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Resumo

Objetivo — Avaliar a acdo fotoinativadora da TFD sobre E. coli em suspensdo planctdnica, empregando os fotossensibilizadores
Hypericum perforatum e azul de metileno (AM), na presenca ou auséncia de irradiacdo por LED vermelho. A Escherichia coli é um
bacilo gram-negativo que integra a microbiota intestinal, mas algumas cepas podem causar infecgdes oportunistas. Com o aumento de
cepas resistentes entre enterobactérias, cresce a preocupagao quanto a eficacia dos antimicrobianos, destacando a Terapia Fotodinamica
(TFD) como alternativa promissora. O método consiste em associar um fotossensibilizador a uma fonte luminosa de baixa intensidade,
promovendo a geracao de espécies reativas de oxigénio capazes de induzir danos celulares irreversiveis. Métodos — Foram preparadas
suspensoes bacterianas padronizadas e submetidas aos tratamentos com AM (0,05% e 0,1%) e H. perforatum (2,5% e 5%), com ou sem
exposi¢ao luminosa (660 nm, 10 min). Apés os tratamentos, realizaram-se dilui¢ces seriadas e semeadura em agar MacConkey para
quantificagdo de unidades formadoras de coldnias. Resultados — Os controles salino e do diluente apresentaram crescimento microbiano
em todas as repeticoes. O AM associado a irradiagdo resultou em auséncia completa de colonias a partir dos tratamentos com luz,
enquanto as amostras tratadas com AM sem luz exibiram crescimento reduzido. Ja H. perforatum, independentemente da presencga de
luz, ndo demonstrou efeito bactericida, apresentando crescimento expressivo em todas as condi¢des. Conclusao — A TFD mediada por
azul de metileno mostrou agao microbicida eficaz contra E. coli, enquanto o extrato de Hypericum perforatum nao apresentou atividade
significativa nas condi¢oes experimentais testadas, reforcando o AM como fotossensibilizador eficiente no controle de bactérias Gram-
negativas.

Descritores: Escherichia coli; Infecgdes por Escherichia coli; Terapia fotodinamica; Azul de metileno

Abstract

Objective — To evaluate the photoinactivation action of ATFD on E. coli in planktonic suspension using the photosensitizers Hypericum
perforatum and methylene blue (MB), in the presence or absence of red LED irradiation. Escherichia coli is a Gram-negative bacillus
that normally inhabits the human intestinal microbiota, but pathogenic strains can cause opportunistic infections. The rise of resistant
strains has increased concerns about antimicrobial efficacy, making Photodynamic Therapy (PDT) a promising therapeutic alternative.
The method consists of combining a photosensitizer with a low-intensity light source, promoting the generation of reactive oxygen
species capable of inducing irreversible cellular damage. Methods — Standardized bacterial suspensions were prepared and subjected
to treatments with MB (0.05% and 0.1%) and H. perforatum (2.5% and 5%), with or without light exposure (660 nm, 10 min). After
treatment, serial dilutions were performed followed by plating on MacConkey agar for colony-forming unit quantification. Results —
Both saline and solvent controls showed microbial growth in all replicates. MB combined with irradiation resulted in complete absence
of colonies, whereas samples treated with MB without light exhibited reduced growth. In contrast, H. perforatum, regardless of light
exposure, did not demonstrate bactericidal activity and showed expressive growth under all conditions. Conclusion — PDT mediated by
methylene blue demonstrated effective microbicidal action against E. coli, whereas Hypericum perforatum extract showed no significant
activity under the experimental conditions tested, reinforcing MB as an efficient photosensitizer for controlling Gram-negative bacteria.

