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RESUMO

Introducao: A Propionibacterium acnes é uma bactéria causadora da acne. A
terapia fotodindmica € um tratamento alternativo para a acne, devido aos efeitos
colaterais ou a auséncia de resposta ao tratamento a drogas orais ou tépicos. A
terapia fotodindmica é uma modalidade terapéutica consolidada que tem sua
atividade na fotooxidagdo de matéria biolégica, decorrente da atividade de espécies
reativas de oxigénio. Objetivo: Avaliar a agdo de dois tipos de luz vermelho 660nm
(Laser e LED) com o fotossensibilizador azul de metileno sobre Propionibacterium
acnes in vitro. Método: O delineamento experimental foi distribuido em quatro
grupos (1- controle sem aplicagao de luz e sem fotossensibilizador, 2- aplicacao de
luz, 3- azul de metileno sem luz, e 4- azul de metileno com luz). Os ensaios foram
submetidos a irradiacdo com dois tipos de luz (Laser - Light amplification by
stimulated emission of radiation e LED - Light Emitting Diode) vermelho 660nm por
quatro ciclos de cinco minutos, com intervalos de trés minutos. Resultados: No
resultado do Laser, foi evidenciado o destaque do quarto ciclo (20 minutos) dos
grupos 2, 3 e 4. Apesar dos resultados favoraveis, o tempo de irradiacao do Laser
associado ao fotossensibilizador azul de metileno ndo foi suficiente para inibir
totalmente a proliferacdo da bactéria. Resultados do LED mostraram que, houve
reducao estatisticamente significante (p <0,05) nas médias do grupo 4, ainda que o
grupo 3 nao tenha apresentado significancia estatistica, mas houve reducéao
detectada entre as médias. Conclusao: A acao fotodinamica é eficiente para a
destruicdo do material biolégico por irradiagdo a 660nm atribuida ao processo de

fotossensibilizacdo pela presenca do fotossensibilizador. Sugere-se a realizacéo de
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outros estudos in vitro no sentido de viabilizar a aplicacdo clinica desse
fotossensibilizador em terapia fotodinamica.
Palavras chaves: Fototerapia, Propionibacterium acnes, Oxigénio singlete,

Farmacos fotossensibilizantes, Morte celular.



ABSTRACT

Introduction: Propionibacterium acnes is a bacterium that causes acne.
Photodynamic therapy is an alternative treatment for acne due to the side effects or
the lack of response to treatment with oral or topical drugs. Photodynamic therapy is
a consolidated therapeutic modality that produces its activity in the photooxidation of
organic matter, which arises from the activity of reactive oxygen species. Objective:
To evaluate the action of two types of 660nm red lights (Laser and LED) with the
methylene blue photosensitizer on Propionibacterium acnes in vitro. Method: The
experimental design was distributed into four groups (1 - control group without the
application of light and without photosensitizer, 2 - application of light, 3 - Methylene
Blue without light, and 4 - Methylene Blue with light). Tests were subjected to red
(Laser - Light amplification by stimulated emission of radiation and LED - Light
Emitting Diode) irradiation 660 nm by 4 cycles of 5 minutes at 3-minute intervals.
Results: It was evidenced the prominence of the fourth cycle (20 minutes) of groups
2, 3 and 4 according to the Laser result. Despite the favorable results, the Laser
irradiation time photosensitizer associated with Methylene Blue was not sufficient to
inhibit bacteria’s proliferation completely. LED results showed that, there was a
statistically significant reduction (p <0.05) in the means of group 4, although group 3
did not present statistical significance, but there was a reduction detected between
the means. Conclusion: The photodynamic action is effective for the destruction of
the biological material by irradiation at 660nm attributed to the process of
photosensitization by the presence of the photosensitizer. Further studies in vitro are
recommended to enable the clinical application of this photosensitizer in

photodynamic therapy.



Key words: Phototherapy,

Photosensitizing drugs, Cell death.

