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RESUMO

MUNIZ, Igor Pereira Ribeiro. Terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) com
curcumina controla infeccdo intradérmica por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina em camundongos com Diabetes mellitus tipo 1. Tese (Doutorado). — Instituto
Multidisciplinar de Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2023.

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1) € uma doenca crénica ndo transmissivel na qual a
insulina ¢ produzida insuficientemente devido a destruicdo das células  no pancreas.
Mudangas geradas no funcionamento de sistemas, como o sistema imunolégico, por
esta condi¢do aumenta o risco de infecgdes por estes individuos. Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) € um dos principais patégenos causadores de infecgdes
neste grupo. Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da aplicacdo da
terapia fotodinamica (PDT), utilizando a curcumina como fotossensibilizante (FS), no
tratamento de infeccdo intradérmica em camundongos com DMT1. Camundongos
C57bl/6, foram pesados e, em jejum, tiveram a glicemia mensurada. O DMT1 foi
induzido pela injecdo intraperitoneal de uma dose Unica de estreptozotocina (STZ) (180
mg/kg). Cinco dias ap6s a administragdo da STZ a glicemia dos animais foi mensurada
para confirmar o estabelecimento do DMT1. Quinze dias apos a indu¢do do DMTL, os
animais foram pesados e entdo infectados por MRSA (ATCC 43300) pela via
intradérmica na orelha esquerda. Para a infeccdo, foi quantificada a concentracéo de 1,5
X 107 UFC da cepa MRSA ATCC 4330. Vinte e quatro horas apds a infecgéo, os animais
foram separados em 3 grupos. Uma solucdo contendo 100 pg de curcumina foi
fotoativada ex vivo com o emprego de luz de LED (450 nm) obtendo uma fluéncia de
13.5 Jlcm?. Apos a fotoativacéo, a solucéo foi inoculada no sitio onde foi realizada a
infeccdo nos animais, consistindo no grupo experimental. Os tratamentos controles
consistiram na aplicacdo da curcumina nao-fotoativado ou salina estéril. A eutanasia
dos animais foi realizada 24 h ap0s os tratamentos e a orelha esquerda e o linfonodo
retromaxilar esquerdo foram cirurgicamente coletados. O linfonodo foi macerado em
salina para analise da carga bacteriana, dosagem de citocinas por ELISA, dosagem de
nitritos e nitratos e contagem de células. A orelha foi utilizada para a confeccédo de
Iaminas que foram coradas por H&E ou marcadas com anticorpos anti-mieloperoxidase
(MPO) por imuno-histoquimica. As laminas foram fotomicrografadas e contagens de
células e analises de expressdo de MPO no tecido foram realizadas. O grupo PDT
apresentou menor carga bacteriana no linfonodo quando comparado aos controles (p-
valor <0,05). Além da menor carga bacteriana, o grupo PDT também apresentou altos
teores de nitratos e nitritos no linfonodo quando comparado aos controles (p-valor <
0,001). O recrutamento celular para a orelha apresentou-se similar entre o grupo PDT
comparado aos controles, entretanto, a expressdao da MPO no grupo PDT foi menos
intensa comparada ao grupo salina (p-valor< 0,001). Quando analisada a producéo de
citocinas, o grupo PDT apresentou menores concentracdes de IL-1, IL-12 e IL-10 (p-
valor <0,01; p-valor <0,05; p-valor < 0,05, respectivamente), quando comparado ao
grupo salina. Este estudo mostra, pela primeira vez, o potencial terapéutico da PDT
usando curcumina no tratamento de uma infecgdo intradérmica causada por S. aureus
em camundongos com DMT1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Biofotdnica; Microbiologia; Imunologia; Histopatologia.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) is a chronic non-communicable disease in which
insulin is insufficiently produced due to the destruction of B cells in the pancreas. The
changes generated by this condition increase the risk of infections for these individuals.
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the main pathogens
causing infections in individuals with diabetes. In this work, we aimed to investigate the
effects of the application of photodynamic therapy (PDT), using curcumin as a
photosensitizer (PS), in the treatment of intradermal infection in mice with T1DM.
C57bl/6 mice were weighed and, in a fasting state, their blood glucose was measured.
DMT1 was induced by intraperitoneal injection of a single dose of streptozotocin (STZ)
(180 mg/kg). Five days after STZ administration, the animals' blood glucose was
measured to confirm the establishment of DMT1. Fifteen days after DMT1 induction, the
animals were weighed and then infected intradermally in the left ear. For infection, the
concentration of 1.5 x 10’ CFU of the MRSA ATCC 4330 strain was quantified. Twenty-
four hours after infection, the animals were separated in three groups. A solution
containing 100 pg of curcumin was photoactivated ex vivo using LED light (450 nm)
obtaining a fluence of 13.5 J/cm? which consists in experimental group. After
photoactivation, the solution was inoculated at the infection site. Control treatments
consisted of the application of non-photoactivated curcumin or sterile saline. The animals
were euthanized 24 h after the treatments and the left ear and left retromaxillary lymph
node were surgically collected. The lymph node was macerated in saline for analysis of
bacterial load, measurement of cytokines by ELISA, measurement of nitrites and nitrates,
and cell counts. The ear was used to make slides that were stained by H&E or stained
with anti-myeloperoxidase (MPO) antibodies by immunohistochemistry. Slides were
photomicrographed and cell counts and tissue MPO expression analyzes were performed.
The PDT group had a lower bacterial load in the lymph node when compared to controls
(p-value <0.05). In addition to the lower bacterial load, the PDT group also had higher
levels of nitrates and nitrites in the lymph node when compared to controls (p-value <
0.001). Cell recruitment to the infectious site on ear was similar between the PDT group
compared with the control groups, however, the expression of MPO in the PDT group
was less intense compared to the saline group (p-value < 0.001). When analyzing the
production of cytokines, the PDT group showed lower production of IL-1, IL-12, and IL-
10 (p-value <0.01; p-value <0.05; p-value < 0.05, respectively), when compared to the
saline group. This study shows, for the first time, the therapeutic potential of PDT using
curcumin in the treatment of an intradermal infection caused by S. aureus in mice with
T1DM.

Keywords: Diabetes mellitus; Biophotonic; Microbiology; Immunology; Histopathology.
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1 Introducéo

O diabetes mellitus do tipo 1 € uma doenca que na grande parte dos casos é causada devido
a uma reacdo autoimune contra as células B, que produzem a insulina no pancreas. Esta doenca
afeta cerca de 20-40 milhdes de pessoas em todo mundo, estando associada a um grande indice de
mortes (CSOBONYEIOVA; POLAK; DANISOVIC, 2018). Progressivamente, 0s individuos com
essa doenca se tornam incapazes de produzir insulina de modo autossuficiente, o que acaba por
causar deficiéncia na principal via de captacdo de glicose pelas células do organismo (ADI;
GERARD-GONZALEZ, 2018; PETTUS et al., 2018; TEKULA et al., 2018).

A auséncia desse sistema acaba por causar o acimulo de glicose no sangue, gerando um
quadro de hiperglicemia associado a perda de peso, poliuria, polidipsia, e polifagia (TEKULA et
al., 2018). A longo prazo, se negligenciada, o quadro de doengas associadas ao DMT1 pode
aumentar devido aos danos microvasculares e macrovasculares. Deste modo, quadros como
retinopatia, nefropatias, neuropatias, deméncia, doencas cardiovasculares comecam a se
desenvolver, além de maior susceptibilidade a infeccbes (PATTERSON et al., 2014; DADRAS et
al., 2018; GOMES et al., 2018; LACY et al., 2018).

O aumento da susceptibilidade a infeccOes esta associado a alteracdo da dindmica da
resposta inflamatoria causada pelo diabetes. Os danos vasculares causados pela hiperglicemia
cronica alteram diretamente mecanismos como a vasodilatacdo e o fluxo sanguineo, dificultando
processos de recrutamento celular (JAFAR; EDRISS; NUGENT, 2016). Além disso, outros
processos, a nivel celular, como por exemplo, fagocitose, ativacdo e apresentacdo de antigenos se
apresentam menos eficazes (DOOLEY; CHAISSON, 2010; DE SOUZA FERREIRA et al., 2012;
GIRI et al., 2018).

A desregulacédo deste sistema de defesa causada pelo diabetes acaba por estabelecer padrdes
pro-inflamatorios intensos, através do aumento exacerbado da producdo de medidores
inflamatdrios, como as citocinas. Apesar da resposta pro-inflamatoria ser importante para a reacao
do organismo no controle de uma infeccao, respostas inflamatérias exacerbadas podem estar mais
relacionadas a respostas ineficazes que por si sé acabam diminuindo a eficiéncia da resposta imune
contra patdgenos, como por exemplo, Staphylococcus aureus (BRANDT et al., 2018).

S. aureus € uma bactéria gram-positiva que coloniza cerca de 20-30% da populacéo, sendo
responsdvel por causar de 80-90% de infecgdes na pele e em tecidos moles no mundo
(MANANDHAR et al., 2018; SOHAIL et al., 2018; AL KINDI et al., 2019). Individuos com



fragilidades no sistema imunoldgico, como por exemplo, individuos com diabetes mellitus, se
encontram em um grupo de risco, se apresentando susceptiveis a infeccdes causadas por este
patégeno (BRANDT et al., 2018).

Responsavel pela morte de milhdes de pessoas anualmente, S. aureus se apresenta como
um patogeno de dificil tratamento farmacoldgico, pois, 0 mesmo apresenta diversas cepas com
resisténcia a antimicrobianos. Os isolados que apresentam resisténcia a meticilina sdo denominados
de MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Estes isolados apresentam ampla
distribuicdo no mundo sendo responsaveis por altos indices de infec¢des (SHIN; JUNG; PARK,
2017; WU et al., 2018; YAMASAKI et al., 2018).

Neste cenario, onde existe a grande dificuldade no tratamento farmacoldgico de infeccGes
por bactérias resistentes a antimicrobianos, é evidente a necessidade do desenvolvimento de
estratégias alternativas. Nos ultimos anos, a Terapia Fotodindmica (Photodynamic Therapy —
PDT), uma técnica que utiliza como base a aplicacdo de luz associada a compostos quimicos,
chamados de fotossensibilizantes (FS), para a geracao de radicais livres, tem se apresentado como
possivel tratamento para estas infecgdes.

A curcumina € um FS amplamente utilizado nas mais diversas aplicagdes da PDT. A
curcumina é derivada da Curcuma longa, também conhecida popularmente como Acafrdo-da-
Terra. Este composto tem se mostrado valioso para o ambiente clinico ja que por si sé apresenta
atividades anti-tumoral, anti-viral e anti-séptica (ALI; BANERJEA, 2016; SOKMEN; AKRAM
KHAN, 2016; TSAI et al., 2018). Apesar da realizacdo de muitos estudos recentes na area da
biofotbnica, ainda existem grandes lacunas a serem preenchidas quanto a aplicacdo antimicrobiano
em diferentes modelos de estudo, como o modelo in vivo, por exemplo.

Além dos desfechos no controle da carga de patdgenos, a academia se encontra carente de
informacGes sobre a interacdo da PDT com processos fisioldgicos dos organismos, tais como a
resposta inflamatdria em diferentes condi¢des, como o diabetes. Neste sentido, este trabalho visou
avaliar a eficiéncia da PDT utilizando a curcumina no controle da carga bacteriana de uma infeccao
intradérmica na orelha de camundongos C57bl/6 com DMT1 causada pela cepa MRSA 43300,

como também, caracteristicas da resposta inflamatéria geradas ap6s o tratamento com a PDT.



2 Revisao da literatura

2.1 O diabetes mellitus do tipo 1

O diabetes mellitus é considerado como um grupo heterogéneo de distlrbios metabdlicos.
Este grupo distdrbios metabodlicos atualmente atinge cerca de 415 milhdes de pessoas no mundo
todo, existindo uma estimativa de que no ano de 2040, este nimero aumente para cerca de 642
milhdes de pessoas (UNNIKRISHNAN; ANJANA; MOHAN, 2016; HARDING et al., 2019).

O termo “diabetes mellitus” ¢ uma nomenclatura generalista utilizada para designar
distirbios metabdlicos que possuem como consequéncias 0 surgimento de quadros de
hiperglicemia. Esta hiperglicemia pode ser gerada por falhas em diferentes mecanismos
fisiologicos, seja na producéo insuficiente da insulina, caracterizando um tipo de diabetes chamado
de tipo 1, como também pela acdo ineficaz deste hormdnio, caracterizando um tipo de diabetes
chamado de tipo 2 (KERNER; BRUCKEL, 2014; KHARROUBI, 2015).

O diabetes mellitus do tipo 1 (DMT1) é um distdrbio metabolico caracterizado pela perda
da capacidade de producdo suficiente do horménio insulina. Este evento ocorre pela destruicéo
cronica das células B nas ilhotas pancreaticas. Estas células sdo as responsaveis pela producao de
insulina. A destruicdo destas células ocorre através de reacdes autoimunes, onde o proprio
organismo ndo reconhece esta célula e seus antigenos como proprios, assim, gerando a destruicao
das mesmas ao longo do tempo (KATSAROU et al., 2017).

. O DMT1 é uma doenga cronica, podendo ser causada por uma reacao autoimune, com alta
incidéncia no mundo todo, sendo responsavel por altos indices de mortalidade e morbidade (DE
GROOT et al., 2021; LU; ZHAO, 2020). O DMT1 afeta cerca de 20-40 milhdes de pessoas em
todo o mundo e é responsavel por 5 % das causas de morte anualmente (CSOBONYEIOVA;
POLAK; DANISOVIC, 2018).

O indice de pessoas com DMT1 esta crescendo em cerca de 3% ao ano no mundo, onde
estudos indicam que até 2030, cerca de 55 milhdes de pessoas apresentardo o quadro de DMT1
(ANDRADE et al., 2017; LU; ZHAO, 2020). Na América do sul, o Brasil possui a maior incidéncia
dos casos de DMT1. Cerca de 4,4% da populacdo brasileira possui Diabetes, sendo que, 4 % desse
total, possui DMT1, apresentando a incidéncia de 6 novos casos a cada 100.000 individuos
(PATTERSON et al., 2014; DUNCAN et al., 2020).

O DMT1 pode ser causado inicialmente por um infiltrado celular nas ilhotas pancreaticas,



principalmente por células T, ocasionando a destrui¢do das células B a partir de uma reagdo
autoimune. A destruigdo progressiva das células  tem como consequéncia o encerramento ou
producao insuficiente do horménio insulina, tornando o individuo dependente da administracao de
insulina exdgena (ADI; GERARD-GONZALEZ, 2018; PETTUS et al., 2018; TEKULA et al.,
2018).

Apesar da classificacdo tradicional do DMT1 como uma doenca juvenil, esta pode ser
desenvolvida em qualquer idade, onde, cerca de 50 % dos casos séo desenvolvidos na fase adulta
(DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2019). Principalmente na infancia, a perda da
capacidade de producdo suficiente de insulina gera sintomas como: hiperglicemia, poliuria,
polidipsia, polifagia e perda de peso (TEKULA et al., 2018).

Além dos sintomas citados anteriormente, a longo prazo, o DMT1 se ndo tratado de maneira
adequada pode gerar danos microvasculares e macrovasculares causando quadros como
retinopatia, nefropatias, neuropatia, deméncia, doencas cardiovasculares, além de facilitar a
ocorréncia dos quadros de pé diabético (PATTERSON et al., 2014; DADRAS et al., 2018; GOMES
et al., 2018; LACY et al., 2018).

2.2 Patogénese do DMT1

Apesar de muitos estudos, a etiologia e os mecanismos patoldgicos envolvidos com o
DMT1 ainda ndo sdo plenamente compreendidos (ZIPRIS, 2021). No entanto, € sabido que o
ambiente no qual o individuo vive e, principalmente, o fator genético, possuem papéis decisivos
em sua patogénese (PATTERSON et al., 2014). Evidenciando o fator genético, existem alguns
genes que estdo associados ao desenvolvimento da resposta autoimune que gera a destruicdo das
células B, assim, desencadeando o inicio do quadro de DMT1.

O maior conjunto de genes envolvidos com o desenvolvimento dessa doenca esta
relacionado ao desenvolvimento do Complexo Principal de Histocompatiblidade (Major
Histocompatibility Complex — MHC), em humanos, chamado de HLA (Human Leucocyte
Antigen). Esse conjunto de genes estd relacionado com a predisposicdo de 40-50% de
desenvolvimento dos casos de DMT1. Outros genes consideravelmente importantes para a pré-
disposicdo do DMTL1 séo: O gene codificador da Insulina e o gene do CTLA-4 (Cytotoxic T

Lymphocyte-associated antigen-4), presentes em linfocitos T citotoxicos, que estdo envolvidos na



predisposicdo de cerca de 15% dos casos (ABU EL-ELLA et al., 2018; CSOBONYEIOVA,
POLAK; DANISOVIC, 2018; PASCHOU et al., 2018).

Estes conjuntos de genes estéo relacionados com o desenvolvimento do DMT1 por motivos
especificos. O MHC, ou HLA em humanos, é um conjunto de moléculas expressas na superficie
de células imunes e outras células com o objetivo de expor antigenos para apresentacdo para células
como linfocitos T CD4* e T CD8", por exemplo (NAITO; OKADA, 2022). Existem dois tipos de
MHC a serem expressos, 0 MHC de classe |1 e 0 MHC de classe 1.

O MHC de classe | é expresso pela maioria das células, que fazem o uso deste aparato para
apresentar antigenos de proteinas intracelulares degradadas via proteassoma e apresentam seu auto
reportorio para células como os linfocitos T CD8". O MHC de classe Il é expresso por células
apresentadoras de antigenos, também chamadas de APCs (Antigen-Presenting Cells), que irdo
fazer a apresentacdo dos antigenos fagocitados e degradados por proteases, para células como
Linfocitos T CD4" (PASCHOU et al., 2018; REYNISSON et al., 2021).

Estudos mostram que o MHC de classe | estd diretamente envolvido com o
desenvolvimento do DMT1 através do seu uso por linfocitos T CD8" no processo de morte celular
via granzimas e perforinas (BURRACK; MARTINOV; FIFE, 2017). Também é observado que o
MHC de classe 1l esta envolvido com o desenvolvimento de doencgas autoimunes como o0 DMTL.
Modificacdes nas sequéncias alélicas responsaveis pela expressdo desta molécula podem aumentar
a afinidade ou diminuir a afinidade de ligacdo de antigenos préprios, de modo que o processo de
auto toleréncia se vé prejudicado, assim, aumentando o risco do desenvolvimento de doencas
autoimunes (PASCHOU et al., 2018).

Polimorfismos relacionados ao gene da insulina também podem estar relacionados ao
desenvolvimento do DMTL1. A insulina € inicialmente produzida em uma forma inativa, chamada
de pré-insulina, que apds ativacdo enzimatica se transforma em uma molécula bioativa. Entretanto,
na expressdo dessa molécula, a regido promotora do gene que codifica a pro-insulina apresenta
uma sequéncia de repeticdo em tandem de numero variavel, também chamadas de VNTR’s
(Variable number of tandem repeats)(ZHANG et al., 2015).

Existem dois padrdes mais comuns dessas sequéncias de VNTR’s: As de cadeia pequena,
chamadas de Tipo 1 (26 — 63 repeti¢cdes) e as de cadeia grande, chamadas de Tipo 3 (140 — 243
repeticdes), esta Ultima estando relacionada com um processo de mais eficiéncia da transcricdo e

expressdo do gene. Essa regido em si ndo modifica a estrutura da proteina que serd codificada,



entretanto, modificagdes nessas regides estdo relacionadas com a realizacdo de procedimentos
como transcricdo e expressdo. As repeticdes de cadeia grande, ou do tipo 3, estdo relacionadas com
uma transcricdo e expressdo mais eficiente dessa proteina nas células epiteliais do Timo, 6rgao
extremamente importante no processo de tolerancia imunolégica central dos organismos, assim,
sendo um padrdo menos relacionado ao desenvolvimento de DMT1 (BARRATT et al., 2004;
DESAI et al., 2006; PASCHOU et al., 2018).

O processo de tolerancia imunoldgica central ocorre no timo, onde as células epiteliais do
timo e os timdcitos apresentam autoantigenos para os linfocitos T em formacdo no 6rgdo para
avaliar a capacidade deles em responderem a exposicao de autoantigenos. Quando os linfocitos
reconhecem 0s préprios antigenos, 0os mesmos sdo induzidos a processos de morte celular.
Entretanto, algumas falhas nessa fiscalizacé@o celular, que podem ocorrer devido a eventos como
infecces virais, causadas pelo virus Coxsackievirus B4, alteram o funcionamento das células do
timo, permitindo a selecdo de células que reconhecem autoantigenos relacionados as células B,
assim facilitando o desenvolvimento do DMT1 (JAIDANE et al., 2012a, 2012b).

