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RESUMO 
 
ANJOS, C. dos. Luz azul antimicrobiana: alvos bacterianos e mecanismo de 
ação. 2021. 80 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 

É crescente a preocupação a respeito do futuro de terapias antimicrobianas em meio 

a crise global dos antibióticos. Temerosos, autoridades globais alertam para a 

urgência no desenvolvimento de terapias antimicrobianas alternativas e/ou 

preservação de antimicrobianos atualmente disponíveis. Neste contexto, a luz azul 

antimicrobiana destaca-se como uma alternativa terapêutica promissora, devido à sua 

atividade antimicrobiana intrínseca, proporcionando eficácia e segurança no 

tratamento de infecções. No entanto os alvos celulares preferenciais de ação 

antimicrobiana ainda não são bem esclarecidos. Dessa forma, este estudo teve como 

objetivo testar hipóteses comuns relacionadas aos alvos biológicos de morte 

bacteriana induzida pela exposição a luz azul antimicrobiana (λ = 410 nm). Para 

entender a diversidade de possíveis danos estruturais, três espécies bacterianas 

foram estudadas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa. Porfirinas endógenas foram quantificadas e danos em estruturas 

bacteriana como DNA e membrana foram avaliados. Alterações em biomoléculas 

como proteínas e lipídeos, além da produção de EROS após exposição por luz azul 

também foram mensurados. Os resultados demonstram que doses subletais de luz 

azul podem promover danos à membrana, sugerindo que este seja o alvo primário de 

ação antimicrobiana. A degradação em DNA foi evidenciada em S. aureus e E. coli, 

porém não foram identificados danos em P. aeruginosa, sugerindo particularidades 

entre diferentes espécies. Evidenciou-se que a concentração de porfirinas endógenas 

possa não refletir diretamente a suceptibilidade bacteriana a luz. Adicionalmente, 

constatou-se que danos oxidativos em proteínas bacterianas e lipídios ocorram 

apenas após altas doses de exposição radiante. Esses resultados confirmam alguns 

aspectos importantes a respeito dos mecanismos antimicrobianas da luz azul e 

fornecem informações fundamentais que possibilitarão optimizações e/ou futuras 

terapias combinadas. 

Palavras-chave: alternativa antimicrobiana; fotoinativação; fotossensibilizador 

endógenos; mecanismo antimicrobianos; porfirinas. 



ABSTRACT 
 
ANJOS, C. dos. Antimicrobial blue light: bacterial targets and mechanism of 
action. 2021. 80 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021 

 

There is growing concerned about the future of antimicrobial therapies amid the global 

antibiotic crisis. Fearful, international authorities warn of the urgency of developing 

alternative antimicrobial therapies or preserving currently available antimicrobials. In 

this context, antimicrobial blue light stands out as a promising therapeutic alternative 

due to its intrinsic antimicrobial activity, providing efficacy and safety in treating 

infections. However, the cellular targets are not yet well understood. Thus, this study 

aimed to test common hypotheses related to biological targets of bacterial death 

induced by exposure to antimicrobial blue light (λ = 410 nm). This study investigated 

three bacterial species: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Pseudomonas 

aeruginosa. Endogenous porphyrins were quantified, and structural damage such as 

DNA and bacterial membrane were evaluated. Changes in biomolecules such as 

proteins and lipids and the production of EROS after exposure to blue light were also 

measured. The results show that sublethal doses of blue light may promote damage 

to the bacterial membrane, suggesting that this is the primary target of antimicrobial 

action. DNA degradation was evidenced in S. aureus and E. coli, but no damage was 

observed in P. aeruginosa, suggesting particularities between different species. 

Evidence showed that the concentration of endogenous porphyrins might not directly 

reflect bacterial susceptibility to blue light. Additionally, it found oxidative damage to 

bacterial proteins and lipids occurs only after high radiant exposure doses. These 

results confirm some crucial aspects regarding the antimicrobial mechanisms of blue 

light and provide essential information that will empower optimizations and future 

combined therapies. 

Keywords: antimicrobial alternative; antimicrobial mechanism; endogenous 

photosensitizer; photoinactivation; porphyrins. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 Desde sua a introdução, por volta da década de 1940, os antibióticos 

promoveram uma completa revolução na medicina, possibilitando tratamento e de 

doenças antes intratáveis. Desde então, os antibióticos salvaram centenas de milhões 

de vidas, possibilitando avanços em tratamentos e sobrevida aos pacientes 

anteriormente condenados (KRESS; FRANCISCO, 1945). 

No entanto, o indiscriminado uso de antibióticos utilizados em prol da saúde 

humana e produção animal vem favorecendo a seleção e disseminação de bactérias 

resistentes. Consequentemente, os medicamentos antibacterianos tornaram-se 

menos eficazes ou até mesmo ineficazes, tornando a resistência microbiana uma 

ameaça a saúde global, já prevista por Alexandre Fleming em 1945. Após receber o 

prêmio Nobel por sua participação na descoberta da penicilina, em entrevista ao jornal 

New York Times, o bacteriologista advertiu que o uso indevido da droga poderia 

resultar na seleção de bactérias resistentes (FLEMING, 1929; KRESS; FRANCISCO, 

1945). De fato, o desenvolvimento de cada nova classe antimicrobiana foi seguido 

pela detecção de microrganismos resistentes as drogas disponíveis (DAVIES, 1996). 

Epidemiologicamente, a pressão seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos 

associada a habilidade de compartilhamento de material genético das bactérias, 

possibilitam a evolução de espécies resistentes de maneira extremamente rápida 

(TACCONELLI et al., 2018). Consequentemente, a indústria farmacêutica, que há 

mais de três décadas não apresenta nenhuma classe importante de antibiótico, 

enfrenta um grande desafio (LIVERMORE, 2011; MARTENS; DEMAIN, 2017). Neste 

contexto, autoridades governamentais alertam para a possibilidade de uma era pós-

antibióticos cada vez mais próxima (ROBERT R. REDFIELD., 2019; OMS, 2019).  

A cada ano, são calculadas mais de 700 mil mortes associadas a infeções 

causadas por bactérias resistentes, incluindo mais de 230 mil mortes relacionadas a 

cepas resistentes causadoras de tuberculose. De acordo com a organização mundial 

da saúde, estima-se que a resistência antimicrobiana poderá causar 10 milhões de 

mortes a cada ano até 2050 (OMS, 2019). Temerosos à crise dos antibióticos, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) e autoridades internacionais exigem uma ação 

imediata e coordenada entre países. Reconhecendo que a saúde humana, animal e 

ambiental estão intimamente interligadas, a abordagem de saúde única torna-se 

primordial (OMS, 2019). 
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Seguindo a essa mandatoriedade, em 2020 o governo dos EUA anunciou um 

plano de ação nacional para combate a bactérias resistentes a antibióticos (2020-

2025). O plano tem como objetivo intensificar a pesquisa e o desenvolvimento de 

novas terapias alternativas combinadas no combate a infecções bacterianas. De 

acordo com autoridades do FDA (Food and Drug Administration Agency, EUA), o 

combate de bactérias resistentes deve abranger duas vertentes: o desenvolvimento 

de novas terapias antimicrobianas alternativas e a preservação de antimicrobianos 

atualmente disponíveis (FDA, 2020).  

Neste contexto, a luz azul antimicrobiana destaca-se como uma abordagem 

promissora, capaz de combater microrganismos patogênicos resistentes sem 

promover resistência antimicrobiana, além de proporcionar segurança ao organismo 

humano ou animal. No entanto, o conhecimento aprofundado dos mecanismos de 

ação da luz azul antimicrobiana torna-se de extrema importância para 

aperfeiçoamento da técnica e suas futuras aplicações.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  
 

2.1 TERAPIAS BASEADAS EM LUZ AO LONGO DA HISTÓRIA 

 

Ao longo dos séculos, as terapias baseadas em luz têm acompanhado o 

desenvolvimento da humanidade, sendo utilizadas no tratamento de doenças ao redor 

do mundo. Civilizações antigas foram marcadas por cultos de adoração ao sol, não 

apenas por sua importância na agricultura, mas também por suas propriedades 

curativas (DANIELL; HILL, 1991; HOLLOWAY, 1997; HAMBLIN; HUANG, 2013). 

Possivelmente o registro mais antigo evidenciando a veneração ao sol date de 

mais de 5000 a.C.. No relevo demonstrado na Figura 1, observa-se o faraó egípcio 

Akhenaton, sua esposa Nefertiti e três de suas filhas expondo-se aos raios curativos 

do sol. Na imagem, os raios que emanam do sol revelam uma representação comum 

na época, simbolizando Deus e energias espirituais. (HOLLOWAY, 1997; 

MCDONAGH, 2001; ALPERT, 2015). 

Ainda no Egito, documentos datados de mais de 3000 a.C., no chamado Papiro 

de Ebers, mencionavam a ingestão de extratos derivados de ervas nativas do rio Nilo 

(Ammi majus L.) seguido pela exposição ao sol para o tratamento de vitiligo 

(HAMBLIN; HUANG, 2013). Paralelamente, na Índia, escrituras do livro sagrado 

Atharvaveda também descreviam o tratamento de vitiligo por meio de ingestão de 

sementes da planta Bavachee (Psoralea corylifolia) em associação à exposição à luz 

solar (DANIELL; HILL, 1991). A associação também foi utilizada na medicina chinesa 

para fins semelhantes (WYSS, 2000). 

Já no século 525 a.C., Heródoto, conhecido como pai da helioterapia, 

destacava a importância da exposição ao sol com propósito terapêutico. Em suas 

observações ele correlacionava a resistência dos ossos ao grau de exposição ao sol: 

“Percebi que os crânios dos persas são tão finos que o mais leve toque de um seixo 

os perfura. Os dos egípcios, por outro lado, são tão resistentes que dificilmente é 

possível quebrá-los com uma pedra”. Heródoto acreditava que o motivo estaria 

associado ao fato de egípcios terem a cabeça raspada desde a infância, aumentando 

a exposição ao sol (HÖNIGSMANN, 2013). Nesta época, grandes solários foram 

construídos na Grécia, visando a exposição do corpo ao sol. Esses solários também 
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eram utilizados na preparação física de atletas para os jogos olímpicos (DANIELL; 

HILL, 1991). 
 
                          Figura 1 - Faraó egípcio Akhenaton, sua esposa Nefertiti e três de 

suas filhas expondo-se aos raios curativos do sol 

 
Fonte: Holloway, (1997) 

 

No entanto, com o advento do cristianismo durante a idade média, a adoração 

pelo sol e sua utilização como modalidade terapêutica passaram a ser consideradas 

práticas pagãs (DANIELL; HILL, 1991). Banhos de sol deixaram de ser praticados pela 

oligarquia, tornando-se prática comum dos servos, que eram expostos ao sol 

enquanto trabalhavam no campo (BLOCH, 1990). Dessa forma, as terapias baseadas 

em luz permaneceram esquecida por séculos (DANIELL; HILL, 1991; HAMBLIN; 

HUANG, 2013).  

Já partir do final do século XVII, filosofias baseadas em princípios científicos 

surgiram na Europa e forneceram a base para a compreensão da relação entre os 

humanos e a luz. Dando início a então fototerapia moderna, o período foi marcado por 

invenções e fontes de luz artificiais e naturais modificadas, gerando bases para os 

primeiros estudos (HOLLOWAY, 1997; HAMBLIN; HUANG, 2013). 

Dentre as descobertas da época estão incluídas a de Isaac Newton, que em 

1666 reportou a refração da luz solar através de um prisma em suas sete cores 

componentes do espectro visível. Em 1678, Christian Huygens descreveu a natureza 

ondulatória da luz. Já em 1800, Friedrich Herschel descobre o espectro infravermelho 
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do sol, seguida pela descoberta da radiação ultravioleta (UV) por Johann Wilhelm 

Ritter em 1801; considerados espectros invisíveis aos olhos (FRERCKS; WEBER; 

WIESENFELDT, 2009). No ano de 1820, Hans Oerstedt descobre a corrente elétrica. 

Um ano depois, Michael Faraday descreve a indução eletromagnética como fonte de 

energia e constrói o primeiro gerador elétrico. Mais tarde, em 1878, Thomas Edison 

desenvolve a lâmpada elétrica utilizando como fonte de energia (GRZYBOWSKI; SAK; 

PAWLIKOWSKI, 2016).  

