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INTRODUCAO

Infeccbes mediadas por Staphylococcus aureus sdao consideradas uma das
principais causas de infec¢Ges nosocomiais na América Latina, com ameaca significativa
a salde publica. O tratamento dessas infec¢bes apresenta limitacGes relacionadas,
especialmente, ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, considerando a
presenca de barreiras bioldgicas e a capacidade do S. aureus de formar biofilmes (quorum
sensing) Vanegas (2019).

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) é uma estratégia terapéutica para
o controle das infec¢bes causadas por S. aureus, na qual é pouco provavel o
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana. Ela é regulada pela acdo de um
fotossensibilizador (FS) excitado pela absor¢édo da luz, resultando na geracao de espécies
reativas de oxigénio que sdo altamente citotoxicas as células-alvo, como as bactérias
Huang et al (2017).

Embora a literatura seja clara ao considerar a TFDa como uma terapia eficiente
no controle de infeccBes e reducdo de microrganismos, existem variados protocolos da
TFDa referentes ao FS (tipo, concentracéo ideal e periodo de pré-radiacéo) e a fonte de
luz (densidade de energia, poténcia, tempo de irradiacdo e comprimento de onda)
Demidova & Hamblin (2004), que podem ser aplicados aos diferentes desafios
microbianos. Ainda assim, alguns parametros da TFDa ainda se mostram limitados e a
insercdo direcionada para a nanotecnologia oferece possibilidade de superacdo dessas
limitagdes potencializando os efeitos da TFDa contra bactérias patogénicas.

O uso da nanotecnologia, especialmente através da conjugacao de nanoparticulas
de ouro (AuNPs) ao FS, pode potencializar os efeitos citotoxicos da TFDa contra S.
aureus. A escassez de estudos envolvendo AuNPs conjugadas com o 1,9-dimetil azul de
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metileno (DMMB), visando a inativacdo do S. aureus, estimulou a realizacdo dessa
pesquisa. O presente plano de trabalho teve como objetivo avaliar atraves de analise
microbioldgica, a efetividade da TFDa com uso de FS conjugado DMMB-AuUNPs, em
feridas potencialmente contaminadas por S. aureus, em dorso de ratos.

METODOLOGIA

O protocolo dessa pesquisa foi aprovado pela Comissdo 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. A cepa bacteriana usada nesse experimento foi S. aureus ATCC
25923, que faz parte da colegdo de culturas do Laboratério Labchecap (Salvador, BA,
Brasil).

Vinte a quatro horas ap6s a inoculagdo de S. aureus, foi feita uma coleta das
secre¢Oes das feridas dos animais para confirmar a contaminacédo através da semeadura
em meio Baird-Parker e contagem das UFC. Quarenta e oito horas ap0s a inoculacao de
S. Aureus Oliveira et al. (2003), os animais foram organizados em 08 grupos
experimentais para receber tratamentos especificos: G1 Controle; G2 LED, G3 DMMB,
G4 LED+DMMB G5 AuNP, G6 DMMB+AuNPs, G7 AuNPs+LED; G8
AUNPs+DMMB+LED

Para a realizacdo da TFDa, foi utilizado como FS, o conjugado DMMB-AUNPs.
Para conjugacéo 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 0 DMMB-AUNPSs, foi de
cinco minutos, Monteiro et al. (2020). Para excitar o FS foi utilizado o LED vermelho,
A630+£20nm, CW, poténcia de 125+5 mW, densidade de energia 12J/cm2 (Fisioled,
MMOptics, Sdo Carlos, SP) para calculo em uma area média de incidéncia de 0,785cm?
e tempo de 192 segundos.

