ing power.[24,43,44] Thus, increasing its action at low concentra-
tions as observed by Ribeiro et al. (2023). In this study, we se-
lected a plant genus that has been underexplored in terms of its
activity against resistant microorganisms, specifically the Passi-
flora genus. This highlights its substantial potential for further
exploration in more detailed research.

Passiflora is a genus belonging to the Passifloraceae fam-
ily, with many species widely used in folk medicine and sev-
eral pharmacological activities described in the scientific litera-
ture. Some biological properties of Passiflora have been demon-
strated through in vitro and in vivo studies, related to activi-
ties such as antioxidant, analgesic, antidepressant, sedative, anx-
iolytic, anti-inflammatory, antimicrobial, antihypertensive, hep-
atoprotective, and antidiabetic effects.[45,46] Studies have identi-
fied several compounds, mainly the flavonoid C-glycosides, re-
sponsible for these activities.[47] From a search in the literature,
it has been shown that species of the genus Passiflora have a high
content of flavonoids.[48,49] Dos Santos et al. (2019) address that,
possibly, extracts formed mainly through flavonoids may be re-
sponsible for the photodynamic activity ofMyrciaria clauriflora.
However, no studies have explored the use of Passiflora species

as photosensitizers. In Brazil, the species most commonly used
in folk medicine are P. alata and P. edulis.[50] Therefore, few
studies investigate the possible biological effects of P. cincinnata
extracts.[51] Some of these demonstrate that extracts from the
leaves, bark, and seeds of P. cincinnata have in vitro antimicro-
bial and anti-inflammatory activities, which are attributed to their
phenolic compounds.[42,52] More specifically, the in vitro study
by Siebra et al. (2018) assessed the antibiotic-modifying activ-
ity against S. aureus strains using a subinhibitory concentration
of the extract. The extracts did not exhibit clinically relevant an-
timicrobial activity, with the minimum inhibitory concentration
(MIC) being equal to or greater than 1024 μg mL−1.
Along the same lines, Siebra et al. (2014) showed that the

antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts of P. cincinnata,
(from leaves, stems, bark, pulp, and seeds) did not reach clinical
relevance.[53] However, the hydroalcoholic extract of P. cincinnata
was presented as an antibacterial agent when associated with an-
tibiotics. Its action profile was altered by the decrease in themini-
mum inhibitory concentration (MIC) of conventional antibiotics,
suggesting that it can be developed as a new therapeutic weapon,
potentiating aminoglycosides and beta-lactams, which are not
very effective in the treatment of infections caused byMRSA.[47,52]

In contrast, our in vitro results show that the butanolic fraction
of photoactivated P. cincinnata at a concentration of 100 μg mL−1
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Figure 5. Bacterial load and leukocyte cell influx. Ears were sectioned to 4 μm, and sections were stained with hematoxylin and eosin. The stained
sections were viewed under optical microscopy using a 40X objective. a) Bacterial load of the ear macerate. b) Total count of all leukocyte cells present in
the infiltrate. c) The number of polymorphonuclear leukocytes. d) The number of mononuclear leukocytes. e) Representative photomicrographs of the
infiltrates taken with the 40X objective representing the vehicle, P. cincinnata, and aPDT groups. The p-value was considered significant when represented
by asterisks, where *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

significantly reduces the bacterial load. This indicates that pho-
toactivation enhances its effect.
This also applies to P. edulis and P. alata, though at con-

centrations ten times higher than those observed in photoac-
tivated P. cincinnata, which may be attributed to the bioac-
tive compounds present in the latter species. A doctoral the-
sis sought to enhance the understanding of P. cincinnata chem-
istry through a phytochemical investigation. The study isolated
and identified key compounds, including isoorientin, isovitexin,
isoscoparin, isovitexin-2″-O-𝛽-glucopyranoside, isovitexin-2″-O-

𝛽-xylopyranoside, and isoorientin-2-O-𝛽-xylopyranoside, which
may contribute to its observed effects. Additionally, the phyto-
chemical profile of the leaves and stems was analyzed using
HPLC-DAD-IES-ITEMn, leading to the identification of 19 ad-
ditional metabolites, primarily flavonoids and chlorogenic acid
derivatives.[54]

Before testing the photosensitising activity, knowing which
spectrum we could work with was necessary. By analyzing the
best light absorption spectrum of Passiflora spp. tested, we found
that the blue light spectrum is the closest to visible light in which