Propionibacterium

acnes,

Singlet

X1

oxygen,



1. INTRODUGCAO




A acne é uma inflamacao da unidade pilossebacea, caracterizada por lesbes
leves, do tipo comedogénicas, até lesdes graves, podendo causar cicatrizes grandes
e inestéticas.(! Um dos micro-organismos (MO) envolvidos na resposta inflamatoria
da acne é a Propionibacterium acnes, uma bactéria Gram-positiva, que altera a
composicao lipidica produzida pela glandula sebacea, acarretando um meio
inflamatério. ()

Clinicamente, a acne tem aparéncia de comeddes abertos ou fechados,
aparecendo esses sinais em processos de cicatrizacdo. Ja em processos
inflamatérios, os sinais da acne podem aparecer como papulas, pustulas e até
nodulos pequenos e grandes.®

Atualmente, o tratamento da acne dispde do uso de drogas orais ou tépicas,
isoladas ou usadas de forma associada. Mas, ainda ha casos em que essas opcoes
nao podem ser usadas, seja por seus efeitos colaterais ou pela falta de resposta ao
tratamento observada com a crescente resisténcia bacteriana aos antibioéticos.®

Na tentativa de buscar novas opgoes terapéuticas, a terapia fotodinamica
(TFD) tem sido considerada um tratamento promissor para a acne, além de ser
considerado um método rapido e eficaz.(®

A TFD é uma modalidade terapéutica consolidada que tem sua atividade na
fotooxidacdo de matéria bioldgica, a qual é decorrente da atividade de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e oxigénio singleto ('O2). Tais EROs e 'Oz ocasionam a
morte celular por luz visivel na presenca de um fotossensibilizador (Fs) e de oxigénio
molecular (Oz2).(")

No processo fotodinamico, o Fs, que esta em estado fundamental, é ativado
pela luz, absorvendo energia radiante, passando para o estado singlete excitado

(Fs*). Apds a excitacéo, o Fs é conduzido ao estado triplete (3Fs*), estado esse com



maior tempo de vida em relagdo ao Fs*. No 3Fs*, o Fs apresenta tempo de vida na
escala de microssegundos (us), tempo suficiente para gerar EROs. Essas espécies
podem ser geradas por absorcao de elétrons ou hidrogénios, conduzindo a formacao
de radicais livres, que induzem a morte celular pelo mecanismo tipo I. Ainda por
desativacdo do 3Fs* por transferéncia de energia para o Oz, levando a formagéao de
102, mecanismo tipo Il que também leva a célula a morte. Tanto “EROs” como o
“oxigénio singlete” sdo mecanismos que podem levar a matéria bioldgica a morte.(”-8)

Os mecanismos da TFD envolvidos no tratamento da acne incluem a
fotodestruicdo de Propionibacterium acnes, assim como a redu¢ao do tamanho das
glandulas sebaceas e também a diminuigdo de gordura no foliculo pilossebaceo.®)

Sendo assim, o processo fotodinamico € inicializado por absor¢ao de energia
radiante. Esta irradiacdo deve ocorrer em comprimento de onda (A) adequado, ou
seja, o Fs deve ser irradiado em regido espectral onde este apresente bandas de
absorcao. Ao absorver um féton, o Fs atinge o estado excitado e subsequentemente
ocorre a cadeia de processo dinamico. Neste processo podem ser utilizadas como
irradiacao distintas fontes de luz, tais como a luz branca da irradiacdo solar (luz
natural) ou, preferencialmente, uma fonte de irradiacao artificial que emita na regiao
visivel tais como: Light Emitting Diode (LED) ou Light amplification by stimulated
emission of radiation (Laser). No entanto, o processo fotodinamico sera proporcional
ao numero de fotons absorvidos pelo fotossensibilizador no devido A, e
consequentemente proporcional a densidade de energia da fonte no A de absorcao
do respectivo fotossensibilizador.(10-12)

O Fs e 0 A da fonte de irradiagéo constituem pares indissociaveis no processo
terapéutico, no entanto, a selecdo deste par também esta relacionada com a

profundidade do tecido a ser tratado."® No tratamento por terapia fotodinamica esta



excluida a irradiagdo no ultravioleta, por causar danos ao tecido, e no infravermelho,
por atingir ondas de calor. A terapia fica restrita a regiao do visivel e infravermelho
proximo até 800nm.("") Para tratamentos a serem realizados em regides de maior
profundidade no tecido é necessario irradiar no infravermelho préximo, onde a luz
atinge maior penetracdo no tecido bioldgico. Ja tratamentos a serem realizados na
derme ou epiderme nao demandam comprimentos de onda de maiores penetracao
no tecido, neste caso, a utilizagao da luz azul e violeta favorecem a terapia por nao
agredirem tecidos de maiores profundidades.(!'-14)

