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RESUMO

Os casos de resisténcia microbiana tém aumentado significativamente nos ultimos
anos, despertando alerta sobre o uso inadequado e a administracdo incorreta de
medicamentos. Esses fatores contribuem para o surgimento de microrganismos
cada vez mais resistentes, capazes de adquirir genes que dificultam sua inativacao
pelos tratamentos convencionais, como antibioticos, antifingicos e antivirais. Nesse
cenario, destaca-se a importancia da biotecnologia na compreensdo da acéo
microbiana e na busca por alternativas eficazes que oferecam solucfes praticas e
sustentaveis. Entre essas alternativas, encontram-se os fotossensibilizadores,
moléculas que podem ser de origem natural, como os derivados de clorofila
extraidos da alga Spirulina maxima, utilizados na Terapia Fotodindmica (TFD). A
TFD combina fotossensibilizador, luz e oxigénio que geram espécies que causam a
inativacdo de microrganismos patogénicos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a eficacia de fotossensibilizadores catidonicos frente a bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, comparando seu desempenho ao do azul de metileno
em diferentes concentracdes e doses de luz. Os fotossensibilizadores foram semi-
sintetizados partindo da extracdo da clorofila da Spirulina maxima, seguida de
transformacgdes quimicas seguidas pela caracterizacdo dos mesmos. Na sequéncia
os fotossensibilizadores do tipo clorina foram avaliados frente a inativacao de
microrganismos  (Gram-positiva  Staphylococcus aureus, Gram-negativas
Salmonella, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) usando a TFD com uma
fonte de irradiacdo em 660 nm. As concentragdes utilizadas foram de 1, 50, 100 e
250 UM e doses de luz de 30 e 45 J/cm? Para o Staphylococcus aureus, nas
concentracoes de 1 e 50 yM das clorinas testadas e nas doses de luz de 20 e 45
J/icmz2 foram obtidos resultados satisfatérios. Para os microrganismos E. coli e P.
aeruginosa nas concentragdes 50 e 100 uM com doses de luz de 30 e 45 J/cm?
foram obtidos resultados promissores. No presente estudo foi possivel observar que
microrganismos Gram-negativos apresentam resisténcia a inativacao fotodinamica,
reforcando a preocupacdo de que a aquisicdo de genes de resisténcia representa
uma séria problematica global para a saude publica. Por outro lado, o uso de
fotossensibilizadores catibnicos mostrou-se altamente promissor frente a esse
desafio, evidenciando seu potencial como alternativa eficaz para contornar essa
barreira microbiolégica. Essa abordagem reforca a busca por novas alternativas
sustentaveis, alinhadas aos objetivos propostos pelas ODS, garantindo acesso a
tratamentos inovadores e ressaltando sua importancia econdémica e clinica.

Palavras-chave: Resisténcia microbiana; clorinas catibnicas; biotecnologia;
terapia fotodindmica; saude global; sustentabilidade.



RESUMEN

Los casos de resistencia microbiana han aumentado significativamente en los
dltimos afos, lo que ha generado una alerta sobre el uso inadecuado y la
administracion incorrecta de medicamentos. Estos factores contribuyen al
surgimiento de microorganismos cada vez mas resistentes, capaces de adquirir
genes que dificultan su inactivacibn mediante tratamientos convencionales como
antibioticos, antifungicos y antivirales. En este escenario, se destaca la importancia
de la biotecnologia en la comprensién de la accidon microbiana y en la busqueda de
alternativas eficaces que ofrezcan soluciones practicas y sostenibles. Entre estas
alternativas se encuentran los fotosensibilizadores, moléculas que pueden tener
origen natural, como los derivados de clorofila extraidos del alga Spirulina maxima,
utilizados en la Terapia Fotodinamica (TFD). La TFD combina fotosensibilizador, luz
y oxigeno, generando especies que causan la inactivacion de microorganismos
patdégenos. De esta manera, el objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de
fotosensibilizadores catidnicos frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
comparando su desempefio con el del azul de metileno en diferentes
concentraciones y dosis de luz. Los fotosensibilizadores fueron semisintetizados a
partir de la extraccibn de clorofila de la Spirulina maxima, seguida de
transformaciones quimicas y posterior caracterizacion. A continuacion, los
fotosensibilizadores del tipo clorina fueron evaluados frente a la inactivacion de
microorganismos  (Gram-positiva Staphylococcus aureus, Gram-negativas
Salmonella, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) utilizando la terapia
fotodinamica con una fuente de irradiacion de 660 nm. Las concentraciones
utilizadas fueron 1, 50, 100 y 250 uM, y las dosis de luz fueron 30 y 45 J/cm2. Para
Staphylococcus aureus, en las concentraciones de 1 y 50 uyM de las clorinas
evaluadas y con dosis de luz de 20 y 45 J/cm?, se obtuvieron resultados
satisfactorios. Para los microorganismos E. coli y P. aeruginosa, en las
concentraciones de 50 y 100 uyM con dosis de luz de 30 y 45 J/cm?, se obtuvieron
resultados prometedores. En el presente estudio fue posible observar que los
microorganismos Gram-negativos presentan resistencia a la inactivaciéon
fotodinamica, reforzando la preocupacion de que la adquisicibn de genes de
resistencia representa una seria problematica global para la salud publica. Por otro
lado, el uso de fotosensibilizadores catidnicos se mostro altamente prometedor
frente a este desafio, evidenciando su potencial como alternativa eficaz para superar
esta barrera microbioldgica. Este enfoque refuerza la busqueda de nuevas
alternativas sostenibles, alineadas con los objetivos propuestos por los ODS,
garantizando el acceso a tratamientos innovadores y resaltando su importancia
economica y clinica.

Palabras-clave: Resistencia microbiana; clorinas catidnicas; biotecnologia;
terapia fotodinamica; salud global; sustentabilidad.



ABSTRACT

Cases of microbial resistance have increased significantly in recent years, raising
concerns about the improper use and incorrect administration of medications. These
factors contribute to the emergence of increasingly resistant microorganisms capable of
acquiring genes that hinder their inactivation by conventional treatments such as
antibiotics, antifungals, and antivirals. In this scenario, biotechnology plays an important
role in understanding microbial action and in the search for effective alternatives that
offer practical and sustainable solutions. Among these alternatives are photosensitizers,
molecules that may be of natural origin, such as chlorophyll derivatives extracted from
the alga Spirulina maxima, used in Photodynamic Therapy (PDT). PDT combines a
photosensitizer with light and oxygen, generating species that cause the inactivation of
pathogenic microorganisms. Thus, the aim of this study was to evaluate the effectiveness
of cationic photosensitizers against Gram-negative and Gram-positive bacteria,
comparing their performance to that of methylene blue at different concentrations and
light doses. The photosensitizers were semi-synthesized starting from the extraction of
chlorophyll from Spirulina maxima, followed by chemical transformations and
subsequent characterization. Next, chlorins photosensitizers were evaluated against the
inactivation of microorganisms (Gram-positive Staphylococcus aureus and Gram-
negative Salmonella, Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa) using
photodynamic therapy with a 660 nm irradiation source. The concentrations used were
1, 50, 100, and 250 uM, and the light doses were 30 and 45 J/cmz2. For Staphylococcus
aureus, at concentrations of 1 and 50 uM of the tested chlorins and light doses of 20 and
45 J/cm?, satisfactory results were obtained. For E. coli and P. aeruginosa, at
concentrations of 50 and 100 pyM and light doses of 30 and 45 J/cm?, promising results
were observed. In the present study, it was possible to observe that Gram-negative
microorganisms exhibit resistance to photodynamic inactivation, reinforcing concerns
that the acquisition of resistance genes represents a serious global issue for public
health. On the other hand, the use of cationic photosensitizers proved highly promising
in addressing this challenge, demonstrating their potential as an effective alternative to
overcome this microbiological barrier. This approach supports the search for new
sustainable alternatives aligned with the goals proposed by the SDGs, ensuring access
to innovative treatments and highlighting their economic and clinical relevance.

Keywords: Microbial resistance; cationic chlorins; biotechnology; photodynamic
therapy; global health; sustainability.
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1.INTRODUCAO

A importadncia dos microrganismos como recurso biotecnolégico tem sido
aplicado desde a evolucdo da ciéncia em seus diversos setores por meio de
metodologias fornecidas pela biotecnologia aumentando seus beneficios
econOmicos, ambientais e sociais. Desde a descoberta da penicilina por
Alexander Fleming em 1928, iniciou-se a revolucéo dos antibioticos (Faleiro et
al., 2011). Essa descoberta ocorreu quando Fleming observou que o crescimento
da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus era inibido por um bolor
presente na atmosfera. O fungo responséavel, do género Penicillium, secretava a

substéancia penicilina, capaz de destruir a bactéria (Chhabra et al, 2024).

A descoberta da penicilina abriu caminho para o desenvolvimento da industria
de antibidticos e seu uso na medicina, revolucionando o tratamento de doencas
como tuberculose, meningite, pneumonia, sifilis e muitas outras (Silva et al,
2024). Além disso, essa inovacao foi crucial durante a Segunda Guerra Mundial,
especialmente para a Inglaterra, pois permitiu salvar milhares de soldados
feridos no conflito. Assim, o0 mundo passou a contar com uma ferramenta
poderosa e vital para preservar a vida e combater infecgcbes de maneira eficaz
(Almeida B et al 2024).

A biotecnologia moderna possibilitou grandes avancos cientificos, entre eles a
descoberta da estrutura do DNA (acido desoxirribonucleico), molécula
responsavel pela informacdo genética dos seres vivos, realizada por James
Watson e Francis Crick em 1953 (Watson et al.,, 1953). Desde entdo, o0s
microrganismos tém sido aplicados em diferentes areas, como na industria, na
obtencao e conservacéo de alimentos (Siqueira, 2025); no meio ambiente, em
processos de biodegradacdo de compostos organicos, trazendo beneficios
ambientais (Rodrigues, 2025); e na saude, com a producédo de macromoléculas

de interesse médico e veterinario (Mota, 2025).

As macromoléculas fotossensibilizadoras do tipo clorinas e bacterioclorinas tém
despertado grande interesse em areas como a fotobiologia, devido a sua origem
natural e carater sustentavel. Aléem disso, apresentam elevado potencial para

aplicacao na terapia fotodinamica (TFD), uma vez que sdo capazes de absorver
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luz em diferentes comprimentos de onda, possibilitando mdltiplas aplicacdes,
como a inativagdo de microrganismos resistentes a antibidticos e células

cancerigenas (Bilha, 2025).

A TFD é uma técnica que combina luz, oxigénio e um agente fotossensibilizante,
a qual gera espécies reativas capazes de sensibilizar tecidos durante o
tratamento. Para ser eficaz, o fotossensibilizador deve apresentar caracteristicas
favoraveis, como boa permeabilidade tecidual, baixa toxicidade, além de
propriedades fotofisicas e fotoquimicas adequadas, com elevada eficiéncia na

geracao de espécies reativas de oxigénio singlete (ROS) (Ferreira et al., 2022).

Com o avanco da tecnologia, a TFD tem sido aplicada em diferentes areas da
medicina, como a dermatologia, no tratamento de patologias como psoriase,
acne e lesbes basocelulares, entre outras, conforme descrito pelo National
Cancer Institute (NCI). Além disso, apresenta potencial no tratamento de
neoplasias (Pereira, 2025), empregando diferentes tipos de fotossensibilizadores

(FS), como bacterioclorinas encapsuladas em lipossomas.

A TFD também tem sido aplicada com sucesso ho combate a infec¢des, por meio
da (TFDa). Diversos estudos relatam o uso de FS, como azul de metileno, novo
azul de metileno, curcumina, feoforbideo-a e clorina €6, na inativacdo de
microrganismos como fungos e bactérias. Zhu et al. (2021) descrevem a
utilizacdo de FS naturais extraidos de plantas, como riboflavina e porfirinas, para
a inativagcdo de bactéria Gram-negativa, como Salmonella enterica, bem como
algumas Gram-positivas, como Listeria monocytogenes, encontradas em
alimentos como peixes e derivados do mar, frutas e hortalicas. Além disso,
Keyvan et al. (2025) destacam que o uso de FS catidnicos apresenta maior

eficacia na inativagéo microbiana, contribuindo para a seguranga alimentar.

