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RESUMO  

A acne vulgar é uma das doenças dermatológicas mais comuns 

encontradas na prática clínica. As opções de tratamento para esta dermatose 

são diversas, porém nem sempre são efetivas. A resistência microbiana frente 

aos antibióticos e os efeitos adversos das terapias convencionais têm feito 

pesquisadores investigarem tratamentos alternativos. Dessa forma, este 

trabalho teve por objetivo avaliar a ação da terapia fotodinâmica (TFD) mediada 

por curcumina, azul de metileno e clorina-e6 sobre biofilmes de bactérias 

provenientes de pacientes com acne vulgar. Foram realizadas de uma a quatro 

aplicações fotodinâmicas nos biofilmes e a identificação dos microrganismos 

presentes nas amostras foi realizada por PCR convencional, por amplificação 

de genes com primers espécie-específicos. A biocompatibilidade dos 

tratamentos foi avaliada em um modelo de co-cultura em três dimensões (3D) 

de pele. Os microrganismos identificados nas amostras clínicas foram 

Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus. Os 

resultados mostraram que a TFD mediada por azul de metileno foi capaz de 

eliminar completamente as células dos biofilmes acneicos após três aplicações, 

enquanto que a TFD mediada por curcumina e clorina-e6, embora tenham 

apresentado reduções significativas, não eliminaram totalmente as células dos 

biofilmes, mesmo após quatro aplicações fotodinâmicas. Dessa forma, o 

sucesso das aplicações consecutivas pode ser dependente do 

fotossensibilizador. Os ensaios de biocompatibilidade mostraram que a TFD 

mediada pelos três fotossensibilizadores reduziram significativamente a 

viabilidade das células no modelo de cultivo 3D de pele e esse efeito pode ser 

dependente da fluência utilizada. Tomados em conjunto, os resultados obtidos 

nesse estudo revelaram que os três fotossensibilizadores estudados podem ser 

promissores para o desenvolvimento de protocolos clínicos eficientes no 

tratamento da acne vulgar.  

Palavras-chave: biofilmes polimicrobianos; terapia fotodinâmica; Cutibacterium 

acnes; acne vulgar; curcumina, azul de metileno; clorina-e6. 

 

 



ABSTRACT 

Acne vulgaris is one of the most common dermatological diseases encountered 

in clinical practice. The treatment options for this dermatosis are diverse, but 

they are not always effective. Microbial resistance to antibiotics and the adverse 

effects of conventional therapies have led researchers to investigate alternative 

treatments. Thus, this study aimed to evaluate the action of photodynamic 

therapy (PDT) mediated by curcumin, methylene blue and chlorin-e6 on 

bacterial biofilms from patients with acne vulgaris. One to four photodynamic 

applications were performed on the biofilms and the identification of 

microorganisms present in the samples was performed by conventional PCR, 

by gene amplification with species-specific primers. The biocompatibility of the 

treatments was evaluated in a three-dimensional (3D) skin co-culture model. 

The microorganisms identified in the clinical samples were Cutibacterium 

acnes, Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus. The results 

showed that PDT mediated by methylene blue was able to completely eliminate 

cells from acne biofilms after three applications, while PDT mediated by 

curcumin and chlorin-e6, although they showed significant reductions, did not 

completely eliminate cells from biofilms even after four photodynamic 

applications. Thus, the success of consecutive applications may be dependent 

on the photosensitizer. Biocompatibility assays showed that PDT mediated by 

the three photosensitizers significantly reduced cell viability in the 3D skin 

culture model and this effect may be dependent on the fluence used. Taken 

together, the results obtained in this study revealed that the three 

photosensitizers studied may be promising for the development of efficient 

clinical protocols in the treatment of acne vulgaris. 

Keywords: polymicrobial biofilms; photodynamic therapy; Cutibacterium acnes; 

acne vulgaris; curcumin, methylene blue; chlorin-e6. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Acne Vulgar 

A acne vulgar, um distúrbio da unidade pilossebácea, é uma das 

doenças mais comuns, na qual os pacientes buscam atendimento em clínicas 

dermatológicas (WILLIAMS; DELLAVALLE; GARNER, 2012). A patogênese é 

multifatorial (PASCHOAL E ISMAEL, 2010), afeta principalmente adolescentes 

(HABESHIAN E COHEN, 2020), porém ainda é prevalente em um significativo 

número de adultos, acometendo quase metade das mulheres com idade entre 

21 e 30 anos (PERKINS et al., 2012). Afeta 9,4 da população em todo o mundo 

(TAN E BATHE, 2015; SACHDEVA et al., 2021), podendo deixar cicatrizes 

permanentes (AKHAVAN; BERSHAD, 2003; FELDMAN et al., 2004).  

Embora a doença não cause risco de vida, estudos têm reportado o 

efeito severo no psicológico dos pacientes acometidos, podendo afetar a 

sociabilidade, causar fobias, quadros depressivos e em casos extremos, 

associados a fragilidades psíquicas prévias, levar ao suicídio (COTTERILL; 

CUNLIFFE, 1997; GUPTA; GUBTA, 1998). 

A fisiopatologia da acne envolve alterações de queratinização dentro da 

unidade pilossebácea, resultando na formação de comedões, o aumento da 

produção de sebo e a inflamação perifolicular associada à proliferação 

bacteriana, sendo o Cutibacterium acnes (anteriormente conhecido como 

Propionibacterium acnes), o principal agente etiológico relacionado a esta 

doença (GOLLNICK et al., 2003 a; DEGITZ et al., 2007). 

 C. acnes é um patógeno Gram-positivo, anaeróbio facultativo, que 

coloniza os folículos sebáceos. De forma geral, esse microrganismo prevalece 

em áreas da pele cuja quantidade de folículos sebáceos é maior, visto que, 

esses folículos oferecem um ambiente propício para essa bactéria, anaeróbio e 

rico em lipídeos (GOLLNICK, 2003 b). C. acnes é capaz de metabolizar os 

triglicerídeos do sebo em glicerol e ácido graxo, pois produz lipases. Esse 

processo metabólico por sua vez pode auxiliar no processo inflamatório 

(MCINTURFF; KIM, 2005). 



21 
 

A associação de C. acnes com a acne vulgar já está bem estabelecida 

na literatura (BEYLOT et al., 2013). Um estudo recente conduzido por Akaza et 

al., (2016) tem sugerido que outros microrganismos pertencentes à microbiota 

da pele, como Staphylococcus spp. e Malassezia spp. podem apresentar 

relação com essa dermatose, no entanto, o papel desses microrganismos na 

patogênese da acne ainda é pouco elucidado (NAKATSUJI et al., 2013; NEILL; 

JUSUF et al., 2020).  

Sabe-se que o biofilme é uma comunidade estruturada (TAN et al., 

2012), e que C. acnes é encontrado nos folículos predominantemente em 

forma de biofilmes (JAHNS; ALEXEYEV, 2014). Bactérias nestas condições 

são incorporadas em uma matriz polimérica extracelular auto-produzida, que 

fornece proteção contra o sistema imunológico do hospedeiro e a outras 

adversidades, como por exemplo, a escassez de nutrientes e a 

antibioticoterapias, elevando dessa forma a resistência aos antibióticos, 

podendo ser até mil vezes mais resistentes aos antibióticos, comparado às 

células suspensas (CHOKR et al., 2006; KRISTIAN et al., 2008; MONTANARO 

et al., 2007). 

Por meio de um estudo genômico (BURKHART e BURKART, 2007), o 

biofilme formado por C. acnes foi identificado como um polímero de glicocálix. 

Esse polímero age como uma “cola” biológica e quando presente no sebo 

ocasiona a adesão de queratinócitos, dessa forma, podendo contribuir com a 

formação de comedões. Os autores sugerem que essa substância pode 

exercer influência sobre a imunogenicidade, curso clínico e impacto na 

resposta dos tratamentos frente à acne.  

1.2. Tratamentos Convencionais 

 Os tratamentos convencionais da acne disponíveis atualmente 

consistem do uso de retinóides tópicos (GOLLNICK et al., 2003a), peróxido de 

benzoíla (WEBSTER; GRABER, 2003), antibióticos tópicos e sistêmicos 

(FELDMAN et al., 2004) e a isotretinoína (GOLLNICK, 2003b).  No entanto, 

esses medicamentos podem causar irritação na pele e podem levar a baixa 

adesão dos pacientes, pois requerem o uso diário (BOEN et al., 2017). No caso 

da acne, o uso de antibióticos pode ser receitado por longos períodos sem 
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oferecer sucesso nos resultados, além disso, esses fármacos podem ocasionar 

a resistência dos microrganismos (KATSAMBAS; PAPAKONSTANTINOU, 

2004), um problema global (DESSINIOTI; KATSAMBAS, 2017). 

A isotretinoína apresenta extensos efeitos colaterais e necessita de um 

monitoramento rigoroso (BOEN et al., 2017). A utilização de contraceptivos 

orais combinados (COCs) tais como, etinilestradiol/drospirenona, 

etinilestradiol/norgestimato, etinilestradiol/drospirenona/levomefolato e 

etinilestradiol/acetato de noretisterona/fumarato ferroso também pode ser 

indicada para diminuição da produção de sebo em mulheres, pois reduzem a 

atividade dos hormônios andrógenos (WILLIAMS et al., 2021). No entanto, o 

tratamento realizado com COCs é restrito a mulheres e o período para gerar 

resultados efetivos pode variar de seis meses a um ano (TUCHAYI et al., 

2015). Na prática clínica também é comum à indicação da extração de 

comedões, a microdermoabrasão e a realização de peelings químicos, porém, 

esses procedimentos são considerados tratamentos adjuvantes (FOX et al., 

2016; TUCHAYI et al., 2015). 

Sendo assim, a busca por novas medidas terapêuticas seguras e 

eficientes se faz necessária.  Nesse contexto a terapia fotodinâmica (TFD) tem 

sido sugerida como modalidade de tratamento alternativa. Estudos diversos 

têm demonstrado que a TFD é segura e eficaz para as lesões inflamatórias e 

não inflamatórias da acne, podendo melhorar significativamente essas lesões 

(KEYAL; BHATTA; WANG, 2016; WEN; LI; HAMBLIN, 2017; MOY; FROST, 

MOY, 2020; LI et al., 2021). 

1.3. Terapia fotodinâmica 

A TFD necessita da presença de três fundamentais elementos para que 

a reação fotodinâmica aconteça, sendo eles, oxigênio, fotossensibilizador (FS) 

e luz em um comprimento de onda adequado à faixa de absorção do FS 

utilizado. Esse FS absorve energia, acarretando a formação de substâncias 

altamente reativas, as quais danificam a célula-alvo ou microrganismos. Esse 

processo pode ocorrer de duas formas, o FS no estado tripleto excitado reage 

com biomoléculas transferindo cargas, dessa forma, dará origem a radicais e 

íons radicais que reagem com o oxigênio molecular produzindo espécies 
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reativas de oxigênio, denominada reação tipo I. Quando a transferência de 

energia acontece de forma direta entre o FS tripleto excitado e o oxigênio em 

estado tripleto fundamental, ocorre a formação de oxigênio singleto em um 

processo denominado reação tipo II. Ambas as formas de reação podem 

causar a morte celular (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; AGOSTINIS 

et al., 2011; KHARKWAL et al., 2011). 

Recentemente Scherer et al. (2017) descreveram mecanismos dos tipos 

III e IV de reações fotodinâmicas, os quais permitem  a ocorrência de efeitos 

citotóxicos em estruturas intracelulares sem a necessidade do oxigênio. 

Moléculas fotossensíveis do tipo III são geralmente Antioxidant Carrier 

Sensitizer (ACS) que causam a geração eficiente de oxigênio singleto e 

diminuem a concentração de radicais livres nativos em células malignas. Para 

o tipo IV, os autores sugerem que seu mecanismo citotóxico está relacionado 

com FSs que não são capazes de se ligar a um alvo molecular, mas sob 

excitação leve, um remodelamento intramolecular ocorre através de um 

processo de fotoisomerização, contribuindo para a ligação da molécula 

fotossensível à molécula de interesse (Figura 1). 

Figura 1. Diagrama de Jablonski representando os mecanismos fotodinâmicos de 

formação de EROs. FS: fotossensibilzador; EROs: espécies reativas de oxigênio; O2: oxigênio; 

1
O2: oxigênio singleto. (CALIXTO et al., 2019 modificado). 
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Devido à ausência de especificidade de alvos das espécies reativas 

formadas (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992), a resistência microbiana frente 

à TFD é improvável, o que confere vantagem para esta terapia comparada aos 

tratamentos com antibióticos. O estresse oxidativo ocasionado pela reação 

fotodinâmica gera danos para as glândulas sebáceas, reduz a viabilidade 

bacteriana e previne a hiperqueratose (WAN; LIN, 2014). 

Quanto aos dispositivos de luz, os lasers e os LEDs (Light-emitting 

diode) têm sido frequentemente utilizados em estudos de TFD visando o 

tratamento da acne (BOEN et al., 2017). Os sistemas a base de LED 

possibilitam um maior custo benefício e possibilitam que áreas maiores sejam 

irradiadas, enquanto que a irradiação do laser é realizada em áreas 

específicas. Além disso, é importante que as fontes utilizadas em TFD não 

apresentem efeito térmico (MACHADO 2000; RIBEIRO; SABINO, 2016). 

No que se diz respeito aos FSs, os agentes comumente investigados 

para o tratamento da acne são o ácido 5-aminolevulínico (ALA - LEVULAN®, 

utilizado clinicamente em pacientes com queratose actínica) e seu éster, 

aminolevulinato de metila (MAL-METVIX®, utilizado clinicamente em pacientes 

com queratose actínica, carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular) 

(TARSTEDT et al., 2016; YEW et al., 2016; PARISER et al., 2016; DE 

ANNUNZIO et al., 2019). No Brasil, o uso da TFD para pacientes com acne 

ainda é “off label” ou seja, utilizado sem indicação da bula, apenas com base 

na prescrição clínica, e deve ser indicado em casos precisos (ISSA; 

BOECHAT; FASSINI, 2016). Recentemente, a ação antimicrobiana da TFD 

mediada por azul de metileno (AM), clorina-e6 (Ce6) e curcumina (CUR) 

também tem sido reportada na literatura em estudos in vitro (FRADE et al., 

2018; DE ANNUNZIO et al., 2018; JEON et al., 2015; WANG et al., 2017; RYU; 

LEE, 2017; DE ANNUNZIO, 2017; YANG et al., 2018). 

Por possuir baixo custo, solubilidade em água e etanol, o AM, um 

derivado fenotiazínico (Figura 2) apresenta banda de absorção na região de 

550-700 nm com absorção máxima em 664 nm (JUNQUEIRA et al., 2002), o 

que possibilita uma maior penetração tecidual, permitindo também aplicações 
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para o tratamento de lesões mais profundas (TARDIVO et al., 2005; MOREIRA 

et al., 2012). 

 

Figura 2. Estrutura molecular do azul de metileno. Fonte: Sampaio et al., 

(2020). 

