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RESUMO

A acne vulgar é uma das doencgas dermatolégicas mais comuns
encontradas na pratica clinica. As opc¢fes de tratamento para esta dermatose
sao diversas, porém nem sempre sao efetivas. A resisténcia microbiana frente
aos antibidticos e os efeitos adversos das terapias convencionais tém feito
pesquisadores investigarem tratamentos alternativos. Dessa forma, este
trabalho teve por objetivo avaliar a agao da terapia fotodinamica (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
aplicagbes fotodinamicas nos biofilmes e a identificacdo dos microrganismos
presentes nas amostras foi realizada por PCR convencional, por amplificacao
de genes com primers espécie-especificos. A biocompatibilidade dos
tratamentos foi avaliada em um modelo de co-cultura em trés dimensdes (3D)
de pele. Os microrganismos identificados nas amostras clinicas 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 apds trés aplicacoes,
enquanto que a TFD mediada por curcumina e clorina-e6, embora tenham
apresentado redugdes significativas, ndo eliminaram totalmente as células dos
biofiimes, mesmo apds quatro aplicacbes fotodindmicas. Dessa forma, o
sucesso das aplicagcbes consecutivas pode ser dependente do
fotossensibilizador. Os ensaios de biocompatibilidade mostraram que a TFD
mediada pelos trés fotossensibilizadores reduziram significativamente a
viabilidade das células no modelo de cultivo 3D de pele e esse efeito pode ser
dependente da fluéncia utilizada. Tomados em conjunto, os resultados obtidos
nesse estudo revelaram que os trés fotossensibilizadores estudados podem ser
promissores para 0 desenvolvimento de protocolos clinicos eficientes no

tratamento da acne vulgar.

Palavras-chave: biofilmes polimicrobianos; terapia fotodinamica; 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 biofilims 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. INTRODUCAO

1.1. Acne Vulgar

A acne vulgar, um distarbio da unidade pilossebacea, é uma das
doencas mais comuns, na qual os pacientes buscam atendimento em clinicas
dermatolégicas (WILLIAMS; DELLAVALLE; GARNER, 2012). A patogénese é
multifatorial (PASCHOAL E ISMAEL, 2010), afeta principalmente adolescentes
(HABESHIAN E COHEN, 2020), porém ainda é prevalente em um significativo
namero de adultos, acometendo quase metade das mulheres com idade entre
21 e 30 anos (PERKINS et al., 2012). Afeta 9,4 da populacdo 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 doenca ndo cause risco de vida, estudos tém reportado o
efeito severo no psicolégico dos pacientes acometidos, podendo afetar a
sociabilidade, causar fobias, quadros depressivos e em casos extremos,
associados a fragilidades psiquicas prévias, levar ao suicidio (COTTERILL;
CUNLIFFE, 1997; GUPTA; GUBTA, 1998).

A fisiopatologia da acne envolve alteracdes de queratinizacdo dentro da
unidade pilossebéacea, resultando na formagdo de comeddes, o aumento da
producdo de sebo e a inflamacdo perifolicular associada a proliferacao
bacteriana, sendo o Cutibacterium acnes (anteriormente conhecido como
Propionibacterium acnes), o principal agente etiolégico relacionado a esta
doenca (GOLLNICK et al., 2003 a; DEGITZ et al., 2007).

C. acnes é um patégeno Gram-positivo, anaerébio facultativo, que
coloniza os foliculos sebaceos. De forma geral, esse microrganismo prevalece
em areas da pele cuja quantidade de foliculos sebaceos é maior, visto que,
esses foliculos oferecem um ambiente propicio para essa bactéria, anaerdbio e
rico em lipideos (GOLLNICK, 2003 b). C. acnes é capaz de metabolizar os
triglicerideos do sebo em glicerol e acido graxo, pois produz lipases. Esse
processo metabdlico por sua vez pode auxiliar no processo inflamatorio
(MCINTURFF; KIM, 2005).



21

A associacdo de C. acnes com a acne vulgar ja estd bem estabelecida
na literatura (BEYLOT et al., 2013). Um estudo recente conduzido por Akaza et
al., (2016) tem sugerido que outros microrganismos pertencentes a microbiota
da pele, como Staphylococcus spp. e Malassezia spp. podem apresentar
relacdo com essa dermatose, no entanto, o papel desses microrganismos na
patogénese 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 € encontrado nos foliculos predominantemente em
forma de biofilmes (JAHNS; ALEXEYEV, 2014). Bactérias nestas condicdes
sdo incorporadas em uma matriz polimérica extracelular auto-produzida, que
fornece protecdo contra o sistema imunoldgico do hospedeiro e a outras
adversidades, como por exemplo, a escassez de nutrientes e a
antibioticoterapias, elevando dessa forma a resisténcia aos antibibticos,
podendo ser até mil vezes mais resistentes aos antibiéticos, comparado as
células suspensas (CHOKR et al., 2006; KRISTIAN et al., 2008; MONTANARO
et al., 2007).

Por meio de um estudo gendmico (BURKHART e BURKART, 2007), o
biofilme formado por C. acnes foi identificado como um polimero de glicocalix.
Esse polimero age como uma “cola” biolégica e quando presente no sebo
ocasiona a adesdo de queratinécitos, dessa forma, podendo contribuir com a
formacdo de comeddes. Os autores sugerem que essa substancia pode
exercer influéncia sobre a imunogenicidade, curso clinico e impacto na

resposta dos tratamentos frente a acne.

1.2. Tratamentos Convencionais
Os tratamentos convencionais da acne disponiveis atualmente
consistem do uso de retindides topicos (GOLLNICK et al., 2003a), peréxido de
benzoila (WEBSTER; GRABER, 2003), antibidticos topicos e sistémicos
(FELDMAN et al., 2004) e a isotretinoina (GOLLNICK, 2003b). No entanto,
esses medicamentos podem causar irritacdo na pele e podem levar a baixa
adeséao dos pacientes, pois requerem o uso diario (BOEN et al., 2017). No caso

da acne, o uso de antibiéticos pode ser receitado por longos periodos sem
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oferecer sucesso nos resultados, além disso, esses farmacos podem ocasionar
a resisténcia dos microrganismos (KATSAMBAS; PAPAKONSTANTINOU,
2004), um problema global (DESSINIOTI; KATSAMBAS, 2017).

A isotretinoina apresenta extensos efeitos colaterais e necessita de um
monitoramento rigoroso (BOEN et al., 2017). A utilizagdo 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 diminuicdo da producdo de sebo em mulheres, pois reduzem a
atividade dos horménios andrégenos (WILLIAMS et al., 2021). No entanto, o
tratamento realizado com COCs é restrito a mulheres e o periodo para gerar
resultados efetivos pode variar de seis meses a um ano (TUCHAYI et al.,
2015). Na prética clinica também é comum a indicacdo da extracdo de
comeddes, a microdermoabrasao e a realizacdo de peelings quimicos, porém,
esses procedimentos sdo considerados tratamentos adjuvantes (FOX et al.,
2016; TUCHAYI et al., 2015).

Sendo assim, a busca por novas medidas terapéuticas seguras e
eficientes se faz necessaria. Nesse contexto a terapia fotodindmica (TFD) tem
sido sugerida como modalidade de tratamento alternativa. Estudos diversos
tém demonstrado que a TFD é segura e eficaz para as lesdes inflamatorias e
ndo inflamatodrias da acne, podendo melhorar significativamente essas leses
(KEYAL; BHATTA; WANG, 2016; WEN; LI; HAMBLIN, 2017; MOY; FROST,
MOY, 2020; LI et al., 2021).

1.3. Terapia fotodindmica

A TFD necessita da presenca de trés fundamentais elementos para que
a reacao fotodinamica aconteca, sendo eles, oxigénio, fotossensibilizador (FS)
e luz em um comprimento de onda adequado a faixa de absorcdo do FS
utilizado. Esse FS absorve energia, acarretando a formacgéo de substancias
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, dara origem a radicais e

ions radicais que reagem com o oxigénio molecular produzindo espécies
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reativas de oxigénio, denominada reacédo tipo |I. Quando a transferéncia de
energia acontece de forma direta entre o FS tripleto excitado e o oxigénio em
estado tripleto fundamental, ocorre a formagdo de oxigénio singleto em um
processo denominado reacdo tipo Il. Ambas as formas de reacdo 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
[l e IV de reacbes fotodinamicas, 0s quais permitem a ocorréncia de efeitos
citotoxicos em estruturas intracelulares sem a necessidade do oxigénio.
Moléculas fotossensiveis do tipo Ill sdo geralmente Antioxidant Carrier
Sensitizer (ACS) que causam a geracdo eficiente de oxigénio singleto e
diminuem a concentragdo de radicais livres nativos em células malignas. Para
o tipo IV, os autores sugerem que seu mecanismo citotdéxico esta relacionado
com FSs que ndo sdo capazes de se ligar a um alvo molecular, mas sob
excitagdo leve, um remodelamento intramolecular ocorre através de um
processo de fotoisomerizagdo, contribuindo para a ligacdo da molécula

fotossensivel a molécula de interesse (Figura 1).

Tipo lll
FS no estado 0, 10
FS tripleto e radicais e
Ee. livres nativos u )
o o TIEO | energia
Z : Za
Estado excitado singleto !ntersisrtze,:to
A o FS
.g Estado tripleto excitado
pl
Luz ‘§
@ Tipo |
6 r‘\
12 ;
T Biomoléculas EROs
Absorcgéao
e Fs Tipo IV
Remodelagéo
intramolecular por
fotoisomerizagéo
Estado fundamental singleto

Figura 1. Diagrama de Jablonski representando os mecanismos fotodindmicos de
formacdo de EROs. FS: fotossensibilzador; EROs: espécies reativas de oxigénio; O,. oxigénio;
'0,: oxigénio singleto. (CALIXTO et al., 2019 modificado).
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Devido a auséncia de especificidade de alvos das espécies reativas
formadas (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992), a resisténcia microbiana frente
a TFD é improvéavel, o que confere vantagem para esta terapia comparada aos
tratamentos com antibiéticos. O estresse oxidativo ocasionado pela reacéo
fotodindmica gera danos para as glandulas sebaceas, reduz a viabilidade

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

Quanto aos dispositivos de luz, os lasers e os LEDs (Light-emitting
diode) tém 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 beneficio e possibilitam que areas maiores sejam
irradiadas, enquanto que a irradiagdo do laser é realizada em &reas
especificas. Além disso, é importante que as fontes utilizadas em TFD nao
apresentem efeito térmico (MACHADO 2000; RIBEIRO; SABINO, 2016).

No que se diz respeito aos FSs, 0os agentes comumente investigados
para o tratamento da ache sdo o acido 5-aminolevulinico (ALA - LEVULAN®,
utilizado clinicamente em pacientes com queratose actinica) e seu éster,
aminolevulinato de metila (MAL-METVIX®, utilizado clinicamente em pacientes
com queratose actinica, 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 indicacdo da bula, apenas com base
na prescricdo clinica, e deve ser indicado em casos precisos (ISSA;
BOECHAT; FASSINI, 2016). Recentemente, a acdo 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 agua e etanol, o AM, um
derivado fenotiazinico (Figura 2) apresenta banda de absor¢do na regido de
550-700 nm com absorcdo maxima em 664 nm (JUNQUEIRA et al., 2002), o

que possibilita uma maior penetragcédo tecidual, permitindo também aplicacdes
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para o tratamento de lesGes 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 reducgao
parcial de suspensfes microbianas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium minutissimum,
Propionibacterium acnes, Candida albicans foi alcancada empregando azul de
metileno combinado a luz halégena e adicionalmente a luz solar. Em nosso
grupo de pesquisa, uma investigacao in vitro realizada por De Annunzio et al.,
(2018) demonstrou uma reducdao total das suspensdes bacterianas de C. aches
combinada a irradiacdo de uma fonte luz LED vermelha (660 nm). Outro estudo
realizado por Frade et al., (2018) reportou uma reducdo parcial do biofilme
monoespécie, com uma unica aplicacdo da TFD mediada por azul de metileno
e LED (660 nm).

A clorina-e6, pertencente a classe dos derivados da clorofila, apresenta
um anel tetrapirrélico que lhe confere caracteristicas hidrofébicas e hidrofilicas
(Figura 3); a absorcdo de luz desse FS é em 400 e 660 nm e grandes
guantidades de oxigénio singlete sdo produzidas, tanto in vitro quanto in vivo.
Desta forma, a clorina-e6 é considerada promissora para tratamentos
sistémicos e ndo sistémicos (GRIMM et al.,, 2006; HUANG et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2014; DIOGO et al., 2017).
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Figura 3. Estrutura molecular da clorina-e6. Fonte: Sampaio et al., (2020).

