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TERAPIA FOTODINAMICA COM CURCUMINA NANOENCAPSULADA COMO
FOTOSSENSIBILIZADOR ASSOCIADA A TETRACICLINA NA INATIVAGCAO DO
BIOFILME DE Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA - Estudo in
vitro

Resumo

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma bactéria Gram-positiva
que constitui um dos maiores desafios para a saude publica global, sendo sua
sobrevivéncia potencialmente aumentada pela formagao de biofilme. Isso evidencia a
urgéncia no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, como a Terapia
Fotodinamica (TFD). O objetivo do trabalho foi analisar o efeito antimicrobiano da TFD
usando a curcumina nanoencapsulada em albumina sérica bovina (BSA), podendo
estar associada a tetraciclina, em biofilme de MRSA. A NanoBSA nas formas catiénica
e anibnica, foi avaliada nas concentragcdes de 3,0,2,0e 1,0 x 107 mol.L™", assim como
sua associagao com tetraciclina (30 ug.mL™). A irradiacao foi realizada com luz LED
azul (450 nm, 93,9 mW/cm?, 50 J/cm?, 532 segundos). A atividade metabdlica foi
significativamente reduzida tanto na TFD com antibiéticos (ATB) quanto sem
antibidticos, contudo, no ensaio de contagem de unidades formadoras de colbnias,
apenas os grupos tratados com TFD associada a tetraciclina apresentaram inibi¢ao
do crescimento bacteriano. A concentracao de 2,0 x 107® mol.L™" se destacou como a
mais eficaz. A combinacdo de TFD com antibioticoterapia apresenta potencial
terapéutico promissor no tratamento de infeccbes causadas por S. aureus resistente
a meticilina.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica antimicrobiana, Biofilme, Staphylococcus
aureus, Curcumina, Nanoparticulas.



PHOTODYNAMIC THERAPY WITH NANOENCAPSULATED CURCUMIN AS A
PHOTOSENSITIZER ASSOCIATED WITH TETRACYCLINE IN THE INACTIVATION
OF METHICILLIN-RESISTANT Staphylococcus aureus BIOFILM - In vitro study

Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a Gram-positive bacterium that
poses one of the greatest challenges to global public health, with its survival potentially
increased by up to a thousand times by biofilm formation. This highlights the urgency
in developing new therapeutic approaches, such as Photodynamic Therapy (PDT).
The objective of this study was to analyze the antimicrobial effect of PDT using
curcumin nanoencapsulated in bovine serum albumin (BSA), which may be associated
with tetracycline, in MRSA biofilm. NanoBSA in cationic and anionic forms was
evaluated at concentrations of 3.0, 2.0 and 1.0 x 10™® mol. L™, as well as its association
with tetracycline (30 p g.mL™). Irradiation was performed with blue LED light (450 nm,
93.9 mW/cm?, 50 J/cm?, 532 seconds). Metabolic activity was significantly reduced in
both PDT with antibiotics (ATB) and without antibiotics; however, in the colony-forming
unit counting assay, only the groups treated with PDT associated with tetracycline
showed inhibition of bacterial growth. The concentration of 2.0 x 107® mol.L™" stood out
as the most effective. The combination of PDT with antibiotic therapy has promising
therapeutic potential in the treatment of infections caused by methicillin-resistant S.
aureus.

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy, Biofilm, Staphylococcus aureus,
Curcumin, Nanoparticles.
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1 INTRODUGAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, em formato de cocos,
disposta em cachos, com diametro entre 0,5 e 1,5 ym. E encontrada na pele, fossas
nasais e membranas mucosas de 20% a 30% da populagdo mundial (Cervantes-
Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014; Haag; Fitzgerald; Penadés, 2019).
Apesar de sua presenca comensal, destaca-se como um patdégeno humano e animal
relevante, frequentemente associado a infec¢gdes nosocomiais, incluindo
acometimentos na pele, tecidos respiratorios, 0sseos, articulares, tecidos moles e
endovasculares (Lowy, 1998; Grace; Fetsch, 2017). Estudos conduzidos por Riche et
al. (2023) em um centro médico de ensino em Porto Alegre — RS relataram 928 casos
de infecgao por S. aureus entre 2014 e 2019, dos quais 26% estavam relacionados a
pele e tecidos moles, 54% eram infecgcbes nosocomiais e 22% apresentavam
resisténcia a meticilina (MRSA). Nos Estados Unidos, dados do Centro de Controle
de Doencas (CDC) de 2017 indicaram 323.700 casos e 10.600 mortes por infec¢des
hospitalares causadas por S. aureus, incluindo cepas de MRSA (Vanamala et al.,
2020). Esses achados evidenciam a relevancia clinica dessa bactéria e seu impacto
na saude publica.

A resisténcia bacteriana representa um dos maiores desafios da saude publica
global, comprometendo a qualidade de vida e gerando altos custos para os sistemas
de saude, tanto publicos quanto privados (Costa; Silva Junior, 2017). Um fator
determinante para essa resisténcia é a formagao de biofilmes, estruturas compostas
por comunidades de microrganismos envoltas por uma matriz extracelular
autossintetizada, conferindo protecao e estabilidade as bactérias. Essa matriz,
composta por polimeros como peptideos, polissacarideos, acidos nucleicos e lipidios,
permite a adeséao a superficies bidticas e abiodticas (Songca; Adjei, 2022). A presenga
de biofilmes aumenta a resisténcia das bactérias em até mil vezes em comparacéao
com células planctdnicas, tornando-as mais resistentes tanto aos antibiéticos quanto
as defesas do hospedeiro (Vanamala et al., 2020; Songca; Adjei, 2022). Diante dessa
elevada resisténcia, novas abordagens terapéuticas vém sendo investigadas,
incluindo a Terapia Fotodindmica (TFD), que tem demonstrado resultados
promissores no combate a infec¢des bacterianas (Songca; Adjei, 2022).

A TFD baseia-se na interagao de luz com comprimento de onda especifico, um

fotossensibilizador (FS) e oxigénio molecular, resultando na geragdo de espécies
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reativas de oxigénio (ERO). Entre essas espécies, destaca-se o oxigénio singleto,
altamente reativo e capaz de oxidar rapidamente componentes biologicos proximos,
promovendo danos estruturais a parede celular bacteriana, membranas lipidicas,
enzimas e acidos nucleicos (Frota, 2013; Mahmoudi et al., 2018; Babinski et al., 2022).

No contexto da TFD, a curcumina surge como um fotossensibilizador promissor
devido as suas propriedades antibacterianas, anti-inflamatérias e antioxidantes.
Extraida do rizoma de Curcuma longa, sua eficacia antimicrobiana pode ser
potencializada pela irradiagdo, resultando em efeitos citotoxicos em concentragdes
micromolares (Sueth-Santiago et al., 2015; Babinski et al., 2022). No entanto, sua
baixa estabilidade e biodisponibilidade limitam sua aplicagdo, levando ao
desenvolvimento de estratégias como o nanoencapsulamento. A nanotecnologia,
especialmente as nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, tem demonstrado
grande potencial para aprimorar a absorc¢ao, distribuicdo e eficacia de farmacos,
reduzindo seus efeitos colaterais (Tian et al., 2013; Murillo, 2016).

Além da utilizacdo isolada da TFD, estudos recentes tém explorado sua
associagao com antibiéticos, como a tetraciclina, um agente bacteriostatico de amplo
espectro derivado de Streptomyces spp. Esse antibidtico se destaca por seu baixo
custo, baixa toxicidade e eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Pereira-Maia et al., 2010; Vicente; Pérez-Trallero, 2010). Estratégias combinadas,
como o uso da TFD associada a antimicrobianos convencionais, representam uma
abordagem inovadora para o enfrentamento de infec¢des resistentes, contribuindo
para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas no ambito da saude

publica e hospitalar.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Analisar o efeito antimicrobiano da TFD usando a curcumina encapsulada em
nanoparticulas de albumina sérica bovina (BSA), podendo estar associada a

tetraciclina, em biofilme de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina.

2.20BJETIVO ESPECIFICO

1. Analisar, por meio da Microscopia Confocal, a internalizagdo do
fotossensibilizador curcumina, nanoencapsulada em BSA catibnica e anibnica, e
associada a tetraciclina;

2. Avaliar a atividade metabdlica do biofilme com o ensaio de resazurin;

3. Avaliar a inibigdo do crescimento do microrganismo com contagem das
Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL);

4. Realizar a quantificacdo da produgcdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO);
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1INFECCOES BACTERIANAS RELACIONADAS A SAUDE MUNDIAL

Um dos grandes problemas na saude publica mundial, causando aumento no
impacto econdbmico e social, sdo as infecgbes nosocomiais, classificadas como
Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS). Estas infec¢des s&o contraidas
em ambiente hospitalar, sendo importantes no conhecimento epidemiologico, por
estarem relacionadas a alta morbidade e mortalidade (Cervantes-Garcia; Garcia-
Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014; Lemiech-Mirowska et al., 2021).

Paises desenvolvidos com sistemas de saude bem estruturados tém maior
acesso a farmacos de segunda e terceira geragado devido ao melhor financiamento
desses servicos. No entanto, mesmo nesses paises, os indices de mortalidade
associados a infecgbes bacterianas resistentes permanecem elevados, evidenciando
a auséncia de tratamentos totalmente seguros e eficazes disponiveis atualmente no
mercado (O’Neil, 2014). Por outro lado, os paises de baixa e média renda sdo os mais
impactados pela resisténcia microbiana, tanto de forma direta quanto indireta,
enfrentando desafios ainda maiores no combate a esse problema (O’Neil, 2016).

A resisténcia microbiana pode ser consequéncia do uso descontrolado de
antibidticos, tanto em humanos quanto em animais, e acomete todos os paises do
mundo, desenvolvidos ou em desenvolvimento, gerando problemas de saude e
elevados gastos publicos (Santos, 2004; Silva; Rodrigues; Silva, 2020). O consumo
de antibiéticos no mundo cresceu cerca de 40% entre 2000 e 2010, sendo os paises
do BRICS (Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul) responséaveis por 3/4 deste
aumento (O’Neil, 2014).

O’Neill, em 2014 e 2016, relatou dados passados e projetou dados futuros
ligados a resisténcia antimicrobiana. Segundo ele, as consequéncias desta resisténcia
ja estao difundidas no mundo, estando ligadas a aproximadamente 50 mil mortes por
ano apenas nos EUA e na Europa, e a 700 mil pessoas no mundo todo. Estimou que
até o ano de 2050, serao gastos 100 trilhdes de ddlares com tratamentos e cerca de
10 milhdes de individuos morrerdao decorrente de infeccdes resistentes a cada ano,
superando o numero de mortes por cancer, com redugao de 2 a 3,5% no Produto

Interno Bruto (PIB), caso ndo haja disseminacao de novas metodologias terapéuticas.
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Durante a pandemia pelo Coronavirus no ano de 2020, Tedros Adhanom
Ghebreyessus, chefe da OMS, declarou que “o fendmeno mundial da resisténcia
antimicrobiana é tao perigoso quanto uma pandemia, ameaga destruir um século de
progresso médico”, e afirmou que “a resisténcia aos antimicrobianos n&o parece tao
urgente como uma pandemia, mas € igualmente perigosa” (Oliveira; Pereira;
Zamberlam, 2020).

Durante muitas décadas houve notificagdes no mundo de surtos epidémicos
causados por S. aureus, presente em clinicas, hospitais, centros de atencao e
comunidade (Cervantes-Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014). Essa é
uma cepa de grande relevancia em infecgdes nosocomiais, uma vez que esta
relacionada ao alto numero de internagcdes que aumentam a mortalidade e os custos
de saude (Ahmad-Mansour et al. 2021).

Com o advento da resisténcia a meticilina pela espécie S. aureus, aumentando
sua viruléncia e patogenicidade, os ambientes comunitarios e hospitalares tornaram-
se ainda mais susceptiveis a estas infec¢gdes, desencadeando maiores problemas aos
centros de saude para tratamento (Ahmad-Mansour et al. 2021).