Adv. Biology 2025, e00254 e00254 (7 of 12) © 2025 The Author(s). Advanced Biology published by Wiley-VCH GmbH
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Figure 6. Cytokine assays in the ear-draining lymph nodes. Lymph nodes were macerated in 1 mL of sterile saline and centrifuged. a) Lymph node
supernatant samples were used to measure cytokines (TNF-𝛼, IL-1𝛽, IL-12p70, IL-17A, IL-10) by ELISA. TNF-𝛼. b) IL-1𝛽. c) IL-12p70. d) IL-17A. e) IL-10.
f) Cytokine correlations in the Vehicle group. g) P. cincinnnata group cytokine correlations. h) Cytokine correlations in the aPDT group. Corrplot version
0.84 was used for the correlation. Positive correlations were indicated in blue, and negative correlations in red. Darker color tones indicate higher
r values. The p-values (p) were indicated based on Spearman or Pearson correlation tests (*p < 0.05; **p < 0.01).

there was light absorption, and for this reason, it was chosen to
be analyzed in this study. The P. cincinnata showed a higher in-
creasing absorption peak in this range than P. edulis and P. alata,
demonstrating its great relevance in using aPDT. Therefore, re-
search aimed at developing or using new photosensitizers be-
comes fundamental since the more photoactive compounds, the
greater the possibilities for combating the infection caused by
MRSA.[24,27] Thus, we found that among the species of the genus
Passiflora studied, P. cincinnata stood out for having photosensi-
tizing activity at lower concentrations than P. edulis and P. alata
against MRSA. In addition, it was demonstrated that none of the
Passiflora spp. tested were cytotoxic to eukaryotic cells.
Thus, P. cincinnata was chosen to be used in the infectious

treatment of MRSA in senescent animals of the C57BL/6 lin-
eage. Besides having immunosenescence, animals from this lin-
eage could provide more knowledge about the possibilities of ap-
plying light-based therapies in individuals with large amounts
of melanin, as observed in the study developed by Muniz et al.
(2021), which used the same strain in a type 1 diabetes mellitus
model of intradermal infection and treated with PDT. The impor-
tance of ex vivo activation studies becomes evident, particularly
in understanding the impact of melanin on PDT, as limited stud-
ies have examined this interaction.[55] MRSA infection associated
with senescence is challenging to control since it is related to the
reduced effectiveness of the immune system in combating an in-
fectious process.[56] In assessing the bioactivity of P. cincinnata

extracts and their application in aPDT with senescent animals,
our findings indicate that treatment with P. cincinnata resulted
in improved control of bacterial load, reduced leukocyte cell in-
filtration, and less weight loss throughout the MRSA infection
process. Similarly, animals treated with aPDT exhibited trends
comparable to those treated with P. cincinnata alone.
Aging individuals have several risk factors for skin and soft

tissue infections. Changes in skin consistency and immunose-
nescence predispose this population to these infections. Changes
in the dermal matrix, atrophy, senescence of dermal cells such
as fibroblasts, and decreased synthesis coupled with acceler-
ated breakdown of dermal collagen fibers increase susceptibil-
ity to skin infections. In addition, they have a high frequency
of conditions associated with skin fragility, such as edema and
trauma.[1,57] How advanced age contributes to invasive staphylo-
coccal disease is not yet fully understood. Although many im-
munological defects (e.g., phagocytosis, oxygen reactive species)
are associated with aging, the fundamental age-dependent cel-
lular changes responsible for these defects are unknown. How-
ever, it is well known that cells from elderly individuals have al-
tered mitochondrial functions, which may affect their ability to
respond to external stimuli, including pathogens.[29]

Despite these facts, we observed that the animals treated with
P. cincinnata and aPDT had less weight variation, probably be-
cause they controlled the infectious process better, more quickly
and effectively,[58] not needing to recruit as many defense cells
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after 72 h of the infectious. These data are interesting since
other studies observe a more significant infiltration of leuko-
cyte cells, mainly polymorphonuclear cells, in the groups sub-
jected to aPDT, after 72 h of infection. However, it is worth men-
tioning that it was in a diabetes model.[25] The P. cincinnata
can probably eliminate the microorganism in situ, bypassing the
senescent immune system’s difficulty in recruiting more leuko-
cyte cells.[59] The critical point is that exacerbated inflammation
would not be helpful in controlling the microorganisms in older
individuals.[60]