Um estudo conduzido por Jeon et al., (2015) demonstrou a inativacdo de
varias bactérias da pele, incluindo C. acnes, utilizando uma fonte de luz
halégena, além disso, relatou que a terapia suprimiu a expressao de citocinas
pro-inflamatorias 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 irradiacdo de luz halégena diminuiu
notavelmente a expressdo de moléculas inflamatérias in vitro e in vivo. Da
mesma forma, a TFD mediada por esse FS foi capaz de regular a resposta
inflamatoria de células HaCat expostas a Staphylococcus epidermidis. Uma
investigacao feita por Ryu e Lee, (2017) demonstrou que a TFD mediada por
clorina-e6 associada a luz halégena aumentou a producdo de colageno e
suprimiu a expressao 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 fendlico que pode
ser obtido sinteticamente ou extraido dos rizomas da planta Curcuma longa,
insolivel em &gua, apresenta uma banda de absorcéo principalmente na regido
azul, com um pico em 430 nm. A fotodegradacdo relativamente rapida da
curcumina permite o tratamento de lesdes e infec¢des locais, com a auséncia
de atividade fotossensivel persistente apds algumas horas, 0 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 acédo fotodindmica mediada por CUR associada a irradiacdo LED de
450 nm foi reportada por De Annunzio et al., (2018) alcancando uma redugéo
total das células em suspensdes de C. acnes empregando baixas
concentragdes do FS e fluéncias de luz. De forma semelhante, a associagéao do
LED azul (462 nm) e CUR também foi investigada por Yang et al., (2018) e os
autores verificaram 100% de inibicdo da suspensao de C. acnes. Investigacdes
sobre um modelo de biofilme monoespécie de C. acnes também foram
conduzidas por nosso grupo, possibilitando a inativagdo microbiana total com
apenas uma aplicacao da TFD (DE ANNUNZIO et al., 2017).

Um consideravel numero de investigacdes foi publicado nos ultimos
anos com o intuito de avaliar a acdo da TFD visando o tratamento da acne
(RYU; LEE 2017; LI et al., 2018; MOY; FROST; MQY, 2020; ZEITOUNI et al.,
2021). Os compostos que mais vém sendo investigados em estudos in vitro e in
Vivo para o tratamento da acne via TFD sdo o ALA e o MAL (KHARKWAL et al.,
2011; DE ANNUNZIO et al., 2019), ambos tém apresentado melhoras clinicas
satisfatorias e semelhantes repostas (WIEGELL; WULF, 2006).

No entanto, o efeito fotossensibilizante desses compostos ndo é
intrinseco, a eficacia é devido a metabolizacdo na unidade pilossebacea a
protoporfirina 1X (PplX), em conjunto com o oxigénio molecular e a exposi¢ao a
luz. Dessa forma, necessitam de um longo tempo de incubacdo. Em um
trabalho de reviséo realizado por De Annunzio et al., (2019), foi verificado que
os tempos de incubacdo empregados nos estudos utilizando ALA variaram de 1
a 3 horas e para o MAL a variacdo 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 reacOes inflamatérias agudas da pele e
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hiperpigmentacao transitéria (POLLOCK et al., 2004; HONGCHARU et al.,
2000). Adicionalmente, a concentragdo de PplX aumenta proporcionalmente
com o periodo de incubagdo, consequentemente, periodos de incubacéo
menores resultam em niveis mais baixos de PplX bem como, efeito terapéutico
(JUZENIENE et al., 2006). Dessa forma, investigacées empregando outros FSs

em aplicagbes de TFD visando o tratamento da acne séo desejaveis.

1.4. Consideracdes

Para o nosso conhecimento, at¢é o momento ndo tem sido delineados
protocolos de aplicacGes consecutivas para avaliar a acdo 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 inativacdo 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 suscetivel a outras aplicacdes de
TFD ou a outros medicamentos, podendo facilitar a permeacdo do farmaco. E
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 necessario conduzir estudos analisando a agéo
da TFD mediada por trés fotossensibilizadores com propriedades quimicas
distintas, permitindo avaliar se os efeitos da TFD podem apresentar algum nivel
de seletividade em relacdo a molécula de FS utilizada, bem como, avaliar a

biocompatibilidade desses tratamentos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a acdo da terapia fotodindmica mediada por curcumina, azul
de metileno e clorina-e6 associada a 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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clinicas e avaliar a biocompatibilidade dos tratamentos propostos em um
modelo de co-cultura 3D de pele. Dessa forma, essa avaliagao foi conduzida
por meio da realizacdo dos seguintes estudos:

Estudo | - Obtencdo das amostras clinicas e a identificacdo biomolecular dos

microrganismos relacionados.

Estudo Il - Avaliacdo da efetividade da terapia fotodinamica em biofilmes

polimicrobianos in vitro.

Estudo Il — Avaliagéo in vitro da biocompatibilidade da terapia fotodinamica

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

3. MATERIAL E METODOS

3.1. ESTUDO I - Obtencéo das amostras clinicas e a identificacdo dos
microrganismos relacionados

3.1.1. Autorizacao para obtencdo das amostras clinicas

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraguara - UNESP, o qual aprovou
e autorizou a execucdo da coleta — CAAE: 08917619.5.0000.5426 (documento

em anexo).

3.1.2. Critérios de inclusao e excluséo para selecdo dos participantes no

presente estudo

Os critérios basicos para a inclusdo dos pacientes no presente estudo
foram apresentar boas condi¢cdes de saude geral sem quaisquer alteracdes
sistémicas evidentes ao exame clinico e ser portador de acne vulgar. Foram
excluidos do estudo pacientes que apresentaram histérico positivo referente ao
uso de antibioticos de uso topico ou sistémico e Isotretinoina no periodo inferior
a seis meses antecedentes ao estudo, no caso das mulheres que faziam uso
de anticoncepcional ou haviam descontinuado a utilizagdo no periodo inferior a
seis meses da data da pesquisa, pacientes imunossuprimidos ou

imunodeprimidos e que eram portadores de outras doencas de pele.
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3.1.3. Coleta das amostras clinicas

Foram selecionados 10 pacientes com acne vulgar, 0s quais aderiram a
pesquisa de forma espontanea, ndo sendo promovida obrigatoriedade ou
constrangimento ao individuo. 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 supervisdo do médico Dr. Marcio Arantes de Almeida, na clinica
de Cirurgia plastica intitulada Dr. Marcio Arantes de Almeida, localizada em
Araraquara, S&o Paulo. Para isso, as lesdes de acne foram limpas previamente
com &lcool 70%, a seguir, os comeddes, papulas e pustulas foram extraidos
usando um extrator de comeddes. As amostras extraidas foram transferidas
para um tubo estéril contendo caldo tioglicolato (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil)
(SONG et al.,, 2011) e imediatamente encaminhadas para o laboratério de
microbiologia clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

(UNESP) onde foram processadas.

3.1.4. Meios e condicdes de cultivo

Para a realizacdo dos ensaios microbiolégicos foi preparado o meio de
cultura agar sangue utilizando 20 g/L de Tryptic soy agar (TSA Acumedia,
Lansing, Michigan, EUA), 26 g/L de &gar 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 Cientificos Ltda. - Araraquara, SP, Brasil) a 120°C e
resfriado em banho - maria com temperatura constante de 50°C. Apos 0 meio
de cultura atingir a temperatura de 50°C 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 recomendacfes do fabricante. As amostras coletadas foram semeadas em

agar sangue a 37°C em condi¢des de anaerobiose.
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3.1.5. Caracterizacao por coloracdo de Gram e identificacdo bioquimica

das amostras clinicas

Apés o cultivo das amostras coletadas dos 10 pacientes, o conteudo
crescido nas placas de agar sangue foi transferido para tubos de vidro estéreis
contendo 10 mL de caldo TSB. A seguir, esse indculo foi homogeneizado em
agitador vortex e na sequéncia foi realizada a diluicdo seriada na base de 10
até a concentracdo 10-’ cél/mL. Ap6s a diluicdo, aliquotas de 100 pL de cada
diluicdo, de cada paciente, foram semeadas novamente em agar sangue e

cultivadas em anaerobiose a 37°C por 7 dias.

Apés os 7 dias de crescimento, foi possivel visualizar as colbnias
isoladas. Dessa forma, as col6nias 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 -20°C. A outra parte das
amostras foi utilizada para a realizacdo da coloracdo de Gram, ensaio de
catalase e cultivo das colonias em meio Agar sal manitol Kasvi (Curitiba, PR,
Brasil).

3.1.5.1. Coloracéo de Gram

A coloracdo foi realizada utilizando o kit de coloracdo de Gram da
Laborclin (Laborclin - Pinhais, PR, Brasil). Para isso, foi feito um esfregaco com
as colbnias isoladas de todos os pacientes e cada lamina foi recoberta com
solucdo de violeta genciana por 1 minuto. Apds, as mesmas foram
cuidadosamente lavadas com agua corrente. Na sequéncia, as laminas foram
recobertas com lugol por 1 minuto, posteriormente o mordente foi desprezado e
os esfregacos foram novamente lavados em agua corrente. ApOs esse etapa
foi adicionada a solucdo descorante por 15 segundos sobre as laminas.
Finalmente, o descorante foi removido e foi adicionada fucsina fenicada por 30
segundos. Apos, o contracorante foi removido e as laminas foram novamente
lavadas em agua corrente. ApOs a lavagem, todas as laminas foram
cuidadosamente secas com lenco de papel e foram visualizadas no
microscopio com a objetiva de aumento de 100x (adaptado de TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).
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3.1.5.2. Avaliagdo da presenca da enzima Catalase

Para a avaliagdo da presenca da enzima catalase, as colonias isoladas
cujas células apresentaram morfologia de cocos foram previamente cultivadas
em Tryptic soy agar (TSA - Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) e as colonias
com células com morfologia de bacilo em Reinforced Clostridial Agar. Apos o
cultivo, colbnias isoladas foram transferidas para laminas e uma gota de
peroxido de hidrogénio a 3% (Farmax - Divindpolis, MG, Brasil) foi dispensada
sobre a col6nia avaliada. Essa enzima converte o peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. Portanto, quando o peroxido de hidrogénio é adicionado sobre
colénias bacterianas que produzem a catalase, € possivel Vvisualizar
imediatamente a formacédo de bolhas. Dessa forma, as colonias as quais foi
observada a formacdo de bolhas, foram consideradas catalase positiva
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

3.1.5.3. Avaliacdo da fermentacdo do manitol
O meio Agar sal manitol utilizado para o cultivo foi da marca Kasvi

(Curitiba, PR, Brasil). Esse meio € utlizado para o isolamento de
Staphylococcus spp. em amostras clinicas. Apresenta em sua composi¢ao
7,5% de cloreto de sodio e possui um indicador de pH, fazendo com que o
meio mude de cor se 0 manitol € fermentado. Dessa forma, as colbnias que
fermentam o manitol sdo diferenciadas através da mudanca da coloracdo do
meio de rosa/ vermelho para a cor amarela. Devido a alta concentracdo de
cloreto de sédio, ndo ocorre o crescimento de microrganismos que nao sao
capazes de crescer nessas condi¢cdes. Por isso, esse meio é seletivo e
diferencial (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Dessa forma, sugeriu-se que as
colénias rodeadas por area amarela poderiam ser identificadas como sendo S.
aureus e as colonias rodeadas por vermelho/rosa, como Staphylococcus

coagulase-negativa.

3.1.6. Identificagdo molecular das amostras clinicas

O ensaio de PCR convencional foi realizado para identificacdo das
espécies bacterianas no laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de
Odontologia de Araraquara sob a supervisdo da Profa. Dra. Marlise Inéz Klein

Furlan.
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3.1.6.1. Extracdo de DNA

As cepas de referéncia 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 extracdo de DNA
utilizado para as cepas de referéncia e as amostras clinicas foi realizado
conforme descrito por Klein e Gongalves, (2003). Dessa forma, as cepas que
estavam mantidas em freezer -20°C foram reativadas nos meios especificos de
crescimento, preparados de acordo com as recomendacfes do fabricante
(Tabela 1) e os micro-tubos contendo as colonias foram centrifugados por 5
minutos a 10000 xg. A seguir, as amostras foram lavadas duas vezes com
solucdo salina 0,9% estéril. Posteriormente, foram adicionados 500 pL de
tampéo T.E (10 mM Tris e 1 mM EDTA, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e as
amostras foram fervidas em banho-maria a 100°C durante 10 minutos. Apos
esse procedimento, as amostras esfriaram por 10 minutos, e 0s micro-tubos
foram centrifugados durante 5 minutos, por 10000 xg e 4°C. Em seguida, o
DNA foi ressuspenso, removido e transferido para um micro-tubo estéril. Apés
essa etapa, as amostras foram mantidas em gelo e foi realizada a quantificacéo
do rendimento (DOgsonm € razdo DOazgors0) €m nanoespectofotdmetro
(NanoDrop DS-11, DeNovix, Wilmington, DE, EUA). A quantificacdo foi
realizada em duplicata utilizando 1,25 pL do DNA por leitura. Apés a

quantificacdo, as amostras foram armazenadas em freezer -20°C.

Tabela 1. Meios especificos 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: Elaboragéo prépria.

3.1.6.2. Preparo dos primers
Os primers Forward e Reverse foram sintetizados pela empresa Life
Technologies Brasil Com Ind Prod Bio LTDA (S&o Paulo, SP, Brasil). Na Tabela
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2 encontram-se as sequéncias dos primers, valores de temperatura de

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

Tabela 2. Descricéo da sequéncia e dos parametros dos primers utilizados.

Tamanho
. : Sequéncia dos primers TA do a
Microrganismo Gene (5 = 3 (°C) produto Referéncia
(pb)

C. acnes 16S GCGTGAGTGACGGTAATGGGTA 60 131 EISHI et al.,

: rRNA TTCCGACGCGATCAACCA 2002
. - GTTGATAACCGTCAACAAGG FARD et al.,

S. epidermidis  SesC CATGTTGATCTTTTGAATCCC 55 388 2015
S, aureus nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT 55 267 BRAKSTAD
' AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC etal., 1992

TA: Temperatura de anelamento. Fonte: Elaboracao propria.