13



1.1 PANORAMA ATUAL

O crescimento acelerado da populacdo mundial tem contribuido para o
agravamento de problemas de salude publica, como a resisténcia microbiana a
antibiéticos. Entre os principais fatores associados a esse fenébmeno estao o uso
inadequado de tratamentos, a automedicacdo, as mutacbes genéticas e a
interrupcdo precoce das terapias, segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2023).

Durante o periodo da pandemia SARS COV-2, 0 uso excessivo de antibidticos
em todo mundo se intensificou, apesar de ndo serem contra 0 virus, 0S
antibiéticos foram usados amplamente como método profilatico ou para tratar
doencas e suas infec¢cdes secundarias associadas (Bertoni et al, 2024).
Conforme o estudo de (Nascimento et al 2024) o antibiético mais prescrito
durante o periodo da pandemia foi a azitromicina, foi indicado para aliviar os
sintomas da doenca o que resultou em um crescimento da resisténcia bacteriana

contra este farmaco.

Os mecanismos de resisténcia dos microrganismos podem ser adquiridos por
meio da adaptacdo a determinados farmacos, apresentando origem intrinseca
ou adquirida (Aradjo et al 2025). A adaptacdo envolve mecanismos de
autoprotecédo, como mutacdes que resultam em modificacées na permeabilidade
da membrana celular, impedindo a entrada do antibiético na célula ou

promovendo sua expulsao ativa (efluxo).

Ao longo do tempo, os mecanismos de resisténcia tém demonstrado grande
dinamismo na disseminacéo de genes de resisténcia (Penna et al 2025). Isso
ocorre ndo apenas pela transferéncia vertical (de uma geracao para outra), mas
também pela transferéncia horizontal, que envolve o compartilhamento de genes
entre diferentes espécies bacterianas. Esses genes sdo transmitidos por meio
de elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, que facilitam
a integracao e disseminacao dos genes de resisténcia. (Mclnnes et al 2020). Tal
como descrito na Figura 1.
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Figura 1. Mecanismos de disseminacéo de genes de resisténcia Fonte: Adaptado de Camacho
Silva 2023

Os carbapenémicos sdo antibiéticos de amplo espectro eficazes contra diversas
bactérias resistentes a outras classes de antibitticos. Eles atuam inibindo a
formacdo do peptidoglicano, ligando-se as proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs), que sdo enzimas essenciais para a sintese da parede celular bacteriana
(ElI-Gamal et al 2020).

Contudo, algumas bactérias Gram-negativas tém desenvolvido mecanismos de
resisténcia aos carbapenémicos, principalmente por meio da producdo de
enzimas carbapenemases, capazes de inativar esses antibidticos. Essas
enzimas sao classificadas em (MBLS), (SBLs) e (OXA) (Figura 2). A producéao de
carbapenemases confere ndo apenas resisténcia aos carbapenémicos, mas
também a outras classes de antibidticos beta-lactamicos, como cefalosporinas e

penicilinas (Pantalido, Ribeiro 2022).
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Atualmente, as pesquisas cientificas tém se voltado a busca de mecanismos
para combater a resisténcia por meio do desenvolvimento de novos farmacos,
incluindo o uso da biotecnologia médica por meio de terapias combinadas,
edicao genética e terapias baseadas em anticorpos, ampliando as possibilidades

terapéuticas (Deneault, 2024).

&
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Enterococcus faecium
resistente a vancomina (VRE)
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resistentes aos carbapenemicos (CRP)

Klebsiella pneumoniae

resistente aos carbapenemicos (CRE)

Actinebacter baumanni
resistente aos carbapenemicos (CRAB)

Figura 2. Principais microrganismos responsaveis pela resisténcia antimicrobiana

Fonte: Adaptado de (Bathia et al 2021).

1.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos sdo de grande interesse para as industrias
farmacéuticas, agricolas, alimenticias entre outras (Alba, 2021). Esses
compostos sdo produzidos de maneira natural por plantas, animais e
microrganismos apresentando vantagens como no caso das biomoléculas no
ambito da saude oferecendo propriedades antimicrobianas, imunossupressores,
anticancerigenas e anti-inflamatorias.

No mercado farmacéutico, a biotecnologia tem contribuido significativamente
para a producéo de diversos produtos de origem bioldgica a partir de plantas e
microrganismos, com o auxilio de técnicas como a recombinacdo de DNA
recombinante em plataformas de células de animais, vegetais e microrganismos.
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(Salerno et al 2018). Os medicamentos biofarmacéuticos revolucionaram o
tratamento de doencas como o cancer e distarbios metabdlicos, através da

producado de anticorpos monoclonais, interferons, vacinas, entre outros.

Os avancos biotecnoldgicos tém permitido o sucesso de diversas aplicacoes,
como a producao de insulina recombinante (Martin, 2024). Em 1983, a empresa
norte-americana Johnson obteve a aprovacdo da FDA (Administracdo de
Alimentos e Medicamentos dos EUA) para o uso dessa insulina em pacientes
diabéticos. Ela é produzida a partir da cultura da bactéria Escherichia coli
geneticamente modificada, substituindo o método tradicional, no qual a insulina
era extraida e purificada do pancreas de vacas e porco (Lara, 2011). No entanto,
a insulina derivada desses animais frequentemente causava efeitos colaterais
em pacientes. Em contrapartida, a insulina recombinante apresenta vantagens
significativas, como a reducao de efeitos adversos, devido a sua especificidade

em relacdo as moléculas-alvo.

No entanto, os desafios enfrentados pelos biofarmacos atualmente, conforme
identificado pela pesquisa realizada pelo Instituto de Pesquisa Econbmica
Aplicada (IPEA) em 2024, revelaram diversas barreiras para o setor. Dentre elas,
destacam-se as dificuldades de entrada no mercado, uma vez que a industria é
dominada por grandes conglomerados que impdem obstaculos substanciais,
como patentes, altos investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D), além
de custos elevados com marketing (Vargas et al 2024). Adicionalmente, os altos
custos relacionados aos processos de producao, purificacédo e cultivo em larga
escala também representam desafios significativos para a expansdo e

acessibilidade dos biofarmacos.
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Figura 3. Processo de obtencéo da insulina recombinante Fonte Biorender 2025

1.3 FOTOSSENSIBILIZADORES

Diante do panorama atual da resisténcia microbiana, os fotossensibilizadores
surgem como alternativas sustentaveis e biotecnologicamente puras, devido a
sua origem natural (Gattu et al, 2024). Esses compostos sao bem tolerados pelo
organismo humano, pois apresentam semelhanca com moléculas presentes no
corpo, o gue facilita sua absorcao e interacdo com outras substancias de acordo
com (Correia et al 2021). Essa caracteristica contribui para a redu¢édo do risco

de reagOes adversas ou efeitos colaterais. (Van-Nghia et al 2022)

A utilizacdo de fotossensibilizadores tem sua origem associada a compostos de
natureza natural, destacando-se a clorofila, obtida de plantas e algas e
cianobactérias, como Spirulina maxima (Uliana et al 2022) (Uliana et al 2014).
Os fotossensibilizadores do tipo bacterioclorinas podem ser obtidas de
microrganismos, como por exemplo, das bactérias purpuras (Pereira et al 2025)
(Bilha et al 2025) (Rodrigues et al 2021). Outro FS natural bastante utilizado € a
curcumina, obtida do acafrédo (Blanco et al 2017, Martins et al., 2021). Entre
esses compostos, a clorofila presente em plantas verdes constitui um dos mais
relevantes fotossensibilizadores naturais, do qual € derivado o metil feoforbideo,

amplamente empregado na TFD (Saberi et al., 2023). Paralelamente, diversos
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fotossensibilizadores sintéticos tém sido desenvolvidos, como o azul de
metileno, cuja aplicagéo inclui a inativacao de fungos do género Aspergillus e de

diferentes microrganismos patogénicos conforme a (Niazi et al., 2022).

Os derivados de porfirina sdo moléculas essenciais para sistemas biolégicos de
acordo com o (Yang et al 2023). Estes compostos sao classificados de acordo
com as duplas ligacdes contidas na estrutura de cada estrutura, conforme a
Figura 4. Essa diferenca estrutural dos compostos tetrapirrolicos sdo de extrema
importancia para a estabilizagdo aromatica e esta relacionado com o nimero de
elétrons conjugados presentes em cada macrociclo de acordo com (W.Zhu et al
2018). Cada classe dos compostos porfirinéides, absorvem a luz em um
comprimento de onda especifico. Essa mudanca na absorcdo € altamente
benéfica para aplicacdo em TFD, pois as moléculas que apresentam absorcéo
na janela terapéutica ou nas regides do infravermelho, facilitam a penetragéo luz
no tecido e consequentemente apresentam um melhor resultado de TFD para

lesbes mais profunda. (Yang, C et al., 2021).
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Figura 4. Estrutura dos derivados porfirindides: adaptado de Streit Fonte: Streit 2026

As caracteristicas espectroscopicas dos pigmentos sdo principalmente
evidenciadas nas bandas Q e Soret, sendo estas de extrema importancia para a
compreensao dos processos de absorcdo de cada composto (Bernardini et al
2020). A banda Soret, localizada aproximadamente em 440 nm, ocorre em razao
de transicdes eletrdnicas de alta energia envolvendo os orbitais moleculares,
especialmente T—1 (Wang et al., 2006). Por sua vez, as bandas de absorcéo
de menor intensidade estdo situadas na faixa entre 500 e 700 nm (Santos et al.,

2020).
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Para que um FS seja considerado um candidato adequado a aplicagdo em TFD,
faz-se necessério que apresente propriedades intrinsecas que assegurem tanto
a eficacia quanto a seguranca do procedimento terapéutico. Dentre essas
propriedades, destacam-se: (I) elevada seletividade espectral, com capacidade
de absorver luz em comprimentos de onda especificos que permitam a ativagdo
eficiente na regido de maior penetracéo tecidual; (Il) perfil de biodistribuicdo
favoravel, aliado ao acumulo seletivo no tecido-alvo, como células neoplasicas
ou microrganismos patogénicos; (lll) reduzida citotoxicidade no escuro, de modo
a evitar danos colaterais em condicdes fisiol6gicas normais; e (IV) solubilidade
adequada em meios bioldgicos, o que favorece a administracdo, o transporte e

a disponibilidade sistémica da molécula (Allamyradov et al., 2025).

Os FS inicialmente empregados na TFD passaram por sucessivas modificacdes
estruturais e funcionais, com o intuito de aprimorar sua eficicia clinica. Nesse
contexto, € possivel classifica-los em trés geracdes distintas, ao longo do tempo.
De acordo com Zhao et al. (2024), os FS de primeira geracdo sao
majoritariamente derivados de fontes naturais, como a hematoporfirina (HpD),
da qual foi desenvolvido o Photofrin ®. Apesar de representar um marco no
avanco da TFD, essa classe apresenta limitacdes significativas, incluindo
elevada fototoxicidade e baixa profundidade de penetracéo tecidual, conforme a
Figura 5. Em contrapartida, os FS de segunda geracéo foram projetados para
superar tais limitacdes, sendo constituidos principalmente por derivados
sintéticos, ALA, Foscan®, Verteporfin (Visudyne®) como azul de metileno,
benzoporfirinas, clorina €6, curcumina e bacterioclorinas. Esses compostos
exibem maxima absorcédo na faixa espectral entre 600—700 nm, o0 que resulta em
maior capacidade de penetracdo nos tecidos e melhor desempenho terapéutico
(Uliana et al., 2014).
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Figura 5. Nanocarreadores de FS Fonte: Adaptado de (Lucky et al 2015).