It is important to highlight that after light stimulation, the PS
enter an excited state and transfer their energy to molecular oxy-
gen or nitrogen present in the cellular environment. This en-
ergy transfer leads to the formation of reactive oxygen species
(ROS), including hydroxyl radicals, hydrogen peroxide, and sin-
glet oxygen.[33] Due to their highly reactive nature, ROS have
very short half-lives and are rapidly degraded or neutralized in
the cellular environment.[61] The rapid degradation of these re-
active species could explain the observed lack of differences be-
tween the P. cincinnata group without photoactivation and the
control vehicle group. Furthermore, a limitation of our study is
the relatively small number of animals used. Therefore, the ex
vivo photoactivation in C57BL/6 animals might have influenced
the results. Due to melanin’s potential ability to interfere with
PDT,[27,55] as previously stated, this led us to opt for an ex vivo ac-
tivation. Nonetheless, in a study on resveratrol, Santos et al. ob-
served that photoactivated resveratrol forms resveratrone, which
could increase the duration of action of oxidative mechanisms
and induce the clearance of MRSA, so in addition to ROS, a con-
formational change in the molecules due to light may be respon-
sible for the bacterial clearance action.
Another interesting point of this study is that senescent ani-

mals produced the same cytokine levels as those in Vehicle, P.
cincinnata, and aPDT groups. Despite this and the limitations of
the small number of animals used in this study, cytokine behavior
differed among groups. Other studies observed the differences
in the production of the same cytokines analyzed here following
photodynamic therapy. Still, they focused on different models,
like young diabetic animals and young animals, both C57BL/6
lineages.[24–27] Furthermore, the aPDT group displayed a more
distinct pattern of cytokine correlations, with a higher number
of cytokines exhibiting negative correlations - both among the
pro-inflammatory cytokines and with the anti-inflammatory cy-
tokine IL-10 (Figure 6h). Senescence is accompanied by chronic
and sterile low-grade inflammation, in which the infection can
exacerbate this process, causing dysregulation in the production
of anti-inflammatory cytokines, corroborating withmore positive
correlations among the analyzed cytokines,[62] and consequently
a greater imbalance in the inflammatory process. However, it ap-
pears that the use of P. cincinnata in PDT has overcome this.
Additionally, positive correlations were observed between IL-

10 and TNF-𝛼 exclusively in the aPDT group, as well as be-
tween IL-12p70 and IL-17A in both the aPDT and P. cincinnata
groups (Figure 6g,h), with these correlations becomingmore pro-
nounced in the aPDT group. It was recently demonstrated that
the combined treatment of IL-10+, IL-12+, TNF-𝛼, decreased
oxidative stress, CXCL8, and CXCR1 expression through the
mitigation of the TNFR1-IL-1R-NF-𝜅B inflammatory pathway in
S. aureus.[63] Furthermore, high levels of proinflammatory cy-

tokines, particularly IL-12, induce a subset of Th17 cells, which
are IL-17 producers and are important in neutrophilic recruit-
ment, essential for the cutaneous defense of S. aureus.[64–66] Al-
though cytokines are produced at the same level between groups,
their interaction differs depending on the context/treatment. Re-
cent studies demonstrate that these analyses are not limited
to diagnosing a single biomarker, as they use different inflam-
matory biomarkers and establish a network of interaction be-
tween them, demonstrating the importance of expanded analysis
since our body depends on the action of the interaction of other
systems.[62,67]

4. Conclusion

This work is of great importance in studying new candidates
for photosensitizers, which may be appropriate to control infec-
tions caused by antibiotic-resistant bacteria. Here, we demon-
strated the photodynamic activity of different species of the genus
Passiflora tested for the first time, and one of them was highly
effective in a senescence model of intradermal infection with
MRSA. This research lays the groundwork for developing tar-
geted aPDT strategies using Passiflora extracts and emphasizes
the need to explore new photosensitizers derived from under-
researched plants. Our results are promising, primarily because
little is known about how aPDT acts in a model of senescence
using black mice and bring to light P. cincinnata as an important
photosensitizer.

5. Experimental Section
Collection and Preparation of the Plant Material: A population of P.

cincinnata was identified and collected near the Southwest Bahia State
University, Bem Querer Road, Km-04 - 3293, located in the municipality
of Vitória da Conquista, Bahia (Latitude: 14° 53′ 3.975′’ South, Longitude:
40° 47′ 59.137′’ West). The P. cincinnata leaves were dried at 40 °C for 72
h in a circulating air oven. After drying, the leaves were crushed in a knife
mill, yielding approximately 270 g of dry and crushed powder. Permission
to access and study the genetic heritage (AE76E5D) was obtained through
registration in the National System for the Management of Genetic Her-
itage and Associated Traditional Knowledge – SisGen/Brazil.