Outra falha em um processo de tolerancia presente no organismo que pode estar envolvido
com o desenvolvimento de DMTL1 € o processo de tolerancia imunolégica periférica. Este processo
pode estar relacionado com o gene responsavel pela codificacdo da molécula CTLA-4. Para que
um linfocito T possa ser ativado, € necessario o acontecimento de alguns eventos como a
apresentacdo do antigeno via MHC para o linfocito que ira reconhece-lo através do seu receptor de
célula T (TCR — T-Cells Receptor). Entretanto, apenas esse sinal ndo é capaz de estimular uma
resposta imunogénica. E preciso a presenca de um segundo sinal que ocorre através da acio de
moléculas co-estimuladoras expressas pelas APC’s, como as moléculas CD-80 e CD-86 que ativam
os linfdcitos através da sua ligacdo com o receptor CD-28 em Linfécitos T (HOSSEINI et al., 2020;
MARIUZZA; AGNIHOTRI; ORBAN, 2020).

A partir do acontecimento destes eventos, o linfécito se encontrard ativado e iniciard
processos como a producdo da citocina IL-2 para iniciar a expansdo clonal, aumentando
significativamente o nimero de clones desse linfocito ativado. Entretanto, o organismo humano
possui ferramentas reguladoras dessas células ativadas, como por exemplo a expressao do receptor
de CTLA-4 pelos linfocitos ativados. Este receptor se assemelha em sequéncia ao CD-28,
entretanto, além de possui diferente funcéo, possui cerca de 20 vezes maior afinidade as moléculas
CD-80 e CD-86 (HOSSEINI et al., 2020; MARIUZZA; AGNIHOTRI; ORBAN, 2020).



Quando ativado este receptor, o linfocito T se direciona a um estado de anergia, assim,
suspendendo a sua atividade, sendo uma via de regulacdo de tolerdncia imunoldgica periférica.
Modificagdes na sequéncia que codifica o0 CTLA-4 estdo diretamente relacionadas com o
desenvolvimento de doengas autoimunes, inclusive o DMT1 (PASCHOU et al., 2018)

A partir do momento em que essas falhas imunoldgicas se estabelecem, células imunes
como os linfocitos, se direcionam até as ilhotas pancreaticas tendo como alvo antigenos
relacionados com as células . Sdo variados os possiveis processos celulares que podem ocorrer
durante o ataque as células B, sendo relatados processos de inflama¢do menos intensos como
apoptose até processos como necrose causando recrutamento e ativacdo de células inflamatorias
como macrdfagos e células dendriticas (EIZIRIK; COLLI; ORTIS, 2009; CUNHA et al., 2012;
GRIECO et al., 2017).

Acredita-se que a exposicao de certos antigenos das células das ilhotas pancreaticas induza
a formacdo de auto anticorpos que ao longo do tempo irdo induzir a destruicdo destas células
(KATSAROU et al., 2017). Estudos apontam que anticorpos sdo gerados contra antigenos das
células B, em alguns casos, a partir de seis meses de idade. Dentre os auto anticorpos estudados
estdo os autoanticorpos anti-insulina (IAA), descarboxilase do acido glutdmico (GADA), proteina
associada ao insulinoma 2 (1A-2) entre outras proteinas (KRISCHER et al., 2016).

Além da predisposicdo genética ao desenvolvimento de DMT1, o meio ambiente imp&e
grande influéncia no desenvolvimento ou ndo da doenca, onde eventos como infeccdes virais, uso
de antibidticos, introducdo da primeira alimentacédo e eventos gestacionais podem induzir o inicio
do desenvolvimento desta condicio (VISKARI et al., 2002; KNIP; VIRTANEN; AKERBLOM,
2010; ASHTON et al., 2016; DAI et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Estima-se que em casos de
gémeos monozigoticos, com genética predisposta para o desenvolvimento de diabetes, em apenas
30% dos casos os dois desenvolveram a doenca (REDONDO et al., 2008).

2.3 Disturbios no sistema imunologico causados pelo DMT1

A partir da ingestdo de alimentos, devido a absorcdo de nutrientes provindos da dieta, o
organismo é induzido a produzir e secretar o horménio insulina, prevenindo desordens metabdlicas
como hiperglicemia, diabetes e inflamacbes decorrentes destes processos (KIM; FELDMAN,

2015). A glicose € o principal combustivel celular, de modo que esta molécula se apresenta como



fonte de energia para a realizacdo de diversas rotas metabdlicas nos diferentes tecidos.

A absorcdo desta molécula é mediada no organismo através da classe de proteinas GLUT.
A maior absorcédo de glicose ocorre em tecidos como o tecido muscular e o tecido adiposo através
do transportador de glicose GLUT-4, que tem a expresséo mediada pela agéo da insulina ao se ligar
ao IR (TATULIAN, 2015; PETERSEN; SHULMAN, 2018; TOKARZ; MACDONALD; KLIP,
2018). Apods a sinalizagdo via insulina, estes tecidos irdo consumir a glicose em excesso
transformando-a em outras moléculas de reserva energética como glicogénio, por exemplo.

A hiperglicemia crbnica causada pela auséncia da insulina, quando estendida por longos
periodos sem controle ideal, causa danos celulares irreversiveis gerados pelo quadro de toxicidade
causada por glicose. A toxicidade relacionada a alta concentracao sérica de glicose esta relacionada
a formacdo de produtos de glicacdo avancada (Advanced glycation end products- AGES) e aumento
do estresse oxidativo (CAMPOS, 2012).

Devido a falta do controle glicémico e a auséncia da atividade da insulina, processos
celulares quimiotaxia, fagocitose e apoptose sao diretamente afetados (CONDORELLI et al., 2018;
GIRI et al., 2018; LI et al., 2018; WU et al., 2019). As alteracbes em processos como quimiotaxia
e fagocitose em individuos com DMTL1 acabam por tornar esses individuos mais vulneraveis a
processos infecciosos por alterar o funcionamento do sistema imunolégico (DE SOUZA
FERREIRA et al., 2012; MOREY et al., 2019; RESTREPO et al., 2014).

Em resposta a infec¢es, individuos com DMT1 apresentam menor vasodilatacdo e menor
fluxo sanguineo, o que dificulta diretamente na migracdo celular para o sitio inflamatorio e o
controle de infeccdes (JAFAR; EDRISS; NUGENT, 2016).

Pensando na resposta imune inata, mesmo com a administracdo exogena de insulina, os
processos de quimiotaxia, fagocitose, ativacdo e apresentacdo antigénica de fagocitos, como os
neutrofilos, podem ser diminuidas em até dez vezes quando comparado a atividade de um fagocito
de um organismo saudavel (DOOLEY; CHAISSON, 2010; GIRI et al., 2018).

Os neutrofilos sdo células fagociticas diretamente envolvidas no controle de uma grande
variedade de patdgenos extracelulares. E sabido que em condic@es de hiperglicemia, o neutr6filo
aumenta a expressdo da mieloperoxidase (MPO), enzima envolvida diretamente na producéo de
HCIO (Acido hipocloroso), entretanto, apesar do aumento de sua expressdo, a atividade desta
enzima é significativamente reduzida e menos eficiente (DE SOUZA FERREIRA et al., 2012).

Além da atividade de MPO, outras ferramentas utilizadas pelo neutréfilo, como a elastase



neutrofilica (NE), que € liberada durante a degranulacdo do neutrofilo e possui agdo antibacteriana,
acaba sendo diminuida em meio hiperglicémico. Desta maneira, este importante tipo celular acaba
tendo seu funcionamento alterado durante uma resposta contra uma infecgdo, por exemplo
(ORIANO et al., 2020; STEGENGA et al., 2008).

Condicoes de hiperglicemia em sinergia com hipdxia, situacdo que ocorre no quadro de pé
diabético por exemplo, acaba por aumentar o perfil de expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
como TNF-a, IL-1, e IL-6, por macrdfagos, entretanto, estas mesmas células diminuem o potencial
de fagocitose pela diminuicdo da expressao de moléculas como CD-36 e receptores Scavengers do
tipo I (MOREY et al., 2019).

Além de atuar diretamente na expressao de moléculas envolvidas no processo de fagocitose,
como o CD-36, a hiperglicemia acaba por alterar a expressdo de receptores de sistema
complemento em monacitos, assim diminuindo a eficiéncia dessas células de defesa (RESTREPO
et al., 2014).

O desbalanco dos perfis de respostas imunes adquiridas possui grande influéncia no
desenvolvimento e progressao da doenca. Estudos apontam que o desenvolvimento da doenca se
da principalmente por diferengas entre as respostas pro-inflamatorias do tipo Thl e Thl7 e a
resposta anti-inflamatdria/reguladora do tipo Treg (ALNEK et al., 2015; BAHARLOU et al.,
2016).

A atividade das células Treg é alterada em individuos com DMT1. Em individuos
saudaveis, células Treg possuem alta producdo de IL-10, considerada uma potente citocina anti-
inflamatdria, entretanto, em individuos com a DMT1, ocorre diminui¢do acentuada da producéo
desta citocina (ANUPAM et al., 2018).

Em contrapartida, a expressdo de citocinas pré-inflamatorias se apresenta aumentada em
individuos com diabetes, aumentando a atividade de células do perfil Th17 e Thl, com a producao
significantemente aumentada de citocinas como a IL-17 e a IL-12, respectivamente. E importante
ressaltar que o aumento da producao de citocinas pré-inflamatorias como I1L-12 e IL-17 ndo estdo
ligados a uma inflamacdo mais eficiente, mas sim, sendo ligados a marcadores de progressao da
doenga (DEAN et al., 2020; FORAY et al., 2021; HUANG; PEI; GRAVES, 2020).

O estabelecimento do diabetes esta correlacionado com problemas de circulacdo, mudancas
no perfil de resposta imunologica e aumento do risco de infeccdo, como infeccdes na pele,

tuberculose e pé diabético. Resumidamente, a hiperglicemia, assim como os efeitos indiretos nas
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fungdes de macrdfagos e linfocitos gerados pela diabetes, diminui a capacidade do organismo em
conter infecgdes, como por exemplo, as causadas por patdégenos bacterianos como Staphylococcus
aureus (MALGRANGE, 2008; DOOLEY; CHAISSON, 2010; ALNEK et al., 2015).

2.4 Staphylococcus aureus é um importante patégeno

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva em forma de cocos, amplamente
distribuido pela natureza e presente na microbiota humana, principalmente na pele e fossas nasais
(MANANDHAR et al., 2018; SOHAIL et al., 2018). Apesar de poder fazer parte da nossa
microbiota e normalmente ndo causar doenca, a literatura mostra que S. aureus é responsavel por
causar um grande espectro de doencas como infec¢des na pele, mastite, pneumonia, osteomielite,
pé diabético e choque séptico (JNEID et al., 2018; MANANDHAR et al., 2018; SOHAIL et al.,
2018; TUCHSCHERR et al., 2018; WANG et al., 2018).

S. aureus coloniza cerca de 20-30% da populacdo e é responsavel por causar cerca de 80-
90% de todas infeccdes na pele e em tecidos moles no mundo todo (AL KINDI et al., 2019). S.
aureus € o segundo principal patdgeno bacteriano causador de bacteremia associados a comunidade
e cuidados de satde em paises desenvolvidos, tendo a incidéncia de 15-40 casos a cada cem mil
pessoas (BONNET et al., 2018).

Como dito anteriormente, S. aureus é uma bactéria que comumente ndo causa doenca, mas
em situacdes especificas, esta bactéria lanca mao de ferramentas que auxiliam o processo de
colonizacéo e infeccdo como também de evasao do sistema imune. Inicialmente, esta bactéria ao
adentrar o organismo ira se aderir as células epiteliais, principalmente nas fossas nasais, atraves do
acido teicdico. S. aureus se caracteriza por ser uma bactéria que necessita de poucos nutrientes para
manutencdo da vida, de modo que, mesmo na presenca de outros microrganismos competidores
nesses sitios, consegue crescer satisfatoriamente (BURIAN et al., 2010; WERTHEIM et al., 2008).

De maneira geral, S. aureus possui um extenso arsenal de fatores de viruléncia que permite
que esta bactéria consiga se aderir ao hospedeiro, causar danos as células do hospedeiro como
também imunomodular o organismo infectado. Este arsenal de fatores de viruléncia varia entre as
cepas, o que reflete diretamente na grande diversidade de doencas que esta espécie bacteriana pode
causar (LEE et al., 2018).

Inicialmente em seu processo de infecgdo, S. aureus pode langar méo de fatores de
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viruléncia como as proteinas ligadoras de fibronectina (FNnBPA e FnBPB) e adesinas como a
proteina de ligacdo a coladgeno (Cna), que facilitam que ele se ligue tanto tecidos normais como em
feridas e entdo se multipliquem nesses locais. Ap6s o reconhecimento da presenca de um patdgeno
pelo sistema imune, a resposta inflamatoria serd iniciada, acontecendo o recrutamento de celulas
PMN, principalmente o neutrofilo, para o sitio de infeccdo. Entretanto, esta espécie bacteriana
possui fatores de viruléncia como coagulases que formam pseudo-capsulas de fibrina, dificultando
o influxo e contato com as células polimorfonucleares (BURIAN et al., 2010; LEE et al., 2018;
SCHWARTZ et al., 2021; SPAAN et al., 2013).

Além de coagulases, outro importante fator de viruléncia expresso por S. aureus, que
dificulta o controle da bactéria é a expressdo de uma capsula rica em polissacarideos, que impede
0 reconhecimento realizado por células PMN, opsonizacdo, consequentemente se evadindo do
sistema complemento (LAARMAN et al., 2010; THAMMAVONGSA et al., 2015).

Individuos geriatricos, pessoas com diferentes graus de obesidade, diabetes mellitus,
doencas cardiacas e/ou pulmonar que possam necessitar de tratamento cirirgico ou tratamento
intensivo, se situam dentro de um grupo de risco com maiores susceptibilidades a infeccGes por S.
aureus (MENNE et al., 2012; OCHOA et al., 2005; PROCTOR, 2012; WELLS et al., 2013).

Individuos com DMT1 apresentam grande dificuldade na apresentacdo de um controle
eficaz na resposta contra infecgdes causadas por S. aureus. Como medida terapéutica convencional,
faz-se 0 uso de antibioticos para o controle da carga bacteriana. Todavia, é importante ressaltar
que, ao longo do tempo, devido ao uso indevido desses agentes terapéuticos, como por exemplo a
penicilina e derivados como a meticilina, cepas resistentes a esses farmacos foram selecionadas,
como por exemplo a cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA- (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) (LEE et al., 2018).

S. aureus € uma bactéria de extrema importancia clinica ao se pensar em infeccGes
desenvolvidas em individuos com diabetes. Esta bactéria possui a capacidade de causar grandes
impactos no setor publico de saude, sendo um dos principais patdgenos causadores de doencas
neste grupo de individuos, causando quadros como bacteremia, infeccdes de pele e pé diabético.
Desta maneira, é necessario o estudo e desenvolvimento de estratégias para o controle deste
patbgeno neste contexto (SEO et al, 2021; SHETTIGAR; MURALI, [s.d.];
VANDERSCHELDEN et al., 2019).
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2.5 O neutrofilo é uma célula com funcgéo central no controle de
infeccdes bacterianas

Frente ao desafio de controlar infec¢fes causadas por patdgenos bacterianos, o sistema
imune lanca méao do recrutamento e ativagcdo do neutrdfilo, o principal tipo celular envolvido no
controle bacteriano, inclusive em infec¢des causadas por S. aureus.

Inicialmente, ao adentrar o organismo hospedeiro, o patdgeno sera reconhecido por células
do sistema imune. No caso de S. aureus, patdégeno envolvido no desenvolvimento de infec¢fes na
pele, serd reconhecido por células residentes neste sitio, como por exemplo macréfagos, células de
Langerhans e Linfocitos T 8, que, ao reconhecerem irdo dar inicio a resposta inflamatéria com a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (YASUDA et al., 2016; MARCHITTO et al., 2019).

Com o reconhecimento da invasao causada por um patogeno, citocinas como IL-1, TNF-a,
IL-6 e IL-17 serdo produzidas com o objetivo de recrutar células de defesa para os locais de
infeccdo. A primeira célula a chegar no local de infec¢do é o neutrdfilo, migrando rapidamente
para o sitiode infeccdo (DE OLIVEIRA; ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016; ROSALES,
2018).

O neutrdfilo € uma célula que possui grande capacidade de fagocitose de patdgenos
extracelulares, como por exemplo, S. aureus, aléem de exercer grande atividade oxidativa para
causar a morte dos patdgenos. Diversos trabalhos mostram a grande importancia do neutréfilo
como uma ferramenta central no controle de infec¢des causadas por S. aureus (MARCHITTO et
al., 2019).

Para exercer suas funcGes no controle de infeccdo, o neutrdfilo possui diversas ferramentas
celulares que sdo empregadas durante a resposta imune, tais como a NE, a MPO e as NETSs
(Neutrophil Extracellular Traps). A MPO é uma proteina dimérica contendo uma protoporfirina
férrica IX em cada subunidade da proteina. Esta enzima é utilizada como uma das principais
ferramentas do neutrdfilo em seus mecanismos de estresse oxidativo. Dois dos mais importantes
ciclos cataliticos realizados pela MPO séo o ciclo de Halogenacéo, que tem como resultado o acido
hipocloroso (HCIO), e o ciclo do peroxinitrito, que resulta na producdo de espécies reativas de
nitrogénio (ARNHOLD, 2020).

Quando o neutrofilo fagocita, o fagossomo se unird com lisossomos contendo os granulos
azurofilos. Nesse ambiente, a NADPH oxidase (NOX5) ird gerar, a partir do oxigénio molecular

(02), um alto gradiente do anion superdxido (O2). Entretanto essa molécula é rapidamente
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convertida ao perdxido de hidrogénio (H20>) pela a¢do da enzima superdéxido desmutase. O H20z,
juntamente com ions de Cloro (CL-), servirdo de substrato para a MPO para a formacéo do HCIO,
que possui potente acdo antimicrobiana (DAVIES, 2021).

Além desta via classica, a MPO pode utilizar outros compostos como substratos para a
producao de outras espécies reativas, como por exemplo, as espécies reativas de nitrogénio. A MPO
tem a capacidade de utilizar o nitrito, produto do 6xido nitrico (NO), para a produ¢do do diéxido
de nitrogénio, outra potente molécula oxidante utilizada como defesa contra microrganismos
(BEAVERS; SKAAR, 2016; ARNHOLD, 2020).

Neste contexto de controle da infeccéo, a producéo de citocinas € muito importante, atuando
em processos de quimiotaxia e ativacdo de neutréfilos no local da infeccdo através da producéo de
citocinas como IL-17. Citocinas IL-12 e IL-23 s&o citocinas de grande importancia para a passagem
da resposta imune inata para a resposta imune adquirida. Ressaltando que, estas Gltimas citocinas
estdo envolvidas com o estabelecimento das respostas TH1 e TH17, com producéo de mediadores
como IFN-y e IL-17 respectivamente (COTTON et al., 2016; YAN; SMYTH; TENG, 2018).

2.6 Modelo animal de infeccéo intradermica

O entendimento da resposta imune desenvolvida frente a infec¢fes causadas por patdgenos
como S. aureus ¢é de extrema importancia para o desenvolvimento de tratamentos alternativos. No
caso de S. aureus a pele é um sitio chave para o desenvolvimento de estudos.

O modelo animal tem sido utilizado ao longo dos anos em pesquisas na ciéncia bésica e
aplicada. Visando a aplicacdo de experimentacdes que envolvam analises do comportamento do
sistema de defesa em modelos de infeccdes ou outros estimulos, o modelo murino, utilizando
diversas linhagens da espécie Mus musculus, € amplamente utilizado por possuir semelhancas
anatdmica, imunoldgicas e fisiolégicas com os seres humanos (NISHISAKA et al., 2001; JUNHEE
SEOK et al., 2013; PHIFER-RIXEY; NACHMAN, 2015).

A partir da juncao do estudo de modelos reprodutivos de infeccdes causadas por S. aureus,
utilizando o modelo animal, como por exemplo, o0 modelo murino, 0 modelo de infeccéo
intradérmica se apresenta como 6tima ferramenta para experimentacdo (DOS SANTOS et al.,
2019b, 2019a, 2020; MUNIZ et al., 2021).

