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RESUMO

GONCALVES, Caroline Vieira. [luminando novas fronteiras: explorando o potencial
fotossensibilizador de espécies de Passiflora no controle de infeccoes por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em camundongos senescentes.
Qualificagdo de Doutorado — Instituto Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal

da Bahia, Vitoria da Conquista, 2025.

INTRODUCAO: A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) tornou-se uma
alternativa potencial para o tratamento de infecgdes cutdneas bacterianas
multirresistentes, como as causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), que apresentam alto risco em individuos longevos. Essa abordagem baseia-se
na utilizagdo de um agente quimico denominado fotossensibilizador (FS), considerado
um dos principais componentes da TFDa. OBJETIVO: O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade fotossensibilizadora de extratos do género Passiflora,
incorporados ou ndo em uma emulsdo, no controle de infeccdo por MRSA in vitro e in
vivo em um modelo de senescéncia. METODOLOGIA: A metodologia desta pesquisa
compreendeu etapas in vitro e in vivo, além da formulagdo e caracterizagao de uma
emulsdo para uso topico. Inicialmente, nos ensaios in vitro, determinou-se o espectro de
absor¢do de luz dos extratos de Passiflora e a dose efetiva para sua fotoativacao.
Adicionalmente, avaliou-se a citotoxicidade desses extratos em células eucaridticas e
investigou-se a localizacdo intracelular da fragdo butandlica (FB) de P. cincinnata em
MRSA. Posteriormente, no estudo in vivo, animais senescentes infectados
intradermicamente na orelha com MRSA foram aleatoriamente distribuidos em trés
grupos experimentais: Controle (recebendo apenas o veiculo); Tratado com a fracao
butanoélica (FB) de P. cincinnata ndo fotoativada e; Tratado com FB de P. cincinnata
fotoativada (TFDa). Ao longo do estudo in vivo, mensuraram-se os niveis de citocinas
nos linfonodos retromaxilares, o peso corporal dos animais, a carga bacteriana no local
da infeccdo e o grau de inflamagdo do tecido da orelha. Finalmente, para a formulagao
topica desenvolvida, conduziu-se um teste preliminar de estabilidade, seguido pela sua
caracterizagdo fisico-quimica. RESULTADOS: Os extratos de Passiflora foram
considerados ndo citotoxicos para a cultura de células HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells). Os extratos de P edulis e P alata apresentaram capacidade
fotossensibilizadora na concentracdo de 1000 pug/mL. Ja a fracdo butandlica de P

cincinnata exibiu atividade fotossensibilizadora significativa na concentragdo de 100



ug/mL. Enquanto que o extrato bruto (EB) demonstrou possuir essa atividade em
concentragdes menores que FB, em 5-50 pg/mL. Ja a isoorientina, composto majoritario,
presente em FB de P. cincinnata, ndo demonstrou uma reducao tio significativa quanto
EB e FB de P. cincinnata. Animais tratados com FB de P, cincinnata apresentaram melhor
controle da carga bacteriana, menor infiltragdo de leucdcitos e menor perda de peso ao
longo do processo infeccioso por MRSA. Além disso, o grupo TFD apresentou um padrio
mais distinto de correlagdes e influéncia de citocinas, com um maior nimero de citocinas
exibindo correlagdes negativas, por exemplo, tanto entre as citocinas pro-inflamatorias
quanto com a citocina anti-inflamatoria IL-10. A analise de dendrogramas e a Analise de
Componentes Principais mostraram que os niveis de leucocitos na orelha sdo importantes
para o decurso da infec¢do entre os grupos, tendo diferengas em relagdo aos animais
tratados ou ndo. A andlise do potencial Zeta de MRSA revelou que a fragdo butanolica de
P cincinnata ndo altera significativamente o potencial de membrana bacteriano. Na
formulagdo desenvolvida, uma emulsdo compativel com o sistema 6leo em agua, as
variagoes de significancia estatistica ndo demonstraram alteragdes que comprometessem
a formulagdo. Os valores dos indices de fluidez indicaram comportamento de um fluido
pseudoplastico. Além disso, a emulsdo teve um comportamento tixotropico, uma
caracteristica tipica de fluidos ndo newtonianos. CONCLUSAO: Os resultados sio
promissores, dada a compreensao 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 padroniza¢cdo de uma formulagao
para aplicacdo topica, demonstrando estabilidade em temperatura ambiente e
propriedades reologicas adequadas, abre caminho para o desenvolvimento de uma nova
abordagem terapé€utica para infecgdes cutaneas por MRSA, especialmente em individuos

longevos.

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

resistente a meticilina (MRSA); Passiflora; Maracuja; Longevos; Senescéncia.
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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 pg/mL. The
butanolic fraction of P. cincinnata exhibited significant photosensitizing activity at a
concentration of 100 pg/mL. Meanwhile, the crude extract (CE) demonstrated this



activity at concentrations lower than BF, at 5-50 pg/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.
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Figura 1. Estrutura celular e fatores patogénicos de Staphylococcus aureus. S. aureus
tem uma estrutura de parede celular complexa composta de uma camada espessa de
peptidoglicano e cépsula de polissacarideo. Além disso, S. aureus possui um arsenal
elaborado de fatores de viruléncia estruturais e secretados envolvidos na produgdo de
toxinas, aderéncia e invasao do tecido hospedeiro e evasdao imunoldgica (KONG;
JOHNSON; JABRA-RIZK, 2016). Imagem adaptada de KONG; JOHNSON; JABRA-
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Figura 2. Modelo para a inducio de mecA por MecR1-MecIl-MecR2. Na presenca de
um antibidtico B-lactdmico, MecR1 ¢ ativado e rapidamente induz a expressao de mecA
e mecR1-mecl-mecR2. A atividade antirrepressora de MecR2 ¢ essencial para sustentar a
inducdo de mecA, uma vez que promove a inativacao de Mecl por clivagem proteolitica.
Na auséncia de B-lactamicos, MecR1 nao ¢ ativado e um estado estavel ¢ estabelecido
com dimeros Mecl estaveis ligados ao promotor mecA e copias residuais de MecR1 na
membrana celular (AREDE et al., 2012). Imagem adaptada de AREDE et al., 2012,
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Figura 3. Desenho esquematico dos mecanismos de acio da Terapia Fotodinamica.
O fotossensibilizador (FS), quando submetido a luz, absorve energia e passa do seu estado
basico (FS) para o seu estado singlete (FSes). Posteriormente, parte da energia ¢ irradiada
sob forma de fluorescéncia. Assim, o fotossensibilizador passa do seu estado singlete
(FSes) para o estado tripleto (FSet). Neste estado o FS pode reagir com biomoléculas e
oxigénio, formando Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Oxigénio tripleto (10y),

altamente reativo. Imagem criada no BioRender. Adaptado de CALIXTO et al., 2016

Figura 4. Desenho esquematico dos tipos de emulsio. A emulsdo consiste em dois
liquidos imisciveis, construidos em uma fase dispersa e uma fase dispersante, que podem
ser categorizados num sistema de 6leo em agua (O/A) e 4gua em oOleo (A/O) (MAWAZI
etal.,2022). Imagem: autOria PIOPTIA .....cveeeruveeerieeeeiieeeieeesreeesreeessreeessreeensseeessseesnssens 26

Figura 5. Modelo animal de infec¢io intradérmica por MRSA. O modelo animal de

infeccdo intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisioldgicos



resultantes de um procedimento infeccioso. Neste modelo, a carga bacteriana ¢
determinada por espectrofotometria. Colonias do microrganismo sao suspensas em
solugdo salina estéril. Uma absorbancia de 0,135 a 660 nm (nandmetros) ¢ necessaria para
atingir a quantidade de 10® UFC (unidades formadoras de coldnia) de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). A infec¢ao intradérmica ¢ realizada nas orelhas
dos animais (ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2020). Imagem criada no

BioRender, autoria PrOPIIA ........ccvveeieeriierieeiieeieesieeieeeveeteeeteeseaesteesseeenseessnesnseensneans 27

Figura 6. Etapas da coleta, preparacio do material vegetal e particio do extrato
bruto das folhas de P cincinnata. Apds sele¢ao macroscopica (2), folhas de P
cincinnata foram secas em estufa (3) e trituradas (4). A maceragdo ocorreu em etanol por
48 horas (5), precedido de banho de ultrassom de 15 minutos (6). O extrato resultante foi
filtrado (7) e armazenado (8) para posterior rotaevaporacao. Imagem criada com recursos

das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria ..........cecceeeeeeeeeeeeeneenneens 31

Figura 7. Rotaevaporacio do extrato bruto de P. cincinnata. Concentracao do extrato
em evaporador rotativo (9), seguida de secagem em estufa para remog¢ao completa do
etanol residual (10). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart

Servier, QULOTIA PIOPTIA ..c..eevirueirieeieeiierieet ettt ettt ettt ettt et s sae et eieesbeenees 32

Figura 8. Particio do extrato bruto em hexano. O processo de fracionamento do
extrato bruto (10g) iniciou-se com pesagem (1), seguida de suspensdao em hexano (500
mL) (2) e homogeneizagdo por ultrassom de 40 a 60 minutos (3). Imagem criada com

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria ...........cccceeeveeueenee. 32

Figura 9. Particao do extrato bruto em metanol. Apos filtragdo da particio com hexano
(4), o precipitado foi ressuspenso em metanol:agua (7:3) (5) e colocado em um funil de
separacao (6). HoO= agua; MeOH= metanol; MeOH:H>O= metanol:agua. Imagem criada

com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria .................... 33

Figura 10. Particio do extrato bruto em metanol, diclorometano e acetato de etila.
Apos adigao da fase metanol:dgua no funil (3), a particdo com diclorometano foi realizada
(4). A fase diclorometano foi coletada, e a fase metanol:agua foi diluida com agua (400

mL) (5) e particionada com acetato de etila (3x250 mL) (6). H,O= agua; MeOH=



metanol; MeOH:H>O= metanol:agua; AcOEt= acetato de etila Imagem criada com

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria ............cccceeeveennees 33

Figura 11. Particdo do extrato bruto em butanol. O processo de extragdo incluiu a
adicao de agua (200 mL) (11) a fase metanol:agua, seguida de particdo com n-butanol
(4x250 mL) (12). A fase n-butanol foi concentrada sob pressao reduzida (13). HoO= agua;
MeOH= metanol; MeOH:H>O= metanol:dgua; BuOH= n=butanol. Imagem criada com

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria ............ccceeeveennenns 34

Figura 12. Ensaio de citotoxicidade em HUVEC. Avaliagao da citotoxicidade de
extratos de P. edulis, P. alata ¢ P. cincinnata (extrato bruto e fragdo butandlica) em
HUVEC: células cultivadas em RPMI (1), plaqueadas (3x10%*/pogo) (2), tratadas com
diferentes concentragdes dos extratos e incubadas com MTT (3). A formagao de formazan
foi quantificada por espectrofotometria. As células metabolicamente ativas reduzem o sal
de tetrazolio MTT, de cor amarela, em formazan, um produto insoluvel de cor purpura.

Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria

Figura 13. Desenho esquematico dos grupos tratamento in vitro. O experimento foi
realizado em placas de 24 pogos (n= 6 pocos/grupo). Cada pogo continha salina, MRSA
(1), extratos (a depender do grupo) (2). Os pogos foram irradiados por luz LED azul por
20 minutos (4), no caso dos grupos tratamento e controle MRSA + luz. Apos isso 10 pl.de
cada poco foi plaqueado em placas contendo meio BHI, incubadas a 37°C por 18-24 horas
— para posterior contagem da quantidade de colonias bacterianas (5). Imagem criada com

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria ..........cccceeeuveennee. 37

Figura 14. Teste do potencial Zeta. Incubacdo de MRSA com o fotossensibilizador
(neste caso, fracdo butandlica de P. cincinnata) (1), centrifugacao (2), suspensao e analise
no Zetasizer (3). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier,

DL T0) I8 03] 01 & £ AR 38

Figura 15. Figura 15. Esquema experimental do modelo murino de infec¢io cutinea
por MRSA. Os animais foram submetidos a infec¢do intradérmica seguida de pesagem.
Apds 24 horas, foi realizado o tratamento fotodinamico antimicrobiano, com nova

pesagem em intervalos de 24 horas. Ao final do experimento, os animais foram pesados



e submetidos a eutanasia. Simbolos indicam aplicagdo da injecdo (seringa), tratamento
(gota + luz) e etapas de pesagem. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender

€ Smart Servier, AULOTIa PIOPTIA .....ccuveeruierieeriieeieerteerieeeteesteeeteessaesseesseeesseesssessaensseans 39

Figura 16. Fluxograma do processamento de amostras para microscopia éptica.
Macroscopia e Emblocamento (1), Microtomia (2), Coloragao (3) e Microscopia (4).

Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria

Figura 17. Representacio esquemaitica das etapas de um ELISA sanduiche,
utilizando kits comerciais (Invitrogen - ThermoFisher). Imobiliza¢do do anticorpo de
captura (1), Ligagdo do antigeno (citocina) (2), Adi¢ao do anticorpo primario (3), Adi¢ao
do anticorpo secundario conjugado com enzima, seguida da adi¢do do substrato para
detecgdo (4). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier,

AULOTIA PIOPTIA «veeeuvvieeiiieeeieeeeteeeeieeeeiteeestaeeetaeeetaeessaeessseeessseeassseeansseeesseeensseessseesnsees 40

Figura 18. Etapas do preparo da formulacao. Aquecimento da Fase A (aquosa) a 80°C
(1), Aquecimento da Fase B (oleosa) a 77 °C (2), Adi¢ao da Fase B a Fase A sob agitacao
(3), Adicao da Fase C (ativos) a mistura A+B sob agitacdo (4). Imagem criada com

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria ...........ccceeveeneenee. 41

Figura 19. Fluxograma do estudo de estabilidade da formulacio. Preparo da
formulacao, caracterizacdo inicial (24 horas), armazenamento em diferentes temperaturas
(4 °C, 25 °C e 40 °C) e andlises de estabilidade em diferentes tempos (30, 60 e 90 dias).

Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria

Figura 20. Espectro de absorciao UV-Vis de espécies de Passiflora na faixa de 200-
800 nm. Linha azul: extratos de Passiflora. Linha preta: Diluente (dgua destilada).
Varredura de P. edulis (A). P. alata (B). Varredura de FB purificada de P. cincinnata (C).

Faixas de comprimento de onda da radiacao eletromagnética (D) ........cccceccvveeeveeenenn. 44

Figura 21. Espectros de absorcéo da fracdo butanolica purificada de P. cincinnata
em diferentes tempos de fotoativagdo (0, 60, 120, 180, 240 segundos,

respectivamente). Espectros de absorcéo da fragdo butandlica de P. cincinnata sem estar



fotoativada (A). Espectros de absorcéo da fragdo butanolica de P. cincinnata no tempo 1,
imediatamente apds fotoativacdo (B). Espectros de absorcao da fragdo butandlica de P.
cincinnata no tempo 2, 60 segundos apos fotoativacdo (C). Espectros de absorcdo da
fracdo butanodlica de P. cincinnata no tempo 2, 120 segundos apds fotoativacdo (D).
Espectros de absorcédo da fracdo butanolica de P. cincinnata no tempo 2, 180 segundos
apos fotoativacdo (E). Espectros de absor¢do da fracdo butandlica de P. cincinnata no
tempo 2, 240 segundos ap06s fotoativagdo (F). Comparagdo dos espectros de absorcao da
fracdo butandlica de P. cincinnata em todos os tempos de fotoativacdo avaliados (G).
Variagdo da absorbancia nos comprimentos de onda de 269 nm e 334 nm em funcéo do

tempo de FOtoatiVAGED (H) .....ooeeiiieiee e 46

Figura 22. Avaliacido da citotoxicidade de extratos de espécies de P. edulis, P. alata e
P, cincinnata (extrato bruto e fracio butanoélica) em cultura de células HUVEC por
ensaio de MTT. As células HUVEC foram semeadas a 3x10* por poco em microplacas
de 96 pocos. Apos o tratamento, as células foram incubadas com MTT para avaliar a
viabilidade celular. O extrato de P. edulis (A). O extrato de P. alata (B). O extrato bruto

de P. cincinnata (C). A fracdo butandlica purificada de P. cincinnata (D) ................... 48

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 fracao butandlica (FB) 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 <

Figura 24. Placas de cultura de MRSA com extratos bruto (EB) e fracdo butandlica
(FB) de P. cincinnata. Atividade fotossensibilizadora do extrato bruto (EB) P. cincinnata

(A). Atividade fotossensibilizadora da fragdo butandlica (FB) P. cincinnata (B) .......... 51

Figura 25. Avaliacido da localizacido da fracao butandlica de P. cincinnata em MRSA.
Potencial zeta de MRSA sem e com FS fotoativado (A). Diagrama esquematico para
ilustrar a internalizacdo do FS. Uma vez internalizado, e na presenga de luz, o FS pode

desencadear sua atividade fotodinamica contra MRSA. Isso ocorre por meio de reacdes



fotoquimicas dos Tipos I e II, as quais resultam em danos bacterianos (B). ns: ndo
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Figura 26. Carga bacteriana e o influxo de células leucocitarias na orelha. A carga
bacteriana do macerado da orelha (A). Contagem total de todas as células leucocitarias
presentes no infiltrado (B). O numero de leucécitos polimorfonucleares (C). O numero
de leucocitos mononucleares (D). Fotomicrografias representativas dos infiltrados tiradas
na objetiva 40X representando os grupos Veiculo, P. cincinnata e TFDa (E). O valor de p
foi considerado significativo quando representado por asteriscos, onde * p < 0,05; ** p

<O,01;5 *H% P <O,00T ..ottt st es 54

Figura 27. Peso do animal apés infec¢do intradérmica e tratamento. Percentual de
perda de peso de cada animal, considerando seu peso inicial (A). A area sob a curva do
percentual (AUC) de perda de peso para cada animal, referente ao grafico A (B). O valor

de p foi considerado significativo quando representado por asteriscos, onde * p < 0,05

Figura 28. Ensaios de citocinas nos linfonodos drenantes da orelha. Os linfonodos
foram macerados em ImL de soro fisiologico estéril e centrifugados. Amostras de
sobrenadantes linfonodais foram usadas para medir citocinas (TNF-a, IL-18, IL-12p70,
IL-17A, IL-10) por ELISA. TNF-a (A). IL-1B (B). IL-12p70 (C). IL-17A (D). IL-10 (E).
Correlacdes de citocinas do grupo de veiculos (F). Correlacdes de citocinas do grupo P.
cincinnnata (G). Correlagdes de citocinas do grupo TFDa (H). Redes bayesianas de
citocinas do grupo veiculo (I). Redes bayesianas de citocinas do grupo P. cincinnata (J).
Redes bayesianas (bnlearn versoes 4.5 e bnviewer 0.1.4) foram wusadas para
construir/apresentar as relagdes probabilisticas entre os marcadores inflamatérios em
cada grupo. Nas redes, as setas indicam causalidade, e todas t€ém o grau de forca de
inferéncia de uma varidvel relacionada a 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 ¢ menor ou igual a 1. Citocinas
que ndo interagiram na rede bayesiana com um nivel de limiar >0,6. O Corrplot versao
0.84 foi usado para correlagdo. As correlagdes 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 correlacdo de classificacdo de

Spearman ou Pearson (*p < 0,05; **p < 0,01) cceveeeiieeeiieeiieeeee e 57



Figura 29. Dendrogramas mostrando a similaridade entre os grupos experimentais
Veiculo, P. cincinnata ¢ TFDa. Agrupamento baseado em todas as varidveis (A).
Agrupamento baseado na variavel Polimorfonucleares (B). Agrupamento baseado na
variavel Mononucleares (C). A escala de cores indica a intensidade das varidveis,

variando de azul (menor intensidade) a vermelho (maior intensidade) ...........c.cc..c........ 59

Figura 30. Analise de Componentes Principais (PCA) dos grupos experimentais
Veiculo, P. cincinnata e TFDa. Grafico de dispersdo mostrando a distribui¢do dos grupos
nos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) (A). Grafico de barras mostrando

a variancia explicada por cada um dos quatro primeiros componentes principais (PC1,

PC2, PC3 € PCA) (B) coooroeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeesseseseseeeseessseeesessesseseeeesssssseeesessessseen 62

Figura 31. Analise de Componentes Principais (PCA) dos grupos experimentais
(Veiculo, P. cincinnata e TFDa) e variaveis analisadas. Biplot mostrando a relagao entre
as variaveis originais e os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) (A).
Grafico de dispersdao mostrando a distribuicdo dos grupos nos dois primeiros

componentes principaisS (PCL e PC2) (B) ..cccuievieiiiiiieiieeieeeeeeeeesee e 65

Figura 32. Emulsio apos o processo de centrifugacio. A imagem ¢ composta por duas

fotos que mostram os resultados do teste de centrifugagdo realizado em na emulsao (A e

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 formulagao ap6s 24 horas
(A). Reograma da formulagdo apds 30 dias armazenada a 4 £ 2 °C (B). Reograma da
formulacao apos 30 dias armazenada a 25 + 2 °C (C). Reograma da formulagdo apds 30
dias armazenada a 40 + 2 °C (D). Reograma da formulagao apos 30 dias armazenada a 4
+2°C,25+2°Ce40=+2°C (E). Area sob a curva do reograma da formulagio apos 30
dias armazenada a 4 + 2 °C, 25 £2 °C e 40 £+ 2 °C (F). Viscosidade minima aparente da
formulacao apds 24 horas e 30 dias, armazenadas a4 +2 °C,25+2 °Ce 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: NA0 SIGNIFICALIVO ..ovveeeerieiieeiieiieeieeie e 69

Figura 34. Estabilidade da tensao de cisalhamento ao longo de 30 dias em diferentes

temperaturas (4 £2 °C, 25+ 2 °C e 40 £+ 2 °C). Reograma da formulacdo apds 24 horas



(A). Reograma da formulagao apds 30 dias armazenada a 4 + 2 °C (B). Reograma da
formulagdo ap6s 30 dias armazenada a 25 + 2 °C (C). Reograma da formulacao apds 30
dias armazenada a 40 + 2 °C (D). Reograma da formulagao apo6s 30 dias armazenada a 4
+2°C,25+2°Ce40+2°C (E). Area sob a curva do reograma da formulagio apos 30
dias armazenadaa 4 + 2 °C,25+2 °C e 40 + 2 °C (F). Tensao de cisalhamento maxima
aparente da formulagdo ap6s 24 horas e 30 dias, armazenadas a4 +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: N30 sigNIfICAtIVO ......cevvveerveeririeennenne 72

Figura 35. Variacdo do pH da formulacio ao longo de 90 dias em diferentes
temperaturas de armazenamento (4 =2 °C, 25+ 2 °C e 40 = 2 °C). pH da formulagao
apos 30 dias armazenada a 4 + 2 °C (A). pH da formulagao ap6s 30 dias armazenada a 25
+ 2 °C (B). pH da formulagao apos 30 dias armazenada a 40 + 2 °C (C). pH da formulacao,
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: NA0 SIGNITICALIVO ..cvvrevreriieiieiieeieeeie e 75

Figura 36. Variacdo da condutividade da formulacdo ao longo de 90 dias em
diferentes temperaturas de armazenamento (4 = 2 °C, 25 £ 2 °C e 40 = 2 °C).
Condutividade da formulagdo apds 30 dias armazenada a 4 = 2 °C (A). Condutividade da
formulacao ap6s 30 dias armazenada a 25 £+ 2 °C (B). Condutividade da formulagao apos
30 dias armazenada a 40 =+ 2 °C (C). Condutividade da formulacao, 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 € NS: NA0 SIZNITICATIVO ..veieriiiieiiieeiieeeiiee et e e eeeree e e eeaeeeeaeeeneeeennnees 77

Figura 37. Representacio esquematica da resposta local na infec¢io 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 veiculo) e
outro tratado com P. cincinnata. A representacdo esquematica destaca a composi¢ao
celular infiltrada no local da infec¢do e sugere diferengas qualitativas e quantitativas na
resposta inflamatéria entre os grupos. O grupo controle (Veiculo) exibe um infiltrado
inflamatorio intenso, caracterizado pela presenga de células dendriticas, linfdcitos,
neutrofilos e macréfagos na area da infecgdo. O grupo tratado com P. cincinnata

demonstra uma redug¢do no infiltrado inflamatério. A presenga de neutrofilos, células de



primeira linha na defesa contra infec¢des bacterianas, indica uma resposta inflamatéria
aguda em andamento. Macrofagos, com sua capacidade de fagocitose e apresentagdo de
antigenos, também contribuem para a resposta imune local. A presenca de linfocitos
sugere o inicio de uma resposta imune adaptativa, enquanto as células dendriticas atuam
na captura e apresentacao de antigenos aos linfocitos nos linfonodos regionais, como o
linfonodo retromaxilar mostrado em outra parte da figura. Imagem elaborada na

plataforma BioRender, autoria PrOPIia .........cceeeueeeiiierieeiiienieeieesieeieeeveeveeseneeveeseneens 85

Figura 38. Analise da resposta sistémica nos linfonodos retromaxilares no modelo de
infeccao intradérmica por MRSA. A imagem revela insights importantes sobre a
resposta imunoldgica sistémica em um modelo experimental de infec¢do por MRSA,
tratado com P, cincinnata e terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa). A investigagao
concentra-se na dindmica de citocinas nos linfonodos retromaxilares, um local chave para
a orquestracao da resposta imune regional e sistémica. As correlagdes entre citocinas nos
diferentes grupos experimentais (Veiculo, P. cincinnata e TFDa) indicam a quantidade de
associagdes negativas e positivas, bem como as mais significativas para cada grupo. A
ilustracdo central demonstra a interagao entre uma célula dendritica, citocinas ¢ uma
célula T naive no linfonodo. A andlise das redes bayesianas das citocinas, apresentada na
parte inferior direita, mostra a intensidade das interacdes entre elas para cada grupo
experimental. A intensidade dessas interagdes € comparada entre os grupos, € as
associagdes mais fortes para cada grupo sdo destacadas. Imagem elaborada na plataforma

BioRender, autoria PrOPIIA .......ccceeeerieriiriiniieiene ettt 88

Figura 39. Representacio esquematica de uma emulsdo dos principais resultados
obtidos da emulsdo. Emulsdo do tipo 6leo em 4gua com pH ideal, comportamento
pseudopléstico e tixotropico, sem alteracdes macroscopicas e potencial para tradugdo

clinica. Imagem elaborado com recursos da Plataforma Smart Servier, autoria propria
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1. INTRODUCAO

Individuos longevos constituem a populagdo com maior suscetibilidade a
infecgdes e, consequentemente, apresentam pior prognostico para doengas infecciosas.
(FALCONE; TISEO, 2023). Isso inclui o alto risco de infec¢des de pele e tecidos moles
devido a varios fatores, como multiplas comorbidades e condi¢des de pele que os
predispdem a desenvolver essas infecgoes. Tais condigdes sao, geralmente, causadas por
Staphylococcus aureus - incluindo cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(MARIO VENDITTI et al., 2003; NELOSKA et al., 2016). S. aureus ¢ um patdgeno que
causa desde infec¢oes de pele e tecidos moles até doengas graves invasivas, como sepse

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

Apesar de ser um dos primeiros microrganismos a ser controlado com a descoberta
dos antibidticos, tornou-se uma das espécies mais importantes no contexto de infecgdes
hospitalares e comunitarias devido a sua capacidade de adaptagdo e resisténcia, como € o
caso de MRSA (NANDHINI et al., 2022; TURNER et al., 2019). Paralelamente a
dificuldade de medicamentos eficazes contra MRSA, h4 uma preocupacao significativa
com o controle de infecgdes em individuos imunossenescentes (BLEVE et al., 2022;
HASANPOUR et al., 2023). Nesse sentido, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
identificou MRSA como uma alta prioridade para o desenvolvimento de novas terapias

(WHO, 2024).

Novos antimicrobianos surgiram ap6s a descoberta das sulfonamidas e penicilinas
no inicio do século XX, marcando o inicio 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 entdo, houve um declinio gradual na descoberta e
desenvolvimento de novos antibioticos, 0 que ndo acompanhou o surgimento de novas
cepas resistentes (SELVARAJAN et al.,, 2022). Esse fator se soma ao seu uso
indiscriminado, culminando na atual crise de resisténcia antimicrobiana (HUTCHINGS;
TRUMAN; WILKINSON, 2019). Além disso, a maioria das pequenas moléculas
atualmente em desenvolvimento clinico ou recentemente aprovadas sao modificacdes de

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

A luz dessas questdes, a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) tornou-se
uma alternativa potencial para o tratamento de infecgdes bacterianas multirresistentes

(WONG et al., 2018). Na pele, foi relatado que a TFDa reduz as colonias de MRSA



(ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019a,2019b, 2020; MUNIZ et al., 2021).
No entanto, nenhum estudo ¢ voltado para essa andlise em um modelo murino de
senescéncia associado a infecg¢do intradérmica. O desenvolvimento deste modelo ¢
importante, uma vez que o modelo murino de infeccdo por MRSA em camundongos
senescentes captura o achado clinico caracteristico de que individuos longevos sao mais
suscetiveis a doenga invasiva ap6s infeccdo cutanea, o que pode resultar da funcdo de
barreira grosseiramente permeavel e diminui¢do da imunidade inata nesses animais
(TSENG et al., 2012). Além disso, combinado com TFDa, pode fornecer a orientagao
necessaria para a compreensao das terapias voltadas para a imunossenescéncia

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

A TFDa emprega uma combinag¢ado de fotossensibilizadores com uma fonte de luz
especifica, capaz de gerar moléculas que agem seletivamente (CORREIA et al., 2021).
Portanto, um dos principais componentes da TFD ¢ o agente quimico chamado
fotossensibilizador (FS) (ALLISON ef al., 2004). Para que seja eficaz, a escolha dos FS
¢ crucial. Nesse sentido, o estudo de novos compostos ¢ de fundamental importancia para
a descoberta de novos candidatos a FS que possam ser adequados para o controle de
infeccdes causadas por bactérias resistentes aos antibidticos (ABRAHAMSE;
HAMBLIN, 2016; GARLAND et al., 2009; POLAT; KANG, 2021). Pesquisas recentes
revelaram que determinados compostos derivados de plantas e propolis, particularmente
aqueles com elevado teor de flavonoides, possuem atividade fotodinamica antimicrobiana

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

Estudos fitoquimicos de Passiflora demonstraram a presenca de varios compostos
quimicos, como alcaldides, saponinas e acidos cianogénicos, sendo os mais
frequentemente relatados: flavonoides C-glicosideos (COSTA et al., 2016; GADIOLI et
al., 2017). E o caso de algumas espécies de Passiflora, como P. edulis, P. alata e P
cincinnata, sem descricao atual quanto a 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 majoritarios
(LEAL et al., 2020). Trata-se de uma espécie nativa da Caatinga (bioma exclusivo do
Brasil) com ampla distribuicdo geografica, e pouco se sabe sobre seus compostos

bioativos (DE LAVOR et al., 2018).