Paralelamente, relatos clínicos de utilização de terapias baseadas em luz 

começavam a ser reportados. Em 1735, Fiennius descreveu a cura de um tumor 

cancerígeno no lábio usando banhos de sol (GIESE, 1964). Em 1774, Faure relatou o 

tratamento de úlceras cutâneas, também por meio de luz solar (RUSSELL; RUSSELL, 

1927). Em 1776, LePeyre e LeConte observaram que a luz solar concentrada através 

de uma lente acelerava a cicatrização de feridas cutâneas e a destruição de tumores 

(ROLLIER, 1923).  

Em 1845, Bonnet relatou pela primeira vez que a luz solar poderia ser usada 

para tratar a artrite tuberculosa. Já em 1877, Arthur Downes e Thomas Blunt 

reportaram a inibição de crescimento bacteriano por meio da exposição à luz solar. 

Os pesquisadores evidenciaram que a ação bactericida estava associada 

primariamente ao componente violeta-azul do espectro, fornecendo a base para o uso 

clínico extensivo de fototerapia (HOCKBERGER, 2000).  

Já no final do século XIX, a helioterapia tornava-se gradualmente popular. Os 

chamados “sanatórios do sol” foram construídos na tentativa de combate aos 

inúmeros casos de tuberculose existentes na época (ROELANDTS, 2002). Dentre os 

pioneiros dessa tendência estão Arnold Rikli, Oskar Bernharde e August Rollier, 

também conhecidos como “apóstolos solares”. Os tratamentos eram realizados em 

condições frias do sol de inverno ou em varandas, reduzindo a superexposição a luz 

solar (Figura 2). Outras condições incluindo raquitismo, escorbuto, reumatismo, 

paralisia, edema e fraqueza muscular também eram tratadas em sanatórios solares. 

No entanto, somente na virada para o século XX os tratamentos fototerápicos 

começam a ser propagados. 
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Figura 2 - Crianças sob tratamentos fototerápicos realizados em varandas 

 
Fonte: Hamblin & Huang (2014) 
  

A partir de estudos publicados pelo médico e cientista dinamarquês Niels 

Ryberg Finsen, no ano de 1889, iniciou-se uma nova era para as terapias baseadas 

em luz. Em seu primeiro livro “La Phototherapie”, Finsen descrevia o tratamento para 

tuberculose cutânea (Figura 3), baseado em exposição solar concentrada por lentes 

ou fontes de luz elétricas (Figura 4 e 5). Em seu livro, comprovou o efeito positivo da 

terapia de luz  realizado em centenas de pacientes em seu instituto “Finsen Medical 

Light Institute” (FINSEN, 1899). Na mesma época, Finsen também desenvolveu 

tratamento para varíola utilizando filtros para obtenção de luz vermelha, visando a 

melhora na cicatrização. Também eram implementadas terapias baseadas em luz 

solar para tratamento de outras doenças comuns da época como tuberculose 

pulmonar e raquitismo (FINSEN, 1899). 
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Figure 3 - Antes e depois do tratamento de lesões de lúpus vulgaris utilizando terapia de Niels Finsen  

 
Fonte: Holloway (1997) 
 
Figura 4 - Terapia utilizando aparelho de Finsen permitindo concentração dos raios solares  

 
Fonte: Holloway (1997) 
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Figure 5 - Terapia utilizando luz elétrica com lâmpada de arco de carbono  

 
Fonte: Holloway (1997) 
 

Dentre 1895 e 1902, Finsen realizou o tratamento de tuberculose cutânea de 

800 pacientes em seu instituto. Do total de pacientes, 56% apresentaram completa 

recuperação, 26% apresentaram melhora significativa, 12% apresentaram melhora 

parcial do quadro e 6% não apresentaram nenhuma melhora. Interessantemente, 

segundo o histórico médico, esses pacientes permaneceram estáveis, 

independentemente do tratamento utilizando lâmpada de arco de carbono associada 

luz elétrica ou exposição solar concentrada por lentes de vidro (FINSEN, 1899; 

MOLLER et al., 2005). 

Em uma época em que não havia antibióticos ou anti-inflamatórios disponíveis, 

a fototerapia foi um grande avanço. Como resultado, em 1903 Finsen foi agraciado 

com o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina, em reconhecimento a sua contribuição 

para o tratamento de doenças com radiação de luz concentrada, abrindo um novo 

caminho para a ciência médica. Como resultado, muitas clínicas no norte da Europa 

adotaram as técnicas de Finsen (HOLLOWAY, 1997; MOLLER et al., 2005; HAMBLIN; 

HUANG, 2013). 
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Embora Finsen como médico entusiasta tivesse o interesse em conhecer todos 

os benefícios que o sol realmente trazia, não foi capaz de desvendar cientificamente 

os mecanismo de ação da luz em seus tratamentos (HAMBLIN; HUANG, 2013). No 

entanto, a prática da exposição à luz solar natural ou de lâmpadas de quartzo ainda 

foram amplamente utilizadas durante a Primeira Guerra Mundial (1914 – 1918). 

Países como Alemanha, Reino Unido, França e Itália possuíam os chamados 

“departamentos especiais de radiação” para o tratamento de combatentes feridos 

(HOLLOWAY, 1997). 

 

2.2 A “BALA MÁGICA” E A ERA DOS ANTIMICROBIANOS 

 

 Paralelamente, em consequência aos surtos infecciosos que ocorriam na 

Europa, pesquisadores e estudiosos continuavam em busca por alternativas 

terapêuticas. Foi nessa época que o médico e cientista alemão Paul Ehrlich 

desenvolveu o conceito de terapêutica “bala mágica”. Definida como uma terapia 

seletiva, Paul Ehrlich esperava desenvolver uma estratégia capaz de erradicar 

agentes infecciosos, sem prejudicar o hospedeiro (SCHWARTZ, 2004). Dessa forma, 

em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro composto químico 'bala mágica' conhecido 

como Salvarsan, que possibilitou o tratamento de sífilis e tripanossomíase (EHRLICH, 

1913; GELPI; GILBERTSON; TUCKER, 2015).  

No entanto, a descoberta do primeiro antibiótico ocorreu apenas 20 anos mais 

tarde, acidentalmente, em um laboratório em Londres pertencente ao bacteriologista 

Alexandre Fleming (KRESS; FRANCISCO, 1945; RAJU, 1999; LIGON, 2004). Assim 

que a produção em massa da penicilina se tornou possível, o uso do antibiótico se 

popularizou e revolucionou a medicina. Já na Segunda Guerra Mundial (1940 - 1945), 

a droga foi extensivamente utilizada no tratamento de feridos em campos de batalha. 

A penicilina rapidamente se tornou conhecida como a "droga milagrosa" da guerra 

(Figura 6), curando doenças infecciosas e salvando milhões de vidas (HUTTNER et 

al., 2013). Com as facilidades do uso de antibióticos, o interesse pelo uso de terapias 

baseadas em luz foi deixado de lado e considerado obsoleto durante anos 

(ROELANDTS, 2002). 

 

 



    26 

                        Figure 6 - Anúncio do laboratório Schenley Inc., em 1944 

 
Fonte: Huttner et al. (2013) 
Legenda: “Graças à Penicilina... ele vai voltar para casa”. O anúncio 

afirmava que a maior notícia da Segunda Guerra Mundial 
seria a descoberta e o desenvolvimento da penicilina 

 

Entretanto, após ser agraciado com Prêmio Nobel em fisiologia e medicina em 

1945 por sua participação na descoberta da penicilina, em entrevista ao jornal New 

York Times, Alexandre Fleming advertiu sobre os riscos do uso indevido do antibiótico 

e a possibilidade de desenvolvimento de resistência pelas bactérias se usado 

indiscriminadamente (FLEMING, 1929; KRESS; FRANCISCO, 1945).  

Por certo, a penicilina revolucionou a medicina e o controle de infeções. No 

entanto, em curto período a resistência à penicilina tornou-se um problema clínico 

substancial, de modo que, na década de 1950, muitos dos avanços da década anterior 

já eram ameaçados (VENTOLA, 2015). Nas décadas seguintes, novas classes de 

antibióticos foram desenvolvidas, embora seguidas pela detecção de microrganismos 

resistentes (DAVIES, 1996). 

De fato, o abuso global de antibióticos desempenhou um papel importante na 

seleção da resistência antimicrobiana, que atualmente representa ameaça global 

contra a saúde pública. A pressão seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos 

associada a habilidade de compartilhamento de material genético das bactérias, 

possibilitam a evolução de espécies resistentes (TACCONELLI et al., 2018). Por 

consequência, a indústria farmacêutica, que há mais de três décadas não apresenta 
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nenhuma classe importante de antibiótico, corre contra o tempo (LIVERMORE, 2011; 

MARTENS; DEMAIN, 2017).  

Atualmente a Organização Mundial da Saúde aponta a resistência aos 

antibióticos como uma das principais ameaças à saúde pública do século 21 (OMS, 

2019). As autoridades governamentais alertam para a possibilidade de uma era pós-

antibióticos (ROBERT R. REDFIELD., 2019; OMS, 2019). Assim, embora os 

antibióticos convencionais se encaixem nos critérios de Ehrlich de "balas mágicas", à 

medida que entramos na era pós-antibiótico torna-se inadiável a busca de novas 

terapias seletivas. 

 

2.3 LUZ AZUL ANTIMICROBIANA: A "BALA MÁGICA" DO SÉCULO 21? 

 

A luz azul antimicrobiana (λ = 400 - 470 nm) tem atraído a atenção por 

representar uma importante alternativa aos antimicrobianos convencionais (ZHANG 

et al., 2014b; WANG et al., 2016, 2017a; BUMAH et al., 2021). Até o momento, uma 

ampla gama de espécies microbianas já foram estudadas, demonstrando que a luz 

azul pode ser altamente eficaz na inativação de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, micobactérias, fungos, leveduras e algas patogênicas (WANG et al., 2017a; 

DOS ANJOS et al., 2019a, 2020a; LEANSE et al., 2021).  

São hipotetizados que a atividade antimicrobiana da luz azul baseie-se na 

absorção de fótons por moléculas endógenas foto-excitáveis (i.e., porfirinas e 

flavinas), comumente encontradas nesses microrganismos (HAMBLIN et al., 2005; 

DAI et al., 2012). Dessa forma, não surpreendentemente, a faixa de comprimento de 

onda entre 400-420 nm é reportada como sendo a mais eficaz, por compreender o 

intervalo de pico de absorção de porfirinas (SCHMID et al., 2019; AL-SHAMMARY et 

al., 2020; ANGARANO et al., 2020a, 2020b). No entanto, alguns pesquisadores 

sugerem que o uso de comprimentos mais longos 450-470nm possam apresentar 

efeitos antimicrobianos em algumas espécies (DONG et al., 2019; HUI et al., 2020; 

LEANSE; ZENG; DAI, 2021).  

De maneira geral, a atividade antimicrobiana da luz azul possui como maior 

vantagem o mecanismo intrínseco, dispensando o uso de fotossensibilizadores 

exógenos ou a necessidade de outras substâncias. À vista disso, sua aplicação tem 

atraído especial atenção dentro da indústria alimentícia, sugerindo eficácia no controle 
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da contaminação de alimentos (PALGAN et al., 2011; GHATE et al., 2016; 

SRIMAGAL; RAMESH; SAHU, 2016; DOS ANJOS et al., 2020a). Da mesma maneira, 

a luz azul antimicrobiana apresenta importante aplicabilidade na descontaminação de 

superfícies e ambientes com alto risco de contaminação, como hospitais, laboratórios 

e consultórios odontológicos (MACLEAN et al., 2010, 2014; BACHE et al., 2018). 

Inúmeros estudos têm demonstrado in vitro a alta efetividade da luz azul 

desafiando diferentes patógenos causadores de infecções cutâneas, gástricas, 

urogenitais, intestinais, orais, entre outras (WANG et al., 2017b; AL HAMZI et al., 2019; 

FELIX GOMEZ et al., 2019; BUMAH et al., 2020b; MEURER; PAYNE; GUFFEY, 2020; 

ZHANG et al., 2020; MOHAMAD et al., 2021; ZHAO; ZHANG; DONG, 2021). Até 

mesmo biofilmes bacterianos, caracterizados por sua inerente resistência aos 

antimicrobianos convencionais, demonstraram susceptibilidade aos tratamentos pela 

luz azul (FILA et al., 2018; WU et al., 2018; FERRER-ESPADA et al., 2019a, 2019b). 