A pele é composta de pelos, estrato corneo, células epiteliais e tecido conectivo (derme).
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Além dessas componentes estruturais da pele, multiplas estruturas como nervos, vasos sanguineos
e células imunes estdo amplamente distribuidas pela pele (YASUDA et al., 2016).

Diversos estudos utilizam a derme como sitio para in6culo de antigenos, pois, a quantidade
de antigenos necessaria para desencadear uma resposta antigénica é baixa. Esta caracteristica se
prova devido a grande concentracdo de células de Langerhans nesta camada tecidual. As células
de Langerhans sdo células dendriticas que possuem grande capacidade efetora atuando como
APC’s. As células de Langerhans podem atuar elicitando tanto a resposta imune celular como a
humoral pela ativagdo de células T CD4+ e TCD8+, alem da ativacdo de linfocitos B,
potencializando a producéo de anticorpos (YASUDA et al., 2016; EGUNSOLA et al., 2021,
LEBOUX et al., 2021).

Além de participar do desenvolvimento da resposta imune adaptativa, as células APCs que
estdo presentes na derme possuem a capacidade de, ao reconhecer a presenca de um invasor,
produzirem citocinas e quimiocinas para o recrutamento de células como os neutrofilos para
controle de infeccdo (ORESKOVIC et al., 2019).

A via de infeccdo intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisiopatoldgicos
decorrentes de um processo infeccioso (Figura 1), bem como testar dispositivos terapéuticos e

medicamentos em um organismo vivo complexo (MACKOVA et al., 2019).
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Figura 1. O modelo animal de infeccdo intradérmica oferece a oportunidade de estudar processos fisioldgicos
resultantes de um procedimento infeccioso. Neste modelo, a carga bacteriana é determinada por espectrofotometria.
Col6nias do microrganismo sdo suspensas em solucdo salina estéril. Uma absorbancia de 0,135 a 660nm (nanémetros)
é necessaria para atingir a quantidade de 108 UFC (unidades formadoras de colbnia) de Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA). A infec¢do intradérmica € realizada nas orelhas dos animais (ALMEIDA et. al., 2017;

DOS SANTOS et. al., 2020). Imagem criada por Caroline Vieira Gongalves no BioRender.

2.7 Modelo de inducdo de DMT1 por Estreptozotocina

Os modelos de estudo em animais possuem o objetivo principal de tentar simular, 0 maximo
possivel, as reacdes que ocorrem nos seres humanos de acordo o modelo estudado, como por
exemplo, em uma infecc¢do. Devido a este motivo, pensando em modelos que possam simular um
organismo com Diabetes mellitus do tipo 1, existem modelos de estudos em animais, como
camundongos ndo obesos diabéticos (NOD) e camundongos com DMT1 induzida pela utilizacao
de um composto chamado de estreptozotocina (STZ) (AUDET; KILKENNY; ROCHELEAU,
2018; KHURANA; TEKULA; GODUGU, 2018).

A STZ e uma glicosamina-nitrosureia comumente usada para gerar um quadro de DMT1

(SILVA et al., 2011). Inicialmente, a STZ foi identificada como um antibidtico, produzido por
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algumas bactérias gram-positivas, como Streptomyces achromogenes, na década de 1950.
Entretanto, foi observado ao longo do seu uso que esta molécula possuia acéo citotdxica, tendo
grande afinidade as células B, a ponto de ter sido testada para o tratamento de carcinoma nas ilhotas
pancredticas (ZHU, 2022).

O mecanismo de acdo desta molécula consiste em sua entrada nas células B das ilhotas de
Langerhans no péancreas atraves da proteina transportador GLUT-2. A estrutura da STZ se
assemelha muito a estrutura da glicose, sendo assim um competidor pelo sitio de ligacdo ao
GLUT2(SZKUDELSKI, 2001; ZHU, 2022).

CH;OH CH,OH
0 o

OH OH

HO or OH

NH HO
| OH
riJ—N=O a-D-glicose
CH,

Estreptozotocina (STZ)

Figura 3- Estrutura quimica da estreptozotocina em comparagdo com a a-D-glicose. A estreptozotozina
possui fracdo quimica da -glicose, 0 que se acreditar ser a estrutura base da habilidade de estreptozotocina em se ligar

ao transportador de glicose GLUT2. Imagem adaptado de Zhu, B. T., 2022.

Os mecanismos de acdo da STZ para o desenvolvimento do DMT1 ndo séo totalmente
elucidados, entretanto, sabe-se que o uso dessa molécula esta envolvido com o recrutamento de
linfocitos T para o pancreas onde estas células irdo reagir a presenga células B, gerando uma
insulite. Os principais mecanismos de acdo estudados da STZ sdo os danos ao material genético
das células B através da produgdo de espécies reativas como o NO ¢ H.O2 (KHURANA,; TEKULA,
GODUGU, 2018).

A STZ atua como um doador de elétrons para o0 NO gerando um estresse oxidativo, que
tem como consequéncia 0 aumento da atividade de enzimas como a guanilil ciclase, gerando como
produto altas concentragbes do cGMP. A alta concentragdo dessa molécula na célula p serd a
principal responsavel a alquilacdo do DNA (SZKUDELSKI, 2001).
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Apds adentrar as células 8, a STZ ird promover indiretamente a alquilacdo do DNA, gerando
a sua fragmentacdo. Em resposta a esta fragmentacéo, a célula tentara reparar os danos do seu
material genético através da ativacdo da enzima ADP-ribose sintetase. Entretanto, este processo de
reparo € intenso, onde a célula acaba por gastar muito recurso celular, assim, levando a deplecéao
de NAD+ e ATP. A partir do extenso uso do ATP no meio intracelular, processos de
desfosforilagdo ocorrem continuamente, gerando agora substratos para a enzima Xantina oxidase,
que ird gerar como produtos o H2O- e outros radicais hidroxil. Estes processos em conjunto acabam
por gerar grande estrese oxidativo e morte celular das células B (NAHDI; JOHN; RAZA, 2017).

Com a morte das células B a partir do uso da STZ, o organismo perdera a capacidade inata
de produzir insulina, assim, iniciando o estabelecimento de um quadro DMT1 com o0s sinais
classicos como hiperglicemia, polidria, polidipsia e polifagia. Como consequéncia, sintomas como
a perda de peso, aumento do consumo de agua e aumento do volume urindrio acabam sendo
percebidos (HORIKAWA et al., 2020).

2.8 A terapia fotodindmica como ferramenta alternativa no controle de
infeccdes

Como explanado anteriormente, individuos com DMT1 apresentam inGmeras alteracdes em
seus sistemas, como no sistema imune, que acabam por tornar esse grupo mais vulneravel a contrair
infeccdes como também dificultar a resolucdo das mesmas. Visto isto, é de grande interesse
académico e clinico o desenvolvimento de estratégias e ferramentas que possam auxiliar o
organismo desses individuos no contexto de infec¢des. Neste contexto, nos Ultimos anos a Terapia
Fotodinamica (PDT — Photodynamic Therapy), uma técnica que utiliza como base a aplicacédo de
luz, tem se mostrado uma possivel alternativa para o tratamento de infec¢bes bacterianas.

Os primeiros usos da luz como ferramenta terapéutica se deram ha muitos séculos atras, por
povos como egipcios, chineses e indianos, onde, um dos primeiros registros se deu na Grécia, ha
mais de 3000 anos (DANIELL; HILL, 1991). Entretanto, no inicio dos anos 1900, Oscar Raab em
seu experimento, notou que a luz, emitida por raios, foi capaz de provocar a morte de protozoéarios
do género Paramecium spp. (DANIELL; HILL, 1991). Essa descoberta de Raab deu origem a uma
técnica, nomeada no ano de 1904 por VVon Tappeiner, de Terapia fotodinamica (KALKA; MERK;
MUKHTAR, 2009).

A PDT ou aPDT (Antimicrobial Photodynamic Therapy) utiliza irradiacdo luminosa,
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podendo ser provinda de lasers ou de Light Emmiting Diodes (LEDs) associada a corantes
fotossensibilizantes para promover a morte ndo tdxica de microrganismos (PRAZMO et al., 2016).
Este tratamento usa a combinacéo de fotossensibilizantes ndo tdxicos, luzes no espectro visivel,
que combinadas na presenca de oxigénio, gera espécies reativas de oxigénio ou transferéncia de
elétrons do fotossensibilizante para a estrutura celular alvo. Tais eventos acabam gerando a morte
celular n&o toxica (DAL et al., 2009).

O fotossensibilizante, um dos principais componentes da PDT, possui algumas
caracteristicas que sdo de extrema importancia para o seu uso na técnica. A pureza quimica, a
capacidade de ser absorvida por células alvo, meia vida curta, ser eliminada rapidamente do tecido
saudavel e também absorver comprimentos de onda com étima penetracdo no local alvo para
tratamento (KALKA; MERK; MUKHTAR, 2009), seja ele um tecido tumoral ou uma célula
bacteriana.

Um bom exemplo de fotossensibilizante que tem sido amplamente utilizado é a curcumina.
A curcumina é um composto fenolico derivado da Curcuma longa, mais conhecida como Acafréo-
da-Terra. A curcumina possui grande potencial medicinal para aplicacdo, devido ao fato dela ter
atividade anti-inflamatdria, anti-séptica, anti-viral e anti-tumoral (ALI; BANERJEA, 2016;
SOKMEN; AKRAM KHAN, 2016; TSAI et al., 2018). Este composto se mostra como um bom
fotossensibilizante por absorver luz no espectro visivel do azul (ALMEIDA et al., 2017; SANTEZI,
REINA; DOVIGO, 2018).

Apos a escolha do fotossensiblizante e identificacdo do melhor espectro de luz para a sua
ativacdo, existem dois possiveis tipos de reacdes fotoquimicas a serem geradas pela PDT: As
reacdes de tipo | e do tipo II, ilustradas na figura 2. Inicialmente, o fotossensibilizante quando
energizado pela luz, em comprimento de onda especifico para absorcao, ira passar de um estado
desenergizado, para um estado singleto energizado. Essa energia ira se dispersar através de um
processo de fluorescéncia, ou, pode continuar a se energizar, pulando de um estado singleto para o
tripleto (PRAZMO et al., 2016).

A reacdo de tipo | ocorre a partir da interacdo entre o fotossensibilizante em seu estado
tripleto com a estrutura alvo, por exemplo, uma membrana celular. Ao decorrer dessa interacéo,
elétrons ou moléculas de hidrogénio séo retirados das moléculas para formar radicais livres. Os
radicais irdo entdo reagir com o oxigénio para produzir espécies altamente reativas de oxigénio

como o anion superéxido e radicais hidroxila, que sdo agressivos para a estrutura celular alvo
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(PRAZMO et al., 2016).

Quanto a reacdo do tipo II, a reacdo ocorre diretamente entre o fotossensibilizante
energizado e oxigénio. O fotossensibilizante em seu estado tripleto passara a sua energia para o
oxigénio tripleto em seu estado basal, o0 que ira produzir o oxigénio singleto, que é uma espécie
reativa de oxigénio altamente reativa (HUANG et al., 2017).

Estado singlete excitado

3
Absorcao

.n
(%)
| | Fluorescéncia

Estado singlete basico

Figura 2. Desenho esquematico dos mecanismos de a¢éo da Terapia Fotodindmica. O fotossensibilizador (FS), quando
submetido a luz, absorve energia e passa do seu estado basico (FS) para o seu estado singlete (FSes). Posteriormente,
parte da energia é irradiada sob forma de fluorescéncia. Assim, o fotossensibilizador passa do seu estado singlete (FSes)
para o estado tripleto (FSet). Neste estado o FS pode reagir com biomoléculas e oxigénio, formando Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) e Oxigénio singleto (*O,), altamente reativo. Imagem criada por Caroline Vieira Gongalves no
BioRender. Adaptado de CALIXTO et al., 2016.

3 Justificativa

Staphylococcus aureus é um importante patégeno humano associado a uma ampla

variedade de quadros clinicos infecciosos. Individuos que possuem DMT1 acabam por sofrer
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modificagOes geradas por distirbio metabdlico que acabam por alterar o funcionamento e eficiéncia
de diversos sistemas fisioldgicos, tais como o sistema imunologico. Essas modificagdes no sistema
imune estdo associadas com respostas menos eficiente no controle de patdgenos como S. aureus
causando, por exemplo, sepse, osteomielite, pé diabético entre outros quadros.

Como ferramenta principal, no que se diz quanto ao tratamento de infec¢des bacterianas é
feito o uso de antibidtico. Entretanto, o uso indevido e descontrolado desta classe de medicamento
favoreceu ao longo dos anos o surgimento e espalhamento de diversas cepas bacterianas resistentes
a essa classe farmacoldgica. Tendo em vista este grande problema, que € a resisténcia microbiana
a antibidticos, o interesse em desenvolver medidas terapéuticas no controle alternativo de infeccbes
tem sido crescente. Diversos estudos apontam o potencial da Terapia Fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) na reducéo significativa do numero de unidade formadora de coldnia (UFC) em modelos
in vitro como biofilmes e células planctonicas, além de infec¢Bes experimentais.

A terapia fotodindmica antimicrobiana € uma técnica que faz o uso de um composto
quimico, chamado de fotossensibilizante, que quando estimulado por uma fonte luminosa
adequada, na presenca de oxigénio, produz espécies reativas de oxigénio que acabam por controlar
a carga bacteriana. E importante ressaltar que, até o momento, nao foi descrito na literatura nenhum
mecanismo especifico de resisténcia por parte das bactérias aos efeitos da aPDT.

Entretanto, apesar do extenso potencial da técnica, ndo existem estudos que analisem de
maneira aprofundada os efeitos dessa terapia em individuos com DMT1 além da acdo
antibacteriana realizada pela técnica. Muitos fotossensibilizadores tém sido igualmente testados a
fim de se padronizar os tempos e concentracbes de incubacdo. Entretanto, as pesquisas
experimentais nesta area referem-se em sua maior parte as infeccdes dsseas e analises in vitro
relativas a susceptibilidade do S. aureus a terapia fotodinamica.

Diante da maior susceptibilidade e maior dificuldade no tratamento de infeccdes causadas
por cepas resistentes a antibidticos em individuos com diabetes, torna-se fundamental o
desenvolvimento de estudos que estabelecam protocolos para controle de patdgenos em individuos
com essa condi¢do. Além disso, pouco se sabe sobre a resposta inflamatoéria associada com o
controle bacteriano pela terapia fotodinamica. Desta forma, novas perspectivas para o tratamento
e 0 entendimento dos mecanismos imunes do controle de infeccdes bacterianas resistentes a

antibioticos podem surgir a contribuir para esse tema de relevancia global.
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4 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana e a resposta inflamatéria desenvolvida em um
protocolo de Terapia fotodindmica utilizando a curcumina fotoativada com luz de LED azul
(450 nm) ex vivo em camundongos com diabetes mellitus do tipo 1 induzido por

estreptozotocina e infectados intradermicamente com S. aureus.

4.1 Objetivos especificos

e Padronizagdo do modelo de indugdo do DMT1 em camundongos da linhagem
C57BL/6 com a utilizagdo da estreptozotocina (STZ);

e Caracterizar a producédo de mediadores inflamatérios produzidos por animais com
DMT1 e infectados com S. aureus apds aplicacdo da PDT utilizando a curcumina
fotoativada ex vivo com luz de LED azul (450 nm);

e Caracterizar achados anatomopatologicos na orelha dos animais com DMT1
infectados com S. aureus apds aplicacdo da PDT utilizando a curcumina fotoativada
ex vivo com luz de LED azul (450 nm);

e Caracterizar a expressdo da enzima Mieloperoxidase (MPO) por celulas na orelha
dos animais com DMT1 infectados com S. aureus apds aplicacdo da PDT utilizando
a curcumina fotoativada ex vivo com luz de LED azul (450 nm);

e Avaliar a hiperplasia do linfonodo drenante da orelha dos animais com DMT1
infectados com S. aureus ap0s aplicacdo da PDT utilizando a curcumina fotoativada
ex vivo com luz de LED azul (450 nm);

e Avaliar a producdo de metabolitos associados ao estresse oxidativo em linfonodos
drenantes de camundongos diabéticos infectados e tratados com PDT utilizando a

curcumina fotoativada ex vivo com luz de LED azul (450 nm).

5 Materiais e métodos

5.1 Cultivo bacteriano

Foi utilizada a cepa de S. aureus MRSA ATCC 43300 adquirida na colecdo do Instituto de
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Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (Sao Paulo, Brasil). Para o cultivo bacteriano,
utilizando o fluxo laminar (Prolab, Sdo Paulo, Brasil), a cepa bacteriana foi semeada em meio agar
BHI (Brain Heart Infusion, pH 7,4, HIMEDIA) e ent&o levada para crescimento em estufa BOD
(Prolab, S&o Paulo, Brasil) a 37° C por 24 horas.

Apos o cultivo da cultura, a carga bacteriana para preparo do indculo foi determinada por
espectrofotometria. Para a realizacdo deste procedimento, dentro do fluxo laminar, foi preparada
uma suspenséo contendo de 3 a 5 coldnias de S. aureus que foram transferidas e concentradas em
1 mL de salina estéril.

Apos o preparo da suspensao, 10 uL da solucéo foi transferida para uma cubeta de quartzo
contendo 990 pL de salina. Esta cubeta foi direcionada para o uso no espectrofotémetro (Prolab,
Sdo Paulo, Brasil). Como ferramenta de controle para a leitura da absorbancia no
espectrofotometro, também foi utilizada uma cubeta contando 1000 pL de salina como solucao
branco da leitura.

A etapa de leitura da absorbancia, alguns parametros foram observados. A leitura foi
realizada no espectro de 660 nm e amostra foi diluida com a utilizacdo de solucdo salina ou
concentrada com a adicéo de mais colonias de bactéria até que a amostra apresentasse a absorbancia
de 0,135 [0,5 na escala de McFarland, o que é equivalente a 1,5 x 10® unidades formadora de

colénia (UFC) de S. aureus].

5.2 Animais e inducdo do DMT1 através da aplicacédo de
estreptozotocina

Foram utilizados 15 camundongos machos da linhagens C57BL/6 com idades entre 6 a 8

semanas. . Os animais foram mantidos sob condicdes controladas de temperatura (22°C) com acesso

livre a agua e comida exceto durante o periodo de inducdo do DMTL1. Todos procedimentos

envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA)
com protocolo de nimero 064/2018.

Para inducdo do DMT1 nos camundongos, foi adotado 0 modelo de inducdo de morte das
células B utilizando a STZ. Camundongos ficaram 12 horas de jejum e entdo uma gota de sangue
da cauda foi coletada para identificar os animais com glicemia <80 mg/dL com o auxilio de um

glicosimetro Accu-Chek Active (Accu-Chek, Santo André, Sdo Paulo). Estes animais foram
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inoculados intraperitonealmente, uma Unica vez, com a solucdo de STZ (180 mg/kg) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) diluida em tampdo citrato 0,1M (pH 5,0).

Cinco dias ap6s administracdo da solucéo de STZ, os animais ficaram novamente em jejum
por 12 horas e uma gota de sangue da cauda foi coletada desses animais para mensurar a glicemia
dos mesmos com o auxilio de um glicosimetro. Foi considerado que 0s animais que apresentaram

glicemia >380 mg/dL desenvolveram o DMT1 e foram incluidos nos estudos.

5.3 Desenho experimental

Todos animais incluidos no experimento possuiram a confirmacdo do DMT1. Quinze dias
apos a inducdo do DTML, todos animais foram infectados pelo uso da via intradérmica na orelha
esquerda com 1,5 x 10" UFC da cepa MRSA ATCC 43300. Para a realizagdo da infeccdo, a cepa
MRSA ATCC 43300 foi cultivada durante 24 h a 37°C em meio BHI, assim como no cultivo inicial.

Para a quantificacdo da quantidade de UFC de S. aureus, a leitura foi realizada com o auxilio
do espectrofotémetro configurado no espectro de 660 nm e quando a amostra apresentou a
absorbancia de 0,135 [0,5 na escala de McFarland, o que é equivalente a 1,5 x 108 unidades
formadora de col6nia (UFC) de S. aureus] a solugdo foi separada. Apos a quantificacdo, foi
aplicada a técnica de dilui¢io seriada da solugdo contendo 1,5 x 108 UFC para a obtencdo de uma
quantidade de 1,5 x 10’ UFC de S. aureus a cada 10 pL da solugao.