Apdés a sintese, esses primers liofilizados foram preparados para
realizacdo dos ensaios. Cada micro-tubo foi centrifugado por 1 minuto (10000
gX) para que todo o conteddo do micro-tubo fosse sedimentado e nao
sobrassem resquicios na tampa. Posteriormente, cada primer foi ressuspenso
adicionando-se tampéo T.E, pH 8,0. Foram adicionados 10 pL de T.E por nmol
de primer, seguindo as recomendac¢fes do fabricante. A seguir, as solugcdes
foram homogeneizadas e cada primer permaneceu por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi feita a quantificacdo de cada
primer em nanoespectofotometro (NanoDrop DS-11, DeNovix).

As leituras foram realizadas em duplicata e um volume de 1,25 uL foi
utilizado para cada leitura a fim de verificar a concentracdo dessas solucfes
estoque. Dessa forma, a concentracdo de 0,1 mM da solucdo estoque deveria
estar proxima da concentracdo indicada na bula de cada primer e esse valor
ndo poderia variar de 20% (para mais ou menos). Os valores da razao
A260/A280 deveriam estar entre 1,8-2,1. O preparo das solucdes de trabalho
foi feito utilizando agua de grau molecular (Molecular Grade Water, Ambion). A
diluicdo foi feita adicionando 100 yL do primer forward, 100 yL do primer
reverse e 800 uL de agua molecular em micro-tubo de 1,5 mL (concentracao
final de 10 uM). Apds os preparo, aliquotas de 50 pL de cada primer bem como
as solugdes estoque (concentragao final 100 uM) foram mantidas em freezer -
20°C.
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3.1.6.3. PCR convencional

Foi realizado PCR convencional para cada gene de interesse utilizando
o kit Tag DNA Polymerase, recombinant (Life Technologies Corpor, Staley
Road, Nova lorque, EUA). Dessa forma, foi feito um Master Mix (volume final

de 50 pL) para cada par de primer (concentracdo 6tima de 250 nM).

Os componentes e o0 volume para cada reacdo estdo disponiveis na
Tabela 3.

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

Componente Volume (uL)
Agua molecular 40,25
10X iTaq Buffer 5

50mM MgCl; 15
10mM dNTP Mix 1

Primer (10uM) 1

iTag DNA Polymerase 0,25

Fonte: Elaboracéao prépria.

Realizado o preparo do Master Mix, foram adicionados 49 pyL em tubos
de 0,2 mL contendo 1 yL do DNA gendmico das amostras microbianas (ha
concentracdo de 100 ng/uL) ou agua de grau molecular. Os tubos foram
levados ao termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e os parametros empregados no
ciclo de amplificagao foram:

e Ciclo 1: 95°C por 3 minutos;

e Ciclo 2: 95°C por 15 segundos;

e Temperatura de anelamento especifica para cada a primer por 30
segundos;

e 72°C por 11 segundos;

e 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 apos
a reacdo, as amostras foram submetidas a técnica de Eletroforese em Gel de
Agarose (1%). Para isso, foi preparada uma solucédo tampéo 1X TAE (40 mM
Tris-Acetate e 1 mM NayEDTA, Invitrogen™), (adicionando 100 mL da solucéo
tampdo 10X TAE em 900 mL de agua molecular ultrapura). Posteriormente, o
tampao 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:

l. Foram adicionados em um béquer 50 mL do tampéo TAE 1X e
0,5 g de agarose (Invitrogen™). A seguir, essa solucdo foi
aguecida em micro-ondas até que a mesma fosse
completamente homogeneizada,;

Il. O béquer contendo a solugcdo foi colocado em um agitador
magnético a 65°C e foi adicionado 0,8 yL de brometo de etidio
(10 mg/mL);

Il A solucéo foi dispensada em um suporte nivelado anteriormente
com a bancada e contendo o pente em posicdo. Apos a
solidificacdo do gel, o pente foi removido e as amostras foram

adicionadas aos slots.

Para a realizacdo da corrida, foi adicionado no primeiro slot 5 uL de DNA
Ladder (Invitrogen™). Nos demais slots, foram adicionadas as amostras, que
foram preparadas homogeneizando 10 yL do produto de PCR e 2 pL da
solucdo de Loading Buffer (Invitogen™). Posteriormente, foi realizada a corrida
horizontal em cuba Bio-Rad com a poténcia de 70 V durante 60 minutos. Apés
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 Il - Avaliacao da efetividade da terapia fotodinamica 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 realizacdo desta
técnica, foram utilizadas placas de 96 pocos (Kasvi - Curitiba, PR, Brasil). O
biofiilme foi formado a partir de um pool de amostras dos 10 pacientes.
Previamente a formagdo do biofiime, as amostras foram descongeladas
semeadas em agar sangue e incubadas em anaerobiose durante 7 dias. Apos
esse periodo foi feito um in6éculo em tampédo PBS raspando com uma alca de
inoculacdo de 10 pL toda a amostra microbiana crescida no agar. A seguir, a
amostra foi centrifugada por 5 minutos a 5000 xg e as células foram lavadas
com tampéo PBS 2 vezes. Apés esse procedimento, o tampéao 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 solucdo contendo os
microrganismos do tubo 1 foi adicionado no tubo 2 a fim de formar uma
suspensao com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala turbidimétrica de Mc
Farland. Com o auxilio de um espectrofotobmetro, a densidade O6ptica desse
in6culo foi lida em 630 nm e a leitura foi ajustada nos valores de 0,08 - 0,1
(~1x108 cél/mL).

ApoOs o ajuste, cada poco da placa de 96 pocos foi cuidadosamente
preenchido com 200 puL do in6culo. As amostras foram incubadas em
anaerobiose, a uma temperatura de 37°C, durante 48 horas. Apds 72 horas de
formacao do biofilme, o meio de cultura foi renovado, e a placa de 96 pocos
contendo as amostras foi incubada novamente por 24 horas, nas mesmas
condicBes descritas, totalizando quatro dias de formacao, no qual o biofilme

estava em seu estado maduro.

3.2.2. Avaliagdo da viabilidade celular através da Microscopia de
fluorescéncia Confocal
O biofilme foi formado em placas de 24 pocos, adicionando em cada
poco 2 mL do in6culo, preparado conforme descrito anteriormente no item 3.2.1

As solucbes de syto-9 e iodeto de propidio (Molecular Probes, Invitrogen™)
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foram preparadas adicionando 5 pL de cada sonda (a partir da solucéo
estoque) em 5 mL de tampdo PBS. ApGs o preparo, 500 pL da solugéo
contendo ambos os marcadores foi adicionada cuidadosamente em cada pogo
da placa contendo as amostras. As placas foram incubadas em atmosfera livre
de oxigénio a 37°C durante 30 minutos. Apds a incubacéo, a solucdo contendo
0s marcadores foi removida dos pocos e as amostras de biofilmes foram
lavadas uma vez com tampao PBS. A seguir, foram adicionados em cada poc¢o
1 mL de tampéo PBS e as amostras foram analisas utilizando o microscopio de
fluorescéncia confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan) na objetiva de 20 e
40x. As faixas de lasers utilizadas para deteccdo foram 488 nm até 520 nm
para Syto-9 e 561 nm até 620 nm para iodeto de propidio (ZAGO et al., 2020).

3.2.3. Tratamento fotodinamico

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 Quimica da Universidade Federal de
Séo 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 (S&o Carlos, SP, Brasil) (Figura 5).

LED 460 nm | LED 660 nm

'l

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

e 660 nm). Fonte: Elaboracéo proépria.
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3.2.3.2. Parametros utilizados nos ensaios de terapia fotodinamica

As concentragdes dos fotossensibilizadores estudadas foram 75, 100 e
150 pg/mL. As fluéncias utilizadas foram 75, 100, 150 e 200 J/cm? para a fonte
de luz vermelha (660 nm /129 mW/cm?) e para o LED azul foram utilizadas as
seguintes fluéncias: 50, 75, 100, 150 e 200 J/cm? (460 nm / 150 mW/cm?)
(ZAGO et al., 2020).

O tempo de pré-irradiacdo dos fotossensibilizadores utilizados nesse
estudo foi determinado de acordo com o ensaio de internalizacao utilizando o
MFC. Dessa forma, o tempo de pré-irradiacao utilizado para a curcumina foi de
30 minutos, 1 minuto para o azul de metileno e 10 minutos para 0sS ensaios
com a clorina-e6. As solugcbes de FS foram preparadas no momento da
utilizacdo 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
solucdo de sacarose 0,5%. Dessa forma, a curcumina foi preparada
inicialmente em DMSO (solucéo estoque) e a solucdo de trabalho foi realizada
em solucao estéril de sacarose 0,5% (Synth, Diadema, SP, Brasil). As solucfes
estoque e de trabalho utilizadas nos experimentos com biofilme foram
preparadas conforme descrito na Tabela 4:

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

biofilmes.
FS Solucao estoque Solucgao do ensaio
75, 100 e 150 pg/mL / em
sacarose 0,5% e DMSO
Curcumina 15 mg/mL em DMSO 1%
Azul de 2 mg/mL em solucao salina estéril 75, 100 e 150 pg/mL
Metileno (0,9%) /em caldo TSB
3 mg/mL em agua ultra-pura estéril 75,100 e 150 pg/mL/ em
Clorina-e6 e DMSO (10%) caldo TSB e DMSO 1%

Fonte: Elaboragado propria *As concentracdes de FS utilizadas nos testes de TFD foram obtidas
através das solucdes de ensaio.
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3.2.3.3. Caracterizacao fotoquimica e fotofisica dos
fotossensibilizadores
Os espectros UV-Vis foram determinados antes e apds a irradiacdo dos
fotossensibilizadores estudados na concentracdo de 75 pg/mL, utilizando a
fluéncia de 50 J/cm? para o LED 460 nm e fluéncia de 200 J/cm? para o LED
660 nm a fim de verificar se essas moléculas fotossensiveis estariam
disponiveis e ndo teriam degradado por completo durante todo o periodo de

irradiacao.

A fluéncia total foi dividida em trés tempos. Nos testes utilizando a
curcumina, os tempos de irradiacdo avaliados foram 111, 222 e 333 segundos.
Quanto aos ensaios com o azul de metileno e a clorina-e6, a fluéncia total foi
dividida nos seguintes tempos de irradiagbes: 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 ap6s mais uma aplicacéo fotodinAmica na fluéncia de 200 J/cm?.

As medidas foram realizadas no equipamento (SynergyH1 Multi-Mode
Reader, BioTek, Winooski, VT, EUA) adicionando um volume de 100 pL das
solucbes dos FSs em cada poco de uma microplaca. Os ensaios foram

realizados em triplicata em trés ocasides independentes (n=9).

3.2.3.4. Avaliagcdo da Internalizagcdo dos fotossensibilizadores nas

amostras de biofilme através da Microscopia de fluorescéncia
Confocal

A internalizacdo dos fotossensibilizadores propostos foi avaliada

qualitativamente e quantitativamente utilizando o microscépio de fluorescéncia

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

Systems.

Os biofilmes foram formados em placas de 24 pocos conforme descrito
anteriormente e posteriormente, as amostras foram incubadas com o0s
fotossensibilizadores durante 1, 5, 10, 15 e 30 minutos a fim determinar o

melhor tempo de pré-irradiagéo. A concentragédo dos trés fotossensibilizadores
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avaliados foi de 75 pg/mL. Para as amostras incubadas com AM e Ce6 foram
utilizados lasers em 561 nm para emissao e 700 nm para deteccdo. Para
avaliar a internalizacdo da CUR nas amostras de biofilmes foram utilizados
lasers em 488 nm de excitacéo e 530 de deteccdo (ZAGO et al., 2020).

Todas as amostras foram divididas em 18 slices. Para avaliar a
internalizacdo do AM e Ce6 a abertura do pinhole foi 2,43AU/95 pm com ganho
de 800 V. Quanto a internalizagdo da CUR foi utilizada uma abertura de pinhole
de 2,81 AU/93 um com ganho de 779 V. A &rea de leitura para todos 0s pogos
foi de 0,39 mm?. Foram utilizados grupos controle sem tratamento para avaliar
a autofluorescéncia das amostras de biofilmes e o valor de unidade relativa de
fluorescéncia referente a cada controle foi subtraido dos valores referentes as
amostras tratadas com os fotossensibilizadores. A fim de verificar se a
penetracdo dos FSs foi homogénea foram avaliados trés campos equidistantes
de uma mesma amostra. Os pocos foram analisados em objetiva de 10x de

aumento.

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

Objetivando evitar qualquer interferéncia durante as irradiacdes cada
placa recebeu apenas um tipo de tratamento. De acordo com as dimensdes do
campo de irradiacdo, com o tempo de exposicdo das amostras a luz e com a
poténcia de cada LED foi definida a fluéncia. Para que fosse calculada a

fluéncia a seguinte férmula foi empregada:
Fluéncia (J/ cm?) = | (W/cm?) x t (segundos)

Sendo, J: Joules; cm? centimetro quadrado; I: intensidade; W: Waitt; t:
tempo.

A partir do quarto dia de formacdo do biofilme, as amostras foram
submetidas aos tratamentos fotodinamicos (um tratamento por dia). Apos cada
tratamento, para a remogéo das amostras de biofilme formado, cada pogo foi
cuidadosamente raspado durante 15 segundos, utilizando uma alga rigida de
inoculacdo de 1 pL. O conteudo foi aspirado, transferido para micro-tubos

estéreis e homogeneizado em agitador vortéx durante 30 segundos. A seguir
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foi realizada a diluicdo seriada na base de 10 até a concentracdo de ~10-
" cél/mL e a seguir, aliquotas de 100 L de cada diluicdo das amostras foram
semeadas em meio solido 4gar sangue em duplicatas. Posteriormente, as
placas de Petri contendo as amostras foram incubadas em anaerobiose, a
37°C. As unidades formadoras de colbnias (UFC/mL) foram contabilizadas
apo6s 7 dias de incubacéo.

