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RESUMO 

 

As infeções por microrganismos multirresistentes (MDR) são um dos grandes 

desafios para os sistemas de saúde e para as empresas farmacêuticas e prevê-se que 

este problema aumente, consideravelmente, ao longo das próximas décadas. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) informou que podemos retornar à época onde 

infeções comuns e ferimentos leves podem matar, causando consequências desastrosas 

ao longo da vida. Existe, assim, uma necessidade urgente de uma nova classe de 

antibióticos ou de um novo tratamento que seja eficaz contra as espécies 

multirresistentes. As infeções podem ser causadas por diferentes tipos de 

microrganismos, como bactérias, vírus, fungos ou parasitas.  

Do ponto de vista biológico, as bactérias podem ser dividas em dois grupos, as gram-

positivas ou as gram-negativas. Estes dois grupos possuem diferenças nas suas paredes 

celulares. Uma grande parte dos estudos de terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) 

são realizados com bactérias na forma planctónica, contudo as bactérias persistem em 

ecossistemas de biofilmes e raramente em culturas de uma única espécie. Nos biofilmes, 

os microrganismos são notavelmente menos suscetíveis aos antimicrobianos em 

comparação com os seus homólogos planctónicos.  

Para além das infeções causadas por células bacterianas, os vírus são muito 

abundantes e podem ser encontrados em uma ampla variedade de formas. Eles têm a 

capacidade de infetar células eucarióticas ou procarióticas para forçá-las a produzir 

milhares de cópias do vírus infetante.  

A terapia fotodinâmica antimicrobiana surgiu, deste modo, como uma proposta 

promissora para o tratamento de infeções localizadas, especialmente infeções cutâneas 

ou mucosas. A terapia fotodinâmica (PDT) consiste na administração de um 

medicamento ou de um corante não tóxico, designado como fotossensibilizador (PS, do 

inglês photosensitizer). Após um determinado intervalo de tempo, a lesão é iluminada 

com luz visível, com um comprimento de onda específico absorvido pelo PS 

administrado. O PS após absorver a luz fica num estado eletrónico excitado e reage com 

moléculas de oxigénio levando à formação de espécies reativas de oxigénio (ROS).  
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O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o potencial de uma clorina catiónica 

como possível fotossensibilizador em terapia fotodinâmica antimicrobiana. 

Primeiramente, foi avaliada a capacidade deste composto em reduzir a carga viral, em 

células HEK que expressam o recetor ACE2 e que se encontram infetadas com partículas 

lentivirais pseudotipadas, garantindo a viabilidade celular destas células. Numa das 

experiências, o fotossensibilizador foi ativado juntamente com o vírus e só depois foi 

adicionado às células. Nesta experiência, verificou-se que ocorria uma redução de cerca 

de 50 % da carga viral em condições que eram mantidas a viabilidade celular. Numa 

segunda condição, as células foram incubadas com o vírus e com o PS e só depois 

ocorreu a irradiação diretamente nas células. Nas condições de realização deste ensaio, 

a viabilidade celular após tratamento foi muito baixa e é necessário a realização de um 

novo ensaio de forma a garantir condições em que haja viabilidade celular elevada.  

Numa segunda parte do trabalho, o objetivo consistiu em avaliar a atividade do 

fotossensibilizador para iluminação de bactérias gram-positivas e gram-negativas na 

forma planctónica e na forma de biofilmes, garantindo sempre, condições de viabilidade 

celular para as células hospedeiras. Os resultados obtidos mostram que com apenas 0,3 

µM de fotossensibilizador, incubado por 1 hora e com apenas 5 J/cm2 já é possível obter 

uma redução de 3 log de CFU/ml nas bactérias S. aureus, enquanto que com as E. coli 

são precisos 0,4 µM de fotossensibilizador para se verifica esta redução. 

Nos biofilmes, a redução de pelo menos 3 log de CFU/ml só foi atingida usando uma 

concentração de 50 µM com 1h de incubação e 4 J/cm2. Por fim, com 10 µM de PS foi 

realizado um estudo para verificar se o tempo de incubação tinha influência e 

verificamos que ao aumentar o tempo de incubação do fotossensibilizador em contacto 

com o biofilme antes da irradiação, a inativação era maior. 

 

Palavras-Chave: Terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT); Fotossensibilizador; 

Clorina catiónica; Vírus; Bactérias Gram-positivas; Bactérias Gram-negativas; Biofilmes.  
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ABSTRACT 

 

Infections by multidrug-resistant microorganisms (MDR) are a major challenge for 

health systems and pharmaceutical companies, and this problem can be expected to 

increase considerably over the coming decades. The World Health Organization (WHO) 

has reported that we can return to a time when common infections and infectious 

diseases can kill. There is thus an urgent need for a new class of antibiotics or a new 

treatment that is effective against multidrug-resistant species. Infections can be 

sensitive to different types of microorganisms such as bacteria, viruses, fungi, or 

parasites. 

From a biological point of view, bacteria can be divided into two groups: gram-

positive or gram-negative. These two cell groups have differences in their walls. A large 

part of the studies done on antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is carried out 

with bacteria in planktonic form, but persistent bacteria form biofilm ecosystems and 

rarely of a single species. In biofilms, bacteria are notably less accessible to 

antimicrobials compared to their planktonic counterparts. 

In addition to very flexible bacterial cell infections, viruses are plentiful and can be 

found in a variety of forms. They all have the common ability to infect eukaryotic or 

prokaryotic cells and force them to produce copies of infective viruses. 

Antimicrobial photodynamic therapy has emerged as a promising proposal for the 

treatment of localized infections, especially skin infections or infections of mucous 

membranes. Photodynamic therapy (PDT) consists of the administration of a drug, 

which is a non-toxic dye called a photosensitizer (PS). After a certain time, the lesion is 

illuminated with visible light, with a specific wavelength absorbed by the administered 

PS. The PS after absorbing light is in an excited oxygen state and reacts with oxygen 

molecules, forming reactive oxygen species (ROS). 

The objective of this work is to evaluate the potential of a cationic chlorin as a 

possible photosensitizer in antimicrobial photodynamic therapy. First, the ability of this 

compound to reduce viral load was evaluated in HEK cells that express the ACE2 

receptor and that are infected with pseudo typed lentiviral particles, guaranteeing the 
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cell viability of these cells. In one of the experiments, the photosensitizer was activated 

together with the virus and only then was it added to the cells. In this experiment, a 

reduction of about 50% in viral load was found to occur under conditions that 

maintained cell viability. In a second condition, the cells were incubated with the virus 

and with the PS, and the irradiation occurred directly in the cells. Cell viability was low 

in this assay, and it is necessary to carry out new experiments to guarantee conditions 

in which cell viability is high. 

In a second part of the work, the objective was to evaluate the activity of the 

photosensitizer towards gram-positive and gram-negative bacteria in planktonic and 

biofilm form, always ensuring cell viability conditions for the human cells. The results 

show that it is possible to obtain a reduction of 3 log CFU/ml in S. aureus bacteria with 

only 0.3 µM of photosensitizer, incubated for 1 hour, and with only 5 J/cm2, whereas in 

E. coli, 0.4 µM of photosensitizer is required to verify this reduction. 

In biofilms, a reduction of at least 3 log CFU/ml was only achieved using a 

concentration of 50 µM with 1 h of incubation and 4 J/cm2. Finally, with 10 µM of PS, a 

study was carried out to verify if the incubation time had an influence, and we found 

that by increasing the incubation time of the photosensitizer in contact with the biofilm 

before irradiation, the inactivation was greater. 

 

Key words: Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT); photosensitizer; Cationic 

chlorin; Virus; Gram-positive bacteria; Gram-negative bacteria; Biofilms. 
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Capítulo 1 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

1. Infeções por microrganismos multirresistentes 

 

As infeções por microrganismos multirresistentes (MDR) são um dos grandes 

desafios para os sistemas de saúde e para empresas farmacêuticas. Prevê-se que este 

problema aumente, consideravelmente, aos longo das próximas décadas. Estima-se que 

em 2050, 10 milhões de pessoas morram por infeções resistentes a antibióticos, 

ultrapassando o número de mortes por cancro e por diabetes.1 Dados divulgados em 

2019, revelam que apenas nos Estados Unidos, mais de 2,8 milhões de pessoas 

adquirem infeções resistentes a antibióticos, resultando em mais de 35000  mortes.2 

As infeções podem ser causadas por diferentes tipos de microrganismos, como 

bactérias, vírus, fungos ou parasitas.3 A elevada capacidade dos microrganismos se 

tornarem resistentes deve-se à sua alta taxa de reprodução e plasticidade genética, 

possibilitando que estas espécies se adaptem a ambientes desfavoráveis e consigam 

sobreviver. Para além disso, o mecanismo de ação dos antibióticos envolve uma 

interação muito específica com um determinado alvo e as bactérias têm a capacidade 

de evoluir alterando essa interação específica.3 Apesar das pandemias mais recentes, 

como a pandemia de SARS-CoV-2, ser de origem viral, a resistência de espécies 

bacterianas a antibióticos poderá se tornar numa das doenças mais mortais do mundo 

nas próximas décadas.4 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) informou que podemos retornar à época 

onde infeções comuns e ferimentos leves podem matar, causando consequências 

desastrosas ao longo da vida e ao longo das gerações.5 Em muitas partes do mundo, os 

tratamentos são cada vez menos eficazes devido à resistência aos tratamentos 

existentes.6  
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A resistências antimicrobiana já se verifica há muito tempo como o caso da 

penicilina, que foi sintetizada por um mofo como defesa natural contra a bactérias.7 

Conhece-se que estirpes da bactéria Staphylococcus aureus têm resistência aos 

antibióticos derivados de penicilina desde a introdução da penicilina no uso clinico.  

Apesar da descoberta dos antibióticos ter sido um grande avanço na ciência e de 

terem salvo milhões de vidas, tratando e impedindo infeções bacterianas, o uso 

excessivo e inadequado de antibióticos impulsionaram o aumento de espécies 

multirresistentes.8 O consumo global de antibióticos atingiu em 2015, 42 bilhões de 

doses diárias definidas (DDD, do inglês defined daily doses) para uso humano, e prevê-

se que aumente para 128 bilhões de DDD em 2023.9 Este número é agravado pelo uso 

de antibióticos em animais. Segundo um relatório de vigilância de 2014 do Centro 

Europeu de Controle de Doenças, da Agência Europeia de Segurança Alimentar e da 

Agência Europeia de Medicamentos estimou que em 28 estados-membros da União 

Europeia, 8927 toneladas de princípios ativos antimicrobianos foram usados para 

animais, em comparação com às 3821 toneladas usadas para fins médicos.10 Mais de 

70% dos antibióticos aprovados pela FDA são usados na pecuária. 11  

A resistência microbiana aos antibióticos, tanto em ambientes comunitários como 

em ambientes hospitalares, prevê-se que continue a aumentar, deste modo, existe uma 

necessidade urgente de uma nova classe de antibióticos ou de um novo tratamento que 

seja eficaz contra as espécies multirresistentes.4,12  A OMS publicou uma lista das cepas 

bacterianas para as quais há uma necessidade urgente de novas soluções terapêuticas.13 

Para além da resistência a infeções antibacterianas, as infeções virais também 

apresentam resistência ao tratamento. Os tratamentos envolvem, sobretudo, 

mecanismo de replicação viral e se este tratamento não for 100% eficaz, leva a que 

alguns genomas possam replicar-se e levar a uma adaptação à resistência. Isto deve-se 

às grandes populações e mutações dos vírus. Deste modo, é necessário um constante 

desenvolvimento e inovação de medicamentos antivirais.14 Vírus encapsulados como a 

hepatite C, influenza A, HIV e SARS-CoV-2 são particularmente propensos a mutações e 

podem desenvolver mais rapidamente resistências às terapias atuais.15  
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A 3 de Agosto de 2022,  foram confirmados 575.887.049 casos de COVID-19 e 

6.398.412 mortes, Figura 1.16 Em Portugal houve 5.338.926 de casos confirmados e 

24.595 mortes.17 Estes número mostram a urgência de uma nova abordagem 

terapêutica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representação escalar dos casos de covid no mundo. Adaptado de: World Health 

Organization, disponível em < https://covid19.who.int/>, acedido em 3 de Agosto de 2022) 
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2. Bactérias  

2.1 Bactérias na forma planctónica 

Do ponto de vista biológico, as bactérias podem ser dividas em dois grupos, as gram-

positivas ou gram-negativas. Estes dois grupos possuem diferenças nas suas paredes 

celulares. Podemos observar as diferenças estruturais destas paredes celulares através 

da Figura 2.  