Descriptors: Escherichia coli; Photodynamic therapy; E. coli infections; Methylene blue

Introducao Nesse contexto, a Terapia Fotodinamica (TFD)
tem se destacado como uma alternativa terapéutica
promissora. A técnica utiliza um fotossensibilizador
(FS) biologicamente seguro que, ao ser ativado por luz
visivel de baixa intensidade na presenca de oxigénio,
gera espécies reativas capazes de danificar estruturas
celulares essenciais.* O interesse na TFD aplicada a
microbiologia tem aumentado significativamente
devido ao crescimento de cepas bacterianas altamente
resistentes aos antibiéticos convencionais.®* Uma de
suas principais vantagens é a baixa probabilidade
de desenvolvimento de resisténcia, atribuida a
multiplicidade de alvos oxidativos envolvidos no

Escherichia coli é um bacilo gram-negativo,
anaerobio facultativo, pertencente a familia
Enterobacteriacea que comumente vive comensal-
mente na microbiota intestinal humana. Algumas
cepas patogénicas sdo responsaveis por infec¢des
oportunistas, como infec¢des do trato urindrio, sepse
ou meningite neonatal."?

O crescente nimero de cepas resistentes entre
enterobactérias tem elevado a preocupagdo quanto a
eficacia dos antimicrobianos atualmente disponiveis.
O fendtipo de resisténcia resulta da expressao de
diversos mecanismos moleculares, incluindo a

~ . . . ~ oy 4
produgdo de enzimas inativadoras, alteragdes no sitio- processo.” ) )
alvo e modificagdes na permeabilidade da membrana, A eficdcia daTFD depende diretamente da capaadade
como reducdo da entrada ou aumento da extrusio de do fotossensibilizador de se acumular seletivamente

farmacos.? no local da infeccdo, bem como de sua distribuigao
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adequada nos tecidos e da possibilidade de iluminagao
eficiente da regido-alvo. Além disso, o desempenho
da técnica esta relacionado as propriedades fotofisicas
do FS e a forma como ele se localiza, se incorpora e
interage com as estruturas celulares. Para exercer sua
acdo, deve inicialmente associar-se a superficie celular
ou atravessar a membrana plasmatica, processos que
podem ocorrer por difusdo passiva, transporte ativo ou
mecanismos dependentes de endocitose.**

Ap6s a absorcado da luz, o FS atinge um estado excitado
e pode retornar ao estado basal emitindo fluorescéncia;
entretanto, a acao fotodinamica efetiva ocorre quando a
molécula migra para o estado tripleto. Nesse estado, ele
pode seguir dois caminhos principais. No mecanismo
Tipo |, ocorrem reacdes de transferéncia de elétrons
ou hidrogénio com moléculas vizinhas, resultando na
formagao de radicais livres. No mecanismo Tipo I, a
energia do FS excitado é transferida diretamente ao
oxigénio molecular, produzindo oxigénio singlete ('O,),
considerado a espécie reativa mais relevante para a
inativacao microbiana.®’

O oxigénio singlete apresenta alta reatividade e
interage com diversos componentes celulares, sobretudo
compostos organicos insaturados. Como a primeira
barreira encontrada por essa espécie é a membrana
plasmatica— rica em lipidios insaturados — sua oxidagao
leva a danos estruturais, formagdo de hidroperéxidos
e subsequente geragdo de outras espécies reativas de
oxigénio (EROs). A acdo dessas espécies é inespecifica,
de modo que qualquer macromolécula celular pode se
tornar alvo do processo fotodinamico, contribuindo para
a inviabilizacdo celular. Essa multiplicidade de alvos
reduz a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia
microbiana.®’

O Azul de Metileno (AM) figura entre os
fotossensibilizadores mais antigos empregados na
Terapia Fotodindmica, com relatos de sua agdo
fotodindmica datados da década de 1930, tem sido
objeto de intensa investigacdo e uso clinico, mostrando-
se altamente eficaz na inativagdo de diversos patégenos,
como virus, bactérias e leveduras. E um corante de
estrutura aromdtica heterociclica, capaz de se dissolver
tanto em dgua quanto em alcool, mas caracterizado por
ser mais hidrofilico. Do ponto de vista fotodindmico,
destaca-se por apresentar um rendimento quantico
de oxigénio singlete préximo de 0,5, o que significa
que cerca de metade das moléculas excitadas pela
luz conseguem gerar essa espécie reativa, considerada
essencial para a acido antimicrobiana e citotéxica na
TFD. Além disso, o composto possui baixo potencial
de reducao, caracteristica que facilita as reagdes de
transferéncia de elétrons envolvidas nos mecanismos
fotoquimicos que ocorrem ap6s sua ativagao luminosa.®