Apos estabelecimento da concentracdo 1,5 x 107 UFC, os 10 pL foram administrados pela
via intradérmica na orelha esquerda de todos os animais, que foram previamente anestesiados com
uma solucdo contendo Ketamina (70mg/kg do peso do animal) e Xilazina (5mg/kg do peso do
animal). Para o estabelecimento da infec¢do os animais foram monitorados durante 24 h. Apds esse
periodo os tratamentos experimentais foram realizados. Para a realizacdo dos tratamentos 0s
animais foram separados em 3 grupos (n = 5 por grupo).

Como primeiro grupo (Grupo controle salina) , foram administrados 10 pL de salina estéril
(Vita e Saude, Sao Paulo, Brasil) pela via intradérmica no sitio de infeccdo. Para o segundo grupo
(grupo controle curcumina), foram administrados 10uL de uma solu¢édo etandlica a 2% contendo
100 pg de curcumina (PDT Pharma, Cravinhos, S&o Paulo, Brasil). E importante ressaltar que,
neste grupo., a curcukmina foi manipulada no escuro e nédo teve contato com nenhuma fonte de luz

além de ter sido filtrada em filtros de 0.22 um (Kasvii, Campina, Parana). Para o terceiro grupo
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(grupo PDT), a solugéo de curcumina foi previamente fotoativada com luz de LED azul (450 nm)
utilizando o prot6tipo de nimero 1.012960 (MMOptics, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil). O prot6tipo
possui como configuracdo a irradiancia de 75 mW/cm?. A irradiacdo de luz para fotoativagédo da
curcumina durou 180 segundos gerando como dose final uma fluéncia final de 13,5 J/cm?. Estes
parametros foram definidos em experimentos realizados anteriormente em trabalhos do grupo néo
publicados. Apds o processo de fotoativagdo da curcumina, 10 pL da solugdo contendo 100 ug de
curcumina foi administrado em seguida.

E importante ressaltar que, para a aplicacdo da luz, o equipamento foi posicionado na
distancia de 1 cm da superficie da solu¢do contendo a curcumina, que foi alocada dentro de um
microtubo de 1,5 mL. Todos as etapas descritas acima foram realizadas em ambiente escuro para
evitar possiveis reagcbes com a luz do ambiente. Vinte quatro horas ap0s a aplicacdo dos
tratamentos, os animais foram eutanasiados utilizando uma cdmara de gas de CO e as amostras

bioldgicas foram coletadas cirurgicamente.
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Figura 4- Diagrama ilustrando a linha do tempo do desenho experimental. No dia 0, a estreptozotocina foi
administrada nos camundongos infectados C57BL/6 para induzir o DMT1; No dia 5, a glicemia foi mensurada para
confirmar o protocolo de inducdo de DMT1; No dia 15, os animais foram infectados na orelha esquerda com 1,5 x 107
UFCs de S. aureus; Apds infeccdo, no 16° dia, os tratamentos experimentais foram realizados (Salina, Curcumina e
aPDT); 24 horas apds os tratamentos, no 17° dia, os animais foram eutanasiados.

5.4 Histopatologia
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Apos a eutanasia, as orelhas esquerdas foram coletadas com o auxilio de material cirdrgico
e as areas de interesse foram seccionadas. As amostras coletadas foram utilizadas para a realizacdo
das técnicas histopatologicas e imuno-histoquimica. Os tecidos foram fixados em uma solucéo de
Metacarn (Metanol 60%, Cloroférmio 30% e Acido acético 10%) por 24 horas. Ap6s as 24 horas,
os tecidos foram transferidos para tubos contendo uma solucéo de alcool 70%. Apés fixacdo, as
amostras foram processadas e embebidas em parafina (Casa Alvarez Material Cientifico S. A.,
Madrid, Espanha) para confeccdo dos blocos de tecidos.

Os blocos foram seccionados em cortes de 5um de espessura. Para a coloragcdo com H&E
foi utilizado um protocolo padréo utilizando a Hematoxilina (Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil) e
Eosina (EA36, Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil). Para cada lamina, vinte campos foram
fotomicrografados e foram realizadas analises morfomeétricas como contagem total de células
inflamatorias e contagem diferencial de células mononucleares e polimorfonucleares. Para a
realizacdo das andlises, foi utilizado o software Image J (versdo 1.50b, National Institute Health,
USA).

5.5 Imunohistoquimica para marcacéo da Mieloperoxidase (MPO)

As orelhas dos animais previamente fixadas em Metacarn e posteriormente em alcool 70%,
foram embebidas em parafina para a confec¢do dos blocos de parafina. Cortes de 4 um foram
preparados para a aplicacdo da técnica de imuno-histoquimica visando a marcacao da MPO. O
anticorpo utilizado para marcar a MPO foi o anticorpo policlonal MPO PA5-16672 (Invitrogen™).
Os cortes foram desparafinizados em Xilol e reidratados em alcool utilizando de maneira
decrescente (Concentracdes de 100%; 95%; 75%) em diferentes solucdes de alcool até chegar no
Gltimo passo de hidratacdo em agua destilada.

A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando o tratamento com tampao citrato. Apés a
recuperacdo antigénica a peroxidase tecidual foi bloqueada. Para atingir este objetivo, foi utilizada
uma solucéo contendo perdxido de hidrogénio (0,3%), azida sodica (0,1%) e 4gua destilada por 10
minutos em temperatura ambiente e no escuro. Ap6s o blogueio da peroxidase, os cortes foram
lavados com PBS-Tween por 5 minutos duas vezes. Apos a lavagem, as proteinas do tecido foram
bloqueadas utilizando soro de cabra (20%).

Apos a adicdo do soro de cabra, os cortes foram incubados por 30 minutos e ent&o a solucéo
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foi drenada cuidadosamente. Em sequéncia a este blogqueio, o anticorpo priméario (1:200) foi
adicionado nos cortes que em seguida foram incubados por 1 hora. Apés incubacéo, os cortes foram
lavados em PBS-Tween por 5 minutos duas vezes. Apos lavagem, foi adicionado o anticorpo
secundario (1:100) e os cortes foram incubados por 45 minutos. Os cortes foram lavados em PBS-
Tween por 5 minutos duas vezes. Apds a lavagem, o complexo avidina-biotina foi adicionado nos
cortes, onde permaneceu por 30 minutos a temperatura ambiente. Os cortes em seguida foram
corados usando o Kit cromogénico avancado DAB (eBioscience ™).

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina e entdo cobertos com laminulas. Para
cada lamina, vinte campos foram fotomicrografados e foram realizadas as andlises da expressao da
MPO no tecido. Para a realizacdo das analises, foi utilizado o software Image J (versdo 1.50b,
National Institute Health, USA).

5.6 Obtencéo do linfonodo drenante

O linfonodo drenante é responsavel pela drenagem do fluxo linfatico do sitio de infeccdo.
O linfonodo retromaxilar foi coletado e macerado em 1 mL de salina estéril. Apos maceracéo, 10
ML dessa suspensao foi semeada utilizando a técnica de spread-plate em meio agar BHI que em
seguida foi incubado a 35°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacéo, as col6nias bacterianas
foram quantificadas com o auxilio de um contador de col6nias (CP-600 Plus, Phoenix, EUA).

Além do cultivo bacteriano, as suspensdes originadas dos macerados dos linfonodos
drenantes foram centrifugadas a 4°C a 8000 RPM. O sobrenadante da solugdo foi coletado para
realizar a mensuracdo da concentracao de citocinas como também para avaliar o estresse oxidativo
através da dosagem de nitratos e nitritos. O pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de salina

estéril e direcionado para a realizacdo de contagem total de células em camara de Neubauer.

5.7 Contagem de células totais do linfonodo

O volume ressuspendido apds centrifugacdo do macerado do linfonodo foi utilizado para a
contagem de células totais em cAmara de Neubauer. Inicialmente, para facilitar a visualizacdo na
camara de Neubauer, as amostram foram diluidas em uma solucdo de azul de Tukey na proporcao
1:10.

Apos a diluicdo, 10 pL da solucdo foram adicionados & camara de Neubauer que em seguida
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foi transferida para um microscépio de luz para a realizacdo da analise. Os quatro quadrantes foram
analisados separadamente. O resultado final para cada amostra se deu a partir da média aritmética
simples dos quatro quadrantes.

5.8 Dosagem de citocinas utilizando a técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunoabsorbent Assay)

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com os anticorpos de captura (100 pL/pogo)
especificos para cada citocina analisada. As citocinas analisadas foram IL-1p, IL,12, IL-10 e IL-17
utilizando kits da empresa Invitrogen ™ para as respectivas citocinas. As placas foram incubadas
overnight a 4°C apos sensibilizacdo. No dia seguinte, as placas foram lavadas com solucédo
PBS/Tween para a remoc¢édo dos anticorpos que nao se ligaram nas placas. Apds a lavagem, os
pocos foram bloqueados com o uso de 200 pL por poco da solucdo ELISA/ELISASPOT 1 x
(ELISA/ELISASPOT Invitrogen ™). As placas ficaram em contato com a solucéo de bloqueio por
2 horas em temperatura ambiente.

Apos o bloqueio, as placas foram lavadas novamente com solucdo PBS/Tween e 100
pL/poco da solucdo do macerado do linfonodo foi adicionado. As placas foram incubadas
overnight a 4°C. No terceiro dia, as placas foram lavadas com solucdo PBS/Tween e em seguida
foi adicionado 100 uL/poco do anticorpo de deteccdo. As placas foram incubadas em temperatura
ambiente. As placas foram lavadas novamente com solu¢do PBS/Tween e entdo 100 pL/poco do
conjugado HRP-Avidina foi adicionado nas placas que foram incubadas em temperatura ambiente.

Apos adicdo do conjugado HRP-Avidina, as placas foram lavadas com solucdo PBS/Tween
e entdo incubadas apds a adicdo de 100 pL da solucdo de Tetrametilbenzidina (TMB). Apos
incubacdo com TMB, foi adicionado 50 pL/poco da solucdo de parada e entdo as placas foram
levadas para um leitor de placa automatico (ThermoPlate, Michigan, EUA) para leitura da
intensidade colorimétrica a 450nm. Todos os procedimentos descritos acima foram realizados de

acordo as instrucdes do fabricante e materiais contidos nos Kkits.

5.9 Quantificacéo de nitratos e nitritos

Para a quantificacdo de nitritos e nitratos, a suspensdo do macerado do linfonodo foi

utilizada como amostra. O protocolo aplicado é baseado em metodologia previamente estabelecida
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utilizando o reagente de Griess (GREEN et al., 1982). Inicialmente, foi realizado o preparo das
solugdes. Primeiramente, foi preparada uma solugdo N-(1-naftil) Etilenodiamina Dicloridrato 0,1%
(0,010 g em 10 mL de agua destilada); uma solucdo de Acido fosférico a 5% , onde foi diluido
1,25 mL de &cido fosférico em 23,75 mL de &gua destilada.

A solugdo de &cido fosforico a 5% (HsPOs) foi utilizada para solubilizar o composto
Sulfanilamida. Com o objetivo de preparar uma solugdo de Sulfanilamida a 1%, 0,10 g de
Sulfanilamida foi solubilizada utilizando 10 mL da solucdo de &cido fosférico a 5%. Para analise
da amostra, em placas de 96 pogos, foram adicionados 50 pL do sobrenadante do macerado e 50
ML da solugéo de Sulfanilamida a 1% para reagirem durante 10 minutos.

Apos a primeira etapa de reacdo, foi adicionado a solu¢cdo do segundo reagente composto
por N-(1-naftil) Etilenodiamina Dicloridrato (0,1%) durante 10 minutos. Ap0s a reagdo, as
amostras foram transferidas para um leitor de placa automatico para leitura da intensidade
colorimétrica a 560 nm.

Para analise dos resultados, a absorbancia das amostras foi comparada com os resultados
de uma curva padréo de nitritos. Para a realizacdo da curva foi preparada uma solucdo de nitrito a
100 uM a cada 100 pL. Esta solucdo foi diluida em 10 concentracdes, utilizando solucédo salina.
As 10 concentragdes variaram de 0 uM de nitritos até 100 uM de nitritos, aumentando 10 uM a
cada concentracdo. As absorbancias emitidas foram utilizadas como parametros para construgédo

da curva padréo

5.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism (Versédo
8.0, Program Inc., San Diego, California, EUA). Para a verificacdo da normalidade dos dados foi
empregado o teste de Shapiro-Wilk. Testes paramétricos (Teste T-pareado e ANOVA) e nao-
paramétricos (Wilcoxon e Kruskal-Wallis) foram realizados. O teste de multiplas comparagdes de
Tukey (dados paramétricos) e o teste de multiplas comparacdes de Dunn (dados ndo-paramétricos)
foram utilizados como testes post-hoc. As diferencas estatisticas foram consideradas significantes
de acordo os seguintes p-valores: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****< 0,0001 em um intervalo de

confianca de 95%.
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6 Resultados

6.1 Uma Unica dose de STZ foi capaz de desenvolver o DMT1 em
camundongos C57bl/6

Cinco dias apds o protocolo de administragdo utilizando dose Unica de STZ (180 mg/kg),
parametros como peso e glicemia foram mensurados. Como observado na Figura 5, apds o
tratamento com a STZ, 0s animais apresentaram maiores concentracdes séricas de glicose, além de

apresentar reducdo em seu peso quando comparado a antes do tratamento.
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Figura 5. AlteragBes da glicemia e peso dos animais ap[os aplicacdo do protocolo de indu¢do de DMT1 em
camundongos C57bl/6 com a administracdo de dose Unica de STZ (180mg/kg) —A concentracdo sérica de
glicose foi mensurada em dois distintos momentos: antes da indugdo do DMT1 e cinco dias ap6s a inducao
(A). O peso dos animais em jejum foi antes da inducdo do DMTL e cinco dias ap6s a inducdo (B). Para
realizacdo das andlises estatisticas foram utilizados o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (Figura 5A) e o

teste T-pareado (Figura 5B). n= 5 animais por grupo (*** p-valor <0,001; **** p-valor < 0,0001).

6.2 A PDT com curcumina aumenta o estresse oxidativo durante a

resposta inflamatoria em camundongos com DMT1 infectados com S. aureus

Para estimar se a PDT foi efetiva no controle da infec¢do causada por S. aureus em
camundongos com DMT1, o linfonodo drenante da orelha esquerda foi coletado. Ao analisar a
cultura do linfonodo foi possivel observar uma reducao significante da carga bacteriana do grupo
tratado com a aPDT quando comparado aos grupos controles tratados com salina ou com a
curcumina nédo-fotoativada (Fig. 6A).
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Prosseguindo com as analises do linfonodo, foi observado que o nimero de células neste
orgédo nao foi diferente quando comparada aos outros tratamentos (Fig. 6B), entretanto, os niveis
de produtos finais do estresse oxidativo, como nitratos e nitritos, foram aumentados no grupo em
que a PDT foi aplicada (Fig. 6C).
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Figura 6. Avaliacdo dos efeitos da PDT no linfonodo drenante. A suspensdo do macerado do linfonodo foi

cultivada em &gar BHI por 24 horas e entdo as coldnias (UFC/mL) de S. aureus foram contadas (A). Com

0 auxilio de uma camara de Neubauer, as células eucaridticas da suspensdo (células/mL) do linfonodo
foram contadas (B). Para verificar os niveis de estresse oxidativo no linfonodo, os nitratos e nitritos na
suspensao foram mensurados (UMol) (C). Para realizacdo das andlises estatisticas foram utilizados o teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn (Figuras 6A e 6B) e teste paramétrico de ANOVA

e 0 pos-teste de Tukey (Figura 6C). n= 5 animais por grupo (* p-valor <0,05; **** p-valor < 0,0001).

6.3 APDT com a curcumina ndo altera o recrutamento de leucécitos para

o sitio inflamato6rio em camundongos diabéticos infectados com S. aureus

O padrdo de recrutamento de células inflamatérias foi observado através de analise
histopatoldgicas na orelha esquerda dos animais, onde as infeccdes e tratamentos ocorreram (Fig.

7). A quantitade total de células inflamatorias recrutadas para o tecido (Fig. 7A) e contagens
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diferenciadas foram realizadas, com as celulas sendo classificadas em 2 categorias de acordo o
formato do nucleo celular: Mononuclear (Fig. 7B) e polimorfonuclerar (Fig. 7C).

Com a realizacdo das analises, nenhuma diferenca foi observada entre o perfil de
recrutamento das células mononucleares e polimorfonucleares no grupo que recebeu PDT quando
comparado aos grupos tratados com Salina e Curcumina. Entretanto, foi possivel observar que o
grupo tratando com apenas a curcumina néo fotoativada, apresentou um aumento do recrutamento

de polimorfonucleares quando comparado ao grupo tratado apenas com a salina.
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Figura 7. Avaliacdo do infiltrado inflamatorio da orelha ap6s o trataementos experimentais em
cortes coradas por HE.. Todos leucécitos presentes no infiltrado inflamatério foram contados (A).
Contagens diferenciais foram realizadas, com células sendo classificadas em 2 classes de acordo a
morfologia nuclear: Mononuclear (B) e Polimorfonuclear ( C). Fotomicrografias representativas dos grupos
estdo alocadas de acordo com o tratamento que foi aplicado onde setas pretas indicam células
mononucleares e setas brancas indicam celulas polimorfonucleares (D). Para realizacdo das analises
estatisticas foram utilizados o teste paramétrico de ANOVA e o pos-teste de Tukey . n= 5 animais por
grupo(* p-valor <0,05).
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6.4 APDT com acurcumina ndo promove o crescimento da expressao da
mieloperoxidase no sitio de infeccdo em camundongos diabeticos infectados com

S. aureus

Apos todos os tratamentos, a expressdo da enzima MPO de neutrofilos foi mensurada
usando a técnica de imunohistoquimica no sitio inflamatério (Fig. 8). Foi observado que o grupo
que foi tratado com a PDT n&o apresentou aumento na presenca da MPO na area de tecido analisado
(Fig. 8A) e também nédo apresentou aumento no numero de células que expressaram esta enzima
(Fig. 8B).
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Figura 8. Analise da marcacgdo de MPO na orelha ap6s os tratamentos. . Usando o software ImageJ
para anélise de imagens, a area tissular marcada com MPO foi calculada (A). Todas células marcadas foram

contadas e entdo relacionadas com o nimero total de leucdcitos presentes no tecido (B). Fotomicrografias
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representativas dos grupos estdo alocadas de acordo com o tratamento que foi aplicado onde setas indicam
as células expressando MPO (C). n= 5 animais por grupo. Para analises estatisticas foram utilizados o teste
paramétrico de ANOVA e o pés-teste de Tukey (** p-valor <0,01; *** p-valor < 0,001).

6.5 O grupo tratado com PDT utilizando curcumina teve a concentracao
das citocinas IL-1, IL-12 e IL-10 diminuida no linfonodo drenante

Usando a técnica de ELISA, as concentracdes das citocinas IL-1, IL-10, IL-12 e I1L-17
foram mensuradas utilizando a suspensdo do linfonodo drenante como amostra. Foi encontrado
que a aPDT induziu a diminuigdo das concentragdes das citocinas IL-1 (Fig. 9A), IL-12 (Fig. 9B)
e IL-10 (Fig. 9C) quando comparado com o grupo salina. Nenhuma diferenca significativa foi

encontrada na analise da citocina IL-17 (Fig. 9D).
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Figura 9. Dosagem de citocinas no linfonodo drenante ap6s os tratamentos experimentais. As
seguintes citocinas foram mensuradas: IL-1 (A); IL-12 (B); 11-10 (C); IL-17 (D). Para realizacdo das analises
estatisticas foram utilizados o teste paramétrico de ANOVA e o pos-teste de Tukey (figuras 9A e 9D) e o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e o pés-teste de Dunn (Figuras 9B e 9C) (Figura 6C). n=5 animais

por grupo (* p-valor <0,05; ** p-valor < 0,01).

7 Discussao

Este estudo apresentado € o primeiro trabalho que explora o efeito antibacteriano e efeitos
sobre a inflamacdo causados pela aplicacdo da Terapia Fotodinamica em camundongos com
Diabetes mellitus do tipo 1 como tratamento de uma infeccdo intradérmica causada por S. aureus.
A rota de infeccdo intradérmica possui grande importancia para a realizacdo de estudos de
infeccBes causadas por S. aureus, ja que esta via € utilizada por este patdgeno para causar uma
grande variedade de doencas. Por esta razdo, pela primeira vez na literatura, este estudo foi capaz
de descrever as modulacdes que ocorrem na resposta imunoldgica frente a exposicao do tratamento

de aPDT além de comprovar a eficiéncia da aPDT no controle da carga bacteriana em um modelo
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de infeccdo intradérmica na orelha, mesmo em individuos com alta susceptibilidade a infec¢des
por possuirem Diabetes mellitus .O estudo e desenvolvimento de técnicas que possam auxiliar 0s
tratamentos convencionais de doencas infecciosas, como 0 uso de antibioticos por exemplo, se
apresenta essencial no atual cenario que possui extrema dificuldade no controle de diversos
patdgenos. Sabendo que S. aureus esté associado a infec¢des de dificil controle em individuos com
diabetes, nosso estudo avaliou os efeitos da resposta inflamatéria desenvolvida apds aplicacdo da
técnica aPDT, além do efeito antibacteriano no controle deste tipo de infecgdo.

