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RESUMO 

Endocardite infecciosa (EI), grave infecção no endotélio cardíaco com 

vegetações valvares, apresenta incidência anual de 3-10 casos/100.000 

pessoas e mortalidade de 30% em 30 dias. Staphylococcus aureus é o principal 

agente etiológico. Devido ao tratamento prolongado, à resistência bacteriana e 

aos custos elevados, a busca por terapêuticas inovadoras é necessária. Este 

objetivou analisar o efeito da Terapia Fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) na 

sobrevivência de 72 ratos Wistar machos. A EI foi induzida através da inoculação 

de S. aureus via cateter introduzido na artéria carótida até as valvas. Os animais 

foram alocados aleatoriamente em três grupos: controle (EI), uma sessão de 

aPDT (PDT1) e três sessões de aPDT (PDT3).  A aPDT utilizou azul de metileno 

(10mg/kg), em solução salina a 0,9% e LED 660(±20) nm (360 J, 600 s, 129 

J/cm²), com sessões transtorácicas, a partir do 4⁰ dia. No 20⁰ dia, os animais 

sobreviventes foram eutanasiados, para exames histológicos e microbiológicos 

das valvas.  Os resultados mostraram que a sobrevida foi de 33,33% (EI), 50% 

(PDT1) e 91,66 (PDT3), com p˂0,05. Colônias bacterianas apresentaram 

redução significativa. As análises histológicas dos grupos tratados apresentaram 

reorganização tecidual e diminuição do infiltrado inflamatório, com reparo mais 

avançado no grupo PDT3. Este estudo sugere que a aPDT com azul de metileno 

e LED 660 (±20) nm é uma estratégia terapêutica promissora para o tratamento 

da EI.  

Palavras-chave: PDT; endocardite; bactéria; metileno; azul; luz vermelha; 

infecção; fotodinâmica; aPDT; Staphylococcus. 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

Infectious Endocarditis (IE), a severe infection of the cardiac 

endothelium with valvular vegetations, has an annual incidence of 3-10 

cases/100,000 people and a 30-day mortality rate of 30%. Staphylococcus 

aureus is the main etiological agent. Given the prolonged treatment, bacterial 

resistance, and high costs, the search for innovative therapies is necessary. This 

study aimed to analyze the effect of antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) 

on the survival of 72 male Wistar rats. 

IE was induced by inoculating S. aureus via a catheter introduced into the 

carotid artery to the heart valves. Animals were randomly allocated into three 

groups: control (IE), one session of aPDT (PDT1), and three sessions of aPDT 

(PDT3). The aPDT used methylene blue (10mg/kg), in 0.9% saline solution, and 

LED 660(±20) nm (360 J, 600 seconds, 129 J/cm²), with transthoracic sessions 

starting on the 4th day. On the 20th day, surviving animals were euthanized for 

histological and microbiological examinations of the valves. 

Results showed survival rates of 33.33% (IE), 50% (PDT1), and 91.66% 

(PDT3), with p<0.05. Bacterial colonies underwent significant reduction. 

Histological analyses of the treated groups revealed tissue reorganization and 

decreased inflammatory infiltrate, with more advanced repair in the PDT3 group. 

This study suggests that aPDT with methylene blue and LED 660(±20) nm is a 

promising therapeutic strategy for the treatment of Infectious Endocarditis. 

 

Keywords: endocarditis; bacterial; methylene; blue; red light; infection, 

photodynamic; aPDT; Staphylococcus. 
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RESUMO PARA LEIGOS 

A endocardite infecciosa é uma infecção que atinge o interior do coração, 

especialmente as valvas, formando acúmulos de bactérias chamados de 

vegetações. Essa doença é grave e pode matar cerca de 30% dos pacientes em 

até 30 dias. O principal causador dessa infecção é uma bactéria chamada 

Staphylococcus aureus, que é conhecido por ser resistente a muitos antibióticos. 

O tratamento costuma ser longo, caro e pode causar efeitos colaterais. 

Por isso, é muito importante diagnosticar precocemente e começar o tratamento 

rapidamente. 

Este estudo busca testar uma nova forma de tratar a infecção no coração, 

chamada Terapia Fotodinâmica, que usa uma substância chamada azul de 

metileno e uma fonte de luz, aplicada de forma não invasiva no tórax dos 

animais. O objetivo é eliminar as bactérias presentes nas valvas do coração. 

Para isso, 72 ratos Wistar foram infectados com a bactéria e divididos em 

três grupos, a saber: grupo controle, grupo com 1 sessão de tratamento e grupo 

com 3 sessões de tratamento. Alguns grupos foram avaliados para verificar o 

efeito da aPDT, outros foram analisados para determinar se houve redução da 

infecção, alterações teciduais e aumento da sobrevida dos animais. 

Os pesquisadores esperavam que essa técnica conseguisse reduzir ou 

eliminar as bactérias no coração, e que aumentasse a sobrevida dos animais, 

contribuindo para o desenvolvimento de novos tratamentos em humanos no 

futuro. 

Palavras-chave: PDT; endocardite infecciosa; azul, metileno; 

Staphylococcus aureus. 



 

 

DESTAQUES  

- Demonstrou-se o uso da aPDT in vivo, utilizando LED 660 (±20) nm 

associado ao azul de metileno, em um modelo animal com o microrganismo 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923).   

- Este trabalho mostrou que a administração via oral do azul de metileno 

permitiu obter sua concentração ideal nas valvas cardíacas, as quais foram 

irradiadas por via transtorácica. Tal achado indica que não apenas o 

fotossensibilizador, mas também a energia entregue, alcançaram o coração e 

suas valvas de maneira adequada ao tratamento.  

- Foi observado um aumento da taxa de sobrevivência significativamente 

superior ao relatado pela literatura, atingindo 50% para o grupo que recebeu 1 

sessão de aPDT e 91,66% no grupo que recebeu 3 sessões de aPDT. 

- Este trabalho demonstrou uma considerável redução no número de 

unidades formadoras de colônias no grupo que recebeu 1 sessão de aPDT, e a 

eliminação completa (e superiormente eficaz) foi alcançada no grupo que 

recebeu 3 sessões de aPDT, resultando na redução do tempo de tratamento.   

- Observou-se o início de um processo de reparo valvar no grupo que 

recebeu 1 sessão de aPDT, sendo este mais evidente no grupo que recebeu 3 

sessões de aPDT, o que demonstra o potencial de reparo do LED 660 (±20) nm 

aliado à sua atuação na aPDT.   
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO 

A endocardite infecciosa (EI) é definida como um foco de infecção no 

endotélio do coração (1,2), formando vegetações nas valvas cardíacas nativas 

ou protéticas (3,4). Estas vegetações consistem em um aglomerado de fibrinas, 

células inflamatórias, plaquetas e colônias bacterianas em variadas fases 

metabólicas (5). Apresenta uma incidência anual de 1,5 - 15/100.000 pessoas 

por ano (6) com 30% de mortalidade em 30 dias (7). Na população pediátrica,  a 

incidência anual é de 0,43-0,69/100.000 em crianças por ano (8), e 50% dos 

casos acomete adultos com mais de 50 anos (9). O sexo masculino apresenta 

um número maior de casos que o sexo feminino (proporção de 1,5-3:1 homens 

para mulheres) (9,10). Fatores como a presença de próteses valvares, doenças 

reumáticas e congênitas ampliam o risco de infecção em 10 a 50 vezes (11–13). 

Comorbidades como Diabetes Mellitus, doenças renais crônicas, doenças 

hepáticas crônicas e uso de drogas intravenosas aumentam a probabilidade 

dessas condições (14). A progressão da deterioração valvar pode levar a 

reinfecção, tornando necessária a intensificação da terapêutica médica e/ou 

cirúrgica (5). 

É fundamental o diagnóstico precoce e início imediato do tratamento (2) a 

fim de evitar complicações como insuficiência cardíaca, acidente vascular 

cerebral, abscessos intracardiacos, êmbolos cerebrais, disfunção da prótese 

cardíaca (15,16) e embolia pulmonar presente entre um terço a um quinto dos 

pacientes (17). A EI é mais frequente na valva mitral, seguida pela aórtica e, 

eventualmente, na valva pulmonar, preferindo valvas que apresentam alguma 

alteração prévia, como próteses (18). Além disso,  a doença exige um elevado 

tempo de tratamento, entre 2 a 6 semanas (1,19). 

 

1.1 Etiologia 

A etiologia da EI relaciona-se a fatores epidemiológicos específicos e ao 

seu agente causal (17). Em condições normais, o endotélio valvar não é 
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suscetível à colonização e à infecção bacteriana, exceto na presença de uma 

lesão mecânica. Isso pode ocorrer quando alterações estruturais - de origem 

reumática, degenerativa ou protética - geram fluxo sanguíneo turbulento nas 

cavidades cardíacas, capaz de provocar lesão endotelial por estresse mecânico 

(Figura 1). 

Figura 1: Ilustra a formação de colônias bacterianas a partir da 
insuficiência valvar.  

 

Fonte: Sanarmed compilado  (20). 

A exposição da matriz extracelular permite o depósito de fibrinas e 

plaquetas na área lesada, configurando a chamada endocardite não infecciosa. 

Quando os microrganismos se alojam neste trombo fibrina-plaquetário e formam  

colônias, estabelece-se a EI (21) (Figura 2). 

Figura 2: Ilustra a colonização da lesão no endotélio cardíaco 
lesado por microrganismos na rede de fibrinas e plaquetas. 

 

Fonte: Anatomia papel e caneta, seu amigo farmacêutico modificado (22,23).  



20 

 

Hemodiálise, cateter intravenoso, troca de prótese valvar, 

imunossupressão e uso de drogas por via intravenosas são apontados como os 

principais fatores de risco para o acesso bacteriano. De origem precoce ou 

tardia, a EI associada à cirurgia de prótese valvar pode ocorrer por inoculação 

direta do microrganismo durante o ato operatório, ou por disseminação 

hematogênica nos primeiros dias ou semanas após o procedimento (5). 

Através da cavidade bucal, tratos gastrointestinal e urinário, ou pela pele 

após procedimentos invasivos, os microrganismos podem invadir a corrente 

sanguínea (24), aderir às áreas lesadas do endocárdio - como valvas cardíacas 

– ou a materiais estranhos – como próteses valvares – e, assim, formar 

vegetações (2,25). Estas vegetações integram o microrganismo em uma matriz 

extracelular rica em polissacarídeos, capaz de se organizar  em biofilme, o que 

reduz a eficácia de agentes antimicrobianos, favorecendo a persistência de 

organismos resistentes (2), estimula a produção e liberação de enzimas que 

promovem a destruição de tecidual (2,25).  

No que se refere à cavidade oral, entre os microrganismos associados à 

EI, Staphylococcus spp. figuram os mais frequentes (2,26). Sua invasão na 

corrente sanguínea pode ocorrer por hábitos de vida diário, como a escovação 

dental (0-50%), o uso de fio dental (20-68%), a mastigação e o trauma gengival 

pelo uso de palitos (7-51%), assim como a extração dental (18,27). Além disso, 

a má higiene bucal, a doença periodontal e a presença de cavidades de cárie 

também contribuem (18). Assim, a bacteremia espontânea supera a gerada por 

procedimentos odontológicos (27), havendo ainda limitação de dados sobre a 

eficácia da terapêutica antibiótica (28). 

Considerados um dos principais agentes etiológicos da EI (29), 

Staphylococcus aureus (S. aureus) está presente entre 28 e 31% dos casos 

(10,30), e caracteriza-se por elevada agressividade e potencial destrutivo 

(25,31). Essa espécie é responsável por 40% ou mais dos óbitos entre 

portadores de próteses valvares infectadas (25), e apresenta forte resistência 

aos antibióticos (32). Destaca-se o S. aureus resistente à meticilina, detectado 
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também na cavidade oral (33,34), o qual tem demonstrado resistência inclusive 

à combinação amoxicilina/ácido clavulânico (35). 

 

1.2 Diagnóstico 

Na EI os sinais clínicos mais frequentes incluem (36–38):  

• 80-90% de febre; 

• 40-75% de calafrios e sudorese; 

• 40-86% de anorexia, fraqueza e perda de peso. 

Para diagnóstico da EI, frequentemente estabelecido após 48 h de 

internação hospitalar (5,39), os critérios modificados de Duke apresentam uma 

sensibilidade de 80% em valvas cardíacas nativas, mas com eficácia reduzida 

em próteses e dispositivos eletrônicos (1,2,40). Estes critérios baseiam-se em 

achados clínicos, ecocardiográficos e biológicos, a saber: hemocultura e 

sorologia (41) (Tabela 1). 