Hypericum perforatum (HP), popularmente
conhecida como erva-de-sio-jodo e pertencente
a familia Hypericaceae, tem seu uso amplamente
documentado, com relatos que remontam a mais
de 2.400 anos e referéncias as suas propriedades
cicatrizantes desde o séculoV a.C. A espécie apresenta
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importantes caracteristicas biolégicas e quimicas,
sendo tradicionalmente empregada no tratamento
de infecgdes, conforme registrado em estudos
etnobotanicos.>" Embora, em tempos recentes, o
destaque atribuido a H. perforatum esteja principalmente
relacionado ao seu potencial antidepressivo, somente
nos Gltimos anos sua atividade antimicrobiana passou a
ser investigada de forma mais sistematica, abrangendo
diferentes cepas bacterianas e flingicas. A literatura
indica que sua agdo antibacteriana é mais pronunciada
contra bactérias Gram-positivas do que contra Gram-
negativas. Ademais, pesquisas demonstram que extratos
preparados em solventes alcodlicos, como metanol
e etanol, apresentam maior eficacia antimicrobiana
quando comparados aos extratos aquosos. '

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia
da TFDA na inativacdo de Escherichia coli em meio
plancténico, empregando dois fotossensibilizadores
de naturezas distintas: Azul de Metileno e extrato
de Hypericum perforatum. Buscou-se determinar
a atividade microbicida desses compostos quando
associados a irradiagao com LED vermelho, verificando
sua capacidade de promover a inativagdo bacteriana
sob diferentes condigdes experimentais. Observando
a influéncia da ativagdo luminosa e as possiveis
limitagdes fisico-quimicas dos fotossensibilizadores.

Constatou-se que o Azul de Metileno, quando
associado a irradiagdo com LED vermelho, apresentou
acdo microbicida robusta, resultando em completa
inativacao de Escherichia coli em meio plancténico.
Em contraste, o extrato de Hypericum perforatum
ndo exibiu atividade antimicrobiana significativa nas
condigbes experimentais avaliadas, independentemente
da presenca de luz. Esses resultados reforcam o
potencial do Azul de Metileno como fotossensibilizador
eficaz no controle de microrganismos e, destacam a
importancia de investigagdes adicionais para avangar
TFD em microorganismos mais resistentes.

Métodos

O presente estudo foi desenvolvido em ambiente
laboratorial com delineamento quantitativo. Por ndo
envolver direta ou indiretamente seres humanos,
a pesquisa estd isenta de aprovagdo por Comité de
Etica, conforme Resolucao n° 510/2016 do Conselho
Nacional de Sadde. Foi utilizada uma cepa de campo
Escherichia coli para a realizagdo deste estudo. Foram
utilizados como fotossensibilizantes o extrato de
Hypericum perforatum e o azul de metileno. Foram
analisados grupos com e sem exposi¢cao luminosa,
permitindo comparar o efeito fotodinamico e o efeito
antimicrobiano basal dos compostos.

Preparo dos fotossensibilizantes

Dois fotossensibilizantes foram avaliados: azul de
metileno (AM) e extrato de Hypericum perforatum (HP).
Ambos foram adquiridos na forma p6 e preparados no
laboratério imediatamente antes dos experimentos.
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O AM foi dissolvido em solucgao salina estéril (NaCl
0,9%) nas concentracdes finais de 0,05% e 0,1%. O HP
foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) 5%, nas
concentracdes finais de 2,5% e 5%.

Todas as solugbes foram homogeneizadas em
homogeneizador de tubos, assegurando completa
solubilizacdo e estabilidade das particulas em
suspensdo. Os fotossensibilizantes foram preparados
sob condicbes controladas de luminosidade e
armazenados envoltos em papel-aluminio, a fim de
evitar qualquer degradacao fotoquimica prévia.