P. cincinnata Extract Preparation and Partition: The dried and crushed
leaves were subjected to maceration with 70% ethanol for 48 h, preceded
by an ultrasound bath for 15 min at room temperature. Then, the ma-
terial was filtered, the precipitate was resuspended in 70% ethanol and
submitted to an ultrasound bath, and rested for 48 h. This procedure was
repeated once more, and after 48 h, the extract was filtered and concen-
trated using a rotary evaporator. Part of the crude extract (10 grams) was
suspended in 166.7 mL of hexane, homogenized in an ultrasonic bath,
and filtered through a filtration system using qualitative filter paper, 80
grams and 11 cm in diameter (Qualy). The precipitate was resuspended
in 166.7 mL of methanol: water (MeOH: H2O) (7:3 v/v) and partitioned
with dichloromethane (CH2Cl2) (3 × 83 mL). 133.3 mL of H2O was added
to the MeOH: H2O phase, and ethyl acetate (AcOEt) (3 × 83 mL) was par-
titioned. The 66.7 mL of H2O was added to the MeOH: H2O phase, and
n-butanol (BuOH) (4× 83mL) was partitioned. The BuOHphase was con-
centrated under reduced pressure, yielding the BuOH extract (1.7308 g =
17.3%). Part of the BuOH fraction (700 mg diluted in 3 mL of methanol
at a time) was applied to a chromatographic column containing Sephadex
LH – 20 (42 cm in height by 3.5 cm in diameter) and packed withmethanol
(MeOH). This sample was eluted with MeOH, maintaining a flow rate of
≈1.5 mL min−1. After eluting the dead volume (90 mL), a subfraction of
≈60 mL was collected, concentrated in a rotary evaporator, lyophilized,
and stored in the refrigerator (4 °C).
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P. edulis and P. alata Extract: The P. edulis extract was obtained from
the supplier Organic Compoundi LTDA (CNPJ: 18.186.547/0001-99), man-
ufacturer batch: 21k25-FL00-00000. The P. alata extract from provider
SM Empreendimentos Farmacêuticos LTDA (CNPJ: 44.015.477/0005-40),
manufacturer batch: 2 201 026. Both extracts are derived from the leaves
of Passiflora.

Scanning of P. edulis, P. alata, and P. cincinnata Extracts by UV–vis: To
estimate at which wavelengths P. edulis, P. alata, and P. cincinnata ex-
tracts absorb light, a scanning analysis was performed using a molecular
absorption spectrophotometer (UV-1800 Shimadzu/UV Spectrophotome-
ter), evaluating the interval between 200 and 800 nm. The P. alata and P.
edulis extracts were scanned at 100 μg mL−1 concentration, while P. cincin-
nata in 10 μg mL−1, both diluted in distilled water, using the spectrum
function.

Passiflora Cytotoxicity Assay by MTT in HUVEC: The human umbili-
cal vein endothelial cell line (HUVEC) was obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC). HUVECs were cultivated in RPMI 1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mm L-glutamine,
2 mm sodium pyruvate, 1 mm non-essential amino acids, 100 U mL−1

penicillin, and 100 mg mL−1 of streptomycin at 37 °C in 5% CO2. HU-
VECs were seeded at 3 × 104 per well in 96-well microplates to assess cy-
totoxicity. After 24 h, a newmedium containing P. edulis (2000, 1500, 1000,
500 or 100 μg mL−1), P. alata (2000, 1500, 1000, 500, and 100 μg mL−1),
and P. cincinnata (500, 100, 50, 10, and 5 μg mL−1) or medium and dilu-
ent controls (distilled water) was added and incubated at 37 °C and 5%
CO2 for 24 h. After treatment, cells were incubated with MTT (5 mg mL−1,
20 μL per well (MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) for 3 h at 37 °C. Then, 100 μL per well of PBS containing 10%
SDS and 0.01 m HCl (18 h, 37 °C, and 5% CO2) was added. The ab-
sorbance was read in a multiwell scanning spectrophotometer (Multi-
skan GO Microplate Spectrophotometer –Thermo Scientific) at 570 nm.
The IC50 value, representing the Passiflora extracts concentrations that
decrease viability to 50% (IC50), was calculated from the concentration-
response curve.