As bactérias gram-positivas são formadas por uma única bicamada lipídica composta 

por, aproximadamente, 80% de fosfatidilglicerol e 20% cardiolipina.18 Esta membrana é 

composta por camadas de peptidoglicanos conectados que conferem à parede celular 

uma alta porosidade e espessura. Dentro da camada de peptidoglicanos existem 

copolímeros de fosfato de glicerol ou fosfato de ribitol e carboidratos, ligados através 

de ligações fosfodiéster, chamados de ácidos teicóicos e ácidos lipoteicóicos.19 O facto 

de estas camadas serem altamente porosas, permitem que macromoléculas se 

difundam facilmente na membrana citoplasmática.20   

As bactérias gram-negativas apresentam um citoplasma rodeado por uma bicamada 

interna de fosfolípidos contendo proteínas membranares. A bicamada interna de 

fosfolípidos é composta por, aproximadamente, 80% de fosfatidiletanolamina 

zwitteriônica, 15% de fosfatidilglicerol aniónico e 5% de cardiolipina aniónica.21 Esta 

membrana é seguida por uma pequena camada de peptidoglicano ligada à bicamada 

externa de fosfolípidos através de lipoproteínas. A membrana externa é composta por 

lipossacarídeos ricos em grupos fosfatos, compostos por uma porção lipídica ligados a 

polissacarídeos.22 Os canais de porina na membrana externa permitem a absorção de 

moléculas polares como água e nutrientes. Deste modo, a membrana das bactérias 

gram-negativas é considerada uma membrana carregada negativamente capaz de 

limitar a absorção por difusão passiva de moléculas e também aquelas com peso 

molecular (MW) superior a 600 Da.21 No caso de antibióticos ou moléculas catiónicas, 

estas podem penetrar mais facilmente as membranas das bactérias gram-negativas, em 

comparação a outros antibióticos, através de interações electroestáticas com os 

lipossacarideos.23  
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Figura 2. Representação esquemática das membranas biológicas das bactérias Gram-

positivas (Figura 1.a) e Gram-negativas (Figura 1.b). No esquema representativo podemos 

observar os ácidos teicóicos e lipoteicóicos característicos da bactéria Gram-positiva. No 

esquema representativo da bactéria Gram-negativa podemos observar as duas membranas de 

fosfolípidos, externa e interna, e os canais de porina típicos desta classe de bactérias. 

 

2.2 Biofilmes 

Uma grande parte dos estudos feitos de terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) 

são realizados com bactérias na forma planctónica, contudo as bactérias persistem em 

ecossistemas de biofilmes e raramente em culturas de uma única espécie.24  

Os biofilmes são uma comunidade bem organizada de microrganismos envolvidos 

em uma matriz derivada do hospedeiro de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) 

enraizadas em uma superfície biótica (superfícies de tecidos) ou abiótica (dispositivos 

médicos).25 As EPS conferem proteção ao biofilme uma vez que têm a capacidade de se 

ligar ao antimicrobiano e contribuir para a sua inativação, restringindo e dificultando a 

penetração através do biofilme.26 Na Figura 3, temos representado um esquema da 

estrutura do biofilmes, para além das EPS os biofilmes também apresentam na sua 

composição células sensoras de quórum. Estas células permitem que haja um sistema 

de comunicação intracelular, um fator importante também para a resistência.26 

b) a) 
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Figura 3. Representação esquemática da estrutura de um biofilme. Na figura podemos 

observar fungos, bactérias, células persistentes, células de sensoras de quórum e EPS 

responsáveis pela formação do biofilme. (Adaptado de: Martins Antunes de Melo, W. de C; et 

al., 2021)  

2.3 Formação do Biofilmes 

A formação do biofilme é dividida na fase reversível e na fase irreversível, onde se 

dá a maturação do biofilme, a dispersão e propagação, Figura 4. A adesão reversível 

ocorre quando as células planctónicas aderem a uma área superficial (biótica ou não 

biótica) na presença de fatores de virulência como adesinas, pili, flagelo, fímbrias e 

glicocálice e na presença de reações químicas como forças de van der Waals, forças 

eletrostáticas e efeito hidrofóbico, iniciando a formação do biofilme.27,28 Nesta fase, as 

células microbianas são suscetíveis aos antimicrobianos. De seguida, passamos para a 

fase irreversível. Nesta etapa os microrganismos começam a crescer e a se replicar, 

formando colónias que sofrem modificações transcricionais para adesão, promovendo 

troca de substrato, distribuição de importantes produtos metabólicos e excreção de 

produtos metabólicos finais. Nesta fase também é secretado EPS, tornando as células 

do biofilme menos suscetíveis à defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos. Na fase de 

maturação do biofilme, a quantidade de matriz extracelular aumenta ao redor das micro 

colónias devido à secreção contínua de EPS e dá-se o início do sistema de comunicação 

intracelular através das moléculas sensoras de quórum (quorum-sensing, QS). Ambos os 

acontecimentos são importantes fatores de resistência. Quando o biofilme já se 
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encontra maduro, contém uma alta concentração de EPS e contém cavidades entre eles 

que funcionam como canais de transporte de água, nutrientes e células planctónicas por 

toda a comunidade do biofilme. A dispersão do biofilme envolve o desprendimento do 

biofilme devido à restrição de nutrientes para as células e as células procuram outra 

área de superfície para continuarem a sobreviver. No final do ciclo dá-se a propagação. 

Nesta fase o biofilme começa um novo ciclo.26,29,30 

 

Figura 4. Fases de formação de um biofilme. 1) Adesão: células planctónicas aderem a uma 

área superficial. 2) Maturação: quantidade de matriz extracelular aumenta ao redor das micro 

colónias devido à secreção contínua de EPS e do início do sistema de comunicação intracelular 

através das moléculas sensoras de quórum. 3) Dispersão: desprendimento do biofilme devido 

à restrição de nutrientes para as células. 4) Propagação: Início de um novo ciclo.  

 

Nos biofilmes, os microrganismos são notavelmente menos suscetíveis aos 

antimicrobianos em comparação com os seus homólogos planctónicos.31 Quando se 

trata de um biofilme, os mecanismos de tolerância e de resistência incluem uma 

penetração lenta do antimicrobiano através da matriz do biofilmes, há um 

microambiente alterado dentro do biofilmes, ocorre uma resposta diferente ao estresse 

das células bacterianas e há uma formação de uma subpopulação de células 

persistentes.24 

O biofilme possui um microambiente alterado uma vez que, há uma penetração 

limitada de oxigénio e nutrientes através do biofilme. Isto promove uma baixa atividade 
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metabólica dos microrganismos e consequentemente, diminui os efeitos 

antimicrobianos, pois maior parte dos antimicrobianos atuam em processos de 

crescimento como por exemplo, a replicação e síntese da parede celular. 32 

Os biofilmes são prejudiciais à saúde, pois estão associados a infeções crônicas. 

Quando o tratamento antibiótico é retirado estes têm tendência a voltar a crescer 

contribuindo para a tenacidade dos biofilmes.33 Estes têm sido um dos problemas mais 

significativos enfrentados pela saúde pública, estimando-se serem responsáveis por 

cerca de 80% de todas as infeções, causando muitas mortes e altos custos de saúde em 

todo o mundo.27   

2.4 Efeito bacteriostático vs. Efeito bactericida 

Quando estamos a lidar com infeções bacterianas é importante distinguir o efeito 

bacteriostático do efeito bactericida. O efeito bacteriostático consiste em manter as 

bactérias numa fase estacionaria do seu crescimento enquanto, o efeito bactericida 

consiste em extinguir as bactérias e estas morrem.1  

Primeiramente, é importante apresentar duas definições. A concentração inibitória 

mínima (CIM) que é definida como a concentração que inibe o crescimento bacteriano 

visível em 24 horas de crescimento em um meio específico, a uma temperatura 

específica e a uma concentração específica de dióxido de carbono. Em segundo lugar, a 

concentração bactericida mínima (MBC) é a concentração de um fármaco que resulta 

em uma redução de 1000 vezes da densidade bacteriana em 24 horas de crescimento 

nas mesmas condições específicas. A definição de um antibiótico bactericida é aquela 

para a qual há uma inativação bacteriana acima dos 99,9% enquanto os agentes 

bacteriostáticos matam cerca de 90%-99% de bactérias do inóculo.34 

No entanto, esta medida não é totalmente adequada para fotossensibilizadores uma 

vez que, concentrações mais baixas de fotossensibilizador podem ser parcialmente 

compensadas por doses mais altas de luz. Para além disso, os tempos de incubação 

relevantes para fotossensibilizadores, cerca de 1 h, e para antibióticos, entre 18–24 h, 

são bastante diferentes.  
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3. Vírus 

A crise pandémica de COVID-19 levou a vários esforços na ciência e na medicina para 

encontrar soluções para milhares de pacientes todos os dias.  

Os vírus são muito abundantes e podem ser encontrados em uma ampla variedade 

de formas. Eles têm em comum a capacidade de infetar células eucarióticas ou 

procarióticas para forçá-las a produzir milhares de cópias do vírus infectante.15 

3.1 Estrutura do vírus SARS-CoV-2  

A entrada do coronavírus na célula depende da ligação da glicoproteína Spike (S) a 

um recetor específico e subsequente ativação da proteína S. A glicoproteína S é 

composta por uma subunidade S1, Figura 5, que medeia a ligação ao recetor hospedeiro 

e uma subunidade S2 que induz a fusão do envelope viral com as membranas celulares. 

A entrada na célula é promovida pela forte ligação entre o SARS-CoV-2 e a enzima de 

conversão da angiotensina humana 2 (hACE2), o que também explica a transmissão 

eficiente do SARS-CoV-2 em humanos.35,36,37 O recetor de entrada hACE2 e a protéase 

TMPRSS2 associada à entrada viral são altamente expressos nas células epiteliais nasais, 

o que destaca seu papel na infeção inicial e também como possíveis reservatórios para 

disseminação dentro ou entre indivíduos.38 Essas descobertas abriram o caminho para 

o design de diagnósticos, vacinas e terapêuticas para o COVID-19.15 

Após a entrada do vírus dentro da célula, o próximo passo é a entrega do material 

genético viral, e a sua tradução para produzir proteínas de replicação viral. Estas 

proteínas vão-se ligar seletivamente ao RNA viral, envolvendo proteínas do hospedeiro 

e levam ao recrutamento do RNA viral da tradução à replicação em complexo de 

replicação viral. Os RNAs são libertados iniciando, assim, um novo ciclo de tradução e 

replicação, tornam-se vírus encapsulados e saem da célula.39 
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Figura 5. Diagrama e estrutura cristalográfica da proteína Spike. (Adaptada Grobbelaar, L. 
M.; et al., 2021)  

 

3.2 Antivirais para COVID-19 

Bamlanivimab foi o primeiro anticorpo monoclonal desenvolvido e autorizado para 

tratar a COVID-19 e de seguida surgiu o Etesevimab. Estes fármacos são anticorpos 

monoclonais de imunoglobulina G1 (IgG1) neutralizantes que se ligam ao recetor da 

proteína spike.40 Porém, estes fármacos só devem ser usados após uma avaliação de 

cada caso especifico uma vez que, o vírus após sofrer mutações deixa de ser sensível a 

estes princípios ativos e cria assim resistência.41 O Bamlanivimab e Etesevimab são 

seletivos para determinadas variantes.41 

Em outubro de 2022, o FDA (do inglês Food and Drug Administration) aprovou o 

remdesivir, um antiviral de amplo espetro, como o primeiro tratamento para a COVID-

19, com base em ensaios onde foi demonstrado que pacientes hospitalizados podiam 

recuperar mais rapidamente e terem maior alívio dos sintomas.42 Porém, a mortalidade 

continuou a ser bastante elevada.  