Tabela 1: Critérios de Duke para diagnóstico de EI, modificado por 

Li et al.  

Critérios de Duke modificado para diagnóstico de EI 

Critério Maior Critério Menor 

Cultura de sangue positiva para 

EI com identificação do organismo 

em duas amostras separadas de 

hemocultura 

Predisposição cardíaca ou uso de 

drogas intravenosas 

Hemocultura positiva persistente 

para um microrganismo (pelo 

menos duas culturas positivas em 

amostras colhidas com mais de 

12 h de diferença) Febre ≥38.0°C 
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Ecocardiograma positivo para EI 

incluindo vegetação, abscesso, 

valva protética com deiscência 

parcial recente ou regurgitação 

valvar recente. 

Fenômenos vasculares como 

êmbolo arterial, infartos 

pulmonares sépticos, aneurisma 

micótico, hemorragia 

intracraniana, hemorragia 

conjuntiva e lesões de Janeway * 

Amostra única de hemocultura 

para Coxiella burnetii ou IgG 

antifase I** com titulação maior 

que 1:800 

Evidência microbiológica não 

encontrada nos critérios maiores 

 

cultura positiva de sangue não 

encontrada nos critérios maiores 

 

Fenômenos imunológicos 

(nódulos de Osler***, manchas de 

Roth****, fator reumatoide ou 

glomerulonefrite) 

O diagnóstico é dado pela presença de: 

• dois critérios clínicos maiores OU 

• um critério maior + três critérios menores OU 

• cinco critérios menores. 

O diagnóstico de possível EI é dado pela presença de: 

• um critério maior + 1 critério menor OU 

• três critérios menores 

*Manchas planas de 1-4mm de diâmetro, avermelhada, com borda irregular e geralmente 

indolores. **Primeira linha de defesa. ***Lesões violáceas e sensíveis na ponta dos dedos 

nas mãos e nos pés. ****Sinal de hemorragia na retina com centro branco. 

 Fonte: Hubers et al (2020) (10).  

1.3 Prevenção 

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia  
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Em 2023, as Diretrizes Brasileiras de Cardiologia concluiu que uma 

pequena porcentagem dos casos de EI poderia ter sido causada por 

procedimentos odontológicos geradores de bacteremia, o que sugeriu maior 

atenção na manutenção da saúde bucal em detrimento da profilaxia antibiótica 

(42). Em 2013, uma revisão sistemática na base de dados Cochrane revelou a 

falta de evidências sobre a eficácia da profilaxia antibiótica na prevenção da EI 

em pessoas pertencentes ao grupo de risco que seriam submetidas a 

procedimentos odontológicos. Além disso, não está claro se o efeito benéfico 

desta conduta supera os potenciais danos e custos da administração deste 

medicamento (42–44).  

 

1.4 Tratamento convencional 

Para um tratamento adequado, é necessário conhecer o microrganismo 

causador da EI, a posição do local afetado (valva aórtica, pulmonar, tricúspide 

ou mitral) e o tipo de valva infectada (nativa ou protética) (25,31). 

O uso de antibióticos específicos elimina a bacteremia, remove ou previne 

a destruição dos tecidos, e cura a infecção (se iniciada precocemente), porém, 

não restaura a integridade dos tecidos e valvas afetadas (25,28,31,45). Em 2015, 

a diretriz da Sociedade Europeia de Cardiologia recomendou que a seleção de 

antibióticos deve ser baseada nos testes de sensibilidade dos microrganismos 

recém-isolados, com duração de 2 a 6 semanas (41). A linezolida, a vancomicina 

e a daptomicina são consideradas a última linha de defesa contra as infecções 

causadas por S. aureus resistentes à meticilina, um microrganismo frequente em 

casos de EI (46).  

Em casos de bacteremia persistente, uma considerável parcela de EI 

causada por Staphylococcus spp. pode não responder à terapia de primeira 

linha. Isso sugere diferentes combinações terapêuticas, em especial a 

daptomicina associada a uma penicilina antiestafilocócica, (mesmo em casos de 
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Staphylococcus sp. resistentes a meticilina), ou ceftarolina, ou fosfomicina 

associada a imipenem ou apenas ceftarolina (16).  

A duração da terapia antibiótica varia de 2 a 6 semanas, podendo ser 

estendida. A sua contagem inicia-se a partir da primeira hemocultura negativa, 

obtida após o começo da terapêutica medicamentosa, que, normalmente, é 

administrada por via intravenosa (19). Caso seja necessária intervenção 

cirúrgica devido a amostras positivas de culturas ou se for descoberto um 

abscesso intracardíaco, o tempo de tratamento é reiniciado a partir de novas 

amostras negativas (Figura 3) (42).  

Figura 3: Tempo de tratamento esperado e tempo em caso de intercorrências.  

 

Fonte: o autor (2025). 

A permanência hospitalar prolongada, o aumento de despesas médicas e 

o aumento da mortalidade demonstram que a resistência bacteriana aos 

antibióticos tem sido um grande desafio terapêutico (48). A resistência aos 

antibióticos de S. aureus isolados aos antibióticos é generalizada, e a bacteremia 

resistente, causada por S. aureus resistentes a alguns tipos de antibióticos, como 

a Meticilina, frequentemente leva ao uso de antibióticos caros ou menos eficazes 

(49). Embora tenham sido obtidos avanços no diagnóstico e na terapêutica, a 

mortalidade associada à EI continua alta (50), e é semelhante ou superior ao 

infarto agudo do miocárdio ou de muitas neoplasias malignas (41). A revisão 

realizada por Farahani et al (2024) revela que não houve diferença significativa 

no risco de mortalidade por todas as causas entre a terapia antibiótica 
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combinada e a terapia antibiótica única, terapia para bactérias Gram-positivas 

ou Gram-negativas (51).  

 

1.5 Efeitos adversos da antibioticoterapia 

O tratamento da EI requer o uso prolongado de potentes antibióticos. 

Assim, podem ocorrer efeitos adversos. Entre os antibióticos mais utilizados e as 

suas reações adversas temos: 

• Penicilinas: reações alérgicas (rash cutâneo e anafilaxia), 

hepatotoxicidade, convulsões em doses elevadas e insuficiência renal 

(52).  

• Cefalosporinas: reações alérgicas, diarreia (52). 

• Aminoglicosídeos: nefrotoxicidade, ototoxicidade, e necessidade de 

monitorar os níveis de creatinina (4,53). 

• Glicopeptídeos: nefrotoxicidade, ototoxicidade, e necessidade de 

monitorar níveis séricos e creatinina (54). 

• Rifampicina: hepatotoxicidade, interações medicamentosas graves 

(potente indutor enzimático) (55). 

• Daptomicina: elevação de CPK, miopatia/rabdomiólise, o risco de efeitos 

adversos aumenta na presença de estatinas (56,57) . 

• Linezolida: trombocitopenia, anemia, neuropatia periférica/óptica em uso 

prolongado, se combinada com antidepressivos, pode levar à síndrome 

serotoninérgica (58,59) . 

• Quinolonas: ruptura de tendões, tendinite, neuropatia periférica, 

alterações glicêmicas (60).   

• Vancomicinas: lesão renal aguda (61). 
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1.6 Terapia Fotodinâmica antimicrobiana 

No tratamento de infecções, a terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) 

apresenta características favoráveis quando comparada a métodos tradicionais, 

como amplo espectro de ação sobre bactérias, fungos, vírus e parasitas. Esta 

terapia também não considera a resistência dos microrganismos a antibióticos, 

antifúngicos e antivirais; baixo potencial de mutação e de seleção de resistência 

em microrganismos tratados (62).  

O princípio da aPDT é baseado em três componentes: uma molécula 

chamada fotossensibilizador, luz com uma faixa espectral capaz de ativar o 

fotossensibilizador e o oxigênio molecular (48,63). Na aplicação do 

fotossensibilizador, a sua internalização com acúmulo no tecido alvo e a 

irradiação são as etapas propostas desta terapia, a qual possibilita conjugar com 

outras técnicas como a quimioterapia e a imunoterapia (63). De modo local ou 

sistêmico (62), a aPDT tem sido usada com sucesso na dermatologia, oncologia, 

ginecologia, urologia e odontologia (62,64) .  

Seguindo etapas específicas, o sensibilizador pode ser de uso sistêmico 

ou tópico, que possui retenção seletiva no tecido alvo. A irradiação é realizada 

empregando-se uma fonte de luz e a destruição dos tecidos danificados por uma 

reação fotoquímica (65). 

Em seu estado fundamental, o fotossensibilizador apresenta dois elétrons 

com spins opostos na camada orbital mais inferior. Ao absorver a luz, o 

fotossensibilizador sai de seu estado fundamental, ocorrendo a excitação de um 

destes elétrons para uma camada orbital de energia mais alta (66–68), sem 

alterar a direção dos spins (68). Este é o chamado estado excitado singleto, no 

qual o fotossensibilizador apresenta um tempo de vida muito curto, 

impossibilitando-o de participar de reações com substratos celulares. No 

processo de retorno ao estado fundamental, o fotossensibilizador libera energia 

na forma de luz fluorescente, ou na forma de energia térmica por meio da 

conversão interna. O estado singleto também pode sofrer cruzamento 

espontâneo entre sistemas nos quais ocorre inversão do spin do elétron 
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excitado, dando origem ao estado excitado tripleto com vida mais duradoura. 

Para retornar ao seu estado fundamental, o estado tripleto também dissipa sua 

energia através da fosforescência (68,69). No estado tripleto excitado pode 

ocorrer dois tipos de reação. Na primeira, o substrato recebe elétrons do 

fotossensibilizador excitado ocorrendo oxirredução com biomoléculas. Na 

segunda, uma molécula de oxigênio recebe energia da molécula do 

fotossensibilizador. Assim, ocorre a formação de espécies reativas de oxigênio, 

como o radical hidroxila e o superóxido na reação Tipo I, e a formação de 

oxigênio singleto na reação Tipo II. Nesta última, o oxigênio é quimicamente 

muito ativo induzindo várias reações celulares em cadeia, como em DNA e 

proteínas, entre outros, resultando na morte celular (62,67,69) (Figura 4). 

Figura 4: Diagrama de Jablonski. 

 

Fonte: o autor (2025). 

Os fotossensibilizadores têm como primeira característica a ser 

observada a capacidade de absorver luz, pois conhecendo a faixa do espectro 

eletromagnético no qual cada um deles absorve luz, é possível escolher a fonte 

de ativação adequada para obter o efeito fotodinâmico (62). Por exemplo, o azul 

de metileno é capaz de absorver luz no intervalo de 610-660 nm de comprimento 

de onda, promovendo reações fotoquímicas e fotofísicas (62). Propriedades 

farmacocinéticas, baixa toxicidade no escuro, fácil manuseio e alta capacidade 

de ativação são características importantes de um fotossensibilizador para 

promover um tratamento antimicrobiano eficiente (70).  
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A eficácia da aPDT contra o S. aureus não depende do perfil de 

resistência a antibióticos de uma cepa, podendo ser aplicada tanto em cepas 

sensíveis quanto resistentes a meticilina, por exemplo (32). Dado o seu uso para 

tratar infecções localizadas, observa-se que o risco de toxicidade no ser humano 

e o prejuízo da microbiota natural são inferiores aos antibióticos de uso sistêmico 

(32).  

 

1.7 Azul de metileno como fotossensibilizador 

Apresentado na medicina como a primeira droga totalmente sintética em 

uso, o azul de metileno foi preparado pela primeira vez em 1876 pelo químico 

alemão Heinrich Caro (71–73). Em 1870, Robert Koch utilizou o azul de metileno 

como corante para visualizar os bacilos da tuberculose por microscopia (73). 

Trata-se de um composto aromático (73), fenotiazínico, que pode ser 

utilizado por via oral, subcutânea ou intravenosa (71). Tem como características 

ser seguro quando utilizado na dose recomendada – menor que 40mg/kg de 

peso corporal, não altera a função endotelial, mostra-se presente em casos de 

regulação positiva de óxido nítrico e não atua como vasoconstritor em doses 

baixas e em curto prazo (74). Sua concentração em nível plasmático é reduzida 

de modo acentuado nos primeiros quarenta minutos, apresentando meia vida de 

5 a 6,5 horas e excreção entre 4 e 24 horas pós-administração (71).  

 

1.8 Terapia Fotodinâmica associada ao azul de metileno 

Di Poto et al. (2009), empregaram a aPDT combinada com vancomicina 

ou fagócitos para eliminar biofilmes maduros formados por S. aureus MRSA180. 

Nos experimentos in vitro, azul de metileno foi adicionado aos microrganismos, 

que foram irradiados com uma fonte de luz de 400-800nm, 100mW/cm², e com 

uma dose de 50-150J/cm², aplicada perpendicularmente à placa. Os autores 

concluíram que a aPDT associada à vancomicina resultou em uma redução de 
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10ᶟ a 10⁴ vezes maior do o fármaco isoladamente. De modo similar, a 

combinação de aPDT com os fagócitos reduziu com sucesso a sobrevivência de 

S. aureus no biofilme (75).  

Em 2009, Donnelly et al., investigaram o uso de hidrogéis de polivinil 

álcool como plataforma de entrega de substâncias fotossensibilizadoras no 

tratamento de feridas infectadas com S. aureus. Utilizou-se luz vermelha de 

635nm, com fluência de 100mW/cm², e dose de 110-200J/cm², aplicada 

perpendicularmente a 1 cm da placa de cultura, em combinação com o azul de 

metileno 1mg/ml. Os pesquisadores observaram que, apesar de alcançarem 

uma redução superior a 95% no número de bactérias, houve também a 

persistência de bactérias residuais (76).  

Com o objetivo de avaliar o efeito da aPDT, utilizando nanopartículas de 

ouro conjugadas ao azul de metileno e um laser diodo (660 nm, 200mW, por 2 

minutos, totalizando 24J/cm²), em S. aureus isolados de lesões de impetigo, que 

são lesões presentes faciais altamente contagiosas. Tawfic et al. (2015), 

dividiram as amostras em 4 grupos experimentais: grupo nanopartículas de ouro 

azul de metileno, grupo nano partículas de ouro, grupo azul de metileno e grupo 

controle. Os autores concluíram que, ao realizar aPDT utilizando nanopartículas 

de ouro azul de metileno como fotossensibilizador, o efeito inibitório do 

crescimento de microrganismos foi superior aos observados nos demais grupos, 

resultando em apenas 3% de bactérias viáveis remanescentes na amostra (77). 

Kashef et al. (2017), objetivaram determinar a eficácia da aPDT associada 

à linezolida na erradicação de biofilmes de S. aureus. Para tanto, selecionaram 

como fotossensibilizadores o azul de metileno e o azul de toluidina O utilizando 

dois tipos de laser diodo: um com 660nm, 35mW e 91mW/cm² (diâmetro do feixe 

no alvo de 7mm); e outro com 630nm, 26mW/cm² (diâmetro do feixe no alvo de 

7mm). A amostra contendo azul de metileno foi irradiada com uma dose de 54,6 

J/cm² por 10 m e a amostra que continha azul de toluidina O foi irradiada com 

15,6 J/cm² pelo mesmo tempo. Subsequentemente, os autores adicionaram 

antibióticos em concentrações significativamente inferiores aos valores 

convencionalmente utilizados para erradicação de biofilmes, e as amostras 
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foram retornadas para a incubadora. Consideraram-se bactericidas as amostras 

que apresentaram ≥ 3 log10 UFC/ml. Este estudo demonstrou que o pré-

tratamento dos biofilmes de S. aureus com aPDT (utilizando azul de metileno ou 

azul de toluidina O), seguido pela adição de linezolida, resultou em uma eficácia 

superior na eliminação bacteriana no biofilme, quando comparado ao uso isolado 

do antibiótico (78).        

Pérez-Laguna et al. (2017), avaliaram a eficácia in vitro da aPDT, 

utilizando azul de metileno ou rosa bengala (em concentrações variando de 0,03 

a 10µg/L), isoladamente ou em associação com antibióticos como mupirocina ou 

linezolida (em concentração variando de 0,03 a 10µg/L). Nessas suspensões, 

foram adicionados S. aureus ATCC29213, contendo aproximadamente 10⁸ 

células/mL. Como fonte de luz, utilizaram um haleto metálico branco (λ420-

700nm) ou lâmpada de diodo emissor de luz (λ515-625nm). Como resultado, as 

combinações de antibióticos e fotossensibilizadores promoveram uma redução 

de 6 log10 na contagem de microrganismos. O uso isolado dos 

fotossensibilizadores promoveu a mesma redução, contudo, foi necessário que 

estes estivessem em uma concentração mais elevada (79).  

A fim de avaliar a interação entre a aPDT (utilizando azul de metileno e 

laser) e diferentes antibióticos e laser na inativação de S. aureus MRSA, Feng et 

al. (2022) conduziram um estudo. Para isso, utilizaram irradiação com laser 

(670nm, 3mW/cm², por 60 m, resultando em uma dose de 10 J/cm²). As amostras 

de tecido suíno (pele) infectadas foram divididas em três grupos: grupo 

antibiótico, grupo azul de metileno + luz, e grupo antibiótico + azul de metileno 

+luz. Os autores observaram que a aPDT com azul de metileno e amoxicilina 

promoveu uma redução superior a 99% nas UFC, independentemente da 

resistência antibiótica (80). 

Maliszewska et al. (2023), compararam a eficácia de vários protocolos 

utilizando azul de metileno (em concentrações de até 62,5 mg/mL e ≥ 125 

mg/mL) e um laser diodo (665 nm, 40mW, com dose de 189 J/cm²) para eliminar 

biofilmes formados em superfície de vidro ou aço inoxidável por S. aureus MRSA. 

Inicialmente, os autores compararam o azul de metileno e as nanopartículas de 



31 

 

ouro baseando-se no seu efeito sinérgico e na influência da concentração. Em 

seguida, realizaram procedimentos de múltiplas etapas que não incluíam a 

fotossensibilização de bactérias nem a remoção de células mortas do biofilme 

(lavagem). Concluíram que a destruição do biofilme depende da natureza da 

superfície, do tempo de formação do biofilme e da concentração do azul de 

metileno. A presença das nanopartículas de ouro aumentou a eficiência na 

destruição do biofilme. Foi possível eliminar o biofilme com eficácia superior a 

99,9%, desde que a concentração do azul de metileno fosse de, no mínimo, 

125mg/ml, ou, alternativamente, com a realização de 3 sessões de aPDT em 

uma concentração não tóxica de 31,25 mg/ml² (81).    

Park et al. (2023) objetivaram avaliar o efeito da aPDT, utilizando azul de 

toluidina O e azul de metileno, na eliminação de S. aureus na superfície do 

titânio. Discos de titânio foram jateados e tratados com ácido, simulando a 

superfície de implantes, e subsequentemente divididos em 6 grupos: solução 

salina tamponada com fosfato (PBS), azul de toluidina O, azul de metileno, PBS 

+ laser, azul de toluidina+ laser e azul de metileno + laser. As amostras foram 

irradiadas com laser (670 nm, 160mW, por 60 segundos, em modo contínuo). Os 

resultados obtidos mostraram que o grupo azul de metileno + laser apresentou 

uma redução significativa de UFC, contudo, o grupo azul de toluidina + laser 

mostrou-se mais eficaz (82).  

De Brito Junior et al. (2025), investigaram o efeito da aPDT, utilizando azul 

dimetilmetileno e LED vermelho (630 ± 20 nm, 125mW, área de irradiação de 2 

cm², com uma dose de 12 J/cm², por 192 segundos) em S. aureus presentes em 

culturas planctônicas e feridas cutâneas contaminadas. As amostras foram 

divididas em 4 grupos: controle, LED, azul dimetilmetileno e LED + azul 

dimetilmetileno. Os autores concluíram que a associação LED + azul 

dimetilmetileno reduziu em 99,943% o número de UFC in vitro e 99,994% in vivo, 

em comparação com o grupo controle (83).  

Uma revisão de literatura realizada por Pérez et al. (2021), afirmou que as 

evidências mostram que  a aPDT é um complemento seguro e útil à terapia 

antibiótica tradicional no tratamento de infecções causadas por S. aureus(84). 
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Por esta razão, houve o interesse em avaliar a ação da Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana, associada ao azul de metileno, no tratamento da EI por 

Staphylococcus aureos.    

 

1.9 Penetração da luz nos tecidos biológicos 

Salehpour et al (2016), utilizaram cabeças frescas de 3 ratos Wistar 

machos com 12 semanas pesando de 180 a 200 mg. Eles removeram os 

cérebros intactos imediatamente após eutanásia e utilizaram um medidor de 

potência do driver do laser de 630 e 810 nm, para medir a potência do laser 

transmitida através do couro cabeludo tricotomizado, membranas de 

revestimento e crânio até o lobo pré-frontal. Observaram que a densidade de 

energia aproximada que atingiu a superfície do córtex pré-frontal do cérebro dos 

ratos foi de 1,18 ± 0,01 J/cm²(85). 

Ash et al (2017), utilizando simulações pelo método de Transporte 

Radiativo de Monte Carlo em 2D, a irradiação com LED de 650 nm apresentou 

aproximadamente 1% de luz remanescente a uma profundidade de cerca de 4,75 

mm (86). Empregando o mesmo tipo de simulação, Finlayson et al (2021), 

demonstraram que 1% da luz pode atingir profundidades superiores a 5 mm (87). 

Hu et al (2019), utilizando LED 660 nm e irradiâncias variando entre 15 e 

500 mW/cm², avaliaram a quantidade de luz transmitida através de tecidos vivos 

e de tecidos obtidos de cadáveres provenientes das regiões de crânio, coluna e 

membros. Os autores concluíram que a profundidade de penetração é maior em 

tecidos vivos comparado a ex-vivos (88).  

De forma complementar, Lanzafame (2020), em sua revisão de literatura, 

afirma que arranjos de LED associados a irradiância elevada são capazes de 

promover transmissão luminosa superior a 5 mm (89).  

Zhang et al (2021) investigaram os efeitos da fotobiomodulação sobre a 

síntese de ATP em ratos com insuficiência cardíaca e, para isso, irradiaram o 
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coração por via transtorácica na região da quinta costela com LED vermelho (630 

nm, 2,5 mW/cm² ou 3mW/cm², 600s, 7 vezes por semana), observando a 

melhora da função cardíaca, a remodelação miocárdica, a redução da fibrose 

causada pela insuficiência cardíaca, a angiogênese miocárdica, além do 

aumento de ATP e da contratilidade dos cardiomiócitos, bem como do ATP do 

tecido cardíaco (90). 

 

1.10 Efeitos adversos do LED 

Em 2020, dois ensaios clínicos randomizados, controlados foram 

realizados em indivíduos saudáveis que receberam irradiação com LED ou 

irradiação simulada no antebraço durante e vezes por semana, por trinta minutos 

cada sessão, durante três semanas. Para todos os fototipos utilizaram 160-640 

J/cm², e para os indivíduos caucasianos não hispânicos de 480 -640 J/cm². O 

aparecimento de bolhas e eritema prolongado ocorreram com 480 J/cm² no 

grupo todos os fototipos, e com 640 J/cm² em indivíduos caucasianos não 

hispânicos. Estes eventos adversos não apresentaram gravidade (91). 

Simões et al (2022), desejaram avaliar a cicatrização de queimaduras de 

terceiro grau na pele de ratos Wistar, utilizando LED 630 nm ±10, 300mW, 9 

J/cm² por ponto (4 pontos ao redor da ferida), durante 30 segundos, ao sétimo, 

décimo quarto, vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dia. Observaram um maior 

número de neutrófilos e linfócito nos grupos irradiados em comparação ao grupo 

controle, sendo maior no grupo 14 dias. Concluíram que o LED vermelho pode 

não ser eficaz em estágios mais avançados da reparação (92).  
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1.11 Escolha dos parâmetros do LED 

Na aPDT, a escolha do laser e do LED dever ser baseada no 

fotossensibilizador escolhido selecionado e em sua capacidade de penetrar nos 

tecidos biológicos. O comprimento de onda selecionado deve corresponder ao 

pico de absorção do fotossensibilizador (62). Para o fotossensibilizador azul de 

metileno, o comprimento de onda adequado situa-se na faixa de 610–660 nm 

(62). Além disso, a luz vermelha é menos absorvida por cromóforos endógenos, 

como a hemoglobina e a melanina (em comparação à luz azul ou verde). Isso 

significa que mais energia luminosa chegue ao azul de metileno, minimizando a 

perda de luz (93–95). Fatores como o modo de irradiação, diâmetro do feixe e 

irradiância (mW/cm²)  contribuem para a exposição radiante (J/cm²) , que 

determina o efeito fototóxico e o consequente sucesso do tratamento (96).  

 

1.12 Modelo animal para estudo da EI 

Para estudos da EI, os ratos já eram utilizados em 1950 (97), 

representando um bom modelo para simular doenças cardiovasculares (98–

100), no qual o acesso cirúrgico às valvas é eficaz e seguro (101). Esses animais 

possibilitam maiores opções de análises, como exames de imagem, exames 

biomoleculares e avaliação histológica (com o uso de agentes moleculares e 

anticorpos) (101).  Além disso, oferecem a variabilidade de cepas geneticamente 

modificadas, que permite estudos com focos específicos, e representam fácil 

manutenção, baixo custo de alimentação e alojamento (101,102).  

Coelhos (30) e camundongos também são utilizados como modelo de EI, 

seguindo o mesmo modelo de indução que o dos ratos (103), descrito em 1977 

(104). Neste estudo, Santoro et al., geraram uma lesão na valva cardíaca 

inserindo um cateter de polietileno estéril através da artéria carótida direita 

(105,106). Após 1 a 7 dias, eles infectaram os animais (105,106) por via 

intravenosa, pela veia caudal (106) ou via cutânea (97). Desta forma, 
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observaram a presença de colônias nas valvas dos animais eutanasiados entre 

16h até 3 dias após a última intervenção (49).  

Estes estudos estão de acordo com o modelo animal de EI desenvolvido 

por Schwarz et al. (2020), no qual foi necessário gerar um dano endotelial 

introduzindo um cateter na artéria carótida direita até a valva aórtica e, após 24 

horas, promover uma fonte de infecção, condição necessária para manifestar a 

doença (103). Köse et al. (2021) propõem um novo um novo modelo animal de 

EI, no qual 24 horas após colocar um cateter através da artéria carótida direita 

até atingir a valva aórtica, inocularam S. aureus pela veia caudal de 7 ratos 

Wistar, os quais apresentaram EI após 3 dias (107).  

No modelo animal, a gravidade da EI por S. aureus depende do grau de 

irritação do endotélio e dos fatores de virulência bacteriana (103). Na literatura, 

o tempo médio de sobrevida é de 2 a 5 dias, de acordo com a carga bacteriana 

(107–109).  

 

1.13 Estado da arte 

Nos últimos 10 anos, estudos de EI utilizando modelos animais têm 

buscado comparar a eficácia do uso de antibióticos. Singh et al. (2017), 

utilizaram ratos como modelo animal para avaliar a eficácia da ceftarolina, 

nafcilina e da cefazolina contra 17 cepas de S. aureus suscetíveis à meticilina 

apresentando efeito auto-inóculo à cefazolina. Os resultados observados 

indicaram que a ceftarolina e a nafcilina reduziram consideravelmente a 

contagem bacteriana; porém, a cefazolina apresentou um significativo efeito 

auto-inóculo, ou seja, o microrganismo foi capaz de se manter resistente e ativo, 

mesmo após o tratamento (100).  

Lerche et al. (2019), utilizaram este modelo animal para avaliar a eficácia 

do anticoagulante dabigatrana, associado à gentomicina, na eliminação das 

vegetações de S. aureus em valvas cardíacas. Foi observada a redução do 

tamanho da vegetação e da carga bacteriana nas valvas, além da redução do 
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número de hemoculturas persistentes após o tratamento, embora não tenha sido 

possível eliminá-las completamente (110).  

Singh et al. (2020), utilizando ratos como modelo animal, compararam o 

uso da tedizolida como terapia de redução gradual após daptomicina em 

comparação com o uso isolado da daptomicina. O uso da tedizolida como terapia 

de redução gradual mostrou eficácia na redução da recidiva bacteriana de 

Enterococos sp. e S. aureus resistentes à meticilina e vancomicina, em 

comparação com o uso isolado da daptomicina (111).  

Save et al. (2022), estudaram a potencial eficácia da vancomicina 

combinada com um coquetel de bacteriófagos líticos. No modelo animal, o 

coquetel de bacteriófagos isolado não foi capaz de controlar o crescimento 

bacteriano. Quando associado à vancomicina, foi observado importante redução 

da infecção in situ por cepas de S. aureus resistentes à meticilina (112).  

Em 2024, Takigawa et al. realizaram um estudo in vitro no qual 

adicionaram um ativador de plasminogênio tecidual recombinante à cefazolina 

por 7 dias para avaliar se essa união colabora com o tratamento da EI. 

Observaram que essa associação apresentou maior eficácia na remoção de S. 

aureus quando comparada ao uso isolado da cefazolina ou do ativador de 

plasminogênio tecidual recombinante (113).  

Lu et al. (2025), avaliaram se a presença do ácido chiquímico aumenta a 

eficácia da vancomicina em um modelo de rato com EI por S. aureus resistentes 

à meticilina. Após 3 dias de tratamento, observaram acentuada redução dos 

exsudatos inflamatórios, bem como uma modesta, mas significativa, diminuição 

nas densidades de S. aureus resistentes à meticilina e na formação de 

vegetações nas valvas aórticas, pois o ácido chiquímico potencializou a ação da 

vancomicina (46).  

Para avaliar o efeito da aPDT sobre o biofilme de 1, 3 e 6 dias de 

formação, constituído por S. aureus resistentes à meticilina, Nikinmaa et al. 

(2021) utilizaram luz de 810 e 405 nm, isoladamente ou em uso simultâneo. 
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Ambas foram aplicadas com energia constante de 100 ou 200J/cm² e 

indocianina-verde como fotossensibilizador. Este estudo mostrou que a terapia 

de luz dupla foi mais eficaz na ação antibacteriana quando comparada ao uso 

isolado das fontes de 810 e 405 nm. Quando utilizada energia constante de 

200J/cm², o impacto bacteriano alcançado foi no nível de desinfecção para todos 

os grupos de tratamento (114). 

Ghaiyoomi et al. (2025) desejaram investigar o efeito da aPDT (com laser 

de 660 nm e azul de metileno) associada à terapia com atmosférico frio em 

Streptococcus sanguinis. O estudo in vitro compreendeu oito grupos de amostras 

diluídas em solução salina e cultivadas em uma placa de Petri contendo ágar-

sangue. As culturas foram mantidas em ambiente anaeróbico por 48 horas e, em 

seguida, foram incubadas em ambiente aeróbico a 37⁰C. Com o auxílio de uma 

alça estéril, as colônias foram coletadas e transferidas para um meio líquido de 

tripsina. A absorbância inicial para cada amostra foi ajustada para 0,09 por meio 

de espectrofotometria, seguida por diluições em série. Os pesquisadores 

observaram que a associação de azul de metileno, laser de 660 nm (com 

potência radiante de 110mW, exposição radiante de 15,6 J/cm² por 60 segundos) 

e a terapia com plasma atmosférico resultou em uma redução na contagem de 

colônias. Essa redução foi comparada aos grupos controle e aos grupos tratados 

com penicilina, azul de metileno, grupo aPDT + azul de metileno, plasma + azul 

de metileno, plasma + aPDT e grupo plasma isolado. Ao comparar o grupo 

tratado com azul de metileno + aPDT + grupo plasma com o grupo aPDT + azul 

de metileno, este último apresentou um crescimento bacteriano com média 

logarítmica de 1,54 log UFC/mL, enquanto o grupo plasma+PDT+ azul de 

metileno apresentou 1,59 log UFC/mL (115). 

A maior parte dos estudos que relacionam a aPDT e a EI não aborda 

diretamente a endocardite, mas sim os microrganismos que podem vir a causá-

la (115,116). Esses estudos foram realizados in vitro ou ex vivo. Até o momento, 

as pesquisas realizadas in vivo estão relacionadas a microrganismos presentes 

em lesões na pele e mucosa de um modelo animal, que causam EI (117). 

Contudo, quanto ao uso da aPDT (utilizando o laser ou LED) para avaliar a 
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redução de microrganismos ou tratamento da EI em modelos animais, não foram 

encontrados estudos publicados. 

  

1.14 Justificativa 

A EI é uma doença grave, com alta letalidade em curto prazo e com 

consideráveis consequências durante e após o tratamento. Pode ser causada 

por múltiplos microrganismos, sejam eles antibiótico-resistentes ou não. O 

isolamento e os testes de sensibilidade desses microrganismos são necessários 

para determinar o tratamento indicado, o que frequentemente implica a 

internação hospitalar mínima superior a duas semanas após o estabelecimento 

da terapêutica. Além disso, a resistência microbiana aos antibióticos e seus 

efeitos colaterais interferem, não apenas na evolução do tratamento, mas 

também na qualidade de vida do indivíduo.  

No contexto da EI, a literatura científica é vasta em estudos que 

investigam a eficácia dos tratamentos antibióticos tradicionais na redução dos 

microrganismos. No entanto, uma lacuna significativa persiste: há uma escassez 

de pesquisas que avaliem a eficácia da Terapia Fotodinâmica antimicrobiana 

(aPDT), especificamente no tratamento in vivo da EI. Dessa forma, torna-se 

essencial a avaliação dessa terapia. Nosso objetivo é explorar o potencial da 

aPDT para eliminar microrganismos, o que, por sua vez, poderia promover a 

redução do tempo de tratamento, a diminuição dos custos hospitalares e uma 

melhoria substancial na qualidade de vida do paciente. Dessa forma, é possível 

minimizar os riscos frequentemente associados às abordagens terapêuticas 

convencionais.  

1.15 Hipótese da pesquisa: 

H0: a Terapia Fotodinâmica antimicrobiana transtorácica utilizando o azul 

de metileno associado ao LED 660 (±20) nm para o tratamento da EI por 

Staphylococcus aureus em um modelo animal é ineficaz. 
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H1: a Terapia Fotodinâmica antimicrobiana transtorácica utilizando o azul 

de metileno associado ao LED 660 (±20) nm para o tratamento da EI por 

Staphylococcus aureus em um modelo animal é eficaz.   
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Analisar o efeito da Terapia Fotodinâmica antimicrobiana em um modelo 

animal de EI induzida por Staphylococcus aureus utilizando o fotossensibilizador 

azul de metileno associado ao LED 660 nm. 

2.2 Objetivos específicos 

a) Desenvolver um modelo de estudo “in vivo” para analisar o efeito da 

Terapia Fotodinâmica antimicrobiana utilizando Azul de Metileno 

associado ao LED 660 nm na taxa de sobrevivência de ratos acometidos 

por EI induzida por Staphylococcus aureus. 

b) Desenvolver um modelo de estudo “in vivo” para analisar o impacto da 

Terapia Fotodinâmica antimicrobiana utilizando Azul de Metileno 

associado ao LED 660 nm na quantidade de unidades formadoras de 

colônia em ratos acometidos por EI induzida por Staphylococcus aureus. 

c) Desenvolver um modelo de estudo “in vivo” para avaliar as alterações 

histológicas do coração de ratos acometidos por EI induzida por 

Staphylococcus aureus antes e após a aplicação da Terapia Fotodinâmica 

antimicrobiana utilizando Azul de Metileno associado ao LED 660 nm. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Ética 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do 

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP) sob o número 

38/22. 

 

3.2 Análise estatística 

Os dados foram inicialmente avaliados quanto à normalidade da 

distribuição por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para a análise de sobrevivência, 

foi utilizada a curva de Kaplan-Meier, seguida pelo teste do qui-quadrado (χ²) 

para comparação entre grupos. Os dados com distribuição aproximadamente 

normal foram analisados pelo teste de ANOVA, complementado pelo teste de 

Tukey quando identificadas diferenças significativas. Já os dados categóricos 

foram avaliados por meio do teste de McNemar nas análises intragrupos e do 

teste exato de Fisher nas análises entre grupos. O nível de significância adotado 

em todas as análises foi de α = 0,05. 

 

3.3 Tamanho amostral 

O cálculo amostral foi feito baseado no uso racional de animais bem como 

nos modelos preconizados pela literatura. Foi utilizado durante todo o 

procedimento experimental 72 animais. O número de animais foi obtido a partir 

de cálculo amostral estatístico, considerando-se um grau de confiança de 95%, 

determinado através da seguinte equação: 

N = Z2. p(1-p)/d2 

Onde N é o número de animais; p refere-se à potência estatística (85%); 

d é o desvio padrão (30%, baseado na literatura), e Z equivale a 1,96, escore 

para um grau de confiança de 95% (118). Assim, foram necessários 6 animais 
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por grupo. Neste estudo foram utilizados 24 animais por grupo e 6 animais por 

subgrupo. 