Imediatamente ap0s os tratamentos experimentais, as amostras foram coletadas
para a analise microbioldgica, por meio da contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) e calculo do log de UFC/mL (Log10 UFC/mL). Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas. Os valores foram expressos como média log 10 e as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad® Prism 8.1 (San Diego-
CA, USA). Foi utilizado o teste ANOVA unidirecional e teste de Tukey mdaltiplas
comparagOes. Para as analises foram considerados como estatisticamente significante o
p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram obtidos grupos homogéneos, sem diferenca, e os dados resultantes em
todas as condicdes experimentais podem ser visualizados na Figura 1.
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Figura 1: Representacdo grafica das analises estatisticas ANOVA e Tukey, entre 0s grupos controle, LED,
DMMB, LED+DMMB, AuNP, DMMB+AuNP, AuNP+LED e AuNPs + DMMB + LED. Ns
(insignificante), **p=0.0014, ****p<0.0001.
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Esse estudo avaliou, in vivo, a efetividade da TFDa em feridas potencialmente
contaminadas por S. aureus, através do percentual de reducdo microbiana por meio da
contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC). Dos 08 grupos experimentais,
exclusivamente os grupos de TFD, (AuNPs+DMMB+LED e LED+DMMB) foram
capazes de demonstrar efeito bactericida significativo contra S. aureus, promovendo
reducdes de 99,9993% (p<0.0001) e 99,994% (p<0.0001), respectivamente. Quando
comparamos esses dois grupos, foi identificada uma diferenca com significancia
estatistica entre eles (p=0.0014), demonstrado que a incorpora¢do da nanotecnologia na
TFDa, através do uso de nanoparticulas de ouro, potencializa a morte celular de S. aureus.
Destaca-se ainda que o uso da nanotecnologia em nossa analise in vivo foi capaz de
demonstrar um efeito bactericida com reducéo de 4 log UFC/mL em relacdo ao grupo
Controle.

Achados semelhantes foram também obtidos no estudo in vitro de Monteiro et al.
(2020) e ressaltam o potencial do DMMB como um corante fotoativavel, capaz de
produzir cataliticamente espécies oxidantes e levar a morte microbiana. Quando
conjugado a AuUNPs, observou-se uma potencializacdo significativa da acgéo
antimicrobiana, sugerindo que as AuNPs s@o nanocarreadores promissores e agentes de
entrega de corantes. Quanto a comparacao com os resultados alcangados nos estudos in
vivo e in vitro, obtivemos uma taxa de reducdo microbiana para 0S grupos
AuNPs+DMMB+LED (99,9993%) e LED+DMMB (99,994%) superior ao observado na
andlise in vitro de Monteiro et al. (2020), AuNPs+DMMB+LED (99,994%) e
LED+DMMB (99,96%). Esse aumento percentual na reducdo microbiana pode ser
justificado pelo modelo experimental in vivo, na qual devemos considerar a complexidade
do sistema bioldgico, e uma atuagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro sobre o
microrganismo inoculado, Madigan et al. (2009).

Semelhantemente ao presente trabalho, Darabpour et al. (2017) empregou o0 MB
como FS associado a AuNPs fotoativado com um laser de diodo 650 nm, os resultados
demonstraram a inativagéo in vitro de S. aureus com reducdo significativa da carga
microbiana (reducdo > 5 log UFC). Outro estudo avaliou in vitro os efeitos da TFDa
utilizando o MB, conjugado com nanocascas de ouro com espessura de 21,5 nm, contra
as cepas de C. albicans e S. aureus. Em relacdo ao S. aureus, a conjugacdo do FS a



nanocascas de ouro reduziu em 3x o tempo de iluminacéo da TFDa, para erradicacéo total
das células bacterianas, Correia (2018).

A proposta terapéutica do presente estudo demonstrou resultados promissores,
com potencial de aplicagio em estudos clinicos e servicos de sadde. E necessario ressaltar
que o protocolo utilizado nesse estudo foi baseado em uma unica aplicacdo, sendo
possivel sua repeticao objetivando resultados ainda melhores, uma vez que a TFDa néo é
capaz de causar resisténcia microbiana.

CONCLUSAO

O wuso da nanotecnologia (AuNPs) associada a um fotossensibilizador
fenotiazinico (DMMB), nos parametros da fonte de luz LED empregada, potencializou a
TFDa, sendo considerada um tratamento promissor frente a cepa de S. aureus.
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