Atualmente existem varios Fs desenvolvidos para TFD, mas pouco estudo
sobre estrutura e atividade fotodindmica, o que torna o estudo da estrutura e
atividade de grande relevancia no que se refere da fotobiolégica. Assim, o futuro da
terapia é altamente dependente do desenvolvimento de fotossensibilizadores
eficientes.(1%)

O azul de metileno (AM) é um agente fotossensibilizador, que esta dentro do
ramo da TFD.("® Na TFD, o AM apresenta bons efeitos sobre infecgdes provocadas
por bactérias, virus e fungos, com auséncia de efeitos colaterais.'”) Estudos tém
demonstrado que danos no DNA da célulal'® sao causados pela fotoativacdo do
fotossensibilizador AM por luz vermelha, consequente, morte celular.(19-21

O Fs AM pode ser excitado por luz mono e policromatica, onde este
apresenta bandas de absor¢cao em regido entre 500 a 700nm e mostra boa eficiéncia
fotodinamica. @224

Uma base para o estudo deste fotossensibilizador pode ser tomada por
proporcionar melhor permeabilidade e incorporagdo tanto em células como em

tecidos.



1.1. Objetivo.

1.1.1. Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi avaliar a acao fotodindmica do Laser e LED

vermelho 660nm sobre Propionibacterium acnes in vitro.



2. MATERIAL E METODO




Desenho do estudo
Foi avaliado, em laboratério de analises clinicas, cepa de Propionibacterium
acnes em estudo in vitro com delineamento inteiramente casualizado. O tratamento
do Propionibacterium acnes com cinco minutos por quatro ciclos com intervalo de
trés minutos utilizando método de irradiacdo com Laser e LED vermelho 660nm,

avaliado pelo contador de col6nias mecanico, na clinica da FEF 2014.

Material Bioldgico
Foi utilizada a cepa padrao (6919) de Propionibacterium acnes, a qual foi
cultivada por 24 horas em meio liquido Tripticaseina de Soja (TSB, OXOID®),

utilizando-se incubacao a 35°C.

Fotossensibilizador
Foi ensaiado o fotossensibilizador azul de metileno (AM) 1%, dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO), na concentragdo de 1mg/mL-', sendo, posteriormente,
diluido em solucéo de cloreto de sédio (NaCl) 0,5% para a obtencao de solugédo do

fotossensibilizador na concentracao de 20uM.

Fonte de luz
Foi utilizado o aparelho de Laser Vermelho da marca LASERLine 110V, com
comprimento de onda de 660nm, com densidade de energia 192 J/cm?, e LED
vermelho 110V, com comprimento de onda 660nm, com densidade de energia de

102 J/cm2, ambos com feixe de luz continuo.



Ensaio in vitro

O Propionibacterium acnes ATCC 6919 foi cultivado por 24 horas em meio
Tripticaseina Soja Liquido, (TSB, OXOID®). Inicialmente realizou a centrifugacao
(3000 rpm) por um minuto, em seguida o sobrenadante foi desprezado, e o material
precipitado, ressuspendido em solugcado estérii de NaCl (0,5%) e novamente
submetido a centrifugacdo. Esse procedimento foi repetido cinco vezes para a
lavagem das células bacterianas e a retirada de componentes do meio de cultura. O
material precipitado obtido foi ressuspendido em 0,5mL de solucao estéril de NaCl
(0,5%) e agitado em Vortex por um minuto, em seguida, foram adicionados 4,5mL de
solugdo de NaCl, e agitado por um minuto. Esta solucédo foi ajustada ao tubo 0,5 da
escala de Mc Farland, que corresponde, aproximadamente, a 1,5 x 108 unidade
formadora de col6nia (UFC) mL-'. A partir dessa solugéo, foram realizadas diluigoes

seriadas resultando uma concentracdo de 1,5x 105 UFC mL-'.