 

3.4 Inteligência artificial 

Foi utilizada AdaptaOne, para revisão gramatical e para auxiliar na 

inteligibilidade e clareza do texto. Todos os conceitos científicos e achados desta 

tese foram elaborados pelos autores. 

 

3.5 Modelo Animal 

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos e saudáveis com peso 

variando de 300 a 420 gramas e idade média de 4 meses, obtidos e 

acompanhados durante a pesquisa no Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares (IPEN/CNEN-SP). Os animais foram acondicionados em caixas 

plásticas apropriadas, em temperatura controlada entre 22°C e 25°C, controle de 

luminosidade em ciclos de 12 h claro/escuro e umidade relativa de 50-60% com 

ventilação artificial. Foi oferecida ração e água “ad libitum”. A identificação dos 

animais foi realizada por meio de código alfanumérico.  

Após a indução da EI, 72 animais com EI estabelecida foram então 

randomicamente divididos, com estratificação por peso para garantir a 

homogeneidade entre os grupos, em 03 grupos principais, (24 animais/grupo), 

conforme a modalidade de intervenção: a) Grupo controle (EI): não recebeu 

tratamento. b) Grupo PDT1: recebeu 1 única sessão de aPDT. c) Grupo PDT3: 

recebeu 3 sessões de aPDT.  

Dentro de cada grupo principal, os animais foram subdivididos em 4 

subgrupos (6 animais/subgrupo) para avaliação em diferentes pontos temporais: 
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1. Subgrupo de Análise Imediata Microbiológica: eutanásia 

imediatamente após o tratamento (ou não – grupo controle) para coleta 

do coração e exame microbiológico. 

2. Subgrupo de Análise Imediata Histológica: eutanásia imediatamente 

após o tratamento (ou não – grupo controle) para coleta do coração e 

exame histológico. 

3. Subgrupo Sobrevida de Análise Microbiológica: eutanásia ao 20⁰ dia 

dos animais sobreviventes para coleta do coração e exame 

microbiológico. 

4. Subgrupo Sobrevida de Análise Microbiológica:  eutanásia ao 20⁰ dia 

dos animais sobreviventes para coleta do coração e exame 

microbiológico. 

Exceto em casos em que o animal apresentava sofrimento, o momento da 

eutanásia foi determinado segundo os objetivos específicos de cada grupo, a 

saber imediatamente após a conclusão do tratamento proposto, ou ao 20° dia, 

como demonstrado no fluxograma a seguir (Figura 5).   

Os animais foram submetidos a exames de sangue no 6° dia  para avaliar 

a presença de disseminação hematogênica (5). O peso e a temperatura dos 

animais foram aferidos diariamente até o final do estudo. Da mesma forma, foram 

observados a respiração, a aparência física, o comportamento e o reparo do 

acesso cirúrgico.   

 

3.6 Fluxograma do estudo 

A Figura 5 exibe o fluxo da pesquisa a ser realizada. 
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Figura 5: Fluxograma do estudo. A cor amarela indica o grupo controle; a cor 
verde indica o grupo 1 sessão de tratamento e a cor salmão indica 3 sessões tratamento.  

 

Fonte: o autor (2025). 

 

3.7 Procedimento de calibração e validação do modelo experimental de 

endocardite infecciosa. 

Para o diagnóstico da EI em modelos animais, a hemocultura é utilizada 

para indicar a etiologia microbiológica (119). No entanto, considerando o tempo 

necessário para obtenção do resultado da hemocultura (4 a 8 dias), o elevado 

índice de resultado falso-negativo (2-40% dos casos) (30,119), podendo atingir 

71% dos casos (120–123), e o tempo limitado de acompanhamento dos animais 

durante a pesquisa (até 20 dias);  tornou-se essencial a obtenção e validação de 

um grupo de referência com EI.  

Para tanto, um grupo inicial de doze animais, foi submetido 

sequencialmente à cirurgia de indução do modelo de indução da doença 

preconizado por Hady et al. (2012) (106) e, 24 h após, à inoculação de 

microrganismos via cateter. Após 4 dias, foi realizada a eutanásia e exame 

microbiológico e histológico das valvas cardíacas, confirmando que todos os 
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animais haviam sido infectados com sucesso. O biomédico e patologista fora 

mantidos cegos para a realização das análises pelo Laboratório de Controle 

Sanitário e Genético do ICB – USP São Paulo e pela Histocell Soluções em 

Anatomia Patológica.  

 

3.8 Preparo do cateter para cirurgia 

O cateter de polietileno PE10 - BD foi preparado com comprimento de 10 

cm, adequado para a faixa de tamanho dos animais selecionados, e uma das 

extremidades foi selada com tampão confeccionado manualmente em madeira 

compactada, a fim de evitar o sangramento durante o cateterismo (Figura 6). 

Figura 6: Modelo de preparo do cateter 

 

Fonte: o autor (2025). 

 

3.9 Preparo dos microrganismos 

Os microrganismos de eleição foram os Staphylococcus aureos cepa 

ATCC 25923, por se tratar de um microrganismo utilizado rotineiramente em 

testes de sensibilidade microbiana como controle positivo (124), sendo sensíveis 

a antibióticos padrão em testes de controle de qualidade (125). Apresentam-se 

como Cocos Gram positivos em cachos (“em cachos de uva”) (125).  
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Os microrganismos foram adquiridos no Centro de Lasers e Aplicações 

do Instituto de Pesquisas Energético Nucleares da Universidade de São Paulo  

e preparado conforme Hady et al. (2012) (106). Em uma placa de ágar BHI foi 

inoculada uma porção de S. aureus com uma alça e incubada a 37⁰C durante 24 

horas (Figura 7).  

Figura 7: Cultura matriz de Staphylococcus aureus.  

 

Fonte: o autor (2025). 

Foi escolhida uma colônia da placa e inoculada em 5ml de caldo de BHI 

em um tubo Falcon de 15ml com tampa e incubada a 37⁰C, com 150 rpm durante 

24 h. Então foi preparado o inóculo de uma suspensão bacteriana em tampão 

fosfato salino (PBS 1X). O meio de cultura contendo as bactérias foi centrifugado 

a 1.500 rpm a 24°C durante 10 m, o líquido foi descartado e o pellet de bactérias 

foi novamente suspenso em 5ml de PBS 1X, homogeneizado no vórtex. A 

concentração do inóculo bacteriano foi padronizada através do ajuste de 20% de 

transmitância em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 640 nm. O 

volume dos inóculos foi de 50µl para cada animal na contagem de 10⁴ a 10⁶ UFC 

por animal.  

Para quantificação dos microrganismos inoculados, foram realizadas 

diluições seriadas em uma placa de microtitulação. Inicialmente, 200µL do 

inóculo foram adicionados ao primeiro alvéolo. Nos alvéolos subsequentes 180 

µL de solução PBS 1X foram previamente dispensados. O processo de diluição 
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seriada foi conduzido da seguinte forma: 20µL do inóculo foram transferidos do 

primeiro para o segundo alvéolo, resultando em uma diluição de 1:10. Após 

homogeinzação, 20µL do segundo alvéolo foram transferidos para o terceiro, e 

assim sucessivamente, até completar um total de sete diluições seriadas. As sete 

diluições foram então semeadas em três placas de Petri contendo ágar, 

utilizando a técnica de gota (drop plate method). As placas foram incubadas por 

24 horas a 37°C. Após o período de incubação, a contagem de unidades 

formadoras de colônias (UFC) foi realizada nas placas (Figura 8 ).      

                      Figura 8 Contagem de Unidades formadoras de Colônia 

 

Fonte: o autor 

 

3.10 Preparo pré-operatório e Anestesia 

Os animais foram anestesiados por indução com Isoflurano a 2,5% (v/v) 

em uma mistura gasosa de 45% de oxigênio pela via inalatória. A indução 

anestésica foi realizada na câmara de indução e mantida por meio de máscara 

facial durante todo o procedimento (Sistema de anestesia inalatória de baixo 

fluxo por infusão – Bonther®) (Figura 9). O animal teve sua frequência 

respiratória e reflexos monitorados durante todo o procedimento.   
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Figura 9 Mostra indução anestésica do rato, pesquisadora calibrando o sistema 
de anestesia. 

 

Fonte: o autor (2025). 

Após tricotomia, a área do pescoço, do queixo até logo abaixo do osso 

esterno, foi preparada com antissepsia e solução de iodopolvidona e etanol 70%. 

Foi realizada tricotomia também na região na região cervical, onde o cateter foi 

exteriorizado (Figura 10). 

Figura 10: Mostra tricotomia realizada no pescoço e na região cervical. 

 

Fonte: o autor (2025). 
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3.11 Procedimento cirúrgico: 

Este procedimento foi conduzido conforme o modelo experimental de 

Hady et al. 2012 (106). Utilizou-se uma técnica estéril durante todo o processo 

cirúrgico. Inicialmente, realizou-se uma incisão vertical (1-1,5 cm) transpassando 

apenas a camada dérmica, na região do pescoço, acima do osso esterno. 

Com uma tesoura de dissecção romba, a fáscia foi cuidadosamente 

dissecada para expor a artéria carótida direita, utilizando 2 pares de pinças 

dentadas curvas. A artéria carótida direita foi então delicadamente elevada da 

cavidade cervical, e dois fios de seda de 10 cm foram colocados sob a artéria. A 

artéria foi ligada na sua extremidade cefálica exposta, e um clipe temporário foi 

aplicado na região proximal para controlar o sangramento. Em seguida, realizou-

se uma pequena arteriotomia na parede anterior da artéria e, utilizando um 

introdutor de cateter (Becton Dickinson), um cateter (PE 10 Becton Dickinson) 

de forma retrógrada (contra o fluxo do sangue) até a valva aórtica (Figura 11).  

Figura 11: Visão transoperatória a instalação do cateter na artéria carótida direita.  

 

Fonte: o autor (2025). 

O cateter foi fixado com fio de sutura de seda na extremidade caudal da 

artéria. A correta inserção e posição do cateter foram guiados e confirmados 

pelos seguintes critérios: a) o comprimento inserido (4 a 6 cm) ajustado ao 
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tamanho do animal; b) resistência percebida ao avanço; e c) pulsação do cateter 

em sincronia com os batimentos cardíacos (Figura 12).  

Figura 12: Cateter posicionado e fixado na artéria carótida direita.  

 

Fonte: o autor (2025). 

Os excedentes de sutura foram aparados e a hemostasia no sítio de 

inserção do cateter foi certificada. As pontas livres dos fios de sutura foram 

posicionadas sob a pele, e a incisão cervical foi suturada com fio de seda 

Ethicon® 4.0. A extremidade distal do cateter foi exteriorizada no dorso do animal 

por meio de acesso subcutâneo e fixada à pele com sutura para manter sua 

posição (Figura 13). 
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Figura 13: Mostra uma extremidade do cateter exposta no dorso do animal, fixada 
por sutura.  

 

Fonte: o autor (2025). 

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, mantidos em ambiente 

aquecido a com acesso ad libitum a água e alimento até completa recuperação 

anestésica. Durante e após a recuperação da anestesia, os ratos foram 

monitorados continuamente. 

Todos os animais receberam analgesia pós-operatória consistindo em 

Cloridrato de Tramadol 2% (Cronidor®) na dose de 15mg/kg de peso corporal, 

associado a Meloxicam 0,2% na dose 04mg/kg de peso corporal. Ambos os 

fármacos foram administrados por via subcutânea a cada 24 h iniciando 

imediatamente após o procedimento cirúrgico e continuando até o quinto dia pós-

operatório (126). 

 

3.12 Infecção com microrganismos 

A infecção com S. aureus foi realizada 24 h após a colocação do cateter 

(103), com o animal anestesiado com Isoflurano volume de 2,5 em oxigênio a 

50%. 
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Após realizar a antissepsia da região do cateter no dorso do animal com 

etanol 70%, foram inoculados 50 µl de microrganismos em uma concentração 

de 10^4 e 10^6. A inoculação foi feita via extremidade dorsal do cateter, utilizando 

uma agulha hipodérmica (Figura 14). É importante salientar que devido à 

classificação de Staphylococcus spp. como microrganismo de nível de 

biossegurança 2 (BSL2), com risco potencialmente moderado para o pessoal e 

o meio ambiente, todos os procedimentos foram conduzidos em conformidade 

com as rigorosas diretrizes de biossegurança. 