Bacterial Load: The bacterial load was determined by spectrophotom-
etry, as described by dos Santos et al. (2020; 2019; 2019b). The reference
strain, methicillin-resistant Staphylococcus aureus 43 300 (MRSA 43 300)
was used in the experiment. At the time of culture, the samples were
thawed at room temperature, plated on BHI Agar culture medium (Brain
Heart Infusion, pH 7.4, HIMEDIA), and taken to the incubator (Prolab) for
18-24 h at 37 °C.

In Vitro aPDT Experimental Design: P. edulis and P. alata were diluted
in distilled water and used in concentrations of 2000, 1500, 1000, 500,
and 100 μg mL−1. At the same time, they were tested at concentrations
of 100, 50, and 10 μg mL−1 for P. cincinnata. These concentrations were
defined after screening a wide range of concentrations for each species of
Passiflora. To evaluate the Passiflora extracts’ photodynamic effect, 10 μL,
containing 1-5 × 106 CFU (Colony-forming units) of MRSA was added to
the 24 wells of the culture plates. Without blue LED light, the bacteria were
solubilized in 990 μL of saline in the control group. In the group contain-
ing Passiflora extracts, 10 μL of MRSA + 10 μL of extract (at the specified
concentrations) + 980 μL of sterile saline were placed in each well. Light
control groups also received 10 μL of MRSA+ 990 μL of saline+ incidence
of blue LED light (450 ± 20 nm) for 20 min and MRSA alone (without in-
cidence of light and extract). Regarding the treatment groups, each group
received 10 μL ofMRSA+ 10 μL of extract (at the indicated concentrations)
+ 980 μL of saline + exposure to blue LED light 20 min (56.4 J cm−2). Af-
ter the addition of all components, a pre-irradiation time of 5 min was
respected in all groups. After that, 10 μL from each well was plated on BHI
plates and incubated in an oven for 18–24 h at 37 °C. CFU quantification
was performed using a colony counter (CP-600 Plus).

Animals: Sixteen C57BL/6 mice, ≈2 years old, were used in this ex-
periment. The use of the C57BL/6 mouse lineage in aPDT is justified by
its high melanin concentration, an aspect often overlooked in aPDT in-
vestigations. This choice aims to address the limited number of previous
aPDT studies conducted in this animal lineage. However, despite this gap,
some studies have already standardized the intradermal infection model
for MRSA and aPDT in C57BL/6 mice, providing the methodological basis

for the development of this work.[25,27] The animals were housed in the
vivarium of the Federal University of Bahia - Multidisciplinary Institute in
Health - Campus Anísio Teixeira, in an environment at a temperature of
25 °C, with a photoperiod of 12h:12 h light/dark, with food and water pro-
vided ad libitum. The Committee for Ethics in the Use of Animals (CEUA)
IMS-CAT UFBA approved all animal use procedures under protocol num-
ber 113/2022.

In Vivo aPDT Experimental Design: The animals were divided into three
groups (n = 5–6 per group), with both ears inoculated with MRSA, as fol-
lows: 1) Control animals (n = 6) infected with 108 CFU of MRSA in 10 μL;
2) Control animals (n = 5) infected with 108 CFU of MRSA with butano-
lic fraction of P. cincinnata (without photoactivation); 3) Animals (n = 5)
infected with 108 CFU of MRSA subjected to PDT treatment photosen-
sitizing butanolic fraction of P. cincinnata at a concentration of 100 μg
in 10 μL (concentration defined based on in vitro tests). All procedures
were performed with animals anesthetized using xylazine and ketamine at
10 and 50 mg k−1g−1 doses. After 24 h of infection, aPDT animals were
treated with butanolic fraction P. cincinnata intradermally (10 μL contain-
ing 100 μg) in both ears, previously photoactivated (ex vivo) with blue LED
light (450 nm) for 180 s (13.5 J cm−2), with the equipment positioned 1 cm
from the microtube, according to the protocol for ex vivo activation devel-
oped by Muniz et al. (2021). The animals in the MRSA control group were
exposed to the stimulus with 10 μL of the vehicle. On the other hand, the
PS control animals were treated with the butanolic fraction P. cincinnata
(100 μg in 10 μL) without light activation. The entire procedure was per-
formed with the animals anesthetized using xylazine and ketamine at 10
and 50 mg k−1g−1. After 72 h of infection, the animals were euthanized for
the collection of lymph nodes and ears. The euthanasia of the animals was
performed by deepening anesthesia with xylazine and ketamine at doses
of 100 and 500 mg k−1g−1, respectively.