Atividade antibacteriana

A acao fotodindmica foi realizada utilizando-se o tipo de estudo delineamento
experimental inteiramente casualizado, constituido por quatro grupos (G1, G2, G3 e
G4): G1 - bactéria sem aplicacao de luz e sem fotossensibilizador (grupo controle);
G2 - aplicacao de luz sobre a bactéria; G3 - bactéria com AM sem irradiacédo de luz;
e G4 - bactéria com AM com irradiagdo de luz. O experimento foi conduzido em
condigdes in vitro, nos meses de novembro e dezembro de 2014. Foram
depositados em tubos de ensaio 1,05mL da suspensao bacteriana e 0,05mL de
solucao do fotossensibilizador. Os ensaios foram mantidos sob abrigo da luz e 35°C
por 15 minutos para o tempo de pré-irradiagdo e, posteriormente, submetidos a

irradiacdo por quatro ciclos de cinco minutos com intervalos de trés minutos. As



amostras foram irradiadas com Laser e LED vermelho com comprimento de onda de
660nm. A cada ciclo, foi removida uma aliquota de 0,05mL e transferida para a placa
de Petri contendo meio Agar Tripticaseina de Soja (TSA). Foi uniformemente
distribuida, com o auxilio de al¢a de Drigalski, e as placas foram incubadas a 35°C
por 24 horas. Decorrido esse periodo, foi efetuada a contagem de UFC para a
avaliacdo da atividade fotodindmica sobre Propionibacterium acnes. Todo o

procedimento foi realizado em triplicata.

Analise estatistica

As 48 amostras colhidas foram analisadas quanto a distribuicdo mediante
testes Shapiro-Wilk e D’Agostino & Pearson, mostrando distribuicdo préxima da
normalidade. O tratamento estatistico para comparacdo dos diferentes tempos
terapéuticos dentro de um mesmo grupo se deu mediante teste ndao paramétrico
one-way ANOVA com péds teste de Tukey, adotando intervalo de confianca de 95%
(p <0,05). Cada grupo foi analisado isoladamente. Para a andlise comparativa entre
0s grupos, foi utilizado teste two-way ANOVA para medidas ndo repetidas e pds
teste de Bonferroni para comparagcédo de grupos. O intervalo de confianca adotado
foi de 95% (p <0,05). As andlises estatisticas foram realizadas em Software

GraphPad Prism 5.0.



3. RESULTADOS
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A Tabela 1 demonstra a comparacdo das médias do numero de colbnias
obtidas apds incubacdo das amostras em relacdo aos diferentes grupos e aos
diferentes tempos experimentais. A média esta relacionada ao desvio padréo,

demonstrando o desvio provavel de cada grupo em relagdo as amostras testadas.

Tabela 1. Comparacdo da média + desvio padrao do nimero de colbnias obtidas
apoés os diferentes tempos experimentais. As legendas (a) e (b) representam a
diferenca entre os tempos experimentais dentro de um mesmo grupo.
5 MIN 10 MIN 15 MIN 20 MIN P
G1 | 46,00+2,64(a,b) 67,00£16,82(a) 54,50+16,26 67,33+x11,59(b) 0,020
G2 16,00+8,48 32,00£9,16 28,0014,36 30,00£12,77 0
G3 23,00+7,55 29,00+2,82 23,00+2,64 20,50+£12,02 0,656
G4 11,50+0,70 12,50+4,95  18,33+2,08(a) 8,66+3,78(a) 0,050
G: Grupo; Min: Minutos; G1 - sem aplicacdo de luz e sem fotossensibilizador
(grupo controle), G2 - aplicacdo de Iluz sobre a bactéria, G3-
fotossensibilizador sem irradiacao de luz; e G4 - fotossensibilizador com luz.

A Figura 1 representa o numero de colénias obtido para cada um dos quatro
grupos relacionando os tempos de tratamento dentro de um mesmo grupo. No
Grupo 1, houve diferenga significativa apenas entre os tempos de 5 e 10 minutos e
entre os tempos de 5 e 20 minutos. No Grupo 4, houve diferenca entre o tempo de
15 minutos e o tempo de 20 minutos. Nao houve diferenca entre os tempos de

exposicao nos Grupos 2 e 3.
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Figura 1. Andlise dos diferentes tempos experimentais dentro de um mesmo grupo.
Houve diferenca estatisticamente significante entre o numero total de
colénias e os tempos experimentais representados pela legenda (*), p
<0,05.

A Figura 2 representa a comparagdo entre os diferentes tempos
experimentais e os resultados obtidos no nimero de colénias de cada um dos quatro
grupos. No tratamento de cinco minutos, houve diferenca significante entre o Grupo
1 e os Grupos 2(a), 3(b) e 4(c). No tratamento de dez minutos, houve diferenca entre
o Grupo 1 e os Grupos 2(a), 3(b) e 4(c), e também houve diferenca entre o Grupo 2
e 0 Grupo 4(d) e entre o Grupo 3 e 0 Grupo 4(e). No tempo de 15 minutos, houve
diferenca entre o Grupo 1 e os Grupos 2(a), 3(b) e 4(c), e diferenca entre o Grupo 2
e o0 Grupo 4(d). E, no tempo de 20 minutos, houve diferenca entre o Grupo 1 e 0s

Grupos 2(a), 3(b) e 4(c) e entre o Grupo 2 e o Grupo 4(d).
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Figura 2. Relag&o entre o numero total de coldnias e os diferentes tempos amostrais
para cada grupo. Na comparacdao dos grupos entre si para cada tempo
experimental, houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos representados pelas legendas (a), (b), (c), (d) e (e), p <0,05.

A Tabela 2 demonstra a comparacao das médias, obtidas das andlises em
triplicata das amostras, em relacédo aos diferentes grupos e aos diferentes tempos. A
média esta relacionada ao desvio-padrao, demonstrando o desvio provavel de cada
grupo em relacdo as amostras testadas. As legendas (a) e (b) representam os

tempos dentro de um mesmo grupo que apresentaram diferenga significante entre si.
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Tabela 2. Comparacao da média + desvio-padrao do numero de colbnias obtidas
apdés os diferentes tempos experimentais. As legendas (a) e (b) representam a
diferenca entre os tempos experimentais dentro de um mesmo grupo.
5 MIN 10 MIN 15 MIN 20 MIN P
G1 | 42,67+4,51(a) 63,67+22,50 53,00+18,38 67,33+11,59(a) 0,028
G2 | 68,00+19,67(a) 92,6715,51(a) 66,50+7,78 76,00+1,41 0,014
G3 | 35,33%1,53 44,00£5,66  39,50%12,02 43,00£6,56 0,480
G4 | 21,67+1,53(a) 16,50+3,54(b) 7,50+2,12(a,b) 9,00+2,83(a) 0,004

G: Grupo; Min: Minutos; G1 - sem aplicagéo de luz e sem fotossensibilizador
(grupo controle), G2 - aplicagdo de Iluz sobre a bactéria, G3-
fotossensibilizador sem irradiacao de luz; e G4 - fotossensibilizador com luz.

A Figura 3 representa o numero de colbnias obtido para cada um dos quatro
grupos, relacionando os tempos de tratamento dentro de um mesmo grupo. No
Grupo 1, houve diferenga significativa apenas entre os tempos de 5 e 20 minutos.
No Grupo 2, a diferencga se deu entre os tempos de 5 e 10 minutos. No Grupo 3, néo
houve diferenca entre os diferentes tempos de tratamento. E, no Grupo 4, houve
diferenca entre o tempo de 5 minutos e os tempos de 15 e 20 minutos, bem como

houve diferenca entre o tempo de 10 minutos e o tempo de 15 minutos.
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Figura 3. Andlise dos diferentes tempos experimentais dentro de um mesmo grupo.
Houve diferenca estatisticamente significante entre o numero total de
colénias e os tempos experimentais, representados pelas legendas (* e **),
p <0,05.

A Figura 4 representa a comparacao entre os diferentes tempos de
tratamento e os resultados obtidos no numero de colénias de cada um dos quatro
grupos. No tratamento de 5 minutos, houve diferenca significante entre os grupos 1
e 2 (a), entre os Grupos 2 e 3 (b), e entre 2 e 4 (c). No tratamento de 10 minutos,
houve diferenca entre o grupo 1 e os Grupos 2 e 4 (a), entre o grupo 2 e os Grupos
3 e 4 (b), e entre os Grupos 3 e 4 (c). No tempo de 15 minutos a diferenca se deu
entre os Grupos 1 e 4 (a), entre 0 Grupo 2 e os Grupos 3 e 4 (b), e entre os Grupos
3 e 4 (c). No tempo de 20 minutos houve diferenca entre o Grupo 1 e os Grupos 3 e

4 (a), entre o Grupo 2 e os Grupos 3 e 4 (b) e entre os Grupos 3 e 4 isoladamente