Preparo da suspensao bacteriana

Foi utilizada uma cepa selvagem de Escherichia coli,
previamente identificada e confirmada por coloragdo
de Gram, na qual se observaram bacilos Gram-
negativos caracteristicos. A escolha de uma cepa de

origem selvagem permitiu avaliar a eficacia da Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA) em condicdes
préximas as encontradas em isolados clinicos, evitando
possiveis vieses associados a cepas laboratoriais
excessivamente adaptadas.

A suspensdo inicial de E. coli foi ajustada para
uma concentragdo aproximada de 107 UFC/mL,
obtida a partir de cultura fresca. A densidade celular
foi padronizada por leitura espectrofotométrica em
590 nm, alcangando absorbancia de 0,368, valor
selecionado com base em curvas de calibracao
previamente estabelecidas no laboratério, conforme
pode ser observado no quadro 1.

Essa suspensdo bacteriana ajustada foi utilizada
para inocular os pocos das microplacas de 96 pocos,
compondo o volume final experimental de 100 pL

por pogo.

Quadro 1. Escala de McFarland padronizada em espectrofotometria 107 células/mL

Micro-organismo Comprimento de onda (nm)

Densidade 6ptica (DO) UFC/mL

Escherichia coli 590

0,362 107

Fonte: Unesp, 2025

Organizagéo experimental e grupos de tratamento

Foram utilizadas placas de 96 pogos, distribuidas
entre quatro condi¢bes experimentais principais:
AM com luz, AM sem luz, HP com luz, HP sem luz.
Cada condicao foi realizada em duas concentragdes
de fotossensibilizante e em duplicata, totalizando
um conjunto de repeti¢des para andlise. Além disso,
estabeleceram-se dois grupos controle, o A1 sendo
controle do NaCl 0,9%mais a suspensao bacteriana (SB),
e o controle A2 como controle do solvente Os controles
permitiram verificar viabilidade bacteriana, auséncia
de efeito antimicrobiano do solvente, manutencao da
fisiologia da cepa nas condi¢bes experimentais.

Os pogos das placas de 96 pogos foram preparados
da seguinte forma:

* AM com e sem luz

A1 — Grupo controle (100 pL de SB + 100 pL
NaCl 0,9% )

A2 — Grupo controle (100 pL SB + 100 pL NaCl 0,9%)

A3, A4 — 100 pL de SB + 100 uL. AM 0,05%

A5, A6 — 100 pL de SB + 100 pL AM 0,1%

B, C, D, E - 90pL de NaCl 0,9%

e HP com e sem luz

A1 — Grupo controle (100 pL de SB + 100 pL
NaCl 0,9%)

A2 — Grupo controle (100 pL SB + 100 pL. DMSO 5%)

A3, A4 — 100 pL de SB + 100 pL HP 2,5%

A5, A6 — 100 pL de SB + 100 pL HP 5%

B, C, D, E—90 pL de NaCl 0,9%
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Irradiacdo e condigbes de luz

ATEFD foi realizada em uma mesa irradiadora de LED
vermelho, com emissao em 660 nm, 1 J/cm?. A camara
irradiadora possui abertura frontal para inser¢cdo de
uma placa por vez, garantindo exposicdo homogénea
aos LEDs distribuidos horizontalmente sobre toda a
superficie da microplaca.

Os grupos designados para irradiacdo foram expostos
por 10 minutos, tempo previamente estabelecido
como suficiente para ativagao dos fotossensibilizantes
testados. As placas destinadas aos grupos “sem luz”
foram protegidas com papel aluminio, evitando
qualquer entrada de radiacdo ambiental e servindo
como controle da agdo ndo-fotoativada dos compostos.

Nao foi adotado tempo de repouso entre o fim da
irradiacdo e o inicio das diluices seriadas, evitando
interferéncia de variagdes temporais na produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs).

Diluicbes seriadas e semeadura

Ap0s os tratamentos, realizaram-se diluigdes seriadas
1:10 diretamente nos pocos da placa de microtitulagdo,
conforme descrito.

Foi transferido 10 pL sequencialmente de um pogo
para o seguinte (A1-B1-C1-D1-E1) que ja continham
90 pL de NaCl 0,9% até alcancar a fileira E, que
representou a maior diluigdo.