Neste modelo de estudo foi utilizado a STZ com o objetivo de causar a morte das células 3
nas ilhotas pancreéticas para interferir na producdo do horménio insulina pelo organismo. A
insulina é um hormdnio com grandes propriedades anabélicas. Dessa forma, além da hiperglicemia
(Fig. 5A), detectada via glicosimetro, outros efeitos sistémicos como a reducéo do peso dos animais
foram evidentes (Fig. 5B).

Como esperado neste estudo, apos o estabelecimento do DMT1, 0s animais apresentaram
perda significativa do seu peso (Fig 5.B) devido a auséncia da insulina. A insulina esta diretamente
relacionada com o estimulo de vias anabdlicas como a lipogénese, sintese proteica e a inibicao de
vias catabolicas como a lipdlise pela inibicdo direta da enzima Lipase Hormdnio Sensivel. A
insulina possui influéncia direta na atividade de enzimas envolvidas com a lipogénese. A enzima
Acetil-coA carboxilase, que converte o acetil-coA em Malonil-coA realiza uma importante
atividade no desvio de rotas a favor da lipogénese. A atividade desta enzima € aumentada na
presenca da insulina, que induz a desfosforilacdo dessa enzima, aumentando assim a sua
atividade(LONGO et al., 2019; MANUEL ; HAEUSLER, 2020).

A sintese proteica € outra rota anabdlica influenciada pela acdo da insulina. A acdo da
insulina esta diretamente ligada ao aumento da sintese proteica em um organismo com grande
disponibilidade de aminoacidos (ABDULLA et al., 2016). A insulina estimula o aumento da
proteina AKT, que por sua vez, pode atuar em uma via de acdo estimulando por fosforilacédo a
atividade da mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) e subsequentemente 4E-BP1 e S6K1.
Juntas, essas proteinas formam o complexo MTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin Complex
1). Este complexo esta diretamente relacionado com a sintese proteica no musculo esquelético
(TIMMERMAN et al., 2010; BARAZZONI et al., 2012).

Ao avaliar os efeitos do tratamento sobre o controle da carga bacteriana foi possivel

observar neste trabalho que a aPDT, utilizando curcumina, reduziu significativamente a carga
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bacteriana no linfonodo drenante de animais com DMT1 (Fig. 6A). Apds a aplicacdo da aPDT, o
linfonodo retromaxilar foi coletado para verificar os efeitos da técnica no controle da infecgéo,
sobretudo para averiguar o controle da carga bacteriana nos animais tratados. O linfonodo
retromaxilar é o responsavel pela drenagem do sitio de infec¢do na orelha, assim, ao fazer a sua
analise, € possivel verificar este importante fenémeno de interacdo entre os dois sitios, ja que 0s
linfonodos drenam diversos componentes como proteinas, células e bactérias do sitio infeccioso.
S. aureus pode ser drenado e sobreviver por dias no linfonodo, sendo possivel fazer uma relacéo
de que qudo maior for o nimero de bactérias vivas no sitio infeccioso, maior sera 0 nimero que
alcancara o linfonodo (TAVARES et al., 2011; ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al.,
2020).

Estudos anteriores também avaliaram o controle de infecgdes causadas por S. aureus em
outros modelos de estudos com o uso da aPDT (ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al.,
2019b, 2019a, 2020). A realizacdo dessa pesquisa teve como intencdo a ampliagdo do
conhecimento sobre os efeitos da aplicacdo desta técnica em modelos mais complexos e de poucos
estudos na literatura, como por exemplo, 0 modelo animal de DMT1. Estes mostram que a técnica
de aPDT, usando variados tipos de fotossensibilizantes, foi capaz de reduzir significativamente a
carga bacteriana encontrada no linfonodo drenante neste modelo de infeccdo intradérmica
(ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019a, 2020).

Outros estudos que visam a aplicacdo da aPDT no tratamento de infec¢Ges em individuos
com diabetes mostram a eficiéncia desta técnica no controle da carga bacteriana no tratamento de
peri-implante e também ulceras nos peés, utilizando fotossensibilizantes outros como fenotiazinas,
azul de metileno e azul de toluidina (AL AMRI et al., 2016; BRANDAO et al., 2023)

Pensando na aplicacdo da aPDT para o tratamento de infeccBes bacteriana, € amplamente
relatado que a técnica possui maior eficacia no controle de espécies gram-positivas do que espécies
gram-negativas, devido as diferentes estruturas fundamentais da parede celular destes
microrganismos (WONG et al., 2018). A membrana de bactérias gram-positivas € composta por
uma parede relativamente porosa de peptideoglicano e outros fatores de viruléncia como o &cido
lipoteicoico, que ndo atribuem cargas ao revestimento destas bactérias. Estas caracteristicas
permitem que o FS consiga ser absorvido e atue com maior eficiéncia no controle das bactérias
gram-positivas, que até entdo ndo possuem algum mecanismo de resisténcia relatado na literatura
(HAMBLIN, 2016; WARRIER et al., 2021).
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O efeito da aPDT sobre a carga bacteriana € algo que chama a atengdo neste estudo e pode,
no futuro, alcangar impactos positivos pensando no tratamento de infecgcdes em humanos com
DMT1. Este resultado se torna ainda mais importante pelo fato de que este grupo de individuos
possui 0 risco duas vezes maior em desenvolver doencas infecciosas quando comparados a
individuos saudaveis (SIMONSEN et al., 2015).

Levando em consideracdo o grande risco que individuos com DMT1 possuem em serem
infectados, os mesmos fazem extenso uso de antibidticos. Por muitas vezes o uso de antibioticos é
realizado por profilaxia, o que pode culminar com o favorecimento do surgimento de cepas
bacterianas com inimeros mecanismos de resisténcia a antibioticos. Estes possiveis eventos
acabam por gerar maiores barreiras para o tratamento destas infec¢des bacterianas (SIMONSEN et
al., 2015; JANSEN; LLOR; BJERRUM, 2014; KNIRSCH; ANDERSON, 2018).

No atual panorama, a aPDT se apresenta como uma ferramenta alternativa no tratamento
de doencas infecciosas, se provando eficaz em diversos estudos, tanto quando utilizada em modelos
in vitro quanto in vivo (ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018; SAKIMA et al., 2018;
DOS SANTOS et al., 2019a; KUNZ et al., 2019; SAYAR et al., 2019; DOS SANTOS et al. 2020).
Apesar do avancgo da informacéo a partir da realizacdo de mais estudos da area, a avaliacdo desta
terapia em um modelo in vivo para o tratamento de infeccbes e o efeito sobre parametros da
inflamacéo desta técnica em individuos com diabetes se encontrava inexplorada até a realizacéo
deste trabalho.

A curcumina tem sido utilizada em varios estudos como FS para a realizacdo de diversos
protocolos de PDT. Este FS ¢ ativado pela luz azul, préxima ao espectro de 450 nm, e em diversos
estudos se mostra efetiva no controle de carga bacteriana (ALMEIDA et al., 2017; SANITA et al.,
2017; WU et al., 2016). Entretanto, um importante destaque é que nenhum desses estudos avaliou
a resposta inflamatéria desenvolvida como também a sua eficiéncia quando utilizada em um
protocolo de aPDT no tratamento de infecgdes em um modelo in vivo de camundongos com DMT1
infectados pela via intradérmica com S. aureus.

A derme é um sitio corpbreo para S. aureus, onde 0 mesmo Sse apresenta extremamente
capacitado em estabelecer um processo infeccioso. Entretanto, € importante ressaltar que neste sitio
corpéreo existe uma rica quantidade de células APC’s como células de Langerhans e Macrofagos,
capazes de responder rapidamente a presenca deste patdgeno e iniciar o processo inflamatdrio com

recrutamento e ativacdo de ceélulas do sistema imunolégico atuando através de mecanismos



38

oxidantes, por exemplo. (YASUDA et al., 2016; LEE et al., 2018).

E possivel observar que uma das mudancas geradas no grupo de animais tratados com a
aPDT foi o aumento significativo da concentragdo de nitritos e nitratos encontrados no linfonodo
drentante (Fig. 6C). Os nitritos e nitratos sdo moléculas que podem atuar no processo de estresse
oxidativo, onde o nitrito pode ser reduzido e entdo gerar NO, assim, potenciando a via oxidativa
para a produgdo de mais radicais (YARUBE, 2012). Apesar de ndo ser tratado como uma via
classica, a enzima MPO, que é expressa em células imunes como o neutrofilo, é capaz de usar o
nitrito para a producdo de diéxido de nitrogénio, que possui grande atividade antimicrobiana
(BEAVERS; SKAAR, 2016.

Nitratos e nitritos sdo produtos do oxido nitrico (NO) que sdo utilizados durante o “burst
oxidativo” na defesa de hospedeiros por células como macrofagos e neutréfilos (BEAVERS;
SKAAR, 2016; CARNEIRO et al., 2016; DAVIES et al., 2017), e ¢ um dos principais mecanismos
utilizados pelo hospedeiro no controle de S. aureus (BEAVERS; SKAAR, 2016).

Apos a avaliacdo de parametros como controle da carga bacteriana e concentracdo de
nitritos e nitratos, frutos do estresse oxidativo, no linfonodo gerados pela aPDT, as seguintes
andlises foram realizadas no sitio infeccioso, na orelha dos animais. Apesar da reducéo na carga
bacteriana, o numero total de leucocitos (Fig. 7A), mononucleares e polimorfonucleares (Fig. 7B
e 7C, respectivamente) no sitio de infeccdo ndo diferiu entre o grupo aPDT comparado aos grupos
controles.

E importante ressaltar que alguns estudos apontam através de diferentes modelos, utilizando
camundongos nao-diabéticos, que o perfil de recrutamento celular para o sitio de infeccdo apds a
aplicacdo da aPDT é direcionado para o recrutamento de células que possam atuar diretamente no
controle da infeccdo, principalmente polimorfonucleares (DOS SANTOS et al., 2019b, 2019a;
TANAKA et al., 2012). Estes dados mostram que, atraves de diferentes mecanismos, a aPDT
aplicada em animais com DMT1 é capaz de também exercer uma resposta eficiente no controle da
infeccdo causada por MRSA.

Para avaliar 0s possiveis mecanismo gque foram desempenhados pelos animais tratados com
a aPDT foi analisada a atividade celular no tecido infectado e tratado. Através do emprego da
técnica de imuno-histoquimica para marcacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) foi realizada
tanto a andlise de proporc¢do de células expressando MPO quanto a area tecidual marcada com

MPO (Fig. 8A e Fig. 8B, respectivamente), onde foi possivel observar eventos marcantes. O grupo



39

em que a PDT foi aplicada apresentou a mesma é&rea tecidual marcada com MPO quando
comparado com o grupo onde a salina foi aplicada, enquanto isso, o grupo tratado apenas com a
curcumina apresentou grande expressao dessa enzima (Fig. 8A). Entretanto, a proporc¢éo de células
expressando MPO no grupo que recebeu a aPDT foi menor em comparagdo ao grupo que recebeu
apenas salina, e apresentou uma expressdo similar ao padrao apresentado pelo grupo tratado apenas
com curcumina (Fig. 8B).

Estes resultados mostram que os animais tratados com a aPDT apresentaram uma expressao
mais intensa da MPO no tecido mesmo com menos células apresentando a sua expressao quando
comparado ao grupo controle, o que demonstra uma otimiza¢do da resposta via MPO no sitio
infeccioso.

Apesar de ndo ter sido detectada diferenca entre os grupos testados em relagdo ao
recrutamento de células no sitio inflamatorio, a atividade celular de células de defesa no sitio
infeccioso, como por exemplo, a atividade de neutréfilos pode ser modificada. Um dos possiveis
mecanismos antimicrobianos utilizado pelo neutréfilo é atraves da expressdo e atividade de
enzimas como a MPO. A MPO participa da cascata enzimatica que resulta na producédo do acido
hipocloroso a partir do peroxido de hidrogénio, um potente agente antimicrobiano capaz de
controlar infecgdes causadas por patdgenos, tais como S. aureus (DE JONG et al., 2018; GUERRA
et al., 2017).

Na membrana interna dos lisossomos de neutréfilos, a enzima NADPH Oxidase (NOX2),
tem a capacidade de reduzir o oxigénio molecular no ion superdxido, que neste contexto é pouco
reativo (DAVIES, 2021). Subsequentemente e rapidamente, a enzima superéxido dismutase
catalisa a transformacdo do ion superoxido em peroxido de hidrogénio, que posteriormente, na
presenca de cloro, sera convertido em HCIO pela MPO ( METZLER et al., 2011; ARNHOLD,
2020).

Os nitritos e nitratos, além de atuarem no ciclo para formagdo do NO, que entéo € utilizado
diretamente no burst oxidativo para o controle de bactérias como S. aureus, podem ser utilizados
em outras vias oxidativas para o controle de patdgenos. E relatado na literatura que essas moléculas
podem ser utilizadas para reagir diretamente com o HCIO, assim, formando potentes espécies
reativas, como o dioxido de nitrogénio (BEAVERS; SKAAR, 2016). Neste contexto, o dioxido de
nitrogénio derivado de moléculas como o nitrito, pode reagir diretamente com o ion superoxido,

que é formado pela reacdo fotodindmica e formar o peroxinitrito que atua diretamente na morte de
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bactérias, tanto gram-positivas, como S. aureus, quanto gram-negativas, como Escherichia coli
(HUANG et al., 2019).

Desta maneira, € possivel inferir que o perfil de resposta desencadeado pela aplicacdo da
aPDT neste experimento aumentou a producdo de moléculas capazes de auxiliar de maneira efetiva
o controle da carga bacteriana, auxiliando assim em um processo de cura mais eficiente do processo
infeccioso causado por S. aureus.

Estes resultados mostram que o tratamento com a PDT apresenta um balanco no controle
da infeccdo que nao foi observado nos outros grupos testados, ja que 0s mesmos nao controlaram
a carga bacteriana. E importante ressaltar que nesta analise, o grupo tratado com curcumina n&o-
fotoativada, apesar de ndo mostrar algum aumento no nimero de células expressando a MPO,
apresentou uma forte expressao dessa enzima nas celulas que apresentaram sua expressdo. De
acordo a associa¢do dos dados obtidos neste experimento, apesar de gerar uma intensa expressao
de MPO pelo tecido, este perfil de resposta ndo foi capaz de controlar a infeccéo.

A analise realizada indica que a aPDT pode estimular a expressdo da MPO sem aumentar
drasticamente a populacdo de neutrofilo no sitio infeccioso. Além disso, com este resultado, €
possivel aferir que o tratamento aplicado ao grupo aPDT levou a formacgdo de um novo balanco
entre o recrutamento e ativacdo de neutrofilos, balanco este que se provou eficiente para o controle
da infeccdo causada por S. aureus em camundongos com DMT1.

A aplicacdo da PDT usando varios fotossensibilizantes, em diferentes modelos de estudo,
mostrar a expressdo aumentada de MPO em células ap6s a aplicacdo da terapia em animais
infectados com S. aureus quando comparados o0s grupos controles (DOS SANTOS et al., 2019a,
2020), o que ndo ocorreu neste estudo. Entretanto, € importante ressaltar que tais estudos fizeram
0 uso de modelos com animais higidos, que em esséncia, sdo diferentes do modelo utilizado neste
trabalho.

Individuos com diabetes acabam por possuir um sistema de defesa fragilizado. Processos
como producdo de mediadores quimicos e, consequentemente, recrutamento e ativacdo de células
do sistema imune acabam se tornando ineficientes. Processos celulares que sdo importantes para
as células imunes, como fagocitose e vias oxidativas, relacionados intimamente com o controle de
patdgenos, sdo afetados negativamente em células como as do sistema imune inato (BONYEK-
SILVA et al., 2020; NIE et al., 2021).

Os processos celulares envolvidos na resposta imune durante o controle da infecgdo, como
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por exemplo, recrutamento e ativagdo, eventos tratados neste estudo (Fig. 7 e Fig. 8,
respectivamente), podem ser regulados por mediadores quimicos como as citocinas (MEHROTRA
etal., 2017; PUTNAM et al., 2019). Como ressaltado ao longo deste trabalho, o linfonodo drenante
recebe fluidos do sitio inflamatério, se apresentando como uma viavel fonte para anélise destas
moléculas produzidas durante a resposta inflamatoria no controle da infeccéo.

E sabido que quanto maior a carga bacteriana no sitio de lesdo, maior sera o nimero de
bactérias que serdo drenadas, como também células e citocinas produzidas durante a inflamacao
que podem atuar no desenvolvimento da resposta adaptativa (DOS SANTOS et al., 2019b; Y1 et
al., 2020). Neste sentido é possivel observar que, apesar da citocina IL-1 estar diretamente
relacionada com processos, como o recrutamento de células de defesa, no sitio infeccioso e o grupo
tratado coma aPDT apresentar menor concentracdo da citocina (Fig. 9A), ndo ocorreu a diminuigédo
esperada da intensidade do processo de recrutamento de células de defesa para o sitio de infec¢éo,
ja que ndo houve diferencas significativas detectadas (Fig. 7A).

As células residentes do sistema imune na pele respondem inicialmente a presenca das
bactérias atraves do reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) pelo
uso dos seus receptores TLRs (Toll-like receptors). No caso de S. aureus, 0 TLR2 é um receptor
central no reconhecimento de componentes desta bactéria como o peptideoglicano, lipoproteinas e
0 acido teicdico. A partir do reconhecimento deste patdgeno, as células do sistema imune irdo
iniciar a resposta inflamatoria através da expressdo de citocinas pro-inflamatorias gerando o
recrutamento e ativacao de células de defesa (FOURNIER, 2013; YIMIN et al., 2013; KIM et al.,
2020).

A ativacdo de receptores TLR esta diretamente associada com vias de producdo de
citocinas, como por exemplo, a producdo da citocina IL-1f via inflamossoma. O reconhecimento
de antigenos como o peptideoglicano via TLR é capaz de iniciar a producdo da pro-IL1B, que
posteriormente, pela formacéo do inflamossoma via NLRP3, converte esta proteina em IL-1  ativa
através da Caspase-1 (NETEA et al., 2010; LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011).

Na inflamacéo aguda, a citocina IL-1 esta relacionada com o inicio da resposta inflamatoria.
Ao se ligar em seu respectivo receptor IL-1B esta relacionada em processos celulares como
recrutamento e ativacdo de células de defesa, como também, estimulo de producdo de citocinas
como TNF-a e IL-6. Além de atuar diretamente sobre as células de defesa, IL-1 é responsavel por

gerar os sinais de febre e sintese de proteinas de fase aguda da inflamag&o, como a proteina C-
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reativa, por exemplo (NETEA et al., 2010; ANDERS, 2016; KANEKO et al., 2019).

Como ressaltado anteriormente, células polimorfonucleares, como os neutréfilos, exercem
funcéo de extrema importancia para o controle de infec¢des causadas por S. aureus. Uma citocina,
diretamente relacionada com a ativacao e recrutamento de neutrofilos para o controle bem sucedido
de infec¢Bes bacteriana, é a IL-17. Entretanto, analisando os dados deste trabalho, ndo foi possivel
observar diferenca nos niveis de IL-17 entre os grupos testados (Fig. 9D). Todavia, é importante
ressaltar que a producdo desta citocina se torna mais evidente a partir de cerca de 3 dias apds a
infeccdo na pele (MARCHITTO et al.,, 2019) tempo diferente do analisado neste desenho
experimental. Este resultado mostra que, 48 h ap6s a infecgdo e 24 h apds o tratamento com a
aPDT, o mecanismo gerado para o controle da carga bacteriana ndo acontece através de uma
producéo diferencia da citocina IL-17 entre 0s grupos testados.

