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INTRODUCAO

A ruptura da continuidade normal das estruturas corporais leva a formacao de uma
ferida, e a reparacdo desse tecido constitui um processo bioldgico pelo qual o organismo
tenta regenerar a area lesionada, restaurando sua estrutura e fun¢do. Contudo, a presenca
de bactérias patogénicas na ferida esta relacionada a sua cronicidade, uma vez que a
colonizagdo bacteriana retarda o processo de cicatrizagdo da pele e das membranas
mucosas, como descrito por Rahim ez al. (2017).

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) constitui uma abordagem
terapéutica promissora no controle de infecgdes causadas por Staphylococcus aureus,
caracterizando-se pela baixa probabilidade de induzir resisténcia microbiana. O
mecanismo de acdo baseia-se na utilizagdo de um fotossensibilizador (FS), que, ao ser
ativado pela absor¢ado de luz em comprimento de onda especifico, desencadeia a produgdo
de espécies reativas de oxigénio altamente citotoxicas para as células-alvo, incluindo
bactérias (Huang et al., 2017).

O Staphylococcus aureus ¢é o principal representante do grupo dos estafilococos,
frequentemente associado a feridas infectadas. Sua presenca interfere negativamente nos
processos de remodelacdo e reparo tecidual, além de aumentar significativamente o risco
de infecgdes sistémicas graves, como relata Monteiro et al. (2020).

Assim, considerando que as infec¢des estafilocdcicas representam um importante
problema de satde publica devido a elevada resisténcia desenvolvida por Staphylococcus
aureus aos antibioticos convencionais, torna-se evidente a necessidade de investigar
terapias alternativas com potencial inovador e eficaz. Portanto, partindo da hipdtese de
que a TFDa com DMMB-AuNPs, quando ativada por LED, poderia exercer efeito
bactericida sobre S. aureus e influenciar positivamente o processo de reparo tecidual, o
presente experimento teve como objetivo avaliar, por meio de analises histoldgicas, os
efeitos da TFDa na cicatrizagao de feridas contaminadas em dorso de ratos, utilizando o
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conjugado DMMB-AuNPs associado a luz LED vermelha (A 630 & 20 nm, 125 mW, 12
J/em?, 192 s).

MATERIAL E METODOS

O protocolo dessa pesquisa foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (Instituto de Ciéncias da Saude) (CEUA/ICS.UFBA) sob o n® 7290250722.
Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar, machos, idade média de trés meses, peso
entre 250 e 300g alojados no laboratorio de Experimentacdo Animal da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA).

Para realizacdo das feridas cirirgicas infectadas, os animais foram anestesiados,
realizou-se a tricotomia do dorso do animal e antissepsia local com solugdo de clorexidina
a 2%. A incisdo cirirgica foi realizada com bisturi com ldmina n°15 seguindo a
demarcagdo e para confirmar a dimensao da ferida utilizou-se um paquimetro (Mitutoyo,
Sao Paulo, Brasil).

A cepa bacteriana usada nesse experimento foi S. aureus ATCC 25923. Vinte e
quatro horas apos a inoculacdo de S. aureus, um swab foi coletado das secrecdes das
feridas e semeadas em placas de petri com meio Baird-Parker para confirmar a
contaminagdo. Apos incubadas em uma estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas foi
realizada a contagem das UFC. Quarenta e oito horas ap6s a inoculagdo de S. aureus, apos
confirmagdo da infec¢do, os 24 animais contaminados foram organizados em quatro
grupos experimentais (Controle, LED, DMMB-AuNPs ¢ DMMB-AuNPs + LED) que
receberam tratamentos especificos.

Para preparacdo do conjugado DMMB+AuNPs foi utilizado o corante 1,9 dimetil
azul de metileno (DMMB) (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e as nanoparticulas
de ouro esféricas (AuNPs) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), conforme Monteiro
(2020). O tempo de pré-irradiacdo, que corresponde ao periodo necessario para que a
bactéria absorva o DMMB-AuNPs, foi de cinco minutos, Monteiro ef al., (2020). Para
excitar o FS foi utilizado o LED vermelho, A630+20nm, CW, poténcia de 125+5 mW,
densidade de energia 12J/cm? (Fisioled, MMOptics, Sdo Carlos, SP) para cilculo em uma
drea média de incidéncia de 0,785cm? e tempo de 192 segundos.