Figura 14: Inoculação via cateter. 

 

Fonte: o autor (2025). 

 

3.13 Tratamento preconizado para EI  

A fim de avaliar o efeito isolado da aPDT, nenhum animal recebeu 

tratamento antibiótico adicional.  

 

3.14 Hemocultura 

Para avaliar a presença de infecção (30), a coleta de amostras de sangue 

foi realizada em momentos distintos. A primeira coleta ocorreu no 4⁰ dia após a 

inoculação dos microrganismos. Nos grupos de tratamento, uma coleta adicional 

foi feita após a conclusão da única ou última sessão de tratamento. Em todos os 
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animais, a última coleta foi feita no momento da eutanásia, via punção cardíaca. 

Para cada coleta, 1 mL de sangue foi colhido da veia lateral caudal, após 

anestesia com 2,0% de Isoflurano e 80% de oxigênio. Considerando o alto índice 

de possíveis resultados falso-negativos (entre 2 e 40% dos casos) (119), as 

amostras de sangue foram mantidas em incubadoras por um período de 1 a 8 

dias, para confirmar a formação ou ausência de colônias (119).  

Assim, para confirmar a veracidade dos resultados, as análises 

microbiológicas do sangue e das valvas dos animais foram conduzidas no Centro 

de Laser e Aplicações – IPEN e no Laboratório de Controle Sanitário e Genético 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de São Paulo (LCS-USP).  

 

3.15 Definindo o momento da irradiação 

Com base na análise de sobrevida dos ratos Wistar com EI, nos 

resultados da hemocultura apresentados e em dados da literatura (49), 

determinou-se que o sexto dia era o momento ideal para iniciar a aPDT. Neste 

ponto, a maioria dos animais encontrava-se infectada e viva. O cronograma 

experimental é detalhado na Tabela 2. 

Tabela 2: Cronograma da prática em Biotério. EI (EI), aPDT 1 sessão (PDT1), aPDT 3 
sessões (PDT3) e sobrevida (SV).  

Grupos Dias / Procedimento 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 # # 20 

EI CIRURGIA INFECÇÃO       EUTANASIA             

EI SV CIRURGIA INFECÇÃO                  EUTANASIA 

PDT 1 sessão CIRURGIA INFECÇÃO       
PDT 

+EUTANASIA 
            

PDT1 sessão 
SV 

CIRURGIA INFECÇÃO       PDT SV           EUTANASIA 

PDT 3 
sessões 

CIRURGIA INFECÇÃO       PDT PDT PDT+EUTANASIA         

PDT 3 
sessões SV 

CIRURGIA INFECÇÃO       PDT PDT  PDT       EUTANASIA 

Fonte: o autor (2025). 
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3.16 Administração do fotossensibilizador: 

Nos grupos submetidos à aPDT, o azul de metileno foi administrado via 

oral, por gavagem (Figura 15). A concentração utilizada foi de 10mg/kg de peso 

corporal, diluída em solução salina a 0,9%, resultando em um volume final de 

1mL/kg de peso do animal. A administração ocorreu 60 min antes da irradiação, 

em dose única por sessão, a fim de alcançar a concentração máxima do 

fotossensibilizador no coração e na circulação sanguínea (127,128).  

Figura 15: Administrando azul de metileno via gavagem.  

 

Fonte: o autor (2025). 

 

3.17 Terapia Fotodinâmica Transtorácica. 

O tratamento foi realizado com LED com potência radiante média de 600 

mW, operando em um comprimento de onda de 660 (±20) nm. Este comprimento 

de onda possui maior absorção pelo azul de metileno, além de ser menos 

absorvida por cromóforos endógenos. Cada sessão teve duração de 600 s. 
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Conforme o grupo experimental (Tabela 3), o regime de tratamento consistiu em 

uma única sessão no 6° dia após a cirurgia ou em três sessões consecutivas (6°, 

7° e 8° dias após a cirurgia). O aparelho utilizado foi um protótipo desenvolvido 

pelo Prof. Dr. Alessandro Melo Deana para este projeto. A escolha dos 

parâmetros radiométricos foi baseada em trabalhos pregressos do grupo nos 

quais foi necessária a irradiação através dos tecidos (129).   

Tabela 3 Parâmetros do LED 

Parâmetro LED 

Comprimento de onda central (nm)  660±20  

Largura espectral - FWHM (nm)  20 

Modo de operação  Continuous 

Potência radiante média (mW)  600 

Polarização Random 

Diâmetro da abertura (cm)  0.95 

Perfil do feixe  Top hat 

Área do feixe no alvo (cm2)  2.8 

Irradiância no alvo (mW/cm2)  214 

Tempo de exposição (s)  600 

Exposição radiante (J/cm2)  129 

Energia radiante (J)  360 

Técnica de aplicação  
Transtorácica, 

em contato 

Número e frequência das sessões  
1 ou 3 sessões, 

diariamente. 

Fonte: o autor (2025) 

Após anestesia, o rato foi posicionado em decúbito dorsal, foi realizada 

tricotomia no tórax para otimizar o contato entre a ponta ativa do LED e a pele 

do animal e realizado a higiene com álcool 70%. O aparelho calibrado foi então 

acionado e a irradiação foi aplicada sobre a área cardíaca correspondente a uma 
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área de 2,8 cm², com o objetivo de irradiar a estrutura infectada (Figura 16). Com 

auxílio de termômetro, observou-se o não aquecimento da área durante a 

irradiação.  

Figura 16: Mostra a aPDT transtorácica realizada na região das valvas cardíacas.  

 

Fonte: o autor (2025). 

3.18 Término do tratamento. 

Ao 20° dia, após coleta de sangue por punção cardíaca, todos os animais 

pertencentes aos grupos de sobrevida foram eutanasiados por meio da 

administração intraperitoneal de uma dose letal de anestésico (Cetamina 300 

mg/kg + Xilazina 30 mg/kg). Após eutanásia, as valvas cardíacas foram 

coletadas e acondicionadas em Eppendorf contendo 1 mL de caldo BHI (Brain 

Heart Infusion) para análise histológica ou microbiológica conforme a designação 

de cada grupo (Figura 17).  

Para remoção do coração, o animal foi posicionado em decúbito dorsal, e 

o tórax higienizado com álcool 70%. Em seguida, foi realizada uma incisão em 

forma de V no peito, abaixo do osso esterno. Mediante ao corte da cartilagem 

das costelas bilateralmente ao esterno, o coração foi exposto. Para dissecar e 

liberar o órgão, ele foi tracionado superiormente e o corte final foi efetuado 

próximo à aorta (Figura 17).  
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Figura 17: Remoção do coração e valvas para análise histológica e 
microbiológica. 

 

Fonte: o autor (2025). 

Os animais que exibiam sinais de sofrimento agudo decorrente de um 

quadro infeccioso, independentemente da fase experimental, foram 

eutanasiados e suas amostras foram coletadas para análise. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Análise de sobrevida 

Para análise de sobrevida, os grupos observados referem-se aos animais 

acompanhados durante 20 dias, período estabelecido pela pesquisa, 

pertencentes aos três modos de tratamento (EI n=12, PDT1 n=12 e PDT3 n=12). 

No grupo EI (EI), os animais exibiram uma sobrevida média de aproximadamente 

seis dias. A eutanásia foi realizada ao surgimento dos primeiros sinais clínicos 

de infecção, que incluíam perda de peso superior a 20%, postura encolhida, 

prostração, tremores e letargia. A infecção foi posteriormente confirmada por 

exames microbiológicos e histológicos das valvas cardíacas. 

A análise de Kaplan-Meier (Figura 18) demonstrou taxas de sobrevida 

deeu 33,33% no grupo EI, 50% no PDT1 e 91,66% no PDT3. O teste do qui-

quadrado indicou diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p = 

0,0027). A análise post-hoc revelou diferença significante entre PDT3 e EI (p = 

0,0026, teste de qui-quadrado), e entre PDT1 e PDT3 (p=0,0110, teste Q²), 

enquanto não foi observada diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos EI e PDT1 (p = 0,3800, teste qui-quadrado).  
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Figura 18: Curva de Kaplan Meier compara o tempo sobrevida dos animais. 

 

 

Fonte: o autor (2025). 

 

4.2 Análise microbiológica 

Foi realizada uma análise microbiológica das valvas aórticas de todos os 

animais pertencentes aos grupos de sobrevida, coletadas em ambiente estéril. 

A análise considerou os três folhetos valvares, pois, no momento cirúrgico, não 

foi possível pré-determinar em qual folheto valvar o cateter ficaria justaposto. 

Após coleta, as valvas foram maceradas e colocadas em um Eppendorf com um 

mililitro de meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI). Foram incubadas por 24 

horas a 37°C em 150 rotações por minuto. Então, 50 µL foram semeados em 

placa de Petri contendo meio de cultura ágar nutriente, permanecendo na 

incubadora a 37°c de 1 a 8 dias. A porcentagem de valvas isentas de 
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microrganismos nos grupos EI, PDT1 e PDT3 foi de 0%, 58,33% e 75% 

respectivamente, independentemente de o animal ter sobrevivido até o 20° dia.  

A Figura 19 apresenta um gráfico de barras que ilustra a porcentagem de 

animais com infecção bacteriana valvar confirmada (Figura 19).  

Figura 19: Gráfico de barras da porcentagem de animais infectados antes e após 
o tratamento a partir da análise microbiológica das valvas cardíacas. 

 

Fonte: o autor (2025). 

Na análise intragrupos, observamos que não há indícios de diferença 

significante no grupo EI entre os animais infectados do início e no final dos 20 

dias (p: 1,0000, teste de McNemar). Inicialmente, o hemograma mostrou que 

todos os 72 animais estavam infectados. No exame das valvas cardíacas post 

mortem, todos os animais do grupo EI estavam infectados. Após 20 dias, a 

análise das valvas cardíacas do grupo PDT1 pós-tratamento mostrou 5 animais 

infectados e 7 não infectados (p = 0,233, teste de McNemar). No grupo PDT3, 

foram observados apenas 3 animais ainda infectados após 20 dias (p = 0,0077, 

teste de McNemar), sugerindo uma redução significante de animais infectados 

após uma e três sessões de aPDT. 

Na análise entre grupos no final do período, observou-se uma diferença 

significante entre a porcentagem de valvas infectadas entre o grupo controle e 
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os grupos tratados (p = 0,0046 e p = 0,0003 para a comparação com o grupo 

PDT1 e PDT3, respectivamente, Teste de Fisher), entretanto foi observada 

ausência de diferença significante entre os grupos PDT1 e PDT3 (p = 0,6668, 

Teste de Fisher). 

Para a contagem das unidades formadoras de colônias (UFC), 

considerando que o tempo de incubação das hemoculturas variou entre um e 

oito dias, adotou-se uma padronização: apenas as colônias que apresentaram 

crescimento após 24 h de incubação a 37°C, foram incluídas na análise 

microbiológica. Inicialmente, alíquotas de 10 µL foram empregadas para o 

plaqueamento. Contudo, no caso em que as amostras não exibiam UFC, uma 

alíquota maior (50µL) era então utilizada, visando otimizar a precisão e a 

confiabilidade da contagem (130). Por fim, foi realizada uma mudança de variável 

para UFC/mL e obtido o logaritmo de base 10 e calculadas as médias das 

contagens, conforme pode ser observado nas figuras (Figura 20). 

Figura 20: Concentração de UFC após 24h. 

 

Fonte: o autor (2025).  

Foi realizada uma análise de variância (ANOVA) para comparar as médias 

entre três grupos experimentais: EI, PDT1 e PDT3. O teste indicou diferença 
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estatisticamente significativa entre os grupos (F = 13,32; p = 0,0020), 

evidenciando que pelo menos uma das médias difere das demais. 

Para identificar quais grupos apresentaram diferenças específicas, foi 

aplicado o teste post hoc de Tukey (HSD). Os resultados mostraram que não 

houve diferença significativa entre os grupos EI e PDT1 (p = 0,056), indicando 

comportamento semelhante entre essas duas condições. No entanto, observou-

se diferença estatisticamente significativa entre EI e PDT3 (p = 0,002) e entre 

PDT1 e PDT3 (p = 0,009), demonstrando que o grupo PDT3 apresentou valores 

médios significativamente menores que os demais. A Figura 21 mostra uma 

imagem representativa das placas de hemocultura. 

Figura 21: Crescimento bacteriano após 24 h na incubadora. 

 

Fonte: o autor (2025).  