As principais fontes de producdo de IL-17 sdo as células T CD4+ do perfil Th17 na
imunidade adquirida, e, na imunidade inata, as células T yd, que sdo extremamente importantes na
defesa de infeccGes na pele causadas por S. aureus, migrando do linfonodo para a pele durante a
infeccdo (MARCHITTO et al.,, 2019). Tanto, células de linhagem hematopoiética, como
neutrofilos e macréfagos, quanto de linhagem ndo-hematopoiética, como células mesenquimais,
células endoteliais e células epiteliais, possuem receptores para IL-17. A citocina IL-17 possui um
importante papel na defesa contra S. aureus.

Neste contexto, essa citocina pode atuar de diversas maneiras, como por exemplo,
recrutando e potencializando o “burst” oxidativo de neutrofilos no sitio de infeccdo, além de
induzir a producédo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1a, IL-1B ¢ TNFa, IL-6 bem como a
produgdo de peptideos para defesa do hospedeiro, como as -defensinas, Calprotectinas (GU; WU,
LI, 2013; ABUSLEME; MOUTSOPOULOS, 2017; MARCHITTO et al., 2019).

Dos Santos et al. (2019), em um modelo in vivo utilizando camundongos C57BL/6, mostrou
que animais infectados com S. aureus e tratados com aPDT utilizando o resveratrol como FS
apresentaram um aumento da concentracdo de IL-17. O aumento desta citocina foi relacionado ao
recrutamento e ativacdo de neutréfilos, que se mostrou um mecanismo efetivo no controle da
infeccdo no trabalho de Dos Santos e colaboradores (2019), diferentemente do resultado obtido
nesta tese, onde a producdo da IL-17 ndo se mostra diferentemente expressa entre 0S grupos em
animais com DMT1 neste estudo.

Em adicdo ao recrutamento celular, a ativagdo de células imune para a realizacdo de
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mecanismos como fagocitose e eliminagdo de patdgenos, como S. aureus, sd0 extremamente
importantes, destacando a participacdo de citocinas como IL-12 neste processo. Células
mononucleares, como células Natural Killers (NK) e Linfécitos T, podem ser ativadas por IL-12,
que em resposta produzem IFN- vy, citocina que atua ativando diretamente macrofagos, assim,
aumentando a eficiéncia da defesa contra S. aureus (LISBETH; INGMER; FROKIAR, 2016).

Outra citocina que possuiu sua producdo modulada pelo tratamento realizado com a aPDT
foi a IL-12. Os animais tratados com a PDT apresentaram baixos niveis de IL-12 no linfonodo
drenante (Fig. 9B). Esse dado pode ser relacionado com a baixa carga bacteriana encontrada nesse
sitio, j& que com uma baixa carga bacteriana, a necessidade de ativar células imunes para a defesa
€ menor, apesar de IL-12 ser apontada como uma citocina envolvida na ativacdo de células imune,
potencializando o poder oxidativo (NGUYEN et al., 2015),

O aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias é descrito em individuos com DMT1
em diferentes estagios, podendo ser utilizadas como marcadores da progressdo da doenca
(RIBEIRO et al., 2019). Este aumento cronico dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias pode
resultar em estado de inflamacéo intensa, se tornando um processo danoso para 0 organismo,
podendo causar lesbes e doencas nos sitios corpéreos como a pele (FENINI; CONTASSOT,;
FRENCH, 2017).

O estabelecimento de uma inflamacéo elevada em individuos com Diabetes mellitus tem
sido cada vez mais constatado. Moléculas como o Leucotrieno B4 (LTB4) tém sido indicadas como
uma possivel via para a manutencdo deste aumento basal da resposta inflamatdria de individuos
diabéticos quando comparado a individuos ndo diabéticos (BONYEK-SILVA et al., 2021).

O LTB4 é um eicosanoide, um mediador lipidico, envolvido com diversos processos
inflamatdrios, tais como a quimiotaxia de leucocitos, além de estar envolvida com o
estabelecimento de uma intensa inflamacgdo, aumentando os niveis de IL-1 através da ativacdo do
inflamossoma (CAROLINA GUERTA SALINA et al., 2002; AFONSO et al., 2012). Com seus
efeitos em diabéticos, o LTBa4, que é um produto da via do acido araquidénico, produzido pela 5-
Lipooxigenase, esta relacionado com a maior susceptibilidade a infec¢bes por bactérias como S.
aureus (BRANDT et al., 2018; BONYEK-SILVA et al., 2020).

A intensa producao de mediadores inflamatorios, como as citocinas, pode ser capaz de gerar
uma grande disfuncdo na coordenagdo do sistema imunoldgico. Concentracfes exacerbadas de

citocinas em individuos que possuem doengas cronicas ndo-transmissiveis como o diabetes podem
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se relacionar com uma resposta desorganizada de células do sistema imune, levando a uma
fragilidade destes sistemas de defesa (BONYEK-SILVA et al., 2020)

Considerando todo este estado pro-inflamatorio causado pelo DMT1, é sabido que para
compensar, 0 organismo lanca méo de ferramentas como a producéo de moléculas com potencial
anti-inflamatorio para estabelecer um balanco no controle glicémico e na resposta inflamatéria
(CODELLA et al., 2015). Para examinar o que poderia ter gerado a menor produgéo das citocinas
pré-inflamatorias como IL-1 e I1L-12, os niveis de 1L-10, que é uma citocina anti-inflamatoria,
foram mensurados (Fig. 9C). A analise de mediadores anti-inflamatorios nesse contexto é de suma
importancia, ja que a IL-10, por exemplo, é um importante mediador na regulacdo de mediadores
pré-inflamatoérios (ROSE et al., 2017). Uma das principais fungdes desta citocina é proteger o
organismo de danos gerados por intensas inflamacdes causadas por infeccdes causadas por
patdgenos como virus e bactérias (OUYANG et al., 2011).

Avaliando a producéo de I1L-10 nos grupos experimentados, foi possivel notar que o grupo
tratado com aPDT apresentou baixos niveis desta citocina (Fig. 9C). E possivel que os efeitos
diretos da aPDT, pela producao de espécies reativas (Fig. 6C), foram responsaveis pela reducéo da
carga bacteriana detectada no linfonodo drenante. Sendo assim, a necessidade de estabelecer uma
resposta inflamatoria é reduzida, o que reduziria a producdo de mediadores pré-inflamatorios como
IL-1 e IL-12, desta maneira, também havendo uma menor producdo de IL-10, ja que se trata de
uma inflamacgdo mais branda.

Pensando sobre possiveis futuras associacdes com 0 nosso estudo, a aplicacdo da aPDT
usando a curcumina como FS em animais com DMTL1, além de controlar a carga bacteriana,
consegue modular uma producdo branda de citocinas pro-inflamatorias durante a infecgdo. Isto
pode ser de grande interesse para futuras aplicacdes levando em conta que individuos com DMT1
possuem um estado basal de alta producdo de mediadores inflamatérios (RIBEIRO et al., 2019).

Células como macrofagos, células dendriticas, além das células Treg, sdo produtoras de
IL-10. Esta citocina regula a resposta inflamatéria através de uma cascata de sinalizacdo que leva
a atuacdo do fator de transcricdo STAT3. STAT3 pode atuar por diferentes mecanismos, por
exemplo, diminuindo a expressao de receptores TLR, como também, regulando a expressao de
citocinas pré-inflamatorias e desenvolvimento de perfis de resposta imune adquirida (SARAIVA;
O’GARRA, 2010; WANG et al., 2019; SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2020).

A menor producdo de IL-10 neste cenario pode apresentar beneficios, levando em
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consideracdo que trabalhos anteriores mostram a capacidade de S. aureus em manipular o aumento
da producdo de IL-10 para evadir de mecanismos de defesa do sistema imune (HEIM; VIDLAK;
KIELIAN, 2015; LEECH et al., 2017). Altos niveis de IL-10 durante infec¢cdes causadas por esse
patdgeno estdo associadas a um alto indice de mortalidade em individuos com o quadro de
bacteremia (ROSE et al., 2017).

Observando o padrdo de producdo de citocinas no grupo que foi tratado com a aPDT €
possivel afirmar que uma resposta inflamatdria branda foi estabelecida quando comparada aos
grupos controles. Entretanto, mesmo sendo branda, é importante ressaltar que a resposta
inflamatoria ainda ocorre, mesmo com a acao direta do tratamento ao reduzir a carga bacteriana
(Fig. 3A), pois mesmo com a morte das bactérias, antigenos de S. aureus serdo drenados,
reconhecidos e entdo a resposta inflamatdria serd desencadeada no linfonodo (EGAWA et al.,
2020).

8 Conclusao

Este foi o primeiro trabalho mostrando que a aPDT, fotoativando a curcumina ex Vvivo,
quando aplicada como tratamento em camundongos C57BL/6, com Diabetes Melllitus do tipo 1
induzida por estreptozotocina, e infectados intradérmicamente na orelha com S. aureus,
desencadeia respostas fisiologicas que culminam com o melhor controle da infeccdo (MUNIZ et
al., 2021). Com estes dados, foi possivel observar pela primeira vez na literatura que, camundongos
com DMT1, quando tratados com aPDT utilizando a curcumina como FS, apresentam altos niveis
de nitratos e nitritos e um controle significativo da carga bacteriana 48 horas apos a infeccdo e 24
horas ap0s tratamento.

O protocolo de aPDT aplicado, usando curcumina (100 ug) sendo ativada ex vivo por luz
de LED azul (450 nm), com fluéncia de 13.5 J/cm?, foi testado pela primeira vez neste modelo de
estudo com animais DMT1 infectados intradermicamente na orelha com S. aureus e se mostrou
eficiente no controle da carga bacteriana além de modular a formacdo de um microambiente
inflamatério menos agressivo e mais eficiente para o hospedeiro. Anteriormente, a aplicacdo da
aPDT utilizando a curcumina como fotossensibilizante ja havia sido aplicado e se mostrado
eficiente no controle de S. aureus resistente a meticilina pela via de infec¢do intradérmica
(ALMEIDA et al., 2017). Entretanto, nunca havia sido realizado nenhum estudo utilizando o

modelo de DMT1 induzido por Estreptozotocina. Por estas razdes, o protocolo realizado no atual
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estudo se mostra promissor para futuras aplicacdes em individuos que possuam o diabetes mellitus
e que possam ser infectados com S. aureus.

Apesar do controle da carga bacteriana ter sido evidenciado no linfonodo ap6s a aPDT, é
importante destacar que este estudo possuiu limitacdes por ter sido o primeiro a realizar este tipo
de abordagem. Mais estudos devem ser realizando visando a aplicagdo de técnicas mais robustas
para a analise molecular da resposta desencadeada pelo tratamento além da avaliacdo de um maior
espectro de mediadores inflamatorios. Desta maneira gerando uma descricdo dos perfis celulares
com maior profundidade durante a resposta de defesa dos leucocitos recrutados para a via

intradérmica em animais com DMT1 no controle de S. aureus resistente a meticilina.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the main patt that cause infections in diabeti
Type 1 diabetes mellitus individuals. In this paper, we report the outcomes of our investigation on the intradermal application of anti-
Microbiology

microbial photodynamic therapy (PDT) with curcumin in an infection induced by MRSA ATCC 43300 strain in
the ear of mice with Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM). A solution containing 100 pg of curcumin was photo-
activated ex vivo with a LED light (150 nm) delivering a fluency of 13.5J/cm”. This solution was administered in
the ear intradermally, at the same inoculum site as the MRSA ATCC 43300 strain (PDT Group). This study also
included the use of two control groups (both infected): One was treated with saline and the other was treated
with non-photoactivated curcumin. The animals were cuthanized 24 h after these treatments and samples of
draining lymph node and treated ear were collected for examination. The PDT group showed lower bacterial load
in the draining lymph node when compared to the saline and curcumin groups (p-value <0.05) 24 h after

Infection treatment
Antimicrobial resistance

treatment. In addition to bacterial load, the PDT group p d a higher ion of nitrates and nitrites in
the draining lymph node when compared to the saline and curcumin groups (p-value <0.001). Examining the
infectious site, despite apparently having similar infl y cell recrui pared with the control

groups, the PDT group showed a profile with less intense activity in the myeloperoxidase expression when
compared to the saline group (p-value <0.001). Additionally, the detected concentration of cytokines such as IL-
1P, 11-12, and IL-10 was significantly lower in the PDT group when compared to the saline group (p-value <0.01;
p-value <0.05; p-value <0.05, respectively), thus presenting a less intense inflammatory response during
infection resolution. Our pilot study showed for the first time the therapeutic potential of PDT using curcumin
‘when administered intradermally in the treatment of infections caused by S. awreus in mice with TIDM.

1. Introduction ability to produce insulin. In this setting, symptoms such as hypergly-
cemia and loss of lean mass are displayed [1].

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is an autoimmune chronic non- Different physiological systems are affected due to changes caused

communicable disease. The autoimmune reaction causes the destruc- by the TIDM [2-4], among them, the immune system [5,6]. Under these

tion of beta cells in the pancreatic islets and, consequently, the loss of the circumstances, several cellular mechanisms involved, both with innate
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and acquired immunity are modified because of the metabolic changes
arising from T1DM [7,8]. Taking these conditions into account, several
studies have indicated that individuals, who have this condition, are
part of a risk group with high chances for the appearance of infectious
diseases [9].

Due to increased susceptibility to infectious diseases, individuals
with T1DM have an increased risk of skin and respiratory tract in-
fections, endocarditis, bacteremia and diabetic foot. [10]. A major
pathogen that causes the aforementioned conditions in diabetic in-
dividuals is the gram-positive bacterium Staphylococcus aureus
(S. aureus) [11-13]. Nowadays, one of the biggest problems in the
treatment of infections caused by this pathogen is antimicrobial resis-
tance, where the strain Methicilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
has been widely distributed worldwide, representing a serious public
health issue [14].

Therefore, alternatives such as antimicrobial Photodynamic Therapy
(aPDT), appear as possible tools for the treatment of infections. The
aPDT is based on the photoreaction that occurs when a photosensitizer
(PS) absorbs a light source at the appropriate wavelength which can
produce reactive oxygen species (ROS). The ROS production occurs
through two different mechanisms, the type I and type II mechanisms. In
the type I mechanism, the excited PS interacts with cellular compounds
such as lipid and proteins producing free radicals and generating the
superoxide anion as a final product. In the type II mechanism, the
excited PS interacts directly with molecular oxygen producing singlet
oxygen, which has great oxidizing power [15,16]. That way, with the
production of ROS, this technique can be used to control microorgan-
isms such as bacteria.

Curcumin, a polyphenolic constituent derived from Curcuma longa
has been used as a PS in several in vivo and in vitro studies that assess the
efficiency of various aPDT protocols [17-20]. This photosensitizer has
been used in several studies, and besides coming from a natural source,
it does not present cytoxicity in low levels exhibiting characteristics of a
compound that can be properly used as a photosensitizer for the appli-
cation of PDT [21].

Invivo models using animals have a reliable value due to results that
can be observed in the experimentation, and in our current scenario,
studies regarding the response in physiological processes of animal
models with TIDM using aPDT as an infection treatment are very scarce.
Due to this issue, our study had as goal to verify physiological responses
caused by an aPDT-curcumin protocol applied in mice with
streptozotocin-induced T1DM intradermally infected with S. aureus in
the ear.

2. Material and methods
2.1. Bacterial load

ATCC 43300 MRSA strain was acquired in the collection of the
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdao Paulo (Sao
Paulo, Brazil). For bacterial culture, the strain was plated, within the
laminar flow (Prolab, Sdo Paulo, Brazil), on BHI agar (Brain Heart
Infusion, pH 7.4, HIMEDIA), and then taken to the BOD incubator
(Prolab, Sao Paulo, Brazil) at 37 °C for 24 h.

After culture, bacterial load was determined by spectrophotometry.
For this procedure, in laminar flow, a suspension containingabout 3 to 5
bacterial colonies of S. aureus were held in 1 mL of sterile saline. Thenan
aliquot suspension was transferred to a quartz cuvette for use in the
spectrophotometer (Prolab, Sao Paulo, Brazil). In this step, some pa-
rameters were monitored such as: reading absorbance of 0.135 on the
660 nm spectrum [0.5 on the McFarland scale, which is equivalent to
1.5 x 10® colony forming units (CFU's) of S. aureus.

2.2, Animals

C57B1/6 mice with six to eight weeks old came from the vivarium of

Jowrnal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology 224 (2021) 112325

the Universidade Federal da Bahia — Instituto Multidisciplinar em Satde
- Campus Anisio Teixeira. The animals were kept under controlled
temperature conditions (22 °C) with free access to water and food,
except during the period of TIDM induction. All procedures involving
the use of animals were approved by the Animal Use Ethics Committee
(CEUA) IMS-CAT UFBA, under protocol number 064/2018. The bacte-
rial inoculum was held during experimentation using the intradermal
ear infection model [22].

2.3. T1DM induction protocol

For the induction of T1DM, the model utilizing streptozotocin (STZ)
was adopted [23,24]. Mice spent 12 h fasting before administration of
STZ and then received intraperitoneally a single dose of a solution of
freshly prepared inoculum of 180 mg/kg of STZ (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). All animals involved in this work went through
this procedure.

After 5 days of STZ administration, the animals spent 12 h fasting,
and then a drop of blood was taken from the tail of each mouse to
measure their glycemia with the aid of a glucometer Accu-Chek Active
(Accu-Chek, Santos André, Sao Paulo, Brazil). Animals with blood
glucose >380 mg/dL were considered diabetic and included in this
study.

2.4. Experimental design

Fifteen days after TIDM induction, all animals were infected by in-
tradermal route in the left ear with the amount of 10”7 CFU's of S. aureus
MRSA 43300. For the establishment of the infection, the animals were
monitored for 24 h, so that the suitable treatments could be conducted.

After infection, animals (n = 15) were divided into 3 groups (n =5
per group). For the control group, 10 pL of sterile saline solution (Vita e
Satide, Sao Paulo, Brazil) were inoculated at the infection site. The
control group for the photosensitizer received 10 pL of a curcumin so-
lution containing 100 pg of the compound however, this group was not
treated with light. PDT group received 10 pL of a curcumin solution
containing 100 pg of the compound. Before the solution administration,
curcumin was photoactivated with blue LED light (450 nm), through the
prototype number 1.012960 (MMOptics, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brazil).
After photoactivation, the solution was rapidly inoculated at the infec-
tion site.

The irradiation was carried through over 180 s, with an intensity of
75 mW/cem? and fluency of 13.5 J/cm? For the application of light, the
equipment was positioned at a distance of 1 cm from the surface of the
solution in a microtube. All these steps were performed in a dark envi-
ronment. Twenty-four hours after the treatment application, the animals
were euthanized using a CO, gas chamber. The main experimental
procedures are illustrated in the diagram (Fig. 1).

2.5. Histopathology

After euthanasia, the left ears were detached and the areas of interest
were sectioned. The selected tissues were used to perform histopathol-
ogy and immunohistochemistry techniques. The tissues were fixed in a
Metacarn solution for 24 h, and then processed and embedded in
paraffin (Casa Alvarez Material Cientifico $.A, Madrid, Spain).

Slices with 5 pm were prepared and then stained using a standard
staining protocol with hematoxylin (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil) and
eosin (EA36, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). Twenty image fields were
photomicrographed and the morphometric analysis to count the total
inflammatory, mononuclear and polymorphonuclear cells were per-
formed with the aid of the Image J software (version 1.50b, National
Institue Health, USA).
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Fig. 1. Diagram showing the timeline of the main experimental design. On day 0, streptozotocin was administered to C57BL/6 mice to induce T1DM; On day 5, blood
glucose was measured to confirm T1DM induction; On day 15th, animals were infected in the left ear with 10”7 CFU's of S. aureus; After infection, on the 16th day,
experimental treatments (saline, curcumin, and aPDT) were performed; 24 h after the treatments, on the 17th day, the animals were euthanized.

2.6. Myeloperoxidase immunohistochemistry

The animals ears previously fixed in Metacarn, were embedded in
paraffin (Paraffin Santa Cruz, Sao Paulo, Brazil), and then we made
histological sections (4 pm) to prepare the slides for the immunohisto-
chemistry technique. The antibody used to label myeloperoxidase was
the MPO, PA5-16672 (Invitrogen ™), We deparaffinized the slides in
xylol and rehydrated in decreasing degrees of alcohol until they reached
the step with distilled water. We performed the antigen retrieval by
using the citrate buffer treatment [25].

After the antigenic retrieval, the tissue peroxidase was blocked. For
this purpose, we used a solution of hydrogen peroxide (0,3%), sodium
azide (0,1%), and distilled water for 10 min at room temperature in a
dark environment. After blocking, the slides were washed with PBS-
Tween twice for five minutes.

After peroxidase blockage, we blocked tissue proteins by using goat
serum (20%). After adding goat serum, we incubated the slides for 30
min, and then we drained off the solution carefully.