 Interessantemente, sua atividade antimicrobiana não se limita à patógenos 

resistentes a antibióticos, demonstrando alta efetividade mesmo em organismos 

multirresistentes (DOS ANJOS et al., 2019b, 2020b). Tão pouco, sua atividade permite 

o desenvolvimento de mecanismos de tolerância pelo microrganismo. Estudos não 

evidenciaram desenvolvimento de tolerância a luz azul mesmo após inúmeros ciclos 

de exposição e passagem bacteriana (TOMB et al., 2017; LEANSE et al., 2018). No 

entanto, a luz azul antimicrobiana demonstra compatibilidade à associações 

terapêuticas utilizando antimicrobianos convencionais (WOZNIAK et al., 2019) e não 

convencionais  (HYUN; CHOI; LEE, 2020; LEANSE et al., 2020a; LEANSE; GOH; DAI, 

2020; LEANSE; ZENG; DAI, 2021). 

É importante ressaltar que a luz azul antimicrobiana apresenta alta seletividade 

aos patógenos microbianos, demonstrando extrema segurança sobre células do 

hospedeiro (DAI et al., 2012; ZHANG et al., 2014b; WANG et al., 2016; BUMAH et al., 

2021). Da mesma forma, estudos que avaliaram a atividade antimicrobiana da luz azul 

in vivo também retrataram a existência de uma janela terapêutica, possibilitando o 

tratamento antimicrobiano sem provocar danos aos tecidos do hospedeiro (DAI et al., 

2012; RUPEL et al., 2019; LEANSE et al., 2020b). Estudos clínicos evidenciam 

resultados encorajadores ao avaliarem a utilização da luz azul antimicrobiana no 

tratamento de acne vulgaris (GOLD et al., ; WHEELAND; DHAWAN, 2011; ALBA et 

al., 2017), infecções vaginais (PAVIE et al., 2019), além do tratamento infecções 
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gástricas (GANZ et al., 2005; LEMBO et al., 2009), despertando interesse por sua 

introdução na rotina clínica. 

 

2.4 MECANISMOS HIPOTETIZADOS PARA A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA 

LUZ AZUL 

 

Uma vez que a luz azul antimicrobiana tem sido considerada uma opção viável 

para o tratamento de agentes infecciosos, pesquisadores tentam esclarecer seu 

mecanismo de ação (PLAVSKII et al., 2018; WU et al., 2018; BUMAH et al., 2020a; 

HYUN; LEE, 2020). Embora ainda não seja completamente elucidado, a hipótese 

comumente aceita envolve a presença de pigmentos endógenos foto-excitáveis, como 

porfirinas e flavinas, presentes em bactérias e fungos (WANG et al., 2019b; LEANSE 

et al., 2021). Acredita-se que a reação fotodinâmica promovida pela luz azul nesses 

pigmentos endógenos se assemelhe muito ao mecanismo promovido pela terapia 

fotodinâmica, que utiliza fotossensibilizador exógeno (HAMBLIN et al., 2005; DAI et 

al., 2012). 

De maneira simplificada (Figura 7), acredita-se que ao absorverem luz em 

comprimento de onda específico essas moléculas são promovidas ao estado excitado 

(DAI et al., 2012). Em sequência, ao reagirem com o oxigênio molecular as porfirinas 

em estado tripleto desencadeiam a produção de espécies reativas de oxigênio por 

dois mecanismos: transferência de energia ou transferência de elétrons, conhecidas 

como reação fotodinâmica do tipo I ou II, respectivamente. Por meio da transferência 

de energia são produzidos oxigênio singleto (1O2), uma espécie molecular altamente 

reativa e transitória; e através de transferência de elétrons são geradas outras 

espécies reativas de oxigênio como radicais hidroxila (HO•), ânion superóxido (O2•−) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (HUANG et al., 2013; BAPTISTA et al., 2017). 
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Figure 7 - Desenho esquemático representando mecanismos hipotetizados para a atividade 
antimicrobiana promovida pela luz azul 

Fonte: dos Anjos (2021) 
 

Acredita-se que espécies reativas de oxigênio produzidas sejam responsáveis 

por gerarem danos estruturais, desencadeando a morte do microrganismo por 

degenerações oxidativas (HAMBLIN et al., 2005; DAI et al., 2012; WU et al., 2018). 

Até o momento, estudos apontam inúmeros alvos para a luz azul antimicrobiana, 

incluindo danos em DNA, proteínas, lipídios e membrana celular (ASHKENAZI et al., 

2003; DAI; HUANG; HAMBLIN, 2009; DAI et al., 2012; YIN et al., 2013; WANG et al., 

2017a).  

No entanto, diferentes microrganismos podem demonstrar suscetibilidades 

variáveis à luz azul. Dessa forma, sugere-se que as discrepâncias na tolerância a luz 

azul podem ser decorrentes de diferenças específicas do organismo nos níveis de 

porfirina, tipo de porfirina (i.e. protoporfirina, coproporfirina ou uroporfirina) e 

localização ou proximidades a moléculas susceptíveis (PLAVSKII et al., 2018; WU et 

al., 2018; BUMAH et al., 2020a; HYUN; LEE, 2020). Especula-se também que 

espécies bacterianas menos tolerantes ao oxigênio podem ser particularmente mais 

suscetíveis aos efeitos da EROS (JEAN; BRIOLAT; REYSSET, 2004). No entanto, a 

presença de antioxidantes podem tornar o microrganismo mais tolerante a luz azul 

(DONG et al., 2019; HUI et al., 2020; LEANSE; ZENG; DAI, 2021). Contudo, até o 

presente momento não existem evidencias substanciais detalhadas para confirmar os 
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alvos de ação antimicrobiana, ou o papel direto de EROS envolvidos na atividade 

antimicrobiana da luz azul.  
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3 JUSTIFICATIVA 
 

 A resistência antimicrobiana torna-se na atualidade uma crescente ameaça 

global. A eficácia dos antimicrobianos, considerados pré-requisitos para medidas 

preventivas e curativas na medicina humana e na produção de alimentos encontram-

se em risco. Dessa forma, autoridades globais alertam para a urgência no 

desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas alternativas e/ou preservação de 

antimicrobianos atualmente disponíveis. Acreditando que a luz azul antimicrobiana 

seja uma abordagem promissora no tratamento de infecções, torna-se de extrema 

importância a compreensão dos seus mecanismos de ação, que possibilitarão no 

futuro optimização e/ou associação com terapias combinadas. 
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4 OBJETIVOS GERAIS 
 

O estudo teve como objetivo testar hipóteses comuns relacionadas aos alvos 

biológicos de morte bacteriana induzida pela exposição a luz azul antimicrobiana.  

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Padronização da curva de morte de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa expostos 

a luz azul antimicrobiana; 

• Avaliação de danos ultra estruturais promovidos pela exposição a luz azul 

antimicrobiana; 

• Determinação do tipo de reação fotodinâmica predominante de S. aureus, E. 

coli e P. aeruginosa submetidos a luz azul antimicrobiana; 

• Avaliação do perfil de distribuição espacial de moléculas endógenas 

fluorescentes em S. aureus, E. coli e P. aeruginosa; 

• Identificação e quantificação de porfirinas endógenas presentes em S. aureus, 

E. coli e P. aeruginosa; 

• Verificação da ocorrência de possíveis quebras de dupla-fita de DNA 

bacteriano promovidos pela exposição a luz azul antimicrobiana; 

• Mensuração de danos oxidativos em proteínas bacterianas promovidos pela  

exposição a luz azul antimicrobiana; 

• Mensuração de peroxidação lipídica induzidas pela exposição bacteriana a luz 

azul antimicrobiana; 

• Avaliação da integridade de membrana de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa 

submetidas a exposições a luz azul antimicrobiana;  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

5.1 MICRORGANISMOS 

 

Para a padronização do estudo foram utilizadas três diferentes espécies 

bacterianas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), obtidos a partir da American Type Culture 

Collection (ATCC). 

 

5.2 FONTES DE LUZ 

 

Utilizou-se um sistema de irradiação homogêneo de LEDs (Figura 8), com 

emissão de comprimento de onda de 410 nm e irradiância de 38,2 mW/cm2, modelo 

comercial Ledbox® (BioLambda, São Paulo).  

 
                     Figura 8 - Fonte de luz utilizada no experimento 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
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A densidade de energia (DE) aplicada sobre os microrganismos foi calculada 

de acordo com a fórmula abaixo: 
 

𝑫𝑬 =
𝑷	. 𝒕
𝑨 																																												𝒕 =

𝑫𝑬	. 𝑨
𝑷  

 

Onde:  

DE = densidade de energia (J/cm2); 

P = potência do aparelho (W); 

t = tempo (s); 

A = área de secção transversal do feixe de luz (cm2) do aparelho emissor. 

 

5.3 PREPARO DO INÓCULO 

 

As cepas selecionadas para o estudo foram semeadas em caldo Brain Heart 

Infusion (BHI). O crescimento foi realizado em condições de aerobiose, à 36 ± 1°C, 

em estufa rotatória, durante 16-18h (overnight). Após o crescimento, os 

microrganismos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10 min. O sobrenadante 

foi descartado e o material ressuspendido PBS estéril (NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, 

KCl 2,7 mM, pH = 7,0). O processo de lavagem do inóculo foi repetido duas vezes. 

O ajuste do inóculo foi determinado por turbidez da suspensão, avaliado por 

espectrofotometria. A absorbância da suspenção em PBS estéril foi ajustada entre 

0,67 à λ= 625 nm, que resultou em suspensão contendo aproximadamente 1–2 x 109 

UFC/mL. 

 

5.4 PADRONIZAÇÃO DA CURVA DE MORTE BACTERIANA POR LUZ AZUL 

 

 A padronização da curva de morte bacteriana foi realizada a partir da irradiação 

de 1 mL do inoculo bacteriano, contendo 1 a 2 x 109 UFC/mL, em placa de 12 poços. 

Todas as cepas selecionadas para o estudo foram submetidas a 11 níveis de 

irradiação, incluindo amostra controle (não irradiada), com intervalos de 10 min (i.e.: 

22,68 J/cm2) entre amostras (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Parâmetros de irradiação utilizados na padronização de curva de morte bacteriana por luz 
azul 

 Parâmetros de irradiação 

Minutos 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

J/cm2 22,9 45,8 68,7 91,6 114,5 137,5 160,4 183,3 206,2 229,1 
Fonte: dos Anjos (2021) 

 
 Após cada nível de irradiação, alíquotas de 20 μL foram transferidas para placa 

de 96 poços, contendo 180 μL de solução de PBS estéril. Subsequentemente, as 

amostras foram submetidas a diluição seriada até a concentração 10-6. 

Por meio de uma pipeta multicanal foram retiradas alíquotas previamente 

homogeneizadas de 10 μL, referente às diferentes concentrações: 10-1, 10-2, 10-3, 10-

4, 10-5 e 10-6, pertencentes ao mesmo nível de irradiação. Em seguida, as amostras 

foram semeadas em forma de estrias em placas de ágar BHI, conforme metodologia 

descrita por Jett et al. (1997). As amostras foram incubadas em condições de 

aerobiose à 36 ± 1°C, durante 24 h, seguida pela contagem das colônias.  

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicatas técnicas e repetidos 

em três dias experimentais diferentes, totalizando nove repetições para cada 

microrganismo. As médias de fração de sobrevivência dos resultados obtidos de cada 

grupo experimental foram calculadas e normalizadas em relação ao máximo (N0/N; 

carga microbiana inicial/carga microbiana final), indicando a fração de redução da 

contagem de UFC/mL. Subsequentemente os dados foram transformados em escala 

logarítmica de base 10 (Log 10). 