Repeticdo do processo nas colunas A1-A6.

Completada a diluicao seriada, foi pipetado
100 pL da fileira E de cada coluna em uma placa de
Petri com Agar MacConkey, a solucdo foi semeada
uniformemente com o auxilio de alca de Drigalski.

TFD como alternativa no combate a E. coli



Seguida de incubacdo por 24 h a 37 °C em uma
estufa destinada ao crescimento microbiano.

Ap6s o periodo de incubagdo, realizou-se a contagem
de unidades formadoras de col6nia e realizado o
calculo de UFC/mL, utilizando técnicas microbiologicas
padronizadas.

Confirmagé&o da identidade bacteriana

Para garantir que o crescimento observado corres-
pondia a E. coli, aplicou-se a coloragdo de Gram as
coldnias obtidas, confirmando:

¢ morfologia bacilar,

e coloracao caracteristica de bactérias Gram-

negativas,

¢ auséncia de contaminantes que pudessem interferir

no resultado.

As colbnias provenientes dos controles e dos grupos
tratados com Hypericum perforatum apresentaram
morfologia tipica, sem alteragdes estruturais visiveis.

Analise dos dados

Foram calculados os valores de UFC/mL para cada
condigdo experimental, permitindo comparar:

e eficacia dos fotossensibilizantes,

* impacto da irradiacdo,

e diferencas entre concentragdes,

e consisténcia dos resultados entre duplicatas.

Os dados foram registrados em planilhas analiticas e
comparados entre si para caracterizagdo da atividade
antimicrobiana.

Resultados

A andlise quantitativa da viabilidade bacteriana,
expressa em unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mL), revelou resultados distintos
entre os controles e os grupos tratados com Azul de
Metileno (AM) e Hypericum perforatum (HP), tanto na
presenca quanto na auséncia da irradiagdo luminosa.
Os resultados foram obtidos a partir da semeadura de
100 pL de cada suspensao experimental, permitindo o
calculo final por meio da conversao padrao: nimero
de colonias contadas na placa vezes fator de diluicao,
resultado dividido pelo volume semeado.

Azul de Metileno (AM) — Controles E1 e E2

Os controles negativos apresentaram crescimento
bacteriano relativamente elevado, compativel com a
auséncia de qualquer intervengdo antimicrobiana. O
controle A1 (NaCl 0,9% + SB) demonstrou valores de
1,3 x 10* UFC/mL na presenca de luz e 1,8 x 10° UFC/mL
sem luz. O controle A2 (NaCl 0,9% como solvente
+ SB) apresentou valores proximos, variando entre
1,8 x 103 UFC/mL (sem luz) e 1,8 x 10> UFC/mL
(com luz), indicando que tanto o NaCl 0,9% quanto o
processo de diluicao ndao exerceram impacto inibitério
significativo sobre as células bacterianas.
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AM 0,05% (A3-A4)

As amostras tratadas com 0,05% de Azul de Metileno
(AM 0,05%) revelaram um efeito antimicrobiano
dependente de luz. Na presenca de irradiagao (AM E3+
e AM E4+), observou-se completa inativagao bacteriana,
com valores iguais a 0 UFC/mL. Contudo, na auséncia
de luz (AM E3— e AM E4-), a viabilidade bacteriana
variou de 5,8 x 10%a 8,2 x 102 UFC/mL, indicando que
o fotossensibilizante, na concentracdo de 0,05%, nao
apresenta atividade relevante sem a ativacao luminosa.

AM 0,1% (A5-A6)

Da mesma forma, a concentracdo de 0,1% de AM
(A5-A6) demonstrou fotoinativagdo total quando
submetida a luz, registrando 0 UFC/mL em ambas as
réplicas. Sem luz, contudo, o crescimento permaneceu
detectavel (3,8 x 10?a 5,0 x 102 UFC/mL). Esses achados
reforcam o papel fundamental da luz na ativacdo
fotodinAmica do Azul de Metileno, resultando em
completa eliminagdo bacteriana nos grupos irradiados,
independentemente da concentragdo testada.

Em sintese, o crescimento observado utilizando azul
de metileno pode ser visualizado nos quadros 2 e 3.

Quadro 2. Azul de Metileno com Luz (AM E+)

Amostra Colonias UFC/mL
AM E1+ 130 1,3 x 103
AM E2+ 180 1,8 x 10°
AM E3+ 0 0
AM E4+ 0 0
AM E5+ 0 0
AM E6+ 0 0

Fonte: Préprio autor, 2025

Quadro 3. Azul de Metileno sem Luz (AM E-)

Amostra Colonias UFC/mL
AM E1— 180 1,8 x 10
AM E2— 116 1,16 x 10°
AM E3— 58 5,8 x 10?2
AM E4— 82 8,2 x 10?
AM E5— 38 3,8 x 10?
AM E6- 50 5,0 x 10?

Fonte: Préprio autor, 2025
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Hypericum perforatum (HP) — Controles ET e E2

Os controles de HP indicaram que o NaCl 0,9%
(A1) e o DMSO 5% (A2) ndo apresentaram agao
inibitéria significativa por si s6. Na presenca de luz,
as contagens variaram entre 9,6 x 10> e 2,4 x 10°
UFC/mL, enquanto sem luz os valores oscilaram de
4,8 x 10 a 5,2 x 10> UFC/mL (A1) e chegaram a
4,5 x 10® UFC/mL (A2). Esse aumento observado
em algumas réplicas sem luz sugere variabilidade
natural de crescimento e confirma que o solvente
empregado (DMSO 5%) nao interfere negativamente
na viabilidade bacteriana.

HP 2,5% (A3-A4)

As amostras tratadas com HP 2,5% apresentaram
elevado crescimento tanto com quanto sem luz,
diferindo substancialmente do comportamento
observado com Azul de Metileno. Na presenca de
irradiacdo (HP E3+ e HP E4+), as contagens variaram
entre 2,37 x 10% e 2,42 x 10® UFC/mL, indicando
auséncia de fotoinativagao relevante. Sem luz, os
valores oscilaram de 4,3 x 10% a 4,5 x 10®* UFC/mL,
sugerindo que, nesta concentragdo, o Hypericum
perforatum ndo exerceu efeito antibacteriano
mensuravel, independentemente da luz.

HP 5% (A5-A6)

Os grupos expostos a concentracao de 5% de HP
(A5—A6) apresentaram comportamento semelhante. Na
presencga de luz, as contagens variaram de 1,36 x 103
a 4,0 x 103 UFC/mL, enquanto sem luz permaneceram
entre 2,3 x 10% e 4,5 x 10° UFC/mL. A auséncia de
redugdo expressiva em relagdo aos controles reforca
que, nas condigdes avaliadas, o HP ndo demonstrou
efeito antimicrobiano significativo, tampouco resposta
fotodinamica eficiente.

De forma resumida, o crescimento obtido com
H. perforatum encontra-se apresentado nos quadros 3 e 4.

Quadro 4. Hypericum perforatum com Luz (HP E+)

Amostra Colonias UFC/mL
HP E1+ 96 9,6 x 10?
HP E2+ 240 2,4 x 10°
HP E3+ 242 2,42 x 10°
HP E4+ 237 2,37 x 10°
HP E5+ 136 1,36 x 10°
HP E6+ 400 4,0 x 10°

Fonte: Préprio autor, 2025
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Quadro 5. Hypericum perforatum sem Luz (HP E-)

Amostra Colonias UFC/mL
HP E1- 48 4,8 x 10*
HP E2— 52 5,2 x 10?
HP E3— 430 4,3 x 103
HP E4— 450 4,5 x 103
HP E5— 230 2,3 x10%
HP E6- 450 4,5 x 10%

Fonte: Préprio autor, 2025

Comparacgéo Geral Entre os Fotossensibilizantes

A andlise comparativa evidencia que o Azul de
Metileno apresentou atividade fotodindmica robusta,
resultando em inativagdo completa das células
bacterianas em ambas as concentracoes testadas (0,05%
e 0,1%) quando associado a irradiagcdo luminosa.
O efeito foi nitidamente dependente de luz, pois as
mesmas concentragdes sem irradiacdo apresentaram
crescimento residual.

Por outro lado, o Hypericum perforatum, tanto
em 2,5% quanto 5%, ndo demonstrou atividade
antimicrobiana significativa, com ou sem luz, e os
valores de UFC/mL permaneceram elevados em todas
as réplicas, muitas vezes superiores aos controles.

De forma geral, os dados sugerem que, sob as
condicbes experimentais estabelecidas, o AM se
comportou como um fotossensibilizante eficaz para
inativagao bacteriana, enquanto o HP nao apresentou
desempenho satisfatério como agente fotodinamico
frente a cepa de Escherichia coli avaliada.

Discussao

A Escherichia coli é uma das bactérias mais estudadas
e constitui um agente relevante de infecges graves tanto
em ambientes hospitalares quanto comunitarios.! Entre
suas diversas linhagens, algumas cepas patogénicas
estdo associadas a quadros diarreicos e apresentam
mecanismos moleculares complexos de resisténcia
aos antibidticos, o que dificulta o tratamento e reforca
a necessidade de alternativas terapéuticas, como a
TFDA3

Nesse cenario, a TFD surge como uma estratégia
promissora contra microrganismos resistentes. O
método baseia-se na ativacdo de um fotossensibilizador
(FS) por luz na presenca de oxigénio, resultando na
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
capazes de danificar componentes celulares essenciais
das bactérias.* A eficacia dessa abordagem depende
diretamente das propriedades fotofisicas do FS, de sua
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interacdo com a célula e de sua capacidade de se
localizar e se incorporar adequadamente as estruturas
celulares, como discutido por Castano, Demidova e
Hamblin.®

Nos experimentos realizados, o Azul de Metileno
(AM) apresentou fotoinativagdo completa das
E. coli irradiadas, alcancando 0 UFC/mL em ambas
as concentracoes testadas (0,05% e 0,1%). Esse
desempenho é compativel com a literatura, que
descreve elevada eficiéncia de FS catidnicos contra
bactérias Gram-negativas. Resultados semelhantes
foram observados em estudos cinéticos de oxigénio
singlete, nos quais o “new methylene blue” (NMB),
um analogo do AM, apresentou localizagdo em
microambientes aquosos no interior de E. coli e
producdo eficiente de 'O,.°

Ragas et al. (2013) demonstraram que a producao e
o decaimento de 'O, variam conforme o FS utilizado,
influenciando sua distribuicao e reatividade intracelular.
Para o NMB, o ambiente predominantemente aquoso
favorece a agdo fotodinamica, o que pode explicar a
elevada eficacia observada para o AM ap0s irradia¢ao.®

Em contraste, o Hypericum perforatum (HP) nao
apresentou reducdo significativa da viabilidade
bacteriana em nenhuma das condicbes avaliadas (2,5%
e 5%, com ou sem luz). Apesar de seus compostos
serem investigados por propriedades antimicrobianas,
diversos estudos apontam que extratos de HP tém acgdo
mais pronunciada contra bactérias Gram-positivas e que
extratos alcodlicos apresentam melhor desempenho
que extratos aquosos.’

A composicdo quimica complexa do HP pode
dificultar a geragdo eficiente de EROs durante a
TFD. Compostos como hiperforina, flavonoides e
naftodiantronas ndo necessariamente apresentam
comportamento fotofisico ideal para inativagao de
bactérias Gram-negativas, seja por baixa penetracido
na membrana externa, tendéncia a agregacdo ou
localizagdo celular desfavoravel.® Assim, para que
o HP se torne uma alternativa viavel na TFD, pode
ser necessario empregar extratos alcodlicos, purificar
compostos ativos (como hipericina ou hiperforina) ou
otimizar a formulacdo a fim de aumentar sua atividade
fotodinamica.’