After blocking, we added the primary antibody (1, 200) under the
samples, which were incubated for 1 h. After this, we performed two
washes in PBS-Tween for 5 min. After washing, we added the secondary
antibody (1, 100), and we incubated the samples for 45 min.

The samples were washed with PBS twice for five minutes. After
washing them, the avidin-biotin complex was added, which was in
contact with the samples for 30 min at room temperature. Slides were
stained using the DAB Advanced Chromogenic Kit (eBioscience ™).
Finally, slides were counterstained with hematoxylin, dehydrated,
cleaned and the coverslips were added. Twenty image fields were pho-
tomicrographed, and we performed the morphometric analyzes with the
aid of the Image J software (version 1.50b, National Institute Health,
USA).

2.7. Draining lymph node obtaining

The draining lymph node is responsible for draining the lymphatic
flow of an infection site. The lymphatic flow will contain inflammatory
mediators produced at the infection site, as well as viable and non-viable
bacteria [26,27].

The retromaxillary lymph node was removed and macerated in 1 mL
of sterile saline (Vita e Satde, Sao Paulo, Brazil). Ten uL of this sus-
pension was grown using the spread plate technique on BHI agar me-
dium and incubated for 24 h at 37 °C. After incubation, we quantified

bacterial colonies with the help of a colony counter (CP-600 Plus,
Phoenix, USA). The lymph node suspension was used for the total cell
counting in a Neubauer chamber, for the analysis of cytokine production
using the ELISA technique (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay),
and nitrite and nitrate dosage.

2.8. Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay

A 96-well plate was sensitized with the capture antibody (100 uL /
well) being specific for each cytokine. All analyzed cytokine were: IL-1,
IL-12, IL-17 and IL- 10 (Invitogen ™). The plates were incubated
overnight at 4 °C.

The next day, we washed the plate with PBS/Tween solution to
remove free antibodies, and then we blocked it with ELISA/ELISASPOT
1x diluent (ELISA/ELISASPOT, Invittogen ™) (200 pL/well) at room
temperature. After the blocking, plates were washed again, and then, we
added 100 pL/well of the lymph node suspension samples. We incubated
the plate overnight at 4 °C.

On the third day, the plate was washed with PBS/Tween solution and
100 pL/well of detection antibodies were added and incubated at room
temperature. After this step, we washed the plate again then 100 pL/well
of Avidin-HRP conjugate was added and incubated at room temperature.
The plate was washed and then incubated with a solution of Tetrame-
thylbenzidine (TMB) (100 pL/well), and the color change pattern was
observed. We added the stop reaction solution (50 pL/well), and we
measured the colorimetric intensity with an automatic plate reader
(ThermoPlate, Michigan, USA) at 450 nm. All procedures were per-
formed according to factory recommendations.

2.9. Quantification of nitrates and nitrites

To quantify nitrites and nitrates, we used the lymph node suspension
as a sample. The protocol applied is based on the methodology estab-
lished by previous work [28] using the Gries reagent. The sample
initially reacted with a solution consisting of 1% sulfanilamide (previ-
ously diluted in 5% H3POj4 solution) for 10 min. After this first reaction,
we added a solution of a second reagent composed of N- (1-Naphthyl)
ethylenediamine dihydrochloride (0.1%) for 10 min. After the time re-
action, we read samples' absorbance on a spectrophotometer (560 nm).
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2.10. Statistical analysis

Statistical analyses of the experiments were developed by using the
GraphPad Prism software (version 8.0, GraphPad Program Inc., San
Diego, CA, USA). To verify the normality of the data, the Shapiro-Wilk
test was performed. Parametric (paired t-test and ANOVA) and non-
parametric (Wilcoxon and Kruskal-Wallis) tests were performed.
Tukey's multiple comparisons test (parametric data) and Dunn's multiple
comparisons test (non-parametric data) were used as post-hoc. Statisti-
cal differences were considered significant at p values: * < 0.05; **
<0,01; *** < 0,001; **** <0,0001.

3. Results

3.1. A single dose of STZ administration led to the development of TIDM
in C57bl/6 mice

Five days after a single dose of STZ (180 mg/kg) administration,
parameters such as weight and blood glucose were measured. As seen in
Fig. 2 mice treated with STZ showed higher blood glucose levels, besides
presenting weight loss when compared to the previous treatment.

3.2, Photodynamic therapy with curcumin increases oxidative stress
during the inflammatory response in T1DM mice infected with S. aureus

To estimate if the photodynamic therapy is effective in controlling
infection caused by S. aureus in T1IDM mice, the draining lymph node of
the left ear was assessed. In the lymph node culture was possible to note
a significant reduction of bacterial load in the group treated with aPDT
when compared to all control groups (Fig. 3A).

Proceeding with the lymph node analyzes, we observed that the
number of cells in the lymph node was not different among the groups
that received different treatments (Fig. 3B) however, the levels of final
products of oxidative stress, such as nitrates and nitrites, were increased
in the group in which the aPDT was applied (Fig. 3C).

3.3. Photodynamic therapy with curcumin does not change leukocyte
recruitment to the inflammation site in diabetic mice infected with
S. aureus

The recruitment pattern of inflammatory cells was observed through
the histopathological analysis of the left ear, where infection and
treatment occurred (Fig. 4). The total amount of inflammatory cells
recruited to the tissue (Fig. 4A) and differentiated counts were assessed,
with the cells being classified into 2 categories according to the shape of
their nucleus: Mononuclear (Fig. 4B) and polymorphonuclear (Fig. 4C).
With the assessments performed, no difference was observed among the
mononuclear and polymorphonuclear cells recruitment pattern in the
group that received aPDT when compared to the saline and curcumin
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groups.

3.4. Photodynamic therapy with curcumin does not promote increased
myeloperoxidase expression at the infection site in diabetic mice infected
with S. aureus

After all infection treatments, the myeloperoxidase enzyme expres-
sion of neutrophils was assessed using immunohistochemistry at the
inflammatory site (Fig. 5). It was observed that the group that were
treated with aPDT did not show an increase in the presence of MPO in
the analyzed tissue area (Fig. 5A) and also did not show an increase in
the number of cells that expressed MPO (Fig. 5B).

3.5. The group that received photodynamic therapy with curcumin had
decreased expression of cytokines IL-1, 11.-12 and IL-10 in the draining
lymph node

Using the ELISA technique, IL-1, IL-10, IL-12, and IL-17 production
were measured in the draining lymph node suspension (I'ig. 6). It was
found that aPDT treatment induced a decreased expression of IL-1
(Fig. 6A), IL-10 (Fig. 6B), and IL-12 when compared with saline con-
trol group (Fig. 6C). No significant differences were detected in the
expression of the cytokine IL-17 (Fig. 6D).

4. Discussion

This study is the first one that investigates the immunomodulatory
effects and antibacterial potential of aPDT in the treatment of intra-
dermal infection by S. aureus in animals with Type 1 Diabetes Mellitus.
The intradermal route is an extremely important route to be assessed,
especially when talking about S. aureus, which causes several types of
infections in this body site. For this reason, this study brings an inno-
vative alternative to study the treatment of skin infections caused by this
pathogen in individuals with T1IDM.

The development of techniques that will assist conventional treat-
ments, such as antibiotics use, for infection treatments is essential in the
current scenario, where there is a difficulty to control several pathogens.
Since S. aureus is associated with infections that are difficult to control in
diabetic individuals, our study assessed the potential of aPDT in con-
trolling this infection and its immunomodulatory potential. Our
research group has verified throughout its existence the effect of aPDT
applied in the control of different models of infections caused by
S. aureus [17,18,27,29]. Currently, after all these studies, we have
deepened our view seeking the application of this technique in more
complex and little-studied models such as the TIDM model.

Previous work carried out by our group showed that the aPDT
technique using several compounds, such as PS, significantly reduced
the bacterial load found in the draining lymph node [17,18,29]. Based

B)
40 = =3 Before
| — | = After
30
B3
@
=

Before After

Fig. 2. Protocol for inducing T1DM in C57bl/6 mice with a single dose of STZ (180 mg/kg) - C57BL/6 mice spent 12 h fasting, and then a single dose of STZ was
administered. Blood glucose levels were measured, before STZ administration and five days after administration in the same animals (A), besides mice weight was
measured when they were fasting, before administration and five days after STZ administration in the same animals (B).
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Fig. 3. Evaluation of the effects of photodynamic therapy on the draining lymph node. Animals were euthanized 24 h after experimental treatments and the left
retromaxillary lymph node was extracted. In a sterile environment, the lymph node was macerated in 1 mL of sterile saline. The suspension was grown on BHI agar
medium for 24 h and then the S. aureus colonies were counted (A). With a Neubauer chamber, the eukaryotic cell number in lymph node suspension was verified (B).
To verify the oxidative stress levels in the analyzed draining lymph node, we measured nitrates and nitrites in the suspension (C).

on this information as well as the immunological fragility of individuals
with T1DM, we found that aPDT using curcumin can also efficiently
reduce the bacterial load in the draining lymph node (Fig. 3A).

The effect of aPDT on bacterial load is something that calls our
attention and may, in the future, have positive impacts regarding the
clinical treatment of infections in humans with TIDM. This result is
relevant since this group of individuals has twice the risk of becoming
infected when compared to healthy individuals [10].

Since this group of individuals has a higher risk of becoming infected,
they make greater use of antibiotics, for prophylaxis many times, which
can culminate in the arising of bacterial strains with antibiotic resistance
generating greater barriers for the treatment of these infections
[10,30,31]. aPDT presents itself as an alternative tool in the treatment of
infectious diseases, proving to be efficient in several studies, both with in
vitro models and, in fewer studies, in vivo models [17,18,22,29,32-34].
In any case, the study of this therapy on in vivo models for treating in-
fections in diabetics and the immunomodulation exerted by this tech-
nique is still unexplored.

Curcumin has already been used in several studies as PS for PDT
when this one is activated by blue light, near the 450 nm spectrum,
being efficient in controlling bacterial load [17,19,20]. However, none
of these studies evaluated the inflammatory response and the efficiency
in the use of aPDT protocols with curcumin in the treatment of S. aureus
infections in a diabetic mouse model.

Nitrates and nitrites are products of the use of nitric oxide (NO),
which is used during the oxidative burst in defense of the host by cells
such as macrophages and neutrophils [35-37], being one of the main
mechanisms used for the control of S. aureus [37]. In our work, Fig. 3C
shows a significant increase in nitrites and nitrates in the lymph node
suspension of group treated with aPDT. In addition, nitrates and nitrites
are molecules that can act within the process of oxidative stress, where
nitrite can be reduced to become NO again potentiating this way, the
production of more free radicals [38].

Some studies have verified in different mouse models, all non-
diabetic, the profile of cell recruitment for the site of infection after
aPDT, and they show that there is a direction in cell recruitment,

occurring a new balance that culminates with better control of infection
[18,27,39]. However, 48 h after infection and, respectively, 24 h after
the treatments, despite the aPDT having decreased the bacterial load in
mice with TIDM (Fig. 3A), the number of total inflammatory cells
(Fig. 4A), mononuclear (Fig. 4B) and polymorphonuclear cells (Fig. 4C)
did not differ among the group in which PDT was applied and all the
control groups tested.

Although there was no difference between the recruitment of in-
flammatory cells among the group in which aPDT was applied and all
control groups, cells' behavior, like neutrophils activity could be modi-
fied in the infection site. One of the possible antimicrobial pathways of
action taken by neutrophils is through MPO expression. MPO partici-
pates in an enzymatic cascade that results in the production of hypo-
chlorous acid, a potent antimicrobial agent resulting from oxidative
stress that is capable to control S. aureus infection [40,41].

When we evaluated by immunochistochemistry, both the proportion
of cells expressing MPO and the MPO staining area in the tissue (Fig. 5A
and Fig. 5B, respectively), it was possible to observe some interesting
details. The group in which the aPDT was applied showed the same area
of a tissue marking for MPO when compared to the group in which the
saline was applied as a treatment, while the group treated only with
curcumin showed great expression of this enzyme (Fig. 5A). However,
the proportion of cells expressing MPO in the group that received aPDT
is lower in comparison to the group that received only saline, and the
aPDT group displayed similar expression pattern compared to the cur-
cumin group (Fig. 5B).

These results show that the treatment with aPDT presents a balance
not found in the control groups since they were not able to control the
infection. The saline group showed an increase in the number of cells
expressing MPO, however, that protein was weakly expressed. Mean-
while, the curcumin group, despite not showing an increase in the
number of cells expressing MPO, showed a strong expression of this
enzyme, which, in any case, was not able to control the infection.

The analysis indicates that aPDT may be stimulating MPO expression
without necessarily increasing the neutrophil population at the infection
site. Therefore, the treatment applied to the aPDT group led to the
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Fig. 4. Ear inflammatory infiltrate evaluation after experimental treatments in slides stained by HE. Animals were euthanized 24 h after experimental treatments and
the left ear was collected. We applied histotechnological techniques for tissue fixation and paraffinization. Slides (4 pm) were made and stained by HE. All slides were
observed under a microscope (400x magnification) and about 20 image fields were captured and analyzed. All leukocytes present in the inflammatory infiltrate were
counted (A). In addition to the total count, differential counts were made, with the cells being classified according to nuclear morphology into two classes:
Mononuclear (B) and polymorphonuclear (C). Representative images of the groups according to the treatment that was applied with black arrows indicating
representative mononuclear cells and white arrows indicating representative polymorphonuclear cells (D).

formation of a new balance between the recruitment and activation of
neutrophils, which proved to be efficient in mice with TIDM.

Some studies that applied aPDT using various photosensitizers and
using other study models assessed MPO expression, showed an increase
in thelevels of cells expressing MPO in the groups that received aPDT for
animals infected with S. aureus when compared to their control groups
[18,29], which did not happen in our study. However, it is very
important to point out that such studies used non-diabetic models which
were different from the ones used in our research.

The cellular processes involved in the immune response during
infection control, such as cell recruitment and activation, events treated
in our work (Figs. 4 and 5, respectively), can be regulated by chemical
mediators such as cytokines [42,43]. The draining lymph node receives
fluids from the inflammation site. Therefore, the higher the bacterial
load in the lesion site, the greater is the number of bacteria that will be
drained, as well as cells and cytokine produced during the inflammation
that act on the development of adaptive immunity [27,44]. Despite
having lower levels of IL-1 in the aPDT group regarding the draining of
lymph nodes (Fig. 6A), the recruitment of total inflammatory cells to the
infection site in the ear was not decreased (Fig. 4A).

Dos Santos et al. (2019), in an in vivo model using C57BL/6 mice,
showed that animals infected with S. aureus and treated with aPDT using
resveratrol as PS, had an increase in the cytokine IL-17. The increase in
this cytokine was related to the recruitment and neutrophil activation,
which was effective in controlling the infection in this study analysis.
However, when we assessed our data on IL-17 levels, we were unable to
find any difference between groups. This result could suggest that the
mechanisms that occur in our model using mice with T1IDM, react in

other ways compared to healthy animals, or by the use of a different PS
in aPDT.

In addition to recruitment, the activation of immune cells for
phagocytosis and clearance of pathogens, such as S. aureus, is extremely
important, highlighting the participation of cytokines such as IL-12 in
this process. Mononuclear cells, such as Natural Killers (NK) cells and T
lymphocytes, can be activated by IL-12, and in response, produce
interferon-y, which can activate macrophages, increasing the efficiency
of defense against S. aureus [45]. Although IL-12 is identified as a
cytokine involved in the activation of immune cells, enhancing the
oxidative power [46], in this work, the animals that passed through PDT
had lower levels of IL-12 on draining lymph node. This data could be
related to the lower bacterial load seen in this body site.

The increase in the production of pro-inflammatory cytokines is
described in individuals with T1DM in different stages, with the possi-
bility of being used as biochemical markers for the disease [47]. This
chronic increase in pro-inflammatory cytokines levels can result in a
state of intense inflammation, being a harmful process to the organism,
which can cause injuries and diseases in body sites like the skin [48].

Considering this pro-inflammatory state T1DM, it is shown in Non-
obese Diabetic (NOD) mice that eliciting the production of anti-
inflammatory cytokines, such as IL-10, through mechanisms such as
exercise, can establish a better balance in glycemic control and immune
response [49].

Therefore, thinking about possible future associations with our
study, the application of aPDT using curcumin as PS in animals with
T1DM, besides controlling the bacterial load, caused a mild production
of pro-inflammatory cytokines, such as IL- 1 and IL-12. This may be of
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great interest for future applications since individuals with TIDM have a
baseline state of high production of inflammatory mediators [47].

To examine what may have generated the lower production of pro-
inflammatory cytokines such as IL-1 and IL-12, IL-10 levels, a medi-
ator with an important role in the regulation of pro-inflammatory
molecules [50] was measured. Fig. 6D shows a lower IL-10 production
in the group that received aPDT. We assume that the direct effects of
aPDT by producing reactive species (Fig. 3C) may have been account-
able for the clearance of many bacteria at the site of infection in the ear.
So, the need to establish an intense inflammatory reaction would be
reduced, resulting in less production of pro-inflammatory mediators
such as II-1 and IL-12, and consequently less production of IL-10, since
the pro-inflammatory response was mild.

The lower production of IL-10, in this addressed scenario, may be
beneficial to the host, since it has been reported that some strains of
S. aureus are capable of manipulating the increase in IL-10 production as
an evasion mechanism from the host immune system [51,52]. High IL-
10 levels during infection with this pathogen may be associated with a
high mortality rate in individuals with bacteremia [50].

Observing the results of cytokines produced in the group that were
treated with PDT, there is a mild inflammatory response when compared
to control groups. However, the inflammatory response still occurs,
because even though the treatment may have reduced the bacterial load
(Fig. 3A), S. aureus antigens can be drained, recognized, and trigger an
inflammatory response in the lymph node [53].

This paper is the first one to show that aPDT, when applied as a
treatment to C57BL/6 mice with STZ-induced T1DM infected intrader-
mally with S. aureus, provides physiological responses that culminate in
better control of the infection. With our data, it is possible to observe
that mice with TIDM when treated with aPDT using curcumin as PS
present higher levels of nitrites and nitrates and control of bacterial load
up to 48 h after infection.

Our aPDT protocol application, using curcumin (100 pg) being
activated ex vivo by blue LED (450 nm) with fluency of 13.5 J/cm?, was
efficient in controlling the bacterial load of S. aureus and established a
less aggressive inflammatory microenvironment to the host. For these
reasons, this is a promising technique for future clinical use. Although
bacterial load control has been evidenced, is important to highlight that
this is a pilot study that measured the production of only a few in-
flammatory mediators and used a small number of animals for group
experimentation. This way, there is a need for further studies that
investigate more mechanisms that can arise during the application of
aPDT using curcumin in individuals with TIDM.
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1. Invtroduetion

Orver the years, the mare prevalent comorbidities profils has besn
aliered, changing from a pictore whensin infections di seases wene the
mist represeniative disonder to 2 significant inoesee in chmonic non-
oomumumicahle disezses (NCDs) (Malta =t al | 20712; Murmay et al, 2015
Bankoff et al_, 2171 Among the WCDs, s ystemic anterial hyperension
{(SAH) and type 2 dishetes mellitus (T20M) stand outas leading the first
camse of moriality and hospitalistions {Duncan =t al, 3010 Preitas and
Garcia, 212} SAH & a chronic condition of multipls aoriginz, being
considersd one of the most relevant risk Sctors rdated to the devd-
apment of cardinvasenlar disssees (Lima =t a2l 201 6). T2DM, on the
ather hand, consists of 2 multiple etiology syndrome, resulting of the
ladk of imsulin and/or its inmpacity of properdy exert its fonctions,
charscherizesd by chroni c hyperglyeemia and changes in carbohy drates,

* Coavesponding anther.
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lipids, amd proeins mestabo bsm (Wi raned =t 2l |, 2008 Snch. diseases ane
strongly related i chronic low-grade inflammation, which & con-
siderably intencified in obese individuals {Carter =t al, 200100 It hap-
pexs due to the fact that, in obese individuals, visceral white adipose
tissne & chamacerized by hypertrophic and hyperplasic adipocytes,
with large inflammatory infiltrate of macrophages, endothelial cdk
activation, and fibrosis (Maury and Brichard, 2010} Tisme nfiltrated
macrophepes ame resporsible for pr v cytokines relesse
such as TNFE-a, into the vascular wall (Brition and Fox, 201 1. Also,
abese indfridnal exhibit intensified polarization of T helper 12nd T
helper 17 @lk, culminating in 0L-17 relezse and other proinflammatary
cytolines, lesding these individmals to present vesonlar le=dion {Harmison
et al, 201 % Schiffrin, 200 4L In this context, ooours the -1 fradese a
cytokine siraighily relatesd to the development of imulin resistano:
{Rathinam =t al, 212; SHensira =t al | 2012} Thos, those nnconitnolled
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Eeywors: Samphyincooes merae i one of the major micoocganions Bai e mman dssaces, lmading from mild sdn

beta-lactam antibiotics. 1t has alveady bern syown that phobodynamic therapy Is capable of nacthvating MREA as
the baser excites the photosensitizer respomsble for trmsfering its slectrons o the molecolar oxygen, generating
extremely reactive moleonles, soch as singlet oxygen, being these resctive components the chemimls that
mmwmmmmm:mmmummm
tmpaortant, espedally to Increase the amount of therapeutic resounces avallable for the
mmwmmmmmmmx:mmmmm
and there are oo reports of the o= of s oude eximact 2 2 phobeeendier in antimicobial photodynamic
thermapy. In Bat way, this work cooveys an mnovative way of the use of M. couBfiong extract as a phobosensittrer,
comprising Iis use as an antmicrobial agent when acdtvated by lght, sgainst 5 mres. b vimo bests were per-
formed whene it weas obeerved that after the phinactivation with bioe LED light, the scimact presented an
augment in its anttmicrobial activity, together with production of snglet oxygen. In the model of ntadermal
infecdon In Balby/c mice, a reducion in bacterizl load was also detected, with ralsed expression of THF-a@, IL-
174, and MPO. Here, we demonsirate that the eviract of M. coutifiorn hos phobceensitizing action, promoting the
production of soglet ooygen, besides [L-17A, TNF-a, and MPO.