A férmula utilizada para o céalculo da UFC/mL foi a seguinte:

Numero de coldnias x 101
q

UFC/mL =

Nessa férmula n representa o valor absoluto da diluicdo e g a quantidade
pipetada em mL a ser semeada na placa contendo meio sdlido. Neste estudo,

g= 0,1, pois o volume semeado em meio sélido foi de 100 pL.

Os grupos avaliados nesse ensaio foram 0s seguintes:
% Grupol: Controle de Crescimento (Cc)

Nenhum tratamento foi aplicado neste grupo. Aliquotas 100 uL do caldo
TSB foram dispensadas nos pocos, sobre o biofilme formado. Os resultados
obtidos com as culturas dessas amostras foram utilizados como parametro
para a comparacdo com agueles obtidos com as culturas das amostras

submetidas ao tratamento.
% Grupo 2: Luz (+L-FS)

Neste grupo foi avaliado se a aplicacdo da luz na auséncia dos FSs
poderia apresentar efeitos toxicos para os microrganismos. Dessa forma,
aliquotas de 100 pL de caldo TSB foram adicionadas aos poc¢os desejados e
em seguida foi realizado o ensaio com as fluéncias de luz mencionadas

anteriormente.

% Grupo 3: fotossensibilizador (-L+FS)
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Para avaliacdo da toxicidade dos diferentes FSs sobre as amostras,
aliguotas de 100 pL dos FSs preparados nas concentracdes desejadas foram
dispensadas nas placas contendo as amostras microbianas e mantidas no
escuro com as concentracfes de trabalho desejadas durante 1, 10 ou 30
minutos (dependendo do FS utilizado), somado ao tempo referente a cada
fluéncia avaliada, mimetizando o tempo no qual o FS ficaria em contato com as

amostras durante os tratamentos fotodinamicos.
s Grupo 4: terapia fotodindmica antimicrobiana (+L+FS)

Neste grupo foi avaliada a acdo da TFD mediada por CUR, AM e Ce6.
Desta forma, aliquotas de 100 pL das concentracdes de FS foram dispensadas
sobre as amostras e pré-incubadas no escuro durante os tempos de pré-
irradiacdo citados anteriormente, ap0s esse periodo, a placa contendo as

amostras foi irradiada com as fluéncias de luz mencionadas.
s Grupo 5: DMSO 1%

Esse grupo avaliou se 0 DMSO a 1% (concentracdo final que o DMSO
estava durante o teste) apresentou toxicidade para as amostras. Os ensaios
foram realizados inoculando 100 pL do meio de cultura contendo o DMSO na
referida concentragcdo em pocos de placa de 96 pocos. Quando incubada no
escuro, essa solucao ficou em contato com as amostras 0 mesmo tempo no

qgual as amostras utilizando Ce6 permaneceram no ensaio de TFD.
s Grupo 6: Sacarose 0,5%

Esse grupo avaliou se a solugdo de sacarose 0,5% utilizada para
solubilizar a solugdo de curcumina apresentou alguma interferéncia sobre as
amostras de biofiime. Os ensaios foram realizados inoculando 100 pL da
solugéo de sacarose 0,5% em pocos de placa de 96 pocos. Quando incubada
no escuro, essa solucdo ficou em contato com as amostras 0 mesmo periodo

no qual as amostras utilizando CUR permaneceram no ensaio de TFD.
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3.2.3.6. Avaliacdo dos componentes proteicos da matriz do biofilme por
meio de Microscopia de Fluorescéncia Confocal

O dano nos componentes proteicos da matriz foi avaliado
qualitativamente e quantitativamente utilizando o microscopio de fluorescéncia
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 um. Para realizacdo do
ensaio, os biofilmes foram formados in vitro e tratados conforme descrito
anteriormente, em microplacas de 96 pocos. ApoOs os tratamentos, os biofilmes
foram lavados duas vezes com tampé&o PBS (200 pL) e posteriormente, 100 pL
da solucdo de SYPRO® Ruby Biofilm Matrix Stain (Invitrogen™) foi adicionada
em cada poco. As placas foram incubadas em anaerobiose a 37°C durante 30
minutos, protegidas da luz. Apds esse periodo, o marcador foi retirado das
amostras, e em cada poco foram adicionados 100 pL do tampé&o PBS. A sequir,
as amostras foram visualizadas no Microscopio de Fluorescéncia Confocal
(excitacdo: 488 nm; deteccdo: 700 nm). Foram analisados campos
equidistantes de uma mesma amostra e 0s poc¢os foram analisados em objetiva

de 10x de aumento.

3.3. ESTUDO Il - Avaliacdo da biocompatibilidade da terapia
fotodinamica 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 priméria, isolados de pele e queratindcitos imortalizados
(HaCaT cédigo BCRJ 0341) ambos derivados da pele de um adulto saudavel.
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
antibiotico e antimicotico (penicilina G -10.000 pg/ml, estreptomicina - 10.000
pg/ml e anfotericina B - 25 pug/ml) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) (CASTILHO et al.,
2010). O cultivo celular foi realizado a 37°C com 5% de CO,,
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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 confluéncia, cultivadas

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

As células foram lavadas com PBS estéril pH 7,2 (PBS 1X - NaCl 140
mmol.L™?, KCL 3,0 mmol.L™}, Na;HPO,4 4,30 mmol.L ™, KH,PO4 1,4 mmol.L™?) e
soltas com solugéo de tripsina (0,05% v/v) / EDTA (0,53 mMI/L) (Sigma-Aldrich,
MO, EUA), e centrifugadas a 400 xg por 5 minutos. O protocolo utilizado para a
formacao 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
antibiotico e antimicotico, 500 puL de soro fetal bovino e 2,0 mL de colageno
tipo | produzido a partir da cauda de ratos Wistar conforme descrito por
Barbugli, (2010). Essa solucdo foi neutralizada com 30 pL NaOH 1M e foi
adicionado 2,5 mL da suspensdo de fibroblastos a 0,3 x10° por mL. Essa
mistura foi preparada em tubo estéril de 50 mL em isopor com gelo.

ApGs o preparo, um volume de 1,0 mL dessa mistura foi adicionado em
cada poco de uma placa de 24 pocos (Kasvi - Curitiba, PR, Brasil) e as
amostras incubadas durante 2 horas para polimerizacdo da camada dérmica.
Apos esse periodo, para a formacéo da camada epitelial, um volume de 200 pL
da suspensdo de queratindcito na concentracdo de 2,1 x 10° células/mL
preparada em meio DMEM com 5% de SFB foi dispensado em cada poco
sobre as camadas dérmicas e as amostras incubadas por 17 horas.
Posteriormente, o meio foi retirado e foram adicionados 400 uL 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 pituitaria 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
fotodinamicos. Os tecidos foram preparados em triplicada e os experimentos

realizados em 2 ocasides distintas (n=6).
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3.3.3. Aplicagéo da terapia fotodinamica sobre os modelos de Co-cultura

Tridimensional (3D) de pele

Apos o desenvolvimento do tecido, o meio KGM-Gold suplementado foi
retirado dos pocos e 500 pyL de tampédo PBS foram adicionados nos grupos
controle de crescimento sem tratamento e nos grupos de controle de luz; e 500
ML das solugcbes de azul de metileno, clorina-e6 e curcumina nas
concentracdes de 75 pg/mL nos grupos TFD e FS na auséncia de luz. Foram
utilizadas placas distintas para os grupos tratados com exposicdo e auséncia
de luz. A irradiacdo foi realizada por cima da placa de 24 pocos e a fluéncia
utilizada foi de 50 J/cm? para a luz azul e 200 J/cm? para a luz vermelha. Apés
os tratamentos, as solugdes foram retiradas dos pocos e cada poco foi lavado
duas vezes com 400 pL de tampado PBS. A seguir, foram adicionados 400 pL
do meio KGM-Gold e os tecidos incubados por 24 horas para realizacdo 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, po¢os contendo apenas meio de
cultivo (CN).

3.3.4. Viabilidade celular por Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
Para realizacdo do ensaio, o MTT (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi
preparado a uma concentracdo de 3 mg/mL em caldo Roswell Park Memorial
Institute - RPMI sem vermelho de fenol (Sigma St. Louis, MO, EUA), 2 vezes
concentrado. Apds 24 horas da realizacdo dos tratamentos, o meio de cultura
foi retirado dos pocos da placa e aliguotas de 150 yL da solucdo de MTT
previamente preparada, foram adicionadas em cada um dos pocos contendo as
amostras de tecido. A seguir, as placas foram incubas por 4 horas. Apds esse
periodo, a solugdo de MTT foi retirada dos pocos e foram adicionados 200 pL
de alcool isopropilico (Synth, Diadema, SP, Brasil) em cada poco. Os tecidos
foram desestruturados com uma ponteira de 200 uyL e aliquotas de 100 pL
foram transferidas para placas de 96 pocos (n=12). A seguir, foi lida a
absorbancia em 562 nm no leitor EZ Read 400 Microplate reader — BioChrom,

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

pele por meio de Microscopia de fluorescéncia confocal

A caracterizagdo do modelo 3D e a viabilidade celular apés os
tratamentos foram analisadas por meio da técnica de Microscopia de
Fluorescéncia 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 realizagdo do ensaio, o meio KGM-Gold suplementado foi
removido dos pocos e os tecidos foram lavados uma vez com tampao PBS. A
seguir, foi adicionado em cada poco 500 uL de iodeto de propidio (Pl - 1:1000)
(Sigma-Aldrich) e as amostras foram incubadas por 15 minutos. Apds esse
tempo, a solugéo de PI foi removida dos pogos e as amostras foram lavadas
duas vezes com PBS. A seguir, foram adicionados 500 pL por poco de
paraformaldeido (4% v/v) (Synth, Diadema, SP, Brasil) para fixacdo e as
amostras foram incubadas a 37°C durante 20 minutos. Apds a fixacdo, as
amostras foram lavadas uma vez com PBS, foram adicionados 500 pL em cada
poco de Triton-X (0,1% v/v) (Sigma-Aldrich) e as amostras foram incubadas por
20 minutos em temperatura ambiente. Na sequencia, a solucdo de Triton-X foi
removida e os tecidos foram lavados duas vezes com PBS. Posteriormente, as
células foram marcadas adicionando 500 pL da solucdo de ActinGreen™ 488
Reagente Ready Probes™ (25 uL por mL) em PBS (Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA) e os tecidos foram incubados durante 30 minutos em protecdo da
luz. Posteriormente, a sonda foi retirada, foram adicionados em cada poco 500
pL de Hoechst 33342 (1 pL por mL) em PBS (Sigma-Aldrich) e as amostras
foram incubadas em protecdo da luz e em temperatura ambiente por 10
minutos. Apés esse periodo, as amostras foram novamente lavadas uma vez
com tampao PBS e um volume de 500 pL de PBS foi adicionado em cada pogo
antes da aquisi¢do das imagens no microscopio de fluorescéncia confocal (Carl
Zeiss LSM 800 com Airyscan). Os lasers utilizados foram 405 com detecc¢éo
atée 470 nm para o Hoechst 33342, 488 com deteccdo até 530 nm para o
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marcador ActinGreen™ e a partir de 600 nm para o Pl foram. As amostras

foram analisadas em objetiva de 10x de aumento.

3.4. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de normalidade (Teste
de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov). Considerados normais, para
comparar os valores das variaveis continuas entre os grupos foram utilizados o
teste de Andlise de Variancia (one-way ANOVA), com pos-teste de Tukey e o
teste T. As analises foram realizadas através do software Graph Pad Prism®
Version 5.01 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). O nivel de

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

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO I

4.1.1. Caracterizacao por coloracao de Gram e identificacdo bioquimica

das amostras clinicas

A coloracdo de Gram demostrou que os isolados de todos o0s 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
formacdo de bolhas (H,O e O;) em todos os isolados, em ambas as
morfologias observadas, indicando a presenca da enzima. Dessa forma,
considerou-se que os bacilos Gram-positivos poderiam ser C. acnes, tendo em
vista que essa bactéria € um bacilo Gram-positivo, apresenta a enzima
catalase (CAUICH-SANCHEZ et al.,, 2001) e é frequentemente isolada das
lesBes de acne vulgar (NEVES et al., 2015).

Quanto aos isolados que apresentaram morfologia de cocos, estes
foram semeados em agar manitol a fim de identificar quais eram sugestivos de
S. aureus e quais seriam sugestivos de Staphylococcus coagulase-negativa.
Dessa forma, ap0s o cultivo, as placas em que o agar apresentou coloracédo

amarela indicaram a presenca de S. aureus. Conforme representado na Tabela



49

5, as amostras de 4 pacientes apresentaram isolados que fermentaram o
manitol. Dentre estes, também foi verificada a presenca de isolados que nao
fermentaram o manitol (Pacientes 1, 2, 3 e 4), indicando a presenca de duas

espécies de Staphylococcus.