Anteriormente, em junho de 2020, um comunicado à imprensa divulgou que a 

dexametasona, um potente corticosteróide anti-inflamatório com amplos efeitos na 

imunidade inata e adaptativa, poderia reduzir em 8 a 26% a mortalidade em 28 dias de 

pacientes com COVID-19 grave.43 
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Atualmente, a dexametasona é recomendada para uso isolado ou em combinação 

com remdesivir para pacientes que necessitam de oxigénio suplementar.44 Uma 

variedade de outras pequenas moléculas mostraram eficácia in vitro contra SARS-CoV-

2 e foram propostas para o tratamento com COVID-19, mas ainda não se traduziram em 

benefícios clínicos significativos como o azul de metileno (MB).45 

3.2.1 Uso do azul de metileno para COVID-19 

Recentemente, alguns investigadores relataram o uso de azul de metileno (MB) para 

o tratamento de COVID-19. O azul de metileno quimicamente, cloreto de 3,7-bis (dimetil 

amino) fenotiazina-5-io é um corante tricíclico de fenotiazina de cor azul.46 O MB é 

usado há muito tempo como agente terapêutico e foi aprovado pelo FDA dos EUA para 

o tratamento de outras doenças, como a metemoglobinemia. A vantagem adicional do 

MB é o seu baixo custo.47 O MB sofre redução por nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato (NADPH) para produzir azul de leucometileno (leucoMB), que é um composto 

incolor, Figura 6.48  

 

Figura 6. Redução de metemoglobina pelo azul de metileno. NADP+= oxidado a partir de 

fosfato de dinucleotídeo de niconamida-adenina. NADPH= Reduzido a partir de fosfato de 

dinucleotídeo de niconamida-adenina. 

 

O MB permite a inibição da formação de ião superóxido (precursor de ROS) 

bloqueando a via da xantina oxidase, e da formação de óxido nítrico (precursor de RNS) 

inibindo diretamente a síntese de óxido nítrico e a produção de citocinas atenuando a 

via NF-κB e finalmente inibe também a produção de radicais livres e citocinas.49 
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3.2.2 Azul de Metileno na desinfeção fotodinâmica  

Um ensaio de desinfeção fotodinâmica, envolvendo 48 h de exposição, mostrou que 

o MB inibiu a entrada de um pseudovírus com a proteína SARS-CoV-2 S nas células 

HEK293T que expressam hACE2.45 O SARS-CoV-2 é um vírus de RNA envelopado e esses 

vírus são mais sensíveis à aPDT.50   

O uso de luz para tratar infeções relacionadas às vias aéreas é relativamente 

comum.15 Um estudo confirmou que as cargas virais são mais elevadas em zaragatoas 

nasais em comparação com zaragatoas da garganta nos primeiros dias após o início de 

sintomas.51 

Ainda não é claro se a proteção contra a infeção só pode ser alcançada antes de o 

vírus infetar as células, ou se a desinfeção fotodinâmica também é eficaz quando as 

moléculas do fotossensibilizador e os vírus estão dentro das células. No primeiro caso 

uma dose de luz curta pode favorecer a desinfeção fotodinâmica do vírus sem 

fototoxicidade para as células. Um estudo mostrou que era possível atingir uma redução 

da carga viral nasal favorecendo a recuperação e reduzindo a disseminação da doença 

através de desinfeção fotodinâmica usando como fotossensibilizador o azul de metileno 

e com baixas doses de luz.  Este estudo propõe a oportunidade de realizar desinfeção 

fotodinâmica da cavidade nasal e a nasofaringe de pacientes com COVID-19 com 

fototoxicidade local aceitável e sem toxicidade sistêmica.15 

No entanto, uma vez que o vírus infecta a célula, o grande desafiado é encontrar 

seletividade e foto-inativar o vírus sem a célula sofrer consequências. 
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4. Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana 

 

A terapia fotodinâmica antimicrobiana surgiu como uma proposta promissora para 

o tratamento de infeções localizadas, especialmente infeções cutâneas ou de 

mucosas.52  

O efeito fotodinâmico oncológico é denominado de terapia fotodinâmica. Já quando 

se trata da inativação de agentes como bactérias, fungos e vírus o efeito fotodinâmico 

é denominado de terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT).12 

A terapia fotodinâmica surgiu à cerca de 100 anos quando Oscar Raab, no laboratório 

de Hermann von Tapiener, descobriu que a iluminação de culturas microbianas na 

presença de acridina levava à morte celular.53 Com o avançar dos anos a terapia 

fotodinâmica foi tendo mais aplicações terapêuticas e atualmente, é direcionada para o 

tratamento de várias doenças neoplásicas, tendo sido aprovados vários 

fotossensibilizadores para o tratamento de tumores sólidos. 54 

4.1 Mecanismo da terapia fotodinâmica 

 A terapia fotodinâmica (PDT) consiste na administração de um medicamento que é 

um corante não tóxico, designado como fotossensibilizador (PS, do inglês 

photosensitizer). Após um determinado intervalo de tempo, a lesão é iluminada com luz 

visível, com um comprimento de onda específico absorvido pelo PS administrado.55 O 

PS após absorver a luz fica num estado eletrónico excitado e reage com moléculas de 

oxigénio levando à formação de espécies reativas de oxigénio (ROS).56 A molécula 

fotossensibilizadora fica no estado singleto quando é eletronicamente excitada, mas 

rapidamente passa para um estado tripleto ou decai para o estado fundamental. O 

tempo de vida relativamente longo do estado tripleto permite a transferência de 

energia para o oxigénio molecular e a geração de oxigénio singleto, ou a transferência 

de um eletrão para dar origem ao ião superóxido.57 

O processo fotodinâmico é iniciado quando uma molécula de fotossensibilizador (PS) 

absorve luz num comprimento de onda específico que corresponda às suas bandas de 

absorção. Isso causa uma transição do estado fundamental singleto (S0) para um estado 
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excitado singleto (S1, S2, ... Sn). Normalmente, se a transição ocorre para estados 

excitados singleto de ordem superior (S2 para Sn), uma transição rápida não radiativa 

para S1 ocorre através do relaxamento vibracional (RV) e conversão interna (IC). Sendo 

o estado S1 de curta duração, o PS voltará ao estado fundamental (S0) por emissão de 

fotões (fluorescência) ou conversão interna. Alternativamente, ele pode sofrer um 

cruzamento intersistemas (ISC) para um estado excitado tripleto (T1), que tem um 

tempo de vida mais longo.57 Posteriormente, o relaxamento para o estado fundamental 

pode ser novamente radiativo (fosforescência), por conversão interna ou por reação 

com moléculas oxigênio, que é a mecanismo chave para a foto-inativação de 

microrganismos.58 Aqui há dois mecanismos fotoquímicos possíveis: o tipo I envolve 

uma transferência de eletrões do PS diretamente ou indiretamente para o oxigénio, 

levando à formação de O2
•, H2O2 e HO•. O tipo II envolve uma transferência de energia 

para o oxigénio, formando oxigénio singuleto (1O2). Cada uma dessas espécies reativas 

de oxigénio possuem reatividade química diferente, sabe-se que, em geral, eles podem 

danificar quase todos os tipos de biomoléculas, incluindo proteínas, lipídios e ácidos. No 

caso de microrganismos como bactérias, fungos e vírus, o dano oxidativo acabará por 

levar à sua inativação, Figura 7.50,59 

 

Figura 7. Diagrama simplificado do mecanismo de ação da PDT. Demonstração das formas 

mais relevantes que podem originar a excitação do fotossensibilizador com um comprimento 

adequado. 
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4.2 Características de um bom PS 

Os PS usados na terapia fotodinâmica (PDT) devem satisfazer determinadas 

características, tais como: o baixo nível de toxicidade no escuro, absorver a 

comprimentos de onda na zona do vermelho ou infravermelho próximo para que a luz 

penetre nos tecidos, as bandas de absorção devem ser relativamente intensas 

(coeficiente de absorção molar > 10.000 M-1 cm-1) e devem ser eficientes na formação 

de ROS.55  

Para além das características acima enunciadas, os PS para aPDT também devem ser 

capazes de matar várias classes de células microbianas em concentrações relativamente 

baixas e baixas doses de luz. Na aPDT é muito importante que o PS seja seletivo para o 

tecido ou células alvo, seguro e não tóxico para células hospedeiras.60 

No início da aPDT, foram muitas as tentativas de matar microrganismos com 

fotossensibilizadores que eram usados para tratar cancro, mas mais tarde percebeu-se 

que essas estruturas não eram as mais ideais.61 Embora PS neutros e aniónicos possam 

matar bactérias gram-positivas o mesmo não se verifica nas gram-negativas. As 

bactérias gram-negativas necessitam de um PS com cargas positivas para se ligar ao 

exterior da bactéria e penetrar a barreira de externa das bactérias composta por 

polissacarídeos carregados negativamente.62  

PS com substituintes catiónicos, como grupos de amónio quaternário, permitem que 

haja uma absorção mais rápida quando comparado à absorção do PS pelas células 

hospedeiras, que ocorre lentamente ao longo do tempo.63 Portanto, se a luz for 

entregue logo após a aplicação do PS na área infetada, as células microbianas podem 

ser mortas sem causar danos no tecido hospedeiro.64  

Deste modo, a morte por PDT de bactérias Gram-positivas é definitivamente mais 

fácil de realizar do que a de bactérias Gram-negativas.20 Assim, é mais difícil obter PS 

para uso na aPDT de bactérias Gram-negativas, uma vez que sua barreira membranar 

impede a captação de PS aniónicos e neutros.65 

Alguns estudos mostraram que um elevado número de cargas catiónicas faz com que 

seja um PS muito eficiente contra bactérias Gram-negativas, mas um número mais 
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reduzido de cargas catiónicas é melhor para matar bactérias Gram-positivas e fungos.66 

Deste modo, a estrutura ideal de um PS antimicrobiano de amplo espectro deve 

envolver um equilíbrio cuidadoso entre as cargas catiónicas e o seu caráter hidrofóbico 

da molécula.67  

4.3 Vantagem da aPDT em relação ao uso de antibióticos  

A aPDT apresenta vantagens em relação às terapias antibióticas uma vez que tem a 

possibilidade de eliminar microrganismos independentemente do seu padrão de 

resistência. A aPDT permite um amplo espetro de atividade, tempo de resposta rápido, 

baixa probabilidade de efeitos colaterais adversos e custo moderado de tratamento. 