Por meio de adaptação do método estatístico de Weibull, desenvolvido por 

Sabino et al. (2019), calculou-se a dose letal teórica para inativação dos 

microrganismos avaliados. A equação fornece valores de duas constantes referentes 

à cinética de inativação: dose letal para 90% (DL 90) e o fator de tolerância (T), 

referente à direção da concavidade da curva ajustada (ou seja, T>1: concavidade para 

baixo; T<1: concavidade para cima). A partir desses valores calculados, foram 

estimados a dose letal para a redução de 50% (DL50), 90% (DL90), 99,9% (DL99,9) e 

esterilização da amostra (DL100), considerando-se o inoculo inicial de 1 a 2 x 109 

UFC/mL. 
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5.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

 

 A Microscopia de Transmissão Eletrônica (TEM) teve por objetivo possibilitar a 

observação de possíveis danos estruturais bacterianos, tais como formação de 

vacúolos, degradação de ribossomos e presença de células sem conteúdo intracelular 

(consequência de ruptura de membrana), promovidos durante a fotoinativação por luz 

azul (DAI et al., 2013a; ZHANG et al., 2014a). 

 O preparo do inoculo e irradiação das amostras foram realizados conforme 

descrito previamente. Optou-se para o estudo a avaliação das amostras referente a 

DL 90, DL99,9 e amostra controle (não irradiada) das três cepas estudadas. Para 

obtenção de quantidade de células suficientes para o preparo no material, foram 

utilizadas amostras pertencentes à dois poços irradiados. As amostras foram 

acondicionadas em tubos tipo Ependorff e centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min. 

O sobrenadante foi descartado e as amostras foram fixadas em solução de 

glutaraldeído a 2%, por duas horas, à 4ºC. Após esse período, as amostras foram pós-

fixadas em solução à 1% de tetróxido de ósmio com cacodilato de sódio à 2 M e pH 

7,3, por 2 h. Em seguida, foram mantidas overnight em solução acetato de uranila a 

2% em sacarose à 10,6%.  

 Para o processo de desidratação, as amostras foram submetidas a duplo 

tratamento durante 15 min em concentrações crescentes de álcool (70, 95 e 100%) e 

então submetidas a dois tratamentos de 15 min em óxido de propileno. Após o 

processo de desidratação, o material foi incluído em resina adicionada de oxido de 

propileno e acondicionados em formas. Para polimerização, foram mantidas em estufa 

à 75ºC durante 30 h.  

 Os blocos foram submetidos à trimagem e então cortados em ultra micrótomo 

(LEICA EM UC 6, Vienna, Áustria) para obtenção de cortes semi-finos (0,5 μm). Os 

cortes foram posicionados em lâminas histológicas e corados com azul de toluidina 

1%, servindo de orientação para cortes ultrafinos (80-90 nm). As amostras em cortes 

ultrafinos foram posicionadas em grade de cobre (malha 200), contrastados com 

acetado de uranila a 4%, por 5 min no escuro, e citrato de chumbo a 0,3%, por 15 min.  

 A observação e captação das imagens foram realizadas em microscópio 

eletrônico de transmissão (JEOL, model 1010, Tokyo, Japan), em aumentos de até 

100.000x, operando em 80 KV.  
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5.6 DETECÇAO DE PORFIRINAS POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ULTRA 

EFICIÊNCIA 

 

O método de cromatografia liquida de ultra eficiência (UPLC, Ultra-high 

performance liquid chromatography) foi utilizado para a identificação e quantificação 

de porfirinas endógenas em células bacterianas (WANG et al., 2019a; LIU et al., 2020). 

Para o preparo da amostra, colônias bacterianas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa 

foram inoculadas em caldo BHI (3 tubos cônicos de 50 mL contendo 20 mL de meio 

para cada cepa testada) e mantidas em estufa rotatória à 36 ± 1°C, durante 16-18h. 

Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min, 

possibilitando o descarte do sobrenadante. Os pellets resultantes dos três tubos 

pertencentes a mesma cepa foram agrupados e submetidos a lavagem em PBS para 

remoção de resíduos de meio de cultura. Subsequentemente, os pellets foram 

ressuspensos em 1 mL de solução de extração contendo etanol, dimetilsulfóxido, 

ácido acético (na proporção 80: 20: 1; vol/vol/vol) e armazenados em freezer – 80 °C 
durante 24 h. Posteriormente, as células bacterianas foram rompidas por meio de 

banho ultrassônico na frequência de 40 KHz (Bransonic 2510R-MT, Danbury, CT). As 

amostras foram então centrifugadas para remoção de debris e o sobrenadante 

utilizado para análise cromatográfica, conforme descrito por Wang et al., (2019). Em 

resumo, foram utilizados marcadores cromatográficos possibilitando a detecção de 

uroporfirina, heptaporfirina hexaporfirinas, pentaporfirinas, coproporfirinas e 

protoporfirina IX (Frontier Scientific, Logan, UT). A quantificação de porfirinas por 

UPLC foi realizado por meio do sistema Waters® Acquity UPLC.  
 

5.7 MICROSCOPIA CONFOCAL DE IMAGEAMENTO DE TEMPO DE VIDA DE 

FLUORESCÊNCIA 

 

 A microscopia confocal de imageamento de tempo de vida de fluorescência 

(Fluorescence-lifetime imaging microscopy - FLIM) consiste na aquisição 

bidimensional de imagens indicadoras do perfil de decaimento do estado excitado de 

espécies fluorescentes, por meio de varrimento espacial das células bacterianas. A 

informação resultante da FLIM é uma imagem em que cada pixel representa o perfil 
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de decaimento da respetiva espécie fluorescente, presente no ponto espacial onde a 

aquisição ocorreu (VAN MUNSTER; GADELLA, 2005). 

As cepas avaliadas (S. aureus, E. coli e P aeruginosa) foram semeadas em 

caldo BHI. O crescimento foi realizado em condições de aerobiose à 36 ± 1°C, em 

estufa rotatória (tipo shaker), overnight. Após o crescimento, os microrganismos foram 

acondicionados em tubos tipo Ependorff e centrifugados a 10.000 rpm durante 10 min. 

O sobrenadante foi descartado e o material ressuspendido em 1 mL de PBS estéril. O 

processo de lavagem do inóculo foi repetido duas vezes. Ao pellet foi então adicionado 

1 mL de solução de glutaraldeído à 2% e mantido sob refrigeração por 1 h. Após esse 

período realizou-se nova lavagem e ressupensão em PBS. Amostras foram mantidas 

sob refrigeração até o momento da leitura. As lamínulas utilizadas para microscopia 

foram previamente tratadas com solução de Polilisina à 1% (Sigma, Saint Louis, EUA) 

e mantidas overnight em estufa a 60 ºC para secagem. As lamínulas foram submetidas 

a enxague em água MiliQ® e novo processo de secagem. 

 A avaliação o perfil de decaimento do estado excitado de espécies 

fluorescentes intracelulares foi realizado por FLIM utilizando-se microscópio 

(MicroTime 200, PicoQuant), equipado com fotomultiplicador próprio, 404 (20) nm, 

filtro de passagem de banda de 590 (20), pulso curto (<1 ns) e objetiva com aumento 

de 60 x para analisar amostras em um nível de super resolução (ou seja, abaixo do 

limite de difração da luz). As imagens e os dados obtidos foram analisados por 

software (SymphoTime 64, PicoQuant). 

 

5.8 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

Espécies reativas de oxigênio (EROS) produzidas após exposição bacteriana 

à luz azul foram quantificadas por meio de ensaio fluorimétrico, utilizando o marcador 

2 ′, 7′-diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA). Altamente permeável, o DCFH-DA 

é hidrolisado por esterases no ambiente intracelular, assumindo a forma não-

fluorescente DCFH. Após ação de peroxidases, primariamente promovidas por H2O2,  

é convertido à DCF, sua forma fluorescente, utilizado como marcador de processos 

oxidativos (WANG; JOSEPH, 1999).  

Neste estudo, os inoculos de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa foram cultivados 

e preparados em PBS na concentração de 1–2 x 109 UFC/mL. Para o teste 
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fluorimétrico, o reagente DCFH-DA (D6883, Sigma-Aldrich) foi adicionado às amostras 

na concentração final de 20 μM. Em seguida, foram incubadas à 25°C por 30 min, 

para permitir a permeação da sonda, conforme descrito por Wu et al., (2018). 

As amostras foram então submetidas a exposições radiantes crescentes de luz: 

0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 J/cm2. Imediatamente após cada alíquota, as amostras 

foram submetidas a leitura em espectrofotômetro leitor de placas SpectraMax M4 

(Molecular Devices, USA) utilizando-se espectro de excitação de 504 nm e emissão 

de 529 nm. A mensuração foi realizada a cada 5 min, totalizando o período de 1 h. 

 

5.9 DETERMINAÇÃO DO TIPO DE REAÇÃO FOTODINÂMICA 

 

Para explorar as contribuições relativas às EROS envolvidas durante a 

exposição de bactérias a luz azul, exploramos o uso de quencher específicos. O íon 

azida de sódio foi selecionado por ser considerado um potente quencher físico do 

oxigênio singleto molecular (1O2), presente na reação fotodinâmica do tipo II (LI et al., 

2001). Adicionalmente, para avaliar o potencial envolvimento da formação de radical 

hidroxila (HO•−), presentes na reação fotodinâmica do tipo I, nós selecionamos como 

quencher a tioureia (KOHANSKI et al., 2007). 

Inoculos de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa foram preparados conforme 

descrito previamente e ajustados à concentração de aproximadamente 1–2 x 109 

UFC/mL em PBS.  As soluções de azida de sódio ou tioureia foram adicionados às 

suspensões bacterianas na concentração final de 10 mM e 150 μM, respectivamente 

(LI et al., 2001; KOHANSKI et al., 2007). Subsequentemente, as suspensões 

bacterianas adicionadas de solução quencher (ou apenas mantida em PBS; controle 

negativo do experimento) foram adicionadas em placas de 12 poços para irradiação. 

Amostras de S. aureus e E. coli foram submetidas a exposição radiante de: 0, 45,8, 

91,6 e 137,4 J/cm2, enquanto amostras de P. aeruginosa foram expostas a 0, 22,9, 

45,8 e 68,7 J/cm2.  

Após a exposição a luz azul antimicrobiana, amostras foram submetidas a 

diluição seriada e foram semeadas em agar para posterior quantificação de unidades 

formadoras de colônia. Para a obtenção do valor da fração de sobrevivência e análise 

dos resultados, valores de UFC/mL quantificados foram normalizados pelo valor do 

respectivo controle não irradiado e submetidos a transformação logarítmica (log10). 
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5.10 VERIFICAÇÃO DE POSSÍVEIS DANOS EM DNA  

 
 É conhecido que o estresse oxidativo pode promover quebras na cadeia 

polimérica de ribose-fosfato do DNA celular (POETSCH, 2020). Dessa forma, para 

verificar a possível ocorrência de quebras de ligações fosfodiester na dupla-fita do 

DNA de bactérias em decorrência à irradiação por luz azul antimicrobiana, utilizou-se 

o método de eletroforese em gel de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis 

– PFGE). 

As cepas selecionadas, foram preparadas e irradiadas conforme previamente 

descrito. Os intervalos de exposição radiante avaliados são detalhados na tabela 2, 

comparadas a amostra controle (não irradiada).  

 
Tabela 2 - Exposição radiante de luz azul antimicrobiana utilizados para fotoinativação de P. 

aeruginosa, S. aureus e E. coli 
Cepas Exposição radiante (J/cm2) 

P. aeruginosa 11,4 22,9 45,8 91,6 183,3 366,6 

S. aureus 22,9 45,8 91,6 183,3 366,6 549,6 

E. coli 22,9 45,8 91,6 183,3 366,6 549,6 
Fonte: dos Anjos (2021) 

 
 

 Após respectivos tratamentos, as amostras foram centrifugadas para descarte 

do sobrenadante e as células foram ressuspensas em 200 µL de solução tampão TE 

I (Tris-HCl 10mM, pH 7,5; EDTA 1mM, pH 8,0). Nos grupos referentes as amostras de 

S. aureus, foram adicionadas 2,5 µL de Lisoestafina (L-7386; Sigma, USA) em solução 

contendo 100 µg/mL em acetato de sódio a 20 mM, pH 4,5. Subsequentemente, 

alíquotas de 80 µL foram adicionados a 320 µL de agarose para Pulsed Fild a 1% (55-

60 ºC), transferidas para moldes (em triplicata) e incubados à 20oC, até a solidificação.  
Os plugs referentes as amostras das cepas de E. coli e P. aeruginosa foram 

retirados dos moldes e colocados em 5 mL de solução de lise (EDTA 50 mM, pH 8,0; 

Tris- HCl 50 mM, pH 7,5; SDS 20%, Sarcosil 1%, proteinase K 20mg/mL) (DROPA et 

al., 2015). Os plugs referentes as amostras de S. aureus foram acondicionados em 

solução de lise de diferente constituição (EDTA 100 mM, pH 8,0; Tris HCl 6 mM, pH 
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7,5; NaCl 1M, SDS 0,2%, Sarcosil 0,5%)(MCDOUGAL et al., 2003). Todas as 

amostras foram incubadas a 55 ºC durante 2 h.  