 Em um estudo in vitro realizado por Zeina et al., (2001) a redução 

parcial de suspensões microbianas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium minutissimum, 

Propionibacterium acnes, Candida albicans foi alcançada empregando azul de 

metileno combinado à luz halógena e adicionalmente a luz solar. Em nosso 

grupo de pesquisa, uma investigação in vitro realizada por De Annunzio et al., 

(2018) demonstrou uma redução total das suspensões bacterianas de C. acnes 

combinada à irradiação de uma fonte luz LED vermelha (660 nm). Outro estudo 

realizado por Frade et al., (2018) reportou uma redução parcial do biofilme 

monoespécie, com uma única aplicação da TFD mediada por azul de metileno 

e LED (660 nm). 

A clorina-e6, pertencente à classe dos derivados da clorofila, apresenta 

um anel tetrapirrólico que lhe confere características hidrofóbicas e hidrofílicas 

(Figura 3); a absorção de luz desse FS é em 400 e 660 nm e grandes 

quantidades de oxigênio singlete são produzidas, tanto in vitro quanto in vivo. 

Desta forma, a clorina-e6 é considerada promissora para tratamentos 

sistêmicos e não sistêmicos (GRIMM et al., 2006; HUANG et al., 2011; 

OLIVEIRA et al., 2014; DIOGO et al., 2017).  

 



26 
 

 

Figura 3. Estrutura molecular da clorina-e6. Fonte: Sampaio et al., (2020).  

Um estudo conduzido por Jeon et al., (2015) demonstrou a inativação de 

várias bactérias da pele, incluindo C. acnes, utilizando uma fonte de luz 

halógena, além disso, relatou que a terapia suprimiu a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias induzidas por C. acnes em um modelo in vivo. Nesse mesmo 

contexto, um estudo conduzido por Wang et al., (2017) relatou que a TFD 

mediada por clorina-e6 associada a irradiação de luz halógena diminuiu 

notavelmente a expressão de moléculas inflamatórias in vitro e in vivo. Da 

mesma forma, a TFD mediada por esse FS foi capaz de regular a resposta 

inflamatória de células HaCat expostas a Staphylococcus epidermidis. Uma 

investigação feita por Ryu e Lee, (2017) demonstrou que a TFD mediada por 

clorina-e6 associada à luz halógena aumentou a produção de colágeno e 

suprimiu a expressão de metaloproteinases em células HaCaT infectadas com 

C. acnes sugerindo seu potencial uso para melhora das cicatrizes e 

rejuvenescimento da pele no tratamento da acne.  

A curcumina (CUR – Figura 4) é um produto natural fenólico que pode 

ser obtido sinteticamente ou extraído dos rizomas da planta Curcuma longa, 

insolúvel em água, apresenta uma banda de absorção principalmente na região 

azul, com um pico em 430 nm. A fotodegradação relativamente rápida da 

curcumina permite o tratamento de lesões e infecções locais, com a ausência 

de atividade fotossensível persistente após algumas horas, o que torna esse 

FS muito estratégico (BRUZELL; MORISBACK; TONNESEN, 2005; DOVIGO et 

al., 2011a; CIEPLIK et al., 2014).  
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Figura 4. Estrutura molecular da curcumina. Fonte: Sampaio et al., (2020). 

A ação fotodinâmica mediada por CUR associada à irradiação LED de 

450 nm foi reportada por De Annunzio et al., (2018) alcançando uma redução 

total das células em suspensões de C. acnes empregando baixas 

concentrações do FS e fluências de luz. De forma semelhante, a associação do 

LED azul (462 nm) e CUR também foi investigada por Yang et al., (2018)  e os 

autores verificaram 100% de inibição da suspensão de C. acnes. Investigações 

sobre um modelo de biofilme monoespécie de C. acnes também foram 

conduzidas por nosso grupo, possibilitando a inativação microbiana total com 

apenas uma aplicação da TFD (DE ANNUNZIO et al., 2017). 

Um considerável número de investigações foi publicado nos últimos 

anos com o intuito de avaliar a ação da TFD visando o tratamento da acne 

(RYU; LEE 2017; LI et al., 2018; MOY; FROST; MOY, 2020; ZEITOUNI et al., 

2021). Os compostos que mais vêm sendo investigados em estudos in vitro e in 

vivo para o tratamento da acne via TFD são o ALA e o MAL (KHARKWAL et al., 

2011; DE ANNUNZIO et al., 2019), ambos têm apresentado melhoras clínicas 

satisfatórias e semelhantes repostas (WIEGELL; WULF, 2006).  

No entanto, o efeito fotossensibilizante desses compostos não é 

intrínseco, a eficácia é devido à metabolização na unidade pilossebácea à 

protoporfirina IX (PpIX), em conjunto com o oxigênio molecular e a exposição à 

luz. Dessa forma, necessitam de um longo tempo de incubação. Em um 

trabalho de revisão realizado por De Annunzio et al., (2019), foi verificado que 

os tempos de incubação empregados nos estudos utilizando ALA variaram de 1 

a 3 horas e para o MAL  a variação de tempo foi de 30 minutos a 3 horas.  

Além disso, os tratamentos, ALA-TFD e MAL-TFD podem ser de alto 

custo, dolorosos, causar reações inflamatórias agudas da pele e 
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hiperpigmentação transitória (POLLOCK et al., 2004; HONGCHARU et al., 

2000). Adicionalmente, a concentração de PpIX aumenta proporcionalmente 

com o período de incubação, consequentemente, períodos de incubação 

menores resultam em níveis mais baixos de PpIX bem como, efeito terapêutico 

(JUZENIENE et al., 2006). Dessa forma, investigações empregando outros FSs 

em aplicações de TFD visando o tratamento da acne são desejáveis. 

1.4. Considerações 

Para o nosso conhecimento, até o momento não tem sido delineados 

protocolos de aplicações consecutivas para avaliar a ação da TFD mediada por 

curcumina, azul de metileno e clorina-e6 contra biofilmes polimicrobianos 

maduros obtidos de pacientes com acne vulgar. Embora alguns estudos 

tenham reportado a inativação parcial de biofilmes tratados com TFD, essa 

terapia é capaz de desarticular a estrutura de biofilmes removendo as camadas 

celulares mais externas (GOULART et al., 2010; DOVIGO et al., 2011 b), 

possibilitando que esse biofilme se torne mais suscetível a outras aplicações de 

TFD ou a outros medicamentos, podendo facilitar a permeação do fármaco. É 

importante ressaltar ainda que existem poucos estudos que avaliaram a 

biocompatibilidade dos tratamentos propostos em um modelo de co-cultura 3D 

de pele. 

Dessa forma, julgamos necessário conduzir estudos analisando a ação 

da TFD mediada por três fotossensibilizadores com propriedades químicas 

distintas, permitindo avaliar se os efeitos da TFD podem apresentar algum nível 

de seletividade em relação à molécula de FS utilizada, bem como, avaliar a 

biocompatibilidade desses tratamentos.  

2. OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo geral 

Investigar a ação da terapia fotodinâmica mediada por curcumina, azul 

de metileno e clorina-e6 associada à luz LED azul e vermelho (460 e 660 nm) 

contra biofilmes polimicrobianos obtidos de pacientes portadores de acne 

vulgar, assim como identificar os microrganismos presentes nas amostras 
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clínicas e avaliar a biocompatibilidade dos tratamentos propostos em um 

modelo de co-cultura 3D de pele. Dessa forma, essa avaliação foi conduzida 

por meio da realização dos seguintes estudos:  

Estudo I - Obtenção das amostras clínicas e a identificação biomolecular dos 

microrganismos relacionados. 

Estudo II - Avaliação da efetividade da terapia fotodinâmica em biofilmes 

polimicrobianos in vitro. 

Estudo III – Avaliação in vitro da biocompatibilidade da terapia fotodinâmica 

sobre um modelo de co-cultura 3D de pele. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. ESTUDO I - Obtenção das amostras clínicas e a identificação dos 
microrganismos relacionados 

3.1.1. Autorização para obtenção das amostras clínicas 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética e Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara - UNESP, o qual aprovou 

e autorizou a execução da coleta – CAAE: 08917619.5.0000.5426 (documento 

em anexo). 

3.1.2. Critérios de inclusão e exclusão para seleção dos participantes no 

presente estudo 

Os critérios básicos para a inclusão dos pacientes no presente estudo 

foram apresentar boas condições de saúde geral sem quaisquer alterações 

sistêmicas evidentes ao exame clínico e ser portador de acne vulgar. Foram 

excluídos do estudo pacientes que apresentaram histórico positivo referente ao 

uso de antibióticos de uso tópico ou sistêmico e Isotretinoína no período inferior 

a seis meses antecedentes ao estudo, no caso das mulheres que faziam uso 

de anticoncepcional ou haviam descontinuado a utilização no período inferior a 

seis meses da data da pesquisa, pacientes imunossuprimidos ou 

imunodeprimidos e que eram portadores de outras doenças de pele. 
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3.1.3. Coleta das amostras clínicas 

Foram selecionados 10 pacientes com acne vulgar, os quais aderiram à 

pesquisa de forma espontânea, não sendo promovida obrigatoriedade ou 

constrangimento ao indivíduo. Para cada paciente foi disponibilizado o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (documento em anexo).  A coleta foi 

realizada pela esteticista especialista em Estética Facial e corporal Alessandra 

Sant'Ana  sob supervisão do médico Dr. Márcio Arantes de Almeida, na clínica 

de Cirurgia plástica intitulada Dr. Márcio Arantes de Almeida, localizada em 

Araraquara, São Paulo. Para isso, as lesões de acne foram limpas previamente 

com álcool 70%, a seguir, os comedões, pápulas e pústulas foram extraídos 

usando um extrator de comedões.  As amostras extraídas foram transferidas 

para um tubo estéril contendo caldo tioglicolato (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) 

(SONG et al., 2011) e imediatamente encaminhadas para o laboratório de 

microbiologia clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara 

(UNESP) onde  foram processadas.  

3.1.4. Meios e condições de cultivo 

Para a realização dos ensaios microbiológicos foi preparado o meio de 

cultura ágar sangue utilizando 20 g/L de Tryptic soy agar (TSA Acumedia, 

Lansing, Michigan, EUA), 26 g/L de ágar Brain heart infusion (BHI-Kasvi - 

Curitiba, PR, Brasil), 10 g/L Yeast extract (Kasvi - Curitiba, PR, Brasil) 

(FONTANA et al., 2009) , sendo esterilizado em autoclave (Phoenix Ind. e 

Com. De Equipamentos Científicos Ltda. -  Araraquara, SP, Brasil) a 120°C e 

resfriado em  banho - maria com temperatura constante de 50°C. Após o meio 

de cultura atingir a temperatura de 50ºC foi adicionado 5% (volume/volume) de 

sangue de carneiro desfibrinado (Ebefarma – Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 

assepticamente.  Foi utilizado também o caldo TSB preparado de acordo com 

as recomendações do fabricante. As amostras coletadas foram semeadas em 

ágar sangue a 37ºC em condições de anaerobiose. 
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3.1.5. Caracterização por coloração de Gram e identificação bioquímica 

das amostras clínicas  

Após o cultivo das amostras coletadas dos 10 pacientes, o conteúdo 

crescido nas placas de ágar sangue foi transferido para tubos de vidro estéreis 

contendo 10 mL de caldo TSB. A seguir, esse inóculo foi homogeneizado em 

agitador vórtex e na sequência foi realizada a diluição seriada na base de 10 

até a concentração 10-7 cél/mL. Após a diluição, alíquotas de 100 µL de cada 

diluição, de cada paciente, foram semeadas novamente em ágar sangue e 

cultivadas em anaerobiose a 37ºC por 7 dias.  

Após os 7 dias de crescimento, foi possível visualizar as colônias 

isoladas. Dessa forma, as colônias isoladas foram coletadas e parte dessas 

amostras foi transferida para micro-tubos estéreis (contendo caldo TSB e 

glicerol a 10%) e foram armazenadas em freezer -20ºC. A outra parte das 

amostras foi utilizada para a realização da coloração de Gram, ensaio de 

catalase e cultivo das colônias em meio Agar sal manitol Kasvi (Curitiba, PR, 

Brasil). 

3.1.5.1. Coloração de Gram 

A coloração foi realizada utilizando o kit de coloração de Gram da 

Laborclin (Laborclin - Pinhais, PR, Brasil). Para isso, foi feito um esfregaço com 

as colônias isoladas de todos os pacientes e cada lâmina foi recoberta com 

solução de violeta genciana por 1 minuto. Após, as mesmas foram 

cuidadosamente lavadas com água corrente. Na sequência, as lâminas foram 

recobertas com lugol por 1 minuto, posteriormente o mordente foi desprezado e 

os esfregaços foram novamente lavados em água corrente. Após esse etapa 

foi adicionada a solução descorante por 15 segundos sobre as lâminas. 

Finalmente, o descorante foi removido e foi adicionada fucsina fenicada por 30 

segundos. Após, o contracorante foi removido e as lâminas foram novamente 

lavadas em água corrente. Após a lavagem, todas as lâminas foram 

cuidadosamente secas com lenço de papel e foram visualizadas no 

microscópio com a objetiva de aumento de 100x (adaptado de TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2012).  
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3.1.5.2. Avaliação da presença da enzima Catalase 

Para a avaliação da presença da enzima catalase, as colônias isoladas 

cujas células apresentaram morfologia de cocos foram previamente cultivadas 

em Tryptic soy agar (TSA - Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) e as colônias 

com células com morfologia de bacilo em Reinforced Clostridial Agar. Após o 

cultivo, colônias isoladas foram transferidas para lâminas e uma gota de 

peróxido de hidrogênio a 3% (Farmax - Divinópolis, MG, Brasil) foi dispensada 

sobre a colônia avaliada. Essa enzima converte o peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio. Portanto, quando o peróxido de hidrogênio é adicionado sobre 

colônias bacterianas que produzem a catalase, é possível visualizar 

imediatamente a formação de bolhas. Dessa forma, as colônias as quais foi 

observada a formação de bolhas, foram consideradas catalase positiva 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).  

3.1.5.3. Avaliação da fermentação do manitol 

O meio Agar sal manitol utilizado para o cultivo foi da marca Kasvi 

(Curitiba, PR, Brasil). Esse meio é utilizado para o isolamento de 

Staphylococcus spp. em amostras clínicas. Apresenta em sua composição 

7,5% de cloreto de sódio e possui um indicador de pH, fazendo com que o 

meio mude de cor se o manitol é fermentado. Dessa forma, as colônias que 

fermentam o manitol são diferenciadas através da mudança da coloração do 

meio de rosa/ vermelho para a cor amarela. Devido à alta concentração de 

cloreto de sódio, não ocorre o crescimento de microrganismos que não são 

capazes de crescer nessas condições. Por isso, esse meio é seletivo e 

diferencial (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Dessa forma, sugeriu-se que as 

colônias rodeadas por área amarela poderiam ser identificadas como sendo S. 

aureus e as colônias rodeadas por vermelho/rosa, como Staphylococcus 

coagulase-negativa. 