1. Introduction

Shnpinlococors murens is one of the major microorganisms that caus
buman diseases, leading from mild skin to serious infections such as
endocarditie, septic arthritis, osteomyelitic, and sepsis [1,2]. I pa-
thogenic capacity is attributed to the large repertoire of toxins produced
by this microorganism. Staphylocood are gram-positive, spherical
bacteria with a dizmeter varying from 0.5 to 1.5pm, are immobile,
maintzin grouped in imegular masses Gie cells adhered to each other,
chained together in pairs, and forming bunches of grapes [3].

The pathogen can be found in the normal sifin microbiota, muwcous
membranes of humams, and is related o several infections, mainky oc-
cuming in ourseries and imtemsive care units. 'With the ose of semi-
sistant Stophylococoss murens (MASA) hawve emerged, due to the

*Corresponding author.
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acquisition of the mecA gene, whose resistance pattern extends o other
beta-lactam antibiotics [4,5].

Infections caussd by this microorganism are extending worldwide,
with 7= 90% of them initiating through the stn. For these illnesses, the:
physical barriers and, especially, the host immume system will be di-
rectly related to infection coatrol [6,7]. However, 5. oureus is able o
evade immunoprotective defenses doe to the expression of vimlenoe
factors such 2 adhesins and proteins in order to neutralize both com-
ponents of innate and acquired immunity. Then, oatbreaks of commp-
mity-hased infections generated by resistant straims present a wide dis-
tribution in the terrestrial world, and the intemsificalion on thess faces
streszes the necessity for developing new strategies to prevent and et
infections by this pathogen [E,5].

It he= alresdy been shown that photodynamic therspy (PDT) is
capable of inactivating MESA stmims through bwo  distinct
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Abstract

Suphylococous durews is one of the main causative agent of nfections acquired in both commumity and hospital environment In
this conie s, photodynamic therapy (PDT) consists in using & phobsensitizer that, activated by light, evokes the formation of
reactive oxygen spocies (ROS), which lead to the death of microorganisms due to oxidative damage; it is useful ol zince this
action, hamful to pathegens, does not signiflicandy injure human cells. In view of this, this work proposes a more in-depth study
on the use of resveramol (REV) as a possible photbsansitizer. It was observed, in the inbradermal infoction model in animals” ear
dermis, that photoactivaied resveratrol promoies an increase in myeloperoddase expression with redweed bacierial load in the
draining 1ymph node. Besides that, the draining lymph node of the animals treated with photoactivaied RSV controls inflam-
mation through IL- 10 producton. These are pionears data and this work being a pilot study;, then, other works must be conducted

with the objective of clucidaie the photoactivated resveratrol mochanism of action.

Keywonds Suphdococrus airews - Phomdynamic therapy - Pholsensitizers - Resve ratrol

Introduction

SuphWococous surews is one of the main causative agent of
infections scquired in both community and haepitl environ-
ment [1]. The vast majority of disorders caused by 8 aureis
result from asymptomatic camierns, in which the individual can
b colmized for short or long pericds that can lead to a discase
in case of the immune system has some innga irment [2—4].

Theere fore, serious disorders proveled by this microorgn-
iem can often tackle hospitalized patients and i gger womrying
oonse queness, egpecially concemed i antibiotic therapy [5].
Simce MESA {multresistant Stapdococries aurews) was first
described as one of the leading hospital pathogens in 1960s,
the incidence of this microorganism's infoctions contimes to
broadien in health- care institutions and, recently, in worldwide
comnmumity [2].

= Robson Amam Aungosto da Siha
ot namano @ gmail.com

! Amisio Teixeira Cammgeo s, bnl tidiscip fnary Tostitmie in Health,
Fedem] University of Bahia, 58 Rio de Clonins Sareet, 17 Blodk, 58
Lot, Candsiss, Vitdriada Conquista, Bahia 4 S029084, Brasil

Eral zhed moalive B e s 2000

In this coniext, photodynamic terspy (PDT) consigs in
using a photosensitizer that, activated by light evokes the
formation of reactive oxygen species (ROS), leading to the
death of microorganiams due to oxidative damage [6, T]. In
view of this, several in vitro studies have demonstrated that
e coloning substmmees can be light-activated and produce
antimicrobial ¢foct againa several types of pathogens [T-10].
However, the number of dyes awvailable today is limited, and
many of them nood furtwer study on their antimicrobial mech-
aniam of action.

In view of this, this work proposes a more in-depth study
on the use of resveratrol (RSV) as a possible photosensitizer
This polyphenal, espocially present in grape, promotes health
benefits theough anti-angiegenic, anti-inflammatory, and anti-
microbial activity [11]. When an animal i selacted for re-
search on a human disease, previous procedures are often
nocossary o adapt the discase to the animal An adapted in-
foction proiool for such animak was applied in this research
Mist infections caused by 5. suwrews oocur throwgh the skin[ 3,
4]. Therefore, an intradermal infoction mode] in mice was
performad.

Regarding the great nood for new therapeutic options for
the meatment of infections caused by MRSA strains combined
with the lack of in vive studies on the application of
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RESUMO

Introduwcio: A wilizacio demasiada da tecoologia tem
mmmammem
am&mmmm

pelo sedertarizme. Objetive: Anahsao]}n[ﬂthpre-plbm
dumdsmmpmhuemde\ﬁmdaﬂnmm
BA Métodos: Foi realizade esudo transversal descritive,
qtnmh'huuumanmmgemnmpobahhshumﬂ
mmamh&m(ﬂl]acﬂlammiepnmtmnpan
em(ﬂl]damhhmiemuadadammmbamm
respective mmicipio. Resnltados: A amesta foi composta
por 193 alunos das redes de ensing pablica e privada Esses
miamengs coaresponderam a 52,3% do sexe masculing e 47, 7%
do sexo feminmo de ambas as redes de ensine, com a faba
efaria de 8 a 1) anos. Em relacio a0 sobrepeso e a obesidade,
teve o total de 15,6% em ambas redes de ensino. Obsenvando
05 38%05, 05 Menings apresenfaram 21.8%; de sobrepeso e
obesidads & as menimas 15,2%. Quanto o baixe IMC obteve
31.1%, ja o DMIC adeguadio teve 49 1%, enquanto o sohrepess
& obesidade apresenton 9.3% cada um em ambas redes de
ensing. Discussdo: Cum;um&asmiudeenmdh&a‘m
nmmhmmﬂdﬂmm—mb&sﬂmizd&emmpdlm

maiar

ensing piblico & privade 1 cidade de Vitria da Conguista-
BA, Brasil

Palawras-chave: IMC. Pre-Puberes. Fede Ensme.

MUNIZ, Igor Pereira Ribeiro?
ABSTRACT

Imtroduction: Too omch use of technolozy has had nezative
mpacts on the health of youne people, for example the
ooourrence of chronic non-commumnicable diseases, pensrated
bjrﬂ:.esa&mmyhfsq'laﬂhjﬁhrrhmhmﬂnﬂ\ﬂ
of prepubescent of the public and private teaching networks
of Vitoria da Conguista-BA Methods: A descriptive cross
- sectional study was camied out, using an intentional non
- probabilistic sampling, with a cheice of ope (01) public
school (municipal) and one (1) private school in the orban
region of the respective mmmnicipality. Resalts: The sample
consisted of 193 students from public and educatdon
petworks. Thess mumbers commesponded to 52.3% of males
and 47.7% of females of both edocation networks, with ages
raogng from £ @ 10 years. In relation to overweipht and
obasity, it had a tdal of 18.6% in both education netwarks.
Observing the sexes, the boys presenfed 21 8% of overweight
and obesity and the girls 15.2% When the BEMI was low
321%, the appropriate BMI had 49 2%, while overweight
and obesity presented 9 3%: each in both teaching netwnarks.
Discourse: Comparms to teaching netwaorks observed higher
low BMI amemz prepubescent of the public scheol network,
wmmmmmmmmm
petwork.  Conclesion: Meanwhile, socioeconomic and
culfural factors are imterlinked in the highest ocomence of
low body weight, overweight and chesity in prepubescent
children of public and private schools in the city of Vitaria da
Conquista-BA. Brazil.

Keywords: BMI. Pre-pubescent. Network Teaching,
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tiecsicn Editon Danda Frass The ains of this smdy ws i e the influenee of phyysical acdvity in inflammarcay, bicchemical and endoerine

of middle-aped and elderly men wity Systemic Arterisl Hypertension [SAH) and Type 2 Diabewrs

Eryearth: Hdlmmmmwmmpdudh-??mhm“dbmﬂ“mdmmdd
Pkl ety (muiddfle-aged men) o 60 1o B6 years cbd (elderly men), disgnosed with SAH snd TIOM, asised by Pamily
Aging Health Units in Visris da Conquista, Bahia, Bragzil Accoeding o age and Efestyle (sedentiry or practicing
'r”'p:kll h‘-nhn phipseal peiviny), these men were o pnified g middls-aped sedentary men, middle-aged physically active men,
Man elderdy sedesitary men, or eldesly physically active men. It was nothced that sccive elderly people with SAH and

TZOM had & bermer flammatory balsnce than sedentary middleapel men, dwough the evaluaton of te

benwesn the cymoiines IL-10/THFL, IL-10VIL-17A amd [L-10/TFN-y. Moreowes, in the emended
comelation analyss, & greater global balance was observed among anthropomecse, blood presure, biochemical
amd cymbine parsseters. Fhysical actviy beneficially modulares aging-relanesd disense risk (s even in
elderdy individuals.

1. Introduction disease nssociated with aging (Fanagiotakos et al., 2007 Jain and Par

amjape, 201 % Gonwami =t al., 501 & Khaldl = al , 2018} SAH, i tem, is

The dderdy population ks mpidly growing worldwide (Pew Eesearch
Center, 2014). This growth is related to ﬂr::in]lmmmtnl’n-ihr;
comditions for the individuals, which reduced deaths that were caussed
wmﬁm-mmmmu&m Mever-
ﬂrelmlhu'lnmnu: im life expectancy s linked to an increass in the

icahble di (MCDs) related to the
pupull:mw[’rﬂl_rrw.-rr al., 201 5} Systemic arterial bypertension
(5AH) and type 2 diabetes mellitus (T20M) are two MCDs that are highly
prevalent in the elderly population and are related to an elevated car-
diometabolic risk (Freitas and Garcia, 2012). Studies indicate that the
prevalence of these diseases in men is directly proportional to age, with
higher rates among middle-sged and eldedy individuals (Mills = al,
2006; Khalil etal., 201 4). The prevalence of T2DM in dderly men varies
from 24% to 308, however, sadiss chow o high prevalence of pre-
dinbetes in middle-aged men, revealing a possible evolotion of the

generally higher in elderly men, ranging from 31% in middle-aged men
o 8% im elderiy men (Ghafari et all., 2006; Goswami <t al., 301 6; Mills
et al, 2016L
Changes in immunclogical, metabolic, and mﬂnﬂum
¥ aging are d o the devel aof ek patho-
Iqﬂ.ul conditions (Miknel et al., 2007 With advancing age patho-
physiological adaptations swch 2= incrensed wisperal adiposity,
progressive decline in sex hormones, and increased vascular oxidative
damarge usaally ocour factors that contribate to the development of a
process kmown as “inflammaging” (W yczalkowskas Tomasik et al |, 20146
Franceschi et al., 2015} This process is chamcterized by the positive

m.h'ld:h ifmip}ﬂmmmmf'mrls etal.,

13; Zembron-Lacny et al., 3019). Soch i in pr

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

immune markers by physical activity in
hypertensive and diabetic individuals

DEBORAH C. DOS SANTOS, ISRAEL 5 RIBEIRD, DIEGO PATRICK 5. LOPES, [TALD
5. PEREIRA, DENISAR P SANTOS, IGOR PR MUNIZ, FERNANDA M. DA SILVA LIMA,
ANDRESSA ANTONIA 5. COSTA, DANIELA D& SILVA P SOUTA, STEFANO PEDRO DE
MELD CALADO, CAROLINE V. GONCALVES, MARIA POLIANA L GALANTINI, DANILO
N. LOPES, ROBS0N AA DA SIIVA & GILVANEIA 5 SANTOS

Abstrach Systemic arterial hypertension (SAH) and type 2 diabetes mellitus (T20M)
compase the two major noncommunbcable chronic Inflammatary dlseases. Physical
activity has been shown as a pmomising complementary approach to control the
systemic Inflammatian. However, IL s still unclear whether this mooulation Is gender-
dependent. The objective of this study was evaluate the gender-relzted Influence of
pinysical activity on the Inflammatony respanse and Hochemical profile of Indiiduals
with SAH and T208. An International prysical activity questicnnalre was applled to 596
individuals dlagnased with SAH and T2OM Inarter to aocess thelr exarckes muting and
was evaluated the Influence of physhcal activity In blochemical, anthropometrical, and
immunalogical markars involved In these disorders In men and women. Even though
active Individuals have exhibited lower sarem levels of I-18, M-y, TNF-o, and 1174,
the ratlos between IL-10 and all Inflammatory cytokines were NIgher In men than In
women. Physiczlly active Individuals also demonstrated Increzsed HDL/LDL and HOLY
VLD ratlos. Morepver, muttiple correlations revealad that in active wamen both IL-10 and
THF-0 serwm |evels pasithely cormelate with Tasting glucose levels, and were negatively
asspdated with HDL levels. Our Aindings suggest that gander-related diferences dictate
a distinct crasstalk between inflammatory and blochemical markars In physically active
individusals.

ey wonds: Systemic arterial hypertension, REnoer, Inflammiation, physical actity, type
I diabetes mellitus.

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

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

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

#n A Bro Ciene (3001} a{Suppl. &)
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Physical activity reduces intradermal
bacterial load in a murine model submitted
to forced swim training - a pilot study

MARIA FL GALANTINI, LOREMA 5. LEAL, KARINE B. RODRIGLUES, ISRAEL =
RIBEIRD, ITALD 5 PEREIRA, CAROLINE V. GOMCALYES, STEFAND PM, CALADO,
DEMISAR P. DOS SANTOS, IGOR RR. MUNIZ & ROBSON A4 DA SIVA

Abstract: Regular exarclse E benefical to health. This study valuated the effects
of moderate and Intense physical exercke modalities on Intradermal Irfection by
StaphyIDCDCCUS CURews In @ murlne model. Mice that prRcticed modermte exarcise had
Icwer bacterial load an ymph nodes and less Infammatary Infliste Indermis. They
preserted graatar walght, howeser, less amount of epldidymal fat the welght was
Increased while they had fat diminlshed. & posithe comelation was observed between
lipld content and bacterial Load In mice tralned at mede@te InkersHy. Animals that were
under high Intensity exerclses presanted superlar bacteral lad on the Wmph nodes,
Increased newtrophil count and circulating ymphocytes, and hiad leuknoyte recrutment
o the dermls augmented, when compared to the ones In moderate exercise. These
findings suggest that moderate physical activity modulates the IMmune respanse In

dermal Infectlon @used by 5. ourews In a murine madel
Keywords: Infection, mice, phys|cal exerclss, Staphyinonocys s,

INTRODUCTION

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

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

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

Meutrophils and lymphocytes are key callsin
control of infections caused by Staphylococcus
aureus (Harrington et al. 2005, Sladek & Rysanek
2006, Hill & Imai 2016} Meutrophil recruitment
and abscess formation are characteristic of
5. aureus irfections and are required for the
pathogan elimination (Kobayashi et al. 2015)

5. aureus is a gram-positive bacteria and
catalase-positive cocci. This pathogen generally
isanunencapsulated bacteria, hasapproximate by
0.5 to 1.5 pm in diameter, is immobile, and

#n ood Bros Cienc (2022) #4{2)
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Inflammaging and body composition: New insights in diabetic and

hypertensive elderly men
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Age-relared chamges in the body's pleysiologieal responses play a criteal mle in i armerial by 5
mmwzummwmmmmmw;mmfmmMnt
eomman risk fecme. This bl dion has & el } thie exesss of farry dewe. bn this seenesio, Brde is
Imaoam about bow inflammansey markers intemct with each other. Thenefore, this work evaluaed the Enterplay
among antdropometric, biochemicsl, and inflamsarcey markess bn te eldedy with SAH and T2OM. Men aged
G080 pears obd with SAH and T2DM were clasified by body mass index (EMI) a5 eutrophic elderdy (EE, 24
lnd.hddunk:nrmwdginddu{y[ﬂﬂ.ﬂ"‘-" ":Bnd'y positon ansdysi wes perfomed using bio-
[ Edoced weere enllsrted oo pesfoems infl aned bioohemical The i
:IL-:I?A,LIF,Wf,mmmlqmwdumhjmmymmmkmdm
and glucose weee: dl by 5 1P . Orverweeight ciderty men had a higher giycemic index and an
i in e ani erric mark uuﬂ]ummhﬂmmw
{IL-17A, IL-1B, PNy, uimmnmuummumdmwm dhere Wk &
mmn.mmm.qmmmdmlmlummmﬂrmdﬂy
mm#wmum- g infl dtude af
their coerel ations with. snthropomene and bioch b lmnddu:mmum
Ighlight char bn the europhic elderdy, ml?lmmnmmmmmummmmm
et of these Inteactions oomur with bochewieal parsmeters [t s worth highlighting the role of PRy in
overweght eldesy men. This cymnbkine nfuenees TL-10 and TNF-@ production, oot buring o the infsseas ey
profile exscerbated in this growp.

1. Introduction

these di Burve imfl iging as a risk Eactor (Gomes et al.,
2079 In this cose, althowugh older individuals present & less effective

Aging & o complex phenomenon that leads to numerous chamges in
the body's physiological sy At the i logical bevel, it mary be
associnted with a stabe of low-grade chronic sterile inflammation called
imflammaging (Franceschi =t al., 2017 Age-related changes in immp-
wdmﬂhmnﬂﬁeﬂwhmmm
plry a critical role in sy i jom (SAH) and type 2
Dinbetes meifihe (TEDM) (Franceschi . 2015 Filop et al., D016
Pansarasa = al., 201% Santoro et al., 3030).

The pathophysiology of SAH and T2DM is multifactorial. However,

o i grnall com, ramesoddiulha be (RLAA ds Slha).

betper/Ad ol oeg, 1 0100 6,/ eages 2002 112005

immune response, there is an increass in the expression of circulating
mflnmmatory molscales (Karen ot ol 200 1) SHll, there is no preciss
understanding of the couses of “inflammatory aging”™. A common finding
imvolves a dysregulation of the cytokine petwork and its homeostsis.
Several common malerular pathways have been identified and appear to
be sssociated with aging and low-grade inflammation (Lopes et al.,

2021; Bea of al, 200 8 Ribeiro of al |, 200211
Low-grade inflammation i & significant dement of eveess frtty Hesue
(Lechi, 2007 1 system activation is highly relobed to the

Freived @ Amgust 2022, Received bn revised foom 24 Ocober 2022; Acoepind 25 October 2022
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