Foi verificado que os isolados de 8 pacientes ndo fermentaram o manitol,
indicando o crescimento de Staphylococcus coagulase-negativa. Dentre estes,
S. epidermidis tem sido frequentemente isolado de lesbes de acne (JUSUF et
al., 2020). Dessa forma, considerando as caracteristicas da parede bacteriana,
morfologia, a ndo fermentacdo 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 as caracteristicas
morfoldgicas, estrutura da parede das bactérias isoladas e a presenca da
enzima catalase. O cultivo em meio manitol possibilitou a confirmagdo da
presenca de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativo. Dessa forma,
para uma investigacdo mais precisa das espécies bacterianas presentes nas

amostras foi realizado o ensaio de PCR convencional.

Tabela 5. Representagdo dos resultados dos ensaios de coloragdo de Gram e
identificac@o bioquimica das amostras clinicas.

Método P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 Pool
Coloragio de
Gram + + + + + + + + + + +
Catalase + + + + + + + + + + +
Fermentou
Manitol + + + + ND ND = = = 2 +

Nao fermentou
Manitol + + + + ND ND + + + + +

(+ indica positivo/ - indica negativo / ND — ndo 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:
Elaboragé&o propria.
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4.1.2. Identificagdo molecular das amostras clinicas

Para identificagdo molecular das espécies bacterianas encontradas nas
amostras, foram utilizados primers especificos em que a sequéncia de
nucleotideos foi previamente descrita e validada na literatura. O primer utilizado
para identificar C. acnes foi sintetizado para amplificar a porgdo 16S rRNA
dessa espécie conforme descrito por Eishi et al., (2002). Para identificacdo de
S. epidermidis o primer utilizado nesse estudo amplificou o gene SesC,
especifico da proteina C dessa espécie (FARD et al., 2015) . Quanto a S.
aureus, o primer utilizado amplificou uma sequéncia do gene nuc, que codifica
a nuclease termoestavel dessa bactéria (BRAKSTAD; AASBAKK; JOHAN,
1992).

4.1.3. Quantificacdo do rendimento da extracdo de DNA

O DNA de todas as amostras foi extraido e quantificado conforme
descrito por Klein e Gongalves, (2003). Nas Tabelas 6 e 7 é possivel verificar
que apdés a extracdo, a cepas de referéncia e as amostras clinicas

apresentaram rendimento de DNA.

Tabela 6. Quantificacdo do DNA pos-extragcédo das cepas padréao.

Espécie Leitlura Leit2ura I\/IIéqua das 260/280 2§0/28O Rendimento
eituras Leitura 1 Leitura 2 (1g)
C. acnes 324,60 330,54 327,57 1,90 191 162,96
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: Elaboracgé&o prépria
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Tabela 7. Quantificacdo do DNA pés-extracdo das amostras clinicas.

Leitura Leitura Média das 260/280 260/280 Rendimento
Amostra

1 2 leituras Leitura 1 Leitura 2 (1g)

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: Elaboracao prépria

4.1.4. Preparo e quantificagdo dos primers
De acordo com a metodologia descrita no item 3.1.6.2 0s primers
liofiizados foram ressuspedidos em T.E de acordo com o volume

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

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

Nome primer Concentracdo (nMol) Volume TE (uL)
CACNF 40,8 408
CACNR 42,3 423
SEPIF 39,0 390
SEPIR 39,6 396

NUCF 54,6 546
NUCR 55,7 557

Fonte: Elaboragéo prépria.

A fim de verificar se a concentracdo estava correta, aliquotas de 1,25 pL
foram quantificadas em nanoespectrofotbmetro (Tabela 9). A partir dos
resultados obtidos foi verificado que as concentragcdes estavam de acordo com
0 peso molecular de cada primer, e nenhum valor ultrapassou 20% do peso

molecular de todos os primers avaliados. Apds esse procedimento, estes foram
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diluidos a 10 pM conforme descrito anteriormente no item 3.1.6.2, e as

solugdes foram armazenadas em freezer -20°C até o momento do uso.

Tabela 9. Média das concentracdes dos primers.

Nome primer Média das leituras (ng/uL) Concentracédo estimada (ng/uL)

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

Fonte: Elaboracao prépria.

4.1.5. Produtos de PCR - Eletroforese em gel de agarose

A identificagdo molecular das amostras bioldgicas 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 possivel
observar que S.aureus foi identificado nas amostras clinicas de 4 pacientes. S.
epidermidis foi identificado em 8 amostras (Figura 6-C). E importante
mencionar também que as trés cepas foram identificadas nas amostras do
pool, utilizadas nos ensaios fotodinamicos. Além disso, os primers avaliados
identificaram as cepas de referéncia, comprovando sua especificidade com a
espécie alvo e tamanho de produto. As reacdes também foram realizadas com
o DNA genbmico de E. coli (controle negativo), a fim de confirmar a
especificidade dos primers e nao foi verificada amplificagéo em nenhum ensaio.
Como controle da auséncia de contaminantes nos reagentes, foram realizadas
reacbes contendo agua molecular no lugar do material genético e nao foi

observada amplificacdo (Figura 6 — A, B, C).

O crescimento de C. acnes, S. epidermidis e S. aureus em condi¢cdes de
anaerobiose, em amostras extraidas de lesbes 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 lesbes
inflamatorias de pré-adolescentes. Em outro estudo conduzido por Syabhrial et

al., (2009), os autores também identificaram as espécies bacterianas C. acnes
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(37,2%) e S. epidermidis (30,2%) em lesdes de acne Moon et al., (2012)
relataram que S. epidermidis (36%) e C. acnes (30%) dominaram os tipos de
colénias bacterianas obtidas em péapulas e pustulas de pacientes com acne
vulgar. No estudo de Sitohang et al., (2019) também foi verificada a presenca
de S. epidermidis (50,5%) e C. acnes (11,0%).

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9P10 POCA ECAG

g (

P1P2 P3 P4 PO SA ECAG

@)

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9P10 POSE EC AG

T

e C

Figura 6: Produtos de PCR visualizados em geral de agarose 1%. A: Produto de
PCR - identificagdo de C. acnes. B: Produto de PCR- identificacdo de S. aureus. C:
Produto de PCR - identificacdo 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: Agua.

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

clinicas foi verificar que a terapia poderia inativar microrganismos de um
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biofilme polimicrobiano que mimetizasse o biofilme presente nos foliculos.
Embora a porcentagem dos microrganismos encontrados tenha variado de
estudo para estudo, bem como o numero de amostras/pacientes, foi possivel
verificar que C. acnes, S. epidermidis e S. aureus, sado espécies que vem
sendo frequentemente isoladas das lesGes de acne. Dessa forma, de acordo
com os ensaios realizados, foi constatado que as amostras utilizadas nesse
estudo séo constituidas por microrganismos relacionados a patogénese da

acne vulgar.

4.2. ESTUDO I

4.2.1. Viabilidade celular por meio da técnica de Microscopia de

fluorescéncia Confocal

A fim de verificarmos a espessura e a viabilidade das amostras dos
biofimes formados in vitro, as amostras sem nenhum tratamento foram
marcadas com syto-9 e iodeto de propidio (PI) e foram analisadas por meio da
Microscopia de Fluorescéncia Confocal. O syto-9 (marcador de fluorescéncia
verde) € um corante que permeia todas as células presentes no biofilme e o PI
(marcador de fluoréscencia vermelha) € um corante que marca o DNA apenas
das células mortas. Desta forma, a prevaléncia da relacdo verde/vermelho
indica a viabilidade desta cultura, ou seja, quanto maior a prevaléncia de
marcacao em verde e menor em vermelho, maior € a predominancia de células
vivas compondo o biofilme (ZAGO et al.,, 2019). A partir dessa andlise, foi
possivel verificar que a espessura média do biofilme foi de 104 + 2um e que o
biofilme manteve a viabilidade celular, apresentando marcacdo em verde em
praticamente toda a extensdo da amostra (figura 7A, B e C). Além disso,
guando realizada a imagem com objetiva de aumento de 40x foi possivel
observar a presenca de células com diferentes morfologias, indicando que a

amostra do biofilme formado é polimicrobiana (figura 7B).



55

Figura 7. Viabilidade celular dos biofiimes analisados por Microscopia de fluorescéncia
confocal. Amostras marcadas com Syto-9 (células marcada em verde) e iodeto de propidio
(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 fotofisico e fotoquimico dos fotossensibilizadores

A fotodegradacdo de um FS refere-se a alteracdo fotoquimica de uma
molécula de forma que suas propriedades de absorcdo ou emissdo de luz sao
modificadas. Esse processo ocasiona a reducao da atividade fotodinamica e
alteracdo na intensidade de emisséo de fluorescéncia das moléculas (MANG et
al., 2008). Dessa forma, ensaios que avaliem a cinética de fotodegradacédo sao
de extrema importancia para identificarem se nos parametros determinados, as
moléculas fotossensiveis ainda estdo disponiveis para serem ativadas durante
todo o periodo de irradiacao.

No ensaio utilizando a curcumina como FS, foi possivel constatar que,
houve rapida fotodegradacdo, corroborando com o estudo de Sampaio et al.,
(2020) mas, até o final da irradiacdo, a curcumina ndo foi degradada por
completo (Figura 8 - A). A cinética na auséncia de luz (Figura 8 - B) demostrou

um pequeno decaimento da absorbéncia em fungcdo do tempo, sugerindo a
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formacao de agregados (BACELLAR et al., 2015; KWIATKOWSKI et al., 2018;
YANG et al.,, 2020). Adicionalmente, foi verificado que houve diferenca
estatistica em relag@o aos valores de absorbancia detectados em 460 nm entre
0s grupos irradiados e 0s grupos que nao receberam irradiacdo, Teste t, p=
0,0265 (figura 8 - C).

Com esse ensaio foi possivel verificar também o deslocamento do pico
de absorcdo, passando aproximadamente de 440 nm para 380 nm (efeito
batocrémico). Esse deslocamento pode ter sido ocasionado devido a formacao
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 autoxidacdo, clivando a cadeia e gerando um novo produto. A
analise espectrofotométrica dessa autoxidacdo 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. Avaliacdo da cinética de fotodegradacdo da curcumina. A: Fotodegradacdo da
curcumina na concentracdo de 75 pg/mL B: Cinética de fotodegradacdo da curcumina na
auséncia de luz C: pico maximo da fotodegradacdo da curcumina em 460 nm (n=9). (Teste t,
p=0,0265). TO: 0 seg.; T1: 111 seq.; T2: 222 seg.; T3: 333 seq.

Os ensaios utilizando o azul de metileno, também revelaram que os
valores de absorbéancia foram decaindo de acordo com os tempos de irradiacao
aplicados (figura 9 - A). Esses dados também demonstram que esse FS néo
havia degradado por completo tanto no periodo de 1550 segundos como apdés
3100 segundos de irradiacdo (figura 9 - A) e nao foi observado
desaparecimento ou surgimento de uma nova banda. A cinética na auséncia de
luz demonstrou que ndo houve degradacdo do azul de metileno nos diferentes
tempos, na auséncia de luz (figura 9 - B). Além disso, foi possivel verificar que
houve diferengca estaticamente significativa nos valores de absorbancia
detectados em 660 nm entre os grupos irradiados e 0S grupos que nao

receberam luz, Teste t, p= 0,0073 (figura 9 - C).
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Figura 9. Avaliacdo da cinética de fotodegradacdo do azul de metileno. A: Fotodegradacdo
do azul de metileno na concentracdo de 75 pg/mL B: Cinética de fotodegradacdo do azul de
metileno na auséncia de luz C: pico maximo da fotodegradac¢éo do azul de metileno em 660
nm (n=9). (Teste t, p= 0,0073). TO: 0 seqg.; T1:310 seq.; T2: 620 seq.; T3: 932 seq.; T4:1240
seg.; T5:1550 seq.; T6: 3100 seg.

No ensaio de cinética de fotodegradacdo da clorina-e6 foi possivel
observar que os valores de absorbancia diminuiram em relagdo ao tempo
(figura 10 — A). Além disso, foi observada uma diminuicdo de absor¢cdo em
torno de 400 nm (banda de Soret) e das bandas em torno de 505, 500 e 655
nm (banda Q). Em adigéo, verificou-se um deslocamento na direcdo de 700
nm. Corréa, (2006) também observou resultados semelhantes avaliando a
fotodegradacao do photodithazine apds irradiacdo com LED 630 nm sugerindo
gue essa nova banda formada com o deslocamento refere-se a transformacdes
quimicas que acarretaram na formacido de fotoprodutos (figura 10 - A). E
importante mencionar também que a clorina-e6 nao fotodegradou por completo
durante os 3100 segundos de irradiagdo. Esses dados demostram que havia
FS disponivel durante todo o periodo de irradiacao.

Na figura 10 - B € possivel verificar que ndo houve degradacdo da

clorina-e6 nos diferentes tempos de incubacgéo, na auséncia de luz. Os valores
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maximos de absorbancia detectados em 660 nm apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos irradiados e néo irradiados, Teste t, p<0,0001 (figura
10 - C), indicando que o decaimento da absorbancia aconteceu devido a

irradiacao.
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Figura 10. Avaliagdo da cinética de fotodegradacdo da clorina-e6. A: fotodegradacao da
clorina-e6 na concentragdo de 75 pg/mL. B: Cinética de fotodegradacao do azul de metileno na
auséncia de luz C: pico maximo da fotodegradagdo do azul de metileno em 660 nm (n=9).
(Teste t, p<0,0001). TO: O seg.; T1:310 seqg.; T2: 620 seqg.; T3: 932 seq.; T4:1240 segq.;
T5:1550 seg.; T6: 3100 seq.