No final da década de 1990, houve um aumento significativo nos casos de
infeccdes por MRSA adquiridas na comunidade, afetando individuos saudaveis e sem
fatores de risco tradicionais. Atualmente, esse isolado continua sendo relevante no
cenario global, consolidando-se como importante patégeno oportunista. Sua presenca
é particularmente notavel em hospitais dos Estados Unidos, da Europa e da Asia
(Ahmad-Mansour et al. 2021). No ano de 2013, segundo dados dos Centros de
Controle e Prevencgao de Doencgas (CDC) dos EUA, 80 mil pessoas foram acometidas
por MRSA (Kawada-Matsuo; Le; Komatsuzawa, 2021).

Em 2023, Fassbind e seus colaboradores publicaram estudo da analise de
prontuarios de hospital pediatrico do sul do Brasil, relacionados com infeccéo por S.
aureus, coletados entre 2013 e 2020. Dentre os 563 pacientes, 280 adquiriram a
infeccao na comunidade, sendo a cepa MRSA responsavel por 46,1%. Nas demais
infeccdes, adquiridas em ambiente hospitalar, 8,1% foram ocasionados por MRSA.

Este estudo possibilitou em paralelo a analise dos sitios comuns de infecgoes,
concluindo que a cepa MRSA foi prevalente em infecgbes respiratérias e intra-

abdominais quando adquiridas na comunidade, e relacionada as infec¢oes de pele,
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tecidos moles e respiratorios quando associada aos ambientes de assisténcia a saude
(Fassbind et al., 2023).

S. aureus resistente a meticilina foi notada em mais de 10% das infecgdes na
corrente sanguinea em 15 paises europeus, sendo a taxa de resisténcia aproximada
de 50% em diversos destes paises. Nota-se que a resisténcia aos antibioticos &
globalizada, ndo conseguindo ser resolvido por apenas um pais ou continente, uma
vez que estes estdo interconectados por meio da migragdo continua das pessoas
(O’Neil, 2014; 2016).

Devido ao crescente risco das infecgdes resistentes, organizagdes nacionais
de Portugal, como a Direcdo Geral de Saude, e internacionais, como a Comissao
Europeia e a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), desenvolveram sistemas de
vigilancia e controle da resisténcia bacteriana, sendo eles: Programa de Prevencéo e
Controle de Infeccbes e de Resisténcia aos Antimicrobianos (Portugal) e Sistema

Europeu de Vigilancia da Resisténcia Microbiana (Europa) (Loureiro et al., 2016).

3.2 CARACTERISTICAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

O género Staphylococcus possui 53 espécies, sendo cocos Gram-positivos,
com didmetro variando de 0,5 a 1,5 mm, podendo ser apresentado de forma isolada,
aos pares, em tétrade, cadeias curtas e em cacho. Sao bactérias anaerdbias
facultativas, ndo esporuladas, iméveis e muitas espécies sdo capazes de reverter o
perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio livre por meio da enzima catalase (Kloss;
Schleir; Goirtz, 1992; kuroda et al., 2001).

Algumas das espécies de Staphylococcus apresentam patogenicidade quando
0 hospedeiro possui predisposicao a infeccdo e € imunossuprimido. Diferentes areas
poderdo ser infectadas no hospedeiro, definidas pela espécie infectante, sendo
Staphylococcus aureus e Staphylococcus lugdunensis as de maior importancia clinica
na colonizagdo humana (Kloss; Schleir; Goirtz, 1992; Kloss; Bamerman, 1995;
Asgeirsson; Thalme; Weiland, 2018; Sato et al., 2019).

Visualmente, as colbnias de S. aureus se apresentam lisas, brilhantes, de
consisténcia cremosa com bordas regulares e cor amarela. Quando cultivadas em
agar sangue, € possivel notar a producgao de -hemdlise ou até a hemolise total. Além

dessas caracteristicas, S. aureus apresenta coagulase, sendo um fator importante
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para a diferenciagdo de outras espécies do género Straphylococcus (Cervantes-
Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014; Sato et al., 2019; Kwiecinski;
Horswill, 2020).

A identificacao de S. aureus é feita por meio de uma sequéncia de exames, a
iniciar pela coloragdo de Gram, sendo possivel identificar sua morfologia,
agrupamento e classificar como Gram-positiva. Posteriormente sao feitos os testes de
catalase e coagulase, fermentagao de glicose e fermentagao do manitol. Outro método
de identificagcdo, porém de custo mais elevado e técnica mais elaborada, seria a
realizacdo da técnica molecular da reagao em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR
em tempo real (Vivoni; Moreira, 2005; Cervantes-Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-
Schettino, 2014).

S. aureus é uma bactéria presente na microbiota normal dos humanos,
colonizando as regides: perianal, pele, corddo umbilical e algumas vezes o trato
gastrointestinal apos o nascimento. Nos adultos, se comporta como um colonizador
assintomatico na regido das narinas de aproximadamente 30% dos individuos, area
que permite a disseminacgao facilitada deste patégeno oportunista (Cervantes-Garcia;
Garcia-Gonzalez;  Salazar-Schettino, 2014; Kwiecinski;  Horswill,  2020).
Frequentemente esta associada a colonizagao em diferentes pacientes hospitalares,
como os que realizam hemodialise, que possuem lesdes cutaneas e diabéticos tipo |
(Archer et al., 2011; Zhu et al., 2023).

Essa espécie possui diversos componentes celulares importantes para a
compreensao do seu mecanismo de aderéncia e resisténcia, que ocorrem na
colonizacdo do hospedeiro, como por exemplo: quérum-sensing (QS), capsula,
enzimas e toxinas.

O QS é o sistema responsavel por controlar a fisiologia e os fatores de
viruléncia da bactéria na fase infectante da cepa, regulando a expressao das toxinas
e a degradagdo de exoenzimas, como as proteases (Cervantes-Garcia; Garcia-
Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014). Este sistema € iniciado apds a concentragéao de
inicio do peptideo autoindutor (AlIP) atingir determinada densidade celular, sendo este
codificado e gerado pelo operon agr (Lister; HorswilL, 2014; Jenul; Horswill, 2019).

A capsula é constituida de polissacarideos, chamada de capsula mucoide, e
€ de grande importancia para a bactéria por facilitar a aderéncia a outras células,

atuando juntamente as adesinas intercelulares, além de proteger contra a fagocitose
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(Watts et al., 2005). Por sua vez, o acido lipoteicoico e o peptideoglicano também sao
componentes importantes na aderéncia celular, contudo estdo presentes na parede
celular (Patti; Allen; Mcgavin, 1994; Roche et al., 2003).

Esta espécie possui uma grande quantidade de proteinas de superficie,
denominadas componentes microbianos de superficie, que desempenham diversas
funcdes na patogénese, tais como a ligagao nos tecidos do hospedeiro, a facilitagéo
na internalizagao bacteriana e escape do sistema imune, uma vez que interferem no
reconhecimento dos receptores leucocitarios (Otto, 2013). O mecanismo de agao
destas proteinas ocorre mediante a ligagdo destas na matriz extracelular do
hospedeiro, tal como componentes do plasma (Mazmanian et al., 1999). Por mais que
estas proteinas sejam importantes na patogénese, ndo sédo consideradas toxinas
(Otto, 2013).

Metade do peso seco da parede celular € peptideoglicano, que possui algumas
propriedades importantes, além de ser responsavel pela resisténcia e tolerancia
osmatica da célula. As propriedades de interesse estdo relacionadas com o sistema
imune, pois irdo induzir a producdo de interleucina-1 (IL-1) pelos mondcitos, estimular
a quimiotaxia e agregacdo dos leucdcitos, ativando o sistema complemento e
induzindo a produgao de anticorpos opsonizantes (Deleo; Diep; Otto, 2009). As
mudancgas na sintese do peptideoglicano indicam a resposta de resisténcia desta
espécie bacteriana frente ao antibiotico (Lencastre; Oliveira; Tomasz, 2007).

O acido teicoico, também presente na parede celular, tem capacidade de
estimular a producédo de anticorpos e desempenha funcdo de mediador na ligagao
entre Staphylococcus aureus e superficies mucosas (Moreillon; Que; Glauser, 2005;
Crossley et al., 2009).

As enzimas produzidas por S. aureus fazem parte dos componentes celulares
de importancia clinica. Esta espécie produz exoenzimas e proteinas de membranas
ativas, como as hemolisinas e leucocidinas (Cervantes-Garcia; Garcia-Gonzalez;
Salazar-Schettino, 2014).

Outra enzima produzida por esta espécie é a coagulase, util na diferenciagao
de outras espécies de mesmo género e esta vinculada a viruléncia, podendo
apresentar-se de duas formas distintas como coagulase ligada, sendo um fator de
agregacgao, ou a coagulase livre (Cervantes-Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-

Schettino, 2014; Kwiecinski; Horswill, 2020). A coagulase ligada, assim como o fator
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de von Willebrand, esta associada a conversao do fibrinogénio em fibrina, favorecendo
a formagao de coagulos, inibindo a fagocitose e propiciando a formagao de abcessos
e sepse (Cheng et al., 2010; Thomer; Schneewind; Missiakas, 2013; Kwiecinski;
Horswill, 2020), além de agir na adesao da cepa em catéteres e na formagao do
biofilme bacteriano (Otto, 2013; Vanassche et al., 2013).

A enzima catalase por sua vez € capaz de converter o peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio livre, protegendo o microrganismo da fagocitose, e atua
juntamente a hialuronidase, enzima responsavel pela degradagao do acido hialurénico
presente no tecido conjuntivo, facilitando a disseminacdo da bactéria (Cervantes-
Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014).

Assim como a catalase e a hialuronidase, diversas enzimas secretadas por S.
aureus atuam na degradacgao de moléculas do hospedeiro ou na interferéncia com as
cascatas metabdlicas e de sinalizagao celular. Entre as enzimas descritas, estdo as
proteases. Algumas delas, com acdo parcialmente inespecifica, degradam as
proteinas do hospedeiro, causando destruicao tecidual, mas também podem afetar de
maneira mais especifica certos processos bioldgicos (Otto, 2013; Cheung; Bae; Otto,
2021).

A enzima penicilinase, caracterizada como uma B-lactamase, € produzida por
cepas de S. aureus que inativa a penicilina por meio da hidrélise do anel B-lactamico,
constituindo umas das causas de resisténcia ao antibiético penicilina. (Cervantes-
Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014).

As toxinas sao proteinas extracelulares adicionais produzidas por S. aureus
que agem distante do foco infeccioso interferindo diretamente no hospedeiro, sendo
consideradas um fator de viruléncia bacteriano (Otto, 2013; Cervantes-Garcia; Garcia-
Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014). Sao classificadas em trés categorias, as toxinas
que danificam a membrana, toxinas que interferem na fungéo do receptor e enzimas
secretadas (Otto, 2013).

Diversas toxinas sao descritas como citoliticas, uma vez que formam poros nas
membranas, induzindo a saida de metabdlitos e moléculas vitais. Dentre as toxinas
citoliticas, as hemolisinas destroem os globulos vermelhos, e as leucotoxinas agem

sobre os glébulos brancos (Otto, 2013).
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Por sua vez, as enterotoxinas agem no sistema digestivo, mais especificamente
na regiao intestinal, causando diarreia e vomito (Hennekinne; De Buyser; Dragacci,
2012).

Dentre as toxinas que elevam a patogenicidade das bactérias, a cepa MRSA
apresenta algumas que nao foram encontradas na forma nao resistente de S. aureus,
como a toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-1), hemolisinas, leucodina de
Panton-Valentine (PVL), toxinas esfoliativas (ETs) e inibidores da diferenciacéo de

células epidérmicas (EDINs) (Ahmad-Mansour et al. 2021).

3.3INFECCOES POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A infecgao € iniciada com a invasao bacteriana as células do hospedeiro, por
meio da ligacao das proteinas de superficie da bactéria ao tecido (Grundmeier et al.,
2010; Foster et al., 2014; Foster, 2016). Em seguida, as bactérias produzem suas
toxinas que irdo destruir as células e favorecer a disseminagéo (Loffler; Tuchscherr,
2021).

S. aureus tem diversos fatores de viruléncia e estratégias de infecgao,
presentes em elementos genéticos méveis, como em plasmideos, podendo passar
por transferéncia horizontal a outras cepas (Otto, 2013), e por isso apresentam
variadas complicagbes decorrentes da infecgdo (Lowy, 1998; Gordon; Lowy, 2008;
Laabei et al., 2015; Loffler; Tuchscherr, 2021).