Após a incubação, os plugs foram submetidos a duas lavagens em 10 mL de 

água mili-Q® e quatro lavagens em 10 mL de TE I (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; EDTA 

1mM, pH 8,0), com intervalos de 15 min, a 55 ºC. Ao término do procedimento de 

lavagens, os plugs foram transferidos para microtubos tipo Eppendorf®, contendo 1 

mL de TE I, e armazenados a 4 ºC até o momento do uso. 

Para a digestão enzimática, foram utilizadas enzimas de restrição específicas 

para cada microrganismo: Xbal, BcuI e SmaI para E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, 

respectivamente. As enzimas de restrição fornecem fragmentos de restrição com peso 

molecular adequado para a corrida eletroforética e permite a visualização dos perfis 

moleculares das cepas estudadas (MCDOUGAL et al., 2003). Cada plug foi transferido 

para um novo microtubo contendo 350 µL de respectiva solução tampão adicionado 

de 10U de enzima. As amostras de E. coli e P. aeruginosa foram submetidas a banho-

maria a 37 ºC e as amostras de S. aureus foram incubadas a 30 ºC, ambas por 18 h. 

 Em seguida, os plugs foram inseridos em gel de agarose para campo pulsado, 

à 1 % em solução tampão TBE 0,5 X (Tris-borato 45mM, EDTA dissódico 1 mM, pH 

8,0), juntamente com o marcador de peso molecular (multimeric phase lambda DNA 

ladder 48, 5Kb, Bio-rad). Utilizou-se o sistema de eletroforese Chef Mapper (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA) sob voltagem de 6 V/cm, a 14 ºC, por 22 h, com intervalo 

de pulsos de 3,51 a 30,82 s. Para leitura, o gel de PFGE foi corado em brometo de 

etídio 1 µg/mL, durante 1h, e visualizado em luz ultravioleta (Epi Chemi II Darkroon, 

UVP Bioimaging Systems).  

 

5.11 AVALIAÇÃO DE POSSÍVEIS DANOS OXIDATIVOS EM PROTEÍNAS 

BACTERIANAS  

 

A oxidação de proteínas é definida como modificações covalentes induzida por 

espécies reativas de oxigênio. Dentre os produtos mais comuns da oxidação de 

proteínas estão os derivados carbonil. Quimicamente estáveis, as carbonilas servem 

como marcadores de estresse oxidativo promovidos pela maioria dos tipos de EROS 

(PATTISON; RAHMANTO; DAVIES, 2012; FEDOROVA; BOLLINENI; HOFFMANN, 

2014). Com o intuito de mensurar possíveis danos oxidativos promovidos pela luz 
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azul, realizou-se a quantificação de proteínas carboniladas por meio de ensaio 

fluorimétrico OxiSelect™STA-307 (Cell Biolabs Inc., EUA). 

As cepas avaliadas (S. aureus, E. coli e P aeruginosa) foram preparados e 

irradiados de acordo com previamente descrito, utilizando os parâmetros de exposição 

radiante detalhados na tabela 2. Para cada espécie bacteriana e exposição radiante, 

foram necessárias 12 repetições técnicas para obtenção de quantidade suficiente de 

proteínas. O pellet resultante foi recuperado por meio de centrifugação e então 

ressuspenso em 60 µl de diluente de amostra do kit OxiSelect™. As amostras foram 

submetidas a procedimento de lise celular, por meio de desmembrador sônico de 

sonda (Modelo 100, Fisher Scientific, EUA) em 5 ciclos de sonicação de 5s, com 

intervalos de 1 min entre os ciclos e mantidas em gelo. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas para remoção de debris. A quantificação de proteínas carboniladas no 

sobrenadante foram realizadas conforme orientações do fabricante. A leitura foi 

performada em λex = 480 nm e λem 530 nm, por meio de leitora de placas SpectraMax 

M4 (Molecular Devices, USA).  

Paralelamente, mensurou-se a proteína total presente nas amostras por meio 

do kit colorimétrico BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EUA). A mensuração teve 

por finalidade a normalização do teor de proteínas carboniladas (nmol/mL) pela 

quantidade de proteína total (mg/mL). O experimento foi realizado em triplicatas 

independentes. 

 

5.12 AVALIAÇÃO DE POSSÍVEL PROXIDAÇÃO LIPIDICA BACTERIAS  

 

As espécies reativas de oxigênio são sabidamente conhecidas por gerarem 

processo de peroxidação lipídica celular. Dentre produtos da peroxidação de ácidos 

graxos poli-insaturados, o malondialdeído (MDA; C3H4O2) é o marcador mais 

comumente conhecido e utilizado (GAWEŁ et al., 2004). Neste estudo, avaliou-se 

possíveis danos oxidativos lipídicos induzidos pela exposição a luz azul 

antimicrobiana em P. aeruginosa, S. aureus e E. coli. 

O cultivo das cepas e preparo dos inoculos foram realizados conforme 

previamente descrito. As amostras foram expostas a doses de luz azul seguindo 

exposições radiantes da tabela 2. Neste ensaio, utilizou-se o kit comercial OxiSelect 

™ TBARS (STA-330; Cell BioLabs Inc., EUA). As análises foram performadas 
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seguindo recomendações do fabricante. Em resumo, neste ensaio o MDA da amostra 

reage com o ácido tiobarbitúrico (TBA) possibilitando mensuração fluorimétrica da 

reação, que é comparada a uma curva-padrão de 0 μM a 250 μM de MDA. A leitura 

foi realizada em leitora de placas SpectraMax M4 (Molecular Devices, USA) em λex = 

540 nm e λem 590 nm.  

 

5.13 AVALIAÇÃO DE POSSÍVEIS DANOS EM MEMBRANA  

 

 Para verificar possíveis danos em membrana bacteriana após a exposição à 

luz azul antimicrobiana, foram empregados dois métodos: Iodeto de propidium (IP) e 

N-fenil-1-naftilamina (NFN) (LOH; GRANT; HANCOCK, 1984; ZHU et al., 2014). IP é 

um fluorocromo que se liga às cadeias do DNA, mas é incapaz de atravessar a 

membrana citoplasmática íntegra. NPN é uma sonda apolar que apresenta 

fluorescência em ambientes fosfolipídicos, como a face interna da membrana externa 

de bactérias Gram-negativas (TRÄUBLE; OVERATH, 1973; LOH; GRANT; 

HANCOCK, 1984). 

 O preparo e irradiação de amostras foram realizados conforme previamente 

descrito, utilizando as exposições radiante especificadas na tabela 2. Dois controles 

comparativos foram incluídos para cada espécie: controle positivo (células lisadas) e 

controle negativo (amostra não tratadas; células íntegras). Para o controle positivo, o 

inóculo foi tratado com álcool isopropílico 70% (INGRAM, 1981). Em resumo, as 

amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e a amostra 

ressuspensa em 1 mL de álcool isopropílico 70%, mantidas por 15 min. Após esse 

período, realizou-se nova lavagem e o pellet foi ressuspendido em tampão PBS. 

Para o ensaio de permeabilidade de membrana utilizando IP, as amostras 

foram distribuídas em placas de 96 poços e incubadas com PI (50 µg/mL; BD 

Pharmingen, EUA) ao abrigo de luz, durante 15 min. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro leitor de placas SpectraMax M4 (Molecular Devices, USA) em λex = 

520 nm e λem 620 nm. De maneira semelhante, para o ensaio da membrana externa 

as amostras foram incubadas com NPN 15 μM (Sigma Aldrich, EUA). A incorporação 

de NPN foi mensurada em λex = 350 nm e λem 415 nm. 
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6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Todas as análises quantitativas foram realizadas em triplicatas independentes. 

Os dados foram submetidos a análise de variância de uma ou duas vias (One or Two-

Way ANOVA) utilizando-se como post-hoc o teste de Tukey. As análises foram 

realizadas por meio do Software Prism 9.0 (GraphPad, USA) adotando-se o nível de 

significância < 5%. 
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7 RESULTADOS 
 

7.1 A LUZ AZUL ANTIMICROBIANA FOI EFICAZ CONTRA OS PATÓGENOS 

TESTADOS 

 
 Neste estudo, investigamos a atividade antimicrobiana da luz azul contra P. 

aeruginosa, S. aureus e E. coli. Com base nos nossos dados (Figura 9), todas as 

cepas testadas foram fotoinativadas após exposição a luz azul antimicrobiana, embora 

apresentem cinéticas distintas, com maior ou menor tolerância à exposição a luz.  

 
                             Figura 9 - Cinética de inativação de P. aeruginosa, S. aureus e E. coli em função do 

tempo de irradiação por luz azul antimicrobiana 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 

 

Por meio da equação de Weibull, modelo matemático adaptado no estudo, 

foram calculados o melhor valor ajustado para se alcançar a dose letal teórica de 90% 

(DL90), referente a 1 log10 de redução para cada microrganismo e o fator de resistência 

R (Tabela 3). De acordo com os dados, o fator de tolerância (T) foi maior que 1 (T>1) 

nas três cepas selecionadas para a padronização do estudo. Os resultados sugerem 

tendência entre as cepas a apresentar maior tolerância à luz azul antimicrobiana no 

início do período de exposição. No entanto, as cepas tornam-se mais sensíveis 

conforme aumenta a exposição radiante. O sucesso do ajuste dos dados pela 

equação modificada de Weibull foi confirmado, uma vez que todos os valores de R2 
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ajustado foram superiores a 0,90. Os resultados sugerem forte correlação entre 

exposição radiante e a taxa de inativação dos patógenos avaliados neste estudo.  

 
Tabela 3 - Média do tempo de inativação bacteriana (min) e erro padrão referentes à dose letal para 

90% (DL 90), fator de resistência (T) e valor do coeficiente de determinação (R2) 

Microrganismos 
Tempo Erro padrão R2 

ajustado DL90  
(min) T DL 90 

(min) T 

S. aureus 27,73 1,19 3,43 0,14 0,95 

E. coli 34,74 1,22 2,54 0,18 0,96 

P. aeruginosa 11,18 1,44 1,64 0,10 0,98 
Fonte: dos Anjos (2021) 

 

A partir desses valores calculados, foi possível estimar a dose letal para a 

inativação de 50 % (DL50), 99,9% (DL99,9) e para esterilização da amostra (DL 100), 

considerando-se o inóculo inicial de 1 a 2 x 109 UFC/mL. Os dados encontram-se 

dispostos na tabela 4, onde são exibidas as variáveis tempo (em minutos) e exposição 

radiante (J/cm2) necessárias para a inativação das cepas testadas. Comparações 

estatísticas entre as cepas avaliadas são apresentadas na tabela 5. 
 

Tabela 4 - Valores de dose letal (DL) estimados a partir do valor ajustado para DL90 

Microrganismos DL 50 DL 90 DL 99,9 DL 100 
min J/cm2 min J/cm2 min J/cm2 min J/cm2 

S. aureus 16 36,6 28 64,1 69 158,1 174 398,8 
E. coli 20 45,8 35 80,2 85 194,8 208 476,7 

P. aeruginosa 07 16,0 11 25,2 24 55,0 51 116,8 
Fonte: dos Anjos (2021) 

 

 Com base na cinética de inativação de P. aeruginosa, para se atingir uma 

redução de 1 log10 CFU (ou seja, LD90) e 3 log10 CFU (LD99.9), são calculados a 

exposições radiantes de 25,5 J/cm2 e 54,7 J/cm2, respectivamente. S. aureus 

apresentou maior tolerância à exposição pela luz azul, comparada a P. aeruginosa 

(P= 0,0001). Da mesma forma, calculamos que para alcançar uma redução de 1 e 3 

log10 de CFU em S. aureus, são necessários 63,5 J/cm2 e 158,9 J/cm2, 

respectivamente. E. coli também foi relativamente mais tolerante à exposição a luz 

azul antimicrobiana quando comparada a P. aeruginosa (P<0.0001). Para E. coli, 
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calculou-se exposições radiantes iguais a 79,6 J/cm2 e 195,0 J/cm2 para atingir 1 e 3 

log10 CFU de redução, respectivamente.  