3.1.6. Identificação molecular das amostras clínicas 

O ensaio de PCR convencional foi realizado para identificação das 

espécies bacterianas no laboratório de Biologia Molecular da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara sob a supervisão da Profa. Dra. Marlise Inêz Klein 

Furlan. 
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3.1.6.1. Extração de DNA 

As cepas de referência utilizadas para avaliar a especificidade dos 

primers foram Cutibacterium acnes (ATCC 6919), Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Escherichia coli 

(ATCC 25922), como controle negativo. O protocolo de extração de DNA 

utilizado para as cepas de referência e as amostras clínicas foi realizado 

conforme descrito por Klein e Gonçálves, (2003). Dessa forma, as cepas que 

estavam mantidas em freezer -20ºC foram reativadas nos meios específicos de 

crescimento, preparados de acordo com as recomendações do fabricante 

(Tabela 1) e os micro-tubos contendo as colônias foram centrifugados por 5 

minutos a 10000 xg. A seguir, as amostras foram lavadas duas vezes com 

solução salina 0,9% estéril. Posteriormente, foram adicionados 500 µL de 

tampão T.E (10 mM Tris e 1 mM EDTA, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e as 

amostras foram fervidas em banho-maria a 100ºC durante 10 minutos.  Após 

esse procedimento, as amostras esfriaram por 10 minutos, e os micro-tubos 

foram centrifugados durante 5 minutos, por 10000 xg e 4ºC. Em seguida, o 

DNA foi ressuspenso, removido e transferido para um micro-tubo estéril. Após 

essa etapa, as amostras foram mantidas em gelo e foi realizada a quantificação 

do rendimento (DO260nm e razão DO260/280) em nanoespectofotômetro 

(NanoDrop DS-11, DeNovix, Wilmington, DE, EUA). A quantificação foi 

realizada em duplicata utilizando 1,25 µL do DNA por leitura. Após a 

quantificação, as amostras foram armazenadas em freezer -20ºC. 

Tabela 1.  Meios específicos utilizados para o crescimento dos microrganismos. 

Microrganismos Meio de cultivo 

C. acnes Reinforced Clostridial Agar (Kasvi) 

S. aureus Tryptic soy agar ( Acumedia) 

S. epidermidis Tryptic soy agar ( Acumedia) 

E. coli Brain heart infusion (Kasvi) 

Fonte: Elaboração própria.  

3.1.6.2. Preparo dos primers 

Os primers Forward e Reverse foram sintetizados pela empresa Life 

Technologies Brasil Com Ind Prod Bio LTDA (São Paulo, SP, Brasil). Na Tabela 
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2 encontram-se as sequências dos primers, valores de temperatura de 

anelamento e o tamanho do produto dos primers utilizados no estudo. 

Tabela 2. Descrição da sequência e dos parâmetros dos primers utilizados. 

TA: Temperatura de anelamento. Fonte: Elaboração própria.  

Após a síntese, esses primers liofilizados foram preparados para 

realização dos ensaios. Cada micro-tubo foi centrifugado por 1 minuto (10000 

gx) para que todo o conteúdo do micro-tubo fosse sedimentado e não 

sobrassem resquícios na tampa. Posteriormente, cada primer foi ressuspenso 

adicionando-se tampão T.E, pH 8,0.  Foram adicionados 10 μL de T.E por nmol 

de primer, seguindo as recomendações do fabricante. A seguir, as soluções 

foram homogeneizadas e cada primer permaneceu por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Após esse período, foi feita a quantificação de cada 

primer em nanoespectofotômetro (NanoDrop DS-11, DeNovix).  

As leituras foram realizadas em duplicata e um volume de 1,25 μL foi 

utilizado para cada leitura a fim de verificar a concentração dessas soluções 

estoque. Dessa forma, a concentração de 0,1 mM da solução estoque deveria 

estar próxima da concentração indicada na bula de cada primer e esse valor 

não poderia variar de 20% (para mais ou menos). Os valores da razão 

A260/A280 deveriam estar entre 1,8-2,1. O preparo das soluções de trabalho 

foi feito utilizando água de grau molecular (Molecular Grade Water, Ambion). A 

diluição foi feita adicionando 100 μL do primer forward, 100 μL do primer 

reverse e 800 μL de água molecular em micro-tubo de 1,5 mL (concentração 

final de 10 μM). Após os preparo, alíquotas de 50 μL de cada primer bem como 

as soluções estoque (concentração final 100 μM) foram mantidas em freezer -

20ºC.  

Microrganismo Gene 
Sequência dos primers 

(5’ – 3’) 
TA 
(ºC) 

Tamanho 
do 

produto 
(pb) 

Referência 

C. acnes 
16S 

rRNA 
GCGTGAGTGACGGTAATGGGTA 

60 131 
EISHI et al., 

2002 TTCCGACGCGATCAACCA 

S. epidermidis SesC 
GTTGATAACCGTCAACAAGG 

55 388 
FARD et al., 

2015 CATGTTGATCTTTTGAATCCC 

S. aureus nuc 
GCGATTGATGGTGATACGGTT 

55 267 
BRAKSTAD 
et al., 1992 AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 
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3.1.6.3. PCR convencional 

Foi realizado PCR convencional para cada gene de interesse utilizando 

o kit Taq DNA Polymerase, recombinant (Life Technologies Corpor, Staley 

Road, Nova Iorque, EUA). Dessa forma, foi feito um Master Mix (volume final 

de 50 µL) para cada par de primer (concentração ótima de 250 nM).  

Os componentes e o volume para cada reação estão disponíveis na 

Tabela 3.    

Tabela 3. Componentes e volume de cada reação de PCR. 

Componente Volume (µL) 

Água molecular 40,25 

10X iTaq Buffer 5 

  50mM MgCl2  1,5 

10mM dNTP Mix 1 

Primer (10µM) 1 

iTaq DNA Polymerase 0,25 

Fonte: Elaboração própria. 

Realizado o preparo do Master Mix, foram adicionados 49 μL em tubos 

de 0,2 mL contendo 1 μL do DNA genômico das amostras microbianas (na 

concentração de 100 ng/µL) ou água de grau molecular. Os tubos foram 

levados ao termociclador CFX96 Touch™ Real‐Time PCR Detection System 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e os parâmetros empregados no 

ciclo de amplificação foram: 

 Ciclo 1: 95ºC por 3 minutos; 

 Ciclo 2: 95ºC por 15 segundos; 

 Temperatura de anelamento específica para cada a primer por 30 

segundos; 

 72ºC por 11 segundos; 

 Repetir 35 vezes. 
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3.1.6.4. Eletroforese em gel de agarose  

Para visualizar as bandas referentes aos produtos de PCR gerados após 

a reação, as amostras foram submetidas à técnica de Eletroforese em Gel de 

Agarose (1%). Para isso, foi preparada uma solução tampão 1X TAE (40 mM 

Tris-Acetate e 1 mM Na2EDTA, Invitrogen™), (adicionando 100 mL da solução 

tampão 10X TAE em 900 mL de água molecular ultrapura). Posteriormente, o 

tampão preparado (TAE 1X) foi utilizado para preencher a cuba de eletroforese 

e para o preparo do gel de agarose.  A porcentagem de agarose utilizada para 

o preparo do gel foi de 1%. As etapas realizadas para o preparo foram as 

seguintes: 

I. Foram adicionados em um béquer 50 mL do tampão TAE 1X e 

0,5 g de agarose (Invitrogen™). A seguir, essa solução foi 

aquecida em micro-ondas até que a mesma fosse 

completamente homogeneizada; 

II. O béquer contendo a solução foi colocado em um agitador 

magnético a 65ºC e foi adicionado 0,8 μL de brometo de etídio 

(10 mg/mL); 

III. A solução foi dispensada em um suporte nivelado anteriormente 

com a bancada e contendo o pente em posição. Após a 

solidificação do gel, o pente foi removido e as amostras foram 

adicionadas aos slots. 

Para a realização da corrida, foi adicionado no primeiro slot 5 μL de DNA 

Ladder (Invitrogen™). Nos demais slots, foram adicionadas as amostras, que 

foram preparadas homogeneizando 10 μL do produto de PCR e 2 μL da 

solução de Loading Buffer (Invitogen™). Posteriormente, foi realizada a corrida 

horizontal em cuba Bio-Rad com a potência de 70 V durante 60 minutos. Após 

a corrida as imagens foram adquiridas através do Bio-Rad Gel Doc System® 

(Bio-Rad Laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, CA, EUA). 
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3.2. ESTUDO II - Avaliação da efetividade da terapia fotodinâmica em 

biofilmes polimicrobianos in vitro 

3.2.1. Desenvolvimento do biofilme maduro 

Os biofilmes polimicrobianos foram desenvolvidos de acordo com o 

modelo in vitro de Fontana et al., (2009)  modificado. Para a realização desta 

técnica, foram utilizadas placas de 96 poços (Kasvi - Curitiba, PR, Brasil). O 

biofilme foi formado a partir de um pool de amostras dos 10 pacientes.  

Previamente a formação do biofilme, as amostras foram descongeladas 

semeadas em ágar sangue e incubadas em anaerobiose durante 7 dias. Após 

esse período foi feito um inóculo em tampão PBS raspando com uma alça de 

inoculação de 10 µL toda a amostra microbiana crescida no ágar. A seguir, a 

amostra foi centrifugada por 5 minutos a 5000 xg e as células foram lavadas 

com tampão PBS 2 vezes. Após esse procedimento, o tampão foi retirado e foi 

adicionado 5 mL de caldo TSB (Tubo 1). Em um segundo tubo (Tubo 2), foi 

adicionado 9 mL de caldo TSB. A seguir, 1 mL da solução contendo os 

microrganismos do tubo 1 foi adicionado no tubo 2 a fim de formar uma 

suspensão com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala turbidimétrica de Mc 

Farland. Com o auxílio de um espectrofotômetro, a densidade óptica desse 

inóculo foi lida em 630 nm e a leitura foi ajustada nos valores de 0,08 - 0,1 

(~1x108 cél/mL).  

Após o ajuste, cada poço da placa de 96 poços foi cuidadosamente 

preenchido com 200 µL do inóculo. As amostras foram incubadas em 

anaerobiose, a uma temperatura de 37ºC, durante 48 horas. Após 72 horas de 

formação do biofilme, o meio de cultura foi renovado, e a placa de 96 poços 

contendo as amostras foi incubada novamente por 24 horas, nas mesmas 

condições descritas, totalizando quatro dias de formação, no qual o biofilme 

estava em seu estado maduro. 

3.2.2. Avaliação da viabilidade celular através da Microscopia de 

fluorescência Confocal  

O biofilme foi formado em placas de 24 poços, adicionando em cada 

poço 2 mL do inóculo, preparado conforme descrito anteriormente no item 3.2.1 

As soluções de syto-9 e iodeto de propídio (Molecular Probes, Invitrogen™) 
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foram preparadas adicionando 5 µL de cada sonda (a partir da solução 

estoque) em 5 mL de tampão PBS. Após o preparo, 500 µL da solução 

contendo ambos os marcadores foi adicionada cuidadosamente em cada poço 

da placa contendo as amostras. As placas foram incubadas em atmosfera livre 

de oxigênio a 37ºC durante 30 minutos. Após a incubação, a solução contendo 

os marcadores foi removida dos poços e as amostras de biofilmes foram 

lavadas uma vez com tampão PBS. A seguir, foram adicionados em cada poço 

1 mL de tampão PBS e as amostras foram analisas utilizando o microscópio de 

fluorescência confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan)  na objetiva de 20 e 

40x.  As faixas de lasers utilizadas para detecção foram 488 nm até 520 nm 

para Syto-9 e 561 nm até 620 nm para iodeto de propídio (ZAGO et al., 2020). 

3.2.3. Tratamento fotodinâmico 

3.2.3.1. Fotossensibilizadores e fontes de luz  

Os fotossensibilizadores utilizados neste estudo foram a curcumina e a 

clorina-e6, sintetizadas pelo grupo de pesquisa do Dr. Kleber Thiago de 

Oliveira, docente do Departamento de Química da Universidade Federal de 

São Carlos, SP (UFSCar) e o azul de metileno, adquirido da empresa Sigma 

(Sigma Chemical Co - St. Louis, MO, EUA). As fontes de luz utilizadas foram 

sistemas de Light Emitting Diodes (LEDs) de 460 e 660 nm fabricados pela 

IrradLED® – biopdi (São Carlos, SP, Brasil) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Imagem representativa das fontes de luz utilizadas no estudo (LED 460 

e 660 nm). Fonte: Elaboração própria.  
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3.2.3.2. Parâmetros utilizados nos ensaios de terapia fotodinâmica  

As concentrações dos fotossensibilizadores estudadas foram 75, 100 e 

150 µg/mL. As fluências utilizadas foram 75, 100, 150 e 200 J/cm2 para a fonte 

de luz vermelha (660 nm /129 mW/cm2) e para o LED azul foram utilizadas as 

seguintes fluências: 50, 75, 100, 150 e 200 J/cm2 (460 nm / 150 mW/cm2) 

(ZAGO et al., 2020). 

O tempo de pré-irradiação dos fotossensibilizadores utilizados nesse 

estudo foi determinado de acordo com o ensaio de internalização utilizando o 

MFC. Dessa forma, o tempo de pré-irradiação utilizado para a curcumina foi de 

30 minutos, 1 minuto para o azul de metileno e 10 minutos para os ensaios 

com a clorina-e6. As soluções de FS foram preparadas no momento da 

utilização em tubos estéreis protegidos da luz, considerando as solubilidades 

individuais de cada molécula, de acordo com o protocolo adaptado de Sampaio 

et al., 2020. Ensaios prévios do grupo (DE ANNUNZIO et al., 2017) 

demonstraram que a curcumina apresentou uma melhor solubilidade em 

solução de sacarose 0,5%. Dessa forma, a curcumina foi preparada 

inicialmente em DMSO (solução estoque) e a solução de trabalho foi realizada 

em solução estéril de sacarose 0,5% (Synth, Diadema, SP, Brasil). As soluções 

estoque e de trabalho utilizadas nos experimentos com biofilme foram 

preparadas conforme descrito na Tabela 4: 

Tabela 4.  Soluções estoque e de trabalho utilizadas nos ensaios de TFD em 

biofilmes. 

Fonte: Elaboração própria *As concentrações de FS utilizadas nos testes de TFD foram obtidas 

através das soluções de ensaio. 

FS Solução estoque Solução do ensaio 

Curcumina 15 mg/mL em DMSO  

 
75, 100 e 150 µg/mL / em 
sacarose 0,5% e DMSO 

1% 

    
Azul de 
Metileno 

2 mg/mL em solução salina estéril 
(0,9%) 

75, 100 e 150 µg/mL      
/em caldo TSB 

    
 

Clorina-e6 
3 mg/mL em água ultra-pura estéril 

e DMSO (10%) 
75,100 e 150 µg/mL/ em 
caldo TSB e DMSO 1% 
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3.2.3.3.  Caracterização fotoquímica e fotofísica dos 

fotossensibilizadores  

Os espectros UV-Vis foram determinados antes e após a irradiação dos 

fotossensibilizadores estudados na concentração de 75 µg/mL, utilizando a 

fluência de 50 J/cm2 para o LED 460 nm e fluência de 200 J/cm2 para o LED 

660 nm a fim de verificar se essas moléculas fotossensíveis estariam 

disponíveis e não teriam degradado por completo durante todo o período de 

irradiação.  

A fluência total foi dividida em três tempos. Nos testes utilizando a 

curcumina, os tempos de irradiação avaliados foram 111, 222 e 333 segundos. 

Quanto aos ensaios com o azul de metileno e a clorina-e6, a fluência total foi 

dividida nos seguintes tempos de irradiações: 310, 620, 932, 1240 e 1550 

segundos. Além disso, as amostras que foram irradiadas durante 1550 

segundos, foram irradiadas mais uma vez por 1550 segundos (totalizando 3100 

segundos), para verificarmos se o fotossensibilizador teria degradado por 

completo após mais uma aplicação fotodinâmica na fluência de 200 J/cm2. 

As medidas foram realizadas no equipamento (SynergyH1 Multi-Mode 

Reader, BioTek, Winooski, VT, EUA) adicionando um volume de 100 µL das 

soluções dos FSs em cada poço de uma microplaca. Os ensaios foram 

realizados em triplicata em três ocasiões independentes (n=9).  

3.2.3.4. Avaliação da Internalização dos fotossensibilizadores nas 

amostras de biofilme através da Microscopia de fluorescência 

Confocal 

A internalização dos fotossensibilizadores propostos foi avaliada 

qualitativamente e quantitativamente utilizando o microscópio de fluorescência 

confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan) e o Software ZEN BLUE 2.3 

Systems.  

 Os biofilmes foram formados em placas de 24 poços conforme descrito 

anteriormente e posteriormente, as amostras foram incubadas com os 

fotossensibilizadores durante 1, 5, 10, 15 e 30 minutos a fim determinar o 

melhor tempo de pré-irradiação. A concentração dos três fotossensibilizadores 



41 
 

avaliados foi de 75 µg/mL. Para as amostras incubadas com AM e Ce6 foram 

utilizados lasers em 561 nm para emissão e 700 nm para detecção. Para 

avaliar a internalização da CUR nas amostras de biofilmes foram utilizados 

lasers em 488 nm de excitação e 530 de detecção (ZAGO et al., 2020). 

Todas as amostras foram divididas em 18 slices.  Para avaliar a 

internalização do AM e Ce6 a abertura do pinhole foi 2,43AU/95 µm com ganho 

de 800 V. Quanto à internalização da CUR foi utilizada uma abertura de pinhole 

de 2,81 AU/93 µm com ganho de 779 V. A área de leitura para todos os poços 

foi de 0,39 mm2.  Foram utilizados grupos controle sem tratamento para avaliar 

a autofluorescência das amostras de biofilmes e o valor de unidade relativa de 

fluorescência referente a cada controle foi subtraído dos valores referentes às 

amostras tratadas com os fotossensibilizadores. A fim de verificar se a 

penetração dos FSs foi homogênea foram avaliados três campos equidistantes 

de uma mesma amostra. Os poços foram analisados em objetiva de 10x de 

aumento. 

3.2.3.5. Avaliação da viabilidade celular através da contagem de UFC/mL 

Objetivando evitar qualquer interferência durante as irradiações cada 

placa recebeu apenas um tipo de tratamento. De acordo com as dimensões do 

campo de irradiação, com o tempo de exposição das amostras à luz e com a 

potência de cada LED foi definida a fluência. Para que fosse calculada a 

fluência a seguinte fórmula foi empregada: 

  

Fluência (J/ cm2) = I (W/cm2) x t (segundos) 

 

 Sendo, J: Joules; cm2: centímetro quadrado; I: intensidade; W: Watt;  t: 

tempo. 

A partir do quarto dia de formação do biofilme, as amostras foram 

submetidas aos tratamentos fotodinâmicos (um tratamento por dia). Após cada 

tratamento, para a remoção das amostras de biofilme formado, cada poço foi 

cuidadosamente raspado durante 15 segundos, utilizando uma alça rígida de 

inoculação de 1 µL. O conteúdo foi aspirado, transferido para micro-tubos 

estéreis e homogeneizado em agitador vortéx durante 30 segundos. A seguir 
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foi realizada a diluição seriada na base de 10 até a concentração de ~10-

7 cél/mL e a seguir, alíquotas de 100 µL de cada diluição das amostras foram 

semeadas em meio sólido ágar sangue em duplicatas. Posteriormente, as 

placas de Petri contendo as amostras foram incubadas em anaerobiose, a 

37ºC. As unidades formadoras de colônias (UFC/mL) foram contabilizadas 

após 7 dias de incubação.  

A fórmula utilizada para o cálculo da UFC/mL foi a seguinte: 

 

UFC/mL = 
Número de colônias x 10n

q
 

 

Nessa fórmula n representa o valor absoluto da diluição e q a quantidade 

pipetada em mL a ser semeada na placa contendo meio sólido.  Neste estudo, 

q= 0,1, pois o volume semeado em meio sólido foi de 100 µL. 

Os grupos avaliados nesse ensaio foram os seguintes:  

 Grupo1: Controle de Crescimento (Cc) 

Nenhum tratamento foi aplicado neste grupo. Alíquotas 100 µL do caldo 

TSB foram dispensadas nos poços, sobre o biofilme formado. Os resultados 

obtidos com as culturas dessas amostras foram utilizados como parâmetro 

para a comparação com aqueles obtidos com as culturas das amostras 

submetidas ao tratamento. 

 Grupo 2:  Luz (+L-FS) 

Neste grupo foi avaliado se a aplicação da luz na ausência dos FSs 

poderia apresentar efeitos tóxicos para os microrganismos. Dessa forma, 

alíquotas de 100 µL de caldo TSB foram adicionadas aos poços desejados e 

em seguida foi realizado o ensaio com as fluências de luz mencionadas 

anteriormente. 

 Grupo 3: fotossensibilizador (-L+FS) 
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Para avaliação da toxicidade dos diferentes FSs sobre as amostras, 

alíquotas de 100 µL dos FSs preparados nas concentrações desejadas foram 

dispensadas nas placas contendo as amostras microbianas e mantidas no 

escuro com as concentrações de trabalho desejadas durante 1, 10 ou 30 

minutos (dependendo do FS utilizado), somado ao tempo referente a cada 

fluência avaliada, mimetizando o tempo no qual o FS ficaria em contato com as 

amostras durante os tratamentos fotodinâmicos. 

 Grupo 4: terapia fotodinâmica antimicrobiana (+L+FS) 

Neste grupo foi avaliada a ação da TFD mediada por CUR, AM e Ce6. 

Desta forma, alíquotas de 100 µL das concentrações de FS foram dispensadas 

sobre as amostras e pré-incubadas no escuro durante os tempos de pré-

irradiação citados anteriormente, após esse período, a placa contendo as 

amostras foi irradiada com as fluências de luz mencionadas. 

 Grupo 5:  DMSO 1%  

Esse grupo avaliou se o DMSO a 1% (concentração final que o DMSO 

estava durante o teste) apresentou toxicidade para as amostras. Os ensaios 

foram realizados inoculando 100 µL do meio de cultura contendo o DMSO na 

referida concentração em poços de placa de 96 poços. Quando incubada no 

escuro, essa solução ficou em contato com as amostras o mesmo tempo no 

qual as amostras utilizando Ce6 permaneceram no ensaio de TFD.  

 Grupo 6: Sacarose 0,5%  

Esse grupo avaliou se a solução de sacarose 0,5% utilizada para 

solubilizar a solução de curcumina apresentou alguma interferência sobre as 

amostras de biofilme. Os ensaios foram realizados inoculando 100 µL da 

solução de sacarose 0,5% em poços de placa de 96 poços. Quando incubada 

no escuro, essa solução ficou em contato com as amostras o mesmo período 

no qual as amostras utilizando CUR permaneceram no ensaio de TFD.  
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3.2.3.6. Avaliação dos componentes proteicos da matriz do biofilme por 

meio de Microscopia de Fluorescência Confocal 

O dano nos componentes proteicos da matriz foi avaliado 

qualitativamente e quantitativamente utilizando o microscópio de fluorescência 

confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan) e o Software ZEN BLUE 2.3 

System. As amostras foram divididas em 12 slices, com ganho de 780 V e 

utilizando uma abertura de pinhole de 2,30 AU/ 85 µm.  Para realização do 

ensaio, os biofilmes foram formados in vitro e tratados conforme descrito 

anteriormente, em microplacas de 96 poços. Após os tratamentos, os biofilmes 

foram lavados duas vezes com tampão PBS (200 µL) e posteriormente, 100 µL 

da solução de SYPRO® Ruby Biofilm Matrix Stain (Invitrogen™) foi adicionada 

em cada poço. As placas foram incubadas em anaerobiose a 37ºC durante 30 

minutos, protegidas da luz. Após esse período, o marcador foi retirado das 

amostras, e em cada poço foram adicionados 100 µL do tampão PBS. A seguir, 

as amostras foram visualizadas no Microscópio de Fluorescência Confocal 

(excitação: 488 nm; detecção: 700 nm). Foram analisados campos 

equidistantes de uma mesma amostra e os poços foram analisados em objetiva 

de 10x de aumento. 

3.3. ESTUDO III - Avaliação da biocompatibilidade da terapia 

fotodinâmica sobre um modelo de co-cultura 3D de pele 

3.3.1. Cultivo celular 

Foram utilizados fibroblastos (HDFn ATCC PCS-201-010 TM)  derivados 

de linhagem celular primária, isolados de pele e  queratinócitos imortalizados 

(HaCaT código BCRJ 0341)  ambos derivados  da pele  de um adulto saudável. 

As células foram cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM 

high glucose - 4,5 g/L, Sigma St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% 

(v/v) de soro fetal bovino (SFB, Gibco, Life Technologies, EUA), e 1% (v/v) de 

antibiótico e antimicótico (penicilina G -10.000 μg/ml, estreptomicina - 10.000 

µg/ml e anfotericina B - 25 µg/ml) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) (CASTILHO et al., 

2010). O cultivo celular foi realizado a 37°C com 5% de CO2. 
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3.3.2. Desenvolvimento do Modelo de Co-cultura Tridimensional (3D) de 

pele 

Os tecidos foram formados quando as células estavam entre as 

passagens 3 e 10 e as culturas apresentaram 70% de confluência, cultivadas 

em garrafas de 75 cm2 (Kasvi - Curitiba, PR, Brasil). 

As células foram lavadas com PBS estéril pH 7,2 (PBS 1X - NaCl 140 

mmol.L-1, KCL 3,0 mmol.L-1, Na2HPO4 4,30 mmol.L-1, KH2PO4 1,4 mmol.L-1) e 

soltas com solução de tripsina (0,05% v/v) / EDTA (0,53 mM/L) (Sigma-Aldrich, 

MO, EUA), e centrifugadas a 400 xg por 5 minutos. O protocolo utilizado para a 

formação do tecido foi adaptado de Pimentel et al., (2022). Para o preparo da 

camada dérmica foi utilizado 2,5 mL de DMEM (high glucose - 4,5 g/L ) com 

antibiótico e antimicótico, 500 µL de soro fetal bovino e 2,0 mL de  colágeno 

tipo I produzido a partir da cauda de ratos Wistar conforme descrito por 

Barbugli, (2010).  Essa solução foi neutralizada com 30 µL NaOH 1M e foi 

adicionado 2,5 mL da suspensão de fibroblastos a  0,3 x106 por mL. Essa 

mistura foi preparada em tubo estéril de 50 mL em isopor com gelo.  

Após o preparo, um volume de 1,0 mL dessa mistura foi adicionado em 

cada poço de uma placa de 24 poços (Kasvi - Curitiba, PR, Brasil) e as 

amostras incubadas durante 2 horas para polimerização da camada dérmica. 

Após esse período, para a formação da camada epitelial, um volume de 200 µL 

da suspensão de queratinócito na concentração de 2,1 x 106 células/mL 

preparada em meio DMEM com 5% de SFB foi dispensado em cada poço 

sobre as camadas dérmicas e as amostras incubadas por 17 horas. 

Posteriormente, o meio foi retirado e foram adicionados 400 µL do meio KGM-

Gold (Lonza, Walkersville, MD, EUA) suplementado com 0,5 mL de 

hidrocortisona, 0,5 mL de transferrina, 0,25 mL de epinefrina, 0,5 mL de sulfato 

de gentamicina anfotericina-B, 2,0 mL de extrato de pituitária bovina, 0,5 mL de 

fator de crescimento epidérmico humano e 0,5 mL de insulina. As amostras 

foram incubadas por 6 horas e a seguir, realizados os tratamentos 

fotodinâmicos. Os tecidos foram preparados em triplicada e os experimentos 

realizados em 2 ocasiões distintas (n=6). 
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3.3.3. Aplicação da terapia fotodinâmica sobre os modelos de Co-cultura 

Tridimensional (3D) de pele 

Após o desenvolvimento do tecido, o meio KGM-Gold suplementado foi 

retirado dos poços e 500 µL de tampão PBS foram adicionados nos grupos 

controle de crescimento sem tratamento e nos grupos de controle de luz; e 500 

µL das soluções de azul de metileno, clorina-e6 e curcumina nas 

concentrações de 75 µg/mL nos grupos TFD e FS na ausência de luz. Foram 

utilizadas placas distintas para os grupos tratados com exposição e ausência 

de luz. A irradiação foi realizada por cima da placa de 24 poços e a fluência 

utilizada foi de 50 J/cm2 para a luz azul e 200 J/cm2 para a luz vermelha. Após 

os tratamentos, as soluções foram retiradas dos poços e cada poço foi lavado 

duas vezes com 400 µL de tampão PBS. A seguir, foram adicionados 400 µL 

do meio KGM-Gold e os tecidos incubados por 24 horas para realização do 

ensaio de viabilidade celular pelo método MTT. Os grupos experimentais 

avaliados foram: amostras de tecidos sem tratamento (CC),tecidos tratados 

apenas com a luz (L+FS-), tratadas apenas com os fotossensibilizadores (L-

FS+), tratadas com luz e fotossensibilizadores (L+FS+), controle de lise (CL) 

utilizando triton x a 0,9% e controle negativo, poços contendo apenas meio de 

cultivo (CN). 

3.3.4. Viabilidade celular por Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) 

Para realização do ensaio, o MTT (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi 

preparado a uma concentração de 3 mg/mL em caldo Roswell Park Memorial 

Institute - RPMI sem vermelho de fenol (Sigma St. Louis, MO, EUA), 2 vezes 

concentrado. Após 24 horas da realização dos tratamentos, o meio de cultura 

foi retirado dos poços da placa e alíquotas de 150 µL da solução de MTT 

previamente preparada, foram adicionadas em cada um dos poços contendo as 

amostras de tecido. A seguir, as placas foram incubas por 4 horas. Após esse 

período, a solução de MTT foi retirada dos poços e foram adicionados 200 µL 

de álcool isopropílico (Synth, Diadema, SP, Brasil) em cada poço. Os tecidos 

foram desestruturados com uma ponteira de 200 µL e alíquotas de 100 µL 

foram transferidas para placas de 96 poços (n=12). A seguir, foi lida a 

absorbância em 562 nm no leitor EZ Read 400 Microplate reader – BioChrom, 

com o auxílio do software  Adapt 2.0 BioChrom. 
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3.3.5. Caracterização e viabilidade celular do modelo de co-cultura 3D de 

pele por meio de Microscopia de fluorescência confocal  

A caracterização do modelo 3D e a viabilidade celular após os 

tratamentos foram analisadas por meio da técnica de Microscopia de 

Fluorescência Confocal de acordo com protocolo adaptado de Pimentel et al., 

(2022). Os grupos experimentais avaliados foram amostras de tecidos sem 

tratamento (CC), tecidos tratados apenas com a luz (L+FS-), tratados com os 

fotossensibilizadores (L-FS+), tratados com luz e fotossensibilizadores (L+FS+) 

e com Triton - X a 0,9% (Sigma-Aldrich) sendo este o controle de lise (CL).   

Para a realização do ensaio, o meio KGM-Gold suplementado foi 

removido dos poços e os tecidos foram lavados uma vez com tampão PBS. A 

seguir, foi adicionado em cada poço 500 µL de iodeto de propídio (PI - 1:1000) 

(Sigma-Aldrich) e as amostras foram incubadas por 15 minutos. Após esse 

tempo, a solução de PI foi removida dos poços e as amostras foram lavadas 

duas vezes com PBS. A seguir, foram adicionados 500 µL por poço de 

paraformaldeído (4% v/v) (Synth, Diadema, SP, Brasil) para fixação e as 

amostras foram incubadas a 37ºC durante 20 minutos. Após a fixação, as 

amostras foram lavadas uma vez com PBS, foram adicionados 500 µL em cada 

poço de Triton-X (0,1% v/v) (Sigma-Aldrich) e as amostras foram incubadas por 

20 minutos em temperatura ambiente. Na sequencia, a solução de Triton-X foi 

removida e os tecidos foram lavados duas vezes com PBS.  Posteriormente, as 

células foram marcadas adicionando 500 µL da solução de ActinGreen™ 488 

Reagente Ready Probes™ (25 µL por mL) em PBS (Thermo Fisher Scientific, 

MA, EUA) e os tecidos foram incubados durante 30 minutos em proteção da 

luz. Posteriormente, a sonda foi retirada, foram adicionados em cada poço 500 

µL de Hoechst 33342 (1 µL por mL) em PBS  (Sigma-Aldrich) e as amostras 

foram incubadas em proteção da luz e em temperatura ambiente por 10 

minutos. Após esse período, as amostras foram novamente lavadas uma vez 

com tampão PBS e um volume de 500 µL de PBS foi adicionado em cada poço 

antes da aquisição das imagens no microscópio de fluorescência confocal (Carl 

Zeiss LSM 800 com Airyscan). Os lasers utilizados foram 405 com detecção 

até 470 nm para o Hoechst 33342, 488 com detecção até 530 nm para o 
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marcador ActinGreen™ e a partir de 600 nm para o PI foram. As amostras 

foram analisadas em objetiva de 10x de aumento. 

3.4. Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de normalidade (Teste 

de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov). Considerados normais, para 

comparar os valores das variáveis contínuas entre os grupos foram utilizados o 

teste de Análise de Variância (one-way ANOVA), com pós-teste de Tukey e o 

teste T. As análises foram realizadas através do software Graph Pad Prism® 

Version 5.01 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). O nível de 

significância adotado para os testes estatísticos foi de 5%, ou seja, p < 0,05.  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. ESTUDO I 

4.1.1. Caracterização por coloração de Gram e identificação bioquímica 

das amostras clínicas 

A coloração de Gram demostrou que os isolados de todos os pacientes 

eram Gram-positivos. Foram encontrados isolados com a morfologia de bacilo 

e cocos (exceto nos pacientes 5 e 6, os quais foram encontrados apenas 

bacilos). Posteriormente, foi realizado o ensaio de catalase e foi verificada a 

formação de bolhas (H2O e O2) em todos os isolados, em ambas as 

morfologias observadas, indicando a presença da enzima. Dessa forma, 

considerou-se que os bacilos Gram-positivos poderiam ser C. acnes, tendo em 

vista que essa bactéria é um bacilo Gram-positivo, apresenta a enzima 

catalase (CAUICH-SANCHEZ et al., 2001) e é frequentemente isolada das 

lesões de acne vulgar (NEVES et al., 2015).  

Quanto aos isolados que apresentaram morfologia de cocos, estes 

foram semeados em ágar manitol a fim de identificar quais eram sugestivos de 

S. aureus e quais seriam sugestivos de Staphylococcus coagulase-negativa. 

Dessa forma, após o cultivo, as placas em que o ágar apresentou coloração 

amarela indicaram a presença de S. aureus. Conforme representado na Tabela 
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5, as amostras de 4 pacientes apresentaram isolados que fermentaram o 

manitol. Dentre estes, também foi verificada a presença de isolados que não 

fermentaram o manitol (Pacientes 1, 2, 3 e 4), indicando a presença de duas 

espécies de Staphylococcus. 

Foi verificado que os isolados de 8 pacientes não fermentaram o manitol, 

indicando o crescimento de Staphylococcus coagulase-negativa. Dentre estes, 

S. epidermidis tem sido frequentemente isolado de lesões de acne (JUSUF et 

al., 2020). Dessa forma, considerando as características da parede bacteriana, 

morfologia, a não fermentação do manitol e o ensaio de catalase, esses 

isolados foram considerados como sendo sugestivos de S. epidermidis.  

Esses ensaios foram importantes para o rastreio inicial das bactérias 

presentes nas amostras e trouxeram repostas quanto às características 

morfológicas, estrutura da parede das bactérias isoladas e a presença da 

enzima catalase. O cultivo em meio manitol possibilitou a confirmação da 

presença de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativo.  Dessa forma, 

para uma investigação mais precisa das espécies bacterianas presentes nas 

amostras foi realizado o ensaio de PCR convencional.  

Tabela 5.  Representação dos resultados dos ensaios de coloração de Gram e 

identificação bioquímica das amostras clínicas. 

 
(+ indica positivo/ - indica negativo / ND – não detectado crescimento. (P1) Paciente 1; 

(P2) Paciente 2; (P3) Paciente 3; (P4) Paciente 4; (P5) Paciente 5; (P6) Paciente 6; 

(P7) Paciente 7; (P8) Paciente 8 ;(P9) Paciente 9; (P10) Paciente 10; PO: pool). Fonte: 

Elaboração própria.  
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4.1.2. Identificação molecular das amostras clínicas 

Para identificação molecular das espécies bacterianas encontradas nas 

amostras, foram utilizados primers específicos em que a sequência de 

nucleotídeos foi previamente descrita e validada na literatura. O primer utilizado 

para identificar C. acnes foi sintetizado para amplificar a porção 16S rRNA 

dessa espécie conforme descrito por Eishi et al., (2002).  Para identificação de 

S. epidermidis o primer utilizado nesse estudo amplificou o gene SesC, 

específico da proteína C dessa espécie (FARD et al., 2015) . Quanto a S. 

aureus, o primer utilizado amplificou uma sequência do gene nuc, que codifica 

a nuclease termoestável dessa bactéria (BRAKSTAD; AASBAKK; JOHAN, 

1992). 

4.1.3. Quantificação do rendimento da extração de DNA  

O DNA de todas as amostras foi extraído e quantificado conforme 

descrito por Klein e Gonçálves, (2003).  Nas Tabelas 6 e 7 é possível verificar 

que após a extração, a cepas de referência e as amostras clínicas 

apresentaram rendimento de DNA.  

Tabela 6. Quantificação do DNA pós-extração das cepas padrão. 

Espécie 
Leitura 

1 
Leitura 

2 
Média das 

leituras 
260/280 
Leitura 1 

260/280 
Leitura 2  

Rendimento 
(µg) 

C. acnes 324,60 330,54 327,57 1,90 1,91 162,96 

S. epidermidis 183,23 199,91 191,57 1,93 1,97 95,30 

S. aureus 303 298,84 300,92 1,99 1,93 149,70 

E. coli  251,07 272,19 261,63 1,90 1,80 130,16 

Fonte: Elaboração própria 
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Tabela 7. Quantificação do DNA pós-extração das amostras clínicas. 

Amostra 
Leitura 

1 
Leitura 

2 
Média das 

leituras 
260/280 
Leitura 1 

260/280 
Leitura 2  

Rendimento 
(µg) 

Paciente 1 297,63 258,00 277,81 2,46 2,46 138,21 

Paciente 2 66,08 62,04 64,06 2,50 2,54 31,86 

Paciente 3 123,91 147,62 135,76 2,58 2,62 67,54 

Paciente 4 96,54 79,62 88,08 2,58 2,75 43,81 

Paciente 5 137,50 133,50 135,50 2,48 2,48 67,41 

Paciente 6 269,33 297,56 283,44 2,46 2,19 141,01 

Paciente 7 261,86 250,70 256,28 2,63 2,62 127,49 

Paciente 8 279,75 283,57 281,66 1,26 1,12 140,12 

Paciente 9 187,81 159,08 173,44 2,68 2,75 86,28 

Paciente 10 121,31 117,20 119,25 2,56 2,29 59,32 

PooL 166,51 175,06 170,78 2,44 2,46 84,96 

Fonte: Elaboração própria 

4.1.4. Preparo e quantificação dos primers 

De acordo com a metodologia descrita no item 3.1.6.2 os primers 

liofilizados foram ressuspedidos em T.E de acordo com o volume 

correspondente ao peso molecular (nmol) de cada primer (Tabela 8).  

Tabela 8.  Volume de T.E utilizado para diluição dos primers. 

 Fonte: Elaboração própria. 

A fim de verificar se a concentração estava correta, alíquotas de 1,25 µL 

foram quantificadas em nanoespectrofotômetro (Tabela 9). A partir dos 

resultados obtidos foi verificado que as concentrações estavam de acordo com 

o peso molecular de cada primer, e nenhum valor ultrapassou 20% do peso 

molecular de todos os primers avaliados. Após esse procedimento, estes foram 

Nome primer Concentração (nMol) Volume TE (µL) 

CACNF 40,8 408 

CACNR 42,3 423 

SEPIF 39,0 390 

SEPIR 39,6 396 

NUCF 54,6 546 

NUCR 55,7 557 
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diluídos a 10 µM conforme descrito anteriormente no item 3.1.6.2, e as 

soluções foram armazenadas em freezer -20ºC até o momento do uso. 

Tabela 9. Média das concentrações dos primers.  

Fonte: Elaboração própria. 

4.1.5. Produtos de PCR - Eletroforese em gel de agarose 

A identificação molecular das amostras biológicas coletadas dos 10 

pacientes que apresentavam acne vulgar demonstrou que C. acnes foi 

identificado em todos os pacientes (Figura 6-A).  Na figura 6-B foi possível 

observar que S.aureus foi identificado nas amostras clínicas de 4 pacientes. S. 

epidermidis foi identificado em 8 amostras (Figura 6-C). É importante 

mencionar também que as três cepas foram identificadas nas amostras do 

pool, utilizadas nos ensaios fotodinâmicos. Além disso, os primers avaliados 

identificaram as cepas de referência, comprovando sua especificidade com a 

espécie alvo e tamanho de produto. As reações também foram realizadas com 

o DNA genômico de E. coli (controle negativo), a fim de confirmar a 

especificidade dos primers e não foi verificada amplificação em nenhum ensaio. 

Como controle da ausência de contaminantes nos reagentes, foram realizadas 

reações contendo água molecular no lugar do material genético e não foi 

observada amplificação (Figura 6 – A, B, C).  

O crescimento de C. acnes, S. epidermidis e S. aureus em condições de 

anaerobiose, em amostras extraídas de lesões de acne, também foi descrito 

por Jusuf et al., (2020). Adicionalmente, no estudo realizado por Leyden et al., 

1998 os autores verificaram que C. acnes foi encontrado em 95%  das lesões 

inflamatórias de pré-adolescentes. Em outro estudo conduzido por Syahrial et 

al., (2009), os autores  também identificaram as espécies bacterianas C. acnes  

Nome primer Média das leituras (ng/µL) Concentração estimada (ng/µL)  

CACNF 729,20 689,54 

CACNR 482,28 542,86 

SEPIF 622,71 615,00 

SEPIR 679,03 636,22 

NUCF 693,34 653,22 

NUCR 876,14 733,98 
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(37,2%) e S. epidermidis (30,2%) em lesões de acne Moon et al., (2012)  

relataram que S. epidermidis (36%) e C. acnes (30%) dominaram os tipos de 

colônias bacterianas obtidas em pápulas e pústulas de pacientes com acne 

vulgar.  No estudo de Sitohang et al., (2019) também  foi verificada a presença 

de S. epidermidis (50,5%) e C. acnes (11,0%).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Produtos de PCR visualizados em geral de agarose 1%. A: Produto de 
PCR - identificação de C. acnes. B: Produto de PCR- identificação de S. aureus. C: 
Produto de PCR – identificação de S.epidermidis. (P1) Paciente 1; (P2) Paciente 2; 
(P3) Paciente 3; (P4) Paciente 4; (P5) Paciente 5; (P6) Paciente 6; (P7) Paciente 7; 
(P8) Paciente 8 ;(P9) Paciente 9; (P10) Paciente 10; PO: pool; Ec: E.coli ATCC; CA: C. 
acnes ATCC; SA: S. aureus ATCC; SE: S.epidermidis ATCC; AG: Água. 

 

No presente estudo, o intuito de avaliar a eficácia da TFD em amostras 

clínicas foi verificar que a terapia poderia inativar microrganismos de um 

C. acnes A 

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 PO CA  EC   AG 

131 pb 

S. epidermidis C (D) 

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 PO SE EC AG 

388 pb 

S. aureus B 

P1 P2 P3 P4 PO SA EC AG 

267 pb 
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biofilme polimicrobiano que mimetizasse o biofilme presente nos folículos. 

Embora a porcentagem dos microrganismos encontrados tenha variado de 

estudo para estudo, bem como o número de amostras/pacientes, foi possível 

verificar que C. acnes, S. epidermidis e S. aureus, são espécies que vem 

sendo frequentemente isoladas das lesões de acne. Dessa forma, de acordo 

com os ensaios realizados, foi constatado que as amostras utilizadas nesse 

estudo são constituídas por microrganismos relacionados à patogênese da 

acne vulgar. 

4.2. ESTUDO II 

4.2.1. Viabilidade celular por meio da técnica de Microscopia de 

fluorescência Confocal 

A fim de verificarmos a espessura e a viabilidade das amostras dos 

biofilmes formados in vitro, as amostras sem nenhum tratamento foram 

marcadas com syto-9 e iodeto de propídio (PI) e foram analisadas por meio da 

Microscopia de Fluorescência Confocal. O syto-9 (marcador de fluorescência 

verde) é um corante que permeia todas as células presentes no biofilme e o PI 

(marcador de fluorêscencia vermelha) é um corante que marca o DNA apenas 

das células mortas. Desta forma, a prevalência da relação verde/vermelho 

indica a viabilidade desta cultura, ou seja, quanto maior a prevalência de 

marcação em verde e menor em vermelho, maior é a predominância de células 

vivas compondo o biofilme (ZAGO et al., 2019).  A partir dessa análise, foi 

possível verificar que a espessura média do biofilme foi de 104 ± 2µm e que o 

biofilme manteve a viabilidade celular, apresentando marcação em verde em 

praticamente toda a extensão da amostra (figura 7A, B e C). Além disso, 

quando realizada a imagem com objetiva de aumento de 40x foi possível 

observar a presença de células com diferentes morfologias, indicando que a 

amostra do biofilme formado é polimicrobiana (figura 7B).  
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Figura 7. Viabilidade celular dos biofilmes analisados por Microscopia de fluorescência 

confocal. Amostras marcadas com Syto-9 (células marcada em verde) e iodeto de propídio 

(células marcadas em vermelho). A: imagem analisada em perspectiva 3D. B: Destaque para 

diferentes morfologias observadas (setas brancas) e célula morta em vermelho (seta amarela).  

4.2.2. Estudo fotofísico e fotoquímico dos fotossensibilizadores 

A fotodegradação de um FS refere-se à alteração fotoquímica de uma 

molécula de forma que suas propriedades de absorção ou emissão de luz são 

modificadas. Esse processo ocasiona a redução da atividade fotodinâmica e 

alteração na intensidade de emissão de fluorescência das moléculas (MANG et 

al., 2008). Dessa forma, ensaios que avaliem a cinética de fotodegradação são 

de extrema importância para identificarem se nos parâmetros determinados, as 

moléculas fotossensíveis ainda estão disponíveis para serem ativadas durante 

todo o período de irradiação. 

No ensaio utilizando a curcumina como FS, foi possível constatar que, 

houve rápida fotodegradação, corroborando com o estudo de Sampaio et al., 

(2020) mas, até o final da irradiação, a curcumina não foi degradada por 

completo (Figura 8 - A). A cinética na ausência de luz (Figura 8 - B) demostrou 

um pequeno decaimento da absorbância em função do tempo, sugerindo a 

A

B C
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formação de agregados (BACELLAR et al., 2015; KWIATKOWSKI et al., 2018; 

YANG et al., 2020). Adicionalmente, foi verificado que houve diferença 

estatística em relação aos valores de absorbância detectados em 460 nm entre 

os grupos irradiados e os grupos que não receberam irradiação, Teste t, p= 

0,0265 (figura 8 - C).  

Com esse ensaio foi possível verificar também o deslocamento do pico 

de absorção, passando aproximadamente de 440 nm para 380 nm (efeito 

batocrômico). Esse deslocamento pode ter sido ocasionado devido à formação 

de fotoprodutos que absorvem luz em comprimentos de onda menores do que 

a CUR assim como observado no estudo de Dantas, (2017). Além disso, em 

um estudo realizado por Gordon, (2014), o autor observou que a curcumina 

sofre uma autoxidação, clivando a cadeia e gerando um novo produto. A 

análise espectrofotométrica dessa autoxidação da curcumina mostrou o 

surgimento de um novo pico em 263 nm e desaparecimento do pico em 430 

nm.  
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Figura 8. Avaliação da cinética de fotodegradação da curcumina. A: Fotodegradação da 

curcumina na concentração de 75 µg/mL B: Cinética de fotodegradação da curcumina na 

ausência de luz C: pico máximo da fotodegradação da curcumina em 460 nm (n=9). (Teste t, 

p= 0,0265). T0: 0 seg.; T1: 111 seg.; T2: 222 seg.; T3: 333 seg.  

 

Os ensaios utilizando o azul de metileno, também revelaram que os 

valores de absorbância foram decaindo de acordo com os tempos de irradiação 

aplicados (figura 9 - A). Esses dados também demonstram que esse FS não 

havia degradado por completo tanto no período de 1550 segundos como após 

3100 segundos de irradiação (figura 9 - A) e não foi observado 

desaparecimento ou surgimento de uma nova banda. A cinética na ausência de 

luz demonstrou que não houve degradação do azul de metileno nos diferentes 

tempos, na ausência de luz (figura 9 - B). Além disso, foi possível verificar que 

houve diferença estaticamente significativa nos valores de absorbância 

detectados em 660 nm entre os grupos irradiados e os grupos que não 

receberam luz, Teste t, p= 0,0073 (figura 9 - C).  
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Figura 9. Avaliação da cinética de fotodegradação do azul de metileno. A: Fotodegradação 

do azul de metileno na concentração de 75 µg/mL B: Cinética de fotodegradação do azul de 

metileno na ausência de luz C:  pico máximo da fotodegradação do azul de metileno em 660 

nm (n=9). (Teste t, p= 0,0073). T0: 0 seg.; T1:310 seg.; T2: 620 seg.; T3: 932  seg.; T4:1240 

seg.; T5:1550 seg.; T6: 3100 seg.  

 

No ensaio de cinética de fotodegradação da clorina-e6 foi possível 

observar que os valores de absorbância diminuíram em relação ao tempo 

(figura 10 – A). Além disso, foi observada uma diminuição de absorção em 

torno de 400 nm (banda de Soret) e das bandas em torno de 505, 500 e 655 

nm (banda Q). Em adição, verificou-se um deslocamento na direção de 700 

nm. Corrêa, (2006) também observou resultados semelhantes avaliando a 

fotodegradação do photodithazine após irradiação com LED 630 nm sugerindo 

que essa nova banda formada com o deslocamento refere-se a transformações 

químicas que acarretaram na formação de fotoprodutos (figura 10 - A). É 

importante mencionar também que a clorina-e6 não fotodegradou por completo 

durante os 3100 segundos de irradiação. Esses dados demostram que havia 

FS disponível durante todo o período de irradiação.   

Na figura 10 - B é possível verificar que não houve degradação da 

clorina-e6 nos diferentes tempos de incubação, na ausência de luz.  Os valores 
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máximos de absorbância detectados em 660 nm apresentaram diferença 

estatística entre os grupos irradiados e não irradiados, Teste t, p<0,0001 (figura 

10 – C), indicando que o decaimento da absorbância aconteceu devido à 

irradiação.  

 

 

 

Figura 10. Avaliação da cinética de fotodegradação da clorina-e6. A: fotodegradação da 

clorina-e6 na concentração de 75 µg/mL. B: Cinética de fotodegradação do azul de metileno na 

ausência de luz C: pico máximo da fotodegradação do azul de metileno em 660 nm (n=9). 

(Teste t, p<0,0001). T0: 0 seg.; T1:310 seg.; T2: 620 seg.; T3: 932  seg.; T4:1240 seg.; 

T5:1550 seg.; T6: 3100 seg. 

 

4.2.3. Internalização dos fotossensibilizadores nas amostras de biofilme 

através da técnica de Microscopia de fluorescência Confocal 

A permeação e a internalização dos fotossensibilizadores nos 

microrganismos organizados em biofilmes é de grande importância para que as 

ocorra sensibilização dos microrganismos e a terapia fotodinâmica apresente 
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efeito, impedindo a prevalência de células persistentes (HONRAET; ROSSEL; 

COENYE, 2014).  

A partir da realização do ensaio de MFC para avaliar a internalização 

dos fotossensibilizadores utilizando diferentes tempos de pré-irradiação foi 

possível observar que, os três fotossensibilizadores foram capazes de permear 

os biofilmes até uma espessura de 50 ± 2µm. No entanto, houve diferença no 

tempo da internalização dos três FSs estudados, possivelmente devido às 

propriedades químicas distintas dessas três moléculas. 

Nos ensaios utilizando a curcumina, é possível observar nas imagens 

(figura 11) e nos resultados de quantificação, um aumento gradual da 

fluorescência emitida com o aumento do tempo. Porém, não houve diferença 

estatística entre os tempos de 5 e 10 minutos. Dessa forma, os dados sugerem 

que o tempo de 30 minutos de pré-irradiação (one-way ANOVA com pós-teste 

de Tukey, p<0,001) seria necessário para uma maior internalização desse FS 

pelos microrganismos organizados no biofilme acneico (figura 14). Esses 

resultados corroboram com o estudo de Andrade et al., (2013), em que os 

autores analisaram a internalização de CUR em biofilmes de Candida e 

observaram através de imagens obtidas por MFC maior fluorescência após 20 

minutos de incubação quando comparado ao tempo de 5 minutos, sugerindo 

que a penetração da CUR nas células do biofilme após 20 minutos pode ter 

alcançado valores maiores.  

Utilizando o azul de metileno como FS, foi possível observar visualmente 

através da coloração das imagens obtidas (figura 12) e nos resultados de 

quantificação da emissão de fluorescência (figura 15) que não houve diferença 

estatística na internalização desse FS pelos microrganismos nos diferentes 

tempos avaliados. Sendo assim, de acordo com os dados, 1 minuto de pré-

irradiação seria o suficiente para esse FS ser internalizado nas amostras desse 

biofilme. 

Quanto a internalização da clorina-e6 (figura 13), os resultados 

relevaram que os tempos 1 e 5 minutos foram estatisticamente semelhantes e 

diferentes dos tempos 10, 15 e 30 minutos. Entre estes últimos, não houve 

diferença estatística. Portanto, esses resultados indicaram que entre os tempos 

avaliados, o tempo de 10 minutos poderia ser utilizado como tempo de pré-

irradiação (figura 16). 
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Considerando que o biofilme é um ambiente altamente hidratado que 

protege as células das flutuações do potencial hídrico e que a CUR e a Ce6 

possuem características hidrofóbicas, é possível que esses FSs agreguem 

quando entram em contato com a água presente na matriz extracelular, 

dificultando a internalização (HUANG et al., 2010; PINTO et al., 2020). O AM 

ao contrário, possui uma estrutura básica com propriedades hidrofílicas 

(TARDIVO et al., 2005), o que pode justificar a rápida internalização desse FS 

nas amostras dos biofilmes acneicos. 

Dessa forma, os resultados desse estudo sugerem que o tempo de 

internalização dos FSs nas amostras de biofilmes depende das propriedades 

distintas de cada molécula. No caso de FSs fenotiazínicos, como o AM, o 

tempo de internalização pode ser mais curto. No entanto, a CUR e a Ce6, 

podem necessitar de tempos maiores. 
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Figura 11. Internalização da curcumina (75 µg/mL) nos tempos de pré-irradiação de 1,5, 

10, 15 e 30 minutos. Marcações em verde indicam a internalização da curcumina.  

 

CC 1  min.  

5 min. 10 min. 

15 min. 
min.mi

30 min.  
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Figura 12. Internalização do azul de metileno (7 5µg/mL) nos tempos de pré-irradiação de 

1,5, 10, 15 e 30 minutos. Marcações em vermelho indicam a internalização do azul de 

metileno. 

 

CC 1 min. 

5 min. 10 min. 

E 
15 min. 30 min. 
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Figura 13. Internalização da clorina-6 (75 µg/mL) nos tempos de pré-irradiação de 1, 5, 10, 

15 e 30 minutos. Marcações em vermelho indicam a internalização da clorina-6. 

 

CC 1 min. 

5 min. 10 min.  

15 min. 30 min.  
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Figura 14. Quantificação da emissão de fluorescência da curcumina. As colunas 

representam os valores médios de emissão de fluorescência. As barras representam o desvio-

padrão (n=6). Letras iguais indicam que não houve diferença estatística entre os tempos (one-

way ANOVA com pós-teste de Tukey).  

 

 

 

Figura 15. Quantificação da emissão de fluorescência do azul de metileno. As colunas 

representam os valores médios de emissão de fluorescência. As barras representam o desvio-

padrão (n=6). Letras iguais indicam que não houve diferença estatística entre os tempos (one-

way ANOVA com pós-teste de Tukey).  
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Figura 16. Quantificação da emissão de fluorescência da clorina-e6. As colunas 

representam os valores médios de emissão de fluorescência. As barras representam o desvio-

padrão (n=6). Letras iguais indicam que não houve diferença estatística entre os tempos (one-

way ANOVA com pós-teste de Tukey).  

 

4.2.4. Viabilidade celular dos biofilmes polimicrobianos após tratamento 

fotodinâmico (UFC/mL) 

A partir dos resultados aplicando o LED 460 nm nas fluências de 75, 

100, 150 e 200 J/cm2 foi possível alcançar reduções de 1,60; 2,85; 4,10 e 5,11 

log10 respectivamente. Quando aplicada a fluência de 50 J/cm2, não houve 

redução na contagem de UFC/mL (figura 17). 
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Figura 17. Análise de unidades formadoras de colônias após irradiação com diferentes 

fluências de Led 460 nm.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo.  

 

Nos ensaios aplicando as fluências de 75, 100, 150 e 200 J/cm2 do LED 

660 nm não foi observada redução na contagem de UFC/mL em nenhuma das 

fluências utilizadas (figura 18).  

 

 

 

Figura 18. Análise de unidades formadoras de colônias após diferentes fluências Led 660 

nm. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas representam os valores 

médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9).(one-way ANOVA com pós-

teste de Tukey).  ns: não significativo.  
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A redução na contagem de UFC/mL após os tratamentos com a luz 460 

nm (figura 17) pode ser justificada, pois C. acnes sintetiza principalmente 

protoporfirina e coproporfinina que, ao absorverem a energia da luz ao redor 

dos 400 nm formam EROs capazes de causar a morte da bactéria 

(PASCHOAL; ISMAEL, 2010). Desse modo, foi possível verificar que as altas 

fluências utilizadas foram capazes de excitar as porfirinas endógenas da 

bactéria. 

Um estudo realizado por Ashkenazi et al., (2003) referente à 

fotoinativação de C. acnes utilizando apenas luz azul revelou que fluências a 

partir de 75 J/cm² podem inativar a bactéria cultivada em meio líquido, o que 

justifica não ter sido observada redução na contagem de colônias quando 

utilizada a fluência de 50 J/cm2. Além disso, os autores demonstraram que a 

coproporfirina é o produto principal dos cromóforos endógenos produzidos pela 

bactéria, que aumenta em função do seu tempo de crescimento em até 96 

horas de cultivo, se acumulando no interior de C. acnes. Dessa forma, quanto 

maior a quantidade intracelular de porfirina, melhores são os resultados de 

erradicação (ASHKENAZI et al., 2003). 

A fotoinativação de C. acnes pela luz azul ocorre pela coproporfirina, a 

principal porfirina produzida pela bactéria, através do efluxo de potássio das 

células microbianas e da perda significativa de fosfato, como consequência do 

dano oxidativo à membrana plasmática e as suas bombas iônicas devido a 

ação das EROs formadas pela excitação da coproporfirina (ASHKENAZI et al., 

2003). O dano no microrganismo também ocorre pelas perturbações no influxo 

transmembrana de proteínas, devido às alterações no pH intracelular da 

bactéria induzidas pela irradiação (PASCHOAL; ISMAEL, 2010). Considerando 

que a faixa de excitação da coproporfirina encontra-se em torno de 400 nm, 

justifica-se a irradiação com fonte de 660 nm não ter apresentado redução na 

contagem de UFC/mL mesmo com altas fluências.   

Os resultados obtidos com uma aplicação in vitro da TFD mediada por 

curcumina em biofilmes acneicos proporcionou uma redução de 2,16; 3,11 e 

4,79 log10 quando combinada com a curcumina nas respectivas concentrações: 

75, 100 e 150 µg/mL. No entanto, não houve diferença estatística entre as 

concentrações de 75 e 100 µg/mL de curcumina (figura 19). 
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Figura 19. Análise de unidades formadoras de colônias após aplicação de TFD mediada 

por curcumina.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas representam 

os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os asteriscos 

representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento (one-way 

ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo.  

 

Os testes para avaliar a toxicidade da curcumina no escuro, revelaram 

que nas concentrações testadas não houve redução microbiana na ausência 

de luz. Além disso, a solução de sacarose 0,5% também não apresentou efeito 

citotóxico para as células do biofilme (figura 20). Apesar desse FS apresentar 

limitações como baixa solubilidade e rápida fotodegradação, foi possível 

alcançar reduções significativas na contagem de UFC/mL utilizando a fluência 

de 50 J/cm2. 
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Figura 20. Análise de unidades formadoras de colônias após tratamento com a 

curcumina no escuro. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9) 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ns: não significativo.  

A aplicação da TFD associada ao LED vermelho, mediada por azul de 

metileno nas concentrações de 75, 100 e 150 µg/mL resultou na redução de 

1,68; 3,10 e 4,45 log10 respectivamente (figura 21). Além disso, o FS na 

ausência de luz não apresentou atividade antimicrobiana nas concentrações 

testadas (figura 22). 
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Figura 21. Análise de unidades formadoras de colônias após aplicação de TFD mediada 

por azul de metileno.  As colunas representam os valores médios de redução e as barras 

representam o desvio-padrão (n=9). Os asteriscos representam a diferença estatística entre os 

grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: 

não significativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Análise de unidades formadoras de colônias após tratamento com azul de 

metileno no escuro.  As colunas representam os valores médios de redução e as barras 

representam o desvio-padrão (n=9). (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ns: não 

significativo.  

 

Os resultados obtidos com uma aplicação in vitro da TFD mediada por 

clorina-e6 em biofilmes acneicos proporcionou uma redução de 1,72; 2,51 e 

3,28 log10 quando utilizadas as concentrações de 75, 100 e 150 µg/mL 
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respectivamente (figura 23). As concentrações de 100 e 150 µg/mL não 

apresentaram diferença estatística. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Análise de unidades formadoras de colônias após aplicação de TFD mediada 

por clorina-e6.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas representam os 

valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os asteriscos 

representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento (one-way 

ANOVA com pós-teste de Tukey).***p<0,001; ns: não significativo. 

Quanto aos ensaios realizados na ausência de luz, as concentrações de 

clorina-e6 na não apresentaram atividade antimicrobiana, bem como o controle 

de veículo (DMSO 1%) (figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Análise de unidades formadoras de colônias após tratamento com clorina-e6 

no escuro.  As colunas representam os valores médios de redução e as barras representam o 

desvio-padrão (n=9). (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ns: não significativo. 
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. 

Os resultados utilizando a CUR, Ce6 e AM mostram que a TFD mediada 

a essas três moléculas foi capaz de reduzir mais de 3 log10 utilizando 100 

µg/mL da CUR e do AM e 150 µg/mL da Ce6. Nos três ensaios, foi verificada 

uma redução dependente da concentração do FS. Resultados semelhantes 

foram observados por Zago et al., (2020), utilizando esses mesmos FSs, em 

um modelo de biofilme formado por periodontopatógenos.  

É importante mencionar que, nenhum FS apresentou atividade 

antimicrobiana nas concentrações testadas.  Esse resultado está de acordo 

com um dos critérios necessários para a utilização de FSs na TFD: o mesmo 

deve ter pouca ou nenhuma atividade na ausência de luz (NAGATA et al., 

2012). 

De acordo com a Sociedade Americana de Microbiologia, qualquer novo 

protocolo de intervenção em terapias bactericidas deve atingir pelo menos uma 

redução de 3 log10 de UFC para ser considerado antimicrobiano (ALVES et al., 

2014). Sendo assim, embora uma aplicação não tenha erradicado totalmente 

as células no biofilme, a TFD mediada pelos três FSs foi capaz de reduzir pelo 

menos 3 log10 na contagem de UFC, podendo ser considerado um tratamento 

antimicrobiano. 

4.2.5. Avaliação da viabilidade das células do biofilme após aplicações 
consecutivas de terapia fotodinâmica 
 

Um aspecto importante que tem sido relacionado à TFD na aplicação em 

biofilmes é a possibilidade dessa terapia perturbar a estrutura diminuindo a 

biomassa dos biofilmes, podendo torna-lo mais suscetível às aplicações 

consecutivas (GOULART et al., 2010; PEREIRA et al., 2011) .  

Para a realização das aplicações consecutivas, a menor concentração 

testada (75 µg/mL) foi utilizada para os ensaios com os três 

fotossensibilizadores estudados, a fim de verificar se um parâmetro que 

reduzisse valores inferiores de 3 log10 na viabilidade das células no biofilme, 
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poderia apresentar reduções superiores após mais de uma aplicação. Além 

disso, foi mantida a mesma fluência de luz em todas as aplicações.  

Dessa forma, no ensaio de TFD mediada por curcumina na 

concentração de 75 µg/mL foi possível observar uma redução de 2,04 log10 

após uma aplicação.  A luz aplicada isoladamente como controle, bem como o 

FS na ausência de luz e o veículo utilizado para solubilizar a curcumina não 

reduziu a viabilidade das células do biofilme (figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Análise de unidades formadoras de colônias após uma aplicação de TFD 

mediada por curcumina. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

Quando aplicada a segunda, terceira e quarta aplicação da TFD 

mediada por curcumina, reduções semelhantes foram observadas, nos valores 

de 3,94; 4,02 e 3,95 log10, respectivamente. A luz isoladamente, a curcumina e 

a solução de sacarose 0,5% não tiverem efeito sobre a viabilidade celular 

mesmo após quatro aplicações (figuras 26, 27 e 28). 
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Figura 26. Análise de unidades formadoras de colônias após duas aplicações de TFD 

mediada por curcumina. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Análise de unidades formadoras de colônias após três aplicações de TFD 

mediada por curcumina. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 
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Figura 28. Análise de unidades formadoras de colônias após quatro aplicações de TFD 

mediada por curcumina. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001;  ns: não significativo. 

 

Os resultados obtidos com as aplicações consecutivas de TFD mediada 

por azul de metileno são bastante promissores. A primeira aplicação resultou 

na redução de 1,96 log10 (figura 29), a segunda aplicação possibilitou uma 

redução maior, no valor de 6,65 log10 (figura 30). Quando realizada a terceira 

aplicação, foi possível reduzir totalmente a viabilidade das células do biofilme 

acneico (figura 31). Dessa forma, não foi necessário realizar uma quarta 

aplicação. Para as três aplicações não foram verificadas reduções na 

viabilidade celular nos grupos luz e azul de metileno no escuro (figuras 29, 30 e 

31). 
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Figura 29. Análise de unidades formadoras de colônias após uma aplicação de TFD 

mediada por azul de metileno.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As 

colunas representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão 

(n=9). Os asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de 

crescimento (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Análise de unidades formadoras de colônias após duas aplicações de TFD 

mediada por azul de metileno.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As 

colunas representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão 

(n=9). Os asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de 

crescimento (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 
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Figura 31. Análise de unidades formadoras de colônias após três aplicações de TFD 

mediada por azul de metileno.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As 

colunas representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão 

(n=9). Os asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de 

crescimento (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

 

Os resultados obtidos com as aplicações consecutivas de TFD mediada 

por clorina-e6 são semelhantes aos resultados observados nos ensaios com 

curcumina, onde foi alcançada uma pequena redução após uma aplicação, e 

reduções maiores, porém, parecidas entre as aplicações dois, três e quatro. A 

primeira aplicação resultou na redução de 1,88 log10 (figura 32), a segunda, 

terceira e quarta aplicação possibilitaram reduções no valor de 3,83; 4,05 e 

4,25 log10 respectivamente (figura 33, 34 e 35). Os grupos controle de luz, 

clorina-e6 no escuro e controle de veículo (Dmso 1%) não apresentaram 

reduções na viabilidade celular mesmo após quatro tratamentos (figuras 32, 33, 

34 e 35). 
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Figura 32. Análise de unidades formadoras de colônias após uma aplicação de TFD 

mediada por clorina-e6.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Análise de unidades formadoras de colônias após duas aplicações de TFD 

mediada por clorina-e6.  Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 
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Figura 34. Análise de unidades formadoras de colônias após três aplicações de TFD 

mediada por clorina-e6. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Análise de unidades formadoras de colônias após quatro aplicações de TFD 

mediada por clorina-e6. Valores médios de log10 entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=9). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não significativo. 

Em uma revisão bibliográfica realizada por Boen et al., (2017) os autores 
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essa razão, os ensaios do presente estudo foram delineados para que fosse 

realizada uma aplicação diária, durante quatro dias nas amostras de biofilmes. 

Como mencionado anteriormente, as amostras tratadas com TFD mediada por 

AM foram totalmente inativadas com três aplicações, por isso, não foi 

necessário realizar uma quarta aplicação para esse tratamento.  

Estudos utilizando CUR, AM e Ce6 para aplicações consecutivas em 

modelo de biofilmes acneicos ainda não são descritos na literatura.  Quishida et 

al., (2015), realizaram três aplicações sucessivas  da TFD mediada por 

Photodithazine® e LED 660 nm contra um biofilme multiespécies formado por 

Candida albicans, Candida glabrata e Streptococcus mutans  em resina acrílica 

e verificaram que três aplicações apresentaram maior eficiência na redução da 

viabilidade celular e biomassa total do biofilme. Um estudo realizado por Luke-

Marshall et al., (2020) demostrou que duas aplicações inibiu efetivamente 

biofilmes de otopatógenos formado por Moraxella catarrhalis, Streptococcus 

pneumoniae, e Haemophilus influenzae utilizando Ce6 e LED 405. 

Investigações clínicas anteriores, demostraram a necessidade de mais 

de uma aplicação de ALA e MAL para o tratamento de pacientes com acne 

vulgar (BOEN et al., 2017). No entanto, como mencionado anteriormente, 

esses fármacos necessitam de longos tempos de pré-irradiação. Nesse 

contexto, FSs com melhores propriedades físico-químicas podem reduzir o 

tempo de aplicação na prática clínica. Diante do exposto até o momento, o 

presente estudo corrobora com a literatura, tendo em vista que para os três 

FSs houve uma maior redução a partir de uma segunda aplicação. No entanto, 

o aumento da redução a partir das próximas aplicações pode ser dependente 

do FS utilizado. 

4.2.6.  Avaliação do dano dos componentes proteicos da matriz do 

biofilme após os tratamentos fotodinâmicos  

A matriz polimérica extracelular representa aproximadamente 90% da 

biomassa total do biofilme e pode atuar como uma barreira física de proteção 

para as células. Sua espessura e composição química podem impedir a difusão 

de antimicrobianos nas camadas mais profundas dos biofilmes, pois possuem 

muitas moléculas aniônicas e catiônicas, como ácidos urônicos, proteínas, 
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glicoproteínas, glicolipídeos e DNA, que podem se ligar a antibióticos 

carregados, conferindo proteção para os microrganismos que compõe o 

biofilme, tornando essas células tolerantes aos tratamentos e no caso do 

tratamento fotodinâmico, pode impedir a sensibilização das células-alvo 

(FLEMMING; WINGER, 2010, FULAZ et al., 2019). 

A sonda fluorescente Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain tem sido utilizada 

para corar os componentes proteicos da matriz de biofilmes (WU et al., 2013). 

Este corante marca a maioria das classes de proteínas, incluindo 

glicoproteínas, fosfoproteínas, lipoproteínas, proteínas de ligação de cálcio, 

proteínas fibrilares e outras proteínas que são difíceis de corar. Nesse estudo, 

utilizamos esse marcador a fim de avaliarmos se os componentes proteicos da 

matriz polimérica extracelular dos biofilmes acneicos sofreria dano após os 

tratamentos fotodinâmicos.  

A partir da aquisição das imagens, foi possível verificar que houve uma 

menor detecção de fluorescência nos grupos tratados com luz em associação 

com os FSs (figura 36). Enquanto que, nos grupos tratados apenas com as 

luzes (460 e 660 nm) e com os FSs na ausência de luz, foi detectada maior 

emissão de fluorescência.  

A ação da TFD sobre componentes da matriz de biofilmes foi descrita 

também empregando outras metodologias.  No estudo de Beirão et al., (2014), 

os autores verificaram uma redução de 81% nos polissacarídeos da matriz por 

meio da quantificação por absorbância do teor de polissacarídeos após a 

aplicação da TFD em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa utilizando porfirina 

(Tetra-Py+-Me) e luz branca. Em outro estudo realizado por Mang et al., (2016), 

os autores utilizaram uma técnica de espectroscopia infravermelha para 

investigar a ação da TFD mediada por photofrin em biofilmes de  

Fusobacterium nucleatum  utilizando laser 630 nm e sugeriram um 

enfraquecimento da matriz do biofilme após o tratamento. 

No presente estudo, os resultados qualitativos e quantitativos obtidos 

após a análise de MFC sugerem que a TFD apresentou ação sobre os 

componentes proteicos da matriz dos biofilmes com apenas uma aplicação de 

TFD. Esse dano pode ter permitido uma maior permeação dos FSs nas células 
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do biofilme nas aplicações seguintes, tendo em vista que foi alcançada uma 

maior redução na contagem de colônias a partir da segunda aplicação de TFD 

para os três FSs utilizados.  

 

Figura 36. Avaliação do dano nos componentes proteicos da matriz extracelular do 

biofilme acneico após os tratamentos. Componentes visualizados em vermelho marcados 

com Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain. (CC: Controle de crescimento; Ce6+L: clorina-e6 em 

combinação com a luz; AM+ L: azul de metileno em combinação com a luz; CUR+L: curcumina 

em combinação com a luz; Ce6-L; clorina-e6 na ausência de luz; AM-L: azul de metileno na 

ausência de luz; CUR- L: curcumina na ausência de luz. 

 

Os dados de quantificação de emissão de fluorescência demostraram 

que para o três fotossensibilizadores utilizados, houve redução da detecção de 
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fluorescência para os grupos TFD, indicando que a terapia acarretou danos aos 

componentes proteicos da matriz dos biofilmes (figura 37, 38 e 39). 
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Figura 37. Emissão de fluorescência entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão 

(n=5). Os asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle 

de crescimento (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: não 

significativo. (CC: Controle de crescimento; +L: tratamento apenas com a luz 

vermelha; Ce6 - L: clorina-e6 na ausência de luz; TFD: terapia fotodinâmica).  

Os resultados observados na figura 37 mostraram que houve diferença 

estatística entre os grupos TFD e CC. Entre os grupos CC e os grupos +L, 

Ce6-L não foi verificada diferença. 
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Avaliação do dano na matriz do biofilme
(LED  660 nm e azul de metileno)
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Figura 38. Emissão de fluorescência entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão 

(n=5). Os asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle 

de crescimento (one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). **p<0,01; ns: não 

significativo. (CC: Controle de crescimento; +L: tratamento apenas com a luz 

vermelha; Am - L:  azul de metileno na ausência de luz; TFD: terapia fotodinâmica). 

 

Os resultados observados na figura 38 mostraram que houve diferença 

estatística entre os grupos TFD e CC. Entre os grupos CC, +L e  AM-L não foi 

observada diferença. 
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Figura 39. Emissão de fluorescência entre os grupos avaliados. As colunas 

representam os valores médios de redução e as barras representam o desvio-padrão (n=5). Os 

asteriscos representam a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento 

(one-way ANOVA com pós-teste de Tukey). *p<0,05; ***p<0,001; ns: não significativo. (CC: 

Controle de crescimento; +L: tratamento apenas com a luz azul; Cur - L: curcumina na 

ausência de luz; TFD: terapia fotodinâmica). 

Os resultados observados na figura 39 mostraram que houve diferença 

estatística entre os grupos TFD e CC. Entre os grupos CC e +L não foi 

verificada diferença. Entre CC e CUR-L foi observada diferença, indicando que 

a curcumina na ausência de luz também pode ter acarretado dano nos 

componentes proteicos da matriz.  

 

4.3. ESTUDO III 

4.3.1. Viabilidade celular por MTT 

A biocompatibilidade dos tratamentos propostos foi avaliada em um 

modelo de co-cultura 3D pelo método de MTT. A partir dos resultados obtidos, 

foi possível observar que os valores de viabilidade celular após o tratamento 

com TFD e CUR foi de 54,24%, apenas a luz azul 88,71% e apenas a CUR 

81,54%.  Após a análise estatística verificou-se que o grupo L+ não apresentou 
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diferença estatística em relação ao controle sem tratamento. Nos grupos TFD e 

CUR-L verificou-se diferença estatística em relação ao controle (figura 40).   

De acordo com o ISO 10993-5:2009 para que um tratamento seja 

considerado tóxico, a viabilidade celular tem que ser menor que 70%. Quando 

observado 50% de inibição das células viáveis a toxicidade é considerada 

branda. Acima de 70% de inibição do crescimento, a toxicidade é considerada 

severa.  Nesse contexto, podemos afirmar que o tratamento de TFD com CUR 

apresentou toxicidade branda e os tratamentos com a luz azul e CUR no 

escuro não foram tóxicos para as células. 

 A redução da viabilidade celular da curcumina na ausência de luz e 

irradiada também foi descrita por Fadeel et al., (2020), utilizando uma linhagem 

celular de carcinoma epidermóide de células escamosas, incorporando esse 

FS em nanocarredores lipídicos, demonstrando que esse sistema contendo a 

curcumina pode ser eficaz para combater o câncer de pele.  

 

Figura 40. Avaliação da viabilidade celular após tratamento com LED 460 nm e 

curcumina (50 J/cm
2
). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre os 

grupos avaliados e as barras representam o desvio-padrão (n=12). Os asteriscos representam 

a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com pós-

teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicação da luz; TFD: terapia fotodinâmica; 

Cur - L: curcumina na ausência de luz; CL: controle de Lise) ***p<0,001; ns: não significativo. 
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Na figura 41 é possível verificar que a viabilidade celular após o 

tratamento com a luz vermelha foi 94,39%, AM no escuro 87,33% e TFD 

3,56%. Após a análise estatística, verificou-se que o grupo L+ não apresentou 

diferença estatística em relação ao controle e os grupos TFD e Am-L  

apresentaram diferença em relação ao controle sem tratamento. A partir 

desses resultados, pode-se constatar que a luz vermelha e os AM no escuro 

não foram tóxicos para as células, mas, a TFD mediada por AM apresentou 

toxicidade severa para as células. É importante mencionar que, nos ensaios de 

TFD mediada por AM, foi observado que o tecido era desestruturado até o final 

da irradiação. Dessa forma, para que fosse possível a aquisição da imagem 

após o tratamento com TFD-AM, foi necessário reduzir o tempo de irradiação, a 

fim de visualizar o tecido ainda estruturado. Por essa razão, para o ensaio de 

MFC, as amostras tratadas com TFD-AM foram irradiadas a uma fluência de 40 

J/cm2 (129 mW/cm2). Dessa forma, foi realizado o ensaio de MTT para esse 

parâmetro também (figura 42) e foi verificado que a viabilidade celular após o 

tratamento com a luz vermelha foi de 96,51%, AM no escuro 89,80% e TFD 

43,67%. Após a análise estatística, verificou-se que o grupo L+ não apresentou 

diferença estatística em relação ao controle e os grupos TFD e Am-L  

apresentaram diferença em relação ao controle sem tratamento.  A partir do 

valor de viabilidade da TFD, a toxicidade foi considerada moderada. Além 

disso, foi possível observar que o efeito tóxico é dependente da fluência de luz 

empregada.  
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. 

Figura 41. Avaliação da viabilidade celular após tratamento com LED 660 nm e azul de 

metileno (200 J/cm
2
). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre os 

grupos avaliados e as barras representam o desvio-padrão (n=12). Os asteriscos representam 

a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com 

pós-teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicação da luz; TFD: terapia 

fotodinâmica; Am - L: azul de metileno na ausência de luz;  CL: controle de Lise).**p<0,01; 

***p<0,001; ns: não significativo. 
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Figura 42. Avaliação da viabilidade celular após tratamento com LED 660 nm e azul de 

metileno (40 J/cm
2
). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre os 

grupos avaliados e as barras representam o desvio-padrão (n=12). Os asteriscos representam 

a diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com 

pós-teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicação da luz; TFD: terapia 

fotodinâmica; Am - L: azul de metileno na ausência de luz;  CL: controle de Lise).*p<0,05; 

***p<0,001; ns: não significativo. 

 

De forma semelhante aos resultados observados com o AM, na figura 43 

foi possível verificar que a luz e a Ce6 no escuro (82,54% de viabilidade) não 

apresentou efeito tóxico para as células. No entanto,a viabilidade após TFD 

mediada por Ce6 foi de 7,19%, indicando a toxicidade desse tratamento. A 

análise estatística demonstrou que não houve diferença no grupos +L em 

relação ao controle. A diferença foi verificada nos grupos TFD e Ce6-L.  
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Figura 43.  Avaliação da viabilidade celular após tratamento com LED 660 nm e clorina-

e6 (200 J/cm
2
). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre os grupos 

avaliados e as barras representam o desvio-padrão (n=12). Os asteriscos representam a 

diferença estatística entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com pós-

teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicação da luz; TFD: terapia fotodinâmica; 

Ce6 - L: clorina-e6 na ausência de luz; CL: controle de Lise). ***p<0,001; ns: não significativo. 

A citotoxicidade do azul de metileno em combinação com irradiação de 

LED vermelho foi avaliada também por Lamarque et al., (2020). Os autores 

verificaram que a combinação de LED vermelho (7,5 J/cm 2) e azul de metileno 

a uma concentração de 1 mg/mL reduziu significativamente a viabilidade 

celular de fibroblastos de camundongos (NIH/3T3) (33,3–63,2%) em diferentes 

tempos enquanto que o AM e LED sozinhos não apresentaram reduções 

significativas. Quanto à clorina-e6, NASR et al., (2020) também investigaram a 

citotoxicidade da clorina-e6 em modelos de esferóides de fibroblastos e o efeito 

tóxico foi dependente da concentração e fluência de luz. Dessa forma, o efeito 

tóxico parece estar relacionado com o aumento da concentração do FS, 

fluência e intensidade de luz. 
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4.3.2. Caracterização e viabilidade celular do modelo de co-cultura 3D de 

pele por meio de Microscopia de fluorescência confocal 

 

Na figura 44 é possível visualizar a estrutura do modelo 3D de pele 

desenvolvido. A imagem CC corresponde ao tecido sem nenhum tratamento. 

Nessa imagem, é visualizada a presença das células HaCaT e HDFn marcadas 

com ActinGreen™ 488 (em verde), Hoechst 33342 (núcleo – em azul), 

estruturadas  em um modelo de cultivo em 3D. A imagem identificada como CL 

representa as células mortas tratadas com o tampão de lise (triton x 0,9%) 

marcadas com iodeto de propídio (em vermelho). 

 

Figura 44. Análise e caracterização do modelo de pele 3D.  Citoesqueleto em verde 

marcado com  ActinGreen™ 488. Núcleo em azul (marcado com Hoechst 33342) e em 

vermelho, marcação IP, indicando morte celular. (CC: Controle de crescimento; HaCat: 

queratinócitos; HDFn: fibroblastos; CL: Controle de lise).  

Foram realizadas também, as marcações no tecido a fim de avaliarmos 

qualitativamente as células após os tratamentos fotodinâmicos (Figura 45). Nas 

imagens a seguir, foi possível constatar que os dados corroboraram com os 

ensaios de viabilidade celular por MTT. No grupo CUR+L foi possível observar 

uma quantidade considerável de células mortas. Nos grupos Ce6 +L e AM+L 

pôde-se observar que as células mortas correspondem a maior extensão das 

imagens. Nos grupos CUR-L, Ce6-L, AM-L e LED 460 e 660 nm praticamente 

toda a extensão da imagem é composta por células vivas.  

CC CL

HaCat

HDFn
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Figura 45. Representação do modelo 3D de pele após os tratamentos. Citoesqueleto 

marcado com  ActinGreen™ 488. Núcleo em azul (marcado com Hoechst 33342) e em 

vermelho, marcação com PI, indicando morte celular. Setas em amarelo indicam células 

LED 460 nm LED 660 nm

CUR + L CUR - L

AM + L AM - L 

Ce6 + L Ce6 - L
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mortas. (CUR + L: curcumina em combinação com a luz; CUR - L: curcumina no escuro; AM + 

L: azul de metileno na presença de luz; AM - L: azul de metileno no escuro; Ce6 + L: clorina-e6 

em combinação com a luz; Ce6 - L: clorina - e6 no escuro). 

Os ensaios de biocompatibilidade foram realizados com uma única 

aplicação dos tratamentos. Os parâmetros de FS e luz testados foram os 

mesmos estabelecidos nas aplicações consecutivas, realizadas nos ensaios 

microbiológicos (TFD CUR: Fluência de 50 J/cm2 /150 mW/cm2 - TFD AM e 

Ce6: Fluência de 200 J/cm2 /129 mW/cm2). No entanto, é importante reforçar 

que, para o ensaio de MFC, as amostras tratadas com TFD-AM foram 

irradiadas a uma fluência de 40 J/cm2 (129 mW/cm2). Mesmo com essa 

fluência mais baixa, foi possível observar que as células mortas foram maioria 

na imagem AM+L, corroborando com o ensaio de MTT. 

Apesar de ter sido constatado um efeito tóxico severo no tratamento de 

TFD mediada por Ce6 e AM e uma toxicidade branda nos ensaios com a 

curcumina, os resultados do presente estudo demostraram que esses FSs 

podem ser promissores no tratamento da acne vulgar. Estratégias de terapia 

combinada (DE FREITAS, et al., 2018) ou ainda, o estudo de sistemas de 

liberação de fármacos controlados, que apresentem seletividade aos 

microrganismos (PATEL E PRABHU, 2020), pode ser uma alternativa segura e 

eficaz, quando o alvo não for o dano nas células adjacentes. 

5. CONCLUSÕES  

Com base nas metodologias empregadas pode-se concluir que a TFD 

mediada por curcumina, azul de metileno e clorina-e6 é uma alternativa viável 

para inativação parcial ou total das células em biofilmes acneicos formados por 

C. acnes, S. epidermidis e S. aureus.  

A curcumina apresentou atividade antimicrobiana significativa quando 

combinada com a luz, tempo maior de internalização nos biofilmes e, embora 

tenha apresentado rápida fotodegradação, não degradou por completo até o 

final de irradiação. A clorina-e6 também apresentou redução significativa nas 

células do biofilme em combinação com a luz, tempo relativamente curto de 

internalização no biofilme e fotodegradação lenta. A TFD mediada por azul de 

metileno inativou completamente as células do biofilme com apenas três 
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aplicações fotodinâmicas, o azul de metileno internalizou rapidamente no 

biofilme e apresentou fotodegradação lenta. Dessa forma, verificou-se que o 

sucesso das aplicações consecutivas pode ser dependente do FS utilizado. 

Também foi possível observar que, a TFD mediada pelos três FSs foi capaz de 

causar danos nos componentes proteicos da matriz polimérica extracelular.  

A TFD mediada por curcumina apresentou toxicidade branda enquanto 

que a terapia mediada por azul de metileno e clorina-e6 apresentaram 

toxicidade severa nos parâmetros utilizados nos biofilmes. Esse efeito parece 

ser dependente da fluência de luz empregada. No entanto, no caso do alvo não 

ser as células adjacentes do paciente, existem estratégias que podem 

minimizar esse efeito, como o desenvolvimento de sistemas de liberação de 

fármacos, capazes de entregar os FSs de forma seletiva. 

Por fim, tomados em conjunto, os resultados obtidos nesse estudo 

revelaram que os três FSs estudados podem ser promissores para o 

desenvolvimento de protocolos clínicos eficientes no tratamento da acne 

vulgar.  
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8. ANEXOS 

 

APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

O Sr.(a) está sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado 

“Avaliação da terapia fotodinâmica contra biofilmes acneicos polimicrobianos: um 

estudo pré-clínico”. O objetivo deste trabalho é estudar in vitro uma alternativa de 

tratamento para a acne vulgar baseado no uso da luz associado a um corante, 

denominada terapia fotodinâmica. Para realizar o estudo será necessário que o(a) 

Sr.(a) se disponibilize a doar amostras de espinhas e cravos, que serão coletadas com 

auxílio de instrumento chamado extrator de comedões (método este que já faz parte 

do procedimento de limpeza de pele e que será efetuado pela profissional capacitada). 

O material será utilizado exclusivamente para essa pesquisa, não podendo ser 

reutilizado em pesquisa posterior.  

Esta pesquisa servirá como parâmetro para avaliar as melhores condições da 

terapia fotodinâmica para a inativação dos microrganismos relacionados à acne vulgar. 

Os riscos são baixos e o procedimento implica na possibilidade de desconfortos locais 

tais como vermelhidão e ardência da pele do rosto, em virtude das informações 

coletadas serem utilizadas unicamente com fins científicos, sendo garantidos o total 

sigilo e confidencialidade, através da assinatura deste termo, o qual o(a) Sr.(a) 

receberá uma cópia e se desejar, será informado sobre os resultados dessa pesquisa. 

O benefício da sua participação nesta pesquisa será a limpeza da pele 

(procedimento que auxilia no tratamento da acne vulgar). Além disso, como benefício 

científico esse estudo possibilitará a determinação de parâmetros (número de 

aplicações e concentração do corante) adequados para eliminação microbiana e o 

auxílio no entendimento dos mecanismos dessa eliminação. A sua participação como 

voluntário terá a duração de 30 minutos e não terá nenhuma despesa ao participar 
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desse estudo; caso ocorra algum dano em decorrência de sua participação, o 

participante fará jus à reparação. 

O(a) Sr.(a) terá o direito e a liberdade de negar-se a participar desta pesquisa 

total ou parcialmente ou dela retirar-se a qualquer momento, sem que isto lhe traga 

qualquer prejuízo ou punição.  

 Para qualquer esclarecimento no decorrer da sua participação, estarei 

disponível através do telefone:(16) 9 973731-26 e e-mail: 

sarinha_annunzio@hotmail.com. O senhor (a) também poderá entrar em contato com 

o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas do 

Câmpus de Araraquara da UNESP, na Rodovia Araraquara Jaú, Km 01 – s/n, Bairro: 

Campos Ville, 14800-903 – Araraquara, SP, telefone (16) 3301-4657 e e-mail: 

sta@fcfar.unesp.br.  

 Eu ___________________________________________, 

RG______________, Estado Civil__________, Idade_____ anos, residente na 

_____________________________, nº______, Bairro ______________, Cidade 

___________________, Telefone ________________, declaro que após ter sido 

esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a), lido e assinado o presente termo em duas vias, 

e entendido tudo o que me foi explicado, concordo em participar da Pesquisa intitulada 

“Avaliação da terapia fotodinâmica contra biofilmes acneicos polimicrobianos: um 

estudo pré-clínico”.  

  

Araraquara, _____ de _________________ de 20___.  

 

 

 _____________________________________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

 

 

 

 _____________________________________ 

 Assinatura do Voluntário 
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