Weighing of the Animals: The animals were weighed on an analytical
balance during all experiment days at the same hour. The weights were
recorded, and the percentage of weight loss was calculated based on the
initial weight of each animal.

Ear Bacterial Load: The right ears were collected and macerated in
1mL of sterile saline, and then plated using 50 μL in 20mL of BHImedium
with oxacillin (6 μg mL−1). The plates were incubated in an oven for 18–
24 h at 37 °C. CFU quantification was performed using a colony counter
(CP-600 Plus).

Histopathology: The left ears of the animals were collected after pre-
defined times at the euthanasia points of the animals and were immedi-
ately fixed in methacarn (70%methanol, 20% chloroform, and 10% glacial
acetic acid). After processing and hydration, the ears were embedded in
paraffin and sectioned (4 μm) in a microtome. Sections were stained with
hematoxylin and eosin. The stained sections were visualized under op-
tical microscopy (Nikon Eclipse Ei), and the morphometric analysis was
performed on photomicrographs of 20 fields per slide, obtained with the
PrimeCam Intervision software (Prime Life Science), using a 40X objective.

Cytokine Concentration: Retromaxillary lymph nodes from the mice
were collected for cytokine concentration. Lymph nodes were macer-
ated in 1 mL of sterile saline and centrifuged (1500 rpm at 4 °C for
10 min). The supernatant was collected and stored at a temperature of
−80 °C for cytokine measurement (TNF-𝛼, IL-1𝛽, IL-12p70, IL-17A, IL-
10) quantified according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen -
ThermoFisher).

Statistical Analyses: Statistical analyses were performed using the
GraphPad-Prism version 9.1.0 program (GraphPad Software). The
Shapiro-Wilk test was used to assess normality. Based on the data dis-
tribution, multiple comparisons were performed through the appropriate
test (parametric - Ordinary One-way ANOVA or non-parametric - Kruskal-
Wallis), with its referred post-test (in which different groups will be eval-
uated and compared to each other), Tukey or Dunn. Numerical variables
were expressed as the mean ± standard error. Statistical differences were
considered significant when p <0.05, using a 95% confidence interval.
Multivariate analyses were performed using RStudio version 1.2.5001©
2009–2019 RStudio, Inc. Corrplot version 0.84 was used for correlation,
and p (p) values were indicated based on Spearman or Pearson rank cor-
relation tests (p < 0.05; p < 0.01; p < 0.001).
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Universidade Federal da Bahia 

Instituto Multidisciplinar em Saúde - Campus Anísio Teixeira 
COMISSÃO DE ÉTICA EM USO DE ANIMAIS  

(CEUA - IMS/CAT - UFBA) 
 
 
 

PROJETO DE PESQUISA - Protocolo 113/2022 - Apreciação em 08/03/2023 – Aprovado sem restrições 
 
Título: Ação fotossensibilizante do extrato de espécies vegetais contra Staphylococcus Aureus resistente à 
meticilina em modelo murino de senescência. 
 
Protocolo: 113/2022 
 
Pesquisador: Robson Amaro Augusto da Silva 
 
Instituição: Instituto Multidisciplinar em Saúde - Campus Anísio Teixeira – UFBA  
 

CERTIFICADO 
 
 
 
A Comissão de Ética em Uso de Animais (CEUA - IMS/CAT - UFBA) certifica que o projeto de pesquisa “Ação 

fotossensibilizante do extrato de espécies vegetais contra Staphylococcus Aureus resistente à meticilina 

em modelo murino de senescência”, Protocolo nº 113/2022, do pesquisador Robson Amaro Augusto da Silva, que 

foi submetido à avaliação desta Comissão, está de acordo com os princípios éticos da experimentação animal e foi 

aprovado na 43ª Reunião Ordinária do dia 20 de dezembro de 2022. 

 
 
 

CERTIFICATE 
 

 

The Committee on Ethics in Animal Use (CEUA - IMS / CAT - UFBA) certifies that the research project " 

Photosensitizing action of plant species extract against methicillin-resistant Staphylococcus Aureus in 

a murine model of senescence" Protocol nº 113/2022 of the researcher Robson Amaro Augusto da Silva who was 

submitted to the evaluation of this Commission is in accordance with the ethical principles of animal experimentation and 

was approved at the 43th ordinary meeting on 12/20/2022. 
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