Duas limitações da aPDT são a possibilidade de recrescimento de microrganismos que 

não foram inativados durante a irradiação, e o facto de só ser adequada para 

tratamentos localizados.12  

Nos biofilmes, a aPDT também sugere ser uma boa abordagem, pois acredita-se ser 

capaz de iluminar os agentes produtores de biofilme, agindo simultaneamente em 

múltiplos alvos locais e variáveis. Esta técnica inespecífica supera os mecanismos 

tradicionais de resistência, diminuindo assim a incidência de desenvolvimento de 

resistência aos medicamentos.33 

4.4 Fontes de Luz na PDT 

Na PDT podem ser usadas diferentes fontes de luz de acordo com o 

fotossensibilizador a ser usado. As fontes de luz podem ser lâmpadas de xenônio, díodos 

emissores de luz (LEDs), feixes de laser e dispositivos de fibra ótica. Na aPDT pode ser 

usada uma ampla gama de luz: infravermelho próximo (NIR) (700–810 nm), vermelho 

(600–700 nm), amarelo (550–600 nm), verde (490–550 nm), azul (400–490 nm) e 

ultravioleta A (UVA) (330-400 nm), Figura 8.30 Apesar das diferentes gamas de 

comprimentos de onda, são preferíveis comprimentos de onda mais elevados uma vez 

que a sua penetração nos tecidos é mais profunda.56  
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Figura 8. Espetro eletromagnético da luz visível. Adaptado de: Karalak G., dreamstime, 

disponível em < https://pt.dreamstime.com/infographic-da-cor-do-espectro-vis%C3%ADvel-

luz-solar-image123033953 >, acesso em 08 de agosto de 2022. 

Se estivermos a usar um fotossensibilizador que é uma porfirina, a banda de Soret é 

em torno do 400 nm e daí a fonte de luz a ser usada deve ser dentro desse comprimento 

de onda. Quando estamos perante um fotossensibilizador como uma clorina ou uma 

ftalocianina onde o seu pico de absorção é a 650 e 700 nm, respetivamente, a irradiação 

deve ser feita usando uma lâmpada da zona do vermelho. Na Figura 9, temos uma 

demonstração dos diferentes espetros de absorção de diferentes compostos. O uso de 

fotossensibilizadores com comprimentos de onda mais longos é um facto muito 

importante a ter em conta uma vez que, a penetração de luz vermelha de NIR nos 

tecidos humanos é muito melhor.30 

 

Figura 9. Demonstração de exemplos de espetros de absorção de uma porfirina 

(vermelho), uma clorina (verde), uma bacteroclorina (roxo) e ftalocianina (azul). No espetro 

estão rodeados os diferentes picos de absorção de cada composto.   

https://pt.dreamstime.com/infographic-da-cor-do-espectro-vis%C3%ADvel-luz-solar-image123033953
https://pt.dreamstime.com/infographic-da-cor-do-espectro-vis%C3%ADvel-luz-solar-image123033953
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Nos dias de hoje, os LEDs tornaram-se as fontes de luz mais usadas devido às suas 

vantagens. Os LEDs são mais seguros, mais baratos e são mais fáceis de utilizar.30 

 

4.5 Fator de Correção  

Uma definição adequada de dose de luz em PDT deve considerar o número de fotões 

absorvidos. Isto pode ser conseguido sobrepondo o espectro de absorção do 

fotossensibilizador com o espectro de emissão da fonte de luz. 

Conhecendo a taxa de fluência total em mW/cm2 emitida pela lâmpada, é possível 

calcular o fator de correção para o número de fotões emitidos pela lâmpada 

efetivamente absorvidos pelo fotossensibilizador, por comparação com os fotões 

absorvidos quando uma fonte de luz monocromática ideal emite no pico de energia mais 

baixo do espectro de absorção do fotossensibilizador. A sobreposição de ambos os 

espectros, fornece o fator de correção da dose de luz que reflete o número real de 

fotões absorvidos. Isso significa que a taxa de fluência da luz emitida por esta lâmpada 

fluorescente deve ser multiplicada pelo fator de correção para fornecer a dose de luz de 

uma fonte de luz monocromática equivalente. Essa correção minimiza as discrepâncias 

entre as doses de luz fornecidas por diferentes fontes de luz (por exemplo, banda larga, 

LEDs, laser).68 

 

4.6 Vias de entrega na PDT em comparação com a aPDT 

Há uma grande diferença entre PDT para tratar doenças cancerígenas e para tratar 

infeções quando se trata da via de entrega do PS.67 A melhor maneira de entregar o PS 

em pacientes com cancro é injetar o composto por via intravenosa. No caso de 

compostos insolúveis em água, esta via provavelmente requer um veículo de entrega, 

como lipossomas ou micelas. No entanto, quando estamos perante infeções, a melhor 

maneira de administrar o PS é localmente, seja por aplicação tópica ou por instilação. A 

razão para esta diferença é que a ligação do PS às células microbianas é rápida e 

mediada principalmente por interações carga-carga, enquanto a absorção do PS pelas 
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células cancerígenas é mais lenta e é mais provável que seja mediada por interações 

hidrofóbicas.69 Deste modo, um bom método para aumentar a seletividade da aPDT 

para células microbianas sobre células de mamíferos hospedeiros circundantes é a 

entrega local do PS e um intervalo de luz curto de irradiação.  

 

4.7 Estruturas alvo principais da aPDT 

Uma das principais vantagens da aPDT é não depender de apenas um alvo 

terapêutico. A aPDT pode ter ação em múltiplos alvos como proteínas, ácidos nucleicos 

e lípidos.70  

Uns dos alvos celulares cruciais na aPDT são as membranas citoplasmáticas e o DNA. 

Os danos causados nestes alvos permitem que haja morte de espécies bacterianas.59  

Os danos oxidativos causados pela aPDT nestes alvos dependem principalmente na 

localização do PS assim como, do comprimento máximo de difusão das espécies reativas 

de oxigénio.71 De uma forma geral, os danos oxidativos ocorrem nas proximidades da 

molécula fotossensibilizadora. Se o fotossensibilizador se encontrar próximo da célula 

bacteriana ou se encontra ligado à célula bacteriana através de atração eletrostática, 

ligações de hidrogênio ou interações de van-der-Waals, este pode limitar o dano 

oxidativo apenas nas estruturas mais externas como a parede celular ou a membrana 

citoplasmática. Por outro lado, se o PS for capaz de entrar dentro da célula bacteriana, 

os danos resultantes podem ser intracelulares tendo como alvo determinadas proteínas 

ou DNA.  

A localização de um PS pode depender da sua estrutura química, da concentração 

em que é administrado, do solvente, da estrutura da parede celular da bactéria alvo e 

do tempo entre a administração do PS e a sua iluminação.72 
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5. Proposta de trabalho  

O objetivo deste trabalho é avaliar o potencial de uma clorina catiónica como 

possível fotossensibilizador em terapia fotodinâmica antimicrobiana, Figura 10. 

Primeiramente, irá ser avaliada a capacidade deste composto em reduzir a carga 

viral, em células HEK que expressam o recetor ACE2 e que se encontram infetadas com 

partículas lentivirais pseudotipadas, garantindo a viabilidade celular destas células. 

Numa primeira fase, quando o vírus ainda não infetou a célula e o fotossensibilizador 

será ativado juntamente com o vírus e só depois será adicionado às células. Numa 

segunda condição, as células serão incubadas com o vírus e com o PS e só depois irá 

ocorrer a irradiação diretamente nas células. 

Numa segunda parte do trabalho, o objetivo consiste em avaliar a atividade do 

fotossensibilizador para iluminação de bactérias gram-positivas e gram-negativas na 

forma planctónica e na forma de biofilmes, garantindo sempre, condições de viabilidade 

celular para as células hospedeiras.  

 

Figura 10. Esquema da proposta de trabalho a realizar nesta dissertação de mestrado.  
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Capítulo 2  

TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIVIRAL 

 

1. Métodos 

1.1 Reagentes 

O espectro de absorção de formulação de clorina catiónica, 5,15-bis(1,3-

dimetillimidazol-2-il)clorina,  em Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-

Aldrich é apresentado na Figura 11. A clorina foi fornecida pelo Grupo de Catálise & 

Química Fina fundado e coordenado pela professora Mariette Pereira. 

A concentração da solução stock foi calculada através do seu espectro de absorção, 

Figura 11, utilizando a lei de Beer-Lambert, Equação (i). 

i. A = Ɛ*l*c                                                      

Onde A é a absorbância no pico desejado, Ɛ (cm-1M-1) é o coeficiente de 

absortividade molar, l (cm) é o percurso ótico e c (M) é a concentração da amostra de 

clorina. O coeficiente de absortividade molar da clorina a 644 nm é = 22.000 M–1cm–1 

em dimetilsulfóxido (DMSO). 

 

Figura 11. Espetro de absorção do fotossensibilizador clorina catiónica com uma 
concentração de 1,86 mM. 
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1.2 Fator de Correção 

Para garantir uma uniformidade da dose de luz entregue ao PS catiónico, primeiro 

foi realizado um estudo sobre a sobreposição do espectro de absorção do PS com a 

emissão da fonte de luz do LED correspondente. Na figura 12, está apresentado como 

foi calculado o fator de correção da dose de luz (LDC), sobrepondo o espetro de absorção 

do LED com o espetro de absorção do fotossensibilizador. Um LED vermelho foi 

selecionado para irradiação de clorinas. 

                

 

Figura 12. Sobreposição, azul, do espectro de absorção do PS, vermelho, com a emissão da 

fonte de luz do LED, preto, correspondente.  

 

Calculado o fator de correção podemos ajustar os tempos de irradiação para o 

composto. A equação (ii) permite este cálculo, onde a dose de luz real absorvida (LD) é 

obtida pela multiplicação da potência da fonte de luz (P) pelo tempo (t) e pelo fator de 

correção da dose de luz (LDC), que pode variar entre 0 e 1. 

ii. LD = P x t x LDC 
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1.3 Linhas Celulares Humanas  

Células HEK293T humanas, linhagem de células embrionárias do rim, modicadas de 

forma a expressam o recetor ACE2 e células HaCaT, linhagens de células de 

queratinócitos humanos imortalizadas, foram usadas para avaliar a citotoxicidade e a 

fototoxicidade do fotossensibilizador usado neste estudo. Ambos os tipos de células 

foram cultivadas em DMEM (BioTech) com adição de 10% de soro bovino. Para 

realização dos ensaios, as células foram removidas por tripsinização, lavadas com PBS, 

e mantidas numa atmosfera humidificada a 37°C e a 5% CO2. 

 

1.4  Citotoxicidade e Fototoxicidade em Células Humanas.  

A toxicidade para linhas de células humanas foi avaliada in vitro usando como 

fotossensibilizador a clorina catiónica para estimar a viabilidade celular após o 

tratamento adequado. Após a fixação das células, soluções de fotossensibilizador com 

diferentes concentrações entre 0 e 50 μM foram adicionados às culturas de células e 

incubados por 12 a 24 horas, a 37 °C, no escuro. Após lavagem com meio as células 

foram iluminadas com um LED de 660 nm aplicando uma dose de luz de 5 J/cm2. Após 

24 horas, foi feita a avaliação da viabilidade celular usando o método de Alamar Blue. O 

método de Alamar Blue consiste na utilização do corante resazurina que não é 

fluorescente, mas após a redução por células metabolicamente ativas é convertido em 

um produto altamente fluorescente (resorufina). A percentagem de viabilidade celular 

foi determinada usando um leitor automático de microplacas (Multiskan Go Thermo) 

para medir a fluorescência, Figura 13. 

No caso da avaliação da citotoxicidade as células foram sujeitas às mesmas condições, 

mas não sofreram irradiação.  



24 

 

Figura 13. Esquema da metodologia usada para determinação da viabilidade celular após 

realização da terapia fotodinâmica.  

  

1.5 Inativação do vírus em células HEK-293T humanas que expressam ACE2 

Cerca de 8.5 × 103 células HEK-293T humanas que super-expressam 

permanentemente o gene hACE2 (células T CoronaAssay-293 (hACE2)–#: CACL-0012, 

Vector Builder), ou seja, células HEK-293 T-hACE2, foram plaqueadas em placas de 96 

poços com DMEM rico em glicose, sem vermelho de fenol. Vinte e quatro horas depois 

as células foram infetadas com partículas lentivirais pseudotipadas e foi adicionado o 

fotossensibilizador nas diferentes concentrações. O fotossensibilizador foi incubado 

durante 12 horas. De seguida, as células foram lavadas por 2 vezes com DMEM sem 

vermelho fenol e irradiadas com um LED de 650 nm usando uma dose de luz de 4 J/cm2.  

Após 72 horas foi usado o equipamento FLUOstar OMEGA (BMG Labtech GmbH) e o kit 

Luciferase Assay System Bright-Glo-Promega, de acordo com as instruções do fabricante 

para avaliar a expressão do vírus. A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio Alamar 

Blue com resazurina a 0,01 mg/mL antes do ensaio de luciferase, Figura 14. 
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Figura 14. Esquema da metodologia usada no procedimento de terapia fotodinâmica 

antiviral.  

 

1.6 Ativação do fotossensibilizador fora da célula  

O ensaio de foto-inativação de vírus antes da sua adição a uma cultura de células foi 

realizado pela Dra. Catarina Lobo. 8.5 × 103 Células renais embrionárias humanas que 

superexpressam permanentemente o gene hACE2 (células T CoronaAssay-293 (hACE2)–

#: CACL-0012, Vector Builder), ou seja, células HEK-293 T-hACE2, foram plaqueadas em 

placas de 96 poços com DMEM, sem vermelho de fenol, Sigma-Aldrich D1145. Vinte e 

quatro horas depois, as células foram infetadas com partículas lentivirais pseudotipadas 

previamente foto-inativadas. A foto-inativação destas partículas lentivirais foi realizada 

adicionando o fotossensibilizador às partículas lentivirais em DMEM sem vermelho de 

fenol, imediatamente seguida de iluminação com uma dose de luz de 4 J/cm2. O meio 

foi substituído 24 h após a infeção e a luminescência foi analisada 72 h pós-aPDT usando 

equipamento FLUOstar OMEGA (BMG Labtech GmbH) e kit Luciferase Assay System 

Bright-Glo-Promega, de acordo com as instruções do fabricante. A viabilidade celular foi 

analisada pelo ensaio Alamar Blue com resazurina a 0,01 mg/mL antes do ensaio de 

luciferase, Figura 15.  

60h 
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Figura 15. Esquema do ensaio de foto-inativação de vírus antes da sua adição a uma 

cultura de células realizado pela Dra. Catarina Lobo. 

 

1.7 Análise estatística  

Os valores medidos nas diferentes experiências são apresentados na forma de média 

± erro padrão da média. A análise estatística foi realizada com o software GraphPad 

Prism 8. A informação foi analisada com o teste One-way ANOVA. Cada condição tem 

um mínimo de três ensaios biológicos (n=3), sendo que cada um dos ensaios 

corresponde à média do triplicado. 
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2. Resultados 

Na Figura 16, podemos avaliar a citotoxicidade do fotossensibilizador. Como 

podemos verificar, este fotossensibilizador não apresenta toxicidade apreciável no 

escuro. O que nos indica que será um bom fotossensibilizador para ser usado em terapia 

fotodinâmica se gerar toxicidade nos alvos desejados quando sujeito a irradiação. 

 

 

Figura 16. Viabilidade celular da clorina catiónica no escuro usando as células HaCaT com 

um período de incubação de 24 horas.  

 

 

Na Figura 17, estão representados os resultados obtidos para uma gama de 

concentrações de 0,016 µM, 0,031 µM, 0,063 µM, 0,125 µM, 0,250 µM, 0,5 µM e 1 µM. 

Após um período de incubação de 24 horas com o fotossensibilizados, as células HaCaT 

foram lavadas e de seguida foram irradiadas com uma dose de luz de 5 J/cm2. De acordo 

com os resultados obtidos, podemos verificar que a concentrações acima de 0,125 µM 

a viabilidade celular é inferior a 80 %. 
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Figura 17. Terapia fotodinâmica de células HaCaT com diferentes concentrações da clorina 

catiónica, com 24 horas de incubação e 5 J/cm2 de irradiação. As marcas * (p < 0.05), ** (p < 

0.01) e *** (p < 0.001) representam a diferença estatística. 

 

Após os estudos efetuados de viabilidade acima reportados, a experiência foi 

transferida para o CNC, mas verificou-se uma maior diminuição da viabilidade celular a 

baixas concentrações. No CNC, as placas usadas eram de cor branca e nas experiências 

acima referidas as placas eram transparentes. Assim foi feito um novo ensaio com 

células HEK, com 12 horas de incubação, usando os dois tipos de placas para verificar se 

não havia diferença na viabilidade devido à reflexão da luz pelas placas brancas. 

 

Analisando os resultados obtidos, Figura 18, placa branca e Figura 19, placa 

transparente, podemos verificar que não existe diferença significativa.   
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Figura 18. Terapia fotodinâmica de células HEK, com 12 horas de incubação, 2 

concentrações de PS, 227 nM e 450 nM, e diferentes doses de luz, de 0,5 a 4 J/cm2, usando 

uma placa branca. 

 

 

Figura 19. Terapia fotodinâmica de células HEK, com 12 horas de incubação, 2 

concentrações de PS, 227 nM e 450 nM, e diferentes doses de luz, de 0,5 a 4 J/cm2, usando 

uma placa transparente. 
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Passando para os estudos da terapia fotodinâmica antiviral, após 24 horas de 

plaquear as células, as células foram infetadas com as particulas lentivirais e foi 

administrado o fotossensibilizador nas concentrações de 227 nM e 450 nM. O 

fotossensibilizador foi incubado  12 horas no escuro e no final do periodo de incubação  

as células foram lavadas e irradias com uma dose de luz de 4 J/cm2. Na Figura 20, 

podemos confirmar que o fotossensibilizador não apresenta atividade no escuro. 

 

Figura 20. Estudo de toxicidade no escuro em células HEK infetadas com partículas 

lentivirais pseudotipadas, com 227 nM e 450 nM de concentração de fotossensibilizador por 

um período de incubação de 12 horas.  

 

 

Na Figura 21, estão representados os resultados da terapia fotodinâmica usando 

uma dose de luz de 4 J/cm2. Analisando os resultados, apenas se verifica viabilidade 

celular na condição em que é usado apenas luz e na condição de vírus e luz. Na condição 

de luz e fotossensibilizador seria de esperar resultados de viabilidade celular 

concordantes com os estudos apresentados nas Figuras 18 e 19, mas tal não se verificou.  
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Figura 21. Terapia fotodinâmica em células HEK e vírus em diferentes condições com duas 

concentrações diferentes de PS e com uma dose de luz de 4 J/cm 2.  

PS 1: 450 nM; PS 2: 227 nM. As marcas * (p < 0.05), ** (p < 0.01) e *** (p < 0.001) representam 

a diferença estatística. 

 

Tendo em conta as diferenças de viabilidade nos resultados, foi feito um novo estudo 

para determinar qual era o problema da baixa viabilidade quando os estudos eram 

transferidos para o CNC. Analisando os dois procedimentos, a diferença verifica-se no 

tempo que se faz o teste de viabilidade celular com Alamar blue após a irradiação. No 

CNC o teste de viabilidade é feito 60 h após a irradiação e no nosso laboratório as 

medidas de viabilidade são feitas 24 h após a irradiação.  Na figura 22, podemos verificar 

que há uma redução significativa da viabilidade celular quando o Alamar blue é feito 60 

h após a irradiação. 
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Figura 22. Terapia fotodinâmica com diferentes concentrações de PS, com 12 horas de 

incubação e 5 J/cm2 de irradiação. a) Viabilidade medida com Alamar blue 24 h após 

irradiação; b) Viabilidade medida com Alamar blue 60 h após irradiação. As marcas * (p < 0.05), 

** (p < 0.01) e *** (p < 0.001) representam a diferença estatística. 

 

 

Os resultados do ensaio de foto-inativação de vírus antes da sua adição a uma cultura 

de células, realizados pela Dra. Catarina Lobo, são apresentados na Figura 23. Nesta 

experiência também foi usada a clorina catiónica com duas concentrações, de 227 nM 

e 450 nM, como fotossensibilizador, e uma dose de luz de 4 J/cm2. Na condição de 

clorina, luz e lentivírus podemos observar que a viabilidade celular é assegurada e com 

227 nM de PS a viabilidade é equivalente ao controlo. A Figura 23b apresenta a 

bioluminescência, que é diretamente proporcional à expressão de lentivírus, dividida 

pelo número de células viáveis. Com 227 nM houve uma redução de cerca de 50 % em 

relação ao controlo e com 450 nM não se observa qualquer expressão de vírus. Estes 

resultados levam em conta a redução da viabilidade celular, pois a intensidade de 

bioluminescência é dividida por um fator aproximadamente 2x menor para CL1 para dar 

conta da menor viabilidade celular.  

 

 

a) b) 
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Figura 23. Foto-inativação de vírus com duas concentrações diferentes de PS e com uma 

dose de luz de 4J/cm2, antes da sua adição a uma cultura de células HEK.  

CL 1: 450 nM; CL 2: 227 nM. As marcas * (p < 0.05), ** (p < 0.01) e *** (p < 0.001) representam 

a diferença estatística. 

 

 

 

  

b) a) 

CL1: 450 nM 

CL2: 227 nM 
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3.  Discussão 

Na terapia fotodinâmica antimicrobiana pretende-se inativar micro-organismos em 

condições de baixa toxicidade para células humanas. Para encontrar estas condições, 

foram primeiramente realizados ensaios de viabilidade celular com e sem iluminação de 

fotossensibilizador incubado com queratinócitos humanos imortalizados (HaCaT) ou 

com células embrionárias de rim humano (HEK293) incorporando um antigénio viral 

(HEK293T). As células HaCaT informam sobre a toxicidade que se pode esperar em 

aplicações tópicas de fotossensibilizadores. As células HEK293T são particularmente 

adequadas para produzir grandes quantidades de partículas virais e são muito úteis no 

estudo de infeções virais. 

Não foi encontrada citotoxicidade na ausência de luz, mesmo para uma 

concentração de fotossensibilizador de 50 µM. Com 24 horas de incubação e 5 J/cm2, 

foi encontrada fototoxicidade para concentrações superiores a 125 nM, mas mesmo a 

227 nM e a 450 nM a fototoxicidade é aceitável. Depois de selecionadas as condições 

de concentração de PS, dose de luz e tempo de incubação em que a viabilidade celular 

é elevada, passámos para a tentativa de inativação viral.  

Nesta parte do trabalho, foram testadas duas tentativas de inativação viral. 

Primeiramente, quando o vírus ainda não infetou a célula e o fotossensibilizador foi 

ativado juntamente com o vírus e só depois ambos foram adicionados às células. Numa 

segunda condição, as células foram incubadas com o vírus e com o PS e só depois foi 

feita a irradiação das células, já infetadas.  

A experiência realizada pela Dra. Catarina Lobo com a clorina catiónica é muito 

idêntica à experiência realizada com o azul de metileno que se encontra na literatura.15 

Podemos verificar que usando o azul de metileno a 3,2 µM e com uma dose de luz de 

25 J, onde o fotossensibilizador foi irradiado com as partículas virais num volume de 250 

µL e depois adicionadas às células, verificou-se uma quase ausência de infeção das 

células. Nestas condições, a viabilidade de células HaCaT é de aproximadamente 60 %. 

Estes resultados são bastante impressionantes e o objetivo deste trabalho foi verificar 

se o mesmo se observava com a clorina catiónica.   
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Usando a clorina catiónica como fotossensibilizador no lugar do azul de metileno, os 

resultados ilustrados na Figura 21, também demonstram que é possível ocorrer uma 

inativação viral antes do vírus infetar as células com uma concentração de 227 nM de 

fotossensibilizador e uma dose de luz de 4 J/cm2 onde o fotossensibilizador foi, 

igualmente, irradiado com as partículas virais num volume total de 250 µL. 

Apesar destes dados serem impressionantes, a inativação da carga viral está a ser 

feita fora da célula. Ou seja, os vírus são inativados antes de terem infetado as células. 

Na tentativa de verificar se a desinfeção fotodinâmica também é eficaz quando as 

moléculas do fotossensibilizador e os vírus estão dentro das células foram realizados 

estudos em que primeiramente a célula foi incubada com o vírus e com o 

fotossensibilizador e só depois foi feita a irradiação. O grande desafiado é obter 

seletividade de forma a foto-inativar o vírus sem que a célula infetada sofra danos 

irreversíveis. 

Nesse ensaio, verificou-se que ocorreu uma redução muito significativa da 

viabilidade celular, o que não era de esperar tendo em conta os ensaios de viabilidade 

celular feitos anteriormente. Deste modo, foi feito um novo ensaio e verificou-se que a 

diferença de tempo de realização do ensaio com Alamar blue após a irradiação faz 

diferença na viabilidade celular. A realização do ensaio 60 h após a irradiação, em 

comparação com 24 h após a irradiação, levou a uma grande redução da viabilidade 

celular para concentrações de fotossensibilizador superiores a 25 nM, o que é 

surpreendente. 

O ensaio com Alamar blue é um dos métodos mais correntes para avaliar a 

citotoxicidade in vitro de uma dada espécie ou procedimento. O ensaio utiliza um 

indicador de oxidação-redução, que na forma oxidada se designa resazurina e na forma 

reduzida se designa resorufina. A resazurina é azul e não-fluorescente, enquanto a 

resorufina é vermelha e intensamente fluorescente. Estas características 

espectroscópicas permitem a deteção por fluorescência da quantidade de resorufina 

formada usando comprimentos de onda de excitação (540 nm) e emissão (595 nm) 

adequados. O potencial de oxidação do Alamar blue (380 mV a pH 7 e 25 °C) é maior do 

que o de qualquer um dos componentes da cadeia transportadora de eletrões numa 
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célula (FMNH2, FADH2, NADH, NADPA e citocromos), pelo que não interfere com as 

reações de transferência de eletrão e não é tóxico. O Alamar blue permeia as células e 

as mudanças da sua intensidade de fluorescência no meio intracelular estão 

relacionadas com o número de células metabolicamente ativas. É interessante salientar 

que as partículas virais não têm atividade metabólica e dependem da célula hospedeira 

para se replicarem.73 

Seria de esperar que a realização de ensaios de viabilidade celular com Alamar Blue 

24 h ou 60 h após aPDT indicassem os mesmos níveis de atividade metabólica 

relativamente aos respetivos controles. As células metabolicamente ativas 24 h após o 

tratamento, deveriam continuar metabolicamente ativas 60 h após o tratamento. Em 

60 h é de esperar que o número de células aumente apreciavelmente e não reduza, 

como foi observado, tendo em conta que as células que sobreviveram ao tratamento 

duplicam ao fim de 24 horas.  
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4. Conclusão 

 

A pandemia de Covid-19 levou a que houvesse vários esforços na ciência e na 

medicina para combater milhares de mortes todos os dias pelo mundo. Apesar da 

pandemia estar atualmente mais controlada é importante estarmos preparados para 

outras pandemias virais.  

Os vírus são muito abundantes e têm a capacidade de infetar as células eucarióticas 

ou procarióticas e fazer com que estas produzem milhares de copias do vírus.  

A terapia fotodinâmica é uma terapia promissora para a desinfeção viral. Neste 

trabalho, foram realizadas duas experiências. Numa das experiências o 

fotossensibilizador é ativado juntamente com o vírus fora das células e só depois é que 

este é adicionado a uma cultura de células. Numa segunda experiência, pretendemos 

estudar se é possível através da terapia fotodinâmica iluminar a carga viral na célula já 

infetada sem causar toxicidade para esta. 

Realizadas as experiências, podemos concluir que realizando a foto-inativação do 

vírus antes de infetar as células com 227 nM de fotossensibilizador, há uma redução de 

cerca de 50 % da carga viral sem que a viabilidade celular seja comprometida. A foto-

inativação é praticamente total quando a concentração de clorina aumenta para 450 

nm. 

Já quando a foto-inativação foi feita nas células infetadas com vírus, a viabilidade 

celular foi muito reduzida, mesmo na condição em que só tinha fotossensibilizador e luz, 

o que não seria de esperar tendo em conta os estudos de viabilidade celular feitos 

anteriormente. Comparando as duas experiências e de forma a encontrar o problema, 

percebemos que a diferença se podia dever ao tempo em que era realizado o ensaio de 

Alamar blue após a irradiação. O Alamar blue feito 60 h após a irradiação resultada numa 

viabilidade celular menor, cerca de 20%, quando comparada com o ensaio realizado às 

24 h. Este é um resultado inesperado, que revela uma diminuição da divisão celular das 

células HEK-293 T-hACE2 após PDT. 
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Tendo em conta os resultados obtidos, é necessário realizar um novo ensaio com 

infeção viral realizando o ensaio do Alamar blue 24h após a irradiação certificando, 

anteriormente, que em 24 h é possível infetar as células.  
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Capítulo 3 

TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIBACTERIANA 

 

1. Métodos  

1.1 Linhas de Células Humanas  

Células HaCaT, linhagens de células de queratinócitos humanos imortalizadas, foram 

usadas para avaliar a citotoxicidade no escuro e a fototoxicidade do fotossensibilizador 

usado neste estudo. Ambos os tipos de células foram cultivadas em DMEM (BioTech) 

com adição de 10% de soro bovino. Para realização dos ensaios, as células foram 

removidas por tripsinização, lavadas com PBS, e mantido em atmosfera umidificada a 

37°C e 5% CO2. 

1.2 Citotoxicidade e Fototoxicidade em Células Humanas.  

A toxicidade para linhas de células humanas foi avaliada in vitro usando como 

fotossensibilizador a clorina catiónica para estimar a viabilidade celular após o 

tratamento adequado. Após a fixação das células, soluções de fotossensibilizador com 

diferentes concentrações entre 0 e 10 μM foram adicionados às culturas de células e 

incubados por 30 minutos a 1 hora a 37 °C no escuro. Após lavagem com meio as células 

foram iluminadas com um LED de 650 nm aplicando uma dose de luz de 5 J/cm2. Após 

24 horas, foi feita a avaliação da viabilidade celular usando o método de Alamar Blue 

usando um leitor automático de microplacas (Multiskan Go Thermo), Figura 24.  

No caso da avaliação da citotoxicidade as células foram sujeitas às mesmas 

condições, mas não sofreram irradiação.  
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Figura 24. Esquema da metodologia usada para determinação da viabilidade celular após 

realização da terapia fotodinâmica.  

 

1.3 Bactérias 

Os ensaios foram realizados usando o padrão de cepas de bactérias da American 

Type Culture Collection (ATCC) que é geralmente usado como controle de 

suscetibilidade a antibióticos. As bactérias utilizadas foram: E. coli ATCC 25922 e S. 

aureus ATCC 29213. 

As bactérias foram cultivadas em meio agar Mueller Hinton (MH). 

 

1.4 Fotoinativação de Bactérias Planctónicas 

As células bacterianas planctónicas foram cultivadas em agar Mueller Hinton (MH) 

(Sigma-Aldrich) a 37°C durante a noite. A densidade celular foi ajustada para o padrão 

de McFarland 0,5 em água estéril, que corresponde a aproximadamente 1,5 × 108 

CFU/mL. Para a realização da terapia fotodinâmica, suspensões de bactérias em água 

estéril foram cultivadas em placas de 96 poços e incubadas no escuro por 60 min em 

temperatura ambiente com várias concentrações de fotossensibilizador. No final do 

tempo de incubação, as placas foram iluminadas com um LED de 650 nm com uma dose 

de luz de 4 J/cm2.  
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As células incubadas com fotossensibilizadores no escuro foram cobertos com folha 

de alumínio pelo mesmo tempo que os grupos de PDT (1 h). De seguida, cada condição 

foi agitada e algumas diluídas em PBS (do inglês phosphate buffered saline). Alíquotas 

foram retiradas de cada poço, espalhadas com o auxílio de esferas em meio Mueller 

Hinton sólido em triplicado para determinação de CFU (do inglês colony-forming unit) e 

incubadas a 37°C no escuro. Após 24 horas, as colónias foram contadas. As experiências 

foram realizadas em triplicado, Figura 25.  

 

 Figura 25. Esquema da metodologia usada para determinação dos CFUs após a realização 

da terapia fotodinâmica antimicrobiana em bactérias planctónicas.  

 

 

1.5 Crescimento do Biofilme 

Para o crescimento do biofilme, foram usadas culturas de S. aureus e E. Coli com 

uma densidade celular de 1,5 × 108 CFU/mL em BHI (do inglês Brain Heart Infusion) e 

estas foram cultivadas em placas de 96 poços e ficaram a crescer por 16-24 horas. Após 

o biofilme estar formado, o meio foi removido de cada poço e os biofilmes foram lavadas 

com água estéril.  
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1.6 Inativação Fotodinâmica de Biofilmes 

Depois das placas estarem preparadas com os biofilmes, estes foram incubados com 

várias concentrações de fotossensibilizador, 0 – 50 µm, por 1-6 horas no escuro em 

temperatura ambiente. Os poços de controlo foram incubados com PBS. De seguida, a 

placa foi iluminada com um LED de 650 nm com uma dose de luz de 5 J/cm2.  

Após a irradiação, os biofilmes foram sonicados e o poço foi homogenizado. 

Posteriormente, os poços foram diluídos em água estéril e espalhadas com o auxílio de 

esferas em meio Mueller Hinton sólido de modo a contar as colónias formadas. Após 24 

horas, as colónias foram contadas, e os CFU foram determinados, Figura 26.  

 

Figura 26. Esquema da metodologia usada para determinação dos CFUs após a realização 

da terapia fotodinâmica antimicrobiana em biofilmes. 

 

1.7 Concentração Mínima Inibitória  

De forma a visualizar a concentração de fotossensibilizador e o tempo de incubação 

necessário para inativar as bactérias na forma planctónica e na forma de biofilmes, foi 

realizado um ensaio qualitativo em que após estas terem sido sujeitas à terapia 

fotodinâmica, as células bacterianas foram espalhadas em meio agar sólido com o 

auxílio de uma ança.  

As bactérias espalhadas no meio não foram sujeitas a nenhuma diluição.     
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1.8 Análise estatística  

Os valores medidos nas diferentes experiências são apresentados na forma de média 

± erro padrão da média. A análise estatística foi realizada com o software GraphPad 

Prism 8. A informação foi analisada com o teste One-way ANOVA. Cada condição tem 

um mínimo de três ensaios biológicos (n=3), sendo que cada um dos ensaios 

corresponde à média do triplicado. 
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2. Resultados 

Inicialmente, foram realizados ensaios de viabilidade celular. Na Figura 27, células 

HaCaT foram incubadas com 1 µM, 2,5 µM, 5 µM e 10 µM por um período de incubação 

de 1 hora. Após o período de incubação as células foram lavadas e irradiadas com uma 

dose de luz de 5 J/cm2. Podemos verificar que com 1 µM temos cerca de 80 % de 

viabilidade celular e que para concentrações mais elevadas a viabilidade é inferior a 50 

%. 

 

Figura 27. Terapia fotodinâmica em células HaCaT usando diferentes concentrações de 

clorina catiónica, com 1 hora de incubação e uma dose de luz de 5 J/cm2. As marcas * (p < 

0.05), ** (p < 0.01) e *** (p < 0.001) representam a diferença estatística. 

 

Na tentativa de aumentar a percentagem de viabilidade celular, o período de 

incubação foi reduzido para 30 minutos. Como podemos verificar pela Figura 28, os 

resultados são equivalentes aos resultados obtidos com 1 hora de incubação, Figura 27. 
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Figura 28. Terapia fotodinâmica em células HaCaT usando diferentes concentrações de 

clorina catiónica, com 30 minutos de incubação e uma dose de luz de 5 J/cm2. As marcas * (p < 

0.05), ** (p < 0.01) e *** (p < 0.001) representam a diferença estatística.  

 

Para além dos estudos de viabilidade celular realizados acima com diferentes tempos 

de incubação do composto, foi realizado um novo ensaio em que as células incubadas 

com o composto foram irradiadas sem serem lavadas antes da irradiação. De acordo 

com os resultados obtidos na Figura 29, podemos verificar que a lavagem é um fator 

determinante na viabilidade celular. 

 

Figura 29. Terapia fotodinâmica em células HaCaT usando diferentes concentrações de 

fotossensibilizador, com 30 minutos de incubação e uma dose de luz de 5 J/cm2. A irradiação é 
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feita sem ocorrer lavagem das células. As marcas * (p < 0.05), ** (p < 0.01) e *** (p < 0.001) 

representam a diferença estatística. 

 

Passando para os estudos antibacterianos, primeiramente foi estudada a atividade 

antibacteriana do fotossensibilizador no escuro. Como podemos verificar na Figura 30 e 

na Figura 31, o composto não tem atividade no escuro com 1 µM e 10 µM tanto usando 

água estéril como meio Mueller Hinton (MH) na preparação da solução de 

fotossensibilizador.  

  

Figura 30. Estudo da toxicidade da clorina catiónica no escuro com 1 µM e 1 hora de 

incubação. A cultura das células bacterianas foi feita em água estéril. 

 

Figura 31. Estudo da toxicidade da clorina catiónica no escuro com 1 µM e 1 hora de 

incubação. A cultura das células bacterianas foi feita em meio Mueller Hinton (MH). 

 

A terapia fotodinâmica antibacteriana, foi realizada em duas condições que diferem 

no meio onde as bactérias se encontram quando é feita a irradiação. Na Figura 32, o 

fotossensibilizador foi preparado em água estéril e, deste modo, as células bacterianas 
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foram incubadas em água estéril com o composto e a irradiação foi feita neste meio. Já 

na Figura 33, o fotossensibilizador foi preparado em meio MH líquido e as células foram 

incubadas em meio e a irradiação foi feita em meio.  

Comparando estas duas condições podemos concluir que o meio em que é feita a 

irradiação faz com que haja uma diferença significativa na redução dos CFU, tanto na 

bactéria E. coli como na bactéria S. aureus.  

 

Figura 32. Terapia fotodinâmica nas bactérias planctónicas E.coli e S.aureus com duas 

concentrações diferentes PSs, usando uma dose de luz de 5 J/cm2 e um tempo de incubação 

de 1 hora. A cultura das células bacterianas foi feita em água estéril.  

 

 

Figura 33. Terapia fotodinâmica nas bactérias planctónicas E. coli e S.aureus com duas 

concentrações diferentes de clorina, usando uma dose de luz de 5J/cm2 e um tempo de 

incubação de 1 hora. A cultura das células bacterianas foi feita em meio Mueller Hinton. 
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Face aos resultados acima obtidos foi realizado um novo ensaio em que o 

fotossensibilizador foi preparado em água estéril para uma futura irradiação em água. 

Neste ensaio foram usadas uma gama de concentrações de 0,1 µM, 0,2 µM, 0,3 µM, 0,4 

µM, 0,5 µM e 1 µM. As células bacterianas S. aureus, Figura 34, e E. coli, Figura 35, na 

forma planctónica foram sujeitas a um período de incubação de 1 hora e seguida de uma 

irradiação de 5 J/cm2 com uma LED de 650 nm. De acordo com a Figura 34, podemos 

observar que com 0,5 µM e 1 µM temos uma redução de CFU superior a 7 ordens de 

grandeza e com apenas 0,2 µM já temos uma redução de 3 log de CFU.  

 

 

Figura 34. Terapia fotodinâmica na bactéria planctónica S. aureus com diferentes 

concentrações de PS, usando uma dose de luz de 5 J/cm2 e um tempo de incubação de 1 hora. 

A cultura das células bacterianas foi feita em água estéril. As marcas * (p < 0.05), ** (p < 0.01) 

e *** (p < 0.001) representam a diferença estatística. 

 

Na Figura 35, com a bactéria E. coli na forma planctónica verificamos uma redução 

de CFU superior a 7 ordens de grandeza com 1 µM. Com 0,3 µM temos uma redução de 

3 log de CFU. 
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Figura 35. Terapia fotodinâmica na bactéria planctónica E. coli com diferentes 

concentrações de PS, usando uma dose de luz de 5J/cm2 e um tempo de incubação de 1 hora. 

A cultura das células bacterianas foi feita em água estéril.  

 

Na Figura 36 e na Figura 37 temos representado a concentração mínima inibitória 

para a bactéria S. aureus e E. coli, respetivamente. Estes dados são concordantes com 

os dados quantitativos anteriores, onde na bactéria S. aureus não temos qualquer 

colónia nas condições de 0,5 µM e de 1 µM, e na bactéria E. coli não temos qualquer 

colónia com 1 µM de fotossensibilizador. Podemos verificar, também, que em ambas as 

condições há uma redução do número de colónias com o aumento da concentração de 

fotossensibilizador.  

 

Figura 36. Concentração mínima inibitória de PS para terapia fotodinâmica eficaz em 

bactérias S. aureus na forma planctónica, usando uma dose de luz de 5 J/cm2 e 1 hora de 

incubação. 
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Figura 37. Concentração mínima inibitória de PS para terapia fotodinâmica eficaz em 

bactérias E. coli na forma planctónica. Com uma dose de luz de 5 J/cm2 e 1 hora de incubação. 

 

Passando para os resultados em biofilmes. Na Figura 38, temos os resultados de 

terapia fotodinâmica com o biofilme formado a partir da bactéria planctónica S. aureus. 

De acordo com os dados obtidos, verificamos que ocorreu uma redução de cerca de 

apenas 2 logs de CFUcom 10 µM. Na Figura 39, os biofilmes foram formados a partir da 

bactéria planctónica E. coli e verificamos que não ocorreu uma inativação considerável 

do biofilme. Para além disso, os valores de CFUs no controlo são muito elevados.  

 

Figura 38. Biofilme formado a partir de bactérias S. aureus sujeito a terapia fotodinâmica 

com uma irradiação de 5 J/cm2 e um tempo de incubação de 1 hora com duas concentrações 

de PS. 
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Figura 39. Biofilme formado a partir de bactérias E. coli sujeito a terapia fotodinâmica com 

uma irradiação de 5 J/cm2 e um tempo de incubação de 1 hora com duas concentrações de 

clorina. 

Tendo em conta o elevado número de unidade formadoras de colónias devendo-se 

sobretudo ao crescimento elevado dos biofilmes, foi feito um novo ensaio onde os 

biofilmes cresceram por um período de 16 horas em vez de 24 horas de crescimento.  

Com a redução deste tempo de crescimento podemos verificar através da Figura 40 

e 41 que houve redução de cerca de 1 log na condição de controlo relativamente aos 

dados obtidos anteriormente com 24 horas de crescimento.  

Para além disso, foi adicionada uma concentração mais elevada de 

fotossensibilizador na tentativa de verificar uma redução dos CFU/ml. Com 50 µM já é 

possível ocorrer uma redução de pelo menos 3 log de CFU/ml. As restantes condições 

foram relativamente equivalentes aos dados obtidos anteriormente sugerindo que a 

redução do tempo de crescimento do biofilme não fez com que fosse mais suscetível a 

destruição deste através da terapia fotodinâmica.  
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Figura 40. Biofilme formado a partir de bactérias S. aureus sujeito a terapia fotodinâmica 

com uma irradiação de 5 J/cm2 e um tempo de incubação de 1 hora com duas concentrações 

de PS. 

 

 

Figura 41. Biofilme formado a partir de bactérias E. coli sujeito a terapia fotodinâmica com 

uma irradiação de 5 J/cm2 e um tempo de incubação de 1 hora com duas concentrações de 

clorina. 
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Por fim, foi realizado um último estudo com o objetivo de estudar se o tempo de 

incubação do fotossensibilizador contribuía para uma melhor penetração e destruição 

do biofilme formado a partir de bactérias S. aureus aquando da irradiação.  

Na Figura 42, observou-se que houve um efeito maior na redução de CFU/ml quando 

o tempo de incubação da clorina é de 6 horas ocorrendo uma redução de 3 log. Já os 

resultados obtidos com 1 hora e 2 horas de período de incubação são relativamente 

idênticos, não se observando diferença logarítmica. Também é possível observar estes 

dados de uma forma qualitativa através da Figura 43.  

 

 

Figura 42. Biofilme formado a partir de bactérias S. aureus sujeito a terapia fotodinâmica 

com uma concentração de clorina de 10 µM, uma dose de luz de 5 J/cm2 com diferentes 

tempos de incubação. 
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Figura 43. Avaliação qualitativa da terapia fotodinâmica em biofilmes formados a partir de 

bactérias S. aureus com diferentes tempos de incubação e 10 µM de fotossensibilizador e uma 

dose de luz 5 J/cm2. 
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3. Discussão 

 

Tendo em conta que a resistência antimicrobiana se pode tornar uma das maiores 

ameaças para a saúde, afetando a nossa capacidade de curar determinadas infeções e 

que o número de espécies bacterianas resistentes é cada vez maior, é muito importante 

encontrar novas abordagens terapêuticas.6 

O nosso contributo neste trabalho, foi investigar as condições em que um novo 

fotossensibilizador, que é uma clorina catiónica, é mais eficaz em terapia fotodinâmica 

antimicrobiana.  

Primeiramente, é importante definir o porquê do uso deste fotossensibilizador na 

realização dos ensaios. As membranas das bactérias gram-negativas são compostas por 

polissacarídeos carregados negativamente o que dificulta a permeação da membrana.62 

Deste modo, foi usado um fotossensibilizador que é uma clorina catiónica tornando-o 

um possível candidato para inativar bactérias gram-negativas eficientemente. Para além 

disso, é importante que este fotossensibilizador seja também capaz de penetrar as 

bactérias gram-positivas e de as inativar. Um PS ideal para a terapia fotodinâmica 

antimicrobiana deve ser de amplo espetro.67  

Apesar de podermos estar perante um fotossensibilizador capaz de foto-inativar 

microrganismos, é importante haver certa seletividade para estas espécies. Ou seja, não 

ser tóxico para as células hospedeiras. Assim, neste trabalho, foi feito um primeiro 

estudo de viabilidade celular de forma a determinar até que valores de concentração, 

tempo de incubação e doses de luz poderíamos alcançar sem provocar danos colaterais 

para as células saudáveis. O facto do fotossensibilizador ser catiónico também permite 

que haja uma absorção mais rápida pelas células bacterianas quando comparado com 

as células hospedeiras.63 

De acordo com o primeiro estudo de viabilidade celular, usando células HaCaT, 

podemos garantir que concentrações de clorina até 1 µM, dose de luz de 5 J/cm2 e 

tempos de incubação de 1 hora, efetuando lavagens das células antes da irradiação, a 
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viabilidade celular após a aPDT é superior a 80 %. Estes dados foram tidos em conta 

quando passamos para a avaliação da foto-inativação das bactérias.  

Na foto-inativação bacteriana, foram realizados estudos em bactérias na forma 

planctónica e foram usadas duas classes de bactérias. Bactérias Gram-negativas E.Coli e 

bactérias Gram-positiva S. aureus devido às suas diferenças estruturais.  

Os resultados obtidos mostram que com apenas 0,3 µM de fotossensibilizador 

incubado por 1 hora e com apenas 5 J/cm2 já é possível obter uma redução de 3 log de 

CFU/ml nas bactéria S. aureus, enquanto que com as E.coli são precisos 0,4 µM de 

fotossensibilizador para se verifica esta redução, Figura 30.  

Estes resultados mostraram ser promissores e decidiu-se avançar com os estudos de 

biofilmes. Os biofilmes têm sido um dos problemas mais significativos enfrentados pela 

saúde pública e estimando-se serem responsáveis por cerca de 80% de todas as 

infeções, causando muitas mortes. 27  As bactérias na forma de biofilmes são 10 a 1000 

vezes mais difíceis de destruir do que as bactérias planctónicas e foi possível verificar 

isso através dos estudos feitos nesta dissertação.74 

Quando passamos para os biofilmes, inicialmente o tempo de incubação foi mantido 

e foram usadas duas doses de composto, 1 µM e 10 µM. Realizadas as experiências, 

verificou-se que para biofilmes de E. coli não ocorria uma redução de pelo menos 3 log 

de CFU/ml na inativação dos biofilmes. Estes resultados demonstram a dificuldade do 

fotossensibilizador penetrar na matriz de biofilme formado por uma bactéria Gram-

negativa e de o destruir. 

Numa segunda tentativa, foi aumentada a concentração de fotossensibilizador para 

50 µM e mantida a dose de luz de 5 J/cm2, tendo sido observada uma redução de mais 

de 3 log de CFU/ml para biofilmes de S. aureus e E. coli. Contudo, sabemos que nesta 

concentração e nas condições em que a terapia fotodinâmica é realizada, haverá danos 

nas células hospedeiras expostas a esta dose de luz.  

Por fim, com 10 µM de PS foi realizado um estudo para verificar se o tempo de 

incubação tinha influência e verificamos que ao aumentar o tempo de incubação do 

fotossensibilizador em contacto com o biofilme antes da irradiação, a inativação era 
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maior. Isto sugere que dando mais tempo ao fotossensibilizador para penetrar o 

biofilme, podem-se reduzir as doses necessárias para inativar o biofilme. 

A matriz densa que compõe os biofilmes bacterianos é responsável por dificultar a 

difusão dos antimicrobianos em direção ao seu interior. Para além disso, a natureza 

aniónica dos componentes da membrana bacteriana, no caso da bactéria Gram-

negativa, também deve ser levada em consideração. Apesar do fotossensibilizador 

usado ser catiónico e ter interações eletrostáticas favoráveis com as bactérias, é possível 

que este seja aprisionado na periferia do biofilme. 

Dados obtidos da literatura, mostram que o PS1 e PS2 da Tabela 1, que são porfirinas 

catiónicas, deram resultados impressionantes contra bactérias planctónicas Gram-

positivas, Gram-negativas e contra biofilmes de bactérias Gram-positivas. Os resultados 

obtidos para bactérias planctónicas com a clorina catiónica são comparáveis com os 

reportados para a correspondente porfirina. No entanto, os PS1 e PS2 deram uma 

redução de 6 logs de CFU/ml de bactérias em biofilme com 5,2 nM e 5 J/cm2 de dose de 

luz com 1 µM e 12 J/cm2, respetivamente. Estes dados são surpreendentes pois não se 

observou a esperada redução da eficácia em biofilmes. A diferença relativamente aos 

resultados obtidos neste trabalho e a outros reportados na literatura pode dever-se à 

maturidade dos biofilmes. Neste estudo, os biofilmes cresceram por 24h e 

posteriormente por 16h e o número mínimo de CFUs atingidos em relação ao 

crescimento do biofiome foi de 1011, e enquanto no estudo que se encontra na 

literatura, o número de unidade formadores de colónias é de 107. Esta diferença de 

densidade bacteriana inicial pode refletir a maturidade dos biofilmes e a sua 

permeabilidade. 

Embora a clorina catiónica excitada a 650 nm não se tenha mostrado superior à 

correspondente porfirina catiónica excitada a 420 nm, a excitação a comprimentos de 

ondas mais elevados pode vir a trazer benefícios em estudos in vivo porque permite uma 

penetração da luz nos tecidos mais profunda. 
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Tabela 1.  Estrutura/propriedades químicas do fotossensibilizador e ensaios in vitro para 

inativação de biofilmes. 

Estrutura Biofilme Resultados 

 

S. aureus ATCC 

25925 

Redução de 7 log10 de 
CFU 

[PS]= 5,2 nM  

Dose de luz = 5 J/cm2 

(Biotable λ = 400-650 
nm) 

 

S. aureus ATCC 

25925 

Redução de 6 log10 de 
CFU 

[PS]= 1 µM  

Dose de luz = 12 J/cm2 

(Biotable λ = 400-650 

nm) 

 

       Em estudos anteriores, também podemos verificar que a inativação de biofilmes 

as doses de luz usadas são mais elevadas, na ordem dos 180 J/cm2 com concentração 

de PS de 20 µM em biofilmes formados a partir da bactéria S. aureus usando o 

fotossensibilizador 5,10,15,20-tetrakis [4 - (3-N,N - dimetilamoniopropoxi)fenil] (TAPP) 

que é uma porfirina levou a uma redução de 3 log de CFU/ml.75 

Comparando os dados relados anteriormente, da literatura, com os dados obtidos 

neste estudo usando a clorina catiónica como fotossensibilizador, é necessário no caso 

dos estudos em biofilmes um novo ensaio com doses de luz mais elevadas, maiores 

tempos de incubação de modo a aumentar a inativação bacteriana. Tendo em conta, 

que é necessário a realização de novos ensaios de viabilidade de forma a verificar se 

doses mais elevadas de luz ou maiores tempos de incubação não serão tóxicos para as 

células hospedeiras.  



 

59 

 

4. Conclusão 

A descoberta dos antibióticos foi, sem dúvida, um grande avanço na ciência e 

salvaram milhões de vidas. Contudo, o uso excessivo e o mau uso destes fez com que 

houvesse um aumento das espécies multirresistentes. Podemos retornar à época em 

que infeções comuns e ferimentos leves podem matar, causando consequências 

desastrosas ao longo da vida e ao longo das gerações.  

A terapia fotodinâmica antimicrobiana é apresentada neste trabalho como uma 

possível alternativa ao uso convencional dos antibióticos. A aPDT apresenta vantagens 

em relação às terapias antibióticas, uma vez que tem a possibilidade de eliminar 

microrganismos independentemente do seu padrão de resistência. No caso dos 

biofilmes, que são mais difíceis de destruir do que bactérias na forma platónica, a terapia 

fotodinâmica sugere ser uma boa abordagem, pois acredita-se ser capaz de iluminar os 

agentes produtores de biofilme, agindo simultaneamente em múltiplos alvos locais e 

variáveis. 

Os resultados obtidos mostram que com apenas 0,3 µM de fotossensibilizador 

incubado por 1 hora e com apenas 5 J/cm2 já é possível obter uma redução de 3 log de 

CFU/ml nas bactéria S. aureus, enquanto que com as E.coli são precisos 0,4 µM de 

fotossensibilizador para se verifica esta redução. 

Nos biofilmes, observou-se uma redução de pelo menos 3 log de CFU/ml com uma 

concentração de 50 µM de fotossensibilizador com 1 h de incubação e 4 J/cm2 porém, 

com esta concentração a viabilidade celular para as células hospedeiras não é 

assegurada. Numa outra experiência, foi aumentado o tempo de incubação para 6 

horas, com 1 µM e 4 J/cm2 e obteve-se uma redução de cerca de 3 log de CFU/ml. Estes 

resultados mostram a dificuldade de foto-inativar biofilmes em comparação às células 

bacterianas na forma planctónica.  

Futuramente, deverão ser feitos novos ensaio com maiores doses de luz, e diferentes 

tempos de incubação para obter uma maior foto-inativação verificando primeiramente 

se a viabilidade celular é assegurada.  
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Capítulo 4 

 

CONCLUSÃO FINAL 

 

As infeções por microrganismos multirresistentes (MDR) são um dos grandes 

desafios para os sistemas de saúde e para as empresas farmacêuticas e prevê-se que 

este problema aumente, consideravelmente, aos longo das próximas décadas. Estas 

infeções podem ser causadas por diferentes tipos de microrganismos, como bactérias, 

vírus, fungos ou parasitas. 

Neste trabalho, foi testada uma nova clorina catiónica para terapia fotodinâmica 

antimicrobiana, nomeadamente na foto-inativação de vírus e de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas na forma planctónica e na forma de biofilmes.  

Na foto-inativação viral, foram estudadas duas intervenções possíveis. (i) a foto-

inativação do vírus quando este ainda não infetou a célula, (ii) a foto-inativação do vírus 

na célula já infetada. Realizadas as experiências, podemos concluir que a foto-inativação 

do lentivírus com 227 nM de fotossensibilizador antes de infetar as células resulta numa 

redução de cerca de 50 % da carga viral sem que a viabilidade celular seja 

comprometida. 

Já quando a foto-inativação foi feita nas células infetadas com vírus, a viabilidade 

celular foi muito reduzida, mesmo na condição em que só tínhamos fotossensibilizador 

e luz, o que não seria de esperar tendo em conta os estudos de viabilidade celular feitos 

anteriormente. Comparando as duas experiências e de forma a encontrar o problema, 

percebemos que a diferença se podia dever ao tempo em que foi realizado o ensaio de 

Alamar blue após a irradiação. Tipicamente, em PDT os ensaios de viabilidade celular 

com Alamar blue são feitos 24 h após a iluminação, mas nos ensaios com vírus esse 

tempo foi aumentado para 60 h, de forma a serem feitos depois do ensaio coma 

luciferase. A viabilidade celular às 60 h é cerca de 20 % da viabilidade obtida com o 

ensaio realizado às 24 h.  
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Na foto-inativação bacteriana, os resultados obtidos mostram que com apenas 0,3 

µM de fotossensibilizador incubado por 1 hora e com apenas 5 J/cm2 já é possível obter 

uma redução de 3 log de CFU/ml nas bactérias S. aureus, enquanto que com as E. coli 

são precisos 0,4 µM de fotossensibilizador para se verificar esta redução. 

Nos biofilmes, observou-se uma redução de pelo menos 3 log de CFU/ml com uma 

concentração de 50 µM de fotossensibilizador com 1 h de incubação e 4 J/cm2. Porém, 

com esta concentração a viabilidade celular para as células hospedeiras não é 

assegurada. Numa outra experiência, foi aumentado o tempo de incubação para 6 

horas, com 1 µM e 4 J/cm2 e obteve-se uma redução de cerca de 3 log de CFU/ml. Estes 

resultados mostram a dificuldade de foto-inativar biofilmes em comparação às células 

bacterianas na forma planctónica.  

De uma forma geral, a clorina catiónica é um bom fotossensibilizador tanto para a 

foto-inativação de vírus como de bactérias na forma planctónicas e em biofilmes. 

Contudo é necessário ajustar os procedimentos da inativação do vírus quando este já se 

encontra dentro da célula e dos biofilmes, de forma a melhorar os resultados obtidos. 
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