 
Tabela 5 - Comparações de valores de dose letal para inativação de 90 % do inóculo (DL90) obtidos a 

partir da cinética de inativação média de P. aeruginosa, S. aureus e E. coli submetidos à 
exposição de luz azul antimicrobiana 

Microrganismos 
DL90 

S. aureus E. coli 

P. aeruginosa 0.0001 <0.0001 

E. coli 0,0157 - 
Fonte: dos Anjos (2021) 
 

7.2 IMAGENS DE MICROSCOPIA DE TRANSMISSÃO EVIDENCIAM ALTERAÇÕES 

ULTRAESTRUTURAIS  

 

 Neste estudo verificou-se potenciais alterações ultraestruturais e/ou 

morfológicas induzidas após exposições de P. aeruginosa, S. aureus e E. coli à luz 

azul antimicrobiana. As doses letais calculadas para inativação de 90 e 99.9% de cada 

cepa foi utilizada no estudo no intuito de padronizar danos às células bacterianas.  

 De acordo com imagens representativas apresentadas na figura 10, quando 

P. aeruginosa foi submetida a exposição radiante necessária para inativar 90 % do 

inoculo, evidenciou-se formações densas em conteúdo celular. Essas formações são 

sugestivas de possível aglutinação do conteúdo intracelular (asterisco vermelho). 

Quando exposto a uma exposição radiante para atingir LD99.9, observou-se danos 

significativos em membrana e extravasamento do conteúdo intracelular (asterisco 

preto).  

 Com relação a S. aureus, após exposição para DL90, evidencia-se formação 

de vacúolo (seta branca), sugerindo possível dano citoplasmático. Quando S. aureus 

é submetido à exposição de luz azul necessária para DL99.9, observa-se evidente 

alteração da conformação e morfologia na parede celular (seta vermelha). No entanto, 

não se evidencia extravasamento celular. 

 Nas imagens de E. coli, após exposição necessária para LD90, observou-se 

evidente agregação de conteúdo celular (asterisco vermelho). Aumentando a 

exposição para atingir LD99,9, mudanças morfológicas claras, como alongamento e 
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irregularidade morfológica, foram observadas, sugerindo danos à membrana celular 

(área circulada em vermelho). 

 
Figura 10 - Imagens representativas de microscopia de transmissão eletrônica ilustrando danos 

morfológicos em P. aeruginosa, S. aureus e E. coli induzidos após exposição a doses de 
luz azul antimicrobiana calculadas para inativação de 90% (DL90) e 99.9% (DL99.9) do 
inoculo testado 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
 

7.3 PORFIRINAS ENDÓGENAS FORAM IDENTIFICADAS EM TODAS AS 

BACTÉRIAS TESTADAS 

 
 Neste estudo, foram quantificadas as porfirinas endógenas presentes em P. 

aeruginosa, S. aureus e E. coli. Evidenciou-se que todas as espécies carregam 

concentrações significativas de porfirinas, conforme pode ser observado na Figura 11 
(a, b e c). Coproporfirina foi predominantemente quantificada nas três cepas 

avaliadas. P aeruginosa apresentou maiores concentrações de Coproporfirina (1606.5 

± 564.06 pmol/mg), seguida por S. aureus (516.0 ± 72.4 pmol/mg) e E. coli (71.9 ± 

15.9 pmol/mg). P. aeruginosa também demonstrou quantidades significantes de 
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Protoporfirina IX (PPIX; 113.8 ± 30.68 pmol/mg) e S. aureus possui como segunda 

porfirina em predominância a Uroporfirina (29.5 ± 9.38 pmol/mg). 

 
Figura 11 - Concentrações de porfirinas endógenas presentes em (a) P. aeruginosa, (b) S. aureus e 

(c) E. coli, quantificadas por cromatografia liquida de ultra eficiência 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
 

7.4 MICROSCOPIA CONFOCAL DE IMAGEAMENTO DE TEMPO DE VIDA DE 

FLUORESCÊNCIA EVIDENCIOU AMPLA DISTRIBUIÇÃO DE MOLÉCULAS 

ENDÓGENAS FLUORESCENTES 

 

 O perfil de distribuição espacial de moléculas endógenas fluorescentes em S. 

aureus, E. coli e P. aeruginosa avaliadas por FLIM são apresentadas na figura 12. Os 

diferentes perfis de decaimento em cada cepa sugerem presença ou interação de 

diferentes moléculas foto excitáveis com moléculas bacterianas. Embora a ausência 

de compartimentalização em bactérias não tenha possibilitado a identificação espacial 

ou interação entre pigmentos endógenos e diferentes estruturas bacterianas, 

observou-se distribuição homogênea entre espécies fluorescentes em toda área 

celular. No entanto, em imagem capturada de S. aureus, o septo de divisão entre duas 

células aparece livre das moléculas fluorescentes de menor tempo de decaimento (0.6 

ns), enquanto outras moléculas foram identificadas na região de septo. Imagens 

analisadas de E. coli e P. aeruginosa não nos permitiram realizar o mesmo tipo de 

observação. 
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Figura 12 - Perfil de distribuição espacial de moléculas endógenas fluorescentes em S. aureus, E. coli 
e P. aeruginosa avaliadas por microscopia confocal de imageamento de tempo de vida 
de fluorescência 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Perfil de decaimento demonstrado em nano segundos (ns) e em esquema de cores RGB 

(red, green, blue e mesclado). Barras de escala representam 0.9 µm 
	

7.5 A EXPOSIÇÃO A LUZ AZUL ANTIMICROBIANA RESULTOU EM SIGNIFICATIVA 

PRODUÇÃO DE EROS EM TODAS AS BACTÉRIAS TESTADAS 

 
 A produção de espécies reativas de oxigênio intracelular após exposição 

bacteriana por luz azul antimicrobiana em P. aeruginosa, S. aureus e E. coli são 

exibidas na figura 13 (a, b e c). Após 4 J/cm2 de exposição a luz azul antimicrobiana, 

P aeruginosa, observa-se discreto aumento de unidade de fluorescência relativa 

(UFR; indicando a quantidade de produção de ROS) 508,7 ± 110,3 u.a (P = 0,09). A 

produção aumentou significativamente após 16 J/cm2 de exposição à luz azul 
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antimicrobiana (1.555,8 ± 213,0 u.a.; P<0,0001), bem como após 64 J/cm2 (5.605,9 ± 

308,3 u.a; P<0,0001) 

 Com relação a S. aureus, após 2 J/cm2 de exposição a luz azul já foram 

observadas um aumento significativo de EROS (3.235,2 ± 529,8 u.a.; P<0,0001). A 

detecção de EROS atingiu pico de por meio da probe utilizada após 4 J/cm2 de 

exposição a luz azul antimicrobiana (4.670,0 ± 486,4 u.a.; P<0,0001). Curiosamente, 

após aumento da exposição radiante para 16 J/cm2, houve redução dos valores 

mensurados, embora ainda significantemente diferente ao valor basal celular (2.407,2 

± 165,0 u.a.; P<0,0001). O mesmo fenômeno foi observado após 64 J/cm2, com 

valores mensurados decrescentes (1.498,0 ±  79,6 u.a.; P<0,0001). 

 E. coli, no entanto, demonstrou uma menor produção de EROS quando 

comparada as outras espécies testadas (P. aeruginosa e S. aureus). Não houve 

detecção significativa após 2 J/cm2 de exposição a luz azul (133,8 ± 30.1 u.a.; P = 

0.1). Após 4 J/cm2 houve discreto aumento da produção (183,4 ± 48,9 u.a.; P = 0.02) 

apenas sendo detectado aumento significativo após 16 J/cm2 (402,7 ± 134,4 u.a.; 

P<0,0001). Após 64 J/cm2, maior exposição radiante testada, detectou-se aumento 

significativo de EROS intracelular (2.600,0 ± 470,3 u.a.; P<0,0001). No entanto, o valor 

total mensurado após 64 J/cm2 representa 0,57 e 2,15 vezes inferiores aos valores 

detectados em S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente. 

 
Figura 13 - Produção de espécies reativas de oxigênio intracelular em P. aeruginosa (a), S. aureus 

(b) e E. coli (c) após exposição à luz azul antimicrobiana mensurada pelo marcador 2 ′, 
7′-diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Os valores são apresentados como média ± SEM. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, P 

<0,0001 em comparação com o controle não tratado 
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7.6 RADICAL HIDROXILA E OXIGÊNIO SINGLETO CONTRIBUEM PARA A AÇÃO 

ANTIMICROBIANA DA LUZ AZUL ANTIMICROBIANA 

 
 Neste estudo avaliamos a contribuição do oxigênio singleto e dos radicais 

hidroxila na eficácia da luz azul antimicrobiana contra de S. aureus, E. coli e P. 

aeruginosa. Conforme demonstrado na figura 14 (a, b e c), em presença de azida de 

sódio a eficácia da luz azul antimicrobiana foi significantemente reduzida contra P. 

aeruginosa (P = 0,002). Após 68,7 J/cm2 observou-se redução de apenas 1,68 ± log10 

CFU para amostras suspensas em NaN3 e 3,76 ± 0,50 log10 quando suspensas em 

tiouréia. Em contraste, amostra controle de P. aeruginosa alcançou 5,38 ± 0,49 log10 

CFU de redução. 

 Com relação S. aureus, apenas foram observadas diferenças estatísticas 

entre o controle e amostras suspensas em NaN3 após exposições de 137,4 J/cm2 

(2,46 ± 0,75 log10 vs. 4,54 ± 1,22 log10; P = 0,04). Embora amostras suspensas em 

tioureia também tenham apresentado efeito fotoprotetor (redução de 1,88 ± 0,61 log10 

CFU ou 2,41 vezes menos eficiente em comparação com o controle), não houve 

diferença estatística. 

 De forma similar, amostras de E. coli suspensas NaN3 e tioureia apresentaram 

respectivamente 4,63 ± 0,57 log10 e 2,60 ± 1,21 log10 de eficácia comparados com o 

controle (5,67 ± 0,57 log10). O efeito fotoprotetor da tioureia tornou a luz azul 

antimicrobiana 2,18 vezes menos eficiente contra E. coli, sugerindo a importância 

produção de radical durante a ação fotodinâmica.  

 
Figura 14 - Efeitos supressores de espécies reativas de oxigênio produzidos por azida de sódio (10 

mM) e tioureia (150 µM) na eficácia da luz azul antimicrobiana 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Em (a) P. aeruginosa, (b) S. aureus e (c) P. aeruginosa. Os valores são apresentados como 

média ± SEM 
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7.7 A LUZ AZUL ANTIMICROBIANA INDUZIU DANOS AO DNA DE S. AUREUS E E. 

COLI, MAS NÃO INDUZIU DANOS EM P. AERUGINOSA 

 

 Neste estudo, testamos a hipótese de que a exposição a luz azul 

antimicrobiana induziria danos ao DNA de bactérias. Dessa forma, após doses 

crescentes de exposição a luz azul antimicrobiana, avaliamos a degradação do DNA 

em P. aeruginosa, S. aureus e E. coli (Figura 15a, b e c) por meio de definição de 

bandas de PFGE.  

 
Figura 15 - Análise de danos em DNA por meio de eletroforese em (a) P. aeruginosa, (b) E coli e (c) 

S. aureus submetidos a doses crescentes de irradiação por luz azul antimicrobiana 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Na figura são evidenciados padrões de bandas de eletroforese em gel de campo pulsado. 
 

 Nossos resultados não evidenciaram danos ao DNA de P. aeruginosa, mesmo 

após 366,4 J/cm2, dose três vezes maior do que a calculada para completa 
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esterilização do inoculo bacteriano testado (LD100 = 117,2 J/cm2). No entanto, com 

relação a S. aureus, após exposição radiante a luz azul antimicrobiana ≥183,2 J/cm2, 

evidenciou-se perda no padrão de banda do PFGE, sugerindo degradação do DNA 

cromossômico. De acordo com valores de dosimetria estimadas, essa dose seria 

suficiente para redução de mais de 3 log10 CFU do inoculo inicial testado (LD99,9 = 

158,99 J/cm2). Com relação a E. coli, também foi evidenciado perda do padrão de 

bandas do PFGE, embora o resultado sugira maior tolerância ao dano quando 

comparado a S. aureus. Após doses ≥ 366 J/cm2 de exposição a luz azul 

antimicrobiana, suficientes para redução de 5 log10 do inoculo inicial (LD99,9999 = 343,3 

J/cm2), evidenciou-se padrão de “esfregaço”, sugerindo quebras em DNA.  