4.2.3. Internalizacdo dos fotossensibilizadores nas amostras de biofilme
através da técnica de Microscopia de fluorescéncia Confocal
A permeacdo e a internalizacdo dos fotossensibilizadores nos
microrganismos organizados em biofilmes € de grande importancia para que as

ocorra sensibilizagdo dos microrganismos e a terapia fotodinaAmica apresente
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efeito, impedindo a prevaléncia de células persistentes (HONRAET; ROSSEL;
COENYE, 2014).

A partir da realizagdo do ensaio de MFC para avaliar a internalizagéo
dos fotossensibilizadores utilizando diferentes tempos de pré-irradiacdo foi
possivel observar que, os trés fotossensibilizadores foram capazes de permear
os biofilmes até uma espessura de 50 + 2um. No entanto, houve diferenca no
tempo da internalizacdo dos trés FSs estudados, possivelmente devido as
propriedades quimicas distintas dessas trés moléculas.

Nos ensaios utilizando a curcumina, é possivel observar nas imagens
(figura 11) e nos resultados de quantificacdo, um aumento gradual da
fluorescéncia emitida com o aumento do tempo. Porém, ndo houve diferenca
estatistica entre os tempos de 5 e 10 minutos. Dessa forma, os dados sugerem
que o tempo de 30 minutos de pré-irradiacdo (one-way ANOVA com pos-teste
de Tukey, p<0,001) seria necessario para uma maior internalizacao desse FS
pelos microrganismos organizados no biofilme acneico (figura 14). Esses
resultados corroboram com o estudo de Andrade et al., (2013), em que o0s
autores analisaram a internalizacdo de CUR em biofilmes de Candida e
observaram através de imagens obtidas por MFC maior fluorescéncia apés 20
minutos de incubacdo quando comparado ao tempo de 5 minutos, sugerindo
gue a penetracdo da CUR nas células do biofilme ap6s 20 minutos pode ter
alcancado valores maiores.

Utilizando o azul de metileno como FS, foi possivel observar visualmente
através da coloracdo das imagens obtidas (figura 12) e nos resultados de
qguantificacdo da emissao de fluorescéncia (figura 15) que ndo houve diferenca
estatistica na internalizacdo desse FS pelos microrganismos nos diferentes
tempos avaliados. Sendo assim, de acordo com os dados, 1 minuto de pré-
irradiacao seria o suficiente para esse FS ser internalizado nas amostras desse
biofilme.

Quanto a internalizacdo 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 ultimos, ndo houve
diferenca estatistica. Portanto, esses resultados indicaram que entre os tempos
avaliados, o tempo de 10 minutos poderia ser utilizado como tempo de pré-

irradiacao (figura 16).
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Considerando que o biofilme € um ambiente altamente hidratado que
protege as células das flutuacdes do potencial hidrico e que a CUR e a Ce6
possuem caracteristicas hidrofébicas, € possivel que esses FSs agreguem
gquando entram em contato com a agua presente na matriz extracelular,
dificultando a internalizagcdo (HUANG et al., 2010; PINTO et al., 2020). O AM
ao contrario, possui uma estrutura bésica com propriedades hidrofilicas
(TARDIVO et al., 2005), o que pode justificar a rapida internalizacdo desse FS
nas amostras dos biofilmes acneicos.

Dessa forma, os resultados desse estudo sugerem que o tempo de
internalizacdo dos FSs nas amostras de biofiimes depende das propriedades
distintas de cada molécula. No caso de FSs fenotiazinicos, como o AM, o
tempo de internalizacdo pode ser mais curto. No entanto, a CUR e a Ce6,

podem necessitar de tempos maiores.
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Figura 11. Internalizacdo da curcumina (75 pg/mL) nos tempos de pré-irradiacéo de 1,5,

10, 15 e 30 minutos. Marcacdes em verde indicam a internaliza¢do da curcumina.
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Figura 12. Internalizac&o do azul de metileno (7 5ug/mL) nos tempos de pré-irradiacéo de
1,5, 10, 15 e 30 minutos. Marcacdes em vermelho indicam a internalizacdo do azul de

metileno.
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Figura 13. Internalizac&o da clorina-6 (75 pg/mL) nos tempos de pré-irradiacéo de 1, 5, 10,

15 e 30 minutos. Marca¢Bes em vermelho indicam a internalizag&o da clorina-6.
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Figura 14. Quantificacdo da emissdo de fluorescéncia da curcumina. As colunas
representam os valores médios de emissao de fluorescéncia. As barras representam o desvio-
padréo (n=6). Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tempos (one-

way ANOVA com pés-teste de Tukey).
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Figura 15. Quantificacdo da emissdo de fluorescéncia do azul de metileno. As colunas
representam os valores médios de emissao de fluorescéncia. As barras representam o desvio-
padrdo (n=6). Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tempos (one-

way ANOVA com pés-teste de Tukey).
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Figura 16. Quantificagdo da emissdo de fluorescéncia da clorina-e6. As colunas
representam os valores médios de emissédo de fluorescéncia. As barras representam o desvio-
padrdo (n=6). Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tempos (one-

way ANOVA com pés-teste de Tukey).

4.2.4. Viabilidade celular dos biofilmes polimicrobianos apés tratamento
fotodinamico (UFC/mL)
A partir dos resultados aplicando o LED 460 nm nas fluéncias de 75,
100, 150 e 200 J/cm? foi possivel alcancar reducdes de 1,60; 2,85; 4,10 e 5,11
logyo respectivamente. Quando aplicada a fluéncia de 50 J/cm?, ndo houve

reducdo na contagem de UFC/mL (figura 17).
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Figura 17. Andlise de unidades formadoras de colbnias apés irradiagcdo com diferentes
fluéncias de Led 460 nm. Valores médios de log;o entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento

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

Nos ensaios aplicando as fluéncias de 75, 100, 150 e 200 J/cm? do LED
660 nm néo foi observada reducéo na contagem de UFC/mL em nenhuma das

fluéncias utilizadas (figura 18).
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Figura 18. Andlise de unidades formadoras de colénias apés diferentes fluéncias Led 660
nm. Valores médios de log,o entre 0s grupos avaliados. As colunas representam os valores
médios de reducdo e as barras representam o desvio-padrao (n=9).(one-way ANOVA com pés-

teste de Tukey). ns: ndo significativo.
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A reducdo na contagem de UFC/mL apés 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 possivel verificar que as altas
fluéncias utilizadas foram capazes de excitar as porfirinas endogenas da
bactéria.

Um estudo realizado por Ashkenazi et al., (2003) referente a
fotoinativagéo de C. acnes utilizando apenas luz azul revelou que fluéncias a
partir de 75 J/cm? podem inativar a bactéria cultivada em meio liquido, o que
justifica néo ter sido observada redugcdo na contagem de colbnias quando
utilizada a fluéncia de 50 J/cm?. Além disso, os autores demonstraram que a
coproporfirina € o produto principal dos cromoforos enddgenos produzidos pela
bactéria, que aumenta em funcdo 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 s&o os resultados de
erradicacado (ASHKENAZ| et al., 2003).

A fotoinativacdo de C. acnes pela luz azul ocorre pela coproporfirina, a
principal porfirina produzida pela bactéria, através do efluxo de potassio das
células microbianas e da perda significativa de fosfato, como consequéncia do
dano oxidativo a membrana plasmatica e as suas bombas ibnicas devido a
acao das EROs formadas pela excitacdo da coproporfirina (ASHKENAZI et al.,
2003). O dano no microrganismo também ocorre pelas perturbacfes no influxo
transmembrana de proteinas, devido as alteragcdes no pH intracelular da
bactéria induzidas pela irradiagcdo (PASCHOAL; ISMAEL, 2010). Considerando
gue a faixa de excitacdo da coproporfirina encontra-se em torno de 400 nm,
justifica-se a irradiacdo com fonte de 660 nm néo ter apresentado reducao na
contagem de UFC/mL mesmo com altas fluéncias.

Os resultados obtidos com uma aplicagéo in vitro da TFD mediada por
curcumina em biofilmes acneicos proporcionou uma redugéo de 2,16; 3,11 e
4,79 logip quando combinada com a curcumina nas respectivas concentragoes:
75, 100 e 150 pg/mL. No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre as

concentracdes de 75 e 100 pg/mL de curcumina (figura 19).
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Figura 19. Anélise de unidades formadoras de colbnias ap06s aplicacdo de TFD mediada
por curcumina. Valores médios de log;q entre 0os grupos avaliados. As colunas representam
os valores médios de reducéo e as barras representam o desvio-padrao (n=9). Os asteriscos
representam a diferenca estatistica entre 0s grupos e o controle de crescimento (one-way
ANOVA com pés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.

Os testes para avaliar a toxicidade da curcumina no escuro, revelaram
gue nas concentracOes testadas ndo houve reducdo microbiana na auséncia
de luz. Além disso, a solucéo de sacarose 0,5% também nédo apresentou efeito
citotoxico para as células do biofilme (figura 20). Apesar desse FS apresentar
limitacdes como baixa solubilidade e rapida fotodegradacdo, foi possivel
alcancar redugdes significativas na contagem de UFC/mL utilizando a fluéncia
de 50 J/cm?.
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Figura 20. Analise de unidades formadoras de colOGnias apds tratamento com a
curcumina no escuro. Valores médios de logy, entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducdo e as barras representam o desvio-padrdo (n=9)
(one-way ANOVA com péds-teste de Tukey). ns: ndo significativo.

A aplicacdo da TFD associada ao LED vermelho, mediada por azul de
metileno nas concentragdes de 75, 100 e 150 pg/mL resultou na reducéo de
1,68; 3,10 e 4,45 logio respectivamente (figura 21). Além disso, o FS na
auséncia de luz ndo apresentou atividade antimicrobiana nas concentracdes

testadas (figura 22).
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TFD mediada por azul de metileno
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Figura 21. Anélise de unidades formadoras de colbnias ap6s aplicacdo de TFD mediada

por azul de metileno. As colunas representam os valores médios de reducdo e as barras
representam o desvio-padréo (n=9). Os asteriscos representam a diferencga estatistica entre os

grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com pés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns:
nao significativo.
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Figura 22. Analise de unidades formadoras de colbnias ap6s tratamento com azul de
metileno no escuro. As colunas representam os valores médios de reducdo e as barras

representam o desvio-padrdo (n=9). (one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ns: ndo
significativo.

Os resultados obtidos com uma aplicagéo in vitro da TFD mediada por
clorina-e6 em biofilmes acneicos proporcionou uma reducgéao de 1,72; 2,51 e

3,28 logip quando utilizadas as concentragcbes de 75, 100 e 150 pg/mL
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respectivamente (figura 23). As concentracbfes de 100 e 150 pg/mL néo

apresentaram diferenca estatistica.

TFD mediada por clorina-e6
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Figura 23. Analise de unidades formadoras de coldnias ap6s aplicagdo de TFD mediada
por clorina-e6. Valores médios de logy, entre os grupos avaliados. As colunas representam os
valores médios de reducdo e as barras representam o desvio-padrédo (n=9). Os asteriscos
representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento (one-way
ANOVA com p0s-teste de Tukey).***p<0,001; ns: nao significativo.

Quanto aos ensaios realizados na auséncia de luz, as concentracdes de
clorina-e6 na ndo apresentaram atividade antimicrobiana, bem como o controle
de veiculo (DMSO 1%) (figura 24).

Toxicidade clorina-e6 - biofilme
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Figura 24. Analise de unidades formadoras de colénias ap6s tratamento com clorina-e6
no escuro. As colunas representam os valores médios de reducgédo e as barras representam o
desvio-padrao (n=9). (one-way ANOVA com pés-teste de Tukey). ns: ndo significativo.
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Os resultados utilizando a CUR, Ce6 e AM mostram que a TFD mediada
a essas trés moléculas foi capaz de reduzir mais de 3 logio utilizando 100
pg/mL da CUR e do AM e 150 pg/mL da Ce6. Nos trés ensaios, foi verificada
uma reducdo dependente da concentracdo do FS. Resultados semelhantes
foram observados por Zago et al., (2020), utilizando esses mesmos FSs, em

um modelo de biofilme formado por periodontopatdgenos.

E importante mencionar que, nenhum FS apresentou atividade
antimicrobiana nas concentracfes testadas. Esse resultado estd de acordo
com um dos critérios necessarios para a utilizacdo de FSs na TFD: o0 mesmo
deve ter pouca ou nenhuma atividade na auséncia de luz (NAGATA et al.,
2012).

De acordo com a Sociedade Americana de Microbiologia, qualguer novo
protocolo de intervencdo em terapias bactericidas deve atingir pelo menos uma
reducéo de 3 logio de UFC para ser considerado antimicrobiano (ALVES et al.,
2014). Sendo assim, embora uma aplicacdo ndo tenha erradicado totalmente
as células no biofilme, a TFD mediada pelos trés FSs foi capaz de reduzir pelo
menos 3 logio na contagem de UFC, podendo ser considerado um tratamento

antimicrobiano.

4.2.5. Avaliacdo da viabilidade das células do biofilme apds aplicacbes
consecutivas de terapia fotodinamica

Um aspecto importante que tem sido relacionado a TFD na aplicagcdo em
biofilmes é a possibilidade dessa terapia perturbar a estrutura diminuindo a
biomassa dos biofilmes, podendo torna-lo mais suscetivel as aplicacdes
consecutivas (GOULART et al., 2010; PEREIRA et al., 2011) .