As doencas causadas pela infeccdo por S. aureus acometem animais e
humanos, sendo exemplos a intoxicagao alimentar, produzindo enterotoxinas, lesdes
brandas como a lesdo cuténea leve, acne, furunculos, e até causas mais severas,
como pneumonia, osteomielite, endocardite, septicemia, meningite, sindrome do
choque toxico, e sindrome da pele escaldada (Lowy, 1998; Manders, 1998; Foster,
2004; Otto, 2013; Kawada-Matsuo; Le; Komatsuzawa, 2021; Loffler; Tuchscherr,
2021).

As infecg¢des de pele, embora sejam autolimitadas, podem se tornar portas de
entrada dos patégenos infectantes (Kwiecinski; Horswill, 2020), por meio da formagao
de vesiculas pustulosas que se propagam aos tecidos vizinhos podendo atingir os
tecidos subcutaneos, dando origem a bacteremia (Cervantes-Garcia; Garcia-

Gonzélez; Salazar-Schettino, 2014).
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A endocardite, caracterizada pela infecgao presente na valvula cardiaca, mitral
e aortica, esta fortemente atrelada a altas taxas de morbidade e mortalidade, uma vez
que esta presente em regido sensivel e sujeita a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca,
embolismo séptico e outras complicagdes (Archer et al., 2011; Khaledi et al., 2022).

A endocardite e as infeccbes metastaticas sdo complicagdes do quadro de
bacteremia, a relacéo entre eles esta presente em 5 a 20% dos pacientes (Cervantes-
Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014; Turner et al., 2022). A bacteremia,
por sua vez, caracteriza-se pela presenga do patégeno na corrente sanguinea, que
coloca S. aureus como um dos principais agentes causadores desta doenca (Kern;
Rieg, 2020), e é reconhecida pela alta taxa de mortalidade mesmo com o tratamento
adequado aos pacientes, podendo levar a sepse. Os casos de bacteremia
aumentaram nos ultimos anos em paises desenvolvidos (Kwiecinski; Horswill, 2020;
Garcia Fenoll et al., 2022).

A espécie bacteriana S. aureus é responsavel por causar diversas doengas
oculares, como a conjuntivite e a endoftalmite (Leid, 2002; Murugan et al., 2010; Liu
etal., 2023). Em isolados de amostras de pacientes acometidos com alguma patologia
grave, a cepa mais comum encontrada foia MRSA, enquanto as cepas nao resistentes
estiveram presentes nos acometimentos mais brandos (Archer et al., 2011).

Além das infecgdes retratadas, S. aureus também esta relacionado a infecgdes
de proteses articulares, e € o principal agente infeccioso causador da bursite e artrite
séptica (Cervantes-Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014; Otto, 2018).
As infecgdes cronicas nestas proteses sao decorrentes da formagao do biofilme,
encontrado frequentemente em fios, pinos, placas, hastes e outras estrutura
(Costerton; Montanaro; Arciola, 2005; Archer et al., 2011).

Assim como as proéteses articulares, outros dispositivos médicos implantados
tém a sua funcionalidade afetada pela colonizagdo desta cepa, como os stents,
ventiladores, catéteres intravenosos, bombas de infusdo, desfibriladores, marca-
passo, implantes estéticos e outros (Costerton; Montanaro; Arciola, 2005; Baldoni et
al., 2009; Archer et al., 2011; Otto, 2018). Esta colonizagao ocorre, pois, as proteinas
do paciente envolvem os dispositivos apds a implantagao, servindo como ligantes com

as proteinas da superficie bacteriana (Lister; Horswill, 2014).
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3.4 BIOFILME BACTERIANO

O biofilme é definido como um aglomerado de bactérias que se ligam formando
uma comunidade, envoltas por uma matriz extracelular polimérica que protege estas
células (Cervantes-Garcia; Garcia-Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014; Vanamala et.
al. 2020).

A capacidade de formacao do biofilme & considerada um fator importante de
viruléncia para as bactérias, uma vez que esta estrutura auxilia na adeséo e
colonizacao de diversas estruturas como catéteres, sondas, proteses, além de conferir
resisténcia ao sistema imunolégico do hospedeiro (Lister; Horswill, 2014; Otto, 2018).

A espessura do biofilme pode variar de uma camada unica de células, até uma
comunidade numerosa, podendo ser potencializado pelas condigdes ambientais em
que esta inserido. O biofilme possui expressdo génica e producao de proteinas
modificada, interferidos pelos gradientes de oxigénio, nutrientes disponiveis e
aceptores de elétrons (Archer et al., 2011).

Diferentes proteinas tém tido destaque por participarem no desenvolvimento do
biofilme microbiano, tais como: proteina A, que esta associada a superficie; proteinas
de ligagao ao fibrinogénio (FNnBPA e FnBPB); SasG, proteina da superficie de S.
aureus; fator de aglomeracdo B e proteina associada ao biofilme (Bap) (Lister;
Horswill, 2014).

A matriz do biofilme é composta de polissacarideos, proteinas e DNA
extracelular, variando suas quantidades de acordo com a cepa formadora. Os
microrganismos presentes nessas comunidades se beneficiam de varios fatores, pois
além da protegao, a matriz € capaz de absorver e concentrar nutrientes como carbono,
nitrogénio e fosfato (Archer et al., 2011; Khalek; Abdelhameed; Gaber, 2024). Um dos
principais constituintes desta matriz € o polissacarideo adesina intracelular (PIA),
também conhecido como N-acetil-glucosamina polimérica (PNAG), que tem fung¢ao na
integridade da estrutura dos biofilmes (O'gara, 2007”).

Os estagios de desenvolvimento do biofilme sdo separados em trés etapas, a
fixagao inicial, maturacdo do biofilme e dispersao. A fixacao inicial compreende ao
processo de ligacdo a superficie por meio das proteinas de superficie da bactéria,
ligando-se de forma irreversivel. A maturacao, por sua vez, é a fase de divisao celular

e producao da matriz extracelular polimérica. Por fim a fase de dispersao € quando ha
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o0 acumulo de células e elas se reativam em um estado planctdnico, ocorrendo por
meio da produgdo de exoenzimas e surfactantes, que irdo degradar a matriz
extracelular liberando essas células que poderdo semear novos focos infecciosos ou
mediar uma infec¢do aguda (Lister; Horswill, 2014; Otto, 2018).

Durante o processo de formagao e maturagao, as bactérias produzem fatores
extracelulares que induzem a resposta imune inflamatéria do tipo Th1 do hospedeiro,
evitando que o tipo Th2, que é mais eficiente, seja ativado (Prabhakara et al., 2011).

A fase de dispersdo tem atraido a atencdo de pesquisadores, uma vez que
degradada a matriz, colocaria as células em exposicdo estando vulneraveis ao
sistema imunoldgico e a antibioticoterapia, visto que, assumem novamente o padrao
de sensibilidade aos antibioticos (Lister; Horswill, 2014; Otto, 2018).

O biofilme funciona como uma barreira de prote¢cdo a célula, diminuindo a
velocidade de infiltragdo dos agentes (Xu; Mcfeters; Stewart, 2000; Du et al., 2023).
Muitos dos ativos antimicrobianos sao neutralizados ainda na superficie do biofilme,
nao conseguindo penetrar e gerar dano celular (Archer et al., 2011; SILVA, 2019). Em
estudo realizado por Singh e seus colaboradores em 2010, avaliando a penetragéo de
antibidticos como a oxacilina, cefotaxima e vancomicina em biofilmes de S. aureus e
S. epidermidis, observaram que a penetracao destes agentes foi reduzida no biofilme.

A resisténcia aos antibiéticos apresentada pelas bactérias em biofilme se deve
a diversas caracteristicas, como por exemplo a presenga da matriz extracelular, que
dificulta a penetracado dos agentes antimicrobianos, assim como a fisiologia diferente
atuante nessa configuracdo, em que as bactérias se adaptam ao ambiente andxico e
com privagao de nutrientes (Lewis, 2010; Khalek; Abdelhameed; Gaber, 2024),
resultando em baixas taxas metabdlicas e lentiddo na diviséo celular (Murillo, 2016;
Bhattacharya; Horswill, 2024; Khalek; Abdelhameed; Gaber, 2024). A capacidade de
transferéncia horizontal de genes também é um fator importante, pois as células
presentes no biofilme adquirem o gene da resisténcia (Schilcher; Horswill, 2020;
Sharma et al., 2023).

Embora o biofiilme ndo seja essencial para o surgimento de infecgdes
resistentes, ele as potencializa, portanto, sdo necessarios estudos para a erradicagao
eficiente dessa estrutura (Kristian et al., 2004; Gutierrez et al. 2017).
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3.5 COMPOSICAO DA TETRACICLINA

A descoberta da clortetraciclina em 1945 por Benjamin Duggar, derivada de
Streptomyces aureofaciens, marcou o inicio de uma intensa busca por novos
membros da familia das tetraciclinas. Entre 1950 e 1970, diversas tetraciclinas foram
desenvolvidas, algumas como produtos naturais, outras semissintéticas, e esses
compostos comegaram a ser utilizados nos Estados Unidos durante este periodo
(Speer; Shoemaker; Salyers, 1992; Zhanel et al., 2004; Shlaes, 2006; Laplante et al.,
2022).

As tetraciclinas sdo compostos naturais, como clortetraciclina, oxitetraciclina,
tetraciclina, demeclociclina, e semissintéticos, como metaciclina, doxiciclina,
minociclina, limeciclina, rolitetraciclina, tigeciclina, PTK 7906, derivados de diferentes
espécies de Streptomyces spp., e agem inibindo a sintese proteica ao se ligar a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano (Vicente; Pérez-Trallero, 2010; Laplante et
al., 2022). A aprovagao da tigeciclina pela Food and Drug Administration (FDA) em
2005, como a primeira tetraciclina da classe das glicilciclinas, representou importante
avanco, sendo indicada para o tratamento de infec¢des de pele mais severas, tecidos
moles e infecgdes intra-abdominais (Vicente; Pérez-Trallero, 2010).

Devido a sua atividade bacteriostatica e amplo espectro, as tetraciclinas foram
muito utilizadas tanto em humanos quanto em animais, sendo também usadas na
agricultura (Vicente; Pérez-Trallero, 2010; Laplante et al., 2022). Elas atuam contra
uma variedade de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo
micobactérias e anaerdbicos (Zhanel et al., 2004; Laplante et al., 2022), e tém
propriedades favoraveis como baixo custo, boa absor¢ao oral e baixa toxicidade
(Shlaes, 2006; Zhanel et al., 2004). No entanto, o uso indiscriminado das tetraciclinas
ao longo do tempo acarreta no desenvolvimento da resisténcia bacteriana,
principalmente contra as tetraciclinas de primeira geragao (Speer; Shoemaker; Salyer,
1992; Pereira-Maia et al., 2010; Costa; Silva Junior, 2017).

A resisténcia as tetraciclinas tem se tornado um desafio crescente, assim como
a resisténcia aos demais antibidticos. As geragcdes de tetraciclinas apresentam
variacdes em termos de lipofilicidade e absorgdo. A primeira geragao, tetraciclina e
oxitetraciclina, apresenta menor absorgéo e lipofilicidade, enquanto as de segunda

geragao, doxiciclina e minociclina, sdo mais lipofilicas e apresentam melhor absorgao
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(Vicente; Pérez-Trallero, 2010; Laplante et al., 2022). As (licilciclinas, como a
tigeciclina, pertencem a terceira geracao, e sdo mais eficazes contra algumas cepas
resistentes, pois se ligam melhor ao ribossomo, superando mecanismos de resisténcia
(Roberts, 2005; Kasbekar, 2006; Laplante et al., 2022).

Avaliando a farmacocinética, as tetraciclinas possuem meia-vida variavel, com
as de acéao curta, como clortetraciclina e tetraciclina, possuindo meia-vida de 6 a 9
horas, enquanto outras, como a doxiciclina e minociclina, apresentam meia-vida mais
longa, podendo ter de 16 a 18 horas (Vicente; Pérez-Trallero, 2010; Laplante et al.,
2022). Além disso, sua absorcao pode ser prejudicada pela presenca de alimentos,
especialmente nas tetraciclinas de primeira geracao, e por substancias que formam
complexos com os ions metalicos, como calcio, ferro e magnésio (Agwuh; Macgowan,
2006; Vicente; Pérez-Trallero, 2010; Laplante et al., 2022).

Embora as tetraciclinas sejam geralmente bem toleradas, elas podem causar
efeitos colaterais, como nauseas, diarreia e fotossensibilidade, sendo as reagcdes mais
comuns em algumas tetraciclinas, como a tigeciclina (Zhanel et al., 2004; Kasbekar,
2006). Além disso, elas sédo contraindicadas durante a gravidez e para criangas em
fase de crescimento devido ao risco de deposi¢cdo nos ossos e dentes, levando a
descoloragao dental e inibigdo do crescimento 6sseo (Vicente; Pérez-Trallero, 2010).

Além do citado, as tetraciclinas podem interagir com outros farmacos,
reduzindo a eficacia de contraceptivos hormonais e reduzindo a meia-vida da
doxiciclina, por exemplo, quando associada a medicamentos como fenitoina e
rifampicina (Vicente; Pérez-Trallero, 2010). Além disso, pacientes com diabetes
devem ser monitorados, pois as tetraciclinas podem alterar as doses de insulina
necessarias (Zhanel et al., 2004; Pereira-Maia et al., 2010).

O aumento da resisténcia bacteriana e os mecanismos envolvidos, como efluxo
do antibidtico e protecao ribossomal, dificulta o uso das tetraciclinas no tratamento de
certas infecgdes (Vanamala et. al. 2020). A resisténcia por efluxo, associada a
reducdo da concentragao intracelular de tetraciclina, € um mecanismo comum em
bactérias Gram-negativas (Roberts, 2005; Laplante et al., 2022). Por sua vez, as
tetraciclinas impedem a sintese proteica ao se ligar a subunidade 30S do ribossomo,
inibindo a adicao de aminoacidos a cadeia peptidica, um mecanismo de acado que €
compartilhado pela tigeciclina (Pereira-Maia et al., 2010; Vicente; Pérez-Trallero,
2010; Laplante et al., 2022).
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Outras formas de acgao da tetraciclina foram estudadas, sugerindo que possam
interagir com o DNA e causar quebras nessas cadeias, especialmente quando ligadas
a ions metalicos como cobre (ll) (Pereira-Maia et al., 2010). A atividade antimicrobiana
das tetraciclinas € influenciada por sua lipofilicidade, com as moléculas mais lipofilicas
mostrando maior capacidade de atravessar a membrana celular (Schnappinger;
Hillen, 1996; Zhanel et al., 2004; Pereira-Maia et al., 2010).

Embora as tetraciclinas tenham sido uma classe essencial de antibidticos, sua
eficacia tem sido progressivamente limitada por questdes de resisténcia bacteriana e
interacbes medicamentosas, 0 que exige um uso mais criterioso e controlado desses

farmacos.

3.6 CURCUMINA NANOENCAPSULADA COMO FOTOSSENSIBILIZADOR

A curcumina € um polifenol extraido do rizoma da Curcuma longa Linn
(Zingiberaceae), conhecida como acgafrao, que tem ganhado atencgéo significativa por
suas diversas propriedades terapéuticas (Aguiar; Novelli, 2020). A curcumina
disponivel comercialmente € composta por uma mistura que inclui 77% de curcumina,
17% de desmetoxicurcumina e 6% de bisdesmetoxicurcumina (Massimino; Yoshioka,
2014; Borges et al., 2019). Este composto € muito utilizado na Asia, mas n3o se limita
apenas como especiaria, pois é reconhecido pelo seu potencial terapéutico em varias
condigdes patologicas, incluindo asma, alergias, doengas hepaticas, sinusite,
diabetes, e até cancer (Pinto, 2016; Borges et al., 2019).

Desde a antiguidade é utilizada na medicina tradicional do Oriente, pois possui
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdérias, antitumorais, antimicrobiana,
antidiabética e neuroprotetoras (Milacic et al., 2008; Aggarwal; Harikumar, 2009; Lee
et al., 2009; Wang et al., 2009; Pizzo et al., 2010; Aziz et al., 2012; Carvalho et al.,
2017; Borges et al., 2019; Yavarpour-Bali; Ghasemi-Kasman; Pirzadeh, 2019;
Babinski et al., 2022).

Do ponto de vista bioquimico, a curcumina € um composto lipofilico com a
féormula quimica  1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona.  Sua
lipofilicidade permite que ela atravesse facilmente a membrana plasmatica das
células, porém nao apresenta boa solubilidade em solventes polares, o que resulta

em biodisponibilidade limitada devido a sua rapida metabolizagéo e eliminagao (Pinto,
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2016; Shirmohammadi et al., 2023). Esse desafio de baixa solubilidade em agua e
reduzida biodisponibilidade tem sido uma barreira significativa para a aplicagao clinica
da curcumina (Anand et al., 2007; Massimino; Yoshioka, 2014; Yavarpour-Bali;
Ghasemi-Kasman; Pirzadeh, 2019).

Para superar essas limitagbes, pesquisas tém focado no desenvolvimento de
novos sistemas de liberagdo e formulagbes que melhorem a biodisponibilidade da
curcumina. A nanotecnologia tem sido uma area promissora, com estudos explorando
a utilizagdo de lipossomas, nanoparticulas, nanogeis, nanocristais e nanoemulsdes
para aumentar a solubilidade e a eficacia do composto (Sun et al., 2012; Massimino;
Yoshioka, 2014; Yavarpour-Bali; Ghasemi-Kasman; Pirzadeh, 2019; Yarlagadda et al.,
2023).

A nanotecnologia permite a modulagao de diversas propriedades da curcumina,
como sua solubilidade em meios aquosos, estabilidade quimica e farmacodinamica
(Pinto, 2016; Shirmohammadi et al., 2023). Dentre os sistemas nanotecnoldgicos, as
nanoparticulas de polilactideo-co-glicolido (PLGA), que podem ser ajustadas para
controlar a liberagdo do farmaco, tém sido utilizadas para carregar curcumina,
demonstrando resultados promissores em tratamentos médicos (Murillo, 2016). Além
disso, as nanoparticulas lipossébmicas, que possuem estrutura de bicamada lipidica,
demonstram capacidade de encapsular e administrar farmacos de maneira eficaz,
pois atravessa facilmente as membranas celulares (Pinto, 2016).

Outros sistemas de liberagao, como as micelas e os dendrimeros, também tém
sido estudados na utilizagdo da encapsulagdo da curcumina. As micelas, por sua
natureza anfipatica, permitem a encapsulagao da curcumina, tornando-a mais estavel
em agua e apresentando baixa toxicidade, enquanto os dendrimeros formam
estruturas ramificadas e radiais que se assemelham a uma esfera, internalizando a
curcumina e oferecendo maior funcionalizagdo em sua superficie (Pinto, 2016). As
nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs), em sua maioria formadas por triglicerideos,
se mostraram eficientes em melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade da
curcumina, além de controlar a cinética de liberagdo do composto (Pinto, 2016).

Nanoparticulas de metais preciosos, como ouro e prata, também tém sido
estudadas para o direcionamento da curcumina a células especificas, sendo
altamente estaveis e com boa ligagao as biomoléculas. As nanoparticulas de ouro tém

demonstrado grande capacidade de carregar curcumina e direciona-la para células
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cancerigenas, enquanto as nanoparticulas de prata possuem propriedades
antimicrobianas e tém sido estudadas para utilizagdo em tratamentos contra infec¢des
(Pinto, 2016).

O uso de ciclodextrinas, que séo oligosacarideos derivados do amido, também
tem mostrado resultados positivos. Essas estruturas permitem a incorporagaéo de
curcumina em sua cavidade interna, melhorando sua solubilidade e permeabilidade.
Estudos indicam que a administracdo de curcumina encapsulada em ciclodextrinas
pode aumentar significativamente a permeabilidade em modelos de pele animal e
demonstrar efeitos benéficos no tratamento de doengas 6sseas como a osteoporose
(Pinto, 2016).

Massimino e Yoshioka em 2014, realizaram ensaio de solubilidade comparando
a curcumina livre com duas nanocurcuminas, uma sintetizada por agitagéo e outra por
sonicacao. Os resultados indicaram que as caracteristicas quimicas estruturais foram
iguais entre ambas, contudo, houve aumento de 56 vezes na solubilidade da
nanocurcumina formulada por agitagao e 38 vezes por sonicagdo quando comparadas
a curcumina comercializada. Este aumento na solubilidade pode facilitar a aplicacao
clinica da curcumina, eliminando a necessidade de pré-solubilizagdo, como ocorre
com o uso de dimetilsulfoxido (DMSO), que pode ser toxico para células normais.

Outro meio de sintetizacdo das nanoparticulas € com a albumina sérica bovina
(BSA), que sao estudadas para a implementagdo na area farmacoldgica por possuir
baixo custo, acesso facilitado e simplicidade na purificagdo (Bourassa et al., 2010).

Além dessas caracteristicas atrativas para sua sintese, tornou-se atraente por
somar os beneficios da nanoparticula aos beneficios da albumina. A albumina é
biocompativel, biodegradavel, ndo imunogénica, ndo toxica, hidrossoluvel e de facil
purificagdo (chen et al., 2020).

Salehiabar e seus colaboradores em 2018, sintetizaram nanoparticulas BSA
carreadas com curcumina, obtendo tamanho médio de 99,78 nm, potencial zeta de
-9,19 mV e eficacia de aprisionamento de 78,12%. Os resultados obtidos acerca da
disponibilidade, concluem que o comportamento de liberagéo in vitro dessa sintese foi
dependente do tempo e do pH, uma vez que a BSA é degradada em meio acido.

Em 2024, Pinto e seus colaboradores, analisaram o efeito de nanoparticulas de
albumina sérica bovina (NanoBSA) com diferentes cargas superficiais aplicada na

TFD antimicrobiana em biofilme de Acinetobacter baumannii e Staphylococcus
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aureus. Em suas observagdes, constataram que a carga superficial da NanoBSA nao
interfere na resposta fotoquimica da curcumina, e, apos a TFD, a atividade metabdlica
foi reduzida, predominantemente nas concentragdes de 0,4 e 0,3 uM, contudo, nio foi

observada a producao de oxigénio singleto.

3.7 MECANISMO DE AGCAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinédmica (TFD) é uma técnica promissora no tratamento de diversas
doencgas que afetam diferentes sistemas do organismo. Indicios histéricos apontam
que ha mais de 4.000 anos os egipcios ja utilizavam um extrato da planta Amni majus,
combinado com a luz solar, para tratar o vitiligo (Edelson, 1988; Bastos et al., 2012).

A primeira observacéao do efeito da luz foi realizada em 1900 por Rabb, onde ele e
seu professor Herman Von Tappeiner, em Munique, realizaram experimentos com o
corante acridina em culturas de paramécios, observando que a combinagao da
substancia com luz resultava na morte celular (Ethirajan et al., 2011; Bastos et al.,
2012). Essa descoberta surgiu quando uma tempestade alterou as condigbes
luminosas durante os experimentos, fazendo com que os pesquisadores concluissem
que a energia da luz era transferida para o corante, de forma parecida ao que ocorre
no processo de fotossintese, onde a clorofila absorve luz. Nem a luz nem o corante
isolado tinham efeito, mas sua combinacéo foi altamente citotdxica (Ackroyd et al.,
2001; Oliveira et al., 2016).

Por meio dessa descoberta, foi possivel conhecer o processo da TFD, envolvendo
trés fatores, um fotossensibilizador, uma fonte de luz e oxigénio que ao interagir irdo
produzir ERO, danificando as células e eliminando os microrganismos (Ackroyd et al.,
2001; Garcez et al., 2010; Oliveira et al., 2016; Babinski et al. 2022; Wang et al., 2023).
Para a acao da TFD é preciso que o fotossensibilizador ndo seja toxico e que a luz
visivel tenha comprimento de onda compativel com a janela de absor¢édo do composto
(Pfitzner et al., 2004; Balata et al., 2010; Moreira; Monteiro; Rios, 2011; Bringel;
Freitas; Pereira, 2013; Mesquita et al., 2013; Eduardo et al., 2015; Asnaashari et al.,
2016; Siqueira et al., 2016; Simdes et al., 2019).

Diversos fotossensibilizadores podem ser usados na TFD antimicrobiana, como os
fenotiazinicos, por exemplo o azul de metileno, xantenos, claninas e curcuminoides,

curcumina (Fonseca et al., 2022). As fontes de luz podem ser tanto lasers quanto
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dispositivos nao-laser, como xenénio, tubos fluorescentes e diodo emissor de luz
(LED), sendo as fontes nao-laser mais adequadas para o tratamento de grandes areas
da pele (Bastos et al., 2012).

A ativacdo do fotossensibilizador pela luz resulta na formacdo de ERO, que
danificam proteinas, lipidios, acidos nucleicos e outros componentes celulares
ocasionando a morte celular (Ackroyd et al., 2001; Konopka; Goslinski, 2007; Oliveira
et al., 2016; Du et al., 2023). O oxigénio singleto, produzido a partir da TFD, € uma
forma altamente reativa de oxigénio sendo considerado o principal mediador do dano
causado aos microrganismos (Eduardo et al., 2015; Fonseca et al., 2022; Pérez-
Laguna et al., 2021).

Existem duas vias de reacdes que ocorrem na TFD: a reagao do tipo |, acontece
quando o fotossensibilizador em seu estado excitado interage com o substrato,
envolvendo a transferéncia de elétrons e a formacéao de radicais livres, como o radical
superoéxido (O2-), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH™), capaz de
alterar a integridade da membrana, e a reacgao do tipo Il, ocorre quando a energia
do fotossensibilizador é transferida para o oxigénio, gerando oxigénio singleto, que
causa danos oxidativos e danifica a célula bacteriana (Amaral et al., 2010; Moreira;
Monteiro; Rios, 2011; Eduardo et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Fonseca et al., 2022;
Overchuk et al., 2023). Contudo, a via de reacdo depende da caracteristica do
fotossensibilizador, do substrato e da concentragao de oxigénio (Moreira; Monteiro;
Rios, 2011). O dano gerado pelo oxigénio singleto ocorre muito préximo ao local do
fotossensibilizador internalizado, devido ao seu tempo de vida ser curto, sendo a sua
difusdo limitada (Moan et al., 2007; Dysart; Patterson, 2005; Correia et al., 2021).

A TFD tem se mostrado eficaz na inativagdo de diversas cepas bacterianas,
incluindo Gram-positivas e Gram-negativas. A TFD antimicrobiana € mais atrativa
quando comparada a terapia convencional com uso de antibibticos, pois atua em
diversos alvos, ndo induzindo a resisténcia microbiana (Wainwright, 1998; Bastos et
al., 2012; Babinski et al., 2022).

A principal caracteristica € que a técnica ndo é invasiva € minimiza os danos
teciduais, uma vez que somente as células internalizadas com o fotossensibilizador
expostas a luz, sofrerdo danos, isso é, a TFD é um tratamento localizado (Pfitzner et
al., 2004; Asnaashari et al., 2016; Simdes et al., 2019). A TFD resulta em morte celular

bacteriana mais rapida, diminuindo a necessidade do uso de antibidticos em altas
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concentragdes por longos periodos. (Yamada Junior; Hayek; Ribeiro, 2004; Moreira;
Monteiro; Rios, 2011; Zanin et al., 2003; Fonseca et al., 2022).

A TFD também pode induzir diferentes vias de morte celular em células
eucarioticas, como apoptose, necrose e autofagia (Agostinis et al., 2011). A apoptose
€ normalmente a modalidade que ocorre apos a TFD, sendo caracterizada pela
condensagao da cromatina, clivagem do DNA, encolhimento celular e formacao de
corpos apoptoticos sem a destruicdo da membrana (Berg; Moan, 1994; Kessel;
Castelli, 2001; Reiners et al., 2002; Usuda et al., 2003; Buytaert; Dewaele; Agostinis,
2007). Na necrose ocorre a formacgao de vacuolos no citoplasma, inchacgo e destruicao
da membrana, ocasionando a reacgao inflamatéria pela saida dos componentes
celulares e moléculas pro-inflamatorias. A autofagia, por sua vez, ocorre por uma

vasta vacuolizagéo do citoplasma (Agostinis et al., 2011).
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4 JUSTIFICATIVA

O aumento na frequéncia das infecgbes por Staphylococcus spp., adquiridas em
hospital ou na comunidade, é constante, e o tratamento tem sido dificultado pelo
surgimento de cepas resistentes aos antibiéticos, como no caso da infecgao
nososcomial pelas cepas MRSA (Lowy, 1998).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 70% dos agentes
causadores de infecgdes hospitalares possuem resisténcia a pelo menos um tipo de
antibiético (Teixeira; Figueiredo; Franca, 2019). Este fendmeno impacta a economia
mundial, podendo ter custo de aproximadamente 100 trilhdes de dblares e redugao de
2 a 3,5% no Produto Interno Bruno (PIB) até 2050, devendo, portanto, ser notado por
todo mundo (O’Neill, 2014).

A resisténcia bacteriana, relacionada ao consumo indevido de antibidticos, € hoje
um dos maiores problemas de saude publica mundial, tanto em humanos quanto em
animais (Santos, 2004; Pereira-Maia et al., 2010; Teixeira; Figueiredo; Franga, 2019).
O consumo mundial de antibitticos entre os anos de 2000 e 2010 aumentou em 40%,
sendo os paises que pertencem ao BRICS e a Africa do Sul os responsaveis por trés
quartos desse valor (O’Neil, 2014).

O aumento da resisténcia bacteriana foi acelerado pela pandemia do Covid-19,
pois o0 numero de internagdes hospitalares cresceu, e junto, o uso excessivo de
antibioticos (Sampaio; Gales, 2016; Weiner-Lastinger et al., 2022; Kiffer et al., 2023).
Fato este corroborado na Nota Técnica Conjunta n° 74/2022 da Coordenacgao-Geral
de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB/SVSA/MS), do Comité Brasileiro de Teste
de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST) e da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) que aponta aumento, qualitativo e quantitativo, de isolados
bacterianos resistentes durante a pandemia do Covid-19 (Ministério da Saude, 2024).

Somado aos fatores que aceleram a resisténcia, ha uma problematica relacionada
ao estudo e comercializagado de novos antibiéticos, sendo o mais recente descoberto
em 2015, o Teixobactin (Upert et al., 2021).

O conceito de “One Health” é uma visao interdisciplinar, que associa a saude
humana e animal ao ecossistema que vivem (Aslam et al., 2021; Pitt; Gunn, 2024).

Entre as areas de foco, a principal € a resisténcia microbiana, originada pelo uso
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indevido em setores como a medicina humana e animal, pecuaria e agricultura
(Velazquez-Meza et al., 2022).

O uso excessivo de antibidticos por humanos foi agravado com o uso demasiado
na agricultura, sendo a area que mais se utiliza desses agentes na maioria dos paises
do mundo (Pitt; Gunn, 2024). Os antimicrobianos sao utilizados como promotores de
crescimento animal, fator este que aumenta o seu uso, e consequentemente a
presenca no ambiente, tornando ainda mais susceptivel o aparecimento de
microrganismos resistentes (Serna; Gonzalez-Zorn, 2022; Velazquez-Meza et al.,
2022).

O impacto econbémico e social gerado pelo aumento da resisténcia antimicrobiana
deve ser de importancia mundial, uma vez que se relaciona ao aumento na quantidade
e no tempo de internagdo hospitalar, exigindo tratamentos complexos e mais caros
(Dadgostar, 2019).

Os paises com sistema de saude estabilizado e com acesso aos tratamentos
antimicrobianos de segunda e terceira linha, ainda apresentam taxas de mortalidade
elevadas decorrentes de infecgdes bacterianas, comprovando a ineficacia do
tratamento disponivel na atualidade (O’Neil, 2014). Estes dados endossam a
necessidade pela busca de novos métodos terapéuticos, como a TFD.

Por sua vez, a eficiéncia da TFD esta relacionada a internalizacdo do
fotossensibilizador na célula, contudo, os compostos bioativos, como a curcumina, sao
limitados na aplicagéo bioldgica, pois possuem baixa solubilidade em meios aquosos,
reduzindo a biodisponibilidade, assim como baixa estabilidade frente a exposicao de
estresses ambientais como pH, alta temperatura e luz (WITIKA et al., 2021). Portanto,
como solugdo para melhorar estas propriedades, minimizando a degradagéo e
aumentando a solubilidade, foi realizado o encapsulamento deste composto em

nanoescala.



35

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MANUTENGAO DA CEPA BACTERIANA

A cepa bacteriana MRSA, amostra nasal (PBNS02SA), usada no experimento,
foi doada pelo Laboratério Oswaldo Cruz de S&o José dos Campos e é parte do
estoque do Laboratério de Fotobiologia Aplicada a Saude (PhotoBioS).

As cepas sdo mantidas em estoque congeladas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) com 5% de glicerol a -4°C.

5.20BTENGAO DO FOTOSSENSIBILIZADOR

A curcumina encapsulada em nanoparticulas de BSA (Albumina sérica bovina
-BSA, Sigma-Aldrich - pé liofilizado, C98% de pureza, essencialmente acido graxo
livre, praticamente isento de globulina como descrito pelo fabricante) com diferentes
cargas superficiais (Marcolino et al., 2024), catiébnica e anibnica, foram preparadas
pelo Laboratério de Sintese Orgénica liderado pela Profa. Dra. Andreza Ribeiro
Simioni, localizado no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do
Vale do Paraiba.

Para realizacdo dos experimentos foi feita diluicido da solugdo estoque em
tampao fosfato-salino (PBS), atingindo as concentragdes de 3,0, 2,0, 1,0 e 0,5 x 106

mol.L-1.

5.3FORMACAO DO BIOFILME

Inicialmente a cepa estoque foi descongelada a 37°C para o repique de 100 uL
em 10 mL de caldo BHI, e levada a incubagao a 37°C em estufa durante 24 horas.
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Figura 1 - Representacgao grafica do processo para cultivo do biofilme de MRSA do presente estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como representado na Figura 1, o repique foi centrifugado a 3500 rotagcdes por
minuto (rpm) durante 15 minutos, descartado o sobrenadante ao final e ressuspendido
em 3 mL de PBS com auxilio de um vértex. O processo de centrifugagao foi repetido
nos mesmos padrdes e ao final o sobrenadante foi descartado, sendo novamente
ressuspenso em 3 mL de PBS e homogeneizado. A padronizagdo da amostra a 108
foi feita por meio do espectrofotdmetro.

Para os testes de microscopia, foi posicionada uma laminula de vidro no fundo
da placa de 24 pocos, seguida de 2 mL de caldo BHI e 225 uL da cepa padronizada,
levada a incubagao por 48 horas em estufa a 37°C, trocando o meio de cultura na
metade do tempo. Para os demais testes, o biofilme foi formado em placa de 96 pocos,
usando 200 uL de caldo BHI e 22 uL da bactéria, posteriormente incubado em estufa
a 37°C durante 24 horas.

5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com a tabela 1, em

Controle: sem fotossensibilizador e irradiacado, FS: com fotossensibilizador, podendo
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estar associado a tetraciclina, ATB s/ Luz: somente a tetraciclina, LED: somente
irradiado, ATB ¢/ Luz: tetraciclina irradiada e TFD: internalizado com

fotossensibilizador e irradiado, podendo estar associado a tetraciclina.

Tabela 1- Divisdo dos grupos experimentais.

Grupos Experimentais | Fotossensibilizador ATB Luz
Controle - - -
FS + -/+ -
ATB s/ Luz - + -
LED - - +
ATB c/Luz - + +
TFD + -/+ +

Para os grupos FS e TFD, foram utilizadas as concentragdes de 3, 2, 1, 0,5,
0,25 e 0,125x10® mol.L"' para ambas as solugbes de nanocurcumina, estando

associadas a solugdo de tetraciclina a 30 pg/mL.

5.5ESPECTRO DE ABSORCAO DA TETRACICLINA

A tetraciclina foi recebida em po, sendo pesada em balanca analitica. A diluicao
do ATB foi feita em 10 mL de PBS, atingindo a solugéo estoque de 900 ug.mL-".

Apos diluicdo, a analise da absorgao de luz foi realizada em espectrofotémetro
UV-Vis, que pertence ao Laboratério de Nanossensores gerido pelo Prof. Dr. Leandro

José Raniero.

5.6 ATIVIDADE METABOLICA POR RESAZURIN

Para o preparo do Resazurin, corante utilizado no experimento para avaliagao
de atividade metabdlica, teste de triagem para avaliagdo de compostos bactericidas e
bacteriostaticos, o processo foi realizado ao abrigo de luz, sendo feita a pesagem de
33,75 mg do pd e posteriormente diluido em 5 mL de agua destilada estéril. Realizou-
se a homogeneizagao do corante e posterior filtragem por filtro de seringa K18-230 da
Kasvi. O modo de armazenamento do corante foi em tubo falcon envolto por papel

aluminio, e refrigerado.
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Na realizagdo do teste, foi acrescido 200 uL do caldo nutritivo e 4 pL do
pigmento Resazurin. A placa foi levada a incubagao em estufa a 37°C durante 4 horas,
e avaliadas no espectrofotdmetro de fluorescéncia, realizada no leitor de microplacas
por multidetecgdo da marca Synergy™, com excitagdo de 528/20 nm e emissdo de
645/40 nm, que pertence ao Laboratério de Bioquimica Aplicada a Engenharia
Biomédica, gerido pela Prof. Dra. Maricilia Silva Costa, no Instituto de Pesquisa e

Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba.

5.7 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA DO ANTIBIOTICO

A fim de identificar a concentracao da tetraciclina capaz de inativar a cepa de
MRSA em biofilme, foi realizado um teste de MIC (Concentragao Inibitéria Minima) por
meio do corante Resazurin.

Inicialmente foi formado o biofilme, como descrito no tépico 5.3, e apds as 24h
de incubagado, o meio de cultura foi retirado, acrescido 100 uL da tetraciclina nas
concentragdes de 120,0; 60,0; 30,0; 15,0; 7,5; 3,75 e 1,875 ug.mL"', incubado por
37°C durante 15 minutos. Em seguida, o ATB foi retirado e realizada a analise da

atividade metabdlica por Resazurin como descrito no tépico 5.5.

5.8 TESTE DE CITOTOXICIDADE DO FOTOSSENSIBILIZADOR PELO ENSAIO DE
RESAZURIN

Para realizar o teste de citotoxicidade do fotossensibilizador, inicialmente foi
formado o biofilme, descrito no tépico 5.3, apds esse processo, 0 meio de cultura foi
retirado, e posteriormente foram acrescidos 100 yL das NanoBSA catidnica e anidnica
nas concentragdes de 3, 2, 1, 0,5, 0,25 e 0,125x10° mol.L", levando a incubago a
37°C por 15 minutos. Decorrido este tempo, o FS foi retirado e feita lavagem com 200
ML de PBS. Ao final da lavagem, foi colocado 200 pyL de caldo nutritivo e 4 yL do

corante Resazurin, procedendo a metodologia descrita no topico 5.5.
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5.9INTERNALIZACAO DO FOTOSSENSIBILIZADOR POR MICROSCOPIA
CONFOCAL

Foi retirado o meio de cultura do biofilme e adicionado 300 uL do FS associado
ao ATB, nas concentragdes de 3,0 e 2,0x108, incubado por 15 min para internalizagao.
Em seguida, o FS foi retirado e foi colocado 300 yL de paraformaldeido 4% durante
15 min para fixagdo da amostra.

A solucdo fixadora foi retirada e se procedeu a montagem da Iamina na
auséncia de luz, usando uma gota de Entellan® (Merck) para cada laminula. A analise
foi realizada em microscopio confocal LSM 700 Zeiss, com excitacdo em 434 nm e

emissao captada em 520 nm.

510 TERAPIA FOTODINAMICA

O preparo da aplicagao da TFD ocorreu apds a retirada do meio de cultura dos
pocos, acrescendo 100 uL de PBS nos grupos controle e LED, e 100 pyL de cada FS
previamente diluido com a tetraciclina nos pog¢os de acordo com os grupos, incubando
durante 15 minutos em estufa a 37°C. Decorrido o tempo, foram retirados, e foi
transferido 200 uL de PBS em todos os pocos.

A irradiacéo foi feita na Biotable Biopdi IrradLED de 450 nm, irradiancia de 93,9
mW/cm2, densidade de energia de 50 J/cm2 durante 532 segundos. Apds a irradiagao

as placas foram mantidas protegidas de luz.

511 EFEITO INIBITORIO DE ANTIBIOTICOS PRE E POS TERAPIA
FOTODINAMICA COM NANOBSA CATIONICA E ANIONICA

O teste € um antibiograma que visa analisar o perfil de resisténcia de MRSA
frente a outros antibidticos apds aplicacdo de TFD, avaliando possivel aumento de
sensibilidade, em comparagéo ao grupo controle, pré TFD.

Para realizagao deste teste, foram utilizados discos de difusdo com antibidticos,
sendo eles: aztreonam, ampicilina, amoxicilina com acido clavulanico, amicacina,

ciprofloxacina, ceftriaxona, ceftazidima, cefoxitina, cefotaxima, cefalotina,
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clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, levofloxacina, nitrofurantoina,
norfloxacina, oxacilina, penicilina G, tetraciclina, tobramicina e vancomicina.

O teste € iniciado com a formacao do biofilme, descrito no tépico 5.3. Apds a
incubagédo durante 24 horas, o meio de cultivo foi retirado e incubado 100 pL do
fotossensibilizador em estufa a 37°C durante 15 minutos. Em seguida, o FS foi retirado
e colocado 200 yL de PBS, sendo realizada a irradiagédo conforme descrito no tépico
5.9.

ApOs a irradiagéo, o biofilme foi desprendido de forma mecanica, retirando uma
amostra de cada poco da triplicata e unindo-as. Em seguida, foi realizada a semeadura
por espalhamento em placas de agar Mueller-Hinton com uso de swab.

Em seguida, os discos de difusédo contendo antibidticos foram posicionados com
auxilio de uma pinga estéril, seguidos de incubagéao em estufa por 24 horas. Decorrido

este tempo, foi feita a medigao dos halos inibitérios com paquimetro.

5.12 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Para realizagao deste teste, previamente foram preparadas as placas de petri
com agar BHI da marca Kasvi, em ambiente estéril, deixadas em estufa a 37°C
durante 24 horas para realizagao de um teste de esterilidade.

Apds o processo de TFD, o biofilme foi removido mecanicamente do fundo das
placas de 96 pogos. Em seguida, foi retirada uma aliquota de 100 pyL de cada pogo
triplicado, combinando-as em um novo poco. Esse procedimento foi realizado para
todos os grupos experimentais. Posteriormente, realizou-se diluicdo seriada: os
proximos 8 pocos foram preenchidos com 300 uL de PBS, e 30 uL da solucao
combinada da triplicata foram transferidos para o primeiro pogo da série de diluicdes.
De cada poco, 30 uL foram transferidos para o seguinte, repetindo o processo até o
8° poco. Ao final, 30 pL do ultimo pogo foram descartados.

Por fim, as diluicdes de -4, -6 e -8 foram plagqueadas por método de
plagueamento por gota, em triplicata nas placas de agar BHI e incubadas em estufa a
37°C durante 24 horas. Apos este periodo, foi realizada a contagem das unidades

formadoras de col6nia.
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5.13 QUANTIFICAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Ap0Os o processo de formacéo do biofilme, conforme descrito no tépico 5.3, o
meio de cultura foi retirado, e posteriormente incubado 100 uL dos FS em estufa a 37°
C por 15 minutos, em seguida, os FS foram retirados e realizada a lavagem com 100
ML de PBS. Ao final da lavagem, 100 pyL do reagente (DCFH2-DA - Thermo Fisher
Scientific) foi depositado nos pogos e incubado por 30 minutos, seguido de sua
remocao e adigao de 200 uL de PBS.

A irradiacao foi realizada imediatamente e nos mesmos parametros descritos
no topico 5.9. Em seguida a intensidade de fluorescéncia foi quantificada por meio do
equipamento Synergy™, leitor de microplacas por multidetecgcdo com excitagdo em

485 nm e emissao de 530 nm.
5.14 ANALISE GRAFICA E ESTATISTICA
Os resultados obtidos foram tabelados em Excel, a fim de realizar os calculos

de média e desvio padrao para a elaboracado dos graficos. A analise estatistica foi
realizada por método ANOVA One Way, Tukey (p<0,01).
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6 RESULTADOS

6.1 ESPECTRO DE ABSORCAO DA TETRACICLINA

De acordo com a Figura 2, o espectro de absorcao de luz da tetraciclina esta

presente em 265 nm.

Figura 2 — Grafico do espectro de absor¢cdo de luz da tetraciclina apds analise em
espectrofotdmetro UV-Vis.
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Fonte: Elaborado pela autora

Visto que a tetraciclina apresenta baixa absor¢cdo de luz no comprimento de
onda de 250 nm e nao absorve luz no comprimento de onda de 450 nm, regiao de
espectro escolhida para irradiacédo das amostras, conclui-se que este ATB nao ira

interferir no processo da TFD.

6.2AVALIACAO DA ATIVIDADE METABOLICA EM MRSA APOS TRATAMENTO
COM TETRACICLINA PARA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA

As concentragdes testadas do antibidtico (ATB) nado demonstraram significativa
inibicdo da atividade metabdlica bacteriana. A tonalidade observada nos grupos
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tratados foi similar a do grupo controle bacteriano, indicando a auséncia de efeito
inibitorio.

A Figura 3 apresenta as diferengcas nas absorbancias medidas pelo
espectrofotbmetro de fluorescéncia, confirmando a anadlise visual de que as
concentragdes testadas do antibidtico (ATB) ndo inibiram a atividade metabdlica

bacteriana.

Figura 3 — Porcentagem de atividade metabdlica obtida por espectrofotometria de
fluorescéncia no teste de Resazurin em biofiime de cepa MRSA apds interacdo com
tetraciclina nas concentragdes de 120, 60, 30, 15, 7,5, 3,75 e 1,875 ug.mL™.
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Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com a Figura 3, as concentracoes de 120, 60 e 30 pg.mL",
apresentaram maiores redugdo da atividade metabdlica, variando de 10 a 20%
aproximadamente, contudo, ndo sao suficientes para caracterizacdo de efeito
citotoxico.

Como nao houve impacto significativo no metabolismo das bactérias, foi
determinado o uso da concentragdo de 30 yg.mL"' para a tetraciclina, por ser a

concentragao do farmaco utilizada nos discos de difuséo para antibiograma.
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6.3AVALIACAO DA ATIVIDADE METABOLICA EM MRSA APOS INTERAGCAO COM
NANOBSA NO ESCURO

Na figura 4 é apresentada a porcentagem da atividade metabodlica em biofilme
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina apés interagdo com NanoBSA

catidnica e anibnica.

Figura 4 — A: Porcentagem de atividade metabdlica obtida por espectrofotometria de
fluorescéncia no teste de Resazurin em biofilme da cepa MRSA usando NanoBSA catibnica
e anidnica nas concentragdes de 3, 2, 1, 0,5, 0,25, e 0,125 x 10® mol.L"! para avaliagéo de
alteragdo metabdlica causada pelos fotossensibilizadores sem irradiagao.
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Fonte: Elaborado pela autora

catibnica ndao promoveu alteragdes significativas na atividade metabdlica das células
bacterianas nas maiores concentragdes; entretanto, em concentracbes menores o
percentual de redugdo da atividade metabdlica aumentou. Da mesma forma, a
NanoBSA anibnica também nao apresentou efeitos significativos no metabolismo
celular nas concentragdes de 3,0, 2,0 e 1,0x10®¢ mol.L-"; entretanto, a atividade
metabdlica reduziu em até 30% nas menores concentragdes. Em concordancia com
os achados da Figura 4, a andlise qualitativa do teste corroborou a auséncia de

alteragdes significativas na atividade metabdlica das bactérias na presenga de FS e
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na auséncia de luz, uma vez que, em todos os grupos, foi observada oxidagao-
redugao da resazurina, indicando a presenga de atividade metabdlica.

Ndo somente, a analise estatistica indica que os grupos que obtiveram
diferenga significativa quando comparadas ao controle sdo 0,5, 0,25 e 0,125 x 10
mol.L-" da NanoBSA aniénica, enquanto para NanoBSA cationica apenas 0,25 e 0,125
x 106 mol.L".

Com base nesses resultados, as trés maiores concentragdes de FS foram

selecionadas para serem usadas na TFD.

6.4AVALIACAO DA INTERNALIZAGAO DO FOTOSSENSIBILIZADOR POR
MICROSCOPIA CONFOCAL

A microscopia confocal permite a visualizagdo da internalizagdao do
fotossensibilizador nas células por meio da emissao de fluorescéncia. A Figura 5
apresenta as imagens obtidas de amostras de MRSA incubadas com as NanoBSA,

catidnica e anidnica.
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Figura 5 — A: Micrografias obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia apds interagcao
com as formulagdes de curcumina. A: internalizacdo da NanoBSA catibnica nas
concentracdes de 3,0 e 2,0x10% mol.L"' respectivamente, em biofilme de cepa MRSA. As
barras de medida possuem 5 uym. B: internalizacdo da NanoBSA anibnica nas concentracoes
de 3,0 e 2,0x10® mol.L' respectivamente, em biofiime de cepa MRSA. As barras de medida
possuem 5 um.

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com as imagens obtidas por microscopia confocal, nota-se a
internalizacdo de ambas as concentragbes da NanoBSA catibnica e anibnica em
biofiime de MRSA, sendo a intensidade luminosa de fluorescéncia maior no grupo

2,0x10° mol.L"* da NanoBSA aniénica.
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Figura 6 — A: internalizagdo da NanoBSA catidnica nas concentragdes de 3,0 e 2,0x10° mol.L
"respectivamente, associadas a tetraciclina em biofilme de cepa MRSA. As barras de medida
possuem 5 um. B: internalizagdo da NanoBSA anibnica nas concentragdes de 3,0 e 2,0x10°
mol.L" respectivamente, associadas a tetraciclina em biofiime de cepa MRSA. As barras de
medida possuem 5 um.
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Fonte: Elaborado pela autora

Ao analisar as imagens, observou-se que a cepa de S. aureus resistente a
meticilina internalizou tanto a NanoBSA catidbnica quanto a anibnica nas

concentracdes de 3,0 e 2,0 x 107 mol.L™", quando associadas a tetraciclina.
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6.5AVALIACAO DA RESISTENCIA BACTERIANA PRE E POS TERAPIA
FOTODINAMICA

Os halos de inibicdo por antibidticos indicam o perfil de resisténcia do
microrganismo frente aos agentes testados, sendo os maiores halos indicadores de
sensibilidade ao antibidtico, uma vez que n&o apresentam crescimento onde ocorreu
a difusdo do composto.

Portanto, neste teste foram testadas trés concentragdes para NanoBSA
catidnica e anidnica, 3,0, 2,0 e 1,0x10% mol.L-", na terapia fotodinamica, avaliando o
efeito do tratamento em conjunto aos antibidticos.

Dentre os antibidticos testados, os que demonstraram melhor resultado de
crescimento comparativo, como demonstrado na Tabela 2, foram: cloranfenicol (CLO
30), nitrofurantoina (NIT 300), tetraciclina (TET 30) e vancomicina (VAN 30).

Tabela 2 — Medida dos halos inibitérios dos antibioticos CLO 30, NIT 300, TET 30, e VAN 30,
apo6s tratamento com terapia fotodinAmica usando NanoBSA catibnica e anidnica nas
concentragdes de 3,0, 2,0 e 1,0x10 mol.L™.

CLO 30 NIT 300 TET 30 VAN 30

Grupos/ATB  (cloranfenicol)  (nitrofurantoina)  (tetraciclina)  (vancomicina)
(mm) (mm) (mm) (mm)
Controle 17.35 15.96 19.47 16.40
TFD 3,0 cat. 21.00 17.64 28.66 19.98
TFD 3,0 ani. 17.44 16.87 27.57 18.23
TFD 2,0 cat. 21.67 16.94 31.21 21.17
TFD 2,0 ani. 19.40 15.05 25.68 19.12
TFD 1,0 cat. 18.82 15.79 28.83 19.70
TFD 1,0 ani. 18.30 14.47 26.68 19.81

Fonte: Elaborado pela autora

Todos os antibiéticos demonstraram o efeito da TFD na medida do halo de
inibicdo quando comparados com o controle, contudo, a NIT 300 apresentou o menor
efeito entre estes quatro antibiéticos, com a diferenga de 1,68 mm entre o grupo na
concentragdo de 3,0x10° mol.L-" da NanoBSA catiénica e o controle, ndo sendo

significativo.
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A VAN 30 por sua vez, apresentou os maiores aumentos nos grupos 3.0 e
2,0x10% mol.L-' da NanoBSA catidonica, com 4,78 e 3,59 mm respectivamente. O
antibidtico CLO 30 também apresentou maior aumento nestas concentragdes.

Todavia, o antibidtico testado que apresentou aumento significativo de halos
inibitérios foi a tetraciclina, antibiético de escolha para o estudo, demonstrando

aumento de 11,75 mm do halo no grupo 2,0x10-° mol.L-' da NanoBSA cati6nica.

6.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE METABOLICA POR RESAZURIN

A avaliacdo da atividade metabdlica foi realizada pela quantificagcdo da
absorbancia por meio da espectroscopia de fluorescéncia conforme a Figura 7.

A Figura 7-A ilustra o metabolismo bacteriano apds o tratamento com terapia
fotodindmica utilizando NanoBSA catibnica e anibnica, sem a associacdo ao
antibiético. Conforme os dados apresentados nesta figura, observa-se pequena
reducao da atividade metabdlica no grupo FS das trés concentragdes testadas com a
NanoBSA catibnica, com destaque para a concentracdo de 2,0x10™® mol.L™.
Enquanto os grupos FS da NanoBSA aniénica, com exce¢édo da concentragéo de
2,0x107® mol.L™", apresentaram percentual similar ao grupo controle. Corroborados
pela andlise estatistica, em que os grupos FS ndo apresentaram diferenca

significativa, estes resultados indicam que o FS nao causou efeito citotoxico a célula.
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Figura 7 — A: Atividade metabdlica evidenciada pelo Resazurin em biofilme de cepa MRSA
tratada com TFD usando a NanoBSA catibnica e anibnica. B: Atividade metabdlica
evidenciada pelo Resazurin em biofilme de cepa MRSA tratada com TFD usando NanoBSA
catibnica e anibnica associadas a tetraciclina.
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Fonte: Elaborado pela autora

Em contrapartida, as concentracdes testadas para ambas as formulagdes de
nanocurcumina no grupo TFD, assim como o grupo LED, apresentaram reducéao
percentual significativa, de aproximadamente 50%, apontados também pela analise
estatistica quando comparados ao grupo controle, indicando que o uso deste FS na
TFD é capaz de causar a diminuigao da atividade metabdlica bacteriana.

Ao analisar a associacido desta terapia com o uso da tetraciclina, ilustrado na
Figura 7-B, nota-se reducdo da atividade metabdlica nos grupos tratados com FS na
auséncia de luz em todas as concentragcbes testadas, contudo, os grupos TFD
demonstraram maior reducdo de atividade metabdlica. O padrdao do resultado
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analisado foi similar entre as duas NanoBSA, apresentando maior reducdo da
atividade metabdlica na concentragdo de 2,0x10¢ mol.L™".

De acordo com a analise estatistica, quando comparados os grupos FS e TFD
ao grupo controle, ha diferenga significativa entre eles, indicando o potencial redutor
da atividade metabdlica por uso da NanoBSA associada a tetraciclina, sobretudo na
TFD.

6.7 ANALISE DA CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

A contagem das unidades formadoras de col6nias permite avaliar o efeito
bactericida do tratamento. Na Figura 8 observa-se o efeito nas células bacterianas
ap6s a TFD usando NanoBSA catidnica e anidnica como FS (6-A), e associada a

tetraciclina (Figura 6-B) por meio da contagem de UFC.mL-' em Log10.
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Figura 8 — A: Média dos valores de UFC.mL-"' expressa em Log10 dos grupos Controle, Led
e TFD da cepa de MRSA tratada com NanoBSA catidénica e anidnica nas concentracdes de
3,0, 2,0 e 1,0x10° mol.L'. B: Média dos valores de UFC.mL™" expressa em Log10 dos grupos
Controle, Led e TFD da cepa de MRSA tratada com NanoBSA catiénica e anibnica, 3,0,2,0 e
1,0x10°® mol.L"", associadas a tetraciclina na concentragdo de 30 ug.mL™.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 8-A representa o crescimento em Log10 do teste realizado com a TFD
na auséncia do antibiético. A contagem de Log foi semelhante entre todos os grupos
do FS e TFD, contudo, ao analisar estatisticamente os resultados, o grupo TFD
apresentou diferenga significativa quando comparado ao grupo controle.

Quando analisados os dados referentes ao teste da TFD associada a
tetraciclina, representado pela Figura 8-B, é possivel observar que os grupos FS
apresentaram pequena redugdo em Log quando comparadas ao controle e aos grupos

equivalentes na auséncia do antibidtico. Entretanto, somente os grupos 3,0x10¢
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mol.L-' de ambas as NanoBSA n&o apresentaram diferencga significativa comparados
ao grupo controle, indicando que n&o houve efeito inibidor no crescimento microbiano
No escuro.

Nos grupos tratados apenas com antibiético, na auséncia e presenca de luz, foi
observado que este ndo causou efeito inibidor a célula, uma vez que ambos os
resultados mostram contagem em Log semelhantes ao grupo controle.

Assim como visto no grupo ATB, o LED também n&o apresentou efeito
citotéxico as bactérias, pois quando comparado ao controle, ndo apresentou
discrepante contagem de colénias em Log, assim como ndo demonstrou relevancia
estatistica.

Os grupos da TFD associados ao ATB, por sua vez, demonstraram inibigao
completa do crescimento bacteriano em Log para todas as concentragbes da
NanoBSA catibnica.

Avaliando as concentragdes testadas com a NanoBSA anidnica, nos grupos 2,0
e 1,0x10°® mol.L-' foi notada a inibicdo do crescimento bacteriano, porém o
mesmo nao foi visto na maior concentracao testada, de 3,0x106 mol.L"".

ApOs realizagao da analise estatistica, foi constatada diferenga significativa
para todas as concentragdes da NanoBSA catidnica e anidbnica comparadas ao grupo

controle.

6.8 AVALIACAO DA PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As espécies reativas de oxigénio sao produzidas a partir do processo de TFD,
gerando danos celulares, portanto, a sua quantificagdo é importante para melhor
entendimento das vias de morte bacteriana, e analise de melhor rendimento entre as

concentragoes.
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Figura 9 - A: Quantificacao da producao de espécies reativas de oxigénio em biofilme de cepa
MRSA tratada com NanoBSA catidnica e anidnica em terapia fotodindmica nas concentragdes
de 3,0 e 2,0x10° mol.L". B: Quantificagido da produgdo de espécies reativas de oxigénio em
biofilme de cepa MRSA tratada com NanoBSA catidnica e anidénica em terapia fotodinamica,
associada a tetraciclina, nas concentragdes de 3,0 e 2,0x10% mol.L™.

A Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio

Absorbancia
]

B Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio com
Tetraciclina

Absaorbancia

Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 9-A, que ilustra a quantificagdo de ERO tratada somente com TFD,
apresenta baixos valores de ERO produzidos por grupos que nao foram irradiados,
sendo a NanoBSA anidnica, nas trés concentragdes, a que apresenta minima
quantificag&o entre os grupos de FS, destacando a concentragdo de 3,0x10-6 mol.L™".
Todavia, o grupo irradiado apresentou moderado crescimento quantitativo de ERO na
concentragédo de 3,0x10% mol.L" para a NanoBSA anidnica e 2,0x10 mol.L-! para

NanoBSA catiénica, com destaque de producao para a NanoBSA aniénica de 2,0x10"
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6 mol.L-", sendo a Unica que apresentou diferenga estatistica significativa quando
comparada ao grupo controle.

Associando a TFD com a tetraciclina, representado na Figura 9-B, € notada
auséncia na produgao de ERO sem irradiagdo, tanto nos grupos controle, quanto FS
e antibidtico puro. Entre os grupos irradiados, o unico que n&o apresentou produgao
de ERO foi o grupo LED. Para ambos os resultados citados, sugere-se que apenas
estes fatores isolados ndo sé&o capazes de gerar dano a célula.

Os grupos TFD por sua vez, apresentaram maior produ¢do de ERO quando
comparados ao grupo controle e ao seu equivalente no teste sem antibioético (Figura
9-A). O grupo do antibidtico irradiado apresentou quantificagdo similar ao grupo da
NanoBSA catidnica na concentragao de 2,0x10- mol.L-', sendo inferiores aos demais
grupos testados. Os grupos 3,0 e 2,0x10° mol.L"" da NanoBSA anionica tiveram a
quantificacdo aumentada de ERO, contudo insignificante estatisticamente. A maior
producédo de ERO foi observada no grupo 3,0x10® mol.L-" da NanoBSA cationica,
apresentando, por meio da analise estatistica, diferenga significativa quando
comparada ao controle.

Estas analises indicam que os FS utilizados, associados a tetraciclina ou néao,
quando irradiados, produzem as espécies reativas de oxigénio, responsaveis pelos

danos celulares.
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7 DISCUSSAO

Visto a necessidade de conter a resisténcia bacteriana, o presente estudo abordou
técnicas promissoras no tratamento de infecgdes, como o uso da TFD e a TFD em
associagao com antibioticoterapia.

A curcumina € um promissor FS pois pode estimular a producdo de ERO
(Marcolino et al., 2024), porém ndo é soluvel em agua, limitando a sua
biodisponibilidade e dificultando o uso na pratica clinica. Uma das alternativas para
melhorar estas caracteristicas € a utilizacdo de nanoparticulas (Khalek; Abdelhameed;
Gaber, 2024), que ainda apresenta vantagem quanto ao seu tamanho em nanoescala,
favorecendo a melhor penetragdo nos biofilmes bacterianos (Yarlagadda et al., 2023).

A NanoBSA, catibnica e anidnica, utilizada no presente estudo foi formulada
conforme descrito por Marcolino e colaboradores em 2024. Um estudo foi realizado
pelos autores, avaliando a resposta da TFD com NanoBSA em protozoarios de
Leishmania, notando-se internalizagdo dos compostos pelos macréfagos, assim como
reducdo da viabilidade celular dos protozoarios. Mediante estes resultados, o
nanoencapsulamento da curcumina se mostrou favoravel a novas aplicagdes, como
acao antimicrobiana apos TFD.

Embora a conformagdo do biofiime bacteriano favoregca o efluxo de agentes
bactericidas, e dificulte a penetracdo dos mesmos mediante a matriz extracelular, foi
possivel evidenciar a internalizacdo de NanoBSA catibnica e anibnica, na auséncia e
presenca de antibidtico na cepa de MRSA. Contudo, a intensidade luminosa de
fluorescéncia foi mais evidente visualmente quando associado o FS a tetraciclina, fator
explicado pelo sinergismo que ocorre entre a curcumina e a tetraciclina, pois a
curcumina é caracterizada como fitoquimico, atuante em diversos componentes
celulares, facilitando a acado dos antibioticos, que por sua vez, fragilizam as células,
permitindo melhor penetragao do composto (Gongalves et al., 2024).

E evidente maior reducéo da atividade metabédlica no grupo FS associado ao ATB
quando comparado ao grupo FS sem ATB, pois como visto no teste de CIM, a
tetraciclina reduz a atividade metabdlica devido ao seu mecanismo de agao que inibe
a producgao de proteinas (Vicente; Pérez-Trallero, 2010). No entanto, nos grupos TFD
associados a tetraciclina foi observado redu¢ao maior na atividade metabdlica do que

os grupos FS e LED.
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A NanoBSA catidnica apresentou maior redugao da atividade metabdlica no teste
nao associado ao antibiético, e valores iguais a NanoBSA anidnica no teste associado
ao antibidtico, para os grupos TFD. Assim como relatado por Willis e colaboradores
em 2022, em que afirmam a ligagcao mais forte dos corantes catidbnicos com estruturas
anidnicas celulares, como por exemplo os polimeros de membrana, que, quando
irradiados ativam este composto afetando proteinas transmembranas de forma a
alterar a passagem de agentes antimicrobianos.

Todavia, as analises obtidas com os dados do teste de atividade metabdlica ndo
corroboram os resultados obtidos na avaliagao de unidades formadoras de colénias,
pois neste teste os grupos controle, LED e FS utilizando o composto puro, nao
demonstraram diferenga na contagem de UFC.mL"". Nos grupos FS+ATB, a inibigdo
microbiana foi estatisticamente relevante, mas a contagem de coldnias foi proxima ao
grupo controle, ja nos grupos TFD+ATB, a redugdao em Log na contagem foi
significante pois ocorreu a completa inibicdo do crescimento microbiano, exceto no
grupo 3.0x10-¢ mol.L-' para NanoBSA anidnica.

Ronqui e colaboradores, 2016, obtiveram resultados semelhantes ao visto no
resultado da contagem de unidades formadoras de colbnias, pois observaram que o
biofilme de S. aureus ATCC, quando tratado apenas com TFD com azul de metileno,
obteve reducdo de 2,5 Log, porém quando associado a ciprofloxacina, a inibicao
aumentou 1 Log. Assim como Magacho e colaboradores em 2020, que notaram maior
efeito inibidor do crescimento de Klebisiella pneumoniae, Escherichia coli e
Enterobacter aerogenes, quando associado o azul de metileno a 100 ug.mL-' com 32
pug.mL"' de ceftriaxona na TFD. Quando comparados com o grupo FS, obtiveram
redugoes de 3,39, 3,52 e 2,85 Log respectivamente.

As diferengas notadas entre os testes de atividade metabdlica e contagem de UFC
podem ser esclarecidas baseadas nas diferentes respostas obtidas pelos testes. De
acordo com He e colaboradores em 2018, ha chances de ligagdo entre ERO
produzidas apds a irradiagdo com grupos oxidaveis presentes nas moléculas
biolégicas dos meios de cultura de crescimento, atuando, portanto, como
bloqueadores do efeito danoso. Este fendmeno pode elucidar a presenga de atividade
metabdlica apds irradiagao nos grupos TFD do teste que associa a TFD a tetraciclina.

Como visto no teste do perfil de resisténcia aos antibidticos pré e pés TFD, a

NanoBSA catibnica usada na TFD apresentou os melhores resultados de crescimento
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do halo inibitério em todos os antibidticos testados, sugerindo que seu uso propicia o
aumento da susceptibilidade na cepa MRSA a estes antibidticos, sobretudo a
tetraciclina, que demonstrou maior diferenga no crescimento do halo de inibigao
bacteriana, confirmando a hipotese levantada sobre a associagcdo da TFD a
antibioticoterapia. Este resultado é semelhante ao encontrado por Willis e
colaboradores em 2022, que utilizaram a TFD com azul de metileno como FS
associado ao uso de tetraciclina para avaliacdo do padrao de resisténcia da cepa
MRSA, sendo notada melhora na susceptibilidade aos antibiéticos partindo de uma
resposta intermediaria para sensivel.

Com estes resultados, ha indicios de redugdao na concentragao de antibiéticos
usados na terapia, fator importante uma vez que as altas concentragdes de
antibidticos propiciam a toxicidade e efeitos colaterais no paciente, além de favorecer
o desenvolvimento da resisténcia bacteriana (Gongalves et al., 2024). Corroborando
com os relatos, Barra e colaboradores em 2015 observaram que o uso do acido 5-
aminolevulinico associado a gentamicina a 2 ug.mL-! para uso na TFD reduziu a
viabilidade de células de S. aureus em biofilme, ainda que a concentragao inibitoria
minima testada da gentamicina em biofilme de S. aureus fosse > 128 ug.mL"". Estes
testes evidenciam a promissora alternativa de tratamento por combinacéo entre as
duas terapias.

Sendo notada a inativacdo bacteriana, a quantificacao de ERO foi abordada no
intuito de elucidar os efeitos obtidos. Nos dois testes realizados, com e sem
associagao do ATB, nao foi notada producdo de ERO na auséncia de irradiacao,
exceto no grupo 3,0x10 mol.L-' para NanoBSA anibnica ndo associada. A producgao
de ERO foi notada em todos os grupos TFD de ambos os testes, com destaque na
concentragdo de 2,0x10-° mol.L-' para NanoBSA anidnica ndo associada a tetraciclina,
corroborando com o resultado de melhor redugcdo de atividade metabdlica, e
concentragdo de 3,0x10® mol.L" para NanoBSA catibnica associada a
tetraciclina. Nestas concentracdes, o desvio padrao foi alto, podendo ser explicado
pela diferenga na quantidade de células presentes em cada experimento devido a
manipulacado, e até mesmo pela curta meia-vida de ERO, podendo haver variagao
quantitativa decorrente do tempo de realizagéo da analise da absorbancia (Correia et
al., 2021).
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A tetraciclina nao irradiada n&o foi capaz de gerar ERO, mas quando irradiada
apresenta pequena producdo de ERO, portanto atua na célula ndo somente no
ribossomo, como também auxilia no aumento da producgéao final de ERO. De acordo
com Xuan e colaboradores em 2018, as tetraciclinas compdem o grupo de antibidticos
fotossensiveis, explicando uma pequena produg¢ao de ERO, assim como demonstrou
moderada absorgdo no comprimento de onda de 250 nm quando realizada a analise
do espectro de absorgéo da tetraciclina, contudo, ndo absorve luz no comprimento de
onda utilizado neste estudo. No entanto, quando observamos os resultados de
UFC.mL-" do grupo irradiado apenas com a tetraciclina, ndo foi observado efeito
fotodinamico suficiente para reduzir o crescimento microbiano.

Nos mesmos parametros de irradiacdo usados no presente estudo, em biofilme de
MRSA, Ribeiro e colaboradores, 2022, avaliaram o efeito da curcumina livre na
concentragédo de 80 pug.mL-', notando redugéo significativa da atividade metabdlica,
conforme observado no presente estudo usando NanoBSA, entretanto, houve
aumento na producdo de ERO de 109,33 em fluorescéncia para a curcumina livre,
enquanto para NanoBSA o maior aumento foi de aproximadamente 12, para o grupo
2,0x10° mol.L-* da NanoBSA aniénica.

Em estudo realizado por Gutierrez e colaboradores no ano de 2017, foi analisada
a inibicao bacteriana a partir de testes em culturas planctonicas e biofilmes de cepa
MRSA, utilizando curcumina livre, nanoparticulas de curcumina catiénica e anidnica
na TFD. A incubacéo do FS ocorreu durante 60 minutos e a irradiagéo foi realizada
com 43,2 J/cm?. Foi observada inibicdo em cultura plancténica para todos os FS,
destacando a agao da curcumina nanoencapsulada, fator explicado pela melhora na
liberacdo do farmaco. Sob outra perspectiva, os resultados da TFD em biofilme nao
demonstraram efeito significativo para as formulagdes da curcumina, mostrando o
potencial de protegéo desta forma de vida séssil as células.

Estes resultados apontam para uma estratégia terapéutica propicia a futuras
aplicagdes clinicas, pois combinam o uso de antibiéticos, tratamento convencional
atualmente empregado, a aplicagdo da TFD. Portanto, se faz necessario novos

estudos com esta metodologia.
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8 CONCLUSAO

A partir das analises realizadas, foi possivel concluir que a curcumina
nanoencapsulada apresentou melhor internalizacdo na célula, mesmo quando

associada a tetraciclina, provando ser promissora para uso como fotossensibilizador.

A terapia fotodinamica por meio da NanoBSA como FS foi capaz de reduzir a
atividade metabdlica da cepa de MRSA, agindo como um bacteriostatico, mas nao
inibiu o crescimento bacteriano, mesmo com a produg¢ao de ERO. Em contrapartida,
quando associada a terapia fotodindmica a tetraciclina, nos mesmos parametros de
irradiacdo e concentracado do FS, foi visto ndo somente a diminuigdo da atividade
metabdlica, como a inibigdo do crescimento bacteriano, sendo notada a producao de
ERO nos grupos TFD.
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