 

7.8 PROTEÍNAS BACTERIANAS SÃO SUSCETÍVEIS À DEGRADAÇÃO APÓS 

ALTAS DOSES DE EXPOSIÇÃO À LUZ AZUL ANTIMICROBIANA 

 
 Neste estudo, testamos a hipótese de que a luz azul antimicrobiana induziria 

danos às proteínas em bactérias. Dessa forma, P. aeruginosa, S. aureus e E. coli 

foram submetidos exposições radiantes crescentes de luz azul antimicrobiana, 

seguida por quantificação do total de proteínas e proteínas carboniladas em cada 

cepa. De acordo os resultados demonstrados na figura 16 (a, b, c, d, e e f), apenas 

foram observados a relação inversamente proporcional entre proteína total e proteínas 

carboniladas após altas doses de exposição radiante. 

 Evidenciou-se aumento significativo na concentração de proteínas 

carboniladas em P. aeruginosa somente após 183,2 J/cm2 de aBL (P <0,0001). Esta 

dose representa exposição radiante maior do que a estimada para erradicação 

completa do inoculo testado (LD100 = 117,0 J/cm2). Com relação a S. aureus e E. coli, 

observou-se ainda maior tolerância, com aumento significativo nas concentrações de 

proteínas carboniladas somente após 366,4 J/cm2 (P = 0,002 e P = 0,02, 

respectivamente). Esta dose representa dosimetria acima ao valor estimado para 

redução de 5log10 e 8log10 de E. coli e S. aureus, nesta ordem. 
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Figura 16 - Efeitos da exposição à luz azul antimicrobiana em proteínas de P. aeruginosa, S. aureus 
e E. coli, avaliados por meio da quantificação das proteínas carboniladas (a, b e c) e 
proteína total bacteriana (d, e e f) 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Os valores são apresentados como média ± SEM. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, P 

<0,0001 em comparação com o controle não tratado 
 

7.9 A EXPOSIÇÃO POR LUZ AZUL ANTIMICROBIANA INDUZIU PEROXIDAÇÃO 

LIPÍDICA EM P. AERUGINOSA, S. AUREUS E E. COLI 

 
 Neste estudo, objetivou-se determinar possível oxidação lipídica bacteriana 

induzida pela exposição a luz azul antimicrobiana. Com relação as três espécies 

bacterianas avaliadas, foram observadas quantidades crescentes de malondialdeído, 

o marcador de peroxidação lipídica testado (Figura 17a, b e c). No entanto, nossos 

resultados evidenciam alta tolerância à exposição por luz azul antimicrobiana, 

tornando necessário altas exposições radiantes para detecção de danos lipídicos. 

Após 183,2 J/cm2 de exposição de luz azul antimicrobiana, observou-se aumento de 

4,75 vezes (P = 0,02) do marcador malondialdeído em amostras de P. aeruginosa. 

Em contraste, utilizando a mesma exposição radiante em E. coli, observou-se 

aumento de 3,5 vezes nos níveis mensurados (P = 0,04), atingindo aumento de 8,7 

vezes após 549.6 J/cm2 (P < 0,001). Com relação a S. aureus, observou-se aumento 

significativo após 366.4 J/cm2 (7,6 vezes; P < 0,001), alcançando valores 13 vezes 

mais altos de malondialdeído após 549.6 J/cm2 (P < 0,001).  
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Figura 17 - Efeitos da luz azul antimicrobiana sobre os lipídios de (a) P. aeruginosa, (b) S. aureus e 

(c) E. coli, mensurados pelo marcador de peroxidação lipídica malondialdeído 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Os valores são apresentados como média ± SEM. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, P 

<0,0001 em comparação com o controle não tratado 
 

7.10 A LUZ AZUL ANTIMICROBIANA INDUZIU PERMEABILIZAÇÃO DE 

MEMBRANA EM P. AERUGINOSA E E. COLI, MAS NÃO INDUZIU 

PERMEABILIZAÇÃO EM S. AUREUS 

 

Neste estudo, avaliou-se alterações na integridade de membrana bacteriana 

em P. aeruginosa, S. aureus e E. coli, utilizando IP e NPN. De acordo com a figura 
18 (a, b e c), observa-se aumento significativo na incorporação de NPN após 45,8 

J/cm2 de exposição a luz azul antimicrobiana em P. aeruginosa e E. coli, (P<0,01), 

sugerindo possível danos à membrana externa dos patógenos avaliados. De maneira 

semelhante, ao avaliarmos a incorporação de IP, molécula que se torna fluorescente 

quando intercalada ao DNA, observou-se aumento significativo para ambas as 

espécies após exposição radiante de 91,6 J/cm2 (P < 0,01). Interessantemente, 

apenas foi observado incorporação de IP em S. aureus após 549,6 (P < 0,05), dose 

superior a calculada para completa esterilização da amostra (LD100 = 397,7 J/cm2). 

Embora a probe NPN também tenha sido testado em S. aureus, devido às diferenças 

estruturais em membrana Gram-positiva, não é considerado é adequado. 
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Figura 18 - Efeitos da luz azul antimicrobiana sobre permeabilização de membrana em P. aeruginosa, 
S. aureus e E. coli, avaliados por meio incorporação de iodeto de propídio (a, b e c) e N-
fenil-1-naftilamina (d, e e f) 

 
Fonte: dos Anjos (2021) 
Legenda: Os valores são apresentados como média ± SEM. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, P 

<0,0001 em comparação com o controle negativo (C-). Controle positivo (C+) representam 
células lisadas. 
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8 DISCUSSÃO 
 

Neste estudo foram testadas as hipóteses que envolvem os mecanismos de 

morte de bactérias mediada por luz azul. De acordo com dados disponíveis na 

literatura, são sugeridos que danos promovidos pela exposição bacteriana por luz azul 

antimicrobiana resultariam em destruição de alvos bacterianos não específicos 

(ASHKENAZI et al., 2003; DAI; HUANG; HAMBLIN, 2009; DAI et al., 2012; YIN et al., 

2013; WANG et al., 2017a). Dessa forma, macromoléculas bacterianas seriam 

danificadas como resultado da interação com EROS, produzidas a partir da ação 

excitatória da luz sobre pigmentos endógenos fotoativos (WANG et al., 2017a; WU et 

al., 2018; HYUN; MOON; LEE, 2021). Portanto, neste estudo foram monitorados 

danos promovidos pela luz em diferentes estruturas bacteriana como DNA e 

membrana, além de uma série de biomoléculas bacterianas como EROS, proteínas e 

lipídeos. Também foram realizadas a identificação e quantificação das porfirinas 

endógenas bacterianas. 

Isto posto, para analisar a diversidade de possíveis danos estruturais, foram 

selecionadas três espécies bacterianas representativas: S. aureus, o representante 

Gram-positivo; E. coli o representante Gram-negativo; e P. aeruginosa, um 

microrganismo Gram-negativo com cápsula mucoide. Adicionalmente é importante 

ressaltar que essas espécies também apresentam relevância clínica, estando 

diretamente envolvidas com infecções em humanos e animais, bem como associadas 

a inúmeros casos de resistência antimicrobiana (BOUCHER et al., 2009; 

PENDLETON; GORMAN; GILMORE, 2013). 

De imediato, durante a padronização das curvas de inativação foram 

observadas a eficácia da luz azul antimicrobiana contra as espécies testadas, 

corroborando com a literatura prévia (DOS ANJOS et al., 2019b; SABINO et al., 2019; 

LEANSE et al., 2020b). Conforme já reportado anteriormente, neste estudo também 

foram observadas diferenças marcantes em relação a tolerância à luz azul entre as 

espécies avaliadas (SABINO et al., 2019; DOS ANJOS et al., 2020a). 

Especificamente, foram evidenciados maior tolerância em S. aureus e E. coli, quando 

comparadas a P. aeruginosa. 

De acordo com a literatura mais ampla acerca de mecanismo de ação, 

pigmentos bacterianos endógenos (como porfirinas) seriam apontados como 

responsáveis pelo mecanismo de ação antimicrobiano (HAMBLIN et al., 2005; 
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PLAVSKII et al., 2018; WANG et al., 2019a; BUMAH et al., 2020a). Ao serem excitados 

pela luz azul esses cromóforos produzem EROS, que em interação com estruturas 

celulares causam danos oxidativos, resultando em morte bacteriana (HAMBLIN et al., 

2005; DAI et al., 2013; PLAVSKII et al., 2018; BUMAH et al., 2020). Nesse sentido, 

potencial explicação para a variável tolerância entre as espécies estaria associada às 

diferentes concentrações de porfirinas intracelulares. 

Por certo, altas concentrações de porfirinas presentes em P. aeruginosa, em 

relação a S. aureus ou E. coli, poderiam explicar a maior sensibilidade a luz azul 

antimicrobiana. No entanto, curiosamente a concentração de porfirina em S. aureus 

foi apenas 34% inferior às porfirinas mensuradas em P. aeruginosa. Quando 

comparado a E. coli, foram observadas concentrações 95% inferiores as mensuradas 

em P. aeruginosa. Embora tenham sido observadas tolerância/cinética de inativação 

semelhantes entre S. aureus e E. coli, a concentração de porfirina entre as cepas 

difere em 6,7 vezes. Este fato pode sugerir que a tolerância a luz azul antimicrobiana 

possa não estar ligado somente às concentrações de porfirinas endógenas. 

 De fato, estudo realizado por Leanse et al., (2020) apontou a presença do 

poderoso antioxidante estafiloxantina, pigmento carotenóide encontrado na 

membrana de S. aureus, como responsável pela maior tolerância a exposição a luz 

azul antimicrobiana. Dessa forma, é provável que embora a concentração de porfirina 

seja um fator importante para a eficácia da luz azul antimicrobiana, outros fatores 

como a presença ou expressão de moléculas antioxidantes podem ser igualmente 

relevantes.  

Ao investigarmos a produção de EROS após diferentes exposições a luz azul 

antimicrobiana contra P. aeruginosa, notou-se um aumento dose dependente em 

relação ao controle não tratado. Curiosamente, com relação ao S. aureus, notou-se 

um aumento inicial acentuado da produção de EROS após 4 J/cm2 (cerca de 24 vezes 

em relação ao controle). No entanto, em exposições radiantes mais altas, como 16 

J/cm2 e 64 J/cm2, houve uma redução na produção de EROS (12 e 7 vezes 

respectivamente e em relação ao controle). Uma possível explicação poderia ser 

atribuída atividade antioxidante exercida pela estafiloxantina presente em S. aureus, 

embora os dados deste estudo não nos permitam afirmar esse fenômeno. Com 

relação a E. coli, observou-se mudanças menos proeminentes na produção de EROS. 

Isto posto, a menor quantidade de porfirinas presentes em E. coli poderiam ser 

associadas a menor produção de EROS em comparação a P. aeruginosa. 
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Neste estudo também foram investigados o equilíbrio entre o tipo I e tipo II de 

produção de EROS promovidos pela exposição a luz azul e sua relação com a 

eficiência antimicrobiana. Nossos resultados evidenciaram perceptível discrepância 

na fração de sobrevivência de P. aeruginosa suspensa em azida, quando comparada 

as amostras controle ou suspensas em tioureia. Considerado quencher físico do 

oxigênio singleto molecular (LI et al., 2001), o efeito protetor da azida torna possível 

pressupor que o principal mecanismo de fotoinativação para a P. aeruginosa envolva 

o mecanismo tipo II. Embora menos evidente, tioureia também demonstrou efeito 

fotoprotetor, indicando potencial envolvimento do radical hidroxila durante a 

fotoinativação de P. aeruginosa.  