(c).
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Figura 4. Relagao entre o numero total de colénias e os diferentes tempos amostrais
para cada grupo. Na comparagcdo dos grupos entre si para cada tempo
experimental, houve diferenga estatisticamente significante entre os

grupos representados pelas legendas (a), (b) e (c), p <0,05.
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De acordo com a anadlise dos dados obtidos, o Grupo 1 (controle) mostrou
uma tendéncia ao crescimento dos micro-organismos nos tempos de 10, 15 e 20
minutos, em que os valores do numero de colbnias se manteve proximo e
equilibrado. Isso reflete o crescimento natural das colénias sem qualquer
intervencao externa. Ao analisar o Figura 2, pode-se perceber que o Grupo 1 se
mostrou significativamente maior em comparacao aos Grupos 2, 3 e 4, em todos os
tempos amostrais.

Os Grupos 2 e 3 comportaram-se de maneira semelhante, mostrando uma
reducao inicial no niumero de colénias do micro-organismo. Porém, essa reducao
nao se estendeu apo6s a fototerapia de cinco minutos, havendo um crescimento de
colénias em um patamar préximo ao dos cinco minutos em todos os tempos
amostrais. Assim, ndo houve diferenca significante entre os diferentes tempos para
ambos os grupos, como verificado no Figura 1. Ao analisarmos os tempos amostrais
comparativamente entre os quatro grupos, presentes no Figura 2, pode-se perceber
que os Grupos 2 e 3 apresentam contagem de col6nias significativamente inferiores
as apresentadas no Grupo 1. Pode-se dizer que os Grupos 2 e 3 apresentam uma
eficiéncia semelhante no controle das popula¢des do micro-organismo.

O Grupo 4 apresentou a terapéutica com os melhores valores comparativos,
como observado na Figura 2. O numero de col6nias em todos os tempos amostrais
desse grupo se apresentou com valores inferiores aos demais trés grupos. A énfase
se deu aos tempos de 10, 15 e 20 minutos, em que o numero de colbnias foi
significativamente menor em relagdo aos Grupos 1, 2 e 3. Quando analisada a
Figura 1, quanto aos diferentes tempos de fototerapia associados a terapéutica
proposta ao Grupo 4, nota-se que uma terapia mais prolongada ndo se mostrou

mais eficiente para esse tratamento, havendo diferenca apenas entre os tempos de
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15 minutos e 20 minutos. Infere-se que, desde os primeiros cinco minutos de terapia,
h& uma inibicado no crescimento das colénias do micro-organismo, perdurando essa
inibicdo pelos proximos 20 minutos e de maneira mais eficiente se comparada aos
grupos 1,2 e 3.

A acao fotodindmica do fotossensibilizador azul de metileno e Laser vermelho
foi estudada na inibicao de Propionibacterium acnes, na qual foi realizado um estudo
comparativo das UFCs. No experimento, o Propionibacterium acnes foi inibido pela
acao fotodindmica, apresentando fotossensibilizacdo do azul de metileno quando
irradiado com Laser vermelho com comprimento de onda de 660nm, sendo
apresentados na Figura 1.

Como ¢é notério, os grupos ensaiados utilizaram elementos como o
fotossensibilizador azul de metileno e luz vermelha sobre a bactéria, elementos
importantes para a agao da TFD. Deve ser ressaltado que esses elementos da TFD
entram em acao, levando a bactéria ao estresse oxidativo, devido a formacgédo de
oxigénio singlete e espécies reativas de oxigénio, e assim a morte celular.("-®

Os resultados demonstraram que a aplicagdo do Laser vermelho inibe o
crescimento das UFCs da bactéria. Esses resultados corroboram os achados de
Ogata e Fernandes (2013), que utilizaram a mesma fototerapia como tratamento de
acne in vitro, porém, os tempos de tratamento utilizados pelos autores foram
diferentes, sendo de 5, 15, 30 e 60 minutos. Os seus resultados foram excelentes,
ficando com zero de UFC da bactéria de Propionibacterium acnes.®

No ensaio utilizando somente a luz, foi observada redugdo das UFCs da
bactéria. Essa atividade teve uma evolucao positiva para os quatro ciclos do G2,
evidenciando que a luz atingiu o platé sem atingir a eliminacéo total das UFCs de