Os fotossensibilizadores de terceira geracao representam a fase mais avancada
no desenvolvimento desses agentes terapéuticos, incorporando estratégias de
direcionamento molecular e nanotecnoldgico. Tais compostos podem ser
conjugados a biomoléculas, como anticorpos, peptideos e acucares, ou ainda
veiculados em sistemas nanoestruturados inteligentes. Os principais avangos
dessa geracédo estdo relacionados a maior seletividade tumoral, que permite o
acumulo preferencial dos FS em células cancerigenas, reduzindo de forma
significativa a fototoxicidade em tecidos sadios. Além disso, a associagdo com
nanotecnologia por meio de micelas, nanoparticulas metalicas e outros
nanocarreadores contribui para aumentar a solubilidade em meio biolégico, a
estabilidade quimica e farmacocinética, bem como ampliar a absorcéo espectral
em regides de interesse terapéutico (El-Sadek et al., 2025), tal como descrito na

Figura 6.
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Figura 6: Tipos de Fotossensibilizadores Fonte: Autor proprio 2026

A “phototherapeutic window”, ou janela terapéutica, segundo Gunaydin et al.
(2021), refere-se ao intervalo de comprimentos de onda da luz que possibilita
maior penetracdo nos tecidos biologicos. Esse intervalo permite a ativacao do
FS na profundidade desejada, sem causar danos excessivos as camadas

superficiais ou comprometer a saude geral.

De acordo com Niculescu et al. (2021), a janela terapéutica situa-se entre 600 e
1300 nm, com destaque para a faixa de 620 a 850 nm, onde a penetracéo da luz

nos tecidos € mais eficiente. Assim, a eficacia da TFD depende de diversos

fatores relacionados a luz, como comprimento de onda e intensidade.

s

Entretanto, a absorcdo da luz nos tecidos é limitada pela presenca de
componentes como melanina, hemoglobina e outras biomoléculas, que causam
absorcao e dispersao (Yong et al., 2025). Dessa forma, comprimentos de onda
mais curtos, proximos ao azul, sdo mais fortemente absorvidos por cromoforos
do sangue, como a hemoglobina, o que reduz a penetracédo da luz e limita a
eficacia da TFD (Figura 7). Por outro lado, comprimentos de onda mais longos,
proximos ao infravermelho, apresentam menor absor¢cdo por moléculas como
agua e hemoglobina, favorecendo maior penetracdo e possibilitando o alcance

de regibes mais profundas do tecido.
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Figura 7. Representagdo esquematica dos comprimentos de onda da luz e sua respectiva
profundidade de penetracéo nos tecidos bioldgicos. Fonte: Gunaydin et al., 2021.

Atualmente, existem diversos fotossensibilizadores a base de hematoporfirina
disponiveis no mercado, como, por exemplo, o Photofrin®, aprovados e testados
clinicamente para o tratamento de cancer de pulméo e eséfago. De acordo com
Penetra et al. (2025), o farmaco apresenta meia-vida plasmatica de
aproximadamente 37 a 52 horas, 0 que permite sua acumulacdo seletiva em
células tumorais e oferece uma janela de tempo adequada para a ativacéo pela

luz.

Os derivados de MAL (aminolevulinato de metila), comercialmente conhecidos
como Metvix® e Levulan®, sdo amplamente utilizados na dermatologia para o
tratamento de lesdes de pele e de doengas como queratose actinica, doenca de

Bowen e leishmaniose cutanea, entre outras (Balakirski et al., 2024).
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1.4 TERAPIA FOTODINAMICA

Diante do aumento dos casos de resisténcia aos antibidticos, a TFD é
considerada uma alternativa promissora no combate a resisténcia
antimicrobiana, pois atua de forma especifica e ndo induz ao desenvolvimento

de resisténcia (Michalak et al., 2025).

A TFD é um método terapéutico que utiliza luz de baixa intensidade para gerar
espécies quimicas reativas, como oxigénio singlete ou radicais livres, que
exercem efeito toxico sobre microrganismos e células neoplasicas (Schastak et
al., 2013).

A TFD teve inicio na Alemanha, por volta de 1900, com Oscar Raab. O estudante
descobriu que a combinacédo entre luz, oxigénio e determinados corantes podia
provocar efeitos bioldgicos significativos (Hamblin, 2020). Em um experimento
utilizando acridina associada a luz, observou-se a morte de protozoarios,
demonstrando que o efeito dependia da presenca do corante (Hamblin, 2020).
Em seguida, o pesquisador Hermann von Tappeiner cunhou o termo “acao
fotodindmica” e, juntamente com Jodlbauer, demonstrou a importancia do

oxigénio no processo de fotossensibilizacdo (Hamblin, 2020).

Ja& em 1978, iniciaram-se 0s primeiros testes em tumores utilizando
hematoporfirina para detectar e tratar cancer em camundongos, por meio de
fluorescéncia e fototerapia (Dougherty, 1978). Embora os resultados tenham
sido considerados revolucionarios para a época, houve limitagdes, como reagdes
adversas e elevada sensibilidade a luz, que exigiam que 0s pacientes
permanecessem em ambientes escuros por semanas, causando significativo
desconforto (Hamblin, 2020).

Outra limitacdo estava relacionada a absorcdo de luz e a profundidade de
penetracdo. De acordo com Hamblin (2020), alguns medicamentos testados na
época apresentavam picos de absorcdo em comprimentos de onda
relativamente curtos, o que restringia a penetracdo da luz nos tecidos e

dificultava o tratamento de tumores mais profundos.
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A partir dessa linha de pesquisa, os primeiros fotossensibilizadores clinicos e
pré-clinicos foram desenvolvidos, como o Photofrin (hidroxiamilada do
hematoporfirina), aprovado pela FDA em 1993 no Canada (Schweitzer, 2001). O
tratamento se tornou amplamente utilizado em varios tipos de cancer,
especialmente em tratamentos de cancer de cabeca e pescoco, esdfago e outros

tumores acessiveis.

A TFD é um tratamento quimico minimamente invasivo que combina luz,
oxigénio e um composto FS para induzir a morte de células neoplasicas e/ou
microrganismos (Alvarez & Sevilla, 2024). O processo envolve uma série de
mecanismos fotoquimicos, nos quais a interacao da luz com o oxigénio presente
nas células leva a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o

oxigénio singlete, capazes de causar danos as células tumorais.

O funcionamento classico da TFD, conforme descrito por Agostinis et al (2011),
depende de diversos fatores, incluindo a escolha adequada do FS, que deve
absorver luz na faixa de 600 a 800 nm, garantindo que a luz tenha uma maior
penetracdo no tecido a ser tratado. Outros fatores determinantes sdo a
disponibilidade de oxigénio e a precisdo na aplicacdo da luz sobre o tecido ou
microrganismo-alvo. Recentemente, avangos significativos tém sido alcangcados
com o uso da nanotecnologia e da insercdo de metais na estrutura do FS,
estratégias que aumentam sua seletividade e eficiéncia. Um exemplo € o estudo
de Lucky et al. (2015), no qual nanoparticulas foram empregadas como veiculos
para encapsular o FS, resultando em maior estabilidade, direcionamento

especifico e incremento na producado de oxigénio molecular.

Os mecanismos de producdo de oxigénio reativo durante a TFD envolvem
processos fotoquimicos que ocorrem apos a ativacao do FS pela luz (Agostinis
et al., 2011). Esses processos podem ser classificados principalmente em dois
tipos. No mecanismo do tipo I, o FS ativado reage diretamente com moléculas
organicas, transferindo ou recebendo elétrons ou atomos de hidrogénio (Tabrizi

et al 2025). Essa transferéncia gera radicais livres, como o radical hidroxila (¢<OH)
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e 0 anion superoxido (0O,7), que podem formar peréxido de hidrogénio (H,0,) e
outros oxidantes. Esses produtos reativos contribuem para o dano oxidativo em

estruturas celulares essenciais, incluindo proteinas, lipidios e DNA.

No mecanismo do tipo Il, o FS é excitado e alcanca o estado tripleto, transferindo
energia diretamente para o oxigénio molecular (O,). Esse processo gera
oxigénio singlete (*O,), uma forma altamente reativa de oxigénio, que promove
dano oxidativo imediato as estruturas celulares, resultando em apoptose,

necrotica e associada a autofagia de acordo com (Agostinis et al., 2011) (Figura
8).
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Figura 8. Diagrama de Jablonski modificado Fonte: Adaptado de (Agostinis et al., 2011).

A TFD apresenta um amplo espectro de aplicacbes médicas, com énfase
especial na dermatologia, onde se consolidou como estratégia eficaz no manejo
de diversas afeccdes cutdneas (Aebisher et al., 2024). Na Europa, a TFD
encontra-se aprovada para o tratamento de patologias como a queratose
actinica, o carcinoma basocelular superficial e nodular, além de ser empregada
em procedimentos estéticos, como o fotorrejuvenescimento cutaneo (Figura 9).
O protocolo terapéutico envolve, em geral, a administracdo tOpica de
fotossensibilizadores, sendo os mais utilizados o 5-ALA e MAL.

A selecdo do FS é determinada pela natureza e pela extensdo da condicao
clinica a ser tratada, a fim de otimizar a seletividade e a eficacia terapéutica
(Souza et al 2025).
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Figura 9: Processo da Terapia Fotodindmica. Fonte: Adaptado de (Al-Jamal N et al 2025).

As vias de administracdo da TFD variam conforme a finalidade terapéutica e a
localizagdo do tecido-alvo. Na oncologia, para o tratamento de tumores
localizados em regibes profundas, como pulméo, es6fago e pancreas, a via
sistémica intravenosa é a mais empregada (Straten et al., 2017). O Photofrin®
foi o primeiro FS aprovado para uso clinico, demonstrando eficacia em diferentes
tipos de neoplasias. No entanto, apresenta algumas limitacdes, como
fotossensibilidade cutanea prolongada e baixa penetracdo tecidual, devido a
absorcdo em comprimentos de onda relativamente curtos. Em contrapartida,
fotossensibilizadores de segunda geracdo, como Foscan® e Talaporfin,
absorvem luz em comprimentos de onda mais longos, o que possibilita maior
penetracdo no tecido e, consequentemente, o tratamento de tumores mais
profundos, com reducgéo dos efeitos colaterais associados (Penetra et al 2023)

tal como exibido na Tabela 1.

De acordo com Araujo et al. (2013), a curcumina foi investigada como FS, sendo
ativada por luz azul (450 nm) no tratamento de bactérias cariogénicas dos

géneros Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus, tanto em biofilmes
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guanto em lesbes de dentina cariada. Os resultados do estudo demonstraram
que a TFD promoveu uma reducao significativa na viabilidade bacteriana,

alcancando até 99,9% de inativacdo em biofilmes.

Formas de uso Exemplo de FS Principais aplicac6es Referéncia

Toépica ALA, MAL Pele, acne, mucosa, (Sampaio, 2025)
dermatologia

Sistematica (IV) Photofrin® Tumores profundos (pulméo e (Paiva et al 2025)
eso6fago)
Intra-cavitaria Talaporfin Tumores em prostata, cabeca (Dinakaran & Wilson et al
€ pescogo) 2023)
Intratumoral/Injetavel Temoporfin (m-THPC) Aumento de imunidade (Gierlich et al 2025)
Antimicrobiana (aPDT) Azul de metileno, curcumina, Inativacdo de fungos (Prado-Silva et al 2025)

Clorina €6, Bacterioclorinas

Tabela 1: Tabela com varios tipos de Fotossensibilizadores Fonte AUTOR PROPRIO 2025

1.5 PANORAMA ATUAL DA TERAPIA FOTODINAMICA

Atualmente, a TFD encontra-se incorporada ao Sistema Unico de Satde (SUS)
no Brasil, desde o ano de 2023, sendo indicada para o tratamento de pacientes
com carcinoma basocelular superficial e nodular, o tipo de cancer de pele mais
prevalente no pais. De acordo com a Comissdo Nacional de Incorporacdo de
Tecnologias no Sistema Unico de Saude (Conitec), os estudos avaliados
demonstraram elevada eficacia clinica, evidenciando que aproximadamente
85% dos tumores tratados foram completamente eliminados a longo prazo, sem
a ocorréncia de efeitos adversos significativos e sem a formagédo de cicatrizes
(Conitec, 2023). (Figura 10)
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Figura 10: Representa a TFD incorporada no SUS. Fonte: CONITEC 2023

1.6 SPIRULINA MAXIMA

A Spirulina sp. é uma cianobactéria pertencente ao dominio Bactéria e ao género
Arthrospira, dentro do filo Cyanobacteria. Essa microalga é rica em aminoécidos
e pigmentos, como clorofila a, ficocianina e xantofilas (Oliveira et al 2013). Possui
diversas aplicacfes, sendo a principal na alimentacéo, devido ao seu alto teor

proteico, tornando-se uma opcao sustentavel.