A Figura 21 apresenta o crescimento bacteriano em placas de Petri, 

discriminado para 3 de coleta diferentes (pré-tratamento, pós-tratamento e 

valvas cardíacas), e abrangendo os grupos de tratamento PDT1 e PDT3, além 

do grupo controle EI. No grupo EI observou-se bacteremia sanguínea com uma 

quantidade tão elevada de UFC que resultou em confluência na placa.  
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Para o grupo PDT1 (uma sessão de tratamento) a análise do animal (a) 

apresentou uma carga microbiana reduzida na amostra de sangue inicial. Na 

amostra de sangue pós-tratamento e nas valvas não se revelou o crescimento 

de UFC. Neste caso, uma única sessão de PDT pareceu eliminar os 

microrganismos do sangue e valvas. Entretanto, a análise do outro animal do 

mesmo grupo, PDT1(b), mostrou uma significativa bacteremia inicial, que foi 

reduzida na amostra de sangue pós-tratamento e valvas, indicando que 1 sessão 

de aPDT não foi suficiente para eliminar os microrganismos.  

No grupo PDT3 (três sessões de tratamento), o animal (a), apesar de 

apresentar elevada concentração de UFC no sangue pré-tratamento, 

demonstrou que 3 sessões de aPDT foram capazes de eliminar os 

microrganismos. Similarmente, o animal do grupo PDT3 (b), que exibiu um 

pequeno crescimento bacteriano reduzido na amostra pré-tratamento, as 3 

sessões de aPDT também resultaram na eliminação dos microrganismos. 

  

4.3 Análise da Temperatura e Peso 

A temperatura retal e o peso corporal foram aferidos diariamente. Para a 

mensuração da temperatura, os animais foram colocados em um tubo de 

contenção (Restrainer), permanecendo imobilizados para a introdução segura 

do termômetro veterinário. Para aferir o peso corporal, o imobilizador foi pesado 

previamente, permitindo o desconto do seu valor no cálculo final. Considerando 

os valores médios diário dos grupos, embora o grupo EI tenha apresentado 

valores mais elevados de temperatura, apresentou certa estabilidade ao longo 

do período. O grupo PDT1 apresentou temperaturas mais baixas com acentuada 

queda nos dias 5 e 10. O grupo PDT3 foi mais estável que o grupo PDT 1, com 

valores médios de temperaturas pouco superiores a PDT1, porém mais baixas 

que o grupo EI (Figura 22)   
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Figura 22: Gráfico apresenta a média dos valores da temperatura retal dos 
grupos EI, PDT1 e PDT3 ao longo de 20 dias. 

 

Fonte: o autor (2025). 

A média diária do peso dos animais mostrou que o grupo EI apresentou 

acentuada perda de peso e não foi capaz de recuperá-lo. Os grupos PDT1 e 

PDT3 apresentaram inicialmente perda de peso, mas no 20⁰ dia, não apenas 

recuperaram seu peso, como ultrapassaram o peso inicial, superando o 

desempenho do grupo EI (Figura 23).   

Figura 23: Gráfico apresenta a média de peso corporal dos grupos EI, PDT1 e 
PDT3 ao longo de 20 dias. 

 

Fonte: o autor (2025). 
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4.4 Análise Histológica 

A Figura 23 compara os achados histológicos de uma valva saudável, com 

aqueles observados nos grupos EI, grupo que recebeu 1 sessão de tratamento 

(PDT1) e grupo que recebeu 3 sessões de tratamento. A análise considerou os 

três folhetos da valva aórtica, escolhendo sua porção mais afetada. Empregou-

se a coloração hematoxilina e eosina (HE). Foram realizadas capturas 

representativas, pois a posição de cada amostra utilizando o sistema Optican 

O500R, objetiva de 4X, aumento total de 40 vezes (Figura 24). 

Figura 24: Análise histológica das valvas nos diferentes grupos: a) valva 
saudável; b) grupo EI; c) grupo PDT1 e d) grupo PDT3. 

 

Fonte: o autor (2025). 

Na análise da figura 23 observa-se:  

a) A valva exibe arquitetura e contornos preservados, com espessura 

delgada. Não há evidência de infiltrado inflamatório, trombos, material 

fibroso, necrótico, vegetações ou colônias bacterianas. O aspecto 

rosa homogêneo é indicativo de colágeno organizado e tecido 

conjuntivo fibroso denso. 

b) A valva com EI exibe arquitetura desorganizada devido à atividade, 

além de espessamento significativo. Observa-se a presença de 
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infiltrado inflamatório exuberante predominantemente composto por 

neutrófilos, característico da fase aguda. Há também um acúmulo 

amorfo eosinofílico, misturado a glóbulos vermelhos, fibrina e detritos 

celulares, componentes típicos da vegetação infecciosa. 

Adicionalmente, são notados material necrótico e trombos. 

c) A valva submetida a uma sessão de tratamento (PDT1), apresenta 

área de fibrose e reorganização tecidual na região superior direita, a 

presença de detritos e fibrina no terço inferior direito e centro, que 

sugere persistência bacteriana ou sequela.  

d) A valva submetida a três sessões de tratamento (PDT3), apresenta 

infiltrado inflamatório crônico, caracterizado pela presença de 

linfócitos e plasmócitos. Observam-se áreas de fibrose, compatíveis 

com reparo tecidual pós-infeccioso e substituição por colágeno 

(hipocelular). Não há evidência de colônias bacterianas. 
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5 DISCUSSÃO  

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com cerca de quatro meses e 

420g. Observou-se mortalidade de 45% relacionada à anestesia durante os 

procedimentos cirúrgicos e experimentais, pois a contenção manual do animal 

em vigília, poderia levar a ruptura da sutura cirúrgica, além do posicionamento 

da porção exteriorizada do cateter. De acordo com Gibson et al. (2007) cerca de 

30% dos animais podem evoluir ao óbito devido a complicações anestésicas 

(131), indicando uma limitação do estudo. Doze animais foram necessários para 

estabelecer o modelo experimental e quatro não sobreviveram às 24 horas pós-

cirurgia. Houve necessidade de solicitar ao Comitê de Ética no Uso de Animais 

IPEN/CNEN-SP um acréscimo de 67% no número de animais inicialmente 

aprovados. 

A padronização de um modelo animal de EI foi necessária devido ao 

tempo necessário para detecção da infecção por hemocultura (1 a 8 dias). Como 

descrito na literatura, o trauma valvar causado pelo cateter, associado à infecção 

por S. aureus favorece o desenvolvimento de EI (74), conforme já demonstrado 

em modelos animais (132). Assim, adotou-se o modelo proposto por Hady et al. 

(2012) (106), validado pela análise microbiológica das valvas cardíacas em 

laboratório independente ( LCS, ICB – USP).  

Estudos prévios demonstram eficácia da aPDT contra S. aureus e MRSA. 

Maliszewska et al. (2023) observaram que três sessões de aPDT com azul de 

metileno e laser de 665 nm, promovem redução expressiva de MRSA. Em 

concordância, o presente estudo demonstrou que uma única sessão de PDT é 

suficiente para reduzir significativamente a concentração de UFC (92%), no 

entanto, três sessões de aPDT resultam em uma redução média de 99,99% das 

UFC, incluindo erradicação completa da infecção em parte dos animais. 

Com relação à sobrevida, segundo a literatura, 30% dos pacientes com EI 

vão a óbito nos primeiros 30 dias (1) e o uso prolongado de antibióticos 

específicos pode elevar a sobrevida em até 50% (133). Neste estudo, a aPDT 

com LED 660 nm e azul de metileno resultou em 50% de sobrevida após uma 
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sessão (PDT1) e 91,66% após três sessões (PDT3), sem necessidade de 

identificação prévia do microrganismo. Estes achados sugerem uma redução 

significativa no tempo terapêutico,  tradicionalmente de duas a seis semanas 

(19).  

A contagem das unidades formadoras de colônias é o método padrão-

ouro para a quantificação de microrganismos viáveis. Em modelos animais de 

EI, Ring et al. (2014), demonstraram que inoculações entre 104 e 106 UFC, 

realizadas 24 horas após a cirurgia, induzem infecção valvar com cargas 

elevadas (134), enquanto Köse et al. (2021) e Schwartz et al (2020), relataram 

crescimento bacteriano expressivo após a inoculação de 105 UFC (107), (103). 

No presente estudo, inoculações de 10⁴ e 10⁶ UFC, produziram médias de log10 

de 5,32 UFC/mL no grupo EI, comprovando o estabelecimento da infecção 

inicial. 

Köse et al. (2021) relataram 28,5% de mortalidade no 3° dia pós-infecção 

(107), enquanto Santoro et al. (1978), observaram taxas de 19%, 42% e 82% 

após 7, 10 e 14 dias, respectivamente. No presente estudo, a mortalidade no 

grupo sem tratamento (EI) foi de 91,66%, 50% e 33,33% na primeira, segunda e 

terceira semanas após a inoculação de 10⁴ e 10⁵ UFC, respectivamente. A média 

de sobrevida foi de 8,45 dias, corroborando e ampliando dados prévios que 

relatam sobrevida entre dois a cinco dias em modelos experimentais sem 

tratamento específico (107–109,134,135) 

Salehpour et al (2016) mostrou que a irradiação transcraniana com laser 

630 nm foi capaz de atravessar as camadas de revestimento do crânio bem 

como a cortical óssea e chegar ao lobo pré-frontal com energia igual a 1,18 ±0,01 

J/cm² (85). Zhang et al (2021), observou através da irradiação transtorácica com 

LED 630 nm, que fatores de melhora da insuficiência cardíaca em ratos são 

promovidos (90). Durante este experimento, foi utilizado um LED 660 nm, 

aplicado sobre o tórax do animal. Embora parte da energia seja absorvida ou 

desviada pelos tecidos da pele ou dos músculos, uma porção dessa luz 

conseguiu atravessar o tórax do animal, penetrar entre as costelas e chegar ao 

coração. Na fotobiomodulação, cálculos baseados em modelos de propagação 
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da luz em tecidos (136,137), indicam que, nas condições utilizadas – potência 

de 600mW, irradiância de 214mW/cm² e aplicação de 600 segundos – entre 

cinco e vinte por cento de luz pode chegar até as valvas cardíacas dos ratos. 

Essa quantidade de energia corresponde a uma dose de 6 e 26 J/cm² (138,139).  

A taxa de sobrevida dos animais tratados com três sessões de aPDT 

(PDT3) foi de 91,66% ao 20° dia, significativamente superior ao grupo controle 

(EI), cuja sobrevida média foi de apenas seis dias e 33,33% ao 20° dia. O grupo 

PDT1 apresentou 50% de sobrevida, valor semelhante ao melhores resultados 

relatados na literatura obtidos em estudos com uso prolongado de antibióticos 

específicos (107,133). A aPDT realizada em três sessões elevou a sobrevida em 

83,32% em relação à terapia antibiótica, sugerindo potencial clínico relevante, 

especialmente frente à infecção por S. aureus, uma vez que a aPDT não induz 

resistência microbiana (140,141). Até onde sabemos, esta é a maior taxa de 

sobrevivência já reportada na literatura para esta patologia. 

A eliminação completa de bactérias em valvas cardíacas infectadas é um 

desafio clínico, já que os protocolos convencionais com uso de antibióticos 

exigem de duas a seis semanas de tratamento contínuo (142), devido à presença 

de biofilme (11,25). No presente estudo, a aPDT reduziu significativamente a 

carga bacteriana, com eliminação total em 75% dos animais do grupo PDT3 e 

redução significativa no grupo PDT1. Esses achados corroboram estudos in vitro 

que demonstram a eficácia da aPDT contra S. aureus e cepas resistentes à 

meticilina (MRSA) (143). A originalidade deste estudo está em demonstrar pela 

primeira vez (até onde sabemos), a eficácia da aplicação in vivo e transcutânea 

da aPDT, no tratamento de EI, evidenciando seu potencial translacional. 

Neste estudo, a contagem de UFC em amostras obtidas antes da 

eutanásia do animal e que foram incubadas por 24 h após coleta, revelou que a 

média logarítmica dos grupos EI, PDT1 e PDT3 foi log 5,32, log 4,13 e log 4,09, 

respectivamente, sendo maior o número de UFC no grupo EI e menor no grupo 

PDT3. Ghaiyoomi et al. (2025), observara maior redução do número de UFC de 

Streptococcus sanguinis tratados in vitro com aPDT com laser 660 nm associada 

ao azul de metileno. A menor média logarítmica obtida (log 1,54) em comparação 
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aos demais tratamentos, incluindo o principal tratamento do estudo que 

associava aPDT, azul de metileno e plasma atmosférico frio no tratamento in 

vitro (log 1,59) (115).    

Na análise das placas de Petri, o grupo PDT1 apresentou crescimento 

denso na hemocultura pré e após o tratamento, enquanto outro, com menor 

densidade inicial, não apresentou crescimento bacteriano pós-tratamento nem 

nas valvas. Esses achados corroboram literatura, que destaca a influência da 

carga bacteriana na eficácia terapêutica (103,107–109). No grupo PDT3 

independentemente da carga inicial, não houve crescimento bacteriano após o 

tratamento evidenciando maior efetividade da aPDT.  

 A análise histológica das valvas reforçou a eficácia da terapia. Embora a 

literatura descreva que, mesmo após a eliminação microbiológica, podem 

persistir nas valvas, alterações estruturais e vegetações sem infecção ativa 

(144), e que  os antibióticos podem limitar a destruição tecidual, mas não 

restaurar sua integridade (25,28,45) . Os animais do grupo PDT3 apresentaram 

valvas com arquitetura preservada, sinais de reparo, ausência de inflamação, 

ausência de colonização bacteriana e necrose. Já o grupo PDT1 exibiu necrose 

e desorganização estrutural, porém menos intensas do que no grupo controle. 

Assim, a terapia não apenas reduz a carga bacteriana, mas favorece a 

preservação e recuperação tecidual. Esse efeito é coerente com evidências de 

que a aPDT gera espécies reativas de oxigênio capazes de ativar células-tronco, 

modular a inflamação e promover remodelação de colágeno contribuindo para a 

cicatrização (145,146). Este é um achado relevante.  

Infecções por S. aureus são consideradas difíceis de tratar. Estes 

microrganismos são reconhecidos por sua grande capacidade de tornar-se 

rapidamente resistente aos tratamentos antibióticos (147). Desta forma, foi 

necessário conter o uso indiscriminado de antibióticos, os quais tornaram o 

microrganismo resistente aos antibióticos padrão (147), sendo necessário 

desenvolver novos antibióticos. Mas, com o tempo, esses são vencidos pela 

resistência microbiana. Segundo Grunenwald et al. (2018), a aPDT não 

considera o perfil de resistência do microrganismo (32), bem como não favorece 
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mutações ou que o microrganismo se torne resistente a terapia (148). Neste 

estudo o tratamento realizado em três sessões, a aPDT eliminou o 

microrganismo, independentemente de o perfil de resistência poder ser alterado 

nas sessões anteriores. 

Na cirurgia cardiológica, o azul de metileno está presente em 

procedimentos onde é necessário restaurar o tônus vascular, sendo um agente 

evidenciador seguro, com farmacocinética bem estabelecida (149–152). Sabe-

se que, por via gastroesofágica, atinge a concentração ideal no coração em 

cerca de uma hora (128). Assim, foi escolhido como fotossensibilizador, dada a 

sua forte absorção por LEDs entre 600-700 nm (153–155), faixa pouco absorvida 

pela melanina e hemoglobina, favorecendo a penetração tecidual. Esse espectro 

se mantém dentro da janela equilibrando eficácia e toxicidade (156–158), além 

de ser compatível com equipamentos de baixo custo e dispositivos 

customizáveis, como fibra óptica (159). A literatura também apoia de uso da via 

gastroesofágica (160) e o desenvolvimento de micro LEDs para aPDT em 

regiões específicas do corpo (161). Desta forma, a administração via oral do azul 

de metileno associada ao LED 660 nm confere ao protocolo segurança e 

viabilidade clínica. 

Na análise da energia incidente nas valvas cardíacas, embora uma 

pequena fração da radiação aplicada à superfície torácica alcance o coração, 

essa quantidade foi suficiente para ativar o fotossensibilizador nas valvas e 

reduzir as UFC. A transmissão observada da luz de 660 nm através da parede 

torácica sugere que a energia foi capaz de gerar espécies reativas de oxigênio 

e promover efeito antimicrobiano. Assim, mesmo com perdas ópticas, o efeito 

fotodinâmico eficaz em modelos pequenos, devido a menor espessura torácica.  

Kose et al. (2021) (107), relataram temperatura retal máxima de 38,4⁰C 

em um  modelo animal com EI. Neste estudo, a temperatura retal foi semelhante 

(38,1°C) no grupo EI sobrevida. Não foram encontrados outros trabalhos que 

avaliassem a temperatura e peso corporal em modelos semelhantes. Neste 

estudo, observou-se perda inicial de peso em todos os grupos, seguida de 



72 

 

recuperação nos grupos PDT1 e PDT3 (+ 22,46 g e +7,45 g, respectivamente), 

enquanto o EI apresentou perda média de -33,05 g.  

Para este estudo, foi realizada uma cuidadosa revisão de literatura. Nela, 

constatou-se que não há registros de pesquisa in vivo que abordem a aPDT com 

o uso de LED em combinação com o azul de metileno e S. aureus no contexto 

da EI, não foram realizados in vivo. Desse modo, o presente estudo assume 

grande importância, pois demonstra a possibilidade de conduzir experimentos in 

vivo relacionados a EI.  

É importante destacar que todos os animais que apresentaram sinais 

evidentes de sofrimento foram submetidos à eutanásia humanitária, conforme os 

critérios éticos previamente estabelecidos, a saber: perda de peso rápida e 

progressiva acima de 20% do valor inicial, diarreia, letargia, dispneia, tremor 

(162). Em decorrência dessa conduta, alguns grupos experimentais não 

apresentaram uniformidade no número de dias de vida, sendo este considerado 

seu último dia de vida. 

Considerando que a EI é uma doença de carácter sistêmico, com 

disseminação dos microrganismos pela corrente sanguínea, torna-se relevante 

considerar a possibilidade de atuação sistêmica da aPDT por meio da irradiação 

do sangue circulante. Em ratos, a frequência cardíaca varia entre 250 e 493 

batidas por minuto (163), enquanto o volume sanguíneo total corresponde a 

aproximadamente 50 – 70mL/kg de massa coral, o que equivale a cerca de 17 – 

21 mL em um animal de 300mg (164). O tempo de transito do sangue pela a 

aorta é estimado em aproximadamente 22 segundos (165), permitindo inferir um 

tempo total de circulação sanguínea de 18 a 30 segundos, considerando os 

parâmetros débito cardíaco e volume sanguíneo total. Desta forma, ao longo de 

600 segundos de irradiação cardíaca realizados neste estudo, o sangue 

contendo fotossensibilizador atravessou repetidamente a região irradiada, 

contemplando cerca de 20 ciclos de circulação, sendo submetido a ação de 

aPDT a cada passagem, o que contribuiu para sua progressiva 

descontaminação. 
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Atualmente, a cardiologia já emprega amplamente o azul de metileno, 

especialmente no tratamento da síndrome vasoplégica, o que possibilita associar 

esse uso clínico como fotossensibilizador. Uma vez injetado na corrente 

sanguínea, mistura-se imediatamente a circulação sistêmica, com mistura 

completa no volume sanguíneo ao longo de ciclos cardíacos consecutivos, 

estando presente em todo o sistema circulatório em menos de um minuto (166) 

Ademais, procedimentos cardiológicos que utilizam acesso intravenoso as 

valvas cardíacas, como as cirurgias de troca valvar transcateter (conhecidas 

como Transcatheter Aortic Valve, TAV) incluindo a técnica valve-in-valve, 

demonstram a viabilidade da condução de dispositivos até o sítio valvar por meio 

de cateteres intravasculares. De forma análoga, é plausível a introdução de uma 

fibra óptica condutora de luz até a região valvar para fins de irradiação, 

evidenciando o potencial translacional da técnica, fundamentado em abordagens 

já consolidadas na prática cardiológica. 

Todos os animais dos grupos de tratamento receberam exclusivamente a 

aPDT, sem antibióticos, para isolar seus efeitos terapêuticos, embora a literatura, 

ainda a descreva como adjuvante (167). A eficácia isolada demonstrada neste 

estudo é inédita para o contexto da EI, reforça o potencial translacional da 

técnica diante do crescente cenário de resistência antimicrobiana. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A EI é uma doença com alta taxa de mortalidade que atinge todas as 

faixas etárias, sem predileção por sexo. A inespecificidade do microrganismo, 

bem como seu potencial de resistência a antibiótica aumentam o tempo de 

espera para início do tratamento devido à necessidade de identificar o agente 

infeccioso e realizar testes terapêuticos até obter o antibiótico ou a combinação 

antibiótica adequada. Assim, é considerada uma doença de difícil e prolongado 

tratamento.  

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a aPDT 

Antimicrobiana Transtorácica, utilizando azul de metileno como 

fotossensibilizador e LED 660 nm com 600mW, 129 J/cm², por 600 s, modo 

contínuo, como fonte de luz, promoveu efeitos significativos sobre a evolução da 

EI induzida por S. aureus em modelo animal. Em especial, observou-se aumento 

da taxa de sobrevida, redução do número de colônias bacterianas presentes nas 

valvas cardíacas e melhora da integridade tecidual conforme evidenciado nas 

análises histológicas.  

Observamos que três sessões foram mais eficazes na redução da carga 

microbiana e, até mesmo, na eliminação, além de promoverem o início do reparo 

do tecido valvar. Seu início não requer o conhecimento do perfil de resistência 

microbiana ou de testes de sensibilidade a antibióticos. Dessa forma, o tempo 

de espera para o início do tratamento é imediato, reduzindo o tempo de 

internação hospitalar. A técnica aqui apresentada resultou em uma sobrevida 

superior a 90% no grupo tratado com três sessões, o que representa, até onde 

sabemos, o melhor resultado já reportado na literatura para esta patologia. 

Como limitações da técnica, observa-se a elevada mortalidade dos 

animais associada aos agentes anestésicos utilizados na cirurgia e a ocorrência 

de taquicardia durante a fase de recuperação pós-anestésica. Por este motivo, 

faz-se necessário avaliar um modelo de sedação diferente ao preconizado pela 

literatura para a obtenção de um modelo animal de EI.    
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Neste estudo, até o momento, observamos que a aPDT pode ser uma 

forte aliada no tratamento da EI. Considerando-se a metodologia empregada, 

este protocolo poderia ser considerado um coadjuvante interessante no 

tratamento da doença. Novos estudos considerando a aPD e as diferentes 

cepas, são necessários para definir um protocolo ideal para tratar a doença e 

eliminar os microrganismos por meio desta técnica.  
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ANEXO A 

CHECKLIST ARRIVE 2.0 - ESTUDOS EM ANIMAIS 

Este checklist é baseado nas diretrizes ARRIVE 2.0 para assegurar a 

qualidade, reprodutibilidade e transparência em estudos pré-clínicos com 

animais. 

Item Atende 

(Sim/Não) 

Comentário 

Título descreve 

claramente o estudo (espécie, 

intervenção, desfecho) 

SIM 

 

Resumo inclui objetivo, 

métodos, resultados e 

conclusões 

SIM 

 

Introdução apresenta 

contexto científico e 

justificativa 

SIM 

 

Objetivos são 

claramente definidos 

(hipóteses específicas) 

SIM 

 

Desenho experimental 

descrito (grupos, controles, n 

por grupo) 

SIM 

 

Informações sobre os 

animais (espécie, linhagem, 

sexo, idade, peso, origem) 

SIM 

 

Procedimentos 

detalhados (intervenções, 

anestesia, analgesia, técnicas 

cirúrgicas, cronograma) 

SIM 
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Desfechos definidos (o 

que, como, quando e por 

quem) 

SIM 

 

Análise estatística 

(cálculo do tamanho amostral, 

métodos, software) 

SIM 

 

Resultados claros 

(dados, variabilidade, perdas, 

eventos adversos) 

SIM 

 

Discussão interpreta 

resultados, limitações e 

relevância translacional 

SIM  

 

Generalização e 

relevância para outros 

contextos 

SIM  

 

Protocolos pré-

registrados (se aplicável) 
N/A 

 

Materiais/dados/códigos 

disponíveis para 

reprodutibilidade 

SIM 

 

Aprovação ética 

(número de protocolo, 

conformidade com normas) 

SIM 

 

Randomização e 

cegamento descritos para 

evitar vieses 

N/A 

 

Critérios de exclusão de 

animais/dados definidos 

previamente 

N/A 

 

Declaração de conflitos 

de interesse e fontes de 

financiamento 

SIM 
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