Propionibacterium acnes (Tabela 1). Para Ashkenazi et al. (2003), essa limitagao



20

pode ser atribuida a uma possivel saturacdo da membrana, pois o efeito da luz
sobre Propionibacterium acnes é pelo fato da bactéria sintetizar porfirinas,
principalmente protoporfirina e coproporfirina, substancias fotossensiveis que, ao
receberem luz, absorvem a energia da luz, e essa energia interfere nas reacdes
quimicas e metabdlicas celulares, e, quando a luz é absorvida pelas porfirinas,
ocorre a formacao de EROs, resultando em danos na membrana da bactéria e morte
celular.()

No entanto, quando associados a luz com o Fs (Grupo 4 - Tabela 1), ha
eliminacao da bactéria por processo fotoinduzido, visto que esse processo se inicia
por transferéncia de hidrogénios ou elétrons, reacbes radicalares ou por ataque
eletrofilico do oxigénio singlete a membranas, levando a apoptose da matéria

biologica.?’28) Esse processo comprova que houve a incorporagdo do azul de

Q-

metileno sobre Propionibacterium acnes, pois o processo fotoinduzido levou
eliminacdo da bactéria.

A incorporagédo do azul de metileno sobre Propionibacterium acnes leva a
otimizagdo do processo fotooxidativo. Dessa forma, sabendo-se que o
fotossensibilizador pode encontrar-se tanto sobre as paredes celulares como em
organelas, a acao da TFD pode ocorrer de forma generalizada, propagando-se tanto
por ataque interno (meio intracelular) como externo (meio extracelular), o que
justifica a inativagcéo parcial de Propionibacterium acnes (Grupo 3 - Tabela 1).

Portanto, para um estudo mais detalhado sobre incorporagdo do
fotossensibilizador, o estudo indica a necessidade de um trabalho de imagens por
microscopia de fluorescéncia para analisar a incorporagcao do fotossensibilizador em

Propionibacterium acnes.
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Ja o resultado do LED mostra que a atividade fotodindAmica em
Propionibacterium acnes esta relacionada a uma adequada incorporacao do
fotossensibilizador, a qual pode ser maximizada pela irradiagao da luz.

A analise comparativa entre os diferentes tempos de tratamento dentro de um
mesmo grupo esta representada na Tabela 2 e na Figura 3. Pode-se observar que o
tratamento, realizado no Grupo 1, mostrou eficiéncia apenas no controle dos
nameros de UFCs, visto que, com uma exposicdo de 5 minutos, apresentou numero
significantemente menor de coldnias que a obtida em 20 minutos. Além disso, apds
10 minutos de tratamento, o nimero de col6nias pareceu se estabilizar, chegando
aos 20 minutos de exposicao sem diferenga notoria entre os tempos de 10, 15 e 20
minutos. Fato semelhante pode ser observado no tratamento proposto ao Grupo 3,
em que ndo houve diferenca entre os tempos de exposicdo, mas, com relativa
diminuicao aparente na exposicao de 5 minutos. Comparativamente entre os Grupos
expostos na Figura 4, o Grupo 1 e o Grupo 3 também néo apresentam diferengas
significantes em relagéo a reducao do numero de coldnias, seguindo um padrédo de
semelhanca. Porém, ap6s 20 minutos de tratamento, o Grupo 3 mostrou uma
significativa reducao em relacdo ao Grupo 1, sua terapia, poderia ser mais eficiente
se o tratamento fosse mais prolongado.

O tratamento proposto ao Grupo 2 mostrou que houve diferenca entre a
aplicacdo de 5 minutos e de 10 minutos, em que o numero de colénias se mostrou
superior. Apdés 15 minutos, o numero de coldnias apresentou tendéncia a
diminuicdo, mas nao suficiente para demonstrar diferencga significante em relacao ao
primeiro tempo, de 5 minutos. Quando analisado em relagdo aos demais grupos, o
Grupo 2 apresentou o maior numero total de colénias obtidas em todos os tempos

amostrais, sendo equiparado apenas pelo Grupo 1 nos tempos de 15 e 20 minutos
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(Figura 4). Pode-se inferir que, entre os tratamentos propostos esse grupo foi o que
apresentou menor efeito.

