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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).
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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).



24

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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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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