A entrega de FS representa um desafio significativo na TFD, uma vez que muitos
compostos exibem instabilidade intrinseca e penetracdo limitada em tecidos ou células-
alvo, o que pode comprometer a eficacia do tratamento (MURAGE et al., 2024; YOUF
etal.,2021;YU et al., 2022). Nesse contexto, as emulsdes podem ser 6timas alternativas
para entrega de FS na pele (PORTUGAL et al., 2021). A sua administra¢ao topica pode
ter vantagens sobre outros métodos por varias razdes, a mais importante ¢ a entrega direta
e a segmentacdo do medicamento na area afetada (ZHAO et al, 2024). Em muitas
formulacdes, como produtos para cuidados com a pele, sio amplamente utilizadas para
entrega de substancias especificas, pois pode resultar em uma absor¢cdo mais rapida
(SAHOO et al., 2019). Além disso, geralmente, aumentam a biodisponibilidade de
farmacos/bioativos solubilizados (THAKUR et al., 2023).

A classificacdo desses sistemas baseia-se no tamanho das goticulas da fase
dispersa, distinguindo emulsdes/macroemulsdes (100 nm e 100 um), nanoemulsdes (1 a
100 nm) e microemulsdes (100 a 400 nm) (SOUTO et al., 2022). Dentre essas, a
macroemulsdo apresenta potencial interessante para o uso topico da TFDa, pois tendem a
permanecer na superficie cutdnea, formando um filme oclusivo que reduz a perda
transepidérmica de 4gua, promovendo hidrata¢do e melhorando a funcao de barreira. Para
ativos de acdo superficial, com agdo antimicrobiana, a libera¢ao prolongada na camada
cornea otimiza a eficdcia local e minimiza a absor¢do sistémica (KLANG et al., 2011;
NAZRIN et al., 2023).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
fotossensibilizadora de extratos do género Passiflora, incorporados ou nao em uma

emulsdo, no controle de infeccdo por MRSA in vitro e in vivo em animais senescentes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mortalidade global associada a patégenos bacterianos

Reduzir a carga de morte devido a infec¢do ¢ uma prioridade urgente de saiude
publica, pois as infec¢des continuam sendo uma das principais causas de morte no mundo
(LUCERO-PRISNO et al., 2023). No ano de 2019, aproximadamente 7,7 milhdes das
13,7 milhdes de mortes estimadas por infecgao foram causadas por 33 tipos de bactérias.
Esse numero alarmante corresponde a 13,6% da mortalidade global e a mais da metade
das mortes por sepse. Para gerar estimativas de mortalidade por infeccdo em 2019,
abrangendo todas as idades e sexos em 204 paises e territorios, os autores utilizaram 343
milhdes de registros individuais e isolados de patogenos. A andlise 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 patogeno e o tipo de infec¢do responsavel.

Os estudos do GBD sao reconhecidos por sua capacidade de mapear mudangas
dindmicas ao longo do tempo. No entanto, o trabalho pioneiro dos Colaboradores da
Resisténcia Antimicrobiana do GBD 2019 (IKUTA et al., 2022) concentrou-se no ano de
2019, dada a escassez de estudos recentes. Essa limitagdo temporal dificulta a
identificacdao de tendéncias na mortalidade por patogenos e sindromes especificas. Para
trabalhos futuros, sugere-se a andlise de um periodo mais extenso e a aplicacdo da
dindmica de sistemas a cada patdgeno bacteriano e sindrome infecciosa. Uma revisao
sistematica da literatura também revelou que 58% das doencas infecciosas em humanos
sao exacerbadas por riscos climaticos, como variagoes de temperatura e disponibilidade

de 4gua e alimentos (GONA; MORE, 2022).

Os principais patdgenos responsaveis apresentaram reagdes dependentes do clima,
causando um aumento em sua difusdo e até mesmo resisténcia ao tratamento (BLOOM,;
CADARETTE, 2019; LUCERO-PRISNO et al., 2023). Por exemplo, quedas bruscas de
temperatura foram associadas a um aumento na incidéncia de pneumonia e ao aumento
da morbidade em climas frios e imidos (GONA; MORE, 2022). E, ainda, de acordo com
o GBD 2019, cinco patégenos bacterianos especificos - Staphylococcus aureus (S.
aureus), Escherichia coli (E. coli), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae),
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) € Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) -
foram responsaveis por 54,2% de todas as mortes bacterianas. Entre eles, o S. aureus foi

o patdgeno mais letal, causando 1,1 milhdo de mortes globalmente. Além disso, outros



quatro patdogenos contribuiram 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, ¢ imprescindivel
considerar a resisténcia microbiana, que representa um dos maiores desafios a saude
humana em escala mundial (LESSA; SIEVERT, 2023). Os seis principais patogenos
responsaveis por mortes associadas a resisténcia foram: E. coli, seguidos por S. aureus
(sendo a bactéria gram-positiva mais associada), K. pneumoniae, S. pneumoniae,
Acinetobacter baumannii € P. aeruginosa. Uma combinagao patégeno-farmaco, S. aureus
resistente a meticilina, causou mais de 100.000 mortes atribuiveis a resisténcia

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

2.2. Staphylococcus aureus
2.2.1. Epidemiologia

A bactéria S. aureus coloniza principalmente a pele e as mucosas humanas, seus
principais reservatorios, comumente encontrados na epiderme, narinas, axilas e regides
inguinais (RASHEED; HUSSEIN, 2021). Estima-se que at¢ metade dos adultos sejam
portadores de S. aureus, com cerca de 15% da populacdo carregando a bactéria
persistentemente nas narinas anteriores (SALEEM ALSHAMMARI et al., 2017a). Isso
faz com que, em seres humanos, mais de 80% das doencas de S. aureus adquiridas em
hospitais sejam infec¢des enddgenas causadas por cepas transportadas no nariz dos

pacientes (RASHEED; HUSSEIN, 2021).

Entretanto, a epidemiologia de S. aureus passou por uma revolugdo conceitual nas
ultimas décadas. Esse fenomeno deveu-se, em parte, a mudangas importantes no
comportamento epidemiologico desta bactéria, mas também a uma reavaliacdo de
conceitos antigos em vista de novos conhecimentos advindos das pesquisas clinica e
experimental. Assim, dois fatores-chave sustentam a perspectiva contemporanea de S.
aureus, a viruléncia e a resisténcia antimicrobiana. Estudos simultaneos desses fatores
sdo necessarios, especialmente no Brasil, onde os dados sdo limitados (ROMERO; DE

SOUZA DA CUNHA, 2021).

Existem poucos estudos sobre infec¢do por S. aureus em paises tropicais que
definam a epidemiologia da doenga, a natureza das manifesta¢des clinicas, o resultado e
os padrdes de resisténcia aos medicamentos (MURRAY et al., 2022). Apesar disso. S.

aureus ocupa a primeira posicdo em mortalidades devido a sua resisténcia aos antibioticos



e a bacteremia por S. aureus contribui para o maior numero de fatalidades devido

a infecc¢des da corrente sanguinea (IKUTA et al., 2022).

2.2.2. Caracteristicas gerais: Morfologia, estrutura, fatores de
viruléncia e patogenicidade
S. aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva (cor roxa pela coloracdo de Gram) que
tem formato de cocos e tende a se organizar em grupos que sdo 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 NacCl,
e as coldnias sdo frequentemente douradas ou amarelas (aureus significa dourado ou
amarelo). Em placas comuns, S. aureus pode formar colonias espessas, brilhantes e
redondas com 1~2 mm de didmetro; em placas de agar sangue, ha um anel hemolitico
transparente ao redor de cada unidade formadora de colonia 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 condigdes 6timas de
crescimento sdo 37 °C e pH 7,4 (GUO et al., 2020).

A parede celular ¢ uma membrana lipidica Unica, composta por 50% de
peptidoglicano, 40% de 4cido de membrana lipidica e 10% de proteinas de superficie,
exoproteinas e proteinas autoliticas, conforme elucidado na Figura 1 (OLIVEIRA;
BORGES; SIMOES, 2018). S. aureus é positivo para coagulase, testes de fermentagdo de
manitol e testes de DNAase. Entdo, este microrganismo nao sé pode decompor uma
variedade de agticares para produzir dcido sem gas, mas também decompor manitol, bem

como produzir coagulase (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Apesar de serem comensais, estes microrganismos podem atuar como patdgenos
ao invadirem o hospedeiro por lesdes de pele, inoculacao ou implantacao de dispositivos,
especialmente, em pacientes imunocomprometidos ou com microbiota alterada
(RASHEED; HUSSEIN, 2021). Embora 30% da populacdo seja colonizada
assintomaticamente (CRAFT et al., 2019), o S. aureus sintomdatico causa diversas
infec¢des, incluindo bacteremia, endocardite, infeccdes de pele e tecidos moles,
osteomielite, artrite séptica, infeccdes de dispositivos, pneumonia, gastroenterite,
meningite, sindrome do choque toxico e infec¢des urinarias (TONG et al., 2015;

VENKATESH, 2018).

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

especifica e do local da infec¢do, com algumas cepas causando infecgdes invasivas e
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outras desencadeando doencas mediadas por toxinas. A capacidade do S. aureus de
escapar da resposta imune do hospedeiro desempenha um papel critico em sua viruléncia
(SALEEM ALSHAMMARI et al, 2017), sendo que a fisiopatologia varia muito
dependendo do tipo de infecgao (TONG et al., 2015). Contudo, as principais etapas na
patogénese da infec¢do sdo: colonizagdo, viruléncia, inicio da infec¢do, formagdo de
abscesso, infec¢do sistémica, regulacdo e adaptacdo com a ajuda de varios fatores de

viruléncia (ACOSTA et al., 2017; SHOAIB et al., 2023; WERTHEIM et al., 2005).
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Figura 1. Estrutura celular e fatores patogénicos de Staphylococcus aureus. S. aureus tem uma estrutura
de parede celular complexa composta de uma camada espessa de peptidoglicano e capsula de
polissacarideo. Além disso, S. aureus possui um arsenal elaborado de fatores de viruléncia estruturais e
secretados envolvidos na producdo de toxinas, aderéncia e invasdo do tecido hospedeiro e evasdo
imunologica (KONG; JOHNSON; JABRA-RIZK, 2016). Imagem adaptada de KONG; JOHNSON;
JABRA-RIZK (2016).

Os mecanismos para evasao da resposta imune do hospedeiro incluem a produgao
de uma cépsula antifagocitica, sequestro de anticorpos do hospedeiro ou mascaramento
de antigeno pela proteina A, formag¢ao de biofilme, sobrevivéncia intracelular e bloqueio
da quimiotaxia de leucocitos (OTTO, 2013b; TONG et al., 2015). Dentre os diversos

fatores de viruléncia responsaveis pelas infec¢des, destacam-se a a-hemolisina, B-toxina,



PSM-a (modulina solavel em fenol-alfa, do inglés Phenol-Soluble Modulin-alpha),
proteina A e a leucocidina Panton-Valentine (PVL) (DIAS; PINHEIRO; AGUIAR-
ALVES, 2015). Alguns destes, estdo representados na Figura 1, caracterizados como

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

2.3.Infeccoes estafilococicas, imunossenescéncia e pele
2.3.1. Pele: Estrutura, funcio e mudancgas ao longo do tempo

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo, cobrindo toda a sua superficie externa, compoe
aproximadamente 14% a 16% do peso corporal adulto humano (MONTEIRO-RIVIERE,
2010). Em um individuo de 70 kg, pesa mais de 5 kg e cobre uma area de superficie que
se aproxima de 2 m*> (MCGRATH; UITTO, 2024). Além disso, tem 2 camadas: epiderme
e derme, que tém diferentes estruturas e funcdes anatomicas (YOUSEEF 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 hd uma camada de gordura subcutanea, que ¢ separada do
resto do corpo por uma camada vestigial de musculo 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 patdégenos, luz ultravioleta (UV), produtos quimicos e
lesdes mecanicas. Este orgdo também regula a temperatura e a quantidade de agua
liberada no ambiente (YOUSEF et al., 2024). Sendo, portanto, um 6rgdo integrado e
dindmico que tem uma miriade de fungdes bioldgicas que vao muito além de seu papel
como uma barreira ao ambiente externo. Ela pode servir como uma barreira ambiental
protegendo os principais 0rgaos internos € como uma barreira de difusdo que minimiza a
perda insensivel de agua (que pode resultar em desidratagdo) (MONTEIRO-RIVIERE,
2010).

Logo, desempenha uma variedade de fun¢des importantes: 1- sensorial: serve
como um o6rgao sensorial para os sentidos cutaneos, como dor, calor, frio, pressao, toque;
2- termorregulacdo: funciona termicamente como um gerador de calor, absorvedor,
transmissor, radiador, condutor e vaporizador (XU; LU, 2011). Por exemplo, os vasos
sanguineos se contraem para reter calor e se dilatam para dissipar calor. Ja o cabelo em
humanos e o pelo de mamiferos inferiores servem como dispositivos de isolamento,
enquanto a transpiragao facilita a perda de calor por evaporagdo (MONTEIRO-RIVIERE,

2010). 3- Defesa do hospedeiro: previne a entrada de corpos estranhos, como



microrganismos, € protege os tecidos subjacentes de diferentes lesdes, como lesdes
mecanicas, de calor, frio e biologicas. 4- A pele funciona como um reservatério de

nutrientes e agua (XU; LU, 2011).

Apesar do citado, a funcdo de barreira da pele a torna suscetivel a varias
condigdes inflamatorias e infecciosas. Assim, entender a sua anatomia e a sua fungéo é
crucial para o gerenciamento dessas condi¢cdes (YOUSEF et al., 2024). Observar estas
variacoes desse 0rgdo ¢ extremamente importante em estudos envolvendo biofarmacos,
dermatologia, formulagdes, farmacologia cutanea, administracdo de medicamentos,

penetracao de nanoparticulas e dermatotoxicologia (MONTEIRO-RIVIERE, 2010).

Um exemplo dessas variacOes é a espessura da pele, que muda de acordo com a
regido 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 corneo espesso pode ser encontrado em areas de pele glabra, como as
superficies palmar e plantar, onde ocorre consideravel agdo abrasiva. Em geral, a
arquitetura basica do tegumento é semelhante em todos os mamiferos. No entanto, podem
existir diferencas na espessura das camadas epidérmicas e na derme em vérias regides do
corpo entre espécies e dentro da mesma espécie. Uma epiderme fina pode ser encontrada
em areas onde ha uma camada protetora de cabelo ou pelo (MONTEIRO-RIVIERE,
2010).

A epiderme ¢ composta principalmente de queratindcitos e, para as camadas de
células vivas, tem tipicamente 0,05 a 0,1 mm de espessura. A camada mais externa da
epiderme € o estrato corneo. O estrato corneo pode ser dividido em trés zonas bioquimicas
e funcionais distintas: um absorvedor externo de solutos, um absorvedor médio de agua
para hidratacdo e uma barreira de defesa mecanica interna. Outras células na epiderme
sao os melandcitos (MCGRATH; UITTO, 2024). Os melandcitos sdo células,
caracterizadas por projeg¢des ou ramificagdes que lhes permitem distribuir pacotes de
pigmento de melanina, denominados melanossomas, aos queratindcitos circundantes,
conferindo cor a pele. A variedade de aparéncias da pele ¢ determinada pela natureza da
melanina e pelo tamanho dos melanossomas. Os melandcitos produzem principalmente
dois tipos de melanina: eumelanina e feomelanina. A eumelanina ¢ marrom-escura e € o
pigmento primdrio para protecdo contra radiagdo ultravioleta (RUV). Em contraste, a
feomelanina ¢ amarelo-avermelhada e ¢ mais suscetivel a danos induzidos por RUV

(CUL; MAN, 2023).
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A derme, localizada entre a epiderme e o tecido subcutaneo, atua como uma matriz
de sustentagdo para a pele. Composta por uma rede de polissacarideos e proteinas, ela
confere resiliéncia e retém a hidratagdo. Sua espessura varia entre 0,5 mm e 5 mm,
dependendo da regido do corpo (BROWN; KRISHNAMURTHY, 2022).
Estruturalmente, a derme ¢ fibrosa, rica em colageno, tecido eldstico e outros
componentes extracelulares, como vasos sanguineos, nervos, foliculos capilares e
glandulas. Ela desempenha papéis cruciais no suporte, protecao e termorregulagdo. As
células predominantes na derme sdo os fibroblastos. O colageno, principal proteina da
matriz extracelular, representa 80-85% do peso seco da derme, sendo essencial para sua

integridade (MCGRATH; UITTO, 2024).

O envelhecimento da pele, um fendmeno multifacetado, envolve alteragdes
estruturais (diminuicao do colageno, reducdo da espessura) e funcionais (ressecamento,
rugas). Este processo ¢ mediado por radicais livres, inflamagdo, fotoenvelhecimento e
fatores metabolicos (HE; GAO; XIE, 2024). O envelhecimento cronologico,
especificamente, compromete a sintese lipidica, resultando em maior perda de agua
transepidérmica e consequente desidratagdo. Morfologicamente, a jun¢do dermo-
epidérmica se achata e a derme sofre atrofia (GRIFFITHS; WATSON; LANGTON,
2023). Em relagdo as proteinas da matriz extracelular, o envelhecimento intrinseco causa
uma reducdo e menor solubilidade do colageno, enquanto a elastina se degrada e acumula

danos (LEE; OH; CHUNG, 2016).

Com o avancar da idade, observa-se um aumento no dobramento de proteinas e
uma menor interacao destas com a dgua. Adicionalmente, embora haja um aumento de
glicosaminoglicanos na pele envelhecida, sua deposi¢cdo anormal no material elastoico
impede uma hidratag¢do eficaz. Consequentemente, a d4gua 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 diminui¢ao
da capacidade funcional da pele, manifestando-se como atenuagdo do seu efeito protetor
e disfun¢do imunoldgica, conforme descrito acima. Assim, infecgdes oportunistas da pele
sd0 mais comuns em pacientes longevos, assim como o desenvolvimento de feridas
cronicas que servem como portais para entrada e crescimento de agentes infecciosos

(RUSSELL-GOLDMAN; MURPHY, 2020).

2.3.2. Infecgoes estafilococicas na pele e imunossenescéncia
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A imunossenescéncia, disfuncdo imunologica associada ao envelhecimento, leva
a um aumento da suscetibilidade a infec¢des (HU et al., 2023). De tal modo, individuos
longevos representam a populacdo com maior risco e pior prognostico para doengas
infecciosas (FALCONE; TISEO, 2023). Estas incluem o alto risco de infecgdes de pele e
tecidos moles devido a varios fatores, como multiplas comorbidades e condigdes de pele
que os predispdem a desenvolvé-las. Tais condi¢des sdo geralmente causadas por S.
aureus, incluindo cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) (MARIO
VENDITTI et al., 2003; NELOSKA et al., 2016). Alteragdes na consisténcia da pele e a
propria imunossenescéncia predispoem a esses fatores de risco (MENEGUIN; TORRES;
POLLO, 2020).

Somadas a estas alteragdes, na matriz dérmica, tem-se ainda a atrofia, senescéncia
de células dérmicas (como fibroblastos) e diminui¢do da sintese e degradagao acelerada
das fibras de colageno dérmico como fatores que aumentam a suscetibilidade a infec¢des
cutineas. Além disso, apresentam alta frequéncia de condigdes associadas a fragilidade
da pele, como edema e trauma (FALCONE; TISEO, 2023; LEE; HONG; KIM, 2021). O
envelhecimento do sistema imunologico leva a desregulacdo das respostas imunes,
comprometendo a defesa da pele contra agressdes externas (DE MARTINIS; SIRUFO;
GINALDI, 2017; HE; GAO; XIE, 2024). Isso inclui deficiéncias na fagocitose e
diminui¢do da producdo, ativagdo e funcao dos linfécitos T e B, entre outros efeitos. As
bactérias exploram a imunossenescéncia usando varios fatores de viruléncia para escapar
das defesas do hospedeiro, levando a infecgdes graves e frequentemente fatais

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

Portanto, o sistema imunoldgico da pele, uma parte indispensavel do mecanismo
de defesa do corpo, compreende inumeras células (HE; GAO; XIE, 2024). As células
imunes residentes no tecido da pele sdo altamente variadas e compreendem células T of
e y0, células dendriticas (CDs), mastocitos e macréfagos, bem como uma populagdo de
um subconjunto imune inato de células da linhagem linfoide, chamadas de células
linfoides inatas (CLIs) (FUCHS; BLAU, 2020; MCGRATH; UITTO, 2024). Estas c¢lulas
desempenham um papel fundamental na manutengao da homeostase da pele e na resposta
a lesdes ou infecgdes (HE; GAO; XIE, 2024). Além do mais, a imunidade de barreira da
pele ¢ composta por células estromais, como queratinocitos e adipdcitos, e células

imunes, como células de Langerhans (CLs) e células T de memoria residentes (Tim),
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trabalhando em conjunto para impedir a entrada de patégenos e lidar com desafios fisicos

e quimicos continuos (CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEJIC, 2020).

As células imunes residentes na epiderme que podem iniciar uma resposta imune
local sdo as CLs, mas seu numero diminui com a idade e elas mostram uma capacidade
reduzida de migrar para os ganglios linfaticos. Ademais, as CLs na pele envelhecida
expressam menos P-defensina humana epidérmica (HBD)-3 (do inglés, Human p-
defensin 3), que € um importante peptideo antimicrobiano para uma resposta a infecgdes.
A deficiéncia de CLs na pele envelhecida reduz a defesa contra infecgdes microbianas, o
que explica a maior prevaléncia de infec¢des bacterianas em longevos, especialmente por
S. aureus e estreptococos B-hemoliticos (BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI,
2021).

Normalmente, a invasao por microrganismos desencadeia uma resposta rapida dos
fagocitos do sistema imunoldgico inato (como os neutrofilos, por exemplo), células
natural killer (NK) e mecanismos de defesa quimica, juntamente com a inflamagao de
suporte. A fagocitose do microrganismo facilita a apresentagdo do antigeno por meio de
macrofagos especializados, que iniciam a resposta imune adaptativa (2 exemplo,
mediadas por linfocitos Tyd) (FEEHAN; TRIPODI; APOSTOLOPOULOS, 2021;
MCGRATH; UITTO, 2024). Na transi¢ao para a resolugdo da resposta imune, as células
T regulatorias (Treg) desempenham um papel crucial, induzindo a formagao de células de
memoria e modulando a resposta inata. Elas promovem a mudang¢a de macrofagos M1
para M2, auxiliando na resolucao da inflamagao e para o reparo tecidual. No entanto, o
envelhecimento pode comprometer essas funcdes imunologicas, resultando em

desregulacao (COVRE et al., 2020).

Portanto, a medida que a populacdo envelhece, ¢ fundamental entender as
transformagdes da pele e como elas afetam a funcdo de barreira imunolédgica
(CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEJIC, 2020). Com o progresso da idade, juntamente
com varios estimulos ambientais internos e externos, as células imunologicas da pele
podem sofrer senescéncia ou envelhecimento acelerado, caracterizado pela redugdo da
capacidade de divisdo celular, aumento da mortalidade, alteragdes nos padrdes de
expressdo génica e vias de sinalizagdo e fungdes alteradas das células imunoldgicas. Essas
mudangas impactam coletivamente a fung¢do geral do sistema imunologico (HE; GAO;

XIE, 2024). O sistema imunolégico humano consiste em uma interacdo fortemente



13

orquestrada entre a imunidade inata e adaptativa, com a imunossenescéncia tendo

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

2.3.3. A importancia dos neutroéfilos contra S. aureus e como sua
atividade ¢ comprometida em individuos longevos

O corpo humano possui fagocitos especializados, como neutrdfilos, macrofagos e
células dendriticas, que englobam microrganismos invasores (DEY; BISHAYI, 2016).
Dentre eles, os neutréfilos sao os leucdcitos mais abundantes no sangue e representam a
primeira linha de defesa contra bactérias que rompem as barreiras epiteliais. A principal
funcdo dos neutrdfilos é responder rapidamente a estimulos quimicos, em um processo
chamado quimiotaxia (AIELLO et al, 2022). Isso permite que sejam rapidamente
recrutados para locais de infecgdo, atraidos por citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias
(como IL-1, IL-8 e TNF-a) liberadas por macréfagos residentes nos tecidos, células
endoteliais e outras células, dependendo do local da invasdo microbiana (KUMAR;
SHARMA, 2010). O trafego de neutrofilos da circulagdo para locais de inflamagdo ¢ um
processo altamente regulado que envolve interacdes com as paredes vasculares e sinais

quimiotaticos locais, conforme j4 mencionado (VAN AVONDT et al., 2023).

Apoés a migragdo para um local de infec¢do, os neutrdfilos envolvem e expdem
microrganismos invasores a peptideos e proteinas antimicrobianas, bem como espécies
reativas de oxigénio (EROs), como parte de seu arsenal bactericida (GUERRA et al.,
2017). Uma vez que essas células se infiltram nos tecidos inflamados, elas medeiam a
eliminagdo de patdgenos por meio da fagocitose, formacao de armadilha extracelular
(NET) e da liberacao de proteinas antimicrobianas de seus granulos intracelulares
(CROOKE et al.,2019; VAN AVONDT et al.,2023). Portanto, idealmente, os neutrofilos
ingerem bactérias para evitar danos as células e tecidos circundantes, matam
microrganismos invasores com mecanismos antimicrobianos, sofrem morte celular
programada (apoptose) para minimizar a inflamacdo e sdo eliminados por macrofagos
(GUERRA et al., 2017). Entretanto, apesar de serem células naturalmente de vida curta;

sinais inflamatdrios podem prolongar sua vida util (CROOKE et al., 2019).

Desde sua descoberta, S. aureus tem se mostrado um inimigo formidavel dos
neutrdfilos, cuja eliminagdo eficaz ¢ crucial para um resultado positivo da infec¢do. No
entanto, o S. aureus desenvolveu mecanismos sofisticados para evadir a morte induzida
por neutrofilos. Esses mecanismos incluem a modulacdo e evasdo de processos

bactericidas essenciais, como priming, ativacdo, quimiotaxia, produ¢do de EROs e
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resolucdo da infeccdo. Além disso, o microrganismo utiliza sistemas sensoriais e
regulatorios para adaptar a produgdo de fatores de viruléncia em resposta a sinais de

gatilho especificos, como a presenga de neutrédfilos e defensinas (GUERRA et al., 2017).

As fungoes classicas dos neutrofilos descritas acima podem ser dramaticamente
alteradas durante o curso do envelhecimento (CROOKE et al., 2019). No processo de
envelhecimento, os neutrofilos contribuem para o inflammaging devido a sua capacidade
de reconhecer padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs, do inglés Pathogen-
Associated Molecular Patterns), padrdes moleculares associados a danos (DAMPs, do
inglés Damage-Associated Molecular Patterns) e/ou detritos celulares liberados apos a
entrada do patdgeno por meio de seus receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs,
do inglés Pattern Recognition Receptors). Em individuos mais velhos, isso leva a um
aumento na producdo de mediadores pré-inflamatorios e a exacerbagdo do processo de

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

Além de contribuirem para esse processo inflamatorio, cronico e de baixo grau,
os neutrofilos sdo menos equipados para erradicar patdgenos. Isso ocorre, pois, essas
células, com o passar da idade, apresentam menor expectativa de vida, capacidades
reduzidas para quimiotaxia, fagocitose, formacdo de NET e geracio de EROs apos
estimulagdo (embora os neutrofilos de longevos constitutivamente produzam e secretem
niveis mais altos de EROs) (VAN AVONDT et al., 2023). O envelhecimento parece
promover uma capacidade quimiotatica disfuncional nos neutrofilos, o que altera tanto a
disseminagdo quanto a obtencdo do local do dano. Defeitos na quimiotaxia e,
consequentemente, na capacidade de atingir o local do dano, levam a distribui¢do alterada
de neutrofilos, o que também prejudica o reconhecimento e a eliminagdo de patdgenos
(AIELLO et al., 2022). Alteragdes na sinalizagdo celular também desempenham um papel

central na manuten¢do da homeostase dessas cé¢lulas (CROOKE et al., 2019).