Além disso, embora o HP seja amplamente utilizado
na fitoterapia, sua aplicacao fotoativada exige cautela,
devido ao potencial de gerar espécies citotoxicas
capazes de induzir danos extensos as células.™
Estudos adicionais — como andlises da cinética de
'0, semelhantes as realizadas por Ragas et al. (2013)
— seriam essenciais para esclarecer se a auséncia de
efeito observada decorre de produgdo insuficiente de
'0,, de localizagao inadequada ou de agregacao das
moléculas presentes no extrato."

Também ¢é relevante considerar que compostos
naturais podem apresentar comportamentos distintos
quando testados em diferentes modelos. Por exemplo,
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Vollmer et al. (2019) observaram modificagoes em
biofilmes orais tratados com HP associado a luz
VIS+wIRA, indicando que, em sistemas mais complexos,
certos efeitos podem emergir mesmo quando ndo ha
atividade expressiva em culturas planctonicas.’ Isso
reforga que um FS eficaz deve apresentar caracteristicas
quimicas e fotofisicas adequadas — como carga,
solubilidade, localizagdo celular e capacidade
consistente de produzir 'O, — as quais nem sempre
estdo presentes em extratos brutos.'

A busca por fotossensibilizadores mais eficientes,
capazes de superar limitagdes observadas nas moléculas
de primeira e segunda geracdo, permanece uma das
principais estratégias para o aprimoramento da TFD."

Em sintese, os resultados demonstram que o Azul
de Metileno é um fotossensibilizador altamente eficaz
para a fotoinativagao de E. coli no modelo experimental
adotado, enquanto o Hypericum perforatum, na
forma testada, nd3o apresentou efeito significativo.
A literatura corrobora essa diferenca: FS catiénicos
como o AM tendem a gerar 'O, de forma eficiente
em bactérias Gram-negativas, ao passo que extratos
de HP apresentam limitagdes fotofisicas e estruturais
que dificultam sua aplicagdo em TFD.%'? Dessa forma,
a exploragdo do potencial do HP na fototerapia
antimicrobiana requer otimizagdes adicionais na
formulacdo, no método de extracdo e em estudos
aprofundados sobre sua dinamica fotofisica.

Conclusao

Os achados deste estudo demonstram, de forma
consistente, que o Azul de Metileno apresentou
desempenho superior como fotossensibilizador
na Terapia TFDA frente a cepa de Escherichia coli
avaliada. Em ambas as concentracdes testadas (0,05%
e 0,1%), a associacdo do AM com a irradiacdo em
660 nm resultou em completa inativagdo bacteriana,
evidenciando forte dependéncia da ativacao luminosa
para a geracdo eficiente de espécies reativas de
oxigénio e consequente dano celular. Esses resultados
confirmam o potencial robusto do Azul de Metileno
como agente fotodindmico para o controle de bactérias
Gram-negativas.

Por outro lado, o extrato de Hypericum perforatum
ndo apresentou atividade antimicrobiana significativa,
independentemente da concentracao utilizada ou da
presenca de luz. A auséncia de fotoinativagao sugere
que, nas condigdes experimentais deste trabalho, o HP
nao atuou de forma eficaz como fotossensibilizador,
possivelmente devido as limitagdes fisico-quimicas do
extrato, a baixa penetracdo em estruturas bacterianas
de Gram-negativas ou a inadequagdo do solvente para
maximizar sua atividade biolégica.

Em conjunto, os dados indicam que a TFDA com Azul
de Metileno é uma estratégia promissora para inativar
E. coli em meio planctonico, enquanto o Hypericum
perforatum nao demonstrou potencial aplicavel neste
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modelo experimental. Recomenda-se que estudos
futuros avaliem diferentes métodos de extracao do HP,
ajustes de solvente, variagdes na concentracdo, bem
como sua aplicagdo contra bactérias Gram-positivas,
para elucidar melhor seu possivel papel na terapia
fotodinamica. Além disso, investigacdes adicionais
envolvendo tempos de irradiagdo, diferentes fontes
luminosas e testes em biofilmes podem ampliar a
compreensao sobre a eficacia e aplicabilidade da TFDA
em cenarios clinicos mais complexos.
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