Para a realizacdo das aplicagcdes consecutivas, a menor concentracao
testada (75 pg/mL) foi utilizada para o0s ensaios com 0s trés
fotossensibilizadores estudados, a fim de verificar se um parametro que

reduzisse valores inferiores de 3 logip na viabilidade das células no biofilme,
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poderia apresentar reducdes superiores apdés mais de uma aplicacdo. Além

disso, foi mantida a mesma fluéncia de luz em todas as aplicacdes.

Dessa forma, no ensaio de TFD mediada por curcumina na
concentracdo de 75 pg/mL foi possivel observar uma reducdo de 2,04 logio
apos uma aplicacdo. A luz aplicada isoladamente como controle, bem como o
FS na auséncia de luz e o veiculo utilizado para solubilizar a curcumina nao
reduziu a viabilidade das células do biofilme (figura 25).

Biofilme - Primeira aplicagéo
LED 460 nm e Curcumina
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Figura 25. Analise de unidades formadoras de colénias ap6s uma aplicacdo de TFD
mediada por curcumina. Valores médios de log;o entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com pos-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: nao significativo.

Quando aplicada a segunda, terceira e quarta aplicacdo da TFD
mediada por curcumina, reducdes semelhantes foram observadas, nos valores
de 3,94; 4,02 e 3,95 logip, respectivamente. A luz isoladamente, a curcumina e
a solucdo de sacarose 0,5% nao tiverem efeito sobre a viabilidade celular

mesmo apos quatro aplicacdes (figuras 26, 27 e 28).
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Biofilme - Segunda aplicagéo
LED 460 nm e Curcumina
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Figura 26. Analise de unidades formadoras de colénias apdés duas aplicacdes de TFD
mediada por curcumina. Valores médios de log;y entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com pés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.

Biofilme - Terceira aplicagédo
LED 460 nm e Curcumina
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Figura 27. Anélise de unidades formadoras de colbnias ap6s trés aplicacbes de TFD
mediada por curcumina. Valores médios de log;q entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padrédo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.
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Biofilme - Quarta aplicacao
LED 460 nm e Curcumina
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Figura 28. Analise de unidades formadoras de colénias apés quatro aplicacdes de TFD
mediada por curcumina. Valores médios de log;o entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenga estatistica entre os grupos e o controle de crescimento

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

Os resultados obtidos com as aplicacdes consecutivas de TFD mediada
por azul de metileno sdo bastante promissores. A primeira aplicacdo resultou
na reducdo de 1,96 logio (figura 29), a segunda aplicacdo possibilitou uma
reducdo maior, no valor de 6,65 logi (figura 30). Quando realizada a terceira
aplicacéo, foi possivel reduzir totalmente a viabilidade das células do biofilme
acneico (figura 31). Dessa forma, ndo foi necessario realizar uma quarta
aplicacdo. Para as trés aplicacbes nao foram verificadas reducbes na
viabilidade celular nos grupos luz e azul de metileno no escuro (figuras 29, 30 e
31).
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Biofilme - Primeira aplicacao
LED 660 nme AM
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Figura 29. Analise de unidades formadoras de colénias ap6s uma aplicacdo de TFD
mediada por azul de metileno. Valores médios de log;, entre os grupos avaliados. As
colunas representam os valores meédios de reducdo e as barras representam o desvio-padrédo
(n=9). Os asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de
crescimento (one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.

Biofilme - Segunda aplicagdo
LED 660 nme AM
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Figura 30. Anélise de unidades formadoras de col6nias ap6s duas aplicacdes de TFD
mediada por azul de metileno. Valores médios de log;,, entre os grupos avaliados. As
colunas representam os valores médios de reducgdo e as barras representam o desvio-padrédo
(n=9). Os asteriscos representam a diferenga estatistica entre os grupos e o controle de
crescimento (one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.
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Biofilme - Terceira aplicacao
LED 660 nm e AM
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Figura 31. Andlise de unidades formadoras de coldnias ap0s trés aplicacdes de TFD
mediada por azul de metileno. Valores médios de log,, entre os grupos avaliados. As
colunas representam os valores meédios de reducgdo e as barras representam o desvio-padrédo
(n=9). Os asteriscos representam a diferenga estatistica entre os grupos e o controle de
crescimento (one-way ANOVA com pés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: nao significativo.

Os resultados obtidos com as aplicacdes consecutivas de TFD mediada
por clorina-e6 sdo semelhantes aos resultados observados nos ensaios com
curcumina, onde foi alcancada uma pequena reducdo apdés uma aplicacdo, e
reducdes maiores, porém, parecidas entre as aplicacdes dois, trés e quatro. A
primeira aplicacdo resultou na reducdo de 1,88 logio (figura 32), a segunda,
terceira e quarta aplicacado possibilitaram reduces no valor de 3,83; 4,05 e
4,25 logyo respectivamente (figura 33, 34 e 35). Os grupos controle de luz,
clorina-e6 no escuro e controle de veiculo (Dmso 1%) ndo apresentaram
reducdes na viabilidade celular mesmo apo6s quatro tratamentos (figuras 32, 33,
34 e 35).
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Biofilme - Primeira aplicacao
LED 660 nm e Clorina-e6
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Figura 32. Analise de unidades formadoras de colbnias ap6s uma aplicacdo de TFD
mediada por clorina-e6. Valores médios de log;o entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com pos-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: nao significativo.

Biofilme - Segunda aplicagéo
LED 660 nm e Clorina-e6
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Figura 33. Anélise de unidades formadoras de col6nias ap6s duas aplicacdes de TFD
mediada por clorina-e6. Valores médios de log;o entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.
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Biofilme - Terceira aplicacao
LED 660 nm e Clorina-e6
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Figura 34. Analise de unidades formadoras de col6nias apés trés aplicacdes de TFD
mediada por clorina-e6. Valores médios de log;o entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenga estatistica entre 0os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.

Biofilme - Quarta aplicacéo
LED 660 nm e Clorina-e6
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Figura 35. Andlise de unidades formadoras de coldnias ap6s quatro aplicaces de TFD
mediada por clorina-e6. Valores médios de log,, entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducao e as barras representam o desvio-padréo (n=9). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com pés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: ndo significativo.

Em uma revisao bibliografica realizada por Boen et al., (2017) os autores
concluiram que a maioria dos estudos clinicos realizaram de uma a quatro

aplicacdoes de TFD mediada por MAL e ALA para o tratamento da acne. Por
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essa razao, os ensaios do presente estudo foram delineados para que fosse
realizada uma aplicagcéo diaria, durante quatro dias nas amostras de biofilmes.
Como mencionado anteriormente, as amostras tratadas com TFD mediada por
AM foram totalmente inativadas com trés aplicacdes, por isso, ndo foi

necessario realizar uma quarta aplicacdo para esse tratamento.

Estudos utilizando CUR, AM e Ce6 para aplicacbes consecutivas em
modelo de biofilmes acneicos ainda ndo sdo descritos na literatura. Quishida et
al., (2015), realizaram trés aplicacbes 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 acrilica
e verificaram que trés aplicacOes apresentaram maior eficiéncia na reducéo da
viabilidade celular e biomassa total do biofilme. Um estudo realizado por Luke-
Marshall et al., (2020) demostrou que duas aplicacdes inibiu efetivamente
biofilmes de otopatégenos formado por Moraxella catarrhalis, Streptococcus

pneumoniae, e Haemophilus influenzae utilizando Ce6 e LED 405.

InvestigacBes clinicas anteriores, demostraram a necessidade de mais
de uma aplicacdo de ALA e MAL para o tratamento de pacientes com acnhe
vulgar (BOEN et al.,, 2017). No entanto, como mencionado anteriormente,
esses farmacos necessitam de longos tempos de pré-irradiacdo. Nesse
contexto, FSs com melhores propriedades fisico-quimicas podem reduzir o
tempo de aplicacdo na prética clinica. Diante do exposto até o momento, o
presente estudo corrobora com a literatura, tendo em vista que para os trés
FSs houve uma maior reducao a partir de uma segunda aplicacdo. No entanto,
o0 aumento da reducdo a partir das proximas aplicacdes pode ser dependente
do FS utilizado.

4.2.6. Avaliacdo do dano dos componentes proteicos da matriz do
biofilme apds os tratamentos fotodinamicos
A matriz polimérica extracelular representa aproximadamente 90% da
biomassa total do biofilme e pode atuar como uma barreira fisica de protecao
para as células. Sua espessura e composicdo quimica podem impedir a difusdo
de antimicrobianos nas camadas mais profundas dos biofilmes, pois possuem

muitas moléculas anidnicas e catibnicas, como acidos urbnicos, proteinas,



82

glicoproteinas, glicolipideos e DNA, que podem se ligar a antibioticos
carregados, conferindo protecdo para 0S microrganismos que compde o
biofilme, tornando essas células tolerantes aos tratamentos e no caso do
tratamento fotodinamico, pode impedir a sensibilizacdo 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 proteinas, incluindo
glicoproteinas, fosfoproteinas, lipoproteinas, proteinas de ligacdo de célcio,
proteinas fibrilares e outras proteinas que séo dificeis de corar. Nesse estudo,
utilizamos esse marcador a fim de avaliarmos se 0s componentes proteicos da
matriz polimérica extracelular dos biofilmes acneicos sofreria dano apds os

tratamentos fotodinamicos.

A partir da aquisicdo das imagens, foi possivel verificar que houve uma
menor deteccao de fluorescéncia nos grupos tratados com luz em associacao
com os FSs (figura 36). Enquanto que, nos grupos tratados apenas com as
luzes (460 e 660 nm) e com os FSs na auséncia de luz, foi detectada maior

emissao de fluorescéncia.

A acado da TFD sobre componentes da matriz de biofilmes foi descrita
também empregando outras metodologias. No estudo de Beirdo et al., (2014),
0s autores verificaram uma reducao de 81% nos polissacarideos da matriz por
meio da quantificacdo por absorbancia do teor de polissacarideos apos a
aplicagcéo da TFD em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa utilizando porfirina
(Tetra-Py+-Me) e luz branca. Em outro estudo realizado por Mang et al., (2016),
0s autores utilizaram uma técnica de espectroscopia infravermelha para
investigar a acdo da TFD mediada por photofrin em biofilmes de
Fusobacterium nucleatum utilizando laser 630 nm e sugeriram um

enfraquecimento da matriz do biofilme apds o tratamento.

No presente estudo, os resultados qualitativos e quantitativos obtidos
apos a analise de MFC sugerem que a TFD apresentou acdo sobre os
componentes proteicos da matriz dos biofilmes com apenas uma aplicacédo de

TFD. Esse dano pode ter permitido uma maior permeacgéo dos FSs nas células
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do biofilme nas aplicacBes seguintes, tendo em vista que foi alcancada uma
maior reducdo na contagem de colbnias a partir da segunda aplicagao de TFD
para os trés FSs utilizados.

Led 660 nm 0 pr LED 460 nm

30 pm

50 um

Figura 36. Avaliacdo do dano nos componentes proteicos da matriz extracelular do
biofilme acneico apds os tratamentos. Componentes visualizados em vermelho marcados
com Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain. (CC: Controle de crescimento; Ce6+L: clorina-e6 em
combina¢é@o com a luz; AM+ L: azul de metileno em combinagéo com a luz; CUR+L: curcumina
em combinacdo com a luz; Ce6-L; clorina-e6 na auséncia de luz; AM-L: azul de metileno na

auséncia de luz; CUR- L: curcumina na auséncia de luz.

Os dados de quantificacdo de emissdo de fluorescéncia demostraram

que para o trés fotossensibilizadores utilizados, houve reducéo da detecgao de
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fluorescéncia para os grupos TFD, indicando que a terapia acarretou danos aos

componentes proteicos da matriz dos biofilmes (figura 37, 38 e 39).

Avaliacdo do dano na matriz do biofilme
(LED 660 nm e clorina-e6)
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Figura 37. Emissdo de fluorescéncia entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducédo e as barras representam o desvio-padrao
(n=5). Os asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle
de crescimento (one-way ANOVA com poés-teste de Tukey). ***p<0,001; ns: n&o
significativo. (CC: Controle de crescimento; +L: tratamento apenas com a luz
vermelha; Ce6 - L: clorina-e6 na auséncia de luz; TFD: terapia fotodinamica).

Os resultados observados na figura 37 mostraram que houve diferenca
estatistica entre os grupos TFD e CC. Entre os grupos CC e 0s grupos +L,

Ceb6-L nao foi verificada diferenca.



Avaliacdo do dano na matriz do biofilme
(LED 660 nm e azul de metileno)
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Figura 38. Emissdo de fluorescéncia entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores meédios de reducédo e as barras representam o desvio-padrao
(n=5). Os asteriscos representam a diferenca estatistica entre 0os grupos e o controle
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de crescimento (one-way ANOVA com pos-teste de Tukey). **p<0,01; ns: ndo

significativo. (CC: Controle de crescimento; +L: tratamento apenas com a luz
vermelha; Am - L: azul de metileno na auséncia de luz; TFD: terapia fotodinamica).

Os resultados observados na figura 38 mostraram que houve diferenca

estatistica entre os grupos TFD e CC. Entre os grupos CC, +L e AM-L néo foi

observada diferenca.
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Avaliacdo do dano na matriz do biofilme
(LED 460 nm e curcumina)
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Figura 39. Emissao de fluorescéncia entre os grupos avaliados. As colunas
representam os valores médios de reducdo e as barras representam o desvio-padrdo (n=5). Os
asteriscos representam a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento
(one-way ANOVA com pos-teste de Tukey). *p<0,05; ***p<0,001; ns: ndo significativo. (CC:
Controle de crescimento; +L: tratamento apenas com a luz azul; Cur - L: curcumina na
auséncia de luz; TFD: terapia fotodinamica).