A quimiotaxia deficiente dos neutrofilos estd associada a cicatrizacao de feridas
prejudicada durante o envelhecimento (BRUBAKER et al., 2013). Paradoxalmente, o
envelhecimento pode levar, também, ao excesso de neutrofilos e a inflamacdo. Em
estudos in vivo, a migracdo descontrolada de neutr6filos em camundongos senescentes
estd associada a produgdo anormal de substincias inflamatdrias ou a redugdo dos
mecanismos anti-inflamatorios (VAN AVONDT et al., 2023). Os defeitos na eliminacao
de patdgenos e na cicatrizagdo de feridas mediados por neutrofilos podem resultar da

expressdo alterada de receptores toll-like (TLRs) e da diminuicdo da expressdo do
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex) classe I, bem como do aumento de EROs e da diminui¢do da expressdo de
CD16 (FcyRIIIA). A redugdo de CD16 compromete a opsonizacao de patogenos mediada
por complemento e imunoglobulina, e prejudica a capacidade dos neutrofilos de formar

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

Em suma, esses achados indicam que o envelhecimento prejudica as fungdes dos
neutrofilos, diminuindo a protecdo contra infecgdes. Estudos em camundongos
senescentes confirmam essa redu¢do na capacidade dos neutrdfilos de eliminar
microrganismos. No entanto, algumas pesquisas anteriores mostraram que a fagocitose e
a morte intracelular podem ser preservadas em animais senescentes. Portanto, sdao
necessarios mais estudos para elucidar completamente os mecanismos pelos quais o
envelhecimento afeta a fung¢do dos neutréfilos 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 a infec¢io por S.
aureus na pele de individuos mais velhos

O desequilibrio entre mecanismos inflamatorios e anti-inflamatorios em um
fenotipo de envelhecimento causa uma inflamacgdo estéril cronica de baixo grau,
denominada estado de “inflammaging” (CEVENINI; MONTI; FRANCESCHI, 2013;
MINCIULLO et al., 2016). De fato, evidéncias de estudos em humanos indicam que os
longevos tém altas concentragdes séricas basais de citocinas pro-inflamatorias
(BRUUNSGAARD et al., 1999; FAGIOLO et al., 1993; FERRUCCI et al., 2005;
GALANTINI et al., 2022; GONCALVES et al., 2022). O inflammaging ¢ resultado tanto
da estimulagao cronica de antigenos ao longo dos anos quanto da exposi¢do continua ao
estresse oxidativo causado por radicais livres e producdo de toxinas (BOCHEVA;

SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2021).

Durante uma infec¢do, neutrofilos e citocinas desempenham papéis cruciais na
resposta imune. Contudo, o envelhecimento, marcado pela imunossenescéncia e
inflammaging, compromete essa eficacia (LI et al., 2023b). Observa-se uma disfun¢do na
atividade fagocitica dos neutréfilos, juntamente com um fendtipo ativado, caracterizado
pela alta expressdao de CD11b e aumento da producdo de EROs, ambos correlacionados
com niveis elevados de TNF-a (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 infec¢des, com uma produgdo exacerbada de citocinas
inflamatoérias (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6), originadas principalmente da imunidade inata

(BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2021).

A imunidade adaptativa também sofre declinio, evidenciado pela reducdo de
células T naives, comprometendo a resposta a novos antigenos e a producao de anticorpos
(HU et al., 2023). A senescéncia linfocitaria, associada a perda de marcadores de
superficie e encurtamento de telomeros, resulta na diminui¢cdo da produgdo de IL-2,
essencial para a proliferagdo celular, e na exaustao 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 pro-inflamatorio,
com secrecao aumentada de TNF-a, IFN-y e IL-6 (CHAMBERS; VUKMANOVIC-
STEJIC, 2020; PAPA et al., 2023; PILKINGTON et al., 2021). Curiosamente, ha um
aumento no numero de células Treg, que suprimem a resposta imune via IL-10,
especialmente ap6s exposicao a radiagdo UV (BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI,
2021).

2.3.5. Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
2.3.6. Mecanismo de resisténcia de MRSA
As bactérias desenvolvem resisténcia a antibidticos por diversos mecanismos,
entretanto, existem trés mecanismos bdsicos que permitem que isso ocorra: 1-
Degradacdo enzimdtica de medicamentos antibacterianos, 2- Alteracdo de proteinas
bacterianas que sdo alvos antimicrobianos, 3- Alteragdes na permeabilidade da membrana
a agentes antibioticos (KARTIK SHAW; SAHANA MAZUMDER, 2022). A resisténcia
de MRSA, ocorre, principalmente, pelo terceiro mecanismo abordado. Todavia, mais de
95% das cepas de MRSA também tém uma enzima B-lactamase, que confere resisténcia

a penicilina (ARI::DE; MINISTRO; OLIVEIRA, 2013) .

Em 1981, o mecanismo de resisténcia a meticilina foi elucidado com a deteccao
de PBPs (proteinas de ligagdo a penicilina, do inglés penicillin binding protein) de
afinidade reduzida em MRSA (HARTMAN; TOMASZ, 1981). Os antibioticos f-
lactamicos, incluindo a penicilina, impedem o crescimento bacteriano ao bloquear a
sintese da parede celular. As PBPs, enzimas bacterianas como as transpeptidases,
desempenham um papel crucial na construcdo da parede celular, catalisando a ligagdo

cruzada das cadeias de peptidoglicano (BLUMBERG; STROMINGER, 1974;



17

STAPLETON; TAYLOR, 2002). Portanto, as PBPs representam o alvo primario desses
antibioticos (GHOOI; THATTE, 1995; TOMASZ, 1979).

A resisténcia a meticilina em MRSA é conferida pelo gene mecA, que codifica a
proteina PBP2a (proteina de ligacdo a penicilina 2a) (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2018), esta proteina ndo esta presente em cepas suscetiveis
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-
lactdmicos, entdo, continua a catalisar a sintese da parede celular bacteriana mesmo na
presenca de muitos antibidticos (DEVER, 1991; HOU et al., 2023; UDDIN et al., 2021).

O gene que codifica a PBP2a ¢ transportado pelo elemento genético movel
SCCmec (SCC do inglés Staphylococcal cassette chromosome), com diferentes formas
genéticas (ENRIGHT et al., 2002). A expressao do mecA é regulada por um mecanismo
complexo envolvendo as proteinas mecR1, mecl e mecR2 (DERESINSKI, 2005),
conforme descrito na Figura 2. A exposi¢ao a antibioticos B-lactamicos ativa 0 MecR1,
que cliva o mecl, liberando a transcricdo do mecA. A co-regulagdo positiva garante a
inducdo continua do mecA na presenca do antibi6tico (AREDE et al., 2012; HOU et al.,
2023).
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Figura 2. Modelo para a indu¢ao de mecA por MecR1-MecI-MecR2. Na presenga de um antibidtico -
lactamico, MecR1 ¢ ativado e rapidamente induz a expressdo de mecA e mecR1-mecl-mecR2. A atividade
antirrepressora de MecR2 ¢é essencial para sustentar a indugdo de mecA, uma vez que promove a inativagao
de Mecl por clivagem proteolitica. Na auséncia de B-lactamicos, MecR1 néo ¢ ativado e um estado estavel

¢ estabelecido com dimeros Mecl estaveis ligados ao promotor mecA e copias residuais de MecR1 na

membrana celular (AREDE et al., 2012). Imagem adaptada de AREDE et al., 2012, autoria propria.
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2.3.7. Antibioticos para tratamento de MRSA: Desafios e interesse
internacional por novos tratamentos

Infeccdes graves causadas por bactérias resistentes aos antibioticos, comumente
usados na pratica clinica, surgiram como um problema de saude global no século XXI. O
cenario atual de resisténcia antimicrobiana, um desafio complexo e multifatorial, ¢
preocupante e tende a progredir para o que a Organizacdo Mundial da Saude chama de
“era pos-antibioticos”, um cenario iminente (ROMERO; DE SOUZA DA CUNHA,
2021). Como uma bactéria resistente de rapida evolugao, MRSA, representa uma ameaga
significativa a saude global. Sua alta toxicidade e a complexidade do tratamento de suas
infecgdes sdo agravadas pela sua adaptabilidade genética, que impulsiona o surgimento
de cepas epidémicas. Através da otimizacdo de seu conteudo genético, este
microrganismo desenvolveu cepas hipervirulentas e multirresistentes, desafiando os

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

Dessa forma, a Organizagdo Mundial da Saude classifica o S. aureus como uma
prioridade critica para o desenvolvimento urgente de novos antibioticos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2024). A disseminacao global de clones pandémicos de
MRSA agrava essa urgéncia, especialmente, em paises em desenvolvimento, onde a
infraestrutura para diagnostico de resisténcia antimicrobiana ¢ precaria, o acesso a
antibidticos eficazes ¢ limitado e as politicas de controle de infec¢do hospitalar sdo
insuficientes. Além disso, a facilidade de acesso a antibidticos sem prescri¢ado em muitas
regides tropicais contribui significativamente para o aumento da resisténcia bacteriana

(NICKERSON et al., 2009).

A resisténcia do MRSA a maultiplos farmacos, incluindo penicilina,
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos e quinolonas, classifica-o como uma
“superbactéria”. A resisténcia do MRSA ¢ impulsionada por mecanismos complexos,
como mutagdes genéticas, formacao de biofilmes e bombas de efluxo de farmacos, o que
exige o desenvolvimento urgente de novas estratégias terapéuticas (HOU et al., 2023). A
escolha do tratamento para infecg¢des por S. aureus € determinada pelo tipo de infeccdo e
pela presenga de resisténcia a antibioticos. Em casos de cepas sensiveis a meticilina
(MSSA), a penicilina permanece como a primeira linha de tratamento. Para cepas de
MRSA, a vancomicina ¢ geralmente preferida (BOUCHER; COREY, 2008). A duragao e

o modo de administracdo da terapia antimicrobiana variam conforme a gravidade da
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infecc¢do e outros fatores clinicos. Em algumas situacdes, terapias adjuvantes podem ser

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

Dada a urgéncia por novas terapias contra a resisténcia a medicamentos, a
pesquisa translacional é fundamental. A progressdo para ensaios clinicos requer modelos
animais robustos e estudos clinicos controlados. A prevencao e o tratamento de infecgdes
por MRSA séo éreas de pesquisa prioritarias (HOU et al., 2023). A luz dessas questdes,
a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa) emerge como uma alternativa
promissora para o tratamento de infec¢Oes bacterianas multirresistentes (WONG et al.,
2018). Estudos demonstraram a eficacia da TFDa na reducéo de coldnias de MRSA em
modelos cutaneos, 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).

2.4. Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa)
24.1. Conceito

O poder de cura pela luz atrai interesse hd milhares de anos. Descobertas
cientificas e avangos tecnoldgicos no campo, eventualmente, levaram ao surgimento da
terapia fotodindmica, que logo se tornou uma abordagem promissora no tratamento de
uma ampla gama de doencas (NICULESCU; GRUMEZESCU, 2021). A Terapia
fotodindmica (TFD) é uma tecnologia, moderna e ndo-invasiva, que tem sido utilizada
para tratamento e controle de diversas doencas que podem ou nao ser ocasionadas por
microrganismos (ALLAMYRADOV et al., 2024; CORREIA et al., 2021; GHOLAMI et
al.,2023; JIANG et al., 2023).

Essa tecnologia utiliza a combinac¢do de um fotossensibilizador, luz e oxigénio
molecular para a destruigdo seletiva de um determinado alvo biologico (MEEROVICH
etal.,2019). A combinagdo de corantes ndo toxicos chamados fotossensibilizadores (FS)
e luz, na presenca de oxigénio, 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). E usada,
também, no tratamento da inflamacdo crénica ¢ ¢ uma alternativa interessante no
tratamento de infec¢des bacterianas resistentes a medicamentos (GRANDI et al., 2022;

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

2.4.2. Mecanismos de aciao
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O mecanismo molecular da TFD ¢ baseado na agdo de trés componentes nao
toxicos, dentre os quais: o fotossensibilizador (FS); a luz com o comprimento de onda
apropriado e o oxigénio dissolvido nas células (ALVAREZ; SEVILLA, 2024; YOUNUS
et al., 2024). Existem dois mecanismos principais da reagdo fotodindmica. Ambos sao
intimamente dependentes das moléculas de oxigénio dentro das células. O primeiro
estagio de ambos os mecanismos ¢ semelhante (AEBISHER; SZPARA; BARTUSIK-
AEBISHER, 2024).

Um fotossensibilizador, depois de entrar na célula, ¢ irradiado com um
comprimento de onda de luz que coincide com a sua absor¢ao de luz (Figura 3). A partir
de entdo o FS ¢ convertido do estado singlete basico de energia para o estado singlete
excitado (FSet), por causa da absor¢ao de fotons (KWIATKOWSKI ez al., 2018). Parte da
energia ¢ irradiada na forma de um quantum de fluorescéncia. A energia restante direciona
uma molécula do fotossensibilizador para o estado tripleto excitado (FSe), a forma

terapéutica adequada do composto (MAHARJAN; BHATTARALI, 2022).

Estado singlete excitado .
Tipo 2

FS

es
2 l——> 'o,

3
Absor¢do
ﬁ

Biomolécula

Fluorescéncia

Tipo 1

-
(7]

Estado singlete basico

Figura 3. Desenho esquematico dos mecanismos de ac¢do da Terapia Fotodinimica. O
fotossensibilizador (FS), quando submetido a luz, absorve energia e passa do seu estado basico (FS) para o
seu estado singlete (FS.s). Posteriormente, parte da energia ¢ irradiada sob forma de fluorescéncia. Assim,
o fotossensibilizador passa do seu estado singlete (FSes) para o estado tripleto (FSe). Neste estado o FS
pode reagir com biomoléculas e oxigénio, formando Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Oxigénio

tripleto ('02), altamente reativo. Imagem criada no BioRender. Adaptado de CALIXTO et al., 2016.
Assim, ap0s 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

transferéncia de 4tomo de hidrogénio (elétron) para formar radicais, que reagem com

oxigénio molecular para gerar ERO (reagdo tipo I); ou, 2- o FS em seu estado tripleto
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pode reagir diretamente com o oxigénio através da transferéncia de energia, gerando
oxigénio singlete (reagdo tipo II) (CALIXTO et al., 2016).

Nas reacdes do tipo I, o FS no estado tripleto excitado reage com biomoléculas
(isto €&, lipidios, proteinas e acidos nucleicos), transferindo atomos de hidrogénio através
do mecanismo radical (BAPTISTA et al., 2021). Ele gera radicais livres e ions radicais
(independentes do tipo radical na molécula alvo, isto ¢, lipidios, proteinas ou acidos
nucléicos) que reagem com o oxigénio, resultando na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ALFEI et al., 2024). As reacdes do tipo II sdo baseadas em um fendmeno
chamado aniquilacao de tripleto-tripleto (FORECAST et al., 2023). Nessas reacoes, o FS
em seu estado tripleto excitado reage com o oxigénio em seu estado fundamental tripleto.
Isto produz um agente oxidante singlete que ¢ altamente reativo e citotéxico (GULATI,
GULATI; KUMAR, 2022).

Ambos os tipos de reagdes ocorrem simultaneamente, € o equilibrio entre elas ¢
determinado pelo FS utilizado, pelas concentragdes de oxigénio e substrato, e pela
afinidade do FS-substrato (PRZYGODA et al., 2023). A TFD afeta diretamente apenas
os substratos biologicos proximos a regido onde essas espécies sdo geradas, geralmente
em um raio de 20 nandmetros. Portanto, a localizacdo do FS ¢ um fator primario nos
estudos de liberacdo de medicamentos para atingir os tecidos, porque a seletividade

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

2.4.3. Fontes de luz

No inicio da TFD, utilizavam-se lampadas convencionais, que geravam luz nao
coerente e policromadtica. A introdugdo do laser como fonte de luz representou um avango
significativo, demonstrando maior eficiéncia (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004). O uso
de LEDs (do inglés Light Emitting Diodes) como fontes de luz foi o passo seguinte no
desenvolvimento tecnologico da terapia de luz (VO-DINH, 2014). Os LEDs emitem luz
por meio da movimentacao de elétrons através de diferentes materiais semicondutores,
produzindo uma emissdo espontanea de fotons nao coerentes (BACCARI et al., 2017).
Os lasers precisam de uma grande quantidade de energia para sua geracdo enquanto os
LEDs necessitam de pouca energia para geracao de luz (MIRZA; KHATRI, 2017).

Uma diferenca significativa entre os lasers e os LEDs ¢ a forma como a energia
de luz ¢ levada (saida de poténcia 6ptica-OPD) (BAROLET, 2008). Os LEDs fornecem
um mesmo comprimento de onda de luz suave em comparagdo com os lasers e com uma

saida de energia substancialmente menor. Nao levam energia suficiente para danificar os
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tecidos € nao tem o mesmo risco de danos acidentais oftdlmicos que os lasers oferecem
(OPEL et al., 2015). Os LEDs dispersam ao longo de uma maior superficie de area que
os lasers podendo ser usada em grandes areas resultando em menor tempo de tratamento
(BAROLET, 2008).

Os efeitos biologicos dependem dos pardmetros de irradiacdo, tais como
comprimento de onda, dose, intensidade, tempo de irradiacdo (tempo de tratamento),
onda continua ou de modo cursado e por ultimo o padrdo de pulsagio (BRANCALEON,
2002). A luz ¢ medida em comprimentos de onda e expressa em unidades de nandmetros
(nm). Comprimentos de ondas sdo 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 ¢ a penetracao tecidual (BAROLET, 2008).

2.4.4. Fotossensibilizadores

A estrutura ideal do FS ¢ muito diferente entre medicamentos anticancer e
antimicrobianos. Os FS anticancer tendem a ser lipofilicos com pouca ou nenhuma carga
geral (positiva ou negativa). Os FS antimicrobianos, por outro lado, tendem a ter cargas
cationicas 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 anticancer, FS eficazes devem absorver luz em
comprimentos de onda longos (infravermelho préximo) para penetrar tecidos. Em
terapias antimicrobianas, essa caracteristica € menos crucial, pois as infec¢des tratadas
sao geralmente superficiais (NARDINI et al., 2019).

No caso das bactérias, estd bem documentado que a TFD ¢ mais eficaz no
tratamento de espécies gram-positivas do que espécies gram-negativas, devido as
diferentes estruturas fundamentais da parede celular (WONG et al., 2018). A membrana
das bactérias gram-positivas € cercada por uma camada relativamente porosa de
peptidoglicano e acido lipoteicoico que permite que o fotossensibilizador atravesse mais
rapidamente. Comparadas ~ as  bactérias  gram-positivas, as  bactérias gram-
negativas possuem uma parede celular relativamente impermeéavel que dificulta a
penetracao efetiva do fotossensibilizador (HAMBLIN, 2016).

Dessa forma, estudos recentes concentraram-se no desenvolvimento e eficacia de
novos fotossensibilizadores (ZHANG et al.,, 2018). Os pré-requisitos para um

sensibilizador ideal incluem: pureza quimica, seletividade, estabilidade quimica e fisica,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gram-negative-bacteria
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curto intervalo de tempo entre a administracdo, acimulo maximo dentro do alvo e
ativacdo em comprimentos de onda com Otima penetragdo tecidual (ROBERTSON;
EVANS; ABRAHAMSE, 2009). As principais classes de fotossensibilizadores exibem
diferentes fotoquimicos e propriedades fotofisicas em termos de mecanismos de acao e
ativacdo da luz. Dentre estas tem as estruturas de tetrapirrole, corantes sintéticos e

produtos naturais (NYMAN; HYNNINEN, 2004).

2.5. Extratos de Passiflora como fotossensibilizadores: propriedades
fitoquimicas e farmacolégicas
2.5.1. Passiflora
O género Passiflora abrange cerca de 630 espécies distribuidas em 17 subgéneros,
com reconhecido potencial farmacologico, ornamental, industrial e alimentar
(FONSECA; RIBEIRO VENIAL; MAURI BERNARDES, 2019). As plantas sdo
trepadeiras lenhosas perenes, da familia Passifloraceae e sdo amplamente distribuidas na
América tropical, Asia e Africa (SANTOS et al., 2012). O maracuja e seus subprodutos
sao ricos em uma variedade de compostos quimicos e nutricionais, incluindo polifendis,

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

Consequentemente, as atividades farmacologicas do maracuja estdo intimamente
ligadas aos seus componentes bioativos, como polifenodis, triterpenos, flavonoides e
polissacarideos. Nos ultimos anos, diversas revisdes t€ém abordado o valor nutricional, a
fitoquimica e a farmacologia do género Passiflora (FONSECA et al., 2022; HE et al.,
2020; KAWAKAMI et al., 2021). Entretanto, observa-se uma escassez de revisdes que
explorem os usos potenciais de todas as fracdes do maracuja (casca, polpa e sementes) e
suas respectivas propriedades fitoquimicas e atividades bioldgicas (ZHANG et al., 2023).
Tradicionalmente, o género Passiflora tem sido empregado no tratamento da ansiedade e

como antidepressivo (AYRES et al., 2017).

Os flavonoides por serem os principais constituintes quimicos de espécies de
Passiflora, podem servir como marcadores quimicos do género (GARCIA et al., 2024).
Estudos recentes tém demonstrado a capacidade de certos compostos, incluindo
flavonoides presentes no extrato da jabuticaba, de possuirem atividade fotodinamica
(DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a, 2020). Assim, a investigacdo de novos compostos
assume fundamental importancia na descoberta de potenciais fotossensibilizadores, os

quais podem ser apropriados para controlar infecgdes causadas por bactérias resistentes a
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antibioticos (DOS SANTOS et al., 2020). Contudo, ndo ha registro de pesquisas que

avaliem a capacidade fotossensibilizadora de espécies do género Passiflora.

2.5.2. Passiflora edulis

A principal espécie, Passiflora edulis (P. edulis), ¢ comumente conhecida como
“maracuja” e se tornou popular devido a sua importincia econdmica e medicinal
(ZHANG et al., 2023). No Brasil, o maracuja amarelo ¢ mais comumente utilizado para
fazer remédios populares, como tinturas ou pilulas. Em paises como Estados Unidos e
Europa, as folhas de P. edulis sao usadas como sedativo ou tranquilizante (HOLANDA et
al., 2020). Em ratos, extratos de folhas de maracuja amarelo (P edulis) apresentaram
efeito antidepressivo semelhante a Nortriptilina e Fluoxetina, possivelmente devido aos
flavonoides (AYRES ef al., 2017). Nas tltimas décadas, esforcos considerdveis foram
dedicados ao estudo farmacologico de P. edulis, varios extratos, suco de fruta e compostos
isolados mostraram uma ampla gama de atividades bioldgicas, como efeitos antioxidantes
(DOS SANTOS et al., 2023; SUK JEONG et al., 2022), anti-inflamatdrios (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

Fassiflora alata (P. alata), conhecida como maracuja-doce, ¢ uma trepadeira
perene nativa da Amazonia e amplamente cultivada do Peru ao Brasil, sendo a espécie
oficial de Passiflora na Farmacopeia Brasileira. Seus principais constituintes incluem
flavonoides, glicosideos esteroides, saponinas triterpénicas e alcaldides (LODHI;
J.PATEL, 2023). Sendo que o extrato aquoso da folha e seus principais polifendis —
isoorientina, vitexina, catequina e rutina — demonstram propriedades antiproliferativas,
sugerindo um potencial para o tratamento de doencas inflamatodrias cronicas, como
diabetes mellitus (COLOMEU et al., 2022). Além disso, o extrato da folha de P. alata
exibiu potencial citotoxico contra linhagens de células cancerigenas (RICARDO ef al.,
2019). Esta espécie de maracujd, também, ¢ extensamente utilizada na formulacdo de
fitoterapicos ansioliticos (FONSECA et al., 2020), como o Ansiodoron® (Weleda). Este
efeito ansiolitico ¢ atribuido 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 género Passiflora L., € nativa da América do Sul,

abrangendo do leste do Brasil ao oeste da Bolivia. Encontrada em diversos biomas, como
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campos rupestres, caatinga, floresta estacional e cerrado, produz frutos verdes e ¢
conhecida popularmente por varios nomes, incluindo maracuja-brabo, maracuja-do-mato
cultivado e maracuja-de-boi (S GUIMARAES et al., 2025). Como P, cincinnata apresenta
maior tolerancia ao estresse hidrico e a pragas quando comparada as demais espécies de
Passiflora, isso tem motivado a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa,
a desenvolver cultivares com maior produtividade e rendimento, e que contribuam para o

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

P. cincinnata é utilizada para fins nutricionais e medicinais, embora ainda existam
poucos estudos e dados farmacologicos relacionados a esta espécie (PEREIRA LEAL et
al., 2022). Extratos das folhas, casca e sementes de P. cincinnata demonstraram ter
atividades antimicrobianas e anti-inflamatoérias in vitro, sendo essas atividades atribuidas
aos seus compostos fenolicos (DE LAVOR et al., 2018; SIEBRA et al., 2018). Além
disso, estudos tém demonstrado potenciais beneficios a saide devido as suas propriedades

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

2.6. Desafios da TFDa in vivo

A terapia fotodinamica (TFD) in vivo, apesar de promissora, enfrenta diversos
desafios que limitam sua aplicagdo clinica (LI et al., 2024). A dificuldade de penetragao
da luz nos tecidos, necessaria para ativar o FS, restringe o tratamento a lesdes superficiais.
Além disso, ha reagdes adversas a fotossensibilizadores, profundidade limitada do
tratamento e respostas varidaveis do paciente. Nesse sentido, escolher os
fotossensibilizadores e comprimentos de onda de luz corretos ¢ crucial para a sua eficacia
(HUA et al., 2024). A busca por FS mais seletivos e melhor farmacocinética, ¢ crucial,

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

Muitos FS convencionais apresentam baixa solubilidade em d4gua, baixa
biodisponibilidade e rapida depuragdo, o que pode resultar em aciimulo insuficiente no
local alvo (AL-JAMAL et al., 2025). Somado a isso hd, também, a demanda para
desenvolvimento de FS com menor toxicidade e a otimizagdo dos protocolos de
tratamento. No entanto, avancos como a nanotecnologia (LEE et al., 2022), TFD guiada
por imagem, fotossensibilizadores de segunda geracao e a terapia combinada oferecem
solugdes promissoras. A pesquisa continua nessas areas ¢ fundamental para expandir as

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

2.7. Formulacées: Emulsdo como sistema de entrega de substincias

fotossensiveis para uso topico na pele
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As emulsdes podem ser 6timas alternativas para entrega de fotossensibilizadores
na pele, a fim de contornar alguns dos desafios de TFDa in vivo (PORTUGAL et al.,
2021). Uma emulsdo consiste em dois liquidos imisciveis (geralmente 6leo e 4gua) com
um dos liquidos (fase dispersa ou interna) disperso como uma forma de goticulas esféricas
no outro (fase continua ou externa), conforme pode ser observado na Figura 4. Esta forma
farmacéutica ¢ termodinamicamente instavel e deve ser estabilizada pela adi¢do de agente

emulsificante (SAWANT et al., 2021).

Fase dispersante

Fase dispersa
Fase dispersante
Fase dispersa

Agua em dleo Oleo em agua

Figura 4. Desenho esquematico dos tipos de emulsido. A emulsio consiste em dois liquidos imisciveis,
construidos em uma fase dispersa e uma fase dispersante, que podem ser categorizados num sistema de
6leo em agua (O/A) e agua em 6leo (A/O) (MAWAZI et al., 2022). Imagem: autoria propria.

Os sistemas emulsionados variam em viscosidade, desde lo¢oes fluidas até cremes
mais densos (THAKUR et al., 2023), e classificam-se principalmente em 6leo em agua
(O/A) e agua em 0leo (A/O) (MAWAZI et al., 2022), podendo também formar emulsdes
multiplas mais complexas. Emulsdes geralmente aumentam a biodisponibilidade de
farmacos/bioativos solubilizados (THAKUR et al., 2023). A classificacao desses sistemas
baseia-se no tamanho da fase dispersa, distinguindo emulsdes/macroemulsdes (100 nm e
100 pm), nanoemulsdes (1 a 100 nm) e microemulsdes (100400 nm) (SOUTO et al.,
2022).

As microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, limpidos ou
translucidos, formados espontaneamente pela mistura de 6leo, dgua e tensoativo (com ou
sem co-tensoativo) (DIEZ et al, 2022). A transparéncia decorre do tamanho
submicrométrico das particulas, que ndo dispersam a luz visivel (TARTARO et al., 2020).

J4 as nanoemulsoes apresentam tamanho de goticulas intermediario, sendo cineticamente
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estaveis, embora termodinamicamente instaveis (KOROLEVA; YURTOYV, 2012). Sua
formagao requer alta energia (homogeneizagdo de alta pressdo ou ultrassom) e sua

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

Por sua vez, as macroemulsdes sdo sistemas coloidais termodinamicamente
instaveis formados por energia mecanica e que exibem aspecto leitoso devido a dispersao
da luz (GUPTA et al., 2016). Suas goticulas maiores apresentam potencial interessante
para o uso topico da TFDa, pois tendem a permanecer na superficie cutanea, formando
um filme oclusivo que reduz a perda transepidérmica de agua, promovendo hidratagdo e
melhorando a funcao de barreira. Para ativos de acao superficial, como protetores solares
e antimicrobianos, a liberacdo prolongada na camada cérnea otimiza a eficacia local e

minimiza a absor¢ao sistémica (KLANG et al., 2011; NAZRIN et al., 2023).

2.8. Modelo animal de infeccio intradérmica

A compreensao do comportamento do sistema do hospedeiro frente a uma
infeccdo cutanea por MRSA pode ser um item chave para o desenvolvimento de novas
formas de tratamento (MONTGOMERY; DAVID; DAUM, 2015). O modelo murino ¢
um modelo muito utilizado em pesquisas cientificas para o entendimento do
comportamento biologico frente a um estimulo, pois, aliado a facilidade de manipulagdo
e manuteng¢ao, esse modelo fornece semelhangas anatomicas, imunologicas e fisiologicas

com humanos (RYDELL-TORMANEN; JOHNSON, 2019).
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Figura 5. Modelo animal de infec¢cio intradérmica por MRSA. O modelo animal de infecgdo
intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisioldgicos resultantes de um procedimento
infeccioso. Neste modelo, a carga bacteriana ¢ determinada por espectrofotometria. Colonias do
microrganismo sao suspensas em solucéo salina estéril. Uma absorbancia de 0,135 a 660 nm (nanémetros)
¢ necessaria para atingir a quantidade de 103 UFC (unidades formadoras de colonia) de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). A infec¢do intradérmica é realizada nas orelhas dos animais
(ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2020). Imagem criada no BioRender, autoria propria.
Nesta perspectiva, este modelo possui linhagens que carregam perfis genéticos
distintos (LI; AUWERX, 2020). Uma abordagem envolvendo diferentes perfis de
resposta a um estimulo infeccioso € de grande importancia para a pesquisa cientifica, pois,
humanos nao costumam desenvolver um mesmo perfil de resposta frente a um estimulo
antigénico em comum (TAKAO; MIYAKAWA, 2015). Portanto, o modelo animal de
infeccdo intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisiopatoldgicos
decorrentes de um processo infeccioso (Figura 5), bem como testar dispositivos
terap€uticos e medicamentos em um organismo vivo complexo (MACKOVA et al.,

2019).
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a epidemiologia de MRSA estd em constante mudanga, com
variag0es significativas nos clones circulantes e em seus perfis de resisténcia aos
antibidticos. Medidas alternativas ao uso de terapias antimicrobianas para o tratamento
dessas cepas multirresistentes tornam-se de grande importancia, uma vez que a descoberta
de novas classes desses farmacos nao tem acompanhado a rapida evolugao da resisténcia.
Em individuos senescentes, essa relevancia ¢ ainda maior, uma vez que a idade avangada
pode impactar a resposta imune e a gravidade das infecc¢des, tornando essa populagdo
particularmente vulneravel a infec¢des por MRSA.