Ja o tratamento, realizado no Grupo 4, apresentou diferencas significantes
entre os diferentes tempos amostrais, com diminuicdo acentuada no numero de
colénias em relagdo ao mais longo periodo de exposicao a fonte luminosa. Entre os
primeiros 5 e 10 minutos essa diferenca nao foi aparente, porém, revelada quando
analisado o tempo de 5 minutos em relacao aos de 15 e 20 minutos, mostrando
eficiéncia no tratamento em um intervalo mais longo de tempo. Em relagdo aos
outros trés grupos, como observado no Figura 4, o Grupo 4 foi o que mostrou os
melhores resultados, uma reducao significativa do nimero de colbnias frente as
fototerapias de 10, 15 e 20 minutos.

No estudo de Kdnig, et al. (2000), foi analisada a atividade da TFD, sem o uso
de fotossensibilizadores contra Propionibacterium acnes. Em seu trabalho, foi
constatada a presenca de endoporfirinas (Fs enddgenos) na bactéria pelo uso de
fluorescéncia.'¥ Mediante ao fato, os autores descreveram que a TFD pode ser
utilizado sem o uso de fotossensibilizadores para o tratamento de acne, desde que o
comprimento de onda seja compativel com o Fs enddgeno.® Porém, o tratamento
utilizando somente a irradiacdo (Tabela 2 - Grupo 2), resultou em efeito antagdnico.
Nao houve redugdo ou inibicado da bactéria e, sim, a proliferacdo de
Propionibacterium acnes. Os resultados mostram que apenas a exposicao de P.
acnes a luz em dose de comprimento de onda 660nm, com intensidade de energia
de até 35mW, ndo teria efeito inibidor sobre a bactéria.

Ja o tratamento do fotossensibilizador na auséncia de luz (Grupo 3 - Tabela 2)
apresentou acao bactericida, pois € observada a reducado das UFCs da bactéria.

Essa atividade é devido a incorporagcédo do Fs sobre Propionibacterium acnes, iSso
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leva a otimizacao do processo oxidativo celular. Dessa forma, sabendo-se que o Fs
pode encontrar-se tanto nas paredes celulares, como em organelas, o efeito
citotéxico pode ocorrer de forma generalizada, propagando-se tanto por ataque
interno (meio intracelular) como externo (meio extracelular), o que justifica a reducao
de Propionibacterium acnes. Liu et al. (2012), explica que o fotossensibilizador
apresenta carater catidnico e por isso liga-se em ambientes com cargas opostas,©0
dessa maneira, acumula-se preferencialmente, em mitocondria, pelo fato de o
ambiente eletroquimico da matriz mitocondrial ser negativo.®" Sendo assim, o Fs
catibnico se liga a regiao polianibnica do DNA e isso leva a degradacao oxidativa
das bases via oxigénio singleto, o que viabiliza a morte celular.?

O resultado da acéao fotodinamica (Grupo 4 - Tabela 2) € observado somente
apods a irradiacdo 660nm sobre Propionibacterium acnes, em que ocorre uma
inibicdo significante no nimero de UFCs da bactéria. A eficiéncia observada pode
ser atribuida ndo somente a fonte de irradiacdo, mas também ao efeito citotdxico do
fotossensibilizador. Dessa forma, quando associados a luz com o Fs, a acéo
fotodindmica se inicia por transferéncia de hidrogénios ou elétrons, reacdes
radicalares ou por ataque eletrofilico do oxigénio singlete, levando a destruicdo do
material biolégico.?”28) Fator importante do fotossensibilizador azul de metileno, é
que a banda de absorcdo de luz ocorre na regido de comprimento de onda entre
620-660nm.(3) Essa caracteristica do Fs garante a penetragdo da luz no material
bioldgico, quando usado o comprimento de onda préximo a essa regido.®® Portanto,
o comprimento de onda 660nm da luz LED foi eficiente para a fotoestimulacao do
Fs, pois o estudo mostra que a acao fotodindmica da luz sobre Propionibacterium
acnes esté relacionada a uma adequada incorporacao do Fs, a qual pode ser notada

com a morte celular.
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O tratamento com TFD foi eficiente nos dois tipos de experimentos de luz. Na
avalicdo da acao fotodinamica do Laser e LED associado com o Fs, houve
inativacao dos micro-organismos P. acnes. Portanto, a TFD foi eficaz no controle das
populacdes de P. acnes in vitro.

Sao sugeridas mais pesquisas in vitro, aumentando o tempo de ensaio,
sintetizacdo de fotossensibilizadores, utilizagdo de microscopia de fluorescéncia e
confocal para o estudo da acdo de TFD para o tratamento de Propionibacterium

acnes.
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