De acordo com a literatura, o uso da Spirulina promove a sustentabilidade por
meio do desenvolvimento de sistemas de producédo de alimentos capazes de

atender a crescente demanda mundial por proteinas (Tavakoli et al 2025).

Além de atuar como suplemento nutricional, a Spirulina pode ser empregada
como matéria-prima para a obtencdo de fotossensibilizadores por meio de
sintese quimica, sendo transformada e modificada para produzir compostos
como metil feoforbideo-a, clorina €6, entre outros derivados utilizados na TFD,

conforme descrito no estudo de Uliana et al. (2022).

O habitat da cianobactéria Spirulina consiste em ambientes aquéaticos, sendo
obrigatoriamente um organismo fotoautotrofico, ou seja, completamente
dependente da luz para sua sobrevivéncia. Essa microalga se destaca pela
capacidade de reduzir o CO, e assimilar, principalmente, nitratos, conforme

apontado pelo autor (Bortolini et al., 2022). O principal produto da fotossintese
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em Spirulina é o glicogénio, formado durante o processo de fixacdo de carbono
no ciclo de Calvin. Esse glicogénio atua como precursor para a biossintese de
macromoléculas, como proteinas, carboidratos, lipidios e pigmentos (Coronado
T, et al, 2025). (Figura 11).
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Figura 11. Compostos bioativos da Spirulina Fonte: Adaptada de Bortolini 2022.

Na literatura, sdo descritas diversas formas de cultivo de microalgas, que podem
variar desde o uso de fotobiorreatores e tanques (raceways) até culturas em
tanques do tipo lagoas ou tanques artesanais. Entretanto, cada tipo de cultivo

apresenta vantagens e desvantagens, de acordo com Cosi et al 2024.

A producéo comercial de Spirulina, em particular, enfrenta desafios significativos
relacionados aos parametros de cultivo necessarios para maximizar o

rendimento e a qualidade do produto.

Entre os métodos descritos na literatura, os cultivos em raceways ou canais
abertos séo as técnicas mais utilizadas, devido ao seu design simples e ao baixo
custo de manutencéo de acordo com (Rocha 2024). Esses sistemas garantem
uma exposicao adequada a luz solar e aos nutrientes. No entanto, a eficiéncia
desses sistemas depende de parametros como velocidade de agitacéo, tempo
de agitacdo e temperatura, que influenciam diretamente o crescimento e a

morfologia das microalgas. (Prada, 2024)
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O crescimento ideal da Spirulina ocorre entre 35°C e 37°C em condi¢des
laboratoriais, utilizando o meio de cultivo Zarrouk (1996), conforme descrito no
estudo de (Varandas et al 2022). A Spirulina apresenta resisténcia a
temperaturas superiores a 38°C sem comprometer o processo de fotossintese,
devido a sua caracteristica termotolerante. No entanto, temperaturas acima de
40°C podem resultar em uma reducao na taxa de crescimento, além de causar
problemas como estresse térmico. Isso pode levar a diminuicdo na producédo de
compostos de interesse, como carotenoides, conforme relatado por (Karam e
Soccol, 2007).

1.7 FOTOINATIVACAO DE MICROORGANISMOS

O uso de microrganismos na biotecnologia tem despertado grande interesse em
areas como a farmacia, alimentos, energia, entre outras na producdo de
bioprodutos de interesse de acordo com (Ruiz Maldonado K et al 2024). Os
ecossistemas abrangem grande numeros de microrganismos com diferentes
caracteristicas, propriedades e aplicacdes potenciais como 0 ambiente marinho
onde é possivel encontrar diversas enzimas e microrganismos isolados de locais
remotos dos oceanos com atividade enzimatica de interesse para a biotecnologia
azul no uso de tratamento de cancer ou atividade antiviral mostrado no estudo
de (Ruiz Maldonado K et al 2024).

Diversos microrganismos sdo encontrados em diferentes ecossistemas naturais
tanto como na microbiota humana e em alimentos, amplamente distribuidos em
solo e agua podendo contaminar humanos e animais causando doencgas e
problemas de saude publica como no caso das bactérias Gram-negativas.
(Madigan et al., 2024).

Alguns dos principais patdégenos responsaveis causadores de doencas em seres
humanos fazem parte do grupo das Enterobactérias as quais provocam
infec¢Bes graves no trato respiratorio, diarréia, sepse, choque endotdxico entre
outras complica¢des (Oliveira Paula, 2024). Entre os géneros/espécies que com
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frequéncia acometem o ser humano sao Enterobacter spp, Klebsiella spp,
Citrobacterspp, Yersinia spp, Shigella Spp e Salmonella spp. (Oliveira Paula,
2024).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2021 a resisténcia aos
antimicrobianos foi declarada como uma ameaca a saude e ao desenvolvimento
global, exigindo medidas multissetoriais urgentes para alcancar os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Figura 12). Entre os fatores que aceleram
a propagacado da resisténcia aos antibioticos estdo 0 uso indevido e excessivo
desses farmacos, a falta de acesso a agua potavel, ao saneamento basico e a
higiene tanto de pessoas quanto de animais, além da adocdo de medidas
inadequadas de prevencado e controle de doencas e infeccbes em unidades de

saude.

Figura 12. Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel. Fonte:ONU BRASIL, 2025.

Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel sdo propostos pela Organizacao
das NacgbOes Unidas (ONU) para acabar com a pobreza, proteger o meio
ambiente e o clima por meio de politicas de inclusdo contribuindo a fim de que
possamos atingir a Agenda 2030 no Brasil (ONU, BRASIL, 2020).

As pesquisas com TFD e o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores
alinham-se ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 3, que trata de saude e
bem-estar, pois possibilitam o0 acesso da populacéo a tratamentos derivados de
origem natural, contribuindo para a reducdo dos niveis de desigualdade (ONU,
BRASIL, 2020).
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Além disso, a pesquisa também contempla o ODS 12, que trata do consumo e
da producdo responsaveis, uma vez que promove a conscientizacdo da
populacdo sobre o0 uso adequado de farmacos por meio dos
fotossensibilizadores FS (Figura 12) (ONU, BRASIL,2020). Por sua vez, o ODS
14, voltado & vida na 4gua, € atendido ao favorecer a conservacao das espécies
marinhas e a manutencdo da qualidade de vida nos ecossistemas aquaticos
(Figura 12). Tais resultados sédo alcancados por meio de pesquisas inovadoras
direcionadas a sustentabilidade, nas quais se prioriza 0 uso minimo de
substancias toxicas durante a sintese de compostos porfirindides. (ONU,
BRASIL,2020), partindo de uma macro molécula produzida naturalmente, sendo
necessaria apenas algumas modificacbfes estruturais da mesma para

transforma-la em um bom fotossensibilizador.

A facil propagacao de doencas despertou o interesse dos pesquisadores em criar
novas alternativas mais eficientes, acessiveis e amigaveis com o meio ambiente,
por esse motivo os fotossensibilizadores junto com a TFD propiciam a
erradicacdo de microrganismos patdégenos por meio da técnica denominada
Inativacdo Fotodindmica de Microrganismos por meio da geracdo de espécies

reativas de oxigénio (Conde,2025).

De acordo com Jiang et al. (2024), a TFD representa uma alternativa promissora
as terapias convencionais, especialmente em casos de infec¢bes de dificil
tratamento devido a resisténcia associada ao ambiente hipoxico. Os autores
Jiang et al. (2024) destacam que a TFD pode ser classificada em dois tipos: o
tipo I, menos dependente de oxigénio e capaz de produzir ROS mesmo em
condicdes hipoxicas; e o tipo Il, que depende da presenca de oxigénio para gerar

oxigénio singlete.

Atualmente, a formacédo de biofilmes bacterianos tem se tornado um desafio
critico para a medicina moderna, devido as infeccbes crbnicas associadas a
implantes e tecidos danificados, de acordo com Barrios (2021). Dentro da

estrutura desses biofilmes, é possivel encontrar cepas de bactérias gram-
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negativas, como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, responsaveis por

infeccdes recorrentes e resistentes a antibidticos Barrios, (2021).

Os biofilmes consistem em comunidades bacterianas aderidas a superficies,
cuja fixacdo é facilitada por proteinas de adesdo e por uma matriz extracelular
composta por exopolissacarideos e DNA, que atua como barreira fisica e
bioquimica Barrios, (2021). A presenca de canais na arquitetura dos biofilmes
favorece a sobrevivéncia bacteriana, permitindo o fluxo de nutrientes e oxigénio

e criando micro ambientes propicios a manutencao da colénia.

Segundo Barrios (2021), algumas infeccdes meédicas frequentemente
associadas a biofilmes incluem otite média crbnica, prostatite, infeccdes
endoddnticas e as infec¢bes tipicas relacionadas a implantes médicos, todas
caracterizadas por elevada resisténcia aos antibiéticos.

De acordo com Michalak et al. (2025), a TFD uma técnica ndo invasiva utilizada
em diversas areas da medicina, especialmente na dermatologia, oftalmologia,
odontologia e no tratamento do cancer. Com o aumento da incidéncia dessa
doenca, a demanda por inovacdes em TFD também tem crescido. No mercado
farmacéutico, o Foscan/Temoporfin®, derivado da clorina, é utilizado em estudos
clinicos para diferentes tipos de cancer, como os de pancreas, prostata e cabeca
Michalak et al., (2025). Além disso, o uso de lipossomas e vesiculas
extracelulares apresentou diferencas significativas quanto a biodistribuicdo e a
farmacocinética, sendo que a formulacdo em vesiculas extracelulares
proporcionou liberacdo prolongada do fotossensibilizador em tumores, o que,
segundo os autores, potencializa a eficacia do tratamento fotodinamico Michalak
et al., (2025).

O uso de tratamentos convencionais com antibidticos apresenta resultados
satisfatorios manejos de doengcas comuns, controlando o crescimento
microbiano por meio da inibicdo da sintese proteica e da parede celular, segundo
Yerra e Bagnato (2025). No entanto, o uso excessivo desses farmacos tem

contribuido para o aumento dos casos de resisténcia antimicrobiana,
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favorecendo o surgimento de bactérias altamente resistentes, como Klebsiella

pneumoniae.

Pesquisas in vitro apontam o uso de fotossensibilizadores como alternativa
complementar aos tratamentos convencionais. No estudo de Yerra e Bagnato
(2025), foi demonstrada a sinergia do azul de metileno com antibi6éticos como
ciprofloxacina, gentamicina e ceftriaxona, apresentando efeito combinado contra
Klebsiella pneumoniae irradiada com luz de 660 nm a 15 J/cm2. Em comparacao,
0 uso de TFD com Photodithazine® resultou em uma redugéo significativa na
contagem de CFU/mL, indicando maior eficiéncia na eliminagéo bacteriana Yerra
e Bagnato, (2025).

Clorinas catidnicas

Na literatura, sdo descritas clorinas catidnicas aplicadas a inativacdo microbiana
e celular por meio da TFD. No estudo de Meerovich et al. (2019), foram testadas
duas bacterioclorinas catidnicas N-methylpyridinium contra Pseudomonas
aeruginosa em biofilmes, demonstrando alta eficiéncia, embora tenham sido
necessarias concentracdes e doses de luz elevadas. No entanto, ao comparar
essas bacterioclorinas com uma ftalocianina catiénica, os autores observaram
que as primeiras apresentaram maior eficiéncia, atribuida ao menor tamanho

molecular, que favoreceu a penetracdo nas bactérias Gram-negativas.

Ziganshyna et al. (2020), testaram bacterioclorinas catibnicas, como a
tetrahidroporfirina tetratosilato, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas resistentes a antibioticos usados em ambiente hospitalar, incluindo
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium e Pseudomonas aeruginosa. Os
resultados mostraram boa inativacdo, embora tenham sido necessarias altas
concentragdes e doses elevadas de luz LED, segundo os autores (Ziganshyna
et al., 2020).

Conforme ressaltam Carmona e Maldonado (2021), o uso de clorinas catibnicas
para inativacdo microbiana se deve a sua capacidade de interagir com a

superficie bacteriana, rica em grupos carregados negativamente, fator crucial
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para a penetracdo na membrana externa das bactérias Gram-negativas. No
mesmo estudo, um dos derivados testados contendo trés cargas catidnicas e um

grupo pentafluorofenil demonstrou maior eficiéncia contra Escherichia coli.

2. OBJETIVOS

e Objetivo Geral

Obter e avaliar duas clorinas Chl-amina e Chl-cat a partir da modificacao quimica
do metil feoforbideo extraido de Spirulina maxima, investigando sua atividade
como fotossensibilizadores em terapia fotodindmica, em comparagao com o azul

de metileno, para a inativacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Objetivos Especificos

1. Extrair e realizar a modificacdo quimica do pigmento clorofila, obtido a
partir da cianobactéria Spirulina maxima.

2. Avaliar a fotoinativacao de microrganismos com diferentes doses de luz
e diferentes concentracdes de fotossensibilizadores.

3. Determinar a eficacia dos fotossensibilizador semi-sintetizados e
comparar com o azul de metileno.

4. Realizar uma avaliacao de fotodegradacao dos compostos obtidos.

5. Aplicar os compostos modificados em terapia fotodinamica, visando a

inativacao de bactérias Gram-negativas e Gram positiva.

3.METODOLOGIA

A caracterizacao dos fotossensibilizadores foi realizada no equipamento Bruker
Avance 400 spectrometer, foi utilizado 400,115 MHZ para aquisicao dos
espectros de 'H-RMN. Os fotossensibilizadores também foram analisados por
espectros de UV-Vis no espectrofotdmetro Espectrofotometro UV-Visivel (Mono-
Feixe) Modelo UV-M51 - BEL e por infravermelho no equipamento FRONTIER
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MIR+SP10 STD (Perkin Elmer). A extracdo da clorofila e modificagbes
estruturais foram feitas no laboratorio de Laboratério de Biossintese e Sintese
(LBIOS) da UNILA. Os reagentes e solventes utilizados nos procedimentos foram
utilizados sem prévia purificacdo. O azul de metileno utilizado como padrao foi
da marca Anidrol. A Spirulina Maxima foi adquirida da marca Ibérica. Para a
realizacdo dos experimentos de fotoinativacdo e fotodegradacgéo foi utilizado
uma fonte de irradiacdo BioLambda modelo Black Box com comprimento de

onda de 660 nm.

3.1 SEMI-SINTESE DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

3.1.1 Obtencao do metil feoforbideo-a:

A extracao de clorofila e o processo de transesterificagéo para obtencéo do metil
feoforbideo-a foram realizados conforme a metodologia descrita por Uliana et al.
(2014).

3.1.1 Obtencgéao da clorina Chl-amina:

Foi utilizando 200 mg (0,329 mM) de metil feoforbideo-a, transferido para um
baldo de fundo redondo com 20 mL de diclorometano e 20 mL de metanol e
adicionado 1000 pL de 3-(dimetilamino)-1-propilamina (99%, Aldrich). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, protegida
daluz, por 96 horas. Em seguida, a reacao foi lavada com agua destilada, secada
e filtrada, o solvente foi removido no rota-evaporador. O fotossensibilizador foi
purificado em coluna cromatogréfica utilizando silica Gel Macherey-Nagel 60, e
solvente diclorometano e metanol 9:1, obtendo por filtracdo simples e o produto
obtido foi purificado por cromatografia em coluna de silica, obtendo 55,8 mg
(0,0919 mM) e com rendimento de 23,88%.

1H- RMN (CDCls, 400 MHz) &: 9.65 (s, 1H), 9.55 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 7.94- 7.90
(m, 1H, CONH), 6.20 (d, J = 19,0 Hz, 1H); 6.02 (d, J = 11,72 Hz, 1H); 5.40 (d, J
= 19,11 Hz, 1H); 5.13 (d, J = 19,02 Hz, 1H), 4.48 (g, J = 7,03 Hz), 4.37 (d, J=
9,00 Hz), 3.70 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.40 (s, 6H), 3.20 (s, 3H), 2,57-2.52 (m, 2H),
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1.70 (d,J =7.29 Hz,7.61); 1.25 (s, 6H); 1.14 (t, J = 7.14, J = 7.14 Hz, 1H); -1,62
(s, 1H, 1NH);-1.85 (s, 1NH). (Espectro em anexo)

UV-vis (CH2Cl2): 662 nm, 503, nm 404 nm

IV (cm-1): 3450, 1720.

3.1.2 Obtencéao da clorina catidnica Chl-cat:

Pesou-se 55,8 mg (0,0919 mM) da clorina Chl-amina e adicionado em um tubo
selado com 1500 pL de iodeto de metila (CHsl) e 20 mL de diclorometano. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo constante, a temperatura ambiente,
protegida da luz, por 96 horas. Ao término da reacdo, o excesso de iodeto de
metila e o solvente foram evaporados e o produto recristalizado. Obteve 53,6 mg
(0,0883 mM ) com 82,3% de rendimento.

1H- RMN (CDCl3, 400 MHz) &: 9.47 (s, 1H), 9,34 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 7.70- 7.49
(m, 1H, CONH), 6.20 (d, J = 19,0 Hz, 1H): 6.09 (d, J = 11,72 Hz, 1H); 5.85 (d, J
= 19,11 Hz, 1H); 5.13 (d, 1H), 4.47 (g, J = 7,03 Hz), 4.31 (d, J= 9,00 Hz), 3.60 (s,
3H), 3.56 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.20 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 2.52 (s, 9H); 2,17-2.10
(m, 2H), 1.78 (d); 1.55 (t, J = 7.14, J = 7.14 Hz, 1H): -2,12 (s, 1H, 1INH):=2.26 (s,

1NH). (Espectro em anexo)
UV-vis (CH2Cl2): 664 nm, 500 nm, 414 nm

IV (cm-1): 3450, 1730.

3.1.3 Calculos teéricos

As estruturas moleculares dos fotossensibilizadores semi-sintetizados foram
otimizadas utilizando software Gaussian 09 (Frisch et al., 2016), empregando a
teoria DFT com as funcionais CAMB3LYP e B3LYP e o conjunto de bases 6-

311++G(d,p). Com os calculos tedricos obteve-se espectros de UV-Vis e
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infravermelho dos fotossensibilizadores, os quais foram comparados com 0s

dados experimentais

3.1.3.b Fonte de iluminacao

A fonte de iluminacao utilizada foi a biotable da marca Biolambda com iluminacao
em 660 nm, conforme Fotografia 1, a intensidade da iluminacao foi ajustada para
23,77 mW/cm?. Os experimentos foram realizados nas doses de luz 30 e 45
J/icm?, as quais correspondem ao tempo de irradiagcdo de 21 e 30 minutos,

respectivamente

Fotografia 1. Biotable utilizada para TFD em 660nm. FONTE: Autor proprio 2025.

3.1.4 Fotodegradacéo

A fotodegradacdo dos fotossensibilizadores utilizados na fotoinativagdo dos
microrganismos Chl-amina, Chl-cat e o AM, foram realizadas no com fonte de
iluminagdo em 660 nm (mesma fonte de irradiagcdo do experimento de
fotoinativagéao). Os fotossensibilizadores foram inicialmente dissolvidos em 200
ML de dimetilsulfoxido (DMSO) e 800 pL de agua destilada e autoclavada, na
sequéncia as concentracbes foram ajustadas para 250 uM para todos os
fotossensibilizadores avaliados. As solugdes preparadas dos
fotossensibilizadores foram irradiadas de 1 em 1 minuto, a cada minuto irradiado
foi coletado um espectro de absorcédo, o tempo total de irradiacdo foi de 30

minutos, que corresponde a dose de luz de 45 J/cm2,
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3.1.5 Cultivo e preparacédo dos microrganismos

Os microrganismos utilizados neste estudo foram uma bactéria gram-positiva,
Staphylococcus aureus (ATCC 485), e bactérias gram-negativas: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 489), Escherichia coli (ATCC 25.922) e Salmonella
typhimurium (ATCC 14.028). As cepas foram cultivadas inicialmente em meio de
cultura em caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 37 °C por 24 horas. Apés o
crescimento, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e ressuspendido em PBS (Solu¢do Salina
Tamponada com Fosfato), a absorbancia foi medida em 600 nm e ajustada para
0.1.

3.1.6 Fotoinativacdo dos microrganismos

A fotoinativacdo dos microrganismos Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella foi realizada com o0s
fotossensibilizadores Chl-amina, Chl-cat e o fotossensibilizador comercial azul
de metileno (usado como padrdo). Inicialmente os fotossensibilizadores foram
diluidos em 200 pL de DMSO e apds adicionados 800 pL de agua destilada e
autoclavada, as concentragdes ajustadas para 1, 30, 45,50 e 100 uM, as quais
foram realizadas a fotoinativacdo. A fonte de luz usada foi de 660 nm com as

doses de luz de 30 e 45 J/cm2.

A fotoinativagéo foi realizada adicionando 500 uL de microrganismo em PBS
(absorbancia em 0,1) em placas de 24 pocos. Foram divididas em grupos
controles e grupos de fotoinativacdo. O grupo controle é o grupo que contém
somente o0 microrganismo. O controle escuro consistiu na exposicao do

microrganismo ao fotossensibilizador, porém sem aplicacéo de luz.

O controle de luz consistiu na exposicdo maxima a luz em 660 nm, sem
fotossensibilizador. Os grupos foram feitos em triplicata. O grupo de
fotoinativagdo, foi adicionado aos 500 pL de microrganismo em PBS os
respectivos fotossensibilizadores, incubado no escuro por 20 minutos e na

sequéncia iluminados com a biotable (Biolambda).
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Apés os 20 minutos de incubacéo e apos a irradiacdo do grupo de fotoinativacéo,
procedeu-se a diluicdo seriada (10°), realizada em ftriplicata na placa de 24
pocos, incluindo os grupos controle, controle de luz e TFD ja irradiados. Onde
100 uL de microrganismo de cada grupo foram transferidas para tubos do tipo

Eppendorf contendo 900 uL de PBS, todos protegidos da luz com papel aluminio.

Apéds as dilui¢bes, iniciou-se a inoculacdo dos microrganismos em placas de
Petri contendo Agar BHI, onde foram adicionados 25 pL de microrganismo. Nesta
etapa foram plagueados em duplicata. Em seguida a semeadura, as placas
foram incubadas em estufa BOD, permanecendo a 37 °C por 24 horas para
posterior contagem das coldnias, conforme Fotografia 2

Fotografia 2: Para os testes de inativacdo é necessario o preparo das placas previamente
esterilizadas junto com o meio feito em garrafas tipo schott com meio BHI (Brain Heart Infusion)
autoclavado.

3.1.7 Analise Estatistica

Os dados estatisticos foram analisados utilizando o software RStudio (versdo
2024.09.0). Foi realizada analise de variancia (ANOVA), na qual foram avaliados
os valores de p e de F, bem como o valor de F critico. A comparagao multipla

entre os grupos foi conduzida por meio do teste de Tukey (TEAM, 2024).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencéo dos fotossensibilizadores inicia pela extracdo do metil feoforbideo-a
presente na cianobactéria Spirulina Maxima. O mesmo foi obtido pela extracéo
com metanol/H,SO, (5%) conforme descrito na literatura (Uliana et al., 2014).
Neste processo de obtencdo do metil feoforbideo-a, ocorre uma reacédo de
remocao do magnésio da clorofila bem como uma reacéo de transesterificacéo,
onde o grupo fitil € substituido pelo grupo metoxi proveniente do metanol,
tornando a molécula menos hidrofobica e melhorando a solubilidade meio

bioldgico.

Na sequéncia foi inserido a amina (3-(dimetilamino)-1-propilamina), no metil
feoforbideo-a, gerando a (Chl-amina). Este grupo foi inserido a fim de produzir
uma clorina com uma amina terciaria em sua estrutura, a qual posteriormente foi

catiozinada com iodeto de metila, obtendo-se Chl-cat (Esquema 1).

< o L
Fitylo,C Me0,C ~7 0_070

Clorofila "Spirulina Maxima® Metilfeoforbideo

Chl-amina Chl-cat

Esquema 1. Sintese dos Fotossensibilizadores. Fonte: Autor préprio 2025.

Os fotossensibilizadores foram caracterizados por *H-RMN, no espectro da Ch-
amina, pode-se observar trés sinais do tipo singleto integrando para 1H cada
sinal em 9.65; 9.55 e 8.79, os quais sdo sinais de hidrogénios ligados
diretamente & arométicos. Um sinal bem caracteristico que corresponde a adigéo
da amina, formando uma amida é o sinal que corresponde a um multipleto em
7.94- 7.90 -CONH da amida.

Os singletos presentes em 3.70, 3.60, 3.40, 3.20 correspondem as metilas
ligadas ao anel aromatico e as metilas dos ésteres. Em 3.40 ppm apresenta um
singleto integrando para seis hidrogénios, os quais séo as duas metilas do grupo

amina.
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O espectro de 'H-RMN da Chl-cat é bastante similar a Chl-amina, o que difere é
qgue o sinal que apresentava um singleto com integral de seis hidrogénios em
3.40 ppm, passou a integrar para nove hidrogénios, na regido de 2.52 ppm. Esse
aumento de trés hidrogénios se deve a adicdo de uma metila, tornando o

composto catidnico.

Um bom fotossensibilizador para uso em terapia fotodinamica ou fotoinativagao,
deve apresentar bandas de absorcédo na regido da janela terapéutica. As clorinas
apresentam absorcao na regido de 660 nm no espectro de UV-vis. No entanto,
as alteracdes realizadas na molécula podem deslocar estas bandas. Sendo
assim, foram realizados espectros de absor¢cdo de UV-vis, 0s quais estédo
apresentados na Figura 13. Onde se observa a banda Soret em
aproximadamente 400 mn e 4 bandas Q. E possivel observar que todas as
clorinas apresentaram bandas de absorc¢do na regidao de 660 nm, comprovando
0 que era esperado para essa classe de compostos. Os espectros de absorgéo
para as clorinas semi-sintetizadas e do AM foram realizados em solvente
diclorometano e em PBS (para dissolver em PBS, inicialmente foi adicionado 200
ML de DMSO e depois adicionado PBS). Podemos observar que os espectros
realizados em diclorometano e em PBS ndo modificam de forma consideravel as

faixas de absorcao, tanto da banda Soret quanto das bandas Q (Figura 13).
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—— Chl-amina
— AM
—— Chl-cat

o
Absorbancia

0,0 T
400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 13: Espectro UV-vis dos fotossensibilizadores em diferentes solventes: em diclorometano (A) e PBS
(B). Fonte: Autor préprio 2025.

3.1.1 Espectroscopia Infravermelha IV

Os fotossensibilizadores obtidos nesta semi-sintese também foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho (Figura 14). Conforme os
resultados do ensaio de FTIR para os fotossensibilizadores semi-sintetizados,
observou-se uma variedade de picos correspondentes aos compostos derivados
de porfirinas. No espectro de infravermelho (1V), foram analisados os picos de
frequéncia relativos aos grupos funcionais, bem como a regido de impresséo

digital, abrangendo a faixa de 4000 a 500 cm™,

Inicialmente, foram identificados grupos N—H na regido de 3000-3577 cm™ para
os trés compostos, correspondentes aos grupos N—-H presentes tanto no anel
porfirindides quanto na amida. Além disso, foram observados outros grupos
funcionais caracteristicos da estrutura da porfirina, como a ligagdo amida C—N,
encontrada na regido de 1529 cm™ para a molécula da amina (em verde) e em
1569 cm™ para a forma catibnica (em rosa), evidenciando uma pequena
diferenca na regido de impressao digital e na vibracdo molecular. Também foram
identificados grupos funcionais C=C e C-O na faixa de 1500-2000 cm™,

44



enquanto as vibragfes correspondentes as ligagbes C-C e C—-H aparecem na
regido de 1000-1340 cm™,

—— Ch-Amina
—— Ch-Catidnica
100
=
© ]
| =
T
£ . /
w
@ /\l‘\\/
£ 80 \\‘(
= 4
Ch
o So  &f
c=C
M-H
v 1 v 1 v T v 1 v T v 1 v T v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 ]

Numero de onda (cm-1)

Figura 14. A espectroscopia infravermelha foi realizada com o equipamento modelo Frontier
(Perkin Elmer) com refletancia total atenuada no laboratério de espectroscopia infravermelho
com transformada de Fourier - LFTIR.

3.1.2. Célculos tebdricos

A realizacdo de célculos tedricos tem como objetivo de evitar processos
experimentais desnecessarios, permitindo predizer os espectros de UV-vis e IV
antes de realizar a sintese. Desta forma pode-se prever qual o espectro de UV-
vis e consequentemente se a banda Q do derivado porfirindide é interessante ou
nao para a aplicagdo em TFD. Essa abordagem contribui para a sustentabilidade
ao minimizar o uso de solventes e reagentes, reduzindo a geracao de residuos

quimicos.

Por meio dos célculos tedricos foram obtidos os espectros eletrénicos no UV-
Vis, os quais evidenciam as transi¢des eletrbnicas entre o (HOMO) e (LUMO).
Essas transicdes foram calculadas pelo método (TDDFT) teoria funcional da
densidade do dependente do tempo, permitindo estimar as energias de excitagédo

eletrbnica (em eV), bem como as intensidades de absorc¢ao por meio da forca do
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oscilador. Dessa forma, foi possivel construir um espectro tedrico comparavel ao

obtido experimentalmente em laboratdrio.

3.1.2 Espectros UV-VIS

A fim de comparar os dados obtidos experimentalmente foram realizados os

calculos tedricos, os quais estao representados na Quadro 1.

Espectros UV-VIS

Dados tedricos Dados
experimentais
Molécula . —
A (nm) | f (frequéncia do Orbitais A(nm)
oscilador)
15239 HOMO-1 -
312 LUMO 404
Clorina (Banda S)
Amina HOMO -
02631 LUMO+1
CAMB3LYP
HOMO - 662
615 LUMO
(banda Q)
HOMO-1 -
LUMO+1
Clorina 395 0,2612 HOMO- 404
Amina (Banda S) LUMO
B3LYP HOMO-
583 0,9287 LUMO 662
(banda Q) HOMO-1-
LUMO +1
14711 HOMO-
Clorina 374 LUMO +1 414
Catibdnica (Banda S)
CAMB3LYP HOMO-1 -
02529 LUMO+1
623 *I'_(L)ng' 664
(banda Q
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Clorina HOMO-
Cationica 0,2544 LUMO 414
B3LYP 396
(Banda S)
HOMO-
595 0,8998 LUMO 664
(banda Q) HOMO-1-
LUMO +1
HOMO-2-
LUMO +1

Quadro 1: Dados tedricos dos espectros UV-vis da clorina amina e clorina catidnica.

Os resultados para os espectros UV-vis da clorina amina e clorina cationica
apresentaram valores proximos para as bandas Soret, no entanto divergem os
resultados das bandas Q na regido de 660 nm, quando utilizado a funcional
B3LYP. Sendo assim, para obter dados mais proximos aos valores
experimentais, sd0 necessarios novos experimentos utilizando outra funcional

para otimizar os resultados.

Para este tipo de sistemas a funcional CAM-B3LYP proporcionou melhor
concordancia entre os resultados tedricos e os dados experimentais,
apresentando valores de energia de excitagdo proximos aos observados
experimentalmente. Dessa maneira, mostrou-se apropriado para a simulacéo
dos espectros eletrbnicos e para a descricdo dos estados excitados relevantes
para aplicacfes em terapia fotodindmica, mas que ainda podem ser melhorados

com a utilizacao de outras funcionais.

3.1.3 Espectro infravermelho (1V)

De maneira analoga, foram obtidos os dados referentes as vibracbes
moleculares, incluindo os modos de estiramento e deformacdo das ligacbes
quimicas, para a construcdo do espectro na regido do infravermelho (V).
Utilizou-se o0 mesmo método DFT para a otimizagdo geométrica das moléculas,

seguido do calculo das frequéncias vibracionais correspondentes a cada tipo de
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ligagdo presente nas estruturas estudadas, comparando o0s

literatura.

dados com a

TIPOS DE LIGACAO FREQUENCIA RESULTADOS RESULTADOS DA
clorina com amina cm? TEORICOS LITERATURA (cm™)
C-O 1207 1250 (éster) 1000-1260
C-C 1280 1016 (amina) 800-1200
C-N 1350 1347 1010-1360
(amina terciaria)
C-N (amida) 1410 1569 1515-1570
Cc=C 1500 1526 (anel) 1510
C=0 1720 1742 1680-1700
1305 1000-1300
C-H 1300 (carbonos adjacentes)
N-H (anel) 3450 3526-3570
3400-3520
N-H (amida) 3560 3580

Quadro 2: Dados tedricos dos espectros Infravermelho da clorina amina. Fonte: Autor proprio

2025.
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TIPOS DE LIGACAO FREQUENCIA RESULTADOS RESULTADOS DA
clorina catidnica cm-1 TEORICOS LITERATURA (cmt)
C-O 1154 1156 1000-1260
C-C 1300 1033 800-1200
C-N 1300 1529 1010-1360
(amida)
C-N 1500 1251 1515-1570
(amina quaternaria)
c=C 1551 1547-1667 1510
C=0 (ester) 1730 1745 1680-1700
C-H 1300 1291 1000-1300
N-H (anel) 3450 3568-3577
3400-3520
N-H (amida) 3545 3563

Quadro 3: Dados tedricos dos espectros Infravermelho da clorina catibnica. Fonte: Autor

proprio 2025.

Na literatura sdo encontrados trabalhos com calculos envolvendo DFT os quais
auxiliam na compreensdao do dinamismo molecular fornecendo informacéo
crucial para o desempenho das moléculas Padilla et al. (2025) (Acevedo et al
2024).

Comparando os resultados obtidos com a literatura de Silverstein et al. (2015),
observa-se que os dados calculados pelo método B3LYP reproduzem diversos
tipos de vibragcbOes caracteristicas da estrutura porfirinica como por exemplo,
aromatico, estiramento, simétrico, correspondendo a cada tipo de ligacéo

presente na molécula.

49




Esses deslocamentos vibracionais foram confirmados tanto experimentalmente
quanto teoricamente, apresentando boa concordéancia entre as bandas
observadas e as previstas. As intensidades calculadas também refletem as
diferencas relativas entre as bandas mais e menos intensas, evidenciando a

coeréncia entre 0s espectros tedrico e experimental.

3.1.4 Analise Estatistica

Os resultados da analise estatistica demonstraram uma diferenca real entre os
grupos de controle com bactérias Gram negativas como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium indicando diferenca
significativa observada em relacdo ao controle resultando em um nivel de
confiangca de 95% por tanto o tratamento ndo ocorreu por acaso. Do mesmo
modo para as bactérias Gram positivas como Staphylococcus aureus o
tratamento com AM com concentragcao de 1 uM e dose de luz 20 J/cm? néo
produziu efeito significativo sobre o microrganismo quando comparado com o

grupo controle (p > 0.05).

3.1.5 Fotodegradacgéo

Para os ensaios de fotodegradacédo (photobleaching), os fotossensibilizadores
foram preparados em concentragdes de 250 yM em meio aquoso (PBS) e
submetidos a maior dose de luz utilizada, 45 J/lcm2. A Figura 15 apresenta a
variagdo da absorbancia ao longo de 30 minutos de irradiacdo para 0s
fotossensibilizadores  Chl-amina,  Chl-cationica e AM. Os trés
fotossensibilizadores exibem um declinio continuo ao longo do tempo,

caracteristico do processo de fotodegradagéo.
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Figura 15: Fotodegradag&o de Azul de metileno (AM), das clorinas semi-sintetizadas Chl-amina

e Chl-catidnica em agua irradiada a 660 nm por 30 min, o que corresponde 45 J/cmz,

O comportamento da Chl-cat e da Chl-amina mostrou uma diminuigdo
semelhante durante toda a irradiacdo, padrdo observado para derivados de
porfirina. Ambos os compostos convergem para niveis semelhantes ao longo da
fotodegradacdo. O mesmo comportamento é observado para o azul de metileno,
sendo assim, podemos observar uma fotodegradacdo similar nos trés
fotossensibilizadores utilizados neste estudo. Também observa-se que nédo

ocorre a total fotodegradacdo dos FS ap6s os 30 minutos de irradiacao.

3.1.6 FOTOINATIVACAO

Para os testes de inativacdo dos microrganismos Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella foram empregados os
fotossensibilizadores do tipo Chl-amina e Chl-cat e o AM que é um
fotossensibilizador comercial, o qual foi utilizado como padréao (Figura 16), onde
foram avaliadas diferentes concentracdes de 1, 50, 100 e 250 uM e diferentes
doses de luz de 30 e 45 J/cm2 com bactérias Gram negativas e Gram positivas.

Todos os fotossensibilizadores foram irradiados com fonte de luz em 660 nm.
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Clorina Amina Clorina Catidnica Azul de metileno

Figura 16: Fotossensibilizadores: Clorina amina, clorina catiénica e Azul de metileno
(comercial), FONTE: Autor préprio 2025.

3.1.7 Staphylococcus aureus

A fotoinativacdo dos microrganismos teve inicio com a inativacdo da bactéria
gram positiva Staphylococcus aureus com concentragées 1 e 50 yM com dose
de luz de 20 e 45 J/cm?, com os fotossensibilizadores Chl-amina, Chl-cationica e

AM. Os resultados podem ser observados na Figura 17.

O grupo controle S.aureus, possui somente 0 microrganismo sem FS e sem a
presenca de luz. No grupo controle Luz, ndo ha presenca de FS somente o
microrganismo e a dose maxima de luz utilizada neste experimento 45 J/cmz2.
Nos grupos controle com Chl-amina, Chl-cationica e AM, ndo ha presenca de
luz, somente do microrganismo e FS na concentragdo de 50 yM. Quando
analisamos o0s grupos controles, podemos observar que todos cresceram
normalmente. Por tanto, € importante ressaltar que a presenca somente do FS
ou semente a presenca de luz com 0s microrganismos nao inativou seu
crescimento, ou seja, o FS ndo apresenta toxicidade no escuro e a luz néo
estimula o crescimento do microrganismo. Pode-se concluir também que a

concentracéo utilizada do DMSO néo afeta o crescimento do microrganismo,
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visto que é utilizado no controle FS (no escuro), ou seja 0 DMSO néo é toxico na
concentracéao utilizada.

Observou-se que nao houve diferenca estatisticamente significativa quando

comparado o TFD do azul de metileno quando comparado com o controle S.
aureus, no teste ANOVA (p > 0,05).

Quando realizamos os ensaios, utilizando o FS juntamente com luz, pode-se
observar que os microrganismos foram inativados, ou seja, 0 conjunto FS, luz e

oxigénio molecular presente no meio, geram espécies reativas de oxigénio e

inativam o microrganismo.
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log (UFC/mL)

Chl cat Azul Chl
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45Jfcm?- 1 uM
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Figura 17: Inativacdo de S. aureus com 20 J/cm? e 45 J/cm2 com a Chl-amina, Chl-cationica com
e AM, nas concentrac¢des de 1 uM e 50 uyM. Controles: S.aureus (somente microrganismo) + FS
a 100 uM (sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/cm. O resultado do TFD com o azul de
metileno de 1 uM e 20 J/cm? ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa em relagéo
ao controle de S. aureus (p > 0,05). Fonte: Autor 2026
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Observa-se que o crescimento de Staphylococcus aureus foi significativo com o
tratamento fotodindmico com azul de metileno na concentragcado de 1 uM e dose
de luz de 20 J/cm?. No entanto, quando se utiliza a concentragao de 1 uM e dose
de luz de 45 J/cm?, o azul de metileno inativa 0 microrganismo, comprovando
que a inativagdo de microrganismos também é dependente da dose de luz
utilizada.

Nas concentracdes de 1 uM e dose de luz de 20 J/cm? os fotossensibilizadores
Chl-cat e Chl-amina promoveram a inibicdo do crescimento bacteriano em todas
as doses de luz avaliadas (20 J/cm? e 45 J/cm?). Neste caso, pode-se observar
gue as clorinas semi-sintetizadas foram mais ativas que o azul de metileno, que

€ 0 padrao utilizado neste experimento.

Na concentragao de 50 yM e nas doses de luz de 20 e 45 J/cm?, observa-se
excelentes resultados, onde todos os fotossensibilizadores testados inativaram

0 microrganismo S. aureus.

Em comparacdo com dados previamente reportados na literatura, Nie et al.
(2020) avaliaram a eficacia fotodindmica da Ce6 e do azul de metileno na
inativacao de Streptococcus mutans, uma bactéria Gram-positiva, empregando
concentragdes de 20, 50, 100 e 200 uM com dose de luz 15 J/cm?. Os autores
observaram uma reducéo microbiana de aproximadamente 3-log ao utilizar Ce6,
sendo que a eficacia do tratamento aumentou de forma dependente da
concentracdo. Resultados analogos foram verificados no presente estudo com o
Chl-amina, Chl-cationica, indicando um comportamento fotodinamico similar

entre os fotossensibilizadores analisados.

De forma semelhante ao observado neste estudo, Muelher et al. (2022)
avaliaram a atividade fotodinamica da TMPyP e do AM frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Nos ensaios realizados, foram
empregadas doses de luz de 10,8 J/cm? para a TMPyP e 12 J/cm? para o azul

de metileno, ambas em concentrag¢des de 3,9 uM.

Os autores relataram uma reducdo microbiana significativa, variando de 6 a 6,7
logaritmos para ambos 0s microrganismos tratados com a TMPyP, enquanto o

AM apresentou uma reducdo entre 6 e 6,5 logaritmos. Segundo 0S mesmos
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autores, o maior desempenho da TMPyP esta relacionado ao acumulo mais
eficiente do fotossensibilizador nas membranas celulares, que constituem um
dos principais alvos da terapia fotodinamica, além da sua maior capacidade de
geracdo de EROs. Tais caracteristicas resultam em danos estruturais e
funcionais mais intensos nas células das bactérias, evidenciando o potencial

superior da porfirina catibnica em comparagéo ao azul de metileno.

De modo complementar aos resultados obtidos por Muelher et al. (2022), Amorim
et al. (2024) avaliaram a eficiéncia fotodindmica de clorinas dicatidnicas frente a
Staphylococcus aureus. Nesse estudo, foram alcancados resultados
significativos de inativagdo microbiana mesmo com concentragfes inferiores as
empregadas no presente trabalho. Utilizando uma dose de luz de 5 J/cmz? e
comprimento de onda de 650 nm (luz vermelha), os autores relataram uma

reducdo de aproximadamente 7 log.

Esses resultados tanto experimentais quanto os resultados da literatura,
reforcam que a insercéo de grupos catidnicos na estrutura do fotossensibilizador
promove o enfraquecimento da membrana celular, uma vez que a carga positiva
facilita a difusédo do composto através da matriz extracelular, aumentando, assim,

a eficacia da terapia fotodinAmica nos microrganismos Gram positivos.

3.1.8 Escherichia coli

Os resultados para a inativagdo da bactéria Gram negativa Escherichia coli,
podem ser evidenciados na Figura 18. O grupo controle contendo E.coli, contém
somente 0 microrganismo com auséncia dos FS e luz. O controle luz, contém o
microrganismo e a dose maxima de luz de 45 J/cm2. Por dltimo, os grupos
contendo o controle dos FS: apresentam o microrganismo juntamente com a Chl-

amina, Chl-cat e AM sem presencga de luz.

Os controles apresentaram crescimento normal, onde se comprova que 0S
fotossensibilizadores ndo séo téxicos no escuro, pois ndo causam reducao do

microrganismo e que a luz sozinha também n&o interfere no crescimento do
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mesmo. Estes dados do controle reforcam que para ocorrer a inativacao de

microrganismo, depende do uso combinado FS + luz e oxigénio molecular.

Observou-se significancia estatistica (p < 0,05) no teste ANOVA em comparacao
aos grupos controle, indicando que as diferencas entre 0s grupos séo confiaveis

e nao atribuiveis a variacdes aleatérias dos dados.

Escherichia Coli

log (UFC/mL)
.

I
1

E.Coli Chf cat Azul Chl amina Luz Chicat  Chlamina Azut Chicat  Chlamina Azut Chicat  Chl amina Azut Chicat  Chlamina Azul

Controle 30J-50pM 30J-100uM 45J-50uM 45J-100pM

Figura 18: Inativacdo de E.coli com 30 J/cm? e 45 J/cm?2 com os fotossensibilizadores Clorina
catidnica, Clorina amina e Azul de metileno, nas concentragcbes de 50 uM e 100 uM. Controle:
E.coli (somente microrganismo) + FS a 100 uM (sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/cm3).
Os resultados dos experimentos indicados com (***) diferem significativamente do controle de

E.coli no nivel de significAncia p < 0,05. Fonte: Autor 2026.

Os resultados de inativagado nas concentragdes de 50 uM e 100 uM, com dose
de luz de 30 J/cm?, demonstraram que o fotossensibilizador azul de metileno
promoveu uma excelente inibicdo do microrganismo. Nestas condi¢des, Chl-
amina apresentou uma reducao de aproximadamente 3 logs, enquanto a Chl-cat
apresentou uma reducao de aproximadamente 6 logs, comprovando o que ja é
descrito na literatura, onde compostos catibnicos apresentam maior atividade de

fotoinativagao frente a microrganismos Gram negativos.

Para a dose de luz de 45 J/cm?, associada as concentracdes de 50 yM e 100
MM, tanto o azul de metileno quanto a Chl-cat obtiveram excelente inibicdo do
crescimento microbiano. Ja a clorina amina apresentou redu¢do menor, na faixa

de 3 logs por se tratar de uma clorina néao cationica.
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Conforme evidenciado por Vieira et al (2025), foi avaliado o desempenho do azul
de metileno em comparacéao as porfirinas catibnicas TMPyP na inativacao de
E.coli presente em carne, utilizando concentragdes de 25 e 50 yM e uma dose
de luz de 360 J/cm?. Os autores relataram uma redugao de 2 log para o azul de
metileno a 50 pM e de 2,4 log para TMPyP demonstrando resultados
semelhantes entre os fotossensibilizadores. Para as concentragdes de 25 uM,

houve uma reducao de 1 log para ambos 0s compostos.

Hawryluk et al. (2025) demonstraram a inativacao de E. coli isolada de infec¢des
abdominais utilizando azul de metileno nas concentracdes de 50, 100 e 300
pg/mL, sob uma dose de luz de 7,2 J/cmz2. Os resultados indicaram reducdes de

3-6 logs para 50 pg/mL, 5-6 logs para 100 pg/mL e 4—7 logs para 300 pg/mL.

Em estudos complementares, Silva et al. (2024) investigaram a agao sinérgica
de porfirinas imidazolicas catibnicas com compostos haturais, como o
cinamaldeido, principal componente da canela na inativagéo de E. coli. Utilizando
concentracdes de 100 nM e 1 uM, associadas a uma dose de luz de 1,36 J/cm?,
0s autores observaram uma reducao de 3 logs com 100 nM e de até 7 logs com

1 UM quando combinadas ao cinamaldeido.

3.1.9 Pseudomonas aeruginosa

Os resultados do experimento com P.aeruginosa, nas concentracdes dos
fotossensibilizadores de 50 e 100uM, e nas doses de luz de 30 e 45 J/cm?, podem
ser observados na figura 19. O grupo controle P.aeruginosa, possui somente 0
microrganismo sem FS e sem dose de luz. No grupo controle luz, ndo ha
presenca de FS somente o microrganismo e a dose maxima de luz 45 J/cm2. Nos
grupos Ch-cat e Chl-amina e AM ndo ha presenca de luz, somente do
microrganismo e dos fotossensibilizadores. Nos cinco grupos de controle, o

crescimento do microrganismo permaneceu praticamente inalterado.
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Figura 19: Inativagéo de P.aeruginosa com 30 J/cm? e 45 J/cmz2. coma Ch-catidnica e Ch-amina,
e AM, nas concentragdes de 50 uM e 100 uM. Controle: P.aeruginosa (somente microrganismo)
+ FS a 100 pM (sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/cm?). Os resultados dos experimentos
indicados com (***) diferem significativamente do controle de P.aeruginosa no nivel de
significancia p < 0,05. Fonte: Autor 2026.

Os fotossensibilizadores semi-sintetizados do tipo Chl-cat e Chl-amina néo
apresentaram inibicdo do microrganismo nas concentrag¢des de 50 e 100 uM sob
dose de luz de 30 J/cm?2. Nas condicdes de 50 uM e 45 J/cm?, também nao foi
observada inibicdo de P. aeruginosa. No entanto, na concentragao de 50 uM com
dose de luz de 45 J/cmz, foi registrada inibicdo de aproximadamente 1 log para
a clorina catidnica e na concentracdo de 100 uM na dose de luz de 45 J/cm?
apresentou uma reducéo de aproximadamente 2 logs. Este resultado demonstra
gue a inativacao de microrganismos usando (TFD) depende da concentragéo do
fotossensibilizador. Nestas mesmas condi¢des, o fotossensibilizador (Chl-
amina) ndo apresentou inativacdo deste microrganismo, por ser uma

fotossensibilizador sem carga.

A andlise estatistica por meio do teste ANOVA revelou valores de p inferiores a
0,05, evidenciando diferencas estatisticamente significativas entre 0os grupos
experimentais e 0s respectivos controles, o que levou a rejeicdo da hipotese
nula.
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No experimento, o fotossensibilizador azul de metileno apresentou inibi¢cao total
do microrganismo em todas as concentragbes e doses de luz testadas,
evidenciando um elevado poder bactericida. No entanto, os resultados
observados por Pereira et al. (2018) descreveram uma reducédo de 4,7 a 5,1 logs
apos a FTD com dose de luz de 25 J/cm? e concentragc6es de 100, 300 e 500

pg/mL frente a P. aeruginosa.

De modo semelhante, Pérez et al. (2020) avaliaram o azul de metileno em
concentracbes de 30 e 60 uM, sob dose de luz de 18 J/cm?, obtendo uma

reducado de aproximadamente 6 logs na contagem de Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados obtidos para os fotossensibilizadores clorina catidnica e clorina
amina nao foram satisfatorios nas doses de luz de 30 J/cm?2, com concentracdes
de 50 e 100 uM. Tal comportamento reforga as observacdes feitas por Mahmoud
et al. (2024 e Beirdo et al. 2014, que descrevem a resisténcia relativa de P.
aeruginosa a inativacédo por fotossensibilizadores catibnicos em concentracdes
de 25 uM sob dose de luz de 100 J/cm?, mantendo-se viavel mesmo apés o

tratamento fotodinamico.

A resisténcia de P. aeruginosa frente a TFD é atribuida a presenca de uma
membrana externa rica em polissacarideos, que, juntamente com as bombas de
efluxo como o sistema MexAB-OprM, contribui para a resisténcia a antibiéticos.
De modo semelhante, em E. coli também séo observados sistemas de efluxo,
como o AcrAB-TolC que impedem o acumulo intracelular do fotossensibilizador,
conforme descrito por Da Cunha et al. 2025.

De acordo com Leus et al. 2023, embora ambas as bactérias sejam Gram-
negativas, existe uma diferenca drastica em relacdo a permeabilidade aos
tratamentos antimicrobianos. I1sso se deve ao fato de que E. coli apresenta uma
membrana mais simples e menos reticulada, enquanto P. aeruginosa possui uma

estrutura de membrana mais complexa e altamente seletiva.

Embora seja possivel observar o bom desempenho dos fotossensibilizadores
Chl-amina e Chl-cat nas condi¢coes de 100 uM e 45 J/cm?, que se mostraram
satisfatorias para a inibicdo total de Pseudomonas aeruginosa, € importante

ressaltar o papel das cargas positivas presentes na estrutura dos
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fotossensibilizadores. Essas cargas favorecem a interacdo eletrostatica com a
superficie bacteriana, de modo que um maior numero de porc¢des catidnicas
tende a promover melhor adesao celular e, consequentemente, maior geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse comportamento esta em
concordancia com os resultados de Orlandi et al. (2021), que investigaram
porfirinas dicationicas em concentra¢des de 30 uM e dose de luz de 30 J/cm?,

obtendo eliminacdo completa do microrganismo. Meerovich et al. (2019).

4.0 Salmonella typhimurium

Os dados referentes ao experimento com Salmonella, utilizando
fotossensibilizadores nas concentra¢des de 50 e 100 uM e doses de luz de 30 e
45 J/cm?, podem ser observados na Figura 20. O grupo controle Salmonella
contém apenas o microrganismo, sem FS e sem irradiacdo. No grupo controle
luz, ndo ha FS; contudo, este grupo é irradiado com a dose maxima de 45 J/cmz.
Nos grupos controle Chl-cat, Chl-amina e AM n&o ha irradiagéo, sendo utilizados
apenas 0 microrganismo e 0s respectivos FS, isso demonstra que o0s

fotossensibilizadores apenas ndo sao toxicos no escuro.
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Figura 20: Inativagéo de Salmonella com 30 J/cm? e 45 J/cm2 com a clorina catibnica, clorina
amina e Azul de metileno, nas concentracées de 50 uM e 100 uyM. Controle: Salmonella
(somente microrganismo) + FS a 100 yM, sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/cm?). Os
resultados dos experimentos indicados com (***) diferem significativamente do controle de

Salmonella no nivel de significancia p < 0,05. Fonte: Autor 2026.

Os resultados obtidos com a dose de 30 J/cm? e concentragdes de 50 e 100 uM
demonstram que o azul de metileno promoveu inativagdo dos microrganismos,
enquanto a Chl-cat reduziu aproximadamente 1 log na condi¢cdo de 30 J/cm? e
100 uM. Ja a Chl-amina ndo apresentou capacidade de inativacdo nessas

condicoes.

A analise estatistica por meio do teste ANOVA revelou valores de p inferiores a
0,05, evidenciando diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais e 0s respectivos controles, o que levou a rejeicdo da hipbtese

nula.

Nos experimentos realizados com a dose de 45 J/cm? e concentracdes de 100
MM, o azul de metileno também resultou uma excelente em inativagcdo do
crescimento microbiano. A Chl-cat promoveu uma reducéo de cerca de 3 logs,
enguanto a Chl-amina apresentou reducao aproximada de 1 log, demonstrando
mais uma vez a importancia de cargas positivas na estrutura dos

fotossensibilizadores para a inativagdo de microrganismos Gram negativos.

Em estudos recentes, Pinheiro et al. (2024) avaliaram a fotoinativacdo mediada
por porfirinas tetracatibnicas contra bactérias provenientes de alimentos,
incluindo Salmonella. Os autores empregaram concentragdes inferiores as
utilizadas no presente estudo (17,5 uM) e uma dose de luz consideravelmente
mais elevada (270 J/cm?), obtendo reducbes entre 3 e 4 logs nas cepas

analisadas.

Shao et al. (2024) avaliaram a eficacia da clorina e6 catibnica na inativacdo de
Salmonella em sucos, empregando a concentragao de 10 ug/mL e doses de luz
de 30 e 90 J/cm2. Os autores reportaram reducdes de 4 logs para a dose de 30

J/icm2 e de 5 logs para 90 J/cmz2.
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De acordo com Prasad et al. (2024), analisaram a eficacia do azul de metileno
na inativacdo da Salmonella, empregando a concentracao de 3,13 yM e uma
dose de luz de 76.8 J/lcm2 com irradiacdo em 660 nm, resultando em uma
reducdo de 4 logs. Essas evidéncias reforcam que os fotossensibilizadores
contendo grupos catidbnicos ou dicatibnicos tendem a apresentar maior
agregacdo na superficie bacteriana devido a carga positiva, favorecendo a

interacao eletrostatica.

Consequentemente, a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
0 oxigénio singlete, é intensificada, uma vez que a neutralizacdo parcial das
cargas positivas reduz a agregacao do fotossensibilizador, aumentando sua
eficiéncia fotodinamica. Essa observacéao € corroborada por Zhang et al. (2022),
gue desenvolveram fotossensibilizadores dicationicos e anfifilicos derivados do
azul de metileno, demonstrando elevada eficacia na inativacdo de bactérias

Gram negativas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem inferir que a insercado de grupos catiénicos na
estrutura das moléculas sintetizadas mostrou-se uma estratégia promissora para
a inativacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Este trabalho
reforca a importdncia de buscar alternativas mais sustentaveis, como o0s
fotossensibilizadores, diante de probleméticas que afetam a populacdo mundial,

especialmente a resisténcia microbiana.

Ao longo do trabalho, é possivel observar que foram utilizadas cepas de
bactérias comuns em ambientes recorrentes, como agua, alimentos, ar e solo,
entre outros. Essas bactérias podem tornar-se resistentes por meio da aquisi¢cao
de genes, o que reforca a necessidade de maior conscientizagdo quanto ao uso
adequado de antibioticos. Nesse contexto, torna-se possivel relacionar os
resultados com os objetivos propostos pelas ODS, especialmente o ODS 3, que
aborda saude e bem-estar, e 0 ODS 12, que trata do consumo e da producéo

responsaveis, entre outros.
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A semi-sintese de derivados de clorofila é importante uma vez que a estrutura
das clorinas ja é obtida de fonte natural, minimizando etapas sintéticas. A
clorofila passa por pequenas modificagdes estruturais a fim de torna-las mais
eficientes, isso faz com que se minimize o uso de grandes quantidades de

solventes e reagentes em laboratério, contribuindo para a sustentabilidade.

O uso dos calculos tedricos é de fundamental importancia, pois consegue prever
as bandas de absorcédo dos fotossensibilizadores, sem ter que realizar toda a
sintese e com isso minimiza o uso de solventes e reagentes no laboratdrio.
Contudo, é importante determinar um calculo que seja ideal para estes tipos de

fotossensibilizadores.

Em comparacéo ao azul de metileno, as clorinas catibnicas podem ser obtidas a
partir de biomassa renovavel, como a Spirulina maxima, apresentando baixa
toxicidade celular, elevada biocompatibilidade e maior sustentabilidade. Além
disso, 0 uso dessa microalga como matéria-prima contribui para a reducao da
pegada de carbono, uma vez que sua produc¢do esta associada a fixacdo de CO,

durante o cultivo.

Como possiveis estudos futuros, os fotossensibilizadores semi-sintetizados,
como a Chl-cat e a Chl-amina, poderédo servir de base para pesquisas em areas
especificas, incluindo descontaminacdo de alimentos, aplicacbes médicas,

esterilizacdo de agua, entre outras.
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Espectro de'H-RMN da clorina - amina em cloroférmio deuterado
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Espectro de 'H-RMN da clorina - catidnica em cloroférmio deuterado
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