Nesse contexto, tem-se a TFDa como alternativa auxiliar promissora aos
antimicrobianos. Contudo, para que a TFD seja eficaz em infecgdes cutaneas, é necessario
aumentar o arsenal de moléculas que podem ser utilizadas como FS, como ¢ o caso de
plantas do género Passiflora. Plantas desse género ndo possuem atividades descritas
como FS, mas possuem em seus constituintes majoritarios os flavonoides. E o caso de
algumas espécies como P. edulis, P. alata ¢ P. cincinnata. Dentre essas espécies, P
cincinnata ¢ a menos relatada na literatura. Trata-se de uma espécie nativa da Caatinga
com ampla distribuicdo geografica, e pouco se sabe sobre seus compostos bioativos.

A entrega de fotossensibilizadores ¢ um desafio, visto que muitos desses
compostos demonstram instabilidade e dificuldades tanto na entrada em tecidos/células-
alvo quanto na manutencao de sua integridade. Consequentemente, sua efetividade pode
ser reduzida. Nesse contexto, as emulsdes surgem como uma estratégia promissora para
melhorar a estabilidade e a penetracdo dos FS. Isso constitui um avango, visto que as
emulsdes podem otimizar a TFDa ao facilitar a aplicacdo do produto e assegurar a
distribuicao uniforme dos constituintes bioativos. Adicionalmente, podem aumentar a
biodisponibilidade e a absor¢ao cutdnea dos FS, ao mesmo tempo em que oferecem um
modelo ndo invasivo de tratamento.

Por fim, ¢ importante abordar que a proposta deste projeto se relaciona com a
capacidade de inovacao na utilizag¢do de técnicas de tratamento em ascensdo, que podem
gerar impactos futuros, dentre os quais: otimizagdo do sistema de entrega do FS;
compreensdo da atuacdo da TFDa em modelo de infeccdo intradérmica associado a
imunossenescéncia; bem como o tratamento alternativo aos antibidticos; a auséncia de

agulhas também confere ao tratamento um carater menos invasivo e de facil adesao.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar a atividade fotossensibilizadora de extratos do género Passiflora,
incorporados ou ndo em uma emulsdo, no controle de infeccdo por MRSA in vitro e in

Vivo em animais senescentes.

4.2.0bjetivos especificos
4.2.1. Testes in vitro
- Avaliar capacidade fotossensibilizadora do extrato bruto e fracdo de P

cincinnata, em diferentes concentracoes;

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

concentragoes;

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

acima descritos;

- Identificar possivel atuacdo 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 anatomopatologicos da orelha dos animais infectados com

MRSA ap6s aplicacdo da TFDa;

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

infectados intradermicamente com MRSA.

- Realizar analises multivariadas, levando em consideragdo saber o nivel de

influéncia de todas as variaveis coletas.

4.2.3. Formulacio
- Elaborar uma emulsao de aplicacao topica contendo a fragdo butanolica de P,

cincinnata;
- Caracterizar a formulacao;

- Realizar testes de estabilidade.



31

5. MATERIAL E METODOS

7.1. Obtencao 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 Farmacéuticos LTDA (CNPJ:
44.015.477/0005-40), lote do fabricante: 2201026. Ambos os extratos sdo das folhas de

Passiflora.

7.1.2. P. cincinnata
7.1.2.1. Coleta e preparaciao do material vegetal

Uma populagdo de P. cincinnata foi identificada e coletada nas proximidades da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Estrada Bem Querer, Km-04 - 3293,
localizada no municipio de Vitéria da Conquista, Bahia (Latitude: 14° 53' 3.975" Sul,
Longitude: 40° 47' 59.137" Oeste). A permissdo de acesso e¢ pesquisa do patrimonio
genético (AE76ESD) foi obtida por meio de registro no Sistema Nacional de Gestao do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen/Brasil (Anexo
5). Apos a coleta e selecao macroscopica, as folhas de P. cincinnata foram secas em estufa
de circulagdo de ar a 40 °C por 72 horas. Em seguida, foram trituradas em moinho de

facas, resultando em aproximadamente 270 g de p6 seco (Figura 6).

@ Coleta da planta @ Selegdo macroscépica @ Secagem 40°C por 72h

if—®—{8

Armazenar (7) Filtragem (6) Ultrassom 15° (5) EtOH:H,0 por 48h

)
n®

oedesade

Figura 6. Etapas da coleta, preparacio do material vegetal e particio do extrato bruto das folhas de
P. cincinnata. Apo6s selecdo macroscopica (2), folhas de P, cincinnata foram secas em estufa (3) e trituradas

(4). A maceracao 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 rotaevaporagdao. Imagem criada com

recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

7.1.2.2. Particdo do extrato bruto de P. cincinnata
Folhas secas e trituradas foram submetidas a maceragdo em etanol 70% por 48
horas, na proporcao 1:3 (g:mL), precedida de ultrassom por 15 minutos a 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 apos 48 horas, o extrato foi filtrado, concentrado em evaporador rotativo e
seco em estufa (48 h por 40 °C) para remogao do etanol residual (Figura 7).
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Figura 7. Rotaevaporac¢ao do extrato bruto de P. cincinnata. Concentragdo do extrato em evaporador
rotativo (9), seguida de secagem em estufa para remogdo completa do etanol residual (10). Imagem criada

com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

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:agua (7:3

v/v) (Figura 9) e particionado com diclorometano (3x250 mL) (Figura 10).

@ Pesagem @ Adigdo de 500mL hexano @ Banho ultrassom 40-60’
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Figura 8. Particdo do extrato bruto em hexano. O processo de fracionamento do extrato bruto (30 g)
iniciou-se com pesagem (1), seguida de suspensdo em hexano (500 mL) (2) e homogeneiza¢do por
ultrassom de 40 a 60 minutos (3). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier,
autoria propria.

@ Filtragéo @ Ad|c§0 500mL MeOH:HZO (7'3 V/V) @ Colocar no funil de separagéo

IlSOmL H,0

350mL MeOH

j/Coleta do precipitado

Figura 9. Particio do extrato bruto em metanol. Apos filtracdo da parti¢do com hexano (4), o precipitado
foi ressuspenso em metanol:agua (7:3) (5) e colocado em um funil de separagédo (6). H,O= agua; MeOH=
metanol; MeOH:H,O= metanol:agua. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart
Servier, autoria propria.

A fase diclorometano foi separada, e 400 mL de 4gua foram adicionados a fase
metanol:agua. Esta fase foi entdo particionada com acetato de etila (3x250 mL) (Figura
10). A fase acetato de etila foi coletada. Posteriormente, 200 mL de 4gua foram
adicionados a fase metanol:agua restante, e a solucdo foi particionada com n-butanol
(4x250 mL). A fase n-butanol foi concentrada sob pressao reduzida, resultando em 5,1924

g (51,9%) de extrato de n-butanol (Figura 11).

(3) Fase de MeOH:H,0 | (4) Adicionar 250mL CH,Cl, (5) Adicionar 400mL H,0 (6) Adicionar 250mL ACOEt

Figura 10. Particao do extrato bruto em metanol, diclorometano e acetato de etila. Apds adigdo da fase

metanol:agua no funil (3), a particdo com diclorometano foi realizada (4) (7:3v/v, 250 mL). A fase



34

diclorometano foi coletada, e a fase metanol:agua foi diluida com agua (400 mL) (5) e particionada com
acetato de etila (3x250 mL) (6). H,O= agua; MeOH= metanol; MeOH:H,O= metanol:agua; AcOEt= acetato

de etila Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

Uma por¢do da fragdo n-butanol (700 mg, diluida em 3 mL de metanol) foi
aplicada em uma coluna cromatografica de Sephadex LH-20 (42cm x 3,5¢m), eluida com
metanol (MeOH) a um fluxo de aproximadamente 1,5 mL/min. Ap6s a elui¢do do volume
morto (90 mL), uma subfra¢dao de aproximadamente 60 mL foi coletada, concentrada em

evaporador rotativo, liofilizada e armazenada a 4 °C.
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Figura 11. Particiio do extrato bruto em butanol. O processo de extragdo incluiu a adigdo de agua (200
mL) (11) a fase metanol:agua, seguida de particdo com n-butanol (4x250 mL) (12). A fase n-butanol foi
concentrada sob pressao reduzida (13). H,O= dgua; MeOH= metanol; MeOH:H,O= metanol:agua; BuOH=

n=butanol. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

7.2. Espectro de absor¢do UV-Vis da fracdo butanoélica 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
fragdo butandlica purificada de P. cincinnata absorvem luz, foi realizada uma analise de
varredura usando um espectrofotdometro de absor¢cao 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 concentragao de 100 pg/mL, enquanto a fragdo butanolica
purificada de P. cincinnata fou utulizada na concentracdo de 10 pg/mL, ambos diluidos

em agua destilada, utilizando a funcdo spectrum.

7.3. Espectro de absor¢io UV-Vis da fracdo butandlica purificada de P.

cincinnata fotoativada
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O espectro de absorcao da fracdo butandlica de P. cincinnata (10 pug/mL) foi
analisado antes e apos irradiagdo com 13,5 J/cm? (3 minutos), com luz LED azul (450 +

20 nm). A absorbancia foi registrada a cada 60 segundos, durante 240 segundos.

7.4. 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 s6dio, 1 mM de aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100

mg/mL de estreptomicina a 37 °C em 5% de CO> (Figura 11).

@ Cultivo em RPMI suplementado — —> @ Incubacdo com MTT e fazer leitura
a37°Cem 5% de CO,

Incubar por 3h

Células HUVEC

L, @ Plaqueio 3x10*em placa de
96 pogos com Passiflora ssp.

Figura 12. Ensaio de citotoxicidade em HUVEC. Avaliagio da citotoxicidade de extratos de P. edulis, P
alata e P. cincinnata (extrato bruto e fragdo butanolica) em HUVEC: células cultivadas em RPMI (1),
plaqueadas (3x10%/pogo) (2), tratadas com diferentes concentragdes dos extratos e incubadas com MTT (3).
A formacdo de formazan foi quantificada por espectrofotometria. As células metabolicamente ativas
reduzem o sal de tetrazdlio MTT, de cor amarela, em formazan, um produto insolivel de cor plrpura.

Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

As HUVECs foram semeadas a 3x10* por pogo em microplacas de 96 pogos para
verificar a citotoxicidade. Apds 24h, um novo meio contendo P. edulis (2000 pg/mL, 1500
pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL ou 100 pug/mL), P. alata (2000 pg/mL, 1500 ug/mL,
1000 pg/mL, 500 ug/mL e 100 ug/mL), extrato bruto de P. cincinnata (500 pg/mL, 100
pg/mL, 50 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL) e fragdo butanolica purificada de P. cincinnata
(100 pg/mL, 50 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL e 1 pg/mL) ou controles - do meio de cultura
e diluentes (agua destilada) - foram adicionados e incubados a 37 °C e 5% de CO> por
24h. Apds o tratamento, as células foram incubadas com MTT (5 mg/mL, 20 uL/poco
(MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) por 3h a 37 °C (Figura
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12). Em seguida, 100 uL./poco de PBS contendo 10% de SDS e 0,01M de HCI (18h, 37
°C e 5% de CO3) foram adicionados. A absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro de
varredura multipogos (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer —Thermo
Scientific) a 570 nm. O valor de ICso, representando as concentragdes dos extratos de
Passiflora que diminuem a viabilidade para 50% (ICso), foi calculado a partir da curva

concentragao-resposta.

7.5. Determinacio 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 referéncia
Staphylococcus aureus 43300 resistente a meticilina (MRSA 43300) foi usada no
experimento. No momento do cultivo, as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente, semeadas dentro do fluxo laminar (Prolab, Sao Paulo, Brasil) em meio de
cultura BHI agar (Brain Heart Infusion, pH 7.4, HIMEDIA), e levado para a incubadora
(Prolab) por 18-24 horas a 37 °C.

A padronizac¢do da suspensdo bacteriana de MRSA foi realizada a partir da coleta
de 3 a 5 coldnias das placas de cultura, as quais foram adicionadas a 1 mL de solugdo
salina estéril. Apds o preparo da suspensao, 10 pL da solugdo foi transferida para uma
cubeta de quartzo contendo 990 puL de salina. Esta cubeta foi direcionada para o uso no
espectrofotometro (Prolab, Sao Paulo, Brasil). Como ferramenta de controle para a leitura
da absorbéncia no espectrofotometro, também foi utilizada uma cubeta contando 1000 uL
de salina como solugdo branco da leitura. A leitura da absorbancia foi efetuada em
espectrofotometro (Shanghai Spectrum, SP2000UV/2000UVPC) a 660 nm, buscando-se
um valor de 0,135 de absorbancia, que corresponde a uma concentragdo de 1-5 x 108

UFC/mL, de acordo com a escala de McFarland. (Figura 5).

7.6. Desenho experimental da TFDa in vitro

Extratos de P. edulis e P. alata foram diluidos em 4gua destilada e testados nas
concentragdes de 2000 pg/mL, 1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL e 100 pg/mL. O
extrato bruto de P. cincinnata foi avaliado nas concentracdes de 100 pg/mL, 50 png/mL,
10 pg/mL e 5 ug/mL. A fragdo butandlica purificada de P. cincinnata foi testada nas
concentragdes de 100 pg/mL, 50 pg/mL e 10 pg/mL. O composto isoorientina, presente
de forma marjoritaria nesta fracdo, foi testada nas concentragdes de 100 pg/mL e 10
ug/mL. As concentragdes foram definidas apds uma triagem inicial com uma ampla gama

de concentragdes para cada espécie de Passiflora.
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Para avaliar o efeito fotodindmico dos extratos de Passiflora, suspensoes de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA ATCC 43300) (1-5 x 10°
UFC/pogo) foram adicionadas a placas de 24 pocos. Os grupos controles incluiram: (1)
MRSA (10 pL) em solugao salina (990 uL), sem luz; (2) MRSA (10 pL) em solugdo salina
(990 pL) com irradiagdo de luz LED azul (450 = 20 nm, 56,4 J/cm? por 20 min); e (3)
MRSA (10 pL) em solugdo salina (990 pL). Nos grupos de tratamento, MRSA (10 pL)
foi combinado com extrato de Passiflora (10 pL, nas concentragdes especificadas) e
solucdo salina (980 pL), seguido de irradiagao de luz LED azul (450 £ 20 nm, 56,4 J/cm?).
Todos os grupos foram submetidos a um periodo de pré-irradiacdo de 5 minutos. Apods o
tratamento, amostras (10 uL.) de cada pogo foram plaqueadas pela técnica de Pour-plate
em agar BHI e incubadas a 37 °C por 18-24 horas (Figura 13). Todo o experimento foi
realizado no escuro. A quantificacdo de UFC foi realizada por contagem de colonias (CP-

600 Plus).

(70 Y (3) Pré-irradiagdo 5’ (5) Pour-plate

(1) MRsA ————
S 000000
; OOOQO L 37°C por.
LQOOOOO 15-24 Noras
000000

@ Extratos de Passiflora

; (@) Luz LED azul 20’

Figura 13. Desenho esquematico dos grupos tratamento in vitro. O experimento foi realizado em placas

de 24 pogos (n= 6 pogos/grupo). Cada poco continha salina, MRSA (1), extratos (a depender do grupo) (2).
Os pocos foram irradiados por luz LED azul (450 £+ 20 nm, 56,4 J/cm? por 20 min) (4), no caso dos grupos
tratamento ¢ controle MRSA + luz. Apos isso 10 pL de cada pogo foi plaqueado em placas contendo meio
BHI, incubadas a 37 °C por 18-24 horas — para posterior contagem da quantidade de col6nias bacterianas

(5). Imagem criada com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

7.7. Teste do potencial Zeta

O potencial Zeta foi utilizado para investigar a interagdo da fracdo butanolica
purificada de P. cincinnata com MRSA, baseado na alteragdo da carga superficial celular
por moléculas aderidas. Suspensdes de MRSA (1-5 x 108 UFC/mL) foram incubadas (por
lh no escuro a 37 °C) com o FS (30 pg), centrifugadas (6.000 rpm por 10 minutos),
lavadas (2 vezes em PBS) e, por fim, ressuspensas em agua 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. Incubacdo de MRSA com o fotossensibilizador (neste caso, fragdo
butandlica de P. cincinnata) (1), centrifugagdo (2), suspensdo e analise no Zetasizer (3). Imagem criada

com recursos das plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

7.8. Animais

Dezesseis camundongos C57BL/6, machos e fémeas, com aproximadamente 2
anos, foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto
Multidisciplinar em Saude - Campus Anisio Teixeira da Universidade Federal da Bahia
(IMS-CAT-UFBA), em condicdes controladas de temperatura (25°C) e fotoperiodo (12h
claro/12h escuro), com agua e ragdo disponiveis ad [libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do

IMS-CAT-UFBA, sob o protocolo nimero 113/2022.

7.8.1. Desenho experimental da TFDa in vivo

Dezesseis camundongos C57BL/6 foram divididos em trés grupos (n=5-6/grupo)
e ambas as orelhas foram inoculadas com 108 UFC de MRSA (Figura 5). Os grupos
foram: (1) Controle MRSA (Veiculo, n=6), inoculado com MRSA; (2) Controle P.
cincinnata (P. cincinnata, n=5), inoculado com MRSA e fracdo butandlica purificada de
P. cincinnata (100 pg/10 pl) sem fotoativagdo; e (3) Tratamento TFDa (TFDa, n=5),
inoculado com MRSA e tratado com fracdo butanolica purificada de P cincinnata
fotoativada (100 pg/10 pL). A concentracdo da fragdo butandlica 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).

Apo6s 24 horas da infec¢ao, os animais do grupo tratamento TFDa receberam a
fragdo butandlica purificada de P. cincinnata (100 pg/10 pL) por via intradérmica em
ambas as orelhas (aplicacdo foi realizada no escuro), previamente fotoativada ex vivo com
luz LED azul (450 nm, 13,5 J/cm?, 180s, 1cm de distancia), seguindo protocolo de
(MUNIZ et al., 2021). Os animais do grupo Controle MRSA receberam o veiculo (10



39

pL) e os do grupo Controle Passiflora receberam o extrato (100 pg/10ul) sem
fotoativagdo (aplicacdo realizada no escuro). Todos os procedimentos foram realizados
com animais anestesiados (xilazina 10 mg/kg e cetamina 50 mg/kg). Apds 72 horas da
infecc¢do, os animais foram eutanasiados com aprofundamento anestésico (xilazina 100

mg/kg e cetamina 500 mg/kg) para coleta de linfonodos e orelhas (Figura 15).

Infecgdo intradérmica ;
Pesagem ] Pesagem

L

24 horas 24 horas 24 horas

15° angulo
Tratamento Pesagem
Pesagem Eutanasia

Figura 15. Esquema experimental do modelo murino de infec¢do cutinea por MRSA. Os animais
foram submetidos a infecgdo intradérmica seguida de pesagem. Apos 24 horas, foi realizado o tratamento
fotodindmico antimicrobiano, com nova pesagem em intervalos de 24 horas. Ao final do experimento, os
animais foram pesados e¢ submetidos a eutanasia. Simbolos indicam aplicacdo da injegdo (seringa),
tratamento (gota + luz) e etapas de pesagem. Imagem criada com recursos das plataformas BioRender ¢

Smart Servier, autoria propria.

7.8.2. Pesagem dos animais
Os animais foram pesados em balanga analitica durante todos os dias de
experimento, no mesmo horario. 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 solucao salina estéril.
Aliquotas de 50 pL do macerado foram plaqueadas em agar BHI contendo oxacilina (6
pg/mL) e incubadas a 37 °C por 18-24 horas. A quantificagdao de unidades formadoras de
coldnias (UFC) foi realizada por contagem de colonias (CP-600 Plus).

7.8.4. Histopatologia
As orelhas esquerdas foram coletadas nos tempos de eutandsia pré-definidos e
fixadas em metacarn (70% metanol, 20% cloroférmio e 10% acido acético glacial). Apos
processamento e hidratacdo, as orelhas foram incluidas em parafina e seccionadas (4 pum)

em micrétomo. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (Figura 16). A
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analise morfométrica foi realizada em fotomicrografias (20 campos/lamina, objetiva 40x)

obtidas por microscopia Optica (Nikon Eclipse Ei) e software PrimeCam Intervision

(Prime Life Science). O software Image J foi utilizado para quantificar os leucocitos.

@ Macroscopia e @ Microtomia @ Coloracio @ Microscopia

Emblocamento

Figura 16. Fluxograma do processamento de amostras para microscopia éptica. Macroscopia ¢
Emblocamento (1), Microtomia (2), Coloragdo (3) ¢ Microscopia (4). Imagem criada com recursos das

plataformas BioRender e Smart Servier, autoria propria.

7.9. Concentracio de citocinas

Linfonodos retromaxilares foram coletados para andlise de citocinas. Os
linfonodos foram macerados em 1 mL de solugdo salina estéril e centrifugados (1500 rpm,
4 °C, 10 min). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para quantificagdo das
citocinas TNF-a, IL-18, IL-12p70, IL-17A e IL-10, utilizando kits comerciais (Invitrogen
- ThermoFisher), seguindo as instru¢des do fabricante (Figura 17).

@ Anticorpo de captura @ Amostra com antigeno @ Anticorpo primério @ Anticorpo secundério

e T
N R NG R G B S

A

Legenda
Anticorpo de captura Anticorpo primario ﬂ (" Anticorpo secundario
A5 Antigeno (citocina) {j} Substrato @ Enzima

Figura 17. Representacio esquematica das etapas de um ELISA sanduiche, utilizando kits comerciais
(Invitrogen - ThermoFisher). Anticorpo de captura (1), Ligagdo do antigeno (citocina) (2), Adigdo do
anticorpo primadrio (3), Adicdo do anticorpo secundario conjugado com enzima, seguida da adigdo do

substrato para detecgdo (4). Imagem criada com recursos da plataforma Smart Servier, autoria propria.
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7.10. Obtencio da emulsao
As formulagdes foram preparadas em triplicata (trés lotes), seguindo a
composicao descrita na Tabela 1. O processo foi dividido em trés fases: Fase A (aquosa),
Fase B (oleosa) e Fase FS (com ativos). A Fase A consistiu na mistura de EDTA dissodico,
propilenoglicol e 4gua. 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, dgua e a fragao butanolica purificada de P. cincinnata.

Tabela 1: Porcentagem e peso dos constituintes testados

Porcentagem (%) Peso (gramas)
Fase A (aquosa)
EDTA diss6dico 0,05 0,015
Propilenoglicol 2,00 0,6
Agua 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
Agua 20,00 6
Fragdo butandlica purificada de P. cincinnata 0,05 0,015

Apds 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 agitagdo magnética (300
rpm, Joanlab Ms5S DC12-1A) até a mistura atingir 25-40 °C. A Fase FS foi previamente
homogeneizada e s6 entdo adicionada a mistura A+B sob agitagdao continua (300 rpm).

Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata (trés lotes) (Figura 18).
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FS
Fase A+B
@ Aquecimento a 80°C @ Aquecimento a 77°C @ Fase B sobre a Fase A, @ Fotossensibilizante (FS)
sob agitacdo sobre a Fase A+ B,

sob agitacdo

Figura 18. Etapas do preparo da formulacio. Aquecimento da Fase A (aquosa) a 80 °C (1), Aquecimento
da Fase B (oleosa) a 77 °C (2), Adicdo da Fase B a Fase A sob agitacdo (3), Adi¢ao do fotossensibilizador

a mistura A+B sob agitacdo (4). Imagem criada com recursos da plataforma Smart Servier, autoria propria.

7.10.1. Estudo de estabilidade
Apo6s 24 da elaboragdo das formulagdes foram realizadas analises de reologia, pH,
centrifugacdo e condutividade. Apds estas andlises, cada lote foi submetido a diferentes
condi¢des de armazenamento. O lote 1 foi armazenado a 4 + 2 °C (geladeira), o lote 2 a
temperatura de 25 + 2 °C (ambiente) e o lote 3 a40 + 2 °C (estufa). As anélises de reologia,
pH e condutividade foram repetidas apds 30 dias. A condutividade e o pH foram

novamente avaliados aos 60 e 90 dias (Figura 18).

Geladeira 4°C
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T o= Geladeira 4°C Geladeira 4°C
E E o Ambiente 25°C Ambiente 25°C
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Caracterizagdo Diferentes

temperaturas

Figura 19. Fluxograma do estudo de estabilidade da formulag¢ao. Preparo da formulacdo, caracterizagdo
inicial (24 horas), armazenamento em diferentes temperaturas (4 °C, 25 °C e 40 °C) e analises de
estabilidade em diferentes tempos (30, 60 e 90 dias). Imagem criada com recursos das plataformas

BioRender e Smart Servier, autoria propria.

7.10.1. Teste de estabilidade - centrifugacio
Para avaliar a estabilidade fisica, amostras de 5,0 g de cada lote da formulagao

foram adicionadas em tubos Falcon e centrifugadas a 3000 rpm por 30 minutos a
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temperatura ambiente. Observou-se se havia separagdo de fases apds o procedimento

como um indicativo de instabilidade.

7.10.2. Perfil reoldgico

O perfil reolégico das formulagdes foi avaliado utilizando um redmetro
Brookfield DV-III Ultra, acoplado a um computador com o software Rheocalc v.3.2, e um
spindle SC4-34. As medigoes foram realizadas em velocidades progressivamente maiores
para obtencdo da curva ascendente e em velocidades progressivamente menores, para
obtenc¢do de curva descendente, variando de 1 a 5 rpm, com 20 segundos de leitura em
cada ponto (6 pontos no total). As andlises foram realizadas em triplicata para cada lote.
Este procedimento foi executado 24 horas ap6s a preparagdo das formulagdes e repetido
apos 30 dias de armazenamento sob distintas condi¢cdes de temperatura (4 £2 °C, 25 + 2

°Ce40+2°C).

7.10.3. pH
O pH das formulac¢des foi medido utilizando um pHmetro (MS TECNOPON,
modelo mPa-210) previamente calibrado. Para cada medi¢ao, 0,5 g da formulagdo foi
diluida em 4,5 g de agua ultrapura. As leituras foram realizadas em triplicata para cada
lote. O pH foi medido ap6s 24 horas da elaboracao da formulagao, bem como em 30, 60,
e 90 dias de armazenamento sob distintas condi¢des de temperatura (4 +£2 °C, 25 £2 °C

e 40+ 2 °C).

7.10.4. Condutividade elétrica
A condutividade das formulagdes foi medida utilizando um condutivimetro
microprocessado (Alfakit, modelo AT-255), previamente calibrado. O eletrodo foi
totalmente imerso na amostra para obtenc¢ao das leituras. A condutividade foi medida apds
24 horas da elaboracdo da formulacdo, bem como em 30, 60, e 90 dias apds o estresse

térmico.

7.11. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism (versdes
9.1.0 e 10.3.0). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Com
base na distribui¢do dos dados, comparacdes multiplas foram realizadas utilizando
ANOVA one-way ou Kruskal-Wallis, seguidas pelos pos-testes de Tukey ou Dunn,
respectivamente. Os dados numéricos foram expressos como média + erro padrdo. A

significancia estatistica foi definida como p <0,05 (intervalo de confianga de 95%). As
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analises multivariadas foram realizadas no RStudio (versao 1.2.5001). A correlagao foi
avaliada pelo pacote Corrplot (versdo 0.84), com significancia estatistica definida pelos
testes de Spearman ou Pearson (p <0,05; p <0,01; p <0,001), com base no teste de
normalidade. Para constru¢do do dendrograma foi utilizado o software Orange.lnk,
aplicando Hierarchical Clustering no modelo eucladiano (normalizado). As analises de

Principal Component Analysis (PCA) também foi realizada no mesmo software.
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6. RESULTADOS

6.1. Espectro de absorcio UV-Vis Identificacao de

de Passiflora:
comprimentos de onda relevantes para fotoativaciao

A andlise de varredura foi realizada usando um espectrofotdmetro de absorcao
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) ¢ P. alata (Figura 20B) demonstraram uma menor
absor¢ao nesta regiao quando comparados a P. cincinnata (Figura 20C) e por isso foram
avaliadas em diferentes concentracdes. Para P. cincinnata, o maior pico de absor¢do 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 a luz azul, ndo excluindo, portanto, a

possibilidade de atividade fotossensibilizadora dentro do espectro de luz visivel.
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Figura 20. Espectro de absor¢cdo UV-Vis de espécies de Passiflora na faixa de 200-800 nm. Linha azul:
extratos de Passiflora. Linha preta: Diluente (agua destilada). Varredura de P. edulis (A). P. alata (B).

Varredura de P. cincinnata (C). Faixas de comprimento de onda da radiacdo eletromagnética (D).
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6.2. Fotoativacao induz altera¢des na absorcao da fracao butandlica de P
cincinnata

Os graficos apresentados revelam os espectros de absor¢ao da fragdo butanolica
de P. cincinnata sob diferentes condi¢des de fotoativacao, variando o tempo de exposi¢ao
a luz. A Figura 21A exibe o espectro da fracdo sem fotoativacao, servindo como ponto
de comparagao para as demais. As Figuras 21B-F mostram os espectros ap6s fotoativagao
em diferentes tempos (0, 60, 120, 180 e 240 segundos), permitindo observar as alteragdes
na absor¢ao em funcao do tempo de exposi¢ao a luz. A Figura 21G sobrepode todos os
espectros, facilitando a visualizacdo das mudancgas ao longo do tempo. A Figura 21H,
por sua vez, quantifica a variacdo da absorbancia em dois comprimentos de onda

especificos (269 nm e 334 nm) em fung@o do tempo de fotoativacao.

A andlise conjunta dos graficos revela que a fotoativacdo induz alteracdes nas
propriedades de absorc¢ao da fragao butandlica. As mudancgas observadas nos espectros e
na absorbancia nos comprimentos de onda especificos sugerem que a luz afeta os
compostos presentes na fragdo. A Figura 21H, em particular, demonstra a cinética da
fotoativacdo, mostrando como a absorbancia nos comprimentos de onda especificos varia

com o tempo de exposicao a luz.
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Figura 21. Espectros de absorcdo da fragdo butandlica purificada de P. cincinnata em diferentes
tempos de fotoativacdo (0, 60, 120, 180, 240 segundos, respectivamente). Espectros de absorcdo da
fracdo butandlica de P. cincinnata sem estar fotoativada (A). Espectros de absorcdo da fragdo butandlica
de P. cincinnata no tempo 1, imediatamente apds fotoativacdo (B). Espectros de absorcdo da fracdo
butanolica de P. cincinnata no tempo 2, 60 segundos apds fotoativacéo (C). Espectros de absorg¢do da fragdo

butanolica de P. cincinnata no tempo 2, 120 segundos apds fotoativagdo (D). Espectros de absorcao da
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fracdo butanolica de P. cincinnata no tempo 2, 180 segundos ap6s fotoativacgdo (E). Espectros de absorgao
da fracdo butandlica de P. cincinnata no tempo 2, 240 segundos ap6s fotoativacdo (F). Comparagdo dos
espectros de absorcdo da fracdo butandlica de P. cincinnata em todos os tempos de fotoativacdo avaliados
(G). Variacdo da absorbancia nos comprimentos de onda de 269 nm e 334 nm em fun¢do do tempo
(segundos) de fotoativacdo (H).
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6.3. Os extratos de Passiflora nao sio citotoxicos 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
concentracao, conforme exemplificado no topico 5.5. Os graficos comparam a viabilidade
celular de HUVECs (células endoteliais da veia umbilical humana) apods tratamento com
diferentes concentragdes de extratos de P. edulis, P. alata ¢ P. cincinnata (extrato bruto e
fragdo butanodlica purificada). O eixo vertical representa a viabilidade celular em
porcentagem, enquanto o eixo horizontal indica as concentragdes dos extratos em pg/mL.
Cada grafico inclui controles com meio de cultura (MC) e agua (H20), o diluente dos
extratos, para comparacao. Nenhuma citotoxicidade foi observada para P. edulis (Figura
22A), P. alata (Figura 22B), extrato bruto P. cincinnata (Figura 22C), fragao butanolica

de P. cincinnata (Figura 22D) e seus diluentes.
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Figura 22. Avaliacdo da citotoxicidade de extratos de espécies de P. edulis, P. alata e P. cincinnata (extrato bruto
e fragdo butanélica) em cultura de células HUVEC por ensaio de MTT. As células HUVEC foram semeadas a
3x10* por pogo em microplacas de 96 pogos. Apds 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 frag@o butanolica purificada de P. cincinnata (D)
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6.4. Espécies de Passiflora testadas tém capacidade fotossensibilizadora
contra MRSA

Os resultados dos ensaios indicam que varias espécies de Passiflora exibem
atividade fotossensibilizadora contra MRSA. Esta atividade foi aumentada quando os
extratos foram expostos a luz azul, particularmente, em concentragdes mais baixas.
Especificamente, P. edulis (Figura 23A) e P. alata (Figura 23B) demonstraram uma
capacidade fotossensibilizadora na concentracao de 1000 pg/mL. Ja a fracdo butanolica
(FB) de P cincinnata (Figuras 23D e 24A) exibiu atividade fotossensibilizadora
significativa na concentragdo de 100 pg/mL. Enquanto que o extrato bruto (EB)
demonstrou possuir atividade fotossensibilizadora em concentra¢des menores que FB, em
10 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL (Figuras 23C e 24B). J4 a isoorientina, composto
majoritario, presente em FB, ndo demonstrou uma redug¢ao tao 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 fragdo butanoélica (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.
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Figura 24. Placas de cultura de MRSA com extratos bruto (EB) e fracdo butanélica (FB) de P. cincinnata.

Atividade fotossensibilizadora do extrato bruto (EB) P. cincinnata (A). Atividade fotossensibilizadora da fragdo

butanolica (FB) P. cincinnata (B).
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6.5. Provavel internalizacdo dos constituintes da fracdo butandlica de P
cincinnata em MRSA

Os graficos mostram o potencial de membrana (em mV) de células de MRSA com
e sem a presen¢a de FS (FB de P. cincinnata). Portanto, compara o potencial de membrana
entre essas duas condigdes (Figura 25A), enquanto ilustra esquematicamente as camadas
da parede celular do MRSA e a possivel localiza¢ao de FS (Figura 25B). Os resultados,
apresentados na Figura 25A, demonstraram que a exposi¢ao a FB nao induziu alteragdes
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 internaliza¢do do FS para a inativagdo bacteriana mediada pelos
constituintes da fragdo butanoélica de P. cincinnata.
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Figura 25. Avaliacio da localizacio da fracido butanoélica de P. cincinnata em MRSA. Potencial zeta de

ns

MRSA sem e com FS fotoativado (A). Diagrama esquematico para ilustrar a internalizagdo do FS. Uma
vez internalizado, e na presenca de luz, o FS pode desencadear sua atividade fotodinamica contra MRSA.
Isso ocorre por meio de reagdes fotoquimicas dos Tipos I e 11, as quais resultam em danos bacterianos. (B).

ns: ndo significativo.
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6.6. Os animais do grupo Veiculo apresentaram maior infiltrado de células
leucocitarias e maior carga bacteriana

Os animais do grupo controle (Veiculo) apresentaram maior carga bacteriana

(Figura 26A) e maior numero de infiltrados totais de células leucocitarias (Figura 26B)

e leucdcitos polimorfonucleares (Figura 26C) em comparagao com o grupo tratado com

FB de P. cincinnata. Houve também um aumento no numero de células mononucleares

(Figura 26D) no grupo controle em comparagdo com os animais tratados com P,

cincinnata € TFDa.

Em todos os resultados, o grupo Veiculo apresenta uma contagem
significativamente maior em comparagdo com os tratamentos com a fracdo butanélica
purificada de P cincinnata ¢ TFDa, indicando uma reduc¢do na infiltracdo celular
inflamatoria (nos animais tratados). As imagens histologicas (Figura 26D) mostram a
morfologia tecidual e a presenca de células inflamatdrias nos diferentes tratamentos,

corroborando os resultados quantitativos.



55

5%103- *

— Em Veiculo
4x103- E® P. cincinnata
[ TFDa
E 3x103
o
5 2x103-
1%103-
o_
B
2x102 " Hm Veiculo
Bl P. cincinnata
°g 1-5%10%7 = TFDa
E
& 1x102-
e
@
O sx101]
0_
Leucécitos
c * B P. cincinnata
1.5%102 El Veiculo ,"—-‘\ Wy NG P
Bl P. cincinnata L \ - S
% J TFDa
E  1x102-
E
7]
K
=3
‘8 5%x1071
0_
Polimorfonucleares
D % %
—
* % %
2.5%10" mm Veiculo
Em P. cincinnata
2x1071-
NE 1 TFDa
£ 1.5x10"-
(7]
8
3 1x10'4
o
o
5%100
o_

Mononucleares

Figura 26. Carga bacteriana e o influxo de células leucocitarias na orelha. A carga bacteriana do
macerado da orelha (A). Contagem total de todas as células leucocitarias presentes no infiltrado (B). O
nimero de leucdcitos polimorfonucleares (C). O numero de leucocitos mononucleares (D).
Fotomicrografias representativas dos infiltrados tiradas na objetiva 40X representando os grupos Veiculo,

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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6.7. Animais tratados com P. cincinnata apresentaram menor variacio de
peso
Os animais tratados com P. cincinnata (fotoativada ou ndo) apresentaram menor

variacao de peso quando comparados ao grupo controle (Figuras 27A e 27B).
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Figura 27. Peso do animal apés infecciio intradérmica e tratamento. Percentual de perda de peso de
cada animal, considerando seu peso inicial (A). A area sob a curva do percentual (AUC) de perda de peso
para cada animal, referente ao grafico A (B). O valor de p foi considerado significativo quando representado

por asteriscos, onde * p < 0,05.
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6.8. As citocinas interagiram de forma diferente entre si no linfonodo
drenante

A andlise das citocinas IL-1B (Figura 28A), IL-12p70 (Figura 28B), IL-17A

(Figura 28C), IL-10 (Figura 28D) ¢ TNF-a (Figura 28E) nao revelou diferencas

significativas entre os grupos experimentais.

Entretanto, ao examinar as correlacdes entre as citocinas, observa-se padroes
distintos entre os grupos Veiculo, P. cincinnata ¢ TFDa (Figuras 28F-H). No grupo P.
cincinnata, foram encontradas correlagdes positivas entre IL-12p70 e IL-17A (r=0,94) e
entre IL-12p70 e IL-1PB (r = 0,99), resultados semelhantes aos observados no grupo TFDa
(r = 0,88 para ambas as correlagdes). Curiosamente, essas correlagdes estavam ausentes
no grupo Veiculo. Por outro lado, o grupo Veiculo apresentou correlagdes positivas entre
IL-10 e IL-17A (r = 0,93) e entre TNF-a e IL-1B (r = 1,00), além da correlagdo entre IL-
17A e IL-1B (r = 0,72), também observada no grupo P. cincinnata (r = 0,89). Em geral, o
grupo TFDa exibiu um maior niimero de correlacdes negativas em comparagdo aos

demais grupos.

A andlise das redes bayesianas (Figuras 28I-K) revelou diferengas no
comportamento das citocinas entre os grupos. O grupo Veiculo apresentou o maior
numero de interagdes entre as citocinas, indicando uma maior complexidade na
comunicagdo celular. Em contraste, o grupo TFDa exibiu o menor nlimero de interagdes,
sugerindo uma menor influéncia das citocinas umas sobre as outras. No grupo TFDa,
destacaram-se as interacdes de IL-10 influenciando TNF-a (limiar de 0,865) e de IL-
12p70 influenciando IL-17A (limiar de 0,808), indicando uma maior forca dessas

interagoes.
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Figura 28. Ensaios de citocinas nos linfonodos drenantes da orelha. Os linfonodos foram macerados em
ImL de soro fisiologico estéril e centrifugados. Amostras de sobrenadantes linfonodais foram usadas para
medir citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-12p70, IL-17A, IL-10) por ELISA. TNF-a (A). IL-1p (B). IL-12p70
(C). IL-17A (D). IL-10 (E). Correlagdes de citocinas do grupo de veiculos (F). Correlagdes de citocinas
do grupo P. cincinnnata (G). Correlagdes de citocinas do grupo TFDa (H). Redes bayesianas de citocinas
do grupo veiculo (I). Redes bayesianas de citocinas do grupo P. cincinnata (J). Redes bayesianas de
citocinas do grupo TFDa (K). Redes bayesianas (bnlearn versdes 4.5 e bnviewer 0.1.4) foram usadas para
construir/apresentar as relagdes probabilisticas entre os marcadores inflamatoérios em cada grupo. Nas redes,
as setas indicam causalidade, e todas tém o grau de for¢a de inferéncia de uma variavel relacionada a outra.
A seta cinza tem um limiar igual ou >0,6 ¢ menor ou igual a 0,8. A seta preta tem um limiar >0,8 e menor
ou igual a 1. Citocinas que ndo interagiram na rede bayesiana com um nivel de limiar >0,6. O Corrplot
versao 0.84 foi usado para correlagdo. As correlagdes 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 correlagdo de classificagdo de Spearman ou Pearson (*p < 0,05; **p <0,01).
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6.9. Animais tratados com P. cincinnata se agrupam por similaridade

As Figuras 29A-C apresentam dendrogramas que ilustram a similaridade entre os
grupos experimentais (Veiculo, P. cincinnata e TFDa) com base em varidveis especificas.
A Figura 29A mostra o agrupamento dos grupos sem a aplicacao de variaveis especificas,
considerando as seguintes variaveis: carga bacteriana (UFC/mL), leucocitos
(células/mm?), polimorfonucleares (células/mm?), mononucleares (células/mm?), perda
de peso em 24h, 48h e 72h (%), IL-1p, IL-10, IL-12p70, IL-17A ¢ TNF-a (pg/mL).
Observa-se que o grupo Veiculo tende a se agrupar, indicando maior similaridade entre
si, enquanto os grupos P. cincinnata ¢ TFDa formam agrupamentos distintos, sugerindo
diferengas em relagdo ao grupo Veiculo. A analise de todas as varidveis sugere que a
divisdo dos animais tratados com P. cincinnata (fotoativada ou ndo) ¢ influenciada

principalmente pelos leucdcitos.

A Figura 29B apresenta o agrupamento dos grupos com base na varidvel
"polimorfonucleares”. A escala de cores, variando de azul (menor intensidade) a vermelho
(maior intensidade), indica a intensidade da varidvel. Os grupos se dividem em dois
clusters principais (C1 e C2), com o grupo Veiculo em C1 e os grupos P. cincinnata e
TFDa em C2. A Figura 29C apresenta o agrupamento com base na variavel
"mononucleares". Semelhante a Figura 29B, a escala de cores indica a intensidade da
varidvel, e os grupos se dividem nos mesmos clusters (C1 e C2), com o grupo Veiculo 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 variaveis
"polimorfonucleares" e "mononucleares". Os grupos P. cincinnata e TFDa apresentam
maior similaridade entre si, enquanto o grupo Veiculo se mostra mais distante em relagao

aos demais.
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Figura 29. Dendrogramas mostrando a similaridade entre os grupos experimentais Veiculo, P.
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cincinnata e TFDa. Agrupamento baseado em todas as variaveis (A). Agrupamento baseado na variavel
Polimorfonucleares (B). Agrupamento baseado na variavel Mononucleares (C). A escala de cores indica a

intensidade das variaveis, variando de azul (menor intensidade) a vermelho (maior intensidade).
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6.10. Reduc¢io de dimensionalidade e agrupamento por componentes
principais demonstram similaridade e distin¢des entre os animais

As Figuras 30A e 30B representam resultados de uma Analise de Componentes
Principais (PCA), uma técnica estatistica utilizada para reduzir a dimensionalidade de
dados complexos, transformando-os em um conjunto menor de variaveis (componentes
principais) que explicam a maior parte da variancia dos dados originais. Na Figura 30A
¢ possivel observar um grafico de dispersdo que mostra a distribui¢do dos grupos
experimentais (Veiculo, P. cincinnata e TFDa) nos dois primeiros componentes principais
(PC1 e PC2). Cada ponto representa uma amostra individual, e as elipses coloridas
representam a distribuicao dos grupos. A posi¢ao dos pontos e a sobreposi¢ao das elipses
indicam a similaridade ou dissimilaridade entre os grupos. E possivel observar que os
grupos P. cincinnata e TFDa se sobrepdem parcialmente, sugerindo similaridade entre

eles, enquanto o grupo Veiculo se mostra mais distinto.

J& na Figura 30B ¢ possivel observar o grafico de barras que mostra a variancia
explicada por cada um dos quatro primeiros componentes principais (PC1, PC2, PC3 ¢
PC4). A tabela ao lado do grafico mostra os valores numéricos da variancia explicada por
cada componente, sendo essa varidncia cumulativa, logo, as somas dos componentes
indicam a totalidade da somatoéria de suas varidncias. Observa-se que o PC1 explica a
maior parte da variancia (36,44%), seguido pelo PC2 (26,15%). Isso indica que esses dois
componentes principais sdo os mais importantes para explicar as diferencas entre os
grupos experimentais, pois, juntos, representam cerca de aproximadamente 63% da
variancia. Portanto, o PCA revela que os grupos experimentais podem ser diferenciados
com base nos dois primeiros componentes principais, que explicam a maior parte da
variancia dos dados. Os grupos P. cincinnata e TFDa apresentam maior similaridade entre

si, enquanto o grupo Veiculo se mostra distinto.
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Figura 30. Analise de Componentes Principais (PCA) dos grupos experimentais Veiculo, P. cincinnata
e TFDa. Grafico de dispersdo mostrando a distribui¢do dos grupos nos dois primeiros componentes
principais (PC1 e PC2) (A). Grafico de barras mostrando a variancia explicada por cada um dos quatro

primeiros componentes principais (PC1, PC2, PC3 e PC4) (B).
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6.11. PCA revela influéncia das variaveis e distincio do grupo Veiculo

Na Figura 31A o biplot mostra a relacdo entre as varidveis originais e os dois
primeiros componentes principais (PC1 e PC2). Os pontos representam as amostras
individuais, coloridos de acordo com os grupos experimentais (Veiculo, P. cincinnata e
TFDa). Os vetores representam as variaveis originais, indicando a dire¢do ¢ a magnitude
da influéncia de cada varidvel nos componentes principais. Quanto maior o vetor, maior
a influéncia da variavel. A posi¢ao dos pontos e a dire¢do dos vetores ajudam a interpretar

as diferengas entre os grupos experimentais em relacao as varidveis originais.

Assim sendo, as variaveis de perda de peso (24h, 48h e 72h) estao correlacionadas
positivamente com o PC1, o que significa que amostras com maiores valores de perda de
peso tendem a ter valores mais altos de PCI1. Ja as varidveis de carga bacteriana,
Mononucleares e Polimorfonucleares estiao correlacionadas negativamente com o PC1, o
que significa que amostras com maiores valores dessas varidveis tendem a ter valores
mais baixos de PC1 (Figura 31A). Como foi retratado anteriormente, ¢ importante notar
que a influéncia de uma variavel no PC1 ¢ determinada tanto pela magnitude quanto pela
dire¢do do vetor. Quanto maior o vetor ¢ mais proximo ele estiver do eixo PC1, maior a

influéncia da variavel.

Portanto, observa-se uma clara separagao dos grupos ao longo do PCIl. As
amostras do grupo controle (roxo) tendem a se agrupar no lado esquerdo do gréfico,
associadas positivamente com varidveis 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 a direita do PC1,
indicando uma menor carga bacteriana e, possivelmente, uma modula¢do da resposta
inflamatoria em comparacdo com o controle. Os vetores associados a 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 grafico de dispersdo mostra a distribuicdo dos grupos
experimentais (Veiculo, 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 posi¢ao dos pontos indica a similaridade ou dissimilaridade entre
os grupos. E possivel observar que os grupos P cincinnata ¢ TFDa se sobrepdem
parcialmente, sugerindo similaridade entre eles, enquanto o grupo Veiculo 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 variancia dos dados. O biplot (Figura 31A) ajuda a interpretar as diferencas entre
os grupos em relacdo as variaveis originais, enquanto o grafico de dispersao (Figura 31B)

mostra a distribui¢do dos grupos nos componentes principais.
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Figura 31. Analise de Componentes Principais (PCA) dos grupos experimentais (Veiculo, P.
cincinnata e TFDa) e variaveis analisadas. Biplot mostrando a relagdo entre as variaveis originais e os
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) (A). Grafico de dispersdo mostrando a distribui¢do dos

grupos nos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) (B).
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6.12. Auséncia de instabilidade mediada pela gravidade na emulsiao

desenvolvida
Com o intuito de estabelecer a fragdo butanoélica purificada de P, cincinnata como

uma alternativa eficaz para a entrega e aplicacdo de seus bioativos, uma emulsdo para uso
topico foi desenvolvida. Apds realizacdo da formulagdo, com as devidas proporgdes
exemplificadas na Tabela 1, do topico 7.10, foi realizado teste de centrifugacdo apds 24
horas para avaliar a estabilidade da formulagdo. Os resultados do teste de centrifugacao
sugerem que a formulacdo ¢ estavel a alteragdes mediadas pela gravidade, ja que ndo

houve mudangas nos parametros macroscopicos, separacao de fases ou viscosidade

(Figuras 32A e 32B).
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Figura 32. Emulsio apos o processo de centrifugacao. A imagem ¢ composta por duas fotos que mostram

os resultados do teste de centrifugacéo realizado na emulsio (A e B)
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6.13. Emulsiao apresenta comportamento de um fluido pseudoplastico e
tixotropico e viscosidade sofre variacio na temperatura de 40 °C

Este estudo investigou o comportamento da viscosidade de uma amostra sob

diferentes condigdes de armazenamento, variando a temperatura e o tempo. A viscosidade

foi medida em fun¢do da taxa de cisalhamento, e os resultados sdo apresentados em

graficos que relacionam essas duas variaveis. Além disso, foram calculadas a Area Sob a

Curva (AUC) e a Viscosidade minima aparente para cada condi¢do, permitindo uma

analise comparativa do impacto do armazenamento na viscosidade da amostra.

Conforme demonstrado na Tabela 2, os parametros reoldgicos da formulagdo com
a fra¢ao butanolica purificada foram caracterizados por um indice de fluxo de 0,65 ¢ um
indice de consisténcia de 7601 cP na temperatura de 4 + 2 °C. Na temperatura de 25 + 2
°C foi observado um indice de fluxo de 0,73 e um indice de consisténcia de 7962 cP. Ja
na temperatura de 40 £ 2 °C foi observado um indice de fluxo de 0,68 ¢ um indice de
consisténcia de 9724 cP. A viscosidade minima aparente variou entre 7495,7339 e
9601,9511 cP (Figura 28G). Os indices de fluidez e consisténcia foram calculados
utilizando o modelo de Herschel-Bulkley. Os valores dos indices de fluidez (Tabela 2)

foram inferiores a 1,0, demonstrando o comportamento de fluidez pseudoplastica.

Tabela 2: Indices de fluxo e consisténcia da emulsao inicial e ap6s 30 dias

Temperaturas de armazenamento (30 dias)

Paréametros analisados Inicial”
4+2°C 25+x2°C 40+2°C
indice de fluxo 0,6 + 0,06 0,65 0,73 0,68
indice de consisténcia 8251 +493,7 7601 7962 9724

* Dados sdo expressos como média e desvio padrao.

Além disso, a curva reologica (Figura 33A-E) demonstra comportamento
tixotropico, uma caracteristica tipica de fluidos ndo newtonianos, evidenciada pela curva
ascendente com valores superiores a curva descendente. Ou seja, em todas as condigdes
testadas, a viscosidade da amostra diminui a medida que a taxa de cisalhamento aumenta.
No entanto, a magnitude dessa diminui¢do 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 a medida que a taxa aumenta. Quando a amostra
¢ submetida a 4 £ 2 °C (30 dias), a mesma mantém um comportamento semelhante ao

inicial, com pouca alteracao 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). J4 na amostra submetida a 40 = 2 °C (30 dias), observa-se uma reducao
significativa na viscosidade (por provavel perda de agua pela evaporagdo) em
compara¢do 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 observagdes
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 diferenga ¢ estatisticamente
significativa (p<0,05), indicando que o armazenamento em temperaturas mais altas leva

a um aumento da viscosidade (Figura 33F).

A viscosidade minima aparente, medida em altas taxas de cisalhamento, também
mostra uma tendéncia semelhante. A amostra inicial e a amostra armazenada a 4 + 2 °C
apresentaram valores semelhantes, enquanto as amostras armazenadas a 25 +2 °Ce 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 formulacdo apos 24 horas (A). Reograma da formulag@o apés 30 dias
armazenada a 4 + 2 °C (B). Reograma da formulagéo apo6s 30 dias armazenada a 25 £ 2 °C (C). Reograma
da formulagdo apds 30 dias armazenada a 40 =2 °C (D). Reograma da formulacéo apds 30 dias armazenada
a4+2°C,25+2°Ce40+2°C (E). Area sob a curva do reograma da formulagdo apés 30 dias armazenada
a4+2°C,25+2°Ced0=+2°C (F). Viscosidade minima aparente da formulagao apds 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: nao significativo.
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6.14. Impacto da temperatura de armazenamento na tensido de
cisalhamento da amostra: estabilidade em 4 °C e 25 °C e aumento
significativo a 40 °C

Assim como explicado no topico 6.12, este estudo investigou o comportamento

da tensao de cisalhamento (ao invés da viscosidade) de uma amostra sob diferentes
condi¢cdes de armazenamento, variando a temperatura € o tempo. A tensdo de
cisalhamento foi medida em fun¢do da taxa de cisalhamento, ¢ os resultados sdo
apresentados em graficos que relacionam essas duas variaveis. Além disso, foram
calculadas a Area Sob a Curva (AUC) e a tensdo de cisalhamento maxima para cada
condi¢do, permitindo uma andalise comparativa do impacto do armazenamento na tensao

de cisalhamento da amostra.

As analises reoldgicas revelaram que a formulagdo apresenta comportamento de
fluido pseudopléstico (nao newtoniano), visto que nao apresentou relagao nao linear entre
tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento. Além disso, a analise da tensdo de
cisalhamento revelou que, nas temperaturas de 4 + 2 °C (Figura 34B) ¢ 25 + 2 °C (Figura
34C), ndo houve alteracdes significativas em relagdo ao ponto inicial (Figuras 34A)
durante os 30 dias de armazenamento (Figura 34E). No entanto, observou-se uma
variacdo na tensao de cisalhamento quando a formulagdo foi submetida a 40 = 2 °C
(Figuras 34D). Essa alteracdo pode ser atribuida a perda de dgua por evaporagdo em
temperaturas mais elevadas, um fendmeno também observado nos resultados da

viscosidade, conforme discutido na secao 6.7.

A AUC, que representa a tensao de cisalhamento geral da amostra, confirma as
observacoes anteriores. A amostra inicial e as amostras armazenadas a4 +2 °C e 25+ 2
°C tiveram valores de AUC semelhantes, enquanto a amostra armazenada 40 + 2 °C
mostrou valores significativamente maiores. Essa diferenca ¢ estatisticamente
significativa (p <0,001 para 40 °C), indicando que o armazenamento em temperaturas

mais altas leva a um aumento substancial da tensdo de cisalhamento (Figura 34F).

A tensao de cisalhamento maxima, medida na maior taxa de cisalhamento testada,
também mostra uma tendéncia 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 tensio de cisalhamento ao longo de 30 dias em diferentes temperaturas (4
+2°C,25+2°C e 40 +2 °C). Reograma da formulagdo ap6s 24 horas (A). Reograma da formulagio apos
30 dias armazenada a 4 + 2 °C (B). Reograma da formulagdo apds 30 dias armazenada a 25 + 2 °C (C).
Reograma da formulagdo apos 30 dias armazenada a 40 + 2°C (D). Reograma da formulaggo apds 30 dias
armazenada a 4 = 2 °C, 25 =2 °C ¢ 40 = 2 °C (E). Area sob a curva do reograma da formulagio apos 30
dias armazenada a 4 = 2 °C, 25 £ 2 °C e 40 + 2 °C (F). Tensdo de cisalhamento méxima aparente da
formulac@o apds 24 horas e 30 dias, armazenadas a 4 + 2 °C, 25+ 2 °C ¢ 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: ndo significativo.
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6.15. pH da emulsio mantém-se estavel durante o armazenamento, com

leve variacio a 40 °C
Os graficos apresentam a variagdo 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 grafico
mostra o pH em funcdo 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).

Nao houve variagdo do pH nos primeiros 30 dias em relagdo ao ponto inicial - nas
temperaturas de 4 +£2 °C e 25 + 2 °C (Figuras 35A e 35B, respectivamente). As alteragdes
obtidas entre 60 e 90 dias, nas temperaturas de 4 £ 2 °C e 25 £ 2 °C, em relagdo ao ponto
inicial foi uma variagdo muito baixa e se estabilizou entre 60 ¢ 90 dias, ndo sendo

observadas variagdes com significancia estatisticas.

Entretanto, foi observada variagdes 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 variacdo se estabilizou entre 60 e 90 dias, ndo sendo observadas variacdes com

significancia estatisticas.

Quando todos os dados foram agrupados (todas as temperaturas), ndo houve
variacao nos primeiros 30 dias, além disso, o pH se estabilizou entre 60 e 90 dias (ndo
sendo observadas alteragdes significativas). O pH se manteve dentro da faixa adequada
para uso topico. O pH inicial foi de 5,0244, variando ligeiramente ao longo dos 90 dias,

mas sem significancia estatistica (Figura 35D).
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Figura 35. Variacdo do pH da formulacio ao longo de 90 dias em diferentes temperaturas de
armazenamento (4 + 2 °C, 25+ 2 °C e 40 + 2 °C). pH da formulagao apos 30 dias armazenada a 4 + 2 °C
(A). pH da formulagao apds 30 dias armazenada a 25 £ 2 °C (B). pH da formulago ap6s 30 dias armazenada
a40 £ 2 °C (C). pH da formulagao, considerando todas a média das temperaturas, 4 =2 °C, 25+ 2 °Ce 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: ndo significativo.
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6.16. Estabilidade da condutividade elétrica da emulsao a 25 °C e pequenas
variacoes em 4 °C e 40 °C durante 90 dias de armazenamento

Os graficos mostram a condutividade elétrica (medida em pS/cm) de amostras ao

longo de 90 dias, sob diferentes temperaturas de armazenamento (4 +2 °C,25+2°Ce

40 £ 2 °C). Cada grafico representa uma temperatura especifica, ¢ os dados sdo

comparados com a amostra inicial (24 horas).

Os valores de condutividade elétrica variaram de 211,3 uS/cm a 235,67 puS/cm
(Figura 36D). Na temperatura de 4 + 2 °C a condutividade permaneceu estavel nos
primeiros 30 dias, sem diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao ponto
inicial. No entanto, observou-se um aumento estatisticamente significante nos dias 60 e
90 (Figura 36A). Apesar dessa variagao inicial, a condutividade estabilizou nos ultimos
30 dias, sem diferencas significativas entre os dias 60 e 90 (Figura 36A). Em temperatura
ambiente, 25 + 2 °C, a condutividade da formulagdo manteve-se constante ao longo dos
90 dias, sem variagdes significativas em relagdo ao ponto inicial (Figura 36B). Por outro
lado, a 40 £ 2 °C, a condutividade apresentou um aumento até os 60 dias, com diferencas
significativas em relacdo ao ponto inicial (Figura 36C). No entanto, assim como
observado a 4 + 2 °C, a condutividade estabilizou nos ultimos 30 dias, sem diferencgas
estatisticamente significativas entre os dias 60 e 90. Na Figura 36D nao ha diferencas
estatisticamente significativas na condutividade ao longo do tempo, considerando todas

as temperaturas.
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Figura 36. Variacio da condutividade da formulacio ao longo de 90 dias em diferentes temperaturas
de armazenamento (4 = 2 °C, 25 + 2 °C e 40 £ 2 °C). Condutividade da formulacdo apds 30 dias
armazenada a 4 £ 2 °C (A). Condutividade da formulag@o apés 30 dias armazenada a 25 + 2 °C (B).
Condutividade da formulagido apo6s 30 dias armazenada a 40 £+ 2 °C (C). Condutividade da formulagao,
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: ndo significativo.
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7. DISCUSSAO

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 emulsdo contendo a fracdo butanolica
purificada de P. cincinnata para possivel aplicacao topica. Dentre as espécies analisadas,
P. cincinnata (e sua fragao butanolica) foi selecionada para uma investigagao aprofundada
de sua eficacia como fotossensibilizador contra infecgdes por MRSA em um modelo
murino de senescéncia. Até onde se tem conhecimento, esta pesquisa € pioneira ao
explorar as propriedades fotossensibilizadoras dessas espécies ¢ a aplicagao da TFDa em
um modelo de senescéncia, especialmente, em animais com alta concentracao de
melanina.

A escolha do género Passiflora se justifica por sua relevancia na medicina popular
e seu potencial ainda subexplorado na pesquisa sobre atividade antimicrobiana contra
microrganismos resistentes. Pertencente a familia Passifloraceae, este género abrange
diversas espécies com historico de uso medicinal, cujas propriedades farmacoldgicas -
incluindo atividades antioxidantes, analgésicas, antidepressivas, sedativas, ansioliticas,
anti-inflamatdrias, 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-
glicosideos, como responsaveis por essas atividades (PEREIRA LEAL et al., 2022).

A literatura cientifica evidencia que as espécies do género Passiflora possuem alto
teor de flavonoides (DA SILVA FRANCISCHINI et al., 2020; NI et al., 2020), que
podem, possivelmente, mediar a atividade fotodinamica observada neste estudo, uma vez
que DOS SANTOS ef al. (2019) observaram que extratos ricos em flavonoides podem
ser os responsaveis pela acdo como FS em Myrciaria cauliflora (DE OLIVEIRA et al.,
2024; DOS SANTOS et al., 2019a). RIBEIRO et al. (2023) também observou que a
propolis verde possui alto teor de flavonoides que podem estar relacionados com a
atividade fotodinamica (RIBEIRO et al., 2023, 2024). Assim, diversos estudos tém
explorado extratos naturais contra MRSA, tanto em modelos in vitro quanto in vivo. Eles
trazem a 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 quimica dos compostos naturais esconde
propriedades fotoativas inexploradas, cujo estudo ¢ essencial para otimizar seu uso em
pesquisas farmacéuticas (AZIZ et al., 2023). Substancias derivadas de fontes naturais
estdo se tornando mais prontamente disponiveis devido a dispositivos analiticos
avangados. Assim, tem-se descoberto novos produtos quimicos fotoativos de extratos
naturais que podem atuar como FS eficientes. A medida que a identificagdo de produtos
naturais fotoativos aumenta, espera-se que muitos novos FSs naturais sejam descobertos
em um futuro proximo (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 ajudara
a aumentar a eficacia da TFD como também reduzir possiveis 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 a infec¢do 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 absor¢ao de luz de espécies de
Fassiflora testadas, foi observado que o espectro de luz azul € o mais proximo da luz
visivel em que houve absorcao de luz, e por esse motivo, foi escolhido para ser analisado
neste estudo.

A andlise espectrofotométrica UV-Vis revelou um aumento na absor¢do de todas
as espécies de Passiflora na faixa da luz azul (a partir de 400 nm), embora os picos de
absorc¢ao mais proeminentes tenham sido observados na faixa UVA (269,50 nm e 334 nm
para P. cincinnata). Essa absor¢ao na faixa do visivel, mesmo que nio represente o pico
maximo, € crucial para a atividade fotossensibilizadora, pois indica a capacidade dos
compostos presentes nos extratos de absorver luz dentro do espectro terap€utico da
fototerapia (DOS SANTOS et al., 2019b, 2020). A menor absor¢do na regido azul
observada para P. edulis e P. alata, em comparacdo com P. cincinnata, exigiu a utilizagdo
de concentragdes diferenciadas para a varredura. A saturagdo espectral de P. cincinnata
nas mesmas concentragdes das outras espécies de Passiflora pode indicar diferencas na
composicao fitoquimica, particularmente na concentracdo de cromoforos que absorvem

nesse comprimento de onda (SHAFIKHANI et al., 2023).
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Moléculas fotossensiveis que sdo especificamente excitadas pela luz visivel sao
frequentemente chamadas de ‘“cromoforos”. Como compostos responsaveis pelo
fendomeno da cor, as moléculas de pigmento sdo conhecidas ha muito tempo por absorver
e refletir seletivamente diferentes comprimentos de onda da luz (SHAFIKHANI et al.,
2023). Devido a presenca de cromoforos, os compostos farmaceuticamente ativos nas
plantas acabam absorvendo mais facilmente a luz. Esses compostos podem ser produzidos
pela planta como um mecanismo de prote¢do contra uma grande dose de luz solar, razao
pela qual, por exemplo, sdo 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 exposi¢ao a luz,
com um aumento notavel da atividade sob luz azul, mesmo em concentra¢des mais baixas.
P. edulis e P. alata apresentaram maior eficacia fotossensibilizadora na concentragao de
1000 pg/mL, enquanto a fracao butandlica de P. cincinnata exibiu atividade significativa
em 100 pg/mL. Interessantemente, o extrato bruto de P. cincinnata demonstrou atividade
em concentragdes ainda menores (5-50 pg/mL) que a fracdo butandlica, sugerindo um
possivel efeito sinérgico entre os diversos constituintes presentes no extrato bruto. A
isoorientina, o composto majoritario na fragdo butandlica, ndo apresentou a mesma
magnitude de reducdo bacteriana que o extrato bruto e a fragao butandlica, indicando que
outros compostos presentes na fragdo butandlica, ou a combinacao deles, podem ser mais
relevantes para a atividade fotossensibilizadora observada (SULAIMAN et al., 2022).

A acdo sinérgica de bioativos representa uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de novas aplicagdes farmacologicas. Em vez de depender de um Unico
composto ativo, a combinacdo de multiplos bioativos pode gerar efeitos terapéuticos
superiores ao da soma de seus efeitos individuais (EFFERTH; KOCH, 2010; HU; YANG;
LAI 2023). Este fendmeno pode ter ocorrido neste estudo, visto que o extrato bruto de P
cincinnata foi mais eficaz que a fragdo butanodlica, que por sua vez superou a atividade
da isoorientina isolada. Uma tese de doutorado buscou aprimorar a compreensao da
quimica de P. cincinnata por meio de uma investigacao fitoquimica. O estudo isolou e
identificou compostos-chave, incluindo isoorientina, isovitexina, isoscoparina,
isovitexina-2"-O-B-glicopiranosideo, isovitexina-2"-O-B-xilopiranosideo e isoorientina-
2-O-B-xilopiranosideo, que podem contribuir para seus efeitos observados. Além disso, o

perfil fitoquimico das folhas e caules foi analisado usando HPLC-DAD-IES-ITEMn,
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levando a identificagdo de 19 metabolitos adicionais, principalmente flavonoides e
derivados de 4cido clorogénico (AMARAL, 2018).

No Brasil, as espécies mais utilizadas na medicina popular sdo P. alata e P. edulis
(VARGAS et al., 2007). Poucos estudos investigam os possiveis efeitos biologicos dos
extratos de P. cincinnata (BRANDAO et al., 2017). Estes poucos estudos demonstram
que os extratos das folhas, cascas e sementes de P. cincinnata possuem atividades
antimicrobianas e anti-inflamatoérias in vitro, que sdo atribuidas aos seus compostos
fendlicos (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 antibidticos contra
cepas de S. aureus usando uma concentragdo subinibitéria do extrato. Os extratos ndo
exibiram atividade antimicrobiana clinicamente relevante, sendo a concentragdao
inibitéria minima (CIM) igual ou superior a 1024 pg/mL.

Na mesma linha, SIEBRA et al. (2014), mostraram que a atividade antimicrobiana
dos extratos de P. cincinnata, extratos hidroalcoo6licos (de folhas, caules, cascas, polpa e
sementes) nao atingiram relevancia clinica (SIEBRA et al., 2014). No entanto, o extrato
hidroalcodlico de P. cincinnata foi apresentado como agente antibacteriano quando
associado a antibidticos. Seu perfil de agdo foi alterado pela diminui¢do da concentragao
inibitéria minima (CIM) dos antibidticos convencionais, sugerindo que pode ser
desenvolvido como uma nova ferramenta terapéutica, potencializando aminoglicosideos
e beta-lactamicos, que sdo pouco eficazes no tratamento de infecgdes causadas por MRSA
(PEREIRA LEAL et al., 2022; SIEBRA et al., 2018). Em contraste, os resultados in vitro
mostram que a fracdo butanolica de P. cincinnata fotoativada na concentracao de 100
pg/mL reduz significativamente a carga bacteriana. Isso indica que a fotoativagdo
aumenta seu efeito. Isso também se aplica a P. edulis e P. alata, embora em concentragdes
dez vezes maiores do que as observadas em P. cincinnata fotoativada, o que pode ser
atribuido aos compostos bioativos presentes nesta ultima espécie.

Além disso, foi demonstrado que nenhum dos tipos de Passiflora foi citotéxico
em células eucarioticas. A auséncia de citotoxicidade dos extratos de P. edulis, P. alata e
da fracdao butanolica e extrato bruto de P. cincinnata em cultura de células HUVEC em
diversas concentragdes ¢ um achado promissor para a seguranga de uma futura aplicagao
in vivo. A nao toxicidade para células endoteliais humanas sugere que os extratos, nas
concentragdes testadas, ndo devem causar danos significativos ao tecido vascular local

durante um tratamento fotodinamico tépico (GENAH, 2022).
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Adicionalmente, a avaliacdo do potencial de membrana de MRSA exposto a
fragdo butandlica ndo revelou alteracdes significativas no potencial Zeta, sugerindo que
o mecanismo de a¢do fotodinamico dos constituintes da fracdo butandlica ndo envolve
primariamente uma alteracao na carga superficial da membrana bacteriana. Isso mostra
que, possivelmente, o FS ¢ internalizado. Esses achados vao ao encontro com dados
observados em outros estudos (FAN et al., 2014; Ll et al., 2015), como o de RIBEIRO et
al. (2023), que mostrou a atuagdo da propolis verde como FS (RIBEIRO et al., 2023).

A fotoativagdo da fragdo butanodlica de P. cincinnata induziu alteragdes em seu
espectro de absor¢do, com variagdes na absorbancia em comprimentos de onda
especificos (269 nm e 334 nm) ao longo do tempo de exposi¢cdo a luz. Essas mudancgas
podem indicar que a luz promove modificagdes nos compostos presentes na fragdo,
possivelmente, através de fotoisomerizagdo, fotodecomposicdo ou outras reagdes
fotoquimicas (SCAIANO, 2023; ZHU et al, 2024). A cinética dessas alteracoes,
demonstrada pela variacao da absorbancia em fun¢ao do tempo, ¢ crucial para otimizar o
protocolo de irradiagdo em futuras aplicagdes.

A fotoativacdo pode modular as propriedades da fragdo, provavelmente,
aumentando sua capacidade de gerar EROs ou outros compostos fotoativos (LINGER;
LANCEL; PORT, 2023). A anélise detalhada dos graficos, em conjunto com outras
técnicas, como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Espectrometria de
Massas (EM), pode fornecer informagdes mais precisas sobre os compostos responsaveis
pelas mudangas na absor¢do e sobre o mecanismo de acao da fotoativacdo (DUARTE;
GUILHERME, 2021).

Com tudo que foi exposto, a fracdo butandlica 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 fragdo butandlica e um composto
majoritario (isoorientina) tenham sido testados in vitro, a fragdo butanoélica foi escolhida
para os estudos subsequentes devido a sua composicao fitoquimica bem caracterizada
(AMARAL, 2018; BARBOSA SANTOS et al., 2021; DE ALBUQUERQUE SIEBRA et
al.,2014; LEAL et al., 2020) e aos resultados in vitro satisfatorios. De uma forma mais
detalhada, optou-se por prosseguir com a fracdo butandlica purificada por trés motivos
principais.

Primeiramente, a complexidade do extrato bruto: o extrato bruto, apesar de

demonstrar maior efici€éncia, apresenta uma complexidade molecular que dificulta a
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identificacao dos compostos responsaveis pela redu¢do 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 purificacdo/rendimento mostrou-se
complexo. Em terceiro lugar, o potencial da fragdo butanodlica purificada: a fragao
butandlica demonstrou resultados in vitro satisfatérios, possui composi¢do fitoquimica
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 eficacia de extratos com constituintes que agem
sinergicamente, superando compostos isolados em doses/concentragdes menores.
Portanto, isso traz a tona que os constituintes dos extratos podem atuar sinergicamente,
aumentando o poder fotossensibilizador (DOS SANTOS et al., 2019a; RIBEIRO et al.,
2023, 2024).

Entdo, a partir da escolha da fracdo butanolica de P. cincinnata foi realizado o
experimento in vivo com animais C57BL/6, em um modelo de infec¢@o intradérmica.
Além de apresentarem imunossenescéncia, os animais dessa linhagem poderiam fornecer
mais conhecimento sobre as possibilidades de aplicacao de terapias a base de luz em
individuos 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 infec¢@o intradérmica e tratado com TFDa. A importancia dos
estudos de ativagdo ex vivo torna-se evidente, particularmente na compreensdo do
impacto da melanina na TFD (DOS SANTOS et al., 2019b), estudos limitados
examinaram essa interacao (CASSIDY; DONNELLY; TUNNEY, 2010). Nesse sentido,
SANTOS et al. (2019b) justificaram a fotoativacdo das solugdes fora do ambiente
corporal dos animais C57Bl/6 devido ao potencial da melanina como agente interferente
na TFDa. Assim, o presente trabalho propde uma adaptacdo da TFDa para o tratamento
de infec¢des em pacientes com muita melanina, considerando a escassez de estudos
avaliando essa técnica nessa populagao.

A infec¢do por MRSA associada a senescéncia ¢ dificil de controlar, pois esta
relacionada a menor eficicia do sistema imunoldgico no combate a um processo
infeccioso (SHAW; GOLDSTEIN; MONTGOMERY, 2013). Ao avaliar a bioatividade
dos extratos de P. cincinnata e sua aplicagdo na TFDa com animais senescentes, nossos
achados indicam que o grupo tratado com P cincinnata apresentou menor carga

bacteriana e menor infiltrado de células leucocitarias (totais e polimorfonucleares) em
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comparac¢do com o grupo controle (Veiculo). Houve também uma tendéncia de menor
nimero de células mononucleares no grupo tratado com P cincinnata e TFDa. Esses
achados corroboram a atividade fotossensibilizadora observada in vitro e sugerem um
efeito terapéutico da P. cincinnata fotoativada na redugdo da infeccdo por MRSA e na
modulagdo da resposta inflamatoria local (Figura 37). A menor variagdo de peso
observada nos animais tratados com P. cincinnata pode indicar um menor estresse
fisiologico associado a infecgdo e ao tratamento em comparagdo com o grupo controle.

Os longevos apresentam varios fatores de risco para infecgdes de pele e tecidos
moles. Alteragdes na consisténcia da pele e imunossenescéncia predispdem a esses fatores
de risco nessa populagdo. Alteracdes na matriz dérmica, atrofia, senescéncia de células
dérmicas, como fibroblastos, diminui¢do da sintese e quebra acelerada das fibras
colagenas dérmicas aumentam a suscetibilidade a infec¢des cutineas. Além disso,
apresentam alta frequéncia de condic¢des associadas a fragilidades da pele, como edema e
trauma (FALCONE; TISEO, 2023; LEE; HONG; KIM, 2021).

Como a idade avangada contribui para a doenca estafilocdcica invasiva nio é
totalmente compreendido. Embora muitos defeitos imunologicos (por exemplo,
fagocitose, secdo reativa de oxigénio) estejam associados ao envelhecimento, as
alteragdes celulares dependentes da idade fundamentais responsaveis por esses defeitos
sao desconhecidas. No entanto, ¢ bem sabido que as cé€lulas de individuos longevos tém
fungdes mitocondriais alteradas que podem afetar sua capacidade de responder a
estimulos externos, incluindo patdgenos (TSENG et al., 2012).

Apesar desses fatos, observou-se que os animais tratados com P. cincinnata e
TFDa apresentaram menor variagdo de peso, provavelmente por conterem melhor o
processo infeccioso, de forma mais rapida e eficaz (CRIMMINS; FINCH, 2006), sem
precisar recrutar tantas células de defesa apds 72 horas do processo infeccioso. Esses
dados sdo curiosos, pois outros estudos observam uma infiltragdo mais significativa de
células leucocitarias, principalmente células polimorfonucleares, nos grupos submetidos
a 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 imunolédgico senescente em recrutar mais células leucocitarias
(DE MARTINIS; MODESTI; GINALDI, 2004). O ponto critico ¢ que a inflamagdo
exacerbada ndo seria interessante para conter os microrganismos em individuos longevos

(SHIVE; PANDIYAN, 2022).
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Conforme elucidado na Figura 37, a presenca de neutréfilos, células de primeira
linha na defesa contra infecgdes bacterianas, indica uma resposta inflamatoria aguda em
andamento (SWANEY; KALAN, 2021). Macréfagos, com sua capacidade de fagocitose
e apresentagdo de antigenos, também contribuem para a resposta imune local. A presenca
de linfocitos sugere o inicio de uma resposta imune adaptativa, enquanto as células
dendriticas atuam na captura e apresentacdo de antigenos aos linfécitos nos linfonodos
regionais, como o linfonodo retromaxilar (MUNIZ et al., 2021; RIBEIRO et al., 2024),
mostrado na Figura 38.

Controle (Veiculo) Tratado com P. cincinnata

Resposta local
Orelha infectada
Célula
dendritica

Linfécito "F‘ R S
0 & =3 - ?A‘:.:‘ ‘

Neutrdéfilo

Figura 37. Representacio esquematica da resposta local na infec¢cio 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 veiculo) e outro tratado com P. cincinnata. A representagao
esquematica destaca a composicao celular infiltrada no local da infecc¢ao e sugere diferengas qualitativas e
quantitativas na resposta inflamatoria entre os grupos. O grupo controle (Veiculo) exibe um infiltrado
inflamatorio intenso, caracterizado pela presenca de células dendriticas, linfocitos, neutrofilos e macroéfagos
na area da infec¢do. O grupo tratado com P. cincinnata demonstra uma redu¢o no infiltrado inflamatério.
A presenca de neutréfilos, células de primeira linha na defesa contra infecgdes bacterianas, indica uma
resposta inflamatoria aguda em andamento. Macréfagos, com sua capacidade de fagocitose e apresentagado
de antigenos, também contribuem para a resposta imune local. A presenga de linfocitos sugere o inicio de
uma resposta imune adaptativa, enquanto as células dendriticas atuam na captura e apresenta¢do de
antigenos aos linfocitos nos linfonodos regionais, como o linfonodo retromaxilar mostrado em outra parte

da figura. Imagem elaborada na plataforma BioRender, autoria propria.

A resposta local nos grupos tratados com P cincinnata aparenta ser
qualitativamente diferente. Embora ainda haja infiltracao de células inflamatérias, ha uma
menor ativa¢do ou recrutamento de células inflamatdrias no local da infec¢do em resposta
ao tratamento com P. cincinnata. A analise conjunta dessa representagao da resposta local
com os dados da resposta sistémica (niveis de citocinas nos linfonodos) (Figura 38) e
outros parametros avaliados no estudo (carga bacteriana) ¢ fundamental para uma
compreensdo abrangente do mecanismo de agdo do P. cincinnata no contexto da infec¢ao

estudada.
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Uma possivel interpretacao para as alteragdes quantitativas de leucdcitos para o
local de infec¢do € que o tratamento com P. cincinnata pode estar modulando a resposta
inflamatoria inicial, possivelmente reduzindo o recrutamento de células imunes para o
local da infec¢do ou alterando sua ativagao (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a; MUNIZ
et al., 2021). Outra possibilidade ¢ que o tratamento esteja influenciando a migragao
dessas células para os linfonodos regionais para iniciar uma resposta imune adaptativa
mais eficiente, o que poderia explicar uma menor concentracao delas no local da infec¢@o
(CRUZ DE CASAS et al., 2023; WANG et al., 2024). P. cincinnata pode possuir
propriedades anti-inflamatorias, contribuindo para a modulagdo da resposta local. Essa
reducdo na inflamagao local poderia ser benéfica para limitar o dano tecidual associado a
resposta inflamatoria excessiva, sem necessariamente comprometer a capacidade do
organismo de eliminar o patdégeno.

E importante destacar que, apos a estimulagdo da luz, o FS entra em um estado
excitado e transferem sua energia para o oxigénio molecular ou nitrogénio presente no
ambiente celular. Essa transferéncia de energia leva a formagdo de EROs, incluindo
radicais hidroxila, perdxido de hidrogénio e oxigénio singlete (CORREIA et al., 2021).
Devido a sua natureza altamente reativa, as EROs tém meia-vidas muito curtas e sao
rapidamente degradadas ou neutralizadas no ambiente celular JOMOVA et al., 2024). A
rapida degradacdo dessas espécies reativas poderia explicar a auséncia de diferengas
maiores observadas entre o grupo P. cincinnata sem fotoativacdo e o grupo veiculo
controle.

Portanto, a fotoativacdo 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, 1sso nos levou a optar por uma ativagao 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 agdo dos mecanismos oxidativos
e induzir a depuragdo do MRSA, portanto, além das EROs, uma alteragao conformacional
nas moléculas devido a luz pode ser responsavel pela acdo de depuragdo bacteriana.

Outro ponto interessante deste estudo demonstra que os animais senescentes
produziram o mesmo nivel de citocinas em comparagdo com os grupos Veiculo, P.
cincinnata ¢ TFDa. Apesar disso e das limitagdes do pequeno niimero de animais
utilizados, as citocinas se comportam de forma diferente entre os grupos. Outros estudos

observaram as diferengas entre a producdo das mesmas citocinas aqui analisadas a partir
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da terapia fotodindmica. Ainda assim, eles visavam modelos diferentes, como animais
jovens diabéticos ou ndo, ambas linhagens C57BL/6 (DOS SANTOS et al., 2019b,2019a,
2020; MUNIZ et al., 2021).

O grupo TFDa exibiu um padrao mais distinto de correlagdes de citocinas, com
um maior nimero de citocinas exibindo correlagdes negativas, tanto entre as citocinas
pro-inflamatdrias quanto com a citocina anti-inflamatoria IL-10. A senescéncia
acompanha uma inflamagao cronica e estéril de baixo grau, na qual a infeccdo pode
exacerbar esse processo, causando uma desregulacao da produgdo de citocinas anti-
inflamatoérias, corroborando com mais interagdes de correlagcdes positivas entre as
citocinas analisadas (GONCALVES et al., 2022), e, consequentemente, um maior
desequilibrio no processo inflamatdrio. No entanto, parece que o uso de P. cincinnata na
TFDa superou isso.

Também foram observadas correlagdes positivas entre IL-10 e TNF-a
exclusivamente no grupo TFDa, bem como entre IL-12p70 e IL-17A nos grupos TFDa e
P cincinnata, com essas correlagcdes se tornando mais pronunciadas no grupo TFDa.
Recentemente, foi demonstrado que o tratamento combinado de IL-10+, IL-12+, TNF-a,
diminuiu a expressado do estresse oxidativo, CXCL8 e CXCRI1 por meio da mitigacdo da
via inflamatéria TNFR1-IL-1R-NF-kB em S. aureus (DUTTA; BISHAYTI, 2023). Além
disso, altos niveis de citocinas pré-inflamatorias, particularmente IL-12, induzem um
subconjunto de células Th17, que sdo produtoras de IL-17 e importantes no recrutamento
neutrofilico, essencial na defesa cutdnea de S. aureus (BELPAIRE; VAN GEEL;
SPEECKAERT, 2022a; CHO et al., 2010; VOLPE et al., 2008).

Apesar dos niveis de producao de citocinas serem semelhantes entre os grupos,
suas interagdes demonstraram ser dependentes do contexto experimental/tratamento.
Esses achados ressaltam a importancia de analisar as interagdes entre citocinas, mesmo
quando seus niveis individuais ndo apresentam diferencas significativas entre os grupos.
Estudos recentes enfatizam que essa abordagem expande a andlise para além da
identificacdo de um tUnico biomarcador, utilizando multiplos marcadores inflamatorios
para estabelecer redes de interagdo complexas. Essa andlise integrada ¢ fundamental para
compreender a dindmica da resposta bioldgica, uma vez que o organismo depende da agao
coordenada de diversos sistemas interconectados (GALANTINI et al., 2022).

A analise aprofundada dos efeitos dos tratamentos P. cincinnata e TFDa nos niveis
de citocinas inflamatérias e imunomoduladoras, em comparagdo com um grupo controle

(Veiculo), revela a intrincada complexidade da resposta imunoldgica. Enquanto os
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histogramas oferecem uma visao direta dos niveis individuais de citocinas, as correlagdes
e as redes bayesianas desvendam as relagdes dindmicas e interdependéncias entre essas
moléculas sinalizadoras (GONCALVES et al., 2022). A analise de correlagdes e redes
bayesianas revelou padrdes distintos de interacdo entre as citocinas nos grupos Veiculo,

P, cincinnata ¢ TFDa.

Correlagdes

Quantidade de correlagdes negativas:
Veiculo = P. cincinnata < TFDa

Quantidade de correlages positivas:
Veiculo = P. cincinnata > TFDa

Mais significantes por grupo:

IL-1B com IL-12 | |IL-1B com TNF-of |[IL-10 com TNF-of
IL-17 com IL-12 | |IL-10com TNF-a| |[IL-1B com IL-12
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Interagdes:
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Figura 38. Analise da resposta sistémica nos linfonodos retromaxilares no modelo de infeccio
intradérmica por MRSA. A imagem revela insights importantes sobre a resposta imunoldgica sistémica
em um modelo experimental de infecgdo por MRSA, tratado com P. cincinnata ¢ terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDa). A investigacdo concentra-se na dindmica de citocinas nos linfonodos
retromaxilares, um local chave para a orquestra¢do da resposta imune regional e sistémica. As correlagdes

entre citocinas nos diferentes grupos experimentais (Veiculo, P. cincinnata e TFDa) indicam a quantidade
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de associagdes negativas e positivas, bem como as mais significativas para cada grupo. A ilustragdo central
demonstra a interagdo entre uma célula dendritica, citocinas e uma célula T naive no linfonodo. A analise
das redes bayesianas das citocinas, apresentada na parte inferior direita, mostra a intensidade das interagdes
entre elas para cada grupo experimental. A intensidade dessas interagdes ¢ comparada entre os grupos, € as
associagdes mais fortes para cada grupo sdo destacadas. Imagem elaborada na plataforma BioRender,
autoria propria.

No grupo P. cincinnata, a presenga de correlagdes positivas entre citocinas pro-
inflamatérias como IL-12p70 e IL-17A, e IL-12p70 e IL-1p, semelhantes ao grupo TFDa,
sugere uma resposta imune coordenada em relagdo ao tratamento. A auséncia dessas
correlagdes no grupo Veiculo, juntamente com a presenca de outras correlagdes positivas
envolvendo IL-10 (uma citocina imunossupressora e anti-inflamatoria), pode indicar uma
resposta inflamatéria desregulada na auséncia de tratamento (KURRA; AKHTAR;
SHARMA, 2024; L1 et al., 2023a; MATAR et al., 2023). As redes bayesianas reforcaram
essas observagoes, mostrando diferentes padroes de influéncia entre as citocinas entre os
grupos.

As redes bayesianas, em particular, emergem como uma ferramenta poderosa para
desvendar as dependéncias condicionais entre as citocinas, demonstrando como a
alteragdo nos niveis de uma citocina pode influenciar a probabilidade dos niveis de outras.
Essa abordagem permite uma compreensao mais profunda das interagdes complexas e da
modulagdo da resposta imune pelos tratamentos (GONCALVES et al, 2022). A
variabilidade nessas interacdes, observada nas redes, indica que P. cincinnata e TFDa
exercem seus efeitos imunomoduladores de maneiras distintas, com implica¢des
significativas para o desenvolvimento de novos tratamentos.

A analise detalhada das interagdes entre as citocinas, conforme ¢ demonstrado na
Figura 38, lanca luz sobre a complexidade da resposta imunoldgica e a modulagao
exercida pelos tratamentos. Os dados de correlagdes de citocinas demonstram padrdes
distintos entre os grupos experimentais (Veiculo, P. cincinnata, ¢ TFDa). No grupo
Veiculo, observa-se uma quantidade menor de correlagcdes negativas em comparagao com
os grupos tratados, sugerindo uma rede de citocinas, talvez, menos regulada ou mais
homogénea na auséncia do tratamento. Em contraste, o grupo TFDa exibe o maior nimero
de correlagdes negativas, o que pode indicar uma interagdo mais complexa e
potencialmente mais direcionada da resposta inflamatoria.

Correlagdes negativas entre citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, por

exemplo, podem refletir mecanismos de contrarregulagdo importantes para limitar o dano
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tecidual excessivo (GUPTA et al., 2021). A andlise das correlagdes positivas revela uma
tendéncia oposta, com o grupo veiculo apresentando o maior nimero dessas associagoes,
seguido por P. cincinnata e, por fim, TFDa. Correlagdes positivas podem indicar vias de
sinalizagdo sinérgicas ou a co-expressao de citocinas envolvidas em fases semelhantes da
resposta imune. A menor quantidade de correlagdes positivas no grupo TFDa pode sugerir
uma maior especificidade da resposta induzida pelo tratamento.

Ao examinar as correlagdes mais significativas por grupo, notam-se combinagdes
especificas de citocinas que se destacam em cada condigdo experimental. No grupo
veiculo, a correlagdo entre IL-1B e IL-12, bem como IL-17 e IL-12, pode refletir a
ativacdo de vias Thl e Th17 em resposta a infec¢do nao tratada (AKHTER et al., 2023;
ALVAREZ et al., 2023; GEBKA et al., 2022). No grupo tratado com P. cincinnata, a forte
correlagdo entre IL-1B e TNF-a, e IL-10 e TNF-a, pode indicar uma tentativa de equilibrar
a inflamacao através da inducao de citocinas pro e anti-inflamatorias (LOPES et al., 2024;
ZULHENDRI et al.,, 2022). O grupo TFDa, por sua vez, apresenta correlagdes
significativas entre IL-10 ¢ TNF-a, e IL-1B e IL-12, sugerindo um perfil de resposta
distinto que pode envolver uma interacdo mais ativa da inflamagdo e a polarizacao da
resposta imune (BELPAIRE; VAN GEEL; SPEECKAERT, 2022b; KORTEKAAS
KROHN et al., 2022).

A representacao esquematica da resposta sistémica, Figura 38, ilustra a interagao
entre uma célula dendritica (apresentadora de antigenos), citocinas e uma célula T naive.
A célula dendritica, apds processar antigenos no linfonodo retromaxilar, apresenta-os a
célula T naive na presencga de citocinas especificas, direcionando a diferenciagdo da célula
T para diferentes subtipos (por exemplo, Thl, Th2, Th17, Treg) (BOSNJAK et al., 2022;
NARASIMHAN et al., 2025; NELLI et al., 2024; ZANNA et al., 2021). Os padrdes de
correlagdo de citocinas observados nos diferentes grupos podem, portanto, influenciar a
polarizacao da resposta de células T e, consequentemente, a eficacia da eliminac¢do do
patogeno e a resolucao da inflamacao.

A andlise das redes bayesianas refor¢a a observacdo de diferentes padrdes de
interagdo entre os grupos. A ordem de complexidade das intera¢des (Veiculo < P.
cincinnata < TFDa) sugere que a TFDa induz uma rede de interacdes de citocinas mais
intrincada. As interacdes mais fortes por grupo revelam vias de sinalizagdo dominantes
em cada condicao. No veiculo, IL-1pB parece influenciar a produgdo de TNF-a e IL-17,
enquanto IL-10 modula IL-17. No grupo P. cincinnata, IL-1p influencia TNF-a e IL-12,
e TNF-a modula IL-17. O grupo TFDa exibe uma rede com IL-1f influenciando IL-12,
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IL-10 influenciando TNF-a, e IL-12 influenciando IL-17. Essas diferencas nas redes de
interagdo sugerem mecanismos de acdo 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 imunoldgica sistémica, conforme
avaliado pelas interagdes de citocinas nos linfonodos retromaxilares. A TFDa parece
induzir uma resposta mais complexa e regulada, caracterizada por um maior nimero de
correlagdes negativas € um padrao especifico de interagdes entre citocinas. A
compreensdo detalhada dessas alteragdes na rede de citocinas € crucial para elucidar os
mecanismos pelos quais P. cincinnata e a TFDa exercem seus efeitos terapéuticos no
contexto da infeccdo estudada. Estudos futuros poderiam investigar a cinética dessas
citocinas em diferentes momentos da infecc¢ao e do tratamento, bem como a diferenciacao
de subpopulacdes de células T nos linfonodos, para fornecer uma visdo mais completa da
resposta imune induzida por essas abordagens.

A analise de agrupamento (dendrogramas) e a Analise de Componentes Principais
(PCA) demonstraram a capacidade de distinguir os grupos experimentais com base nas
variaveis avaliadas, especialmente na contagem de polimorfonucleares e mononucleares.
Os grupos tratados com P. cincinnata e TFDa apresentaram maior similaridade entre si,
enquanto o grupo Veiculo se mostrou distinto, reforcando a eficacia dos tratamentos na
modulacdo da resposta inflamatdria e da carga bacteriana. O PCA revelou que os dois
primeiros componentes principais explicaram uma parcela significativa da variancia dos
dados, com as variaveis de perda de peso correlacionando-se positivamente com o PC1 e
as variaveis de carga bacteriana e infiltrado leucocitario correlacionando-se
negativamente, evidenciando a influéncia dessas varidveis na distingdo dos grupos.

Assim, a andlise de PCA demonstra uma clara distingao entre o grupo controle e
os grupos tratados com P. cincinnata e TFDa, indicando que ambos os tratamentos
influenciaram o curso da infec¢do e a resposta do organismo. O grupo controle se
caracteriza por maior carga bacteriana, maior infiltragdo de células inflamatdrias e maior
perda de peso. Os grupos tratados, por outro lado, mostram uma tendéncia a apresentar
menor carga bacteriana e um perfil de citocinas distinto. A anélise mais detalhada da
posicdo dos vetores das citocinas em relacdo aos grupos tratados pode fornecer
informacdes valiosas sobre os mecanismos imunomodulatorios especificos de cada

tratamento. A separacdo dos grupos no espaco dos componentes principais sugere que a
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PCA ¢ uma ferramenta util para discriminar os efeitos dos diferentes tratamentos no
contexto da infeccdo experimental.

Dentre os polimorfonucleares, ¢ importante ressaltar o papel dos neutrofilos,
principalmente em uma infec¢do bacteriana ocasionada por MRSA. Os neutréfilos
desempenham um papel fundamental na eliminagdo do MRSA apods a terapia
fotodinamica antimicrobiana (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a, 2020; MUNIZ et al.,
2021; RIBEIRO et al., 2024). Em animais senescentes, devido as alteragdes imunoldgicas
associadas a idade, a funcao dos neutrofilos pode estar comprometida, o que pode
influenciar a eficacia da TFDa. Contudo, o processo de imunossenescéncia em animais
senescentes acarreta alteragdes fenotipicas e funcionais nos neutréfilos, incluindo a
atenuacao da capacidade quimiotatica, a diminui¢do da eficiéncia fagocitica, a producao
subotima de EROs e a potencial disfungdo na formagdo de NETs (LORD et al., 2001;
VAN AVONDT et al., 2023).

No ambito da TFDa, a integridade funcional dos neutréfilos revela-se essencial
para a otimizagdo da resposta terapéutica contra MRSA em animais senescentes. A TFDa,
ao induzir dano fototoxico direto nas células bacterianas através da geracdo de EROs
mediante a ativagdo de um fotossensibilizador por luz de comprimento de onda
especifico, demanda a subsequente remog¢ao dos detritos bacterianos e a resolucdo do
processo inflamatério local (GRANDI et al., 2022; ILUZ et al., 2018; ROBERTSON;
EVANS; ABRAHAMSE, 2009; VECCHIO et al., 2013). Neutréfilos competentes sdo
cruciais para a fagocitose e eliminagdo das bactérias lesadas pela TFDa, prevenindo a

persisténcia ou recorréncia da infeccdo (TORABI ef al., 2021).

Ademais, a interacdo entre a TFDa e a atividade neutrofilica pode exibir um efeito
sinérgico. A lesdo bacteriana induzida pela TFDa pode aumentar a susceptibilidade do
MRSA a fagocitose pelos neutrofilos, enquanto a liberacio de mediadores
antimicrobianos pelos neutréfilos pode complementar o efeito bactericida primario da
terapia fotodinamica (NING et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024). A modulagado da resposta
inflamatéria desencadeada pela TFDa também depende da agdo regulatoria dos
neutréfilos, prevenindo a exacerbagdao do dano tecidual, um aspecto particularmente
relevante em animais senescentes comumente predispostos a respostas inflamatdrias

desreguladas (LORD et al., 2001).

Portanto, a eficacia da TFDa no tratamento de infec¢des por MRSA em animais

senescentes estd intrinsecamente ligada a capacidade funcional dos neutréfilos.
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Estratégias futuras podem se beneficiar da investigagao de abordagens que visem modular
ou restaurar a funcdo neutrofilica nessa populacdao, potencialmente otimizando os
resultados da TFDa e melhorando o prognostico clinico. A compreensao aprofundada da
interacao entre a TFDa e a resposta neutrofilica no contexto da imunossenescéncia ¢
fundamental para o desenvolvimento de protocolos de tratamento mais eficazes em um

contexto de senescéncia celular associada as infec¢cdes por MRSA.

A fim de facilitar a aplicagdo topica da fracdo butanodlica de P. cincinnata, um
passo fundamental para a tradu¢ao clinica dos resultados, desenvolveu-se uma emulsio.
A formulagio foi desenvolvida com Olivem 1000®, um componente auto-emulsificante
funcional de origem natural, delineado para formulagdes do tipo Oleo em agua
(HALLSTAR, 2024). Uma vez que nao foram observadas alteracdes nos parametros
macroscopicos, separagao de fases ou viscosidade apos o teste de centrifugagdo, seguiu-
se para avaliagdao durante 90 dias.

Com as andlises reologicas foi possivel observar que a emulsdo apresentou
comportamento nao newtoniano, visto que ndo apresentou relagdo nao linear entre tensao
de cisalhamento e taxa de cisalhamento. Os valores dos indices de fluidez foram inferiores
a 1,0, indicando comportamento de fluidez pseudoplastica (DAMASCENO et al., 2016).
Além disso, a emulsdo teve um comportamento tixotrdpico, uma caracteristica tipica de
fluidos ndo newtonianos, evidenciada pela curva ascendente com valores superiores a
curva descendente. Todas essas caracteristicas citadas sdo ideais para aplicacdo cutanea,
facilitando a aplicagcdo e promovendo a absor¢do dos compostos ativos (BANERJEE;
THIAGARAJAN; THIAGARAJAN, 2018; REOLON et al., 2024).

A estabilidade da formulagdo 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 alteracdo na
viscosidade e na tensdo de cisalhamento, indicando a necessidade de armazenamento em
temperaturas mais baixas para preservar as propriedades reoldgicas da formulagdo. A
analise da viscosidade minima aparente confirmou a estabilidade da formulagdo a 4 &+ 2
°C, sem alteragdes significativas em relacao ao tempo inicial (24 horas). Por outro lado,
o aumento da viscosidade observado a 40 + 2 °C sugere a ocorréncia de perda de dgua
por evaporagdo em altas temperaturas, como observado por outros estudos (SALEHI;

MORTAZAVI; MOGHIMI, 2022; SIMOES; VEIGA; VITORINO, 2019). Esses achados
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sdo importantes para determinar as condigdes ideais de armazenamento ¢ manuseio da
amostra, dependendo da aplicacdo desejada.

A condutividade elétrica mostrou-se mais estavel a 25 = 2 °C. As mudangas na
condutividade podem ser devidas a reacdes quimicas, degradacao ou outros processos
que alteram a concentragio de fons na amostra (CEKIC; SAVIC; SAVIC, 2023). Apesar
dos resultados destacarem a importancia do controle da temperatura no armazenamento
da formulagdo para garantir sua estabilidade e eficaicia (BADRUDDOZA et al., 2023), as
variacoes de significancia estatistica ndo demonstraram alteragcdes que comprometam a
formulacao, em nenhuma das temperaturas. Isso atesta para o fato de nao ter sido
observada inversao de fase, nem alteragdo no tipo de fluido, bem como o fato de nao se
ter alteragcdes macroscopicas (Figura 39). Além disso, o pH da formulagdo permaneceu
dentro da faixa de pH ideal para aplicagdo topica (pH da pele: 4,5-5,5) (LUKIC;
PANTELIC; SAVIC, 2021), demonstrando a compatibilidade do produto com a pele ao
longo do periodo de analise.

pH permaneceu dentro da faixa ideal para

Emulsdo do tipo aplicagdo topica

oleo em dgua

Comportamento pseudoplastico e tixotrépico,
caracteristicas ideais para aplicacdo cutanea

Sem alteragdes macroscopicas, de tipo de
fluido e de inversdo de fases

Um avango significativo para a tradugdo clinica
dos achados deste estudo

Figura 39. Representacio esquematica de uma emulsao dos principais resultados obtidos da emulsio.
Emulsdo do tipo 6leo em agua com pH ideal, comportamento pseudoplastico e tixotropico, sem alteracdes
macroscopicas e potencial para tradugdo clinica. Imagem elaborado com recursos da Plataforma Smart
Servier, autoria propria.

Os resultados deste estudo demonstram o potencial fotossensibilizador de extratos
de Passiflora contra MRSA in vitro e in vivo, com destaque para a fragdo butandlica de
P. cincinnata. O desenvolvimento de uma emulsdao estavel contendo essa fragdo
representa um avango significativo para a possivel aplicagdo terapéutica topica no
tratamento de infec¢des cutaneas por bactérias resistentes. Futuras pesquisas sdo
necessarias para otimizar a formulagdo, o protocolo de fotoativagdo e avaliar a eficécia e

seguran¢a em modelos in vivo mais complexos e, eventualmente, em ensaios clinicos.
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8. CONCLUSAO

Este estudo pioneiro investigou a capacidade fotossensibilizadora de extratos de
P edulis, P. alata e, principalmente, P. cincinnata. De modo inédito, demonstrou-se a
eficécia desses FS na inativacdo fotodinamica de MRSA, evidenciando seu potencial para
o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos seguros, dada a auséncia de
citotoxicidade em células eucarioticas. A TFDa com a fragdo butandlica de P. cincinnata,
baseada em bioativos de um produto natural brasileiro, surge como um recurso para tratar
infeccdes cutdneas por MRSA, especialmente em pacientes longevos, oferecendo uma
alternativa eficaz a crescente resisténcia antibacteriana. Em modelo murino de
senscéncia, essa fracdo controlou eficazmente a infeccao, reduzindo a carga bacteriana e
a inflamacao.

Adicionalmente, o estudo buscou elucidar a localizagdo de a¢ao do FS, sugerindo
que a internalizacdo na bactéria, sem alterar significativamente o potencial de membrana,
¢ um fator relevante. No entanto, futuras investigacdes para elucidar as vias moleculares
envolvidas nessa interagdo sdo cruciais para otimizar a eficacia terap€utica. Somado a
compreensdo das vias de atuacao do FS, a padronizagao de uma formulagdo emulsionada
para aplicagdo tdpica, demonstrando estabilidade em temperatura ambiente e
propriedades reoldgicas adequadas, representa um avanco significativo para a traducgdo
clinica desses achados.

E 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 sdo promissores, pela demonstracdo da eficacia da TFDa em um
modelo de senescéncia utilizando camundongos da linhagem C57BL/6. A relevancia
deste achado ¢ ampliada pela consideracdo da alta concentracdo 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 s30 necessarios para avaliar a seguranca e eficacia da formulagao em modelos
pré-clinicos e clinicos, bem como para explorar a sinergia com outros agentes

antimicrobianos.
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Dados do Pedido

Natureza Patente:

10 - Patente de Invencéao (PI)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de COMPOSICOES FARMACEUTICAS CONTENDO EXTRATO E

Utilidade (54):
Resumo:

Figura a publicar:

Dados do Procurador

OLEO DE Coffea arabica L.

A presente invencao refere-se a composi¢des farmacéuticas
contendo 6leo e extrato de café verde, com ac¢édo microbicida
potencializada pela terapia fotodinamica. As formulagfes foram
preparadas pelo método de emulsificagdo espontanea, contendo
Oleo e extrato de café verde, estabilizadas por tensoativos. Os
sistemas dispersos obtidos apresentam tamanho de particula 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 eficacia no tratamento contra
microrganismos em doses menores ja reportadas e foram
potencializadas quando associadas a terapia fotodinamica. Tendo
concentragdo minima inibitéria de extrato de café verde de 250
pug/mL e quando fotoativadas, em 125 pug/mL, além de apresentarem
atividade mesmo sem o extrato incorporado. Assim a presente
invencgdo revela um produto de baixo custo que estrutura o uso de
substancias derivadas de plantas na industria farmacéutica,
estimulando a

bioeconomia e podendo contribuir para a agricultura familiar,
considerando a importancia

econdmica do café no Brasil.

1
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HORACIO NELSON HASTENREITER FILHO
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JULIANO GERALDO AMARAL
03374460674

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua da Poesia, 55, Apt. 302, Candeias
Vitéria da CONQUISTA

BA

45028-390

BRASIL

(77) 991 992966

amaralijg@yahoo.com.br

PAULINNE MOREIRA LIMA
04364671517

Brasileira

Enfermeiro de nivel superior, nutricionista, farmacéutico e afins

Rua Amélia Morais, 19 A, Candeias
Vitéria da Conquista
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CATARINA SILVA GUIMARAES

85919235535

Brasileira

Enfermeiro de nivel superior, nutricionista, farmacéutico e afins
Avenida Braulino Santos, 1170 apt 301, Candeias

Vitéria da Conquista

BA

45028-170

BRASIL

(77) 988 020808

catarinasguimaraes@hotmail.com

GABRIEL AZEVEDO DE BRITO DAMASCENO
05191298497

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Carlos Alberto Figueredo, 900 - Primavera
Vitéria da Conquista

BA

45029-268

BRASIL

(84) 988 448436

damasceno.gab@outlook.com
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MATEUS FREIRE LEITE

03850902692

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Salomé&o Barroso, 764, Jardim Vista Alegre
Alfenas

MG

31132-040

BRASIL

(35) 988 717012

mateusfl@gmail.com

ROBSON AMARO AUGUSTO DA SILVA

03461482439

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Margarida Maria Alves, 870, Alameda dos Passaros
Vitéria da Conquista

BA

45055-610

BRASIL

(77) 988 265949

ramaro@ufba.br
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ANDRE LUIS MORAIS RUELA
07001502693

Brasileira

Professor do ensino superior

Avenida Presidente Juscelino Kubitschek
Ouro Preto

MG

35402-179

BRASIL

(38) 988 717012

andre.ruela@yahoo.com.br

CAROLINE VIEIRA GONCALVES
05106178592

Brasileira

Biologo, biomédico e afins

Rua Guilhermino Novais, 154, Bairro Recreio
Vitéria da Conquista

BA
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BRASIL

(77) 988 166647
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Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Relatério Descritivo Relatério descritivo.pdf
Reivindicacao Reivindicac¢des.pdf
Resumo Resumo.pdf
Desenho Desenhos patente.pdf
Declaragao de periodo de graca Certificado de Apresentacdo BCNP.pdf
Procuracgéo Procuragad_H.pdf
Comprovante de pagamento de GRU 200 29409162323386421.pdf

Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaracéo Positiva de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo foi
obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético Brasileiro,
realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinacgfes da Lei 13.123 de

20 de maio de 2015, informando ainda:

Ndmero da Autorizagéo de A4142D9
Acesso:
Data da Autorizagéo de Acesso: 13/04/2023

Declarag¢ado de Divulgag¢ao Anterior Ndo Prejudicial

[] Artigo 12 da LPI - Periodo de Graga.
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verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 14/10/2024 as 14:53, Peticdo 870240087931

Peticao 870240087931, de 14/10/2024, pag. 8/43



' ,{,ﬁggzﬂo 870250077430
‘ DA PROPRIEDADE 01/09/2025 08:18

i (VRN TR RN

29409162334523182

Pedido nacional de invencédo; Pedido nacional de modelo de utilidade; Pedido nacional de certificado de
adicao de invengao; e Entrada na fase nacional do PCT

Namero do Processo: BR 10 2025 018496 6

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razé&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 15180714000104
Nacionalidade: Brasileira
Endereco: Rua Augusto Viana s/n,
Cidade: Salvador
Estado: BA
CEP: 40-110060
Pais: Brasil
Telefone: (71)32839097
Fax: (71)32839097

Email: inova@ufba.br

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 01/09/2025 as 08:18, Peticdo 870250077430

Peticao 870250077430, de 01/09/2025, pag. 1/67



Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Inven¢éo ou Modelo de EXTRATOS DE Passiflora cincinnata COMO B
Utilidade (54): FOTOSSENSIBILIZADOR ANTIMICROBIANO EM COMPOSICOES

FARMACEUTICAS

Resumo: A presente invencao propde composi¢des farmacéuticas topicas
contendo
extrato de Passiflora cincinnata para uso como fotossensibilizador na
Terapia
Fotodindmica antimicrobiana (TFDa). Essa abordagem é uma
alternativa
promissora para infec¢gfes cutdneas bacterianas multirresistentes,
como as
causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).
Testes in
vitro ndo revelaram citotoxicidade da fragcdo butandlica purificada de
P.
cincinnata em células HUVEC. Em testes in vivo, 0s animais tratados
com P.

cincinnata demonstraram menor variacao de peso, e 0 grupo
controle (Veiculo,
infectado com MRSA) apresentou maior carga bacteriana e maior
nimero de
infiltrados totais de células leucocitarias e leucécitos
polimorfonucleares em
comparacao com os grupos tratados com P. cincinnata. A
formulagéo
desenvolvida, uma emulsao 6leo em agua, demonstrou estabilidade
fisicoquimica e caracteristicas ideais para aplicacao tépica. As
variacdes estatisticas
ndo comprometeram sua integridade, e sua viscosidade minima
aparente variou
entre 7495,7339 e 9601,9511 cP. Além disso, a emulsdo exibiu
comportamento
pseudoplastico e tixotrépico, tipico de fluidos ndo newtonianos. As
formulacdes
mantiveram sua estabilidade macroscépica apos centrifugacéo e o
pH
permaneceu na faixa adequada para aplicagdo cutédnea. Assim, esta
invencao
destaca o potencial inovador das composicfes farmacéuticas
contendo a fragcéo
butandlica purificada de Passiflora cincinnata como
fotossensibilizante na TFDa,
oferecendo uma nova abordagem para o tratamento de infec¢des
resistentes.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 01/09/2025 as 08:18, Peticdo 870250077430

Peticao 870250077430, de 01/09/2025, pag. 2/67



Dados do Procurador

Procurador:
Nome ou Raz&o Social: HORACIO NELSON HASTENREITER FILHO
Numero OAB:
Numero API:
CPF/CNPJ: 01361510781
Endereco: RUA BASILIO DA GAMA,06 - CANELA
Cidade: Salvador
Estado: BA
CEP: 40110-040
Telefone: 713283-9097
Fax:

Email: INOVA@UFBA.BR

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 01/09/2025 as 08:18, Peticdo 870250077430

Peticao 870250077430, de 01/09/2025, pag. 3/67



Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 4

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 4

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 4

CAROLINE VIEIRA GONCALVES
05106178592

Brasileira

Pesquisador

Rua Guilhermino Novais, Recreio
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JULIANO GERALDO AMARAL
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Brasileira

Enfermeiro de nivel superior, nutricionista, farmacéutico e afins
Rua da Poesia, 55, Apt. 302, Candeias
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BRASIL

(77) 991 992966
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Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Resumo Resumo (3).pdf
Desenho Lista de Figuras (3).pdf
Reivindicacao Reinvindicacdes (1).pdf
Relat6rio Descritivo RELATORIO DESCRITIVO .pdf
Procuragéo Procuragéo - inpi.pdf
Comprovante de pagamento de GRU 200 29409162334523310.pdf

Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaracéo Positiva de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo foi
obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimbénio Genético Brasileiro,
realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinacdes da Lei 13.123 de
20 de maio de 2015, informando ainda:

Numero da Autorizacdo de AE76E5D
Acesso:
Data da Autorizagado de Acesso: 12/04/2013

Declaragado de veracidade

[Z[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informacdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.
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BIOMEDICAL SCIENCES

Gender-related differences in the modulation
of anthropometric, biochemical, and

immune markers by physical activity in
hypertensive and diabetic individuals

1916 - 2021

DEBORAH C. DOS SANTOS, ISRAEL S. RIBEIRO, DIEGO PATRICK S. LOPES, ITALO
S. PEREIRA, DENISAR P. SANTOS, IGOR P.R. MUNIZ, FERNANDA M. DA SILVA LIMA,
ANDRESSA ANTONIA S. COSTA, DANIELA DA SILVA P. SOUZA, STEFANO PEDRO DE
MELO CALADO, CAROLINE V. GONCALVES, MARIA POLIANA L. GALANTINI, DANILO
N. LOPES, ROBSON AA. DA SILVA & GILVANEIA S. SANTOS

Abstract: Systemic arterial hypertension (SAH) and type 2 diabetes mellitus (T2DM)
compose the two major noncommunicable chronic inflammatory diseases. Physical
activity has been shown as a promising complementary approach to control the
systemic inflammation. However, it is still unclear whether this modulation is gender-
dependent. The objective of this study was evaluate the gender-related influence of
physical activity on the inflammatory response and biochemical profile of individuals
with SAH and T2DM. An international physical activity questionnaire was applied to 376
individuals diagnosed with SAH and T2DM in order to access their exercises routine and
was evaluated the influence of physical activity in biochemical, anthropometrical, and
immunological markers involved in these disorders in men and women. Even though
active individuals have exhibited lower serum levels of IL-1B, IFN-y, TNF-a, and IL-17A,
the ratios between IL-10 and all inflammatory cytokines were higher in men than in
women. Physically active individuals also demonstrated increased HDL/LDL and HDL/
VLDL ratios. Moreover, multiple correlations revealed that in active women both IL-10 and
TNF-a serum levels positively correlate with fasting glucose levels, and were negatively
associated with HDL levels. Our findings suggest that gender-relatec differences dictate
a distinct crosstalk between inflammatory and biochemical markers in physically active
individuals.

Key words: Systemic arterial hypertension, gender, inflammation, physical activity, type
2 diabetes mellitus.

and diabetes mellitus are the most common
pathologies, causing a lower quality of life to

INTRODUCTION

Over the years, chronic noncommunicable
diseases have been assuming an important
role in health-related concerns, and nowadays,
they represent themajor affecting disorders
for the world population (Prince et al. 2015).
It is known that, in elderlies, cardiovascular
diseases, systemic arterial hypertension, cancer,

these individuals, besides higher assistance
costs, and lower life expectancy (Marengoni et
al. 2008, Prince et al. 2015). Studies have also
been demonstrating an augment in prevalence
of chronic noncommunicable diseases in young
adults, raising the need to include them in
population studies (Chen et al. 2011, Kissela

An Acad Bras Cienc (2021) 93(Suppl. 4)
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08/04/25, 23:55 Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) with curcumin controls intradermal infection by Staphylococcus aureus in mice with ...
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Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT)
with curcumin controls intradermal
infection by Staphylococcus aureus in mice
with type 1 diabetes mellitus: a pilot study
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Highlights

» PDT acts to control bacterial load in infected mice with type 1
diabetes.

» PDT using curcumin has therapeutic effect when used to control
bacterial load in vivo.

* The expression of inflammatory markers can be modulated by PDT.

» Free radicals production is increased in diabetic organisms when
treated with PDT.
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Section Editor: Daniela Frasca

Keywords:

Elderly men

Type 2 diabetes mellitus
Systemic arterial hypertension
Body composition
Inflammation

Age-related changes in the body’s physiological responses play a critical role in systemic arterial hypertension
(SAH) and type 2 Diabetes mellitus (T2DM). SAH and T2DM have clinically silent low-grade inflammation as a
common risk factor. This inflammation has a relevant element, the excess of fatty tissue. In this scenario, little is
known about how inflammatory markers interact with each other. Therefore, this work evaluated the interplay
among anthropometric, biochemical, and inflammatory markers in the elderly with SAH and T2DM. Men aged
60-80 years old with SAH and T2DM were classified by body mass index (BMI) as eutrophic elderly (EE, 24
individuals) or overweight elderly (OE, 25 individuals). Body composition analysis was performed using bio-
impedance. Blood samples were collected to perform inflammatory and biochemical evaluations. The cytokines
IL-17A, IL-1p, IFN-y, TNF-«, and IL-10, were evaluated by ELISA. Triglycerides, total and fractions of cholesterol,
and glucose were measured by spectrophotometry. Overweight elderly men had a higher glycemic index and an
increase in most anthropometric markers, as well as higher means for all pro-inflammatory cytokines analyzed
(IL-17A, IL-1f, IFN-y, and TNF-«) in comparison to their eutrophic elderly counterparts. However, there was a
decrease in IL-10 anti-inflammatory cytokine and IL-10/IL-17A ratio compared to their eutrophic elderly
counterparts. Although overweight elderly men have worsening inflammatory parameters, the magnitude of
their correlations with anthropometric and biochemical parameters becomes less evident. The Bayesian networks
highlight that in the eutrophic elderly, IL-17A and TNF-a are the cytokines most associated with interactions, and
most of these interactions occur with biochemical parameters. It is worth highlighting the role of IFN-y in
overweight elderly men. This cytokine influences IL-10 and TNF-« production, contributing to the inflammatory
profile exacerbated in this group.

1. Introduction

these diseases have inflammaging as a common risk factor (Gomes et al.,
2019). In this case, although older individuals present a less effective

Aging is a complex phenomenon that leads to numerous changes in
the body’s physiological systems. At the i logical level, it may be
associated with a state of low-grade chronic sterile inflammation called
inflammaging (Franceschi et al., 2017). Age-related changes in immu-
nological and metabolic responses and the ability to respond to stress
play a critical role in systemic arterial hypertension (SAH) and type 2
Diabetes mellitus (T2DM) (Franceschi et al., 2018; Fiilop et al., 2016;
Pansarasa et al., 2019; Santoro et al., 2020).

The pathophysiology of SAH and T2DM is multifactorial. However,

* Corresponding author.

E-mail addresses: robson.amaro@gmail.com, ramaro@ufba.br (R.A.A. da Silva).

https://doi.org/10.1016/].exger.2022.112005

immune response, there is an increase in the expression of circulating
inflammatory molecules (Karen et al., 2011). Still, there is no precise
understanding of the causes of “inflammatory aging™. A common finding
involves a dysregulation of the cytokine network and its homeostasis.
Several common molecular pathways have been identified and appear to
be associated with aging and low-grade inflammation (Lopes et al.,
2021; Rea et al., 2018; Ribeiro et al., 2021).

Low-grade inflammation is a significant element of excess fatty tissue
(Lechi, 2017). Immune system activation is highly related to the
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Characterization of Brazilian green propolis as a photosensitizer
for LED light-induced antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
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Abstract

Staphylococcus aureus is the primary cause of skin and soft tissue infections. Its significant adaptability and the development
of resistance are the main factors linked to its spread and the challenges in its treatment. Antimicrobial photodynamic therapy
emerges as a promising alternative. This work aimed to characterize the antimicrobial photodynamic activity of Brazilian
green propolis, along with the key bioactive compounds associated with this activity. Initially, a scanning spectrometry
was conducted to assess the wavelengths with the potential to activate green propolis. Subsequently, reference strains of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA ATCC 43300) and vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus
(VISA ATCC 700699) were exposed to varying concentrations of green propolis: 1 pg/mL, 5 ug/mL, 10 pg/mL, 50 pg /
mL and 100 pg/mL and were stimulated by blue, green or red LED light. Finally, high-performance liquid chromatography
coupled with a diode array detector and tandem mass spectrometry techniques, along with classic molecular networking
analysis, was performed to identify potential bioactive molecules with photodynamic activity. Brazilian green propolis
exhibits a pronounced absorption peak and heightened photo-responsiveness when exposed to blue light within the range of
400 nm and 450 nm. This characteristic reveals noteworthy significant photodynamic activity against MRSA and VISA at
concentrations from 5 ug/mL. Furthermore, the propolis comprises compounds like curcumin and other flavonoids sourced
from flavone, which possess the potential for photodynamic activity and other antimicrobial functions. Consequently, Brazil-
ian green propolis holds promise as an excellent bactericidal agent, displaying a synergistic antibacterial property enhanced
by light-induced photodynamic effects.
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Diabetes and hypertension in elderly
women: interactions between severity
and failure to control inflammation

PAULO HENRIQUE B. LIMA, CAROLINE V. GONCALVES, ISRAEL S. RIBEIRO,
MARIA POLIANA L. GALANTINI, IGOR PR. MUNIZ, GILVANEIA S. SANTOS &
ROBSON A.A. DA SILVA

Abstract: Elderly women are more susceptible to the development of chronic non-
communicable diseases. Among these, diabetes mellitus (DM) and systemic arterial
hypertension (SAH) stand out. This work aimed to carry out an expanded study on the
interactions of anthropometric, biochemical and inflammatory parameters associated
with the risk of severity in elderly women with hypertension and diabetes. The study
involved the evaluation of 126 elderly women with hypertension and diabetes mellitus.
The women were divided according disease severity (low, moderate, high and very high).
Anthropometric data were collected by bioimpedance analysis. The inflammatory and
biochemical data were obtained from volunteer blood samples. Waist circumference,
waist circumference/height ratio, and systolic and diastolic pressures increased with
severity. Biochemical marker levels increased with risk of severity, except HDLc. In the
very high risk group, there was a higher IL-1B, IFN-y and TNF-a production, however, lower
IL-10 levels were observed. The very high risk group showed change values for the IL-10/
IL-1B, IL-10/1L-17 and IL-10/TNF-a ratios. The results showed to be extensively altered in
the very high risk group, where the inflammatory profile loses its responsiveness. This
is the first study that shows an expanded view of the different parameters evaluated in
elderly women with hypertension and diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, systemic arterial hypertension, elderly, inflammation.

hormonal, inflammatory and blood pressure
alterations that configure one of the main

Given the metabolic and hormonal changes in
women in the postmenopausal period, they are
more susceptible to the development of chronic
noncommunicable diseases (NCDs) (Orsatti et al.
2008, Steineretal.2014). In thisscenario, NCDs are
long-term and slowly progressive multifactorial
diseases, especially heart disease and diabetes
mellitus (World Health Organization 2014, Malta
et al. 2020, Westphal et al. 2021).

In the scenario of NCDs, systemic arterial
hypertension and diabetes mellitus are
interrelated diseases, causing metabolic,

risk factors for the development of severe
complications such as increased risk and
severity of the disease (De Souza et al. 2008).

In this sense, biomarkers can be used as
a tool for risk assessment and offer a better
understanding of disease processes. In addition,
they can provide an objective measure of the
severity of the disease, collaborating with future
actions in the prediction and stratification of
risk groups, contributing to the monitoring of
clinical interventions in different groups, such
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Antimicrobial photodynamic therapy with Brazilian green propolis
controls intradermal infection induced by methicillin-resistant
Staphylococcus aureus and modulates the inflammatory response
in a murine model
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the leading causes of skin and soft tissue infections world-
wide. This microorganism has a wide range of antibiotics resistance, a fact that has made the treatment of infections caused
by MRSA difficult. In this sense, antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) with natural products has emerged as a good
alternative in combating infections caused by antibiotic-resistant microorganisms. The objective of the present study was to
evaluate the effects of aPDT with Brazilian green propolis against intradermal MRSA infection in a murine model. Initially,
24 Balb/c mice were infected intradermally in the ears with 1.5 x 10°® colony-forming units of MRSA 43300. After infec-
tion, they were separated into 4 groups (6 animals per group) and treated with the vehicle, only Brazilian green propolis,
only blue LED light or with the aPDT protocol (Brazilian green propolis +blue LED light). It was observed in this study
that aPDT with Brazilian green propolis reduced the bacterial load at the site of infection. Furthermore, it was able to
inhibit weight loss resulting from the infection, as well as modulate the inflammatory response through greater recruitment
of polymorphonuclear cells/neutrophils to the infected tissue. Finally, aPDT induced an increase in the cytokines IL-17A
and IL-12p70 in the draining retromaxillary lymph node. Thus, aPDT with Brazilian green propolis proved to be effective
against intradermal MRSA infection in mice, reducing bacterial load and modulating the immune response in the animals.
However, more studies are needed to assess whether such effects are repeated in humans.

Graphical abstract

Bacterial Death
b: Immunomodulatlona

Keywords Brazilian green propolis - Antimicrobial photodynamic therapy - Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
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Physical activity reduces intradermal
bacterial load in a murine model submitted
to forced swim training - a pilot study

1916 » 2021

MARIA P.L. GALANTINI, LORENA S. LEAL, KARINE B. RODRIGUES, ISRAEL S.
RIBEIRO, ITALO S. PEREIRA, CAROLINE V. GONCALVES, STEFANO P.M. CALADO,
DENISAR P. DOS SANTOS, IGOR PR. MUNIZ & ROBSON A.A. DA SILVA

Abstract: Regular exercise is beneficial to health. This study evaluated the effects
of moderate and intense physical exercise modalities on intradermal infection by
Staphylococcus aureus in a murine model. Mice that practiced moderate exercise had
lower bacterial load on lymph nodes and less inflammatory infiltrate in dermis. They
presented greater weight, however, less amount of epididymal fat: the weight was
increased while they had fat diminished. A positive correlation was observed between
lipid content and bacterial load in mice trained at moderate intensity. Animals that were
under high intensity exercises presented superior bacterial load on the lymph nodes,
increased neutrophil count and circulating lymphocytes, and had leukocyte recruitment
to the dermis augmented, when compared to the ones in moderate exercise. These
findings suggest that moderate physical activity modulates the immune response in
dermal infection caused by S. aureus in a murine model.

Key words: infection, mice, physical exercise, Staphylococcus aureus.

INTRODUCTION pathophysiological reactions (Natale et al. 2003).
Chronic moderate physical exercise has been
associated with an increment in the proliferative
response of T lymphocytes and in the number of
neutrophils, thus, intensifying antimicrobial and
phagocytosis functions (Malm 2004, Yeh et al.
2014, Gomes et al. 2016) .

Neutrophils and lymphocytes are key cells in
control of infections caused by Staphylococcus
aureus (Harrington et al. 2005, Sladek & Rysanek
2006, Hill & Imai 2016). Neutrophil recruitment
and abscess formation are characteristic of
S. aureus infections and are required for the
pathogen elimination (Kobayashi et al. 2015).

S. aureus is a gram-positive bacteria and
catalase-positive cocci. This pathogen generally
isanunencapsulated bacteria, hasapproximately
0.5 to 1.5 uym in diameter, is immobile, and

Moderate physical exercise represents a
resistance factor for the onset of infections
by stimulating the immune system protective
response (Viana et al. 2014). However, high
intensity exercises may lead to increased
susceptibility to infectious conditions (Nieman
2007, Priebe et al. 2009). The duration, intensity,
and frequency of exercise can directly influence
the formulation of a protective response
by modulating the number of circulating or
recruited leukocytes to the infectious site
(Nieman & Nehlsen-Cannarella 1994, Matthews
et al. 2002, Escribano et al. 2005, Nieman et al.
2011, Araneda et al. 2016, Lu et al. 2017).

The fluctuation in leukocyte concentration
in different body regions is determined by

An Acad Bras Cienc (2022) 94(2)
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Evaluation of different protocols using antimicrobial
photodynamic therapy with curcumin and blue led light
control of Escherichia coli in vitro
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ABSTRACT. Escherichia coli (E. coli) is a gram-negative bacterium extremely relevant in the context of
public health, being involved in the development of several diseases worldwide. The main treatment
available for infections caused by E. coli is the use of antibiotics. However, several strains of this bacterium
have shown resistance to available antibiotics, necessitating the development of alternative treatment
methodologies. In this scenario, Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) emerges as an excellent
viable alternative to antibiotic use. This study aimed to standardize protocols based on aPDT utilizing
curcumin as photosensitizer activated by blue LED light for the control of E. coli in vitro. Curcumin solutions
of 60, 80, and 100 pg mL ' were made and photoactivated by blue LED light with fluencies of 6.6, 13.2, and
19.8 ] em™. E. coli (ATCC" 25922 ™) was cultured for 24 hours at 37 °C. Bacterial suspensions of 1.5 x 10°
CFU mL! were exposed to aPDT treatments. Control groups were established for each light dose and
curcumin concentration. Protocols using 80 and 100 pg mL! curcumin solution with19.8 ] cm irradiation
effectively inhibited bacterial growth, suggesting significant antibacterial activity (p-value < 0.05), and are
recommended for this purpose.

Keywords: microbiology; photochemotherapy; optics and photonics.
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Introduction

Escherichia coli is a Gram-negative and aerobic facultative bacillus belonging to Enterobacteriaceae family,
commonly found in the microbiota of mammals, and residing commensally in the small intestine (Jang et al.,
2017). Although E. coli is typically part of the human microbiota, some strains have pathogenic potential and
can cause several diseases such as urinary infections, diarrhea, gastrointestinal infections, and extraintestinal
infections such as mastitis, meningitis, and sepsis (Baliére, Rincé, Delannoy, Fach, & Gourmelon, 2016; Jang
et al., 2017). Among pathogenic E. coli strains, enteropathogenic (EPEC), uropathogenic (UPEC) and Shiga
toxin (STEC) producers are the main strains responsible for disease in humans (Baliére et al., 2016). Diarrhea
caused by E. coli results in approximately 700-800 million cases annually, leading to the death of 300,000 to
500,000 people worldwide each year (Kim, Cho, & Rhee, 2017). Urinary tract infections are also primarily
caused by E. coli and affect over 150 million people annually in the United States (Flores-Mireles, Walker,
Caparon, & Hultgren, 2015).

The conventional treatment for infections caused by E. coli consists involves the use of antibiotics.
However, due to the misuse of antibiotics, many strains of E. coli have developed resistance to available
antibiotics by selective genetic pressure and horizontal gene transfer among them (Alekish, Ismail, Albiss, &
Nawasrah, 2018). These changes enhance the bacteria's ability to evade and resist these medications,
increasing the need for alternative treatments to combat such infections (Martinez, 2014). In this context,
many studies have displayed the bactericidal effect of antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) and its
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Coffee is one of the main tropical crops, with Brazil accounting for more than a third of global production. It
Nanotechnology contains bioactive compounds such as chlorogenic acids that provide health benefits, such as antimicrobial
Bioeconomy

activity, and is a natural alternative in combating antibiotic resistance, currently one of the major global threats
to public health. Additionally, antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) has also emerged as a way to
overcome microbial resi using pk i light and oxygen to generate reactive species that elim-
inate microorganisms. Microemulsions were prepared by the spontaneous emulsification method, containing
green coffee oil and extract, stabilized by surfactants. The dispersed systems obtained presented droplet size of
approximately 25-60 nm, PDI of 0.088-0.290 and zeta potential of approximately —12 to —25 mV, at different
temperatures and stability tests. In addition, they d rated ian fluid bel with a viscosity of
approximately 30 cP. Furthermore, they were effective in treating microorganisms at lower doses than previously
reported in the literature and were enhanced when associated with photodynamic therapy, acting at a minimum
concentration of green coffce extract of 250 pg ml~! and when photoactivated, acting at 125 pg ml~", and they
also exhibited activity in the absence of the incorporated extract. This study reveals a product that structures the
use of plant-derived substances in the pharmaceutical industry, stimulating the bioeconomy and contributing to
family farming, considering the economic importance of coffee in Brazil.

Bioactive compounds
Pharmaceuticals
Natural products
Photosensitizer

1. Introduction responsible for about 50 % of the world-coffee production, and Brazil

alone responds for more than one third of the global coffee production

Coffee is one of the most important tropical crops worldwide, with its
cultivation occupying 1 million hectares of the 1.59 billion ha dedicated
to permanent crops worldwide [1]. The earliest substantiated evidence
of either coffee drinking or knowledge of the coffee tree is from the 15th
century, in the Sufi monasteries of Yemen. In the 16th century, coffee
spread throughout the world, with America being one of the last places
to receive the coffee seed [2]. Today, Brazil, Vietham and Colombia are

* Corresponding author.
E-mail address: amaraljg@yahoo.com.br (J.G. Amaral).

https://doi.org/10.1016/j.jddst.2025.107094

and exports [3].

The chemical composition of coffee beans depends on the species,
variety, and fruit ripeness as well as the environment, bean harvesting
methods, and storage conditions [4]. But in general, consists of several
bioactive components including chlorogenic acid (CGA), trigonelline,
caffeine, diterpenes, such as cafestol and kahweol, fatty acids, sterols,
among others [5,6]. Due to the presence of these compounds, coffee not

Received 11 February 2025; Received in revised form 29 April 2025; Accepted 26 May 2025
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llluminating New Frontiers: Exploring the Photosensitizing
Potential of Passiflora Species in Combating
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and

Their Infection in Senescent Mice

Caroline Vieira Gongalves, Maria Poliana Leite Galantini, Igor Pereira Ribeiro Muniz,
Paulo Henrique Bispo Lima, Israel Souza Ribeiro, Maria Eduarda Santos de Oliveira,
Caio Oliveira Lopes de Magalhdes, Maria Elisa Santos Flores, Samara Lopes de Oliveira,
Catarina Silva Guimardes, Paulinne Moreira Lima, Luisa 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.

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.[>3] An example
of these factors is skin thickness, which
changes with age, tending to become
thinner over time.*] 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.]

S. aureus is a pathogen that causes
skin and soft tissue infections as well
as serious invasive diseases such as sep-
sis and endocarditis.!®! 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

1. Introduction

The elderly represent the population with the highest risk of in-
fections and the worst prognosis for infectious diseases.!!! This

case with methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).[78
In parallel with the difficulty in finding effective drugs against
MRSA, there is significant concern about infection control in im-
munosenescent individuals.®1%)
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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.['!] 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.1'213] 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.['* This factor contributes to its indiscrim-
inate use, culminating in the current antimicrobial resistance
crisis.!’ Furthermore, most small molecules currently in clin-
ical development or recently approved are modifications of ex-
isting chemical structures.['] 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 of materials with novel antibacterial functionalities to the
investigation of alternative therapies,!*’"'? including compounds
of natural origin.[20-22l

In light of these issues, Antimicrobial Photodynamic Ther-
apy (aPDT) has emerged as a potential alternative for treating
multidrug-resistant bacterial infections.[?)] In the skin, aPDT
has been shown to reduce MRSA colonies.**?8] 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.[??! Moreover, when combined with aPDT, it could
provide necessary guidance for understanding therapies aimed
at immunosenescence.3%-32!

aPDT employs a combination of photosensitizers with a spe-
cific light source, capable of generating molecules that act
selectively.**] Therefore, one of the main components of PDT
is the chemical agent called photosensitizer (PS).*l 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.’>37] Recent studies have demonstrated the ability of cer-
tain compounds, such as plants with a high flavonoid content, to
exhibit antimicrobial photodynamic activity.!?*]

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.’®%] 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.[*’l Among these species, Pas-
siflora cincinnata is the least reported in the literature, but it
contains flavonoids in its major compounds.*!) 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.[*?]

I. S. Ribeiro

Paulo Freire Campus - Federal University of Southern Bahia

Joana Angélica Square, S3o José, 250, Teixeira de Freitas, Bahia CEP:
45.988-058, Brazil
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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 pg mL™! for P. edulis and P. alata, and
10 pg mL! for P. cincinnata). This was due to saturation ob-
served in the P. cincinnata graph when tested at 100 pg mL™".
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 robust model 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 pug/mL. P. cincinnata
(Figure 3c,d) exhibited significant photosensitizing activity at a
concentration of 100 ug mL™". 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

Adv. Biology 2025, €00254 e00254 (3 of 12)

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 x 10* 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.

Adv. Biology 2025, 00254

€00254 (4 of 12) © 2025 The Author(s). Advanced Biology published by Wiley-VCH GmbH

85U8017 SUOWILIOD BAIIRID) 3|qedldde ayp Aq peusenob are sspile O ‘8sh JO SajnJ o Areiq) 8UIIUO AB|IAN UO (SUORIPUOD-PUB-SWLBY/LIOY A3 1M ARe.d U |UO//SdNL) SUORIPUOD PUe SWB | 83U} 88S *[5202/60/ST] U0 ARiqiauluo A8|iM ‘seded Aq #5200G202 1APe/200T OT/10p/LL0o A3 | 1M Azelq | pul|Uo paouApe//Sdny o) pspeojumod ‘0 ‘86TOT0LZ


http://www.advancedsciencenews.com
http://www.advanced-bio.com

ADVANCED
SCIENCE NEWS

ADVANCED
BIOLOGY

www.advancedsciencenews.com

www.advanced-bio.com

a
% % K
| * %k
2xt05 | &
T
= |
E 1.5x105
2
@ 1%105
§ d
o 5x104~ Without light With light
o
DI GTA B  PANPNSPAN
& Og\xg\xg\x@‘%@&@& LLLLSL <
\&vx (g s x\'x\'x\’x\’xvx 2 2
D' A A x
S ateeeete 2 g
S Y ¥ ¥
ST €S8
b
* ¥
| * %k -l =
2%10 | g’ E
x - * = @
| S 3
T 1.5x1054
=
w
3] i
g 0
Ky
©
o 5%104 5 a
S
% &
i By
’ o S TS S S S S B ?
SOSN8
F &
“‘t@i@g@i@i@% e‘?&e&\o‘?o"\o‘?é
LSS LSS
—
E [ =
c s 3
| = 3
e 8 3
E
2%105 ‘ ‘]
-l
£
D 1.5x10%+
3]
il
§ 1%105
£
Q
5 5x104
Q
0
AP SR R S T
2§ S QOO
FIPEEFE 88
PN N N
S & &

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 ug mL~" for P. edulis and P. alata. In contrast, they were tested at 100, 50, and 10 ug mL™!
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 photosensit
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.
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ing activity of butanolic fraction of P. cincinnata. The p-value was considered significant when

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-1p (Figure 6a), IL-12p70
(Figure 6b), IL-17A (Figure 6¢), IL-10 (Figure 6d), and TNF-a
(Figure 6e). In contrast, we observed differences in cytokine cor-
relations among the vehicle (Figure 6f), P. cincinnata (Figure 6g),

© 2025 The Author(s). Advanced Biology published by Wiley-VCH GmbH

85UB017 SUOWILIOD 3RS0 3(cedl|dde au Aq peusenob afe Sapie VO ‘88N JO SN 104 AReiq 18Ul UO A8 ]I UO (SUORIPUOD-PUE-SWLSH D" A3 1M Afe.q 1 Bu1|UO//STY) SUORIPUOD Pue SWie | 83U} &8s *[5202/60/ST] Uo Areiqiauliuo A8|iM ‘ssded Ad #52005202  10PR/200T OT/I0p/W00 A8 | M ARIq 1 oulJUO"paoURApe// SRy Wouy papeo|umod ‘0 ‘86TOT0LE


http://www.advancedsciencenews.com
http://www.advanced-bio.com

ADVANCED
SCIENCE NEWS

ADVANCED
BIOLOGY

www.advancedsciencenews.com

Percentage of weight loss

T T T
Oh 24h 48h 72h

Time after infection

www.advanced-bio.com

b *
800
-e- Vehicle
-& P.cincinnata 600 —_
-+ aPDT
2 400
200
0- T
& & S
KU
o
q.

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-1f 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-a with IL-1§ (r = 1.00). The IL-17A with
IL-1p 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,
and P. cincinnata) against MRSA. 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.['’~11 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 resistant microorganisms. The constituents of
the extracts can act synergistically, enhancing the photosensitiz-
ing power.2*##] 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.

Adv. Biology 2025, €00254 €00254 (6 of 12)

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.[*>#¢] Studies have identi-
fied several compounds, mainly the flavonoid C-glycosides, re-
sponsible for these activities.’] From a search in the literature,
it has been shown that species of the genus Passiflora have a high
content of flavonoids.[*¥%] Dos Santos et al. (2019) address that,
possibly, extracts formed mainly through flavonoids may be re-
sponsible for the photodynamic activity of Myrciaria 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.’®! Therefore, few
studies investigate the possible biological effects of P. cincinnata
extracts.’!] 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.[*?°2] 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 pg mL~".

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.>3] 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 the mini-
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 by MRSA.[4752]
In contrast, our in vitro results show that the butanolic fraction
of photoactivated P. cincinnata at a concentration of 100 pg mL~!
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Figure 5. Bacterial load and leukocyte cell influx. Ears were sectioned to 4 um, 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. ¢) The number of polymorphonuclear leukocytes. d) The number of mononuclear leukocytes. e) Representative photomicrographs of the

infiltrates taken with the 40X objective rep
by asterisks, where “p < 0.05; ““p < 0.071;

< 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-p-glucopyranoside, isovitexin-2"-O-

Adv. Biology 2025, €00254 e00254 (7 of 12)

nting the vehicle, P. cincinnata, and aPDT groups. The p-value was considered significant when represented

p-xylopyranoside, and isoorientin-2-O-f-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.l>*!

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
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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-a, IL-15, IL-12p70, IL-17A, IL-10) by ELISA. TNF-a. b) IL-18. ¢) IL-12p70. d) IL-17A. €) 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.I?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.>>) 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.>®! In assessing the bioactivity of P. cincinnata
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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.!*’l 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.!?’!

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,*®! 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.l) The P. cincinnata
can probably eliminate the microorganism in situ, bypassing the
senescent immune system’s difficulty in recruiting more leuko-
cyte cells.>?] The critical point is that exacerbated inflammation
would not be helpful in controlling the microorganisms in older
individuals.[5%]

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.*}] Due to their highly reactive nature, ROS have
very short half-lives and are rapidly degraded or neutralized in
the cellular environment.l°!l 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,[#7>%] 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.[*%’] 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 with more positive
correlations among the analyzed cytokines,[®?! 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-a 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 becoming more pro-
nounced in the aPDT group. It was recently demonstrated that
the combined treatment of IL-10+, IL-12+, TNF-«a, decreased
oxidative stress, CXCL8, and CXCR1 expression through the
mitigation of the TNFR1-IL-1R-NF-xB inflammatory pathway in
S. aureus.!®] Furthermore, high levels of proinflammatory cy-
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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.[64-60] 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
Pussiflora 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 Vitéria 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: H,0) (7:3 v/v) and partitioned
with dichloromethane (CH,Cl,) (3 x 83 mL). 133.3 mL of H,O was added
to the MeOH: H, O phase, and ethyl acetate (AcOEt) (3 x 83 mL) was par-
titioned. The 66.7 mL of H,0 was added to the MeOH: H,O phase, and
n-butanol (BuOH) (4 x 83 mL) was partitioned. The BUOH phase 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 with methanol
(MeOH). This sample was eluted with MeOH, maintaining a flow rate of
~1.5 mL min~. 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 Farmacéuticos 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 ug mL™" concentration, while P. cincin-
nata in 10 ug mL™", 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™!
penicillin, and 100 mg mL™" of streptomycin at 37 °C in 5% CO,. HU-
VECs were seeded at 3 x 10* per well in 96-well microplates to assess cy-
totoxicity. After 24 h, a new medium containing P. edulis (2000, 1500, 1000,
500 or 100 ug mL™"), P. alata (2000, 1500, 1000, 500, and 100 ug mL™"),
and P. cincinnata (500, 100, 50, 10, and 5 ug mL‘1) or medium and dilu-
ent controls (distilled water) was added and incubated at 37 °C and 5%
CO, for 24 h. After treatment, cells were incubated with MTT (5 mg mL™",
20 L per well (MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) for 3 h at 37 °C. Then, 100 uL per well of PBS containing 10%
SDS and 0.01 m HCl (18 h, 37 °C, and 5% CO,) was added. The ab-
sorbance was read in a multiwell scanning spectrophotometer (Multi-
skan GO Microplate Spectrophotometer —Thermo Scientific) at 570 nm.
The 1Csy value, representing the Passiflora extracts concentrations that
decrease viability to 50% (ICs), 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 pg mL~". At the same time, they were tested at concentrations
of 100, 50, and 10 ug mL~" 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 uL,
containing 1-5 x 108 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 pL of saline in the control group. In the group contain-
ing Passiflora extracts, 10 pL of MRSA + 10 pL of extract (at the specified
concentrations) + 980 uL of sterile saline were placed in each well. Light
control groups also received 10 uL of MRSA + 990 uL 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 uL of MRSA + 10 uL of extract (at the indicated concentrations)
+ 980 pL of saline + exposure to blue LED light 20 min (56.4 ] cm™2). Af-
ter the addition of all components, a pre-irradiation time of 5 min was
respected in all groups. After that, 10 uL 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
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for the development of this work.[?>27] The animals were housed in the
vivarium of the Federal University of Bahia - Multidisciplinary Institute in
Health - Campus Anisio 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 10® CFU of MRSA in 10 uL;
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 ug
in 10 uL (concentration defined based on in vitro tests). All procedures
were performed with animals anesthetized using xylazine and ketamine at
10 and 50 mg k~'g™" doses. After 24 h of infection, aPDT animals were
treated with butanolic fraction P. cincinnata intradermally (10 uL contain-
ing 100 ug) in both ears, previously photoactivated (ex vivo) with blue LED
light (450 nm) for 180's (13.5 ] cm~2), with the equipment positioned 1cm
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 pL of the vehicle. On the other hand, the
PS control animals were treated with the butanolic fraction P. cincinnata
(100 pg in 10 uL) without light activation. The entire procedure was per-
formed with the animals anesthetized using xylazine and ketamine at 10
and 50 mg kg™, 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~'g™", 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
1 mL of sterile saline, and then plated using 50 uL in 20 mL of BHI medium
with oxacillin (6 ug mL™"). 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 um) 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-a, IL-14, I1L-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 < 0.007).
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ANEXO 5
Cadastro SisGen
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Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n? AE76E5D

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n°® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimbnio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e nao foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagao nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: AE76E5D

Usuario: UFBA

CPF/CNPJ: 15.180.714/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Passiflora cincinnata
Passiflora edulis
Passiflora incarnata
Passiflora alata

Titulo da Atividade: Estudo quimico e desenvolvimento de produtos com espécies do género
Passiflora L.

Equipe

Juliano Geraldo Amaral Universidade Federal da Bahia

Catarina Silva Guimaraes Universidade Federal da Bahia

Caroline Vieira Gongalves Universidade Federal da Bahia

Robson Amaro Augusto da Silva Universidade Federal da Bahia

Gabriel Azevedo De Brito Damasceno Universidade Federal da Bahia

Data do Cadastro: 12/04/2023 12:02:08

Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbnio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:31 de 07/08/2025.
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E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN AN ASSOCIADO - SISGEN
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ANEXO 6
Aprovacio do CEUA



Pagina1del

4 Universidade Federal da Bahia
‘2 Instituto Multidisciplinar em Saide - Campus Anisio Teixeira %
-3 COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS UFBA
(CEUA - IMS/CAT - UFBA)

PROJETO DE PESQUISA - Protocolo 113/2022 - Apreciagao em 08/03/2023 — Aprovado sem restrigoes

Titulo: Acdo fotossensibilizante do extrato de espécies vegetais contra Staphylococcus Aureus resistente a
meticilina em modelo murino de senescéncia.

Protocolo: 113/2022
Pesquisador: Robson Amaro Augusto da Silva

Instituicao: Instituto Multidisciplinar em Saude - Campus Anisio Teixeira — UFBA

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA - IMS/CAT - UFBA) certifica que o projeto de pesquisa “Agao
fotossensibilizante do extrato de espécies vegetais contra Staphylococcus Aureus resistente a meticilina
em modelo murino de senescéncia”, Protocolo n® 113/2022, do pesquisador Robson Amaro Augusto da Silva, que
foi submetido a avaliagdo desta Comissao, estd de acordo com os principios éticos da experimentagcdo animal e foi

aprovado na 432 Reunido Ordinaria 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 n° 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.

Vitéria da Conquista, 08 de margo de 2023.
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Leandro Martins de Freitas
Vice — Coordenador
CEUA - IMS/CAT — UFBA

CEUA - IMS/CAT - UFBA
Prédio Administrativo IMS/CAT - UFBA (1° andar) - Rua Hormindo Barros, 58 - Quadra 17 - Lote 58 - Bairro Candeias - Vitoria da Conquista - BA - CEP 45.029-094
Home Page: http://ceua.ims.ufba.br/  e-mail: ceuaimsufba@ufba.br
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