Ap0s os tratamentos experimentais, amostras foram semeadas em triplicata em
placas de petri com meio Baird-Parker. Subsequentemente, foram incubadas em uma
estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas. Apds o periodo de incubagdo, uma analise
microbioldgica foi realizada através da contagem de unidades formadoras de colonia
(CFU/mL), calculo do log CFU/mL (Logl0 CFU/mL) e organizagdo dos dados para
analise estatistica utilizando o software GraphPad® Prism 8.1 (San Diego, CA, EUA). A
analise foi feita com método ANOVA e o teste de Tukey, com significancia estatistica
definida em p<0,05 (Brito Junior, et al 2025).

No sétimo dia, foi realizada a bidpsia excisional da ferida com o auxilio de um
bisturi e a eutanésia do animal por meio de sobredosagem anestésica. O espécime tecidual
foi colocado em recipiente previamente identificado contendo solucdo fixadora de
formalina a 10% e foram encaminhados ao Laboratério de Anatomopatologia da
Faculdade de Odontologia da UFBA, para inclusdo em blocos de parafina e corte em
micrétomo. Depois as laminas foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia da
Faculdade de Odontologia da UNICAMP para realizar a coloragao de Picrosirius, que se



associa especificamente as fibras coldgenas, permitindo avaliar sua organizacdo e
maturidade, e onde foram realizadas as imagens de microscopia de luz polarizada. Todas
as analises subsequentes foram realizadas por um observador cego ao tratamento, que
avaliou descritivamente as caracteristicas morfologicas (grau de reepitelizagdo, formacao
de tecido de granulacdo e organizacao de colageno).

RESULTADOS

Os resultados referentes a analise microbiologica foram recentemente divulgados
por Brito Junior et al. (2025) e demonstram que o efeito bactericida da terapia
fotodindmica foi verificado apenas na condi¢do em que o conjugado DMMB-AuNPs foi
ativado pela luz LED, evidenciando a eficicia antimicrobiana da TFDa frente ao
Staphylococcus aureus com redugdo significativa da carga bacteriana em relacdo ao
grupo Controle (p < 0,0001), correspondendo a uma diminui¢do de 99,999% —
equivalente a uma redugdo de 5 log de CFU/mL.

A andlise histologica comparativa evidenciou diferentes estdgios do processo de
reparo tecidual (Tabela 01).

Tabela 1: Avaliacdo histoloégica comparativa entre os grupos Controle, LED, DMMB-AuNPs e DMMB-
AuNPs + LED.

Grupo Reepitelizaciao Tecido granulaciao Fibras colagenas

Desorganizadas, rarefeitas,
Controle Nenhuma Nenhuma predominio de coldgeno imaturo
(III), baixa birrefringéncia

Feixes mais densos,
LED Migrante, epitélio incompleto Hipocelular, poucos vasos parcialmente organizados,

mistura de colageno Il e I

Organizagdo irregular,

DMMB- Hipertrofico, estrato corneo . i fragmentada, predominio de
. Muitas células, poucos vasos > . N
AuNPs parcial colageno III, birrefringéncia
moderada
Colageno maduro, espesso e
izad dominio d
DMMB- Completo, continuo, estrato Mais fibras, poucas células ((::)glzn;i) ?,tf)irrie?rri]:lmézciz
AUNPs + LED corneo integro 43 & ’ &

intensa, remodelamento em
curso

No grupo Controle, observa-se auséncia de reepitelizacao, sem formacao de tecido
de granulagdo e com fibras coldgenas desorganizadas, refletindo um processo de
cicatrizagdo interrompido. A intensidade da birrefringéncia parece reduzida em algumas
areas, o que pode refletir degradacdo enzimatica do coldgeno devido a agdo bacteriana (S.
aureus) e a resposta inflamatoria. O grupo DMMB-AuNPS + LED apresentou um padrao
mais maduro de cicatrizacdo, com reepitelizacdo completa, estrato cérneo integro e
continuo, tecido de granulacio menos celular, porém rico em fibras coldgenas
organizadas, indicando transi¢do da fase proliferativa para remodelamento tecidual. Esses
achados sugerem que a terapia fotodinamica antimicrobiana (DMMB-AuNPS + LED)
potencializou a resposta cicatricial, promovendo maior deposi¢do de matriz extracelular
e matura¢do do tecido quando comparada as demais intervengoes.



Figura 1: Coloraggo de Picrosirius do grupo DMMB-AuUNPS + LED analisado em microscopia otica sob
luz branca e luz polarizada.

CONSIDERACOES FINAIS

Os achados deste estudo evidenciam que a terapia fotodindmica antimicrobiana
com DMMB-AuNPs, ativada por LED, apresentou um efeito bactericida expressivo
frente ao S. aureus, promovendo uma reducao significativa da carga microbiana e impacto
direto no processo de reparacdo tecidual em comparacdo aos demais grupos
experimentais.
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