Em contrapartida, foi possível notar que S. aureus e E. coli não evidenciaram 

discrepância entre o uso de ambos os bloqueadores utilizados. Dessa forma, pode-se 

especular a existência de um mecanismo compensatório entre as reações 

fotodinâmicas tipo I e II nestas espécies. De acordo com a literatura, as EROS 

formadas via mecanismo do tipo I ou II são extremamente reativas e interagem 

fortemente com uma variedade de biomoléculas bacterianas (WAINWRIGHT, 1998; 

COSTA et al., 2013). No entanto, devido a alta reatividade e meia-vida curta, acredita-

se que apenas moléculas adjacentes à produção de EROS são afetadas diretamente.  

Embora nossas análises tenham evidenciado a distribuição de moléculas 

fluorescentes nas espécies bacterianas avaliadas, a ausência de 

compartimentalização dessas células não possibilitou a identificação de interações ou 

proximidades com macromoléculas estruturais. No entanto, interessantemente a 

imagem capturada de S. aureus evidenciou ausência de ao menos uma das espécies 

fluorescentes em região de septo de divisão celular, possibilitando a visualização e 

delimitação entre membrana e citoplasma. A imagem pode sugerir maior distribuição 

de moléculas fluorescentes em região de citoplasma, conforme possibilitou observar 

em S. aureus, embora nossos dados não nos possibilitem confirmar essa hipótese. 

Acerca das alterações morfológicas em P. aeruginosa, S. aureus e E. coli após 

exposições radiantes necessárias para DL90 e DL99,9, foram evidenciadas mudanças 

ultra estruturais significativas. Como alteração comum às três cepas avaliadas, foram 

observadas potencial alteração em conteúdo citoplasmático e possíveis danos em 

parede celular. Em particular, após a maior dose testada (LD99,9), evidenciou-se 

possível desestabilização da membrana celular em S. aureus. Com relação a P. 

aeruginosa, observou-se destruição completa da membrana bacteriana, associada a 
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extravasamento de conteúdo intracelular. A respeito de E. coli, foram observados 

alongamento das células bacterianas e danos sugestivos de destruição de membrana. 

Todas essas observações estão de acordo com o esperado após uma intervenção 

terapêutica que visa a membrana celular. Como exemplo, Grigor’eva et al. (2020) 

observaram alterações morfológicas semelhantes em S. aureus e E. coli ao avaliarem 

mudanças ultra estruturais promovidos por peptídeos catiônicos e clorexidine. 

Estudo realizado por Wu e colaboradores (2018) também evidenciaram danos 

em membrana em S. aureus expostos a luz azul antimicrobiana. Por meio de imagens 

de microscopia de força atômica, os autores observaram que células irradiadas em 

doses sub letais apresentaram maior rugosidade em membrana. Os danos seriam 

seguidos de extravasamento de conteúdo, confirmados por mensuração de taxa de 

perdas de íon potássio para meio extracelular. Segundo os autores, o aumento do 

vazamento de K+ poderia indicar desnaturação da proteína transmembrana da bomba 

de Na⁺/K⁺, essenciais em mecanismos de permeabilização de membrana. Os danos 

seriam então seguidos por lise e morte celular. 

Por conseguinte, a confirmação e mensuração de possíveis danos em 

membrana bacteriana foram acessadas neste estudo. Nossos resultados 

evidenciaram que doses subletais (ou seja, exposições necessárias para inativação 

de 99,9% das bactérias testadas) promoveram aumento significativo na 

permeabilidade/integridade da membrana celular em P. aeruginosa e E. coli. No 

entanto, o mesmo fenômeno não foi observado em S. aureus. É possível que a luz 

azul antimicrobiana tenha induzido apenas alterações de conformação da membrana 

Gram positiva, mas não tenha promovido aumento de permeabilização. No entanto, 

Dong e colaboradores(2019) bem como Hui e colaboradores (2020) observaram que 

a luz azul (λ=460 nm) ao promover fotolise da estafiloxantina, presente  na membrana 

bacteriana de S. aureus, provocou alterações em membrana, tornando-a mais 

permeável a diferentes moléculas antimicrobianas. 

Uma possível explicação para a divergência entre nossos resultados e o de 

estudos anteriores poderia ser atribuída a limitação proporcionada pelas sondas 

utilizadas. A probe NFN extensivamente utilizada em estudos que avaliam a 

permeabilidade da membrana externa de bactérias Gram-negativas (LOH; GRANT; 

HANCOCK, 1984; HELANDER; MATTILA-SANDHOLM, 2000). No entanto, seu uso 

como ferramenta de avaliação de permeabilidade de membrana em S. aureus foi 

incompatível. Adicionalmente, embora tenha sido observado aumento da 
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incorporação de IP após 549 J/cm2 (dose capaz de esterilizar por completo a amostra) 

é importante ter em mente que esta probe precisa atravessar a membrana bacteriana 

por completo para se ligar-se ao DNA (ROSENBERG; AZEVEDO; IVASK, 2019). 

Dessa forma, o IP possibilita a sinalização de maiores danos estruturais a membrana, 

no entanto pode não ser um bom indicador na avaliação de danos estruturais de 

menor dimensão. 

No entanto, sabe-se que dentre todos os componentes celulares susceptíveis 

a ação de EROS, a membrana é um dos mais acometidos. Devido a sua constituição 

lipídica, a reatividade com EROS desencadeiam alterações de estrutura e 

permeabilidade (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997). Neste sentido, nossos 

resultados evidenciaram um aumento dose dependente nas concentrações de 

malondialdeído nas três espécies avaliadas, como resultado da peroxidação lipídica 

induzida pela luz azul. Nossas observações estão de acordo com estudos prévios, 

que também verificaram o aumento das concentrações de MDA em S. aureus, Listeria 

monocytogenes, P. fluorescens e E. coli. Isso sugere que a peroxidação lipídica seja 

um dano oxidativo comum entre bactérias Gram-positivo e negativo expostas a luz 

azul (WU et al., 2018; HYUN; LEE, 2020).   

WU e colaboradores (2018) analisaram o perfil de acidos graxos pré e pós 

exposição a luz azul antimicrobiana e encontraram alterações distintas em 

composição e conteúdo relativo. Segundo os autores, os ácidos graxos insaturados 

foram mais acometidos por danos oxidativos quando comparados aos saturados. 

Considerando que a maioria dos acidos graxos insaturados estão localizados na 

membrana bacteriana (PARSONS; ROCK, 2013), o aumento das concentrações de 

malondialdeído podem justificar os danos em membrana observados. Adicionalmente, 

é importante salientar que o aumento da permeabilidade de membrana pode ser 

determinante na diminuição de patogenicidade e susceptibilidade do microrganismo,  

dessa forma possibilitando sua associação com outras terapias antimicrobianas. 

 Com relação a possíveis danos em DNA, o estudo evidenciou que diferentes 

espécies podem divergir na magnitude de comprometimento em estruturas 

bacterianas, podendo ou não apresentar danos ao material genético. Ao avaliarmos 

S. aureus e E. coli, foram observadas degradação de DNA após 183,3 e 366,4 J/cm2, 

respectivamente. Essas exposições radiantes são suficientes para a fotoinativação de 

mais de 99.9% de ambas as bactérias. No entanto, surpreendentemente não foram 

observadas evidências de degradação do DNA de P. aeruginosa, mesmo após 366.4 
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J/cm2 de exposição a luz azul. Esta exposições radiante representa valores acima ao 

estimado para inativação de 100% do inoculo, conforme determinado teoricamente 

por meio de equação de Weibull (SABINO et al., 2019). 

Uma provável hipótese para o ocorrido estaria associada a baixa tolerância de 

P. aeruginosa a luz azul antimicrobiana. Considerando o DNA como uma molécula 

resistente, é provável que uma maior exposição a EROS seja necessária para 

provocar danos perceptíveis ao teste. No entanto, conforme foi evidenciado nas 

imagens de microscopia, após doses de 55 J/cm2 já foram observados ruptura de 

membrana bacteriana e extravasamento de conteúdo (incluindo material genético), 

podendo ter mitigado a ocorrência do dano em DNA de P. aeruginosa. Neste caso, as 

exposições radiantes mais altas necessárias para a inativação de E. coli e S. aureus 

possivelmente tenha permitido maior exposição do material genético as EROS 

intracelular, acarretando em degradação do DNA. 

 Embora proteínas bacterianas sejam alvos em potencial para a luz azul 

antimicrobiana, evidencias ainda não haviam sido demonstradas na literatura. Dessa 

forma, este estudo apresentou as primeiras confirmações para essa hipótese. De fato, 

foram constatados que a luz azul antimicrobiana tem ação sobre proteínas 

bacterianas. No entanto, exposições radiantes relativamente altas foram necessárias 

para que houvesse detecção de alteração, sugerindo que este possa ser um alvo 

bacteriano secundário. 

Interessantemente, estudo realizado por Sabino (2021) demonstrou que a 

terapia fotodinâmica mediada por azul de metileno ocasionou danos oxidativos em 

proteínas bacterianas. Ao evidenciar forte tendência dose dependente entre danos em 

proteínas e a cinética de inativação bacteriana, o autor sugeriu que danos oxidativos 

em proteína seja a causa primária de morte bacteriana. Possivelmente a 

permeabilidade do fotossensibilizador exógeno e sua distribuição/proximidade com as 

proteínas bacterianas tenha favorecido o fenômeno. Nesse sentido, pode-se 

hipotetizar que o acometimento tardio de proteínas bacterianas expostas a luz azul 

pode estar associado a localização espacial de porfirinas endógenas. 

Embora este estudo ainda apresente lacunas, alguns aspectos que envolvem a 

atividade antimicrobiana promovidos pela luz azul foram confirmados. Essas 

informações, associadas aquelas presentes na literatura, tornam encorajadoras a 

possibilidade da utilização da luz azul em combinação com outras terapias 

antimicrobianas. 
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Estudos realizados pelo nosso grupo já evidenciaram que a luz azul 

antimicrobiana demonstra eficácia independente da expressão de resistência 

antimicrobiana ou fatores de virulência expressos por bactérias (DOS ANJOS et al., 

2019b, 2020b). Assim como foram evidenciados os efeitos inibitórios da luz azul 

antimicrobiana contra a atividade  de β-lactamases (DOS ANJOS et al., 2020b). Hui e 

colaboradores (2020) demonstraram que a exposição a luz azul antimicrobiana 

permitiu a difusão passiva de antibióticos pela membrana de S. aureus. O fenômeno 

foi confirmado após observarem aumento da permeabilidade de membrana pós 

exposição a luz. Wozniak e colaboradores (2019), observaram resultados promissores 

entre a associação de antibióticos convencionais e luz azul contra A. baumannii 

multirresistente. Os autores atribuíram os resultados ao aumento significativo da 

produção de EROS na terapia combinada. O aumento da produção seria resultado do 

efeito aditivo entre a produção de EROS promovida pelo antibiótico, associada a 

produção de EROS pela exposição a luz.  

Esses estudos subsidiam a possibilidade do uso da luz azul antimicrobiana em 

possível combinação com outros agentes antimicrobianos. Dessa forma, as 

evidencias mecanicistas demonstradas sistematicamente pela primeira vez poderão 

impulsionar testes de novas combinações sinérgicas, baseadas nas alterações 

estruturais observadas. Por fim, a luz azul antimicrobiana poderia se tornar a nova 

“bala mágica” possibilitando tratamentos até mesmo de patógenos resistentes, 

tornando antibióticos efetivos novamente. 
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9 CONCLUSÕES 
 

 Neste estudo foram testados pela primeira vez, e de maneira sistemática, 

hipóteses a cerca dos alvos bacterianos acometidos pela atividade antimicrobiana da 

luz. Nossos resultados evidenciaram a eficácia da terapia nas três espécies 

bacterianas avaliadas. No entanto, foram demonstradas tolerância variável entre as 

cepas, potencialmente resultantes da concentração de porfirinas e/ou expressão de 

antioxidantes. Nossos resultados mostraram que doses subletais de luz azul podem 

promover danos à membrana bacteriana, sugerindo fortemente que este seja o alvo 

primário de ação antimicrobiana. A degradação em DNA foi evidenciada em S. aureus 

e E. coli, porém não foram identificados danos em P. aeruginosa, evidenciando 

particularidades entre diferentes espécies tratadas. Adicionalmente foram 

constatados danos oxidativos em membrana bacteriana e lipídios, no entanto essas 

alterações apenas foram observadas após altas doses de exposição radiante, 

sugerindo que esses não sejam alvos primários da ação antimicrobiana promovido 

pela luz azul.  
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