Os resultados observados na figura 39 mostraram que houve diferenca
estatistica entre os grupos TFD e CC. Entre os grupos CC e +L nao foi
verificada diferenca. Entre CC e CUR-L foi observada diferenca, indicando que
a curcumina na auséncia de luz também pode ter acarretado dano nos

componentes proteicos da matriz.

4.3. ESTUDO Il

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 possivel observar que os valores de viabilidade celular ap6s o tratamento
com TFD e CUR foi de 54,24%, apenas a luz azul 88,71% e apenas a CUR

81,54%. Apoés a analise estatistica verificou-se que o grupo L+ ndo apresentou
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diferenca estatistica em relacdo ao controle sem tratamento. Nos grupos TFD e

CUR-L verificou-se diferenca estatistica em relacao ao controle (figura 40).

De acordo com o ISO 10993-5:2009 para que um tratamento seja
considerado toxico, a viabilidade celular tem que ser menor que 70%. Quando
observado 50% de inibicdo das células viaveis a toxicidade € considerada
branda. Acima de 70% de inibicdo do crescimento, a toxicidade € 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 nao foram toxicos para as células.

A reducgéo da viabilidade celular da curcumina na auséncia de luz e
irradiada também foi descrita por Fadeel et al., (2020), utilizando uma linhagem
celular de carcinoma epidermoide de células escamosas, incorporando esse
FS em nanocarredores lipidicos, demonstrando que esse sistema contendo a

curcumina pode ser eficaz para combater o cancer de pele.
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Figura 40. Avaliacdo da viabilidade celular ap6s tratamento com LED 460 nm e
curcumina (50 J/cm?). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre 0s
grupos avaliados e as barras representam o desvio-padrdo (n=12). Os asteriscos representam
a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com pos-
teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicacéo da luz; TFD: terapia fotodindmica;
Cur - L: curcumina na auséncia de luz; CL: controle de Lise) ***p<0,001; ns: ndo significativo.



88

Na figura 41 é possivel verificar que a viabilidade celular apos o
tratamento com a luz vermelha foi 94,39%, AM no escuro 87,33% e TFD
3,56%. Apos a andlise estatistica, verificou-se que o grupo L+ ndo apresentou
diferenca estatistica em relacdo ao controle e os grupos TFD e Am-L
apresentaram diferenca em relacdo ao controle sem tratamento. A partir
desses resultados, pode-se constatar que a luz vermelha e os AM no escuro
ndo foram toxicos para as células, mas, a TFD mediada por AM apresentou
toxicidade severa para as células. E importante mencionar que, nos ensaios de
TFD mediada por AM, foi observado que o tecido era desestruturado até o final
da irradiacdo. Dessa forma, para que fosse possivel a aquisicdo da imagem
apos o tratamento com TFD-AM, foi necessario reduzir o tempo de irradiagéo, a
fim de visualizar o tecido ainda estruturado. Por essa razéo, para o ensaio de
MFC, as amostras tratadas com TFD-AM foram irradiadas a uma fluéncia de 40
Jicm? (129 mW/cm?). Dessa forma, foi realizado o ensaio de MTT para esse
parametro também (figura 42) e foi verificado que a viabilidade celular ap6s o
tratamento com a luz vermelha foi de 96,51%, AM no escuro 89,80% e TFD
43,67%. ApOs a analise estatistica, verificou-se que o grupo L+ ndo apresentou
diferenca estatistica em relacdo ao controle e os grupos TFD e Am-L
apresentaram diferenca em relacdo ao controle sem tratamento. A partir do
valor de viabilidade da TFD, a toxicidade foi considerada moderada. Além
disso, foi possivel observar que o efeito téxico é dependente da fluéncia de luz

empregada.
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Azul de metileno e luz vermelha

(200 J/cm?)

150-
S
‘g ns -
= 100- T -
=2
2 T
(&]
()
3
o 504
=
8
> F*kk *kk

O' T

cCC L+ TFD Am-L CL

Condi¢des experimentais

Figura 41. Avaliacdo da viabilidade celular ap6s tratamento com LED 660 nm e azul de
metileno (200 J/cmz). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre os
grupos avaliados e as barras representam o desvio-padrdo (n=12). Os asteriscos representam
a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com
pos-teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicagdo da luz; TFD: terapia
fotodindmica; Am - L: azul de metileno na auséncia de luz; CL: controle de Lise).**p<0,01;
***n<(0,001; ns: ndo significativo.
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Figura 42. Avaliacdo da viabilidade celular apés tratamento com LED 660 nm e azul de
metileno (40 J/cmz). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre os
grupos avaliados e as barras representam o desvio-padrdo (n=12). Os asteriscos representam
a diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com
pbs-teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicagdo da luz; TFD: terapia
fotodindmica; Am - L: azul de metileno na auséncia de luz; CL: controle de Lise).*p<0,05;
***n<(0,001; ns: ndo significativo.

De forma semelhante aos resultados observados com o AM, na figura 43
foi possivel verificar que a luz e a Ce6 no escuro (82,54% de viabilidade) nédo
apresentou efeito toxico para as células. No entanto,a viabilidade apés TFD
mediada por Ce6 foi de 7,19%, indicando a toxicidade desse tratamento. A
andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca no grupos +L em

relacdo ao controle. A diferenca foi verificada nos grupos TFD e Ce6-L.
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Clorina-e6 e luz vermelha
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Figura 43. Avaliac&o da viabilidade celular apos tratamento com LED 660 nm e clorina-
e6 (200 J/cmz). As colunas representam os valores médios de porcentagem entre 0s grupos
avaliados e as barras representam o desvio-padrdo (n=12). Os asteriscos representam a
diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento (one-way ANOVA com pés-
teste de Tukey). (CC: controle de crescimento; L+: aplicac@o da luz; TFD: terapia fotodindmica;
Ce6 - L: clorina-e6 na auséncia de luz; CL: controle de Lise). ***p<0,001; ns: ndo significativo.

A citotoxicidade do azul de metileno em combina¢édo com irradiacdo de
LED vermelho foi avaliada também por Lamarque et al., (2020). Os autores
verificaram que a combinac&o de LED vermelho (7,5 J/cm ?) e azul de metileno
a uma concentragdo 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 ndo apresentaram reducdes
significativas. Quanto a clorina-e6, NASR et al., (2020) também investigaram a
citotoxicidade da clorina-e6 em modelos de esferéides de fibroblastos e o efeito
toxico foi dependente da concentracao e fluéncia de luz. Dessa forma, o efeito
toxico parece estar relacionado com o aumento da concentracdo do FS,

fluéncia e intensidade de luz.
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4.3.2. Caracterizacao e viabilidade celular do modelo de co-cultura 3D de
pele por meio de Microscopia de fluorescéncia confocal

Na figura 44 é possivel visualizar a estrutura do modelo 3D de pele
desenvolvido. A imagem CC corresponde ao tecido sem nenhum tratamento.
Nessa imagem, é visualizada a presenca das células HaCaT e HDFn marcadas
com ActinGreen™ 488 (em verde), Hoechst 33342 (nucleo — em azul),
estruturadas em um modelo de cultivo em 3D. A imagem identificada como CL
representa as células mortas tratadas com o tampao de lise (triton x 0,9%)

marcadas com iodeto de propidio (em vermelho).
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Figura 44. Andlise e caracterizacdo do modelo de pele 3D. Citoesqueleto em verde
marcado com ActinGreen™ 488. Nucleo em azul (marcado com Hoechst 33342) e em
vermelho, marcagéo IP, indicando morte celular. (CC: Controle de crescimento; HaCat:
queratinécitos; HDFn: fibroblastos; CL: Controle de lise).

Foram realizadas também, as marcacdes no tecido a fim de avaliarmos
qualitativamente as células apds os tratamentos fotodinaAmicos (Figura 45). Nas
imagens a seguir, foi possivel constatar que os dados corroboraram com os
ensaios de viabilidade celular por MTT. No grupo CUR+L foi possivel observar
uma quantidade consideravel de células mortas. Nos grupos Ce6 +L e AM+L
pode-se observar que as células mortas correspondem a maior extensdo das
imagens. Nos grupos CUR-L, Ce6-L, AM-L e LED 460 e 660 nm praticamente

toda a extensdo da imagem € composta por células vivas.
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Figura 45. Representacdo do modelo 3D de pele ap6s os tratamentos. Citoesqueleto
marcado com ActinGreen™ 488. Nucleo em azul (marcado com Hoechst 33342) e em

vermelho, marcacdo com PI, indicando morte celular. Setas em amarelo indicam células
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mortas. (CUR + L: curcumina em combinacao com a luz; CUR - L: curcumina no escuro; AM +
L: azul de metileno na presenca de luz; AM - L: azul de metileno no escuro; Ce6 + L: clorina-e6

em combinacdo com a luz; Ce6 - L: clorina - €6 no escuro).

Os ensaios de biocompatibilidade foram realizados com uma Unica
aplicacdo dos tratamentos. Os parametros de FS e luz testados foram os
mesmos estabelecidos nas aplicagcbes consecutivas, realizadas nos ensaios
microbiolégicos (TFD CUR: Fluéncia de 50 J/cm? /150 mW/cm? - TFD AM e
Ce6: Fluéncia de 200 J/cm? /129 mW/cm?). No entanto, é importante reforcar
que, para o ensaio de MFC, as amostras tratadas com TFD-AM foram
iradiadas a uma fluéncia de 40 J/cm? (129 mW/cm?). Mesmo com essa
fluéncia mais baixa, foi possivel observar que as células mortas foram maioria

na imagem AM+L, corroborando com o ensaio de MTT.

Apesar de ter sido constatado um efeito toxico 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
liberacdo de farmacos controlados, que apresentem seletividade aos
microrganismos (PATEL E PRABHU, 2020), pode ser uma alternativa segura e

eficaz, quando o alvo ndo for o dano nas células adjacentes.

5. CONCLUSOES

Com base nas metodologias empregadas pode-se concluir que a TFD
mediada por curcumina, azul de metileno e clorina-e6 € uma alternativa viavel
para inativacao 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 internalizagdo nos biofilmes e, embora
tenha apresentado rapida fotodegradacdo, ndo degradou por completo até o
final de irradiacdo. A clorina-e6 também apresentou reducgdo significativa nas
células do biofilme em combinacdo com a luz, tempo relativamente curto de
internalizacdo no biofilme e fotodegradacéo lenta. A TFD mediada por azul de

metileno inativou completamente as células do biofilme com apenas trés
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aplicacoes fotodinamicas, o azul de metileno internalizou rapidamente no
biofilme e apresentou fotodegradacdo lenta. Dessa forma, verificou-se que o
sucesso das aplicacbes consecutivas pode ser dependente do FS utilizado.
Também foi possivel observar que, a TFD mediada pelos trés 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 parametros utilizados nos biofilmes. Esse efeito parece
ser dependente da fluéncia de luz empregada. No entanto, no caso do alvo néo
ser as células adjacentes do paciente, existem estratégias que podem
minimizar esse efeito, como o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de

farmacos, capazes de entregar os FSs de forma seletiva.

Por fim, tomados em conjunto, os resultados obtidos nesse estudo
revelaram que os trés FSs estudados podem ser promissores para O
desenvolvimento de protocolos clinicos eficientes no tratamento da acne

vulgar.
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Os riscos sdo baixos e o procedimento implica na possibilidade de desconfortos locais
tais como vermelhiddo e ardéncia da pele do rosto, em virtude das informagdes
coletadas serem utilizadas unicamente com fins cientificos, sendo garantidos o total
sigilo e confidencialidade, através da assinatura deste termo, o qual o(a) Sr.(a)

receberd uma coOpia e se desejar, sera informado sobre os resultados dessa pesquisa.

O beneficio da sua participacdo nesta pesquisa serda a limpeza da pele
(procedimento que auxilia no tratamento da acne vulgar). Além disso, como beneficio
cientifico esse estudo possibilitara a determinacdo de parametros (numero de
aplicacbes e concentracdo do corante) adequados para eliminacdo microbiana e o
auxilio no entendimento dos mecanismos dessa eliminacao. A sua participagdo como

voluntério tera a duragdo de 30 minutos e ndo tera nenhuma despesa ao participar
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desse estudo; caso ocorra algum dano em decorréncia de sua participacdo, o

participante fard jus a reparacao.

O(a) Sr.(a) ter4 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 Ihe traga

qualquer prejuizo ou punicao.

Para qualquer esclarecimento no decorrer da sua participacdo, estarei
disponivel através do telefone:(16) 9 973731-26 e e-mail:
sarinha_annunzio@hotmail.com. O senhor (a) também podera entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara da UNESP, na Rodovia Araraquara Jau, 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 , ldade anos, residente na
, n° , Bairro , Cidade

, Telefone , declaro que apos 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
“Avaliacdo da terapia fotodindmica contra biofilmes acneicos polimicrobianos: um

estudo pré-clinico”.

Araraquara, de de 20 .

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Voluntario
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DECLARACAO

Eu, Sarah Raquel De Annunzio, pesquisadora responsavel pelo Projeto de
Pesquisa “Avaliacdo da terapia fotodindmica contra biofilmes acneicos
polimicrobianos: um estudo pré-clinico”, declaro que todas as informagdes ao sujeito
da pesquisa serao fornecidas por mim ou pela minha equipe no momento da obtengao

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura



