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RESUMO 
A capacidade que um microrganismo possui de resistir a efeitos de fármacos que 
anteriormente eram capazes de eliminá-lo é chamada de resistência microbiana. Devido ao 
fato deste fenômeno crescer a cada dia, tratamentos alternativos são extremamente 
necessários. A inativação fotodinâmica (do inglês, photodynamic inactivation - PDI) e sua 
associação com peptídeos antimicrobianos (PAMs) são opções promissoras para inativação 
de microrganismos patogênicos, entretanto são escassos os estudos associando este tema 
contra biofilmes microbianos, além disso, não há relatos na literatura associando o peptídeo 
melitina com o fotossensibilizador curcumina. Portanto, este estudo teve como objetivo 
analisar a eficácia dessas associações para efeito antimicrobiano por meio da realização de 
dois estudos. O primeiro trabalho tratou-se de uma revisão bibliográfica para mapeamento da 
literatura existente acerca da associação de PDI e PAMs, utilizando de uma busca sistemática 
para a seleção dos artigos. Trinta e nove artigos foram identificados por meio das buscas em 
bases de dados. Com exceção de cinco associações, a grande maioria apresentou eficácia 
antimicrobiana contra diversos microrganismos, susceptíveis e resistentes. O segundo estudo 
conduzido tratou-se de uma pesquisa laboratorial com o objetivo de avaliar a eficácia do PAM 
melitina em associação com a PDI mediada pela curcumina contra cepas de Candida albicans 
suscetível e resistente ao fluconazol. Foram utilizadas duas cepas de referência (suscetível e 
resistente ao fluconazol) e dois isolados clínicos com resistência ao fluconazol. A 
concentração fungicida mínima (CFM) e a concentração inibitória mínima (CIM) da melitina 
sozinha foram avaliadas para as quatro cepas. A partir de então foi realizada a caracterização 
fotofísica da curcumina na presença e ausência da melitina. Análises do efeito antimicrobiano 
em amostras planctônicas e de biofilme apenas das cepas de referência foram realizadas. Por 
fim, as amostras de biofilme foram analisadas em microscopia confocal para avaliar a 
quantidade de curcumina internalizada nos biofilmes em diferentes tempos de exposição com 
a melitina+curcumina. Os dados foram analisados com estatística descritiva e inferencial, de 
acordo com o delineamento experimental de cada etapa (α=0,05). A CIM da melitina foi 
diferente para cada cepa (ATCC 90028 - 16μg/mL; ATCC 96901 - 62μg/mL; e ambos os 
isolados clínicos 31 μg/mL). Em relação às avaliações da atividade antifúngica do PAM em 
associação com a PDI, para ATCC 90028 no formato planctônico, tanto a curcumina quanto 
a melitina promoveram redução dos valores de log (p<0,0001) . Quando as amostras 
permaneceram no escuro, apenas a melitina produziu efeito na viabilidade (p≤0,023). Quando 
em biofilme, houve redução na viabilidade promovida pela melitina com exposição a luz 
(p<0,0001). Para a cepa ATCC 96901, em formato planctônico, houve redução nos valores 
de log quando expostas a luz para os fatores curcumina e melitina sozinhos. Quanto ao 
biofilme, em nenhuma condição efeito significativo nas contagens de colônias viáveis. Assim 
conclui-se que a associação da PDI com peptídeos é capaz de promover redução da 
viabilidade de microrganismos patogênicos e, especificamente, a associação 
melitina+curcumina deve ser mais investigada a fim de se potencializar o efeito da associação 
contra cepas de Candida.  

Palavras – chave: Candida albicans. Resistência microbiana a medicamentos. Peptídeos 
catiônicos antimicrobianos. Fotoquimioterapia. 
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ABSTRACT 
The ability of a microorganism to resist the effects of drugs that were previously able to 
eliminate it is called microbial resistance. Due to the fact that this phenomenon grows every 
day, alternative treatments are extremely necessary. Photodynamic inactivation (PDI) and its 
association with antimicrobial peptides (AMPs) are promising options for inactivating 
pathogenic microorganisms, however, there are few studies associating this topic against 
microbial biofilms, in addition, there are no reports in the literature. associating the peptide 
melittin with the photosensitizer curcumin. Therefore, this study aimed to analyze the 
effectiveness of these associations for antimicrobial effect by carrying out two studies. The first 
work was a literature review to map the existing literature about the association of PDI and 
AMPs, using a systematic search for the selection of articles. Thirty-nine articles were identified 
through database searches. With the exception of five associations, the vast majority showed 
antimicrobial efficacy against several susceptible and resistant microorganisms. The second 
study conducted was a laboratory research aimed at evaluating the efficacy of PAM melittin in 
association with curcumin-mediated PDI against fluconazole susceptible and resistant strains 
of Candida albicans. Two reference strains (susceptible and resistant to fluconazole) and two 
clinical isolates with resistance to fluconazole were used. The minimum fungicidal 
concentration (MFC) and the minimum inhibitory concentration (MIC) of melittin alone were 
evaluated for the four strains. From then on, the photophysical characterization of curcumin in 
the presence and absence of melittin was performed. Analyzes of the antimicrobial effect in 
planktonic and biofilm samples of only the reference strains were performed. Finally, biofilm 
samples were analyzed under confocal microscopy to assess the amount of curcumin 
internalized in biofilms at different exposure times with melittin+curcumin. Data were analyzed 
with descriptive and inferential statistics, according to the experimental design of each stage 
(α=0.05). The MIC of melittin was different for each strain (ATCC 90028 - 16μg/mL; ATCC 
96901 - 62μg/mL; and both clinical isolates 31 μg/mL). Regarding the evaluations of the 
antifungal activity of AMP in association with PDI, for ATCC 90028 in planktonic format, both 
curcumin and melittin promoted a reduction in log values (p<0.0001). When the samples 
remained in the dark, only melittin had an effect on viability (p≤0.023). When in biofilm, there 
was a reduction in viability promoted by melittin with exposure to light (p<0.0001). For the 
ATCC 96901 strain, in planktonic format, there was a reduction in log values when exposed to 
light for the factors curcumin and melittin alone. As for the biofilm, there was no significant 
effect on viable colony counts under any condition. Thus, it is concluded that the association 
of PDI with peptides is capable of promoting a reduction in the viability of pathogenic 
microorganisms and, specifically, the association melittin+curcumin should be further 
investigated in order to potentiate the effect of the association against strains of Candida. 

Keywords: Candida albicans. Drug resistance, microbial. Antimicrobial cationic peptides. 
Photochemotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As espécies de Candida são patógenos oportunistas do ser humano e 

possuem habilidade de causar doenças em sítios anatomicamente distintos do 

hospedeiro1. Das infecções causadas por Candida spp podem ser citadas a 

infecção superficial e sistêmica2. Entre as espécies mais comumente associadas 

ao desenvolvimento de patologias destacam-se Candida albicans, Candida 

glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida 

dubliniensis, Candida auris2,3 sendo este último, um fungo emergente 

multirresistente, responsável por surtos de infecções em todo o mundo4. 

Importante ressaltar que, em indivíduos saudáveis, C. albicans caracteriza-se 

como comensal, com um tipo de interação que envolve organismo, a microbiota 

residente e a imunidade do hospedeiro5. Tal fungo pode se transformar em 

patógeno a partir do resultado de um desequilíbrio local ou sistêmico, como 

alterações no microambiente local ou a ruptura do estado imunológico do 

hospedeiro6,7. 

A infecção fúngica local mais frequente nos seres humanos é a candidíase, 

uma condição bastante frequente entre indivíduos imunocomprometidos, com 

doenças sistêmicas e entre os idosos, principalmente naqueles que fazem uso 

de próteses parciais e totais8. De fato, o uso de próteses, associado ao baixo 

fluxo salivar, aumentam as chances de desenvolvimento de uma patologia 

denominada estomatite protética, uma das manifestações clínicas da 

candidíase9. A estomatite define-se por um processo inflamatório crônico da 

mucosa adjacente às próteses dentais totais e parciais e sua gravidade está 

diretamente relacionada à presença de C. albicans em cerca de 72% dos 

indivíduos10. 

Devido à proximidade da cavidade oral com o sistema respiratório, o risco 

de aspiração de patógenos presentes nas infecções locais aumenta, e a principal 

consequência dessa ocorrência é o desenvolvimento de pneumonia aspirativa, 

uma doença potencialmente fatal que pode levar o indivíduo a óbito11,12. Nesse 

mesmo contexto, as espécies de Candida também possuem capacidade de 

desenvolver infecções na corrente sanguínea, pois C. albicans trata-se da 

formadora de biofilme mais prevalente e patogênica das espécies de Candida, e 
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tal fato quando associado a exposição prévia dos pacientes aos antifúngicos 

azólicos, resulta em fatores de risco para morbidade e mortalidade em casos de 

candidemia13. 

O tratamento das infecções por Candida spp. é realizado tradicionalmente 

por meio de medicamentos antifúngicos. Os antifúngicos tópicos convencionais, 

como a nistatina, não necessariamente são capazes de eliminar as células de 

Candida spp por completo.  Tal fato pode ser atribuído ao efeito diluente da saliva 

concomitante aos movimentos da língua, os quais acabam por reduzir as 

concentrações da medicação14. Os fármacos azóis sistêmicos, como o 

fluconazol foram um grande avanço em termos de eficácia no tratamento da 

candidíase15. Entretanto, atualmente, seu uso pode se apresentar limitado 

devido à evolução do espectro de patógenos fúngicos, e a eclosão de resistência 

aos azóis16. As células adquirem resistência ao fluconazol por meio de diferentes 

vias como a diminuição dos efeitos tóxicos do fármaco através da alteração da 

enzima alvo que reduz a ligação do fármaco ou a diminuição do acúmulo 

intracelular da droga através do transporte ativo do medicamento para fora da 

célula. Além disso a característica fungistática do fluconazol pode fornecer maior 

oportunidade para o desenvolvimento de resistência17. Outro antifúngico 

utilizado para infecções sistêmicas são as equinocandinas. Utilizados somente 

de forma intravenosa, possuem espectro de ação relativamente amplo, mas sua 

absorção oral mostra-se pobre e sem previsibilidade18 e seu uso generalizado 

também acarreta em resistência entre isolados clínicos de Candida spp.19. 

A resistência antifúngica está em ascensão e se trata de uma ameaça 

emergente ao gerenciamento do paciente e do sucesso clínico20. Uma previsão 

da Organização Mundial da Saúde (OMS) é que, até o ano de 2050, as infecções 

resistentes a medicamentos matarão 10 milhões de pessoas anualmente21. 

Portanto, é imprescindível a busca por terapias alternativas que possam sanar 

as consequências oriundas da resistência microbiana e das limitações dos 

medicamentos antifúngicos convencionais22. 

Uma dessas terapias alternativas surgiu no início do século XX e é 

denominada de Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (do inglês Antimicrobial 

Photodynamic Therapy – aPDT, ou Photodynamic Inactivation - PDI)23-25. PDI 

requer a combinação de três fatores para que seu processo ocorra, são eles: um 
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agente chamado de fotossensibilizador (FS), luz correspondente ao 

comprimento de onda de absorção específica do FS (apropriada para a 

excitação do FS) e presença de oxigênio23-26. Pelo fato de se mostrar eficaz 

contra uma série de microrganismos, incluindo potencial contra cepas 

resistentes a fármacos convencionais, a PDI se mostra como uma estratégia 

promissora tratamento27. 

Um FS extensamente descrito na literatura é a curcumina, um pigmento 

amarelo extraído da Curcuma longa e que possui alta absorção de luz e potencial 

fototóxico contra células fúngicas28,29. 

Outra possibilidade antimicrobiana que tem sido investigada é a utilização 

de peptídeos antimicrobianos (PAMs). Os PAMs são grupos de moléculas 

heterogêneas, produzidas por vários tecidos e células em uma extensa 

variedade de espécies. Eles compõem a resposta imune inata de organismos 

multicelulares, contém atividades microbicidas e imunomoduladoras, e 

contribuem significativamente no mecanismo de defesa do hospedeiro contra 

infecções30-32.  

A melitina é considerada um PAM e é o principal componente tóxico do 

veneno da abelha Apis mellifera. Composto por 26 aminoácidos 

(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2), a melitina já mostrou efeito 

antiviral, antibacteriano, antiparasitário, antifúngico e antitumoral33,34. Para que 

seu efeito antimicrobiano ocorra, seu principal mecanismo de ação trata-se da 

ligação à superfície da membrana, que gera uma perturbação a integridade das 

bicamadas fosfolipídicas pela formação de poros, consequentemente leva ao 

vazamento de íons, aumento da permeabilidade, e por fim gera a lise celular34,35.   

Outro PAM de destaque é o LL-37, o qual deriva dos dois primeiros 

resíduos de leucina (L) e 37 aminoácidos, adotando uma estrutura helicoidal36. 

Da classe das catelicidinas, é secretado pelos seres humanos 

predominantemente encontrado em neutrófilos, revestimentos epiteliais e 

monócitos37. O LL-37 além de possuir propriedades antibacterianas, antifúngica, 

antivirais e capacidade de inibição de formação de biofilme36 é também 

classificado como “alarmante”, pois possui capacidade de alertar o sistema 

imunológico adaptativo, através da promoção de inflamação local e capacidade 

de resposta a sinais de perigo37,38. 
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 Em relação ao tratamento antifúngico convencional, os PAMs possuem 

várias vantagens, sendo eles multimodais, pois podem atingir diferentes alvos 

microbianos simultaneamente; multifuncionais, porque além de inativar 

diretamente o microrganismo, também estimula a defesa contra eles; de ação 

rápida, e contém atividades anti-inflamatórias e / ou curativas32. Investigações 

recentes demonstram o potencial antifúngico de uma gama de peptídeos contra 

cepas de Candida spp resistentes ao fluconazol e multirresistentes39-41.  

A abordagem combinada de PDI e PAMs tem mostrado potencial a fim de 

se obter melhores resultados antimicrobianos42-80. Um número considerável de 

trabalhos também vem investigando a possibilidade de inativação microbiana de 

cepas resistentes a medicamentos convencionais com a associação das 

terapias42,46,47,49,50,51,53,56-59,66-68,72,77-79. A grande maioria dos estudos utilizou 

cepas bacterianas e o efeito em cepas de Candida ainda é pouco estudado. 

Portanto, faz-se importante avaliar o efeito da combinação dos dois protocolos 

alternativos com o intuito de se chegar a um tratamento eficaz para a estomatite 

protética causada por espécies de Candida. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial da utilização de 

PAMs como possível agente antifúngico e em associação com tratamento 

fotodinâmico. Para isso, dois estudos foram desenvolvidos.  

 

2.1 Objetivos Específicos  

 

 O primeiro estudo teve como objetivo realizar um mapeamento da 

literatura existente acerca da utilização de PAMs em associação com PDI. Para 

isso, foi realizada uma revisão de literatura com uma estratégia sistemática para 

busca e identificação dos trabalhos. 

 

 O segundo estudo teve como objetivo avaliar a eficácia do PAM melitina 

como possível agente antifúngico e antibiofilme contra C. albicans e seu efeito 

quando associado ao tratamento fotodinâmico com curcumina. Além disso, 

também foi comparada a resposta obtida com cepa susceptível e resistente ao 

fluconazol. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

A seguir, a revisão de literatura está subdividida pelos tópicos: Candidíase e 

Resistência Microbiana, Inativação Fotodinâmica e Curcumina e Peptídeos 

Antimicrobianos.  

 

3.1 Candidíase e Resistência Microbiana 

A candidíase oral é a infecção fúngica mais comum nos seres humanos. Trata-se 

de uma infecção oportunista que acomete a cavidade bucal, causada principalmente 

pelo supercrescimento das espécies de Candida, onde cerca de 80% dos isolados desta 

infecção clínica são representados pelas espécies de C. albicans, C. glabrata e C. 

tropicalis8. Tal microrganismo se encontra em uma relação comensal na cavidade oral 

em cerca de 60% de indivíduos adultos saudáveis81. Entretanto, a infecção torna-se 

evidente nos casos onde o indivíduo possui algum tipo de imunossupressão e/ou faz 

uso de prótese totais ou parciais81.  

Clinicamente a candidíase pode se manifestar de duas maneiras, a candidíase 

branca ou a eritematosa. A candidíase oral branca, como o próprio nome diz, é 

caracterizada por lesões que possuem a coloração branca, como é o caso da candidíase 

pseudomembranosa e a hiperplásica. Já a eritematosa contém em sua classificação as 

lesões de coloração vermelha, incluindo a candidíase atrófica aguda, candidíase atrófica 

crônica, queilite angular, atrofia papilar central da língua e eritema gengival linear81,82. 

Em indivíduos acometidos por infecções fúngicas e que possuem algum tipo de 

imunossupressão, Candida spp. inicia um processo de aumento de sua colonização e 

se espalha pelo trato gastroinstestinal e/ou pela corrente sanguínea, acarretando a 

chamada candidíase invasiva ou candidemia8. A candidíase invasiva é reconhecida 

como uma das principais causas de morbimortalidade no setor da saúde, causada 

majoritariamente por C. albicans83. Devido sua alta taxa de mortalidade (cerca de 71% 

a 79%) o tratamento necessita ser precoce e preciso, afim de se iniciar a terapia 

antifúngica correta o mais previamente possível8,83.   

Dessa forma, para que haja eficácia no tratamento sobre a candidíase, deve ser 

levada em consideração a remoção do foco da infecção, como por exemplo, a 

higienização de dentaduras e próteses fixas. Entretanto, nem sempre apenas com uma 

boa higienização é possível eliminar a doença e assim, é necessário o tratamento 

utilizando antifúngicos tópicos ou sistêmicos81,84,85. 

Comparada a ampla gama de antibióticos existentes contra bactérias, os fármacos 

antifúngicos são poucos, e provavelmente refletem a dificuldade em se obter 
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medicamentos contra um tipo de célula eucariota que não cause toxicidade ao seu 

hospedeiro86. Ainda assim, os antifúngicos disponíveis no mercado atualmente são os 

tópicos, como a nistatina, que age rompendo a membrana dos fungos; e os sistêmicos, 

como o fluconazol e o itraconazol que agem na inibição da síntese de ergosterol 

(componente da membrana celular do fungo), as equinocandinas capazes de agir na 

síntese de β- (1,3) d- glucano (um polissacarídeo crítico da parede celular), e por fim a 

flucitosina, que interfere na síntese de RNA e DNA, entretanto ainda não está disponível 

no Brasil87. 

Embora existam estes medicamentos antifúngicos presentes no mercado, o 

prognóstico de pacientes acometidos por infeções por Candida ainda pode ser ruim88. 

Tal fato pode ser explicado por um fenômeno chamado de resistência microbiana. A 

resistência microbiana trata-se da capacidade que um microrganismo possui ou adquire, 

de resistir a efeitos de medicamentos que anteriormente eram capazes de eliminá-lo89. 

Além disso, este fenômeno é provavelmente justificado pela exposição prolongada dos 

indivíduos a tais medicamentos, principalmente aqueles imunocomprometidos com 

candidíase recorrente88. 

A maior família de medicamentos usados contra fungos é a família dos “azóis”88. 

Seu mecanismo de ação se baseia na interferência da biossíntese do ergosterol, através 

da inibição da conversão do citocromo P450 de lanosterol em ergosterol. O resultado 

desta interferência é a diminuição do crescimento e proliferação celular90. Durante muito 

tempo, esta família foi responsável por tratar a maioria das infecções acometidas por 

espécies de Candida. Entretanto, a resistência aos azóis tem aumentado cada dia mais, 

tanto nos hospitais, quanto in vitro88. São três as maneiras que as espécies de Candida 

utilizam para contornar a ação dos antifúngicos azóis, são elas: a introdução de bombas 

de efluxo (afim de bombear a droga para fora da célula); alteração do sítio de ligação 

da enzima que impede a ligação dos azóis, e por fim, a capacidade da célula de 

desenvolver vias de contorno como resultado de mutações91,92. Nesse contexto, as 

equinocandinas pareciam ser a chave para contornar a resistência, visto que todos os 

fungos possuem β- (1,3) d- glucano. Entretanto, isolados clínicos de Candida 

apresentaram mutações nos genes FKS1 e FKS2 que levaram a substituição de 

aminoácidos, inibindo então as equinocandinas88. 

Um estudo conduzido por Cowen et al.93 em 2000, demonstrou a capacidade de 

adaptação de C. albicans ao agente antifúngico fluconazol. Os autores utilizaram 

apenas uma única célula progenitora para dar origem a 12 populações distintas que 

foram propagadas em série por 330 gerações. Seis populações foram cultivadas com 

exposição ao fluconazol repetidamente, e as outras seis, não. Dessa forma, 

conseguiram avaliar a adaptação às concentrações inibitórias do fluconazol em 
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populações geradas a partir de uma única célula, ou seja, apenas o fator das mutações 

foi avaliado, já que nenhum genótipo externo penetrou nessas populações. A fim de 

comparação, foi verificado que a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do fluconazol em 

C. albicans suscetível ao azol foi de 0,25 μg/ml. Nas populações propagadas sem 

fármaco não houve mudança na CIM. Por outro lado, duas das populações geradas na 

presença de fluconazol alcançaram o nível mais alto de resistência (CIM 64,00 μg/ml). 

Uma terceira população atingiu o nível intermediário de resistência (CIM 4,00 μg/ml). 

Outras duas tiveram uma resistência aumentada (CIM 16,0 e 64,0 μg/ml) e depois 

mostraram uma queda. E por fim, a última população apresentou um pequeno aumento 

na resistência (CIM 0,5 μg/ml), aumentou drasticamente em outra geração (CIM 8,0 

μg/ml) e, em seguida, diminuiu. Além disso, os valores de CIM aumentados do 

fluconazol foram acompanhados por um aumento correspondente na resistência ao 

itraconazol e cetoconazol. Tais resultados demonstram que a exposição frequente de 

C. albicans ao fluconazol pode conferir uma vantagem de adaptação causada por 

mutações93. 

O biofilme formado por espécies de Candida também representa uma causa 

frequente de infecções94. O biofilme é uma comunidade estruturada circundada por uma 

matriz polimérica autoproduzida e aderente a uma superfície95, que por conta desta 

“barreira” que é formada, há uma redução drástica na susceptibilidade microbiana aos 

agentes terapêuticos94. 

O biofilme de C. albicans progride em três fases distintas: a fase precoce (0 a 11h) 

na qual as células iniciam o crescimento e agregação; a fase intermediária (12 a 30h) 

que é caracterizada pelo aparecimento de material predominantemente não celular, 

parecido como uma névoa; a fase de maturação (38 a 72h) na qual a quantidade de 

material extracelular aumenta de acordo com o tempo de incubação, até a completa 

cobertura das colônias, e por fim, a fase de dispersão, onde as células não aderentes 

são liberadas do biofilme para a colonização do meio circundante96.  

Em 2018, Singh et al.97 foram capazes de demonstrar a capacidade de 

antifúngicos, dentre eles o fluconazol e anfotericina B, em penetrar biofilmes de cepas 

padrão e isolados clínicos de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Foi 

visto que dependendo da natureza do antifúngico e da espécie de Candida, a 

capacidade de penetração variou. A penetração do posaconazol e da anfotericina B foi 

significativamente pobre (redução de 55%; P<0,001 e 35%; P<0,001, respectivamente) 

para todas as cepas avaliadas. Sobre o biofilme de C. krusei, o fluconazol foi capaz de 

adentrar, entretanto sem sucesso, já que esta cepa é intrinsicamente resistente a ele; 

já o voriconazol e a caspofungina que são eficazes, não conseguiram penetrar nos 

biofilmes (P<0,01). Para as cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis houve 
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uma redução média de 18%, 10% e 23% para a penetração do voriconazol, fluconazol 

e caspofungina respectivamente. Mesmo aqueles antifúngicos que conseguiram 

penetrar bem nos biofilmes, não foram capazes de matar as células, da mesma forma 

que as drogas cuja penetração foi prejudicada. Dessa forma, fica claro que além do fato 

do biofilme formar uma proteção para que os agentes antifúngicos não possam penetrar 

dentro dele, fatores intrínsecos também são responsáveis pela inativação do fármaco97. 

Diante do exposto, a busca por tratamentos que não gerem resistência e que são 

eficazes contra C. albicans em formato planctônico e em biofilme são descritos na 

literatura. Alguns deles serão discutidos nos itens a seguir. 

 
3.2 Inativação Fotodinâmica e Curcumina 
 

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (do inglês Antimicrobial Photodynamic 

Therapy – aPDT, ou Photodynamic Inactivation – PDI) foi descoberta acidentalmente 

em 1900 por um estudante de medicina, Oscar Raab, enquanto estava em experimentos 

utilizando corante vermelho de acridina em Paramecium spp. em sua tese de doutorado. 

Raab percebeu que a toxicidade observada contra este microrganismo dependia da 

hora e da quantidade de luz solar que entrava na sua bancada através da janela98. A 

partir disso, anos depois outros autores iniciaram o estudo dessa mesma abordagem 

contra carcinomas de pele99. Durante muito tempo a Terapia Fotodinâmica foi apenas 

estudada no âmbito de tratamento anticâncer, devido a descoberta da penicilina por 

Alexander Fleming23 em 1928. Todavia, os olhares dos pesquisadores voltaram para a 

PDI durante o início de 1990, quando começaram a surgir as primeiras infecções 

resistentes a medicamentos no setor de saúde23. Para que seu processo ocorra, a PDI 

requer a combinação de três fatores, um agente fotossensibilizante chamado de 

fotossensibilizador (FS), luz correspondente ao comprimento de onda de absorção 

específica do fotossensibilizador, apropriada para a excitação do FS e presença de 

oxigênio23-26. Primeiramente, a célula-alvo deve ser tratada com o FS, processo 

chamado de fotossensibilização. Após a absorção de um fóton de luz com comprimento 

de onda adequado100, o fotossensibilizador sai de seu estado fundamental para um 

estado eletronicamente excitado. A partir disso ele pode voltar ao seu estado normal 

por meio de fosforescência (através da emissão de luz) ou por dois mecanismos 

geradores de espécies reativas de oxigênio23  (EROs): reagir diretamente com substrato 

formando íons radicais que interagem com oxigênio e gera produtos oxigenados (Tipo 

I), ou, transferir sua energia para o oxigênio diretamente e formar o oxigênio singlete, 

uma espécie oxidativa altamente reativa, que pode oxidar muitas moléculas biológicas, 

como proteínas e ácidos nucleicos (Tipo II)101. Essas duas reações podem ocorrer 
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simultaneamente e são grande parte influenciadas pelo fotossensibilizador, substrato e 

concentração de oxigênio23,25. Após a geração de EROs, o FS pode voltar para seu 

estado fundamental, ou seja, pronto para absorver um novo fóton23.  Os radicais gerados 

atuam na membrana celular fúngica, permitem a internalização adicional de FS, e 

posteriormente, as EROs causam desequilíbrio na homeostase celular, que resulta em 

morte por apoptose, necrose ou autofagia24. Atualmente, uma nova reação foi proposta. 

Independente de oxigênio, essa reação pode ser denominada de “via fotoquímica do 

Tipo III” e envolve a transferência de elétrons fotoinduzida que produz radicais 

inorgânicos reativos102. 

A PDI possui grande potencial para se tornar um novo protocolo padrão para o 

tratamento de candidíase, visto que a terapia não é invasiva em pacientes 

imunodeficientes e idosos, é de fácil realização na cavidade oral, indolor, e até o 

momento apresenta eficácia e nenhuma reação adversa relatada103. Além do mais, os 

medicamentos comuns normalmente trabalham agindo em sítios nas células os quais 

contém alta especificidade. Já a PDI, por conta de funcionar a partir da geração de 

EROs que atua danificando diversas moléculas microbianas, as chances dos 

microrganismos adquirirem resistência a ela é considerada altamente improvável104. 

Vários são os estudos presentes na literatura que investigaram a inativação 

fotodinâmica de Candida spp. Dentre eles, em 2013, Dovigo et al.105 demonstraram a 

capacidade de fotoinativação de isolados clínicos de C. albicans C. glabrata e C. 

tropicalis de pacientes com estomatite protética em cultura planctônica e em biofilmes. 

Tanto nas células planctônicas quanto nos biofilmes dos isolados clínicos de C. albicans, 

e de C. tropicalis, a exposição das culturas ao tratamento utilizando diferentes 

concentrações do fotossensibilizador e doses luz promoveu uma redução significativa 

na viabilidade celular em todas as associações em comparação ao grupo controle (sem 

luz e sem fotossensibilizador). Já nas células planctônicas de C. glabrata, todas as 

associações de luz e FS promoveram reduções significativas na viabilidade fúngica 

(p <0,001), entretanto em alguns isolados não foi observada inativação total105. 

A inativação in vivo de C. albicans pela PDI também já é estudada. Este tipo de 

investigação é relevante por conta da maior semelhança com a realidade clínica de 

pacientes com candidíase. Em 2013, Carmello et al.106 avaliaram a eficácia da PDI em 

uma cepa de referência de C. albicans em modelo de candidíase em roedores. Mais 

uma vez, a associação do fotossensibilizador com luz foi capaz de reduzir 

significativamente (p = 0,027) a viabilidade de C. albicans nas maiores concentrações 

do FS em comparação ao grupo controle (sem luz e sem FS)106. 

Na literatura, é ampla a variedade de fotossensibilizadores utilizados na PDI. Na 

busca do fotossensibilizador ideal, a curcumina é intensamente explorada. A curcumina 
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é um composto fenólico, oriunda das raízes da Curcuma longa, uma planta herbácea 

popular pelas suas propriedades calmantes e antimicrobianas107. A curcumina [1,7-bis 

(4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona], possui peso molecular de 368,38 

g/mol e é uma molécula lipofílica, capaz de adentrar a membrana celular rapidamente. 

Esta substância se manifesta como um composto cristalino, com uma cor amarela 

alaranjada brilhante, dessa forma é muito utilizada como agente corante, bem como 

aditivo alimentar até mesmo declarado pela OMS108. Dados mostram que a curcumina 

não exprime toxicidade nem para animais, nem para humanos, o que a torna um 

fotossensibilizador mais bem tolerado além de considerada “não tóxica” pela FDA108,109. 

Quando o termo “Curcumin” é buscado na base de dados MEDLINE, mais de 18 

mil estudos surgem. Em 2019 uma revisão foi capaz de fornecer uma visão bibliométrica 

abrangente de toda a literatura sobre a curcumina e suas atividades111. Seu primeiro 

relato foi em 1970, onde foi investigado seu efeito hipocolesterolêmico em ratos112. 

Atualmente, a maioria das publicações se concentra em estudos da bioquímica, 

química, oncologia e farmacologia da curcumina. Além disso, as suas ações mais 

estudadas são os efeitos anti- titumorais, anti-inflamatório e contra o estresse 

oxidativo111. 

Em 2011, Dovigo et al.29 tiveram como objetivo avaliar se os efeitos antifúngicos 

da curcumina poderiam ser melhorados com excitação de luz. Para tanto, foi utilizada 

uma cepa padrão de C. albicans (ATCC 90028) afim de verificar o efeito antifúngico, e 

a curcumina utilizada foi a natural. De acordo com o artigo, houve uma redução 

significativa na viabilidade de C. albicans após o tratamento fotodinâmico utilizando a 

curcumina — quando comparado ao grupo controle (sem luz e sem FS) — além dessa 

redução ser dependente da concentração do FS. Da mesma forma, a fotoinativação de 

biofilmes de C. albicans também foi eficaz. Conforme aumentou a concentração de 

curcumina, a atividade metabólica do biofilme reduziu. Logo, este trabalho pôde 

demonstrar que a curcumina quando irradiada com luz azul, se mostra um eficaz 

fotossensibilizador para inativação de C. albicans planctônica e em biofilme29. 

No contexto da Odontologia, a curcumina por si só ou associada a luz como 

agente fotossensibilizador na PDI possui várias possibilidades de aplicações. Por conta 

das suas propriedades anti-inflamatórias, antibacterianas e antioxidantes, é estudada 

majoritariamente na periodontia, para tratamento de gengivite e periodontite113. 

Desempenha ação também na odontologia hospitalar e estomatologia, a respeito de 

suas propriedades anticâncer, e por atuar no carcinoma de cabeça e pescoço, mucosite 

oral, estomatite aftosa recorrente, dentre outras114-116. Outra atuação muito estudada da 

curcumina é seu efeito antibacteriano em células de Streptococcus mutans, a bactéria 

mais cariogênica encontrada na cavidade bucal. O efeito fungicida também não pode 
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deixar de ser citado, já que a curcumina possui várias ações já relatadas contra diversas 

espécies de Candida107. 

Em 2020, foi desenvolvido uma formulação de um enxaguatório bucal à base de 

microemulsão com curcumina. O FS foi associado ao polissorbato 80 (surfactante não 

iônico que possui pouca citotoxicidade) e ao óleo de linhaça, para driblar sua baixa 

solubilidade. Então, foi feita a análise do potencial antimicrobiano deste enxaguatório 

contra biofilmes de fungos e bactérias gram-positivas e gram-negativas. Dando ênfase 

a atividade antimicrobiana contra C. albicans, a PDI mostrou um efeito dependente da 

concentração de curcumina e do tempo de irradiação, sendo que a maior redução foi 

vista no tratamento com maior tempo de irradiação e maior concentração do FS, o que 

sugere um potencial uso clínico da curcumina na cavidade oral117. 

 

3.3  Peptídeos Antimicrobianos 

 

Outro tratamento que é exaustivamente descrito na literatura é o uso dos PAMs. 

Os peptídeos são polímeros de aminoácidos que possuem peso molecular baixo, e 

expressam diversas funções, dentre elas, atividades imunomodulatória e antimicrobiana 

de amplo espectro contra vírus, fungos e bactérias gram-negativas e gram-positivas. O 

primeiro relato da descoberta de um PAM foi em meados de 1939, quando Dubos foi 

capaz de extrair um agente antimicrobiano, a gramidicina de uma cepa de Bacillus 

brevis118. Desde então, a lista de peptídeos antimicrobianos já descritos é extensa. O 

Antimicrobial Peptide Database (APD) contém quase 3000 peptídeos, provenientes de 

seis reinos (animal, plantae, fungi, monera, archea e protista) além dos sintéticos119. 

São várias as classificações utilizadas para dividir os peptídeos em categorias de 

acordo com as suas características. A mais difundida entre os pesquisadores e ao 

mesmo tempo mais simples, divide-os em três grandes grupos estruturais: peptídeos α-

helicoidais, peptídeos em folha β e peptídeos estendidos31,120. 

Existem relatos de que os peptídeos antimicrobianos possuem maior afinidade por 

microrganismos do que células de mamíferos. Em um estudo feito por Welling et al.121, 

foi testada a hipótese de que os PAMs conseguem discriminar entre células microbianas 

e tecidos do hospedeiro. Foi visto que os peptídeos usados no estudo se concentraram 

com uma taxa significativamente alta e em maior extensão em lesões em roedores 

causadas por C. albicans e bactérias, do que em comparação com tecidos não 

infectados121. 

Os PAMs utilizam de mecanismos precisos de ação, cujo resultado é a morte 

celular. A teoria mais difundida sobre mecanismos de ação dos peptídeos trata-se de 

suas capacidades de atuação nas membranas das células microbianas. Eles podem 
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causar defeitos na membrana que resulta em poros e leva ao vazamento de metabólitos 

e íons, seguida pela despolarização da célula, perda da respiração e por fim a morte 

celular. Outros mecanismos de ação também são citados além dos defeitos na 

membrana, como a inibição de organelas intracelulares de patógenos fúngicos122. Além 

do mais, os peptídeos antimicrobianos por atuarem nas membranas bacterianas e não 

em proteínas específicas das células (como a maioria dos antibióticos) é praticamente 

improvável o desenvolvimento de resistência microbiana a eles123. 

Alguns modelos são propostos a fim de elucidar como os PAMs causam a 

permeabilização da membrana. No modelo Barrel-Stave, o peptídeo se fixa na 

membrana, atinge sua concentração limite e inicia a formação de poros dentro do núcleo 

hidrofóbico da membrana. No modelo Carpet, os peptídeos são atraídos 

eletrostaticamente a superfície da membrana; quando atingem altas concentrações, 

efeitos parecidos como de um detergente começam a acontecer, como a formação de 

micelas e poros que rompem a membrana do microrganismo. Por fim, o modelo Toroidal 

Pore, se define pela agregação do peptídeo dentro da membrana de tal forma que as 

monocamadas de lipídios se curvam em torno do poro. Este último, descreve o 

mecanismo de ação da única catelicidina humana, o LL-37124-126. 
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Figura 1 - Ilustração sobre os mecanismos de ação dos PAMs 

 

Fonte: Elaboração própria baseada em Boparai119 2020  

 

O LL-37 é uma molécula de alto conteúdo de aminoácidos básicos e hidrofóbicos. 

É uma molécula carregada positivamente (+6 em pH ~ 7,4) encontrada naturalmente 

nas glândulas salivares de indivíduos saudáveis127. Seu nome origina-se da sua 

composição, que consiste em 37 aminoácidos, cujo os primeiros são duas leucinas 

(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES). Sua estrutura é linear catiônica-

α-helicoidal para conseguir exercer sua função de defesa primária contra bactérias, 

fungos, vírus e parasitas. A atividade de estimulação e regulação do sistema imune inato 

e adaptativo do LL-37 também é explorada128. O LL-37 é gerado a partir de uma pró-

proteína chamada de hCAP-18 que se mantém armazenada em grânulos de neutrófilos 

e células epiteliais, e que após a ativação por meio da clivagem pela proteinase 3, é 

transformada em LL-37129. 

Em 2014, Tsai et al.130 demonstraram a atividade antifúngica do LL-37 contra 

células planctônicas uma cepa de referência de C. albicans. A atividade microbicida do 

LL-37 foi dependente da dose, onde a concentração de 40 μg/mL inibiu fortemente o 

crescimento do fungo, e apenas 5 μg/mL já apresentou um leve efeito de inibição sobre 

o crescimento de Candida130. A atividade antibiofilme do LL-37 contra C. albicans 

também foi elucidada na literatura. Um estudo conduzido por Luo et al.131 em 2017, 
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demonstrou a capacidade antibiofilme do LL-37 sobre C. albicans e outras bactérias. 

Dando ênfase a C. albicans, o peptídeo apresentou significativa eficácia na prevenção 

da formação de biofilme e foi eficaz também contra biofilmes precoces utilizando o 

ensaio de cristal violeta131. Entretanto, um estudo apresentado por Rapala-Kozik et al.132 

elucidou a capacidade de C. albicans de se proteger do peptídeo LL-37. C. albicans é 

capaz de produzir e secretar 10 membros de proteases aspárticas (SAP), capazes de 

degradar uma variedade de proteínas humanas. Em tal estudo, o grupo teve como 

objetivo avaliar a capacidade dos SAPs produzidos pelo fungo em processar o peptídeo. 

Como resultado eles obtiveram que três, dos dez SAPs foram capazes de extinguir as 

propriedades antifúngicas do LL-37132. 

Outros fortes candidatos a agentes antimicrobianos dentro da indústria 

farmacêutica originam-se de misturas sofisticadas de secreções venenosas33. Cerca de 

15% dos animais presentes no planeta Terra são capazes de produzir substâncias – 

dentre elas estão presentes sais, moléculas orgânicas de baixo peso molecular, 

proteínas e peptídeos – para matar presas ou se defender de predadores133. Os 

peptídeos decorrentes do veneno possuem seletividade requintada, potência robusta e 

segurança relativa o que faz com que terapias inspiradas em substâncias oriundas dos 

venenos pareçam promissoras33. 

O veneno de abelha é reconhecido como uma arma potente no reino animal. Na 

medicina tradicional oriental o veneno da abelha é usado como um anti-inflamatório não-

esteroidal para alivio de dores e no tratamento de doenças inflamatórias crônicas134. A 

melitina é o principal componente tóxico do veneno da abelha europeia Apis mellifera e 

é extensamente estudado como peptídeo antimicrobiano. Trata-se de um peptídeo 

anfifílico e catiônico, cosntituído por 26 aminoácidos 

(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH 2). Composta por duas hélices α conectadas 

por um segmento flexível, a melitina produz sua ação antimicrobiana através da 

interação com as membranas celulares, que induz a formação de poros e por fim, 

desencadeia a lise celular33. De forma geral, seu efeito se enquadra no modelo “toroidal 

pore” e suas ações na membrana acontecem principalmente devido a interações 

hidrofóbicas e eletrostáticas135. 

São várias as pesquisas que indicam a eficácia da melitina contra Candida spp. A 

maioria delas se concentram em estudos a respeito de culturas planctônicas de cepas 

de referência e isolados clínicos de C. albicans, sem relatos de resistência a antifúngicos 

convencionais33. De modo geral, as explicações sobre o mecanismo de ação da melitina 

sobre Candida spp. se concentram na atividade de desregulação da membrana, além 

de indução da apoptose causada pela externalização de fosfatidilserina, geração de 

EROs e despolarização da membrana interna mitocondrial33,135,136. Dentre as pesquisas 
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que utilizaram a melitina com o intuito de avaliar o efeito antifúngico, houve grandes 

discrepâncias nos valores de CIM e CFM. Tal efeito pode ser explicado pela diferença 

de metodologias e diferentes graus de pureza do peptídeo137,138. 

Atualmente as pesquisas existentes que associaram a melitina com PDI 

investigaram apenas o efeito antitumoral. Ambos os estudos associaram o efeito da 

melitina com clorina e6, um fotossensibilizador derivado da protoporfirina com o intuito 

de potencializar e aprimorar o efeito anti-câncer das duas terapias139,140. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 

De acordo com a proposição deste trabalho, dois estudos independentes foram 

realizados. Por essa razão, a descrição dos métodos utilizados foi subdividida em dois 

subitens. 

 

4.1 Estudo 1: Potencial da Associação de PAMs com PDI para Eliminação de 
Microrganismos de Interesse Médico 

 
A seguir, está descrita a metodologia utilizada para a realização do primeiro 

estudo. 
 

4.1.1 Busca dos artigos 

 

Este primeiro estudo teve como objetivo realizar um mapeamento da literatura 

existente acerca da utilização de PAMs em associação com PDI para eliminação de 

microrganismos. Para isso, os bancos de dados eletrônicos Medline (Pubmed), Lilacs 

(BVS), Scopus e Scielo foram pesquisados utilizando uma estratégia de busca 

específica para cada base de dados. Foram utilizadas palavras-chave ou termos 

relacionados à PAMs e PDI ((Photochemotherapy) OR (Photochemotherapies) OR 

(Photodynamic Therapy) OR (photoinactivation) OR (Photoradiation) OR 

(Photosensitizing Agents) AND peptides). Para garantir uma estratégia de busca com 

alta sensibilidade, nenhuma restrição de tipo de estudo ou população foi usada. Não 

houve limite quanto à data de publicação, mas foram aceitos apenas artigos em Inglês 

ou Português. O processo de busca dos artigos foi finalizado em 19 de abril de 2022. 

 

4.1.2 Critérios de elegibilidade 

 

Os critérios para inclusão foram estabelecidos da seguinte forma: (a) pesquisas 

que investigaram o efeito da associação de PAMs com agentes fotossensibilizadores 

em PDI com finalidade antimicrobiana; (b) pesquisas que investigaram o uso de PAMs 

com potencial fotossensibilizador. As buscas resultaram em 97.185 os quais foram 

inicialmente rastreados para remoção de duplicatas e dos trabalhos em idiomas não 

aceitos na pesquisa, utilizando-se para isso o gerenciador de referências Mendeley 

(Mendeley Desktop versão 1.19.4 © 2008-2019 Mendeley Ltd). Em seguida, a 

pesquisadora examinou todos os títulos e resumos dos 92.824 estudos pré-

selecionados com o software Rayyan (https://rayyan.qcri.org/) e aplicou os critérios de 

elegibilidade. O software tornou possível classificar cada referência como incluída, 

excluída ou incerta. Registros classificados como ‘incertos’ foram discutidos com o 
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grupo de pesquisa para a decisão final. Ao final da análise, 39 estudos puderam ser 

selecionados e incluídos na revisão.  

 

4.1.3 Coleta de dados e síntese 

 

Um formulário foi desenvolvido para orientar a extração de dados dos artigos 

selecionados bem como para padronizar as informações que seriam extraídas de todos 

os trabalhos. Este formulário foi desenvolvido com base nos objetivos específicos da 

revisão de literatura e quais informações seriam relevantes para serem discutidas. 

Previamente sua aplicação, foi realizado pré-teste em uma amostra aleatória de três 

estudos. Em seguida, o formulário sofreu ajustes e então foi finalizado em sua versão 

final para a aplicação definitiva (Apêndice A). Um único pesquisador realizou a coleta 

dos dados. Em seguida, as informações foram tabuladas e apresentadas de maneira 

descritiva em tabelas. As informações obtidas por meio dessa revisão foram utilizadas 

para a escrita da revisão de literatura e discussão da presente dissertação e também 

deram origem a um artigo que está apresentado no Apêndice B. 
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4.2 Estudo 2 - Potencial Antifúngico da Melitina e de sua Associação com 
Tratamento Fotodinâmico Mediado pela Curcumina sobre C. albicans 
Susceptível e Resistente ao Fluconazol 

 
A seguir, está descrita a metodologia utilizada para a realização do segundo 

estudo. 
 

4.2.1 Delineamento experimental 

 

Neste estudo o delineamento utilizado foi o experimental, realizado em laboratório, 

com o objetivo de avaliar a eficácia de PAMs como possível agente antifúngico e 

antibiofilme sobre cepas de C. albicans e seu efeito quando associado ao tratamento 

fotodinâmico com curcumina. Além disso, também foi comparada a resposta obtida com 

cepas susceptíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

4.2.2 Fotossensibilizador, peptídeos, aparelho de iluminação e microrganismos 

 

A curcumina sintética livre foi fornecida pelo Prof. Dr. Kleber Thiago de Oliveira, 

do Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos (UFSCAr), que 

também atua como colaborador deste estudo. Todas as análises de caracterização 

estrutural e físico-química dos produtos de síntese, com controle de qualidade de cada 

produto gerado foram realizadas pelo Laboratório de Química Bioorgânica da UFSCar. 

A ressuspensão foi realizada com dimetilsulfóxido (DMSO) a 2,5%29 e solução salina. 

A síntese dos peptídeos antimicrobianos foi realizada no Instituto de Química de 

Araraquara (IQ- UNESP) pelo Prof. Dr. Norival Alves Santos-Filho que atua como 

colaborador do projeto. O grau de pureza foi confirmado por meio de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE) analítico em, no mínimo, 95%. Após a purificação, os 

peptídeos foram liofilizados e mantidos dessa forma até o momento da utilização. A 

ressuspensão foi realizada com água ultrapura estéril. Os peptídeos utilizados no estudo 

foram o LL-37 (LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQ- RIKDFLRNLVPRTES-NH2) e a melitina 

(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-CONH2)141,142. Importante ressaltar que, 

inicialmente, o projeto de pesquisa previa a utilização somente do LL-37. No entanto, 

como os testes iniciais não evidenciaram efeitos antifúngicos que suportassem a 

continuidade dos experimentos, os testes com o LL-37 foram interrompidos e a melitina 

foi inserida. Por essa razão serão apresentados dados iniciais do LL-37 e em seguida, 

os dados com a melitina. 

Também é importante justificar que a pesquisadora principal previa acompanhar 

a síntese da curcumina sintética e dos peptídeos antimicrobianos nos laboratórios das 
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universidades. No entanto, devido às restrições impostas em razão da pandemia, esses 

estágios não puderam ser realizados.  

Para a realização da PDI, foi utilizado como fonte de luz um equipamento com 

emissores do tipo LED no comprimento de onda de predominantemente em 450nm (+/- 

10nm) e com irradiância de 47mW/cm2. A fluência avaliada foi de 18,3J/cm2. 

Foram utilizadas duas cepas de referência de C. albicans, sendo uma susceptível 

e outra resistente ao fluconazol (ATCC 90028 e ATCC 96901, denominadas ao longo 

do estudo como CaS e CaR, respectivamente) e dois isolados clínicos da mesma 

espécie, com resistência ao fluconazol (CA14 e CA70, denominados ao longo do estudo 

como R14 e R70, respectivamente) coletados de pacientes com candidíase 

pseudomembranosa também HIV positivos (CIM ao fluconazol: R14 – 64 µg/mL, R70 – 

32 µg/mL)143. Os isolados clínicos com resistência ao fluconazol foram gentilmente 

doados pela Profa. Dra. Juliana Campos Junqueira, professora Associada do 

Departamento de Biociências e Diagnóstico Bucal do Instituto de Ciência e Tecnologia 

(ICT) de São José dos Campos – UNESP (ANEXO A e B). 

A princípio, foi realizada a etapa de obtenção do estoque microbiano com os 

microrganismos congelados. Para isso, foram feitas as reativações das quatro cepas 

armazenadas na sala de Freezers do laboratório de Microbiologia Aplicada da FOAr. As 

cepas foram plaqueadas em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com 0,05 mg/mL 

de cloranfenicol (SDA, Acumedia Manufactures Inc., Baltimore, MD) a 37ºC por 48 

horas. Em seguida dez colônias foram transferidas para o meio YNB com 100mM de 

glicose (YNBg) e incubadas por 20 horas. Assim que a densidade óptica (DO) atingiu a 

metade da fase de crescimento exponencial (mid-log) de cada microrganismo (CaS 0,55 

± 0,08 nm; CaR 0,39 ± 0,08 nm; R14 0,648 ± 0,02 nm; R70 0,568 ± 0,03 nm), as soluções 

microbianas foram centrifugadas a 4000rpm/5 minutos. O pellet foi então descartado e 

foi acrescentado 2,5 ml de YNBg duas vezes concentrado e 2,5ml de glicerol 50%. Um 

volume de 0,25ml da solução foi distribuído em tubos criogênicos etiquetados e 

armazenados em freezer -80º. 

Os microrganismos foram mantidos à - 80°C e, no momento de utilização, foram 

descongelados e reativados em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com 0,05 

mg/mL de cloranfenicol (SDA, Acumedia Manufactures Inc., Baltimore, MD) a 37ºC por 

48 horas. Em seguida, cinco colônias foram transferidas para o meio YNB com 100mM 

de glicose (YNBg) e incubadas a 37°C por 16 horas (pré-inóculo- PI). Após incubação, 

a suspensão fúngica foi diluída na razão de 1:20 no mesmo meio de cultura (0,5mL do 

PI e 9,5mL de YNBg), o qual permanecia incubada a 37°C até que a densidade óptica 

(DO) atingisse a metade da fase de crescimento exponencial (mid-log) de cada 

microrganismo, de acordo com sua curva de crescimento. Em seguida, as 
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concentrações das suspensões foram padronizadas em aproximadamente 1x104 

UFC/mL, regulando a DO em espectrofotômetro a 540 nm (Biospectro®). 

 

4.2.3 Caracterização fotofísica 

 

Os espectros de absorção da curcumina associada ou não à melitina foram 

analisados utilizando espectrofotômetro Bio-Tek Instruments Highland Park, Box 998 

(Winooski, Vermont, EUA)144. Os experimentos foram realizados em temperatura 

ambiente, utilizando a curcumina em diferentes concentrações (10, 20, 40, 60 e 80 µM 

correspondente a 3,68 7,36, 14,72, 22,08, 29,44 µg/mL respectivamente) dissolvidas 

em 5% de DMSO e 95% de solução salina estéril, com o intuito de se investigar seu 

comportamento óptico e selecionar uma concentração que possibilitasse a obtenção de 

leituras dentro do limite de detecção do equipamento.  Conhecido o espectro, foi 

selecionada a concentração de 3,68 µg/mL (10µM) a qual foi então associada à melitina 

na concentração de 62 µg/mL (maior concentração inibitória mínima encontrada para as 

cepas de C. albicans). Foi conduzido ensaio de fotodegradação por meio da análise em 

diferentes tempos de iluminação (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 30 minutos).  

 

4.2.4 Estudo piloto com LL-37 

 

Esta etapa teve como objetivo determinar as concentrações de LL-37 que seriam 

utilizadas nas etapas subsequentes do estudo. Os primeiros testes foram realizados 

com esse peptídeo com o intuito de se obter a concentração inibitória mínima (CIM) e 

concentração fungicida mínima (CFM) do LL-37 para cada cepa investigada.  

A metodologia inicialmente empregada seguiu as normas desenvolvidas pelo 

Clinical and Laboratory Standard Institute145 e European Committee for Antimicrobial 

Susceptibilijty Testing EUCAST146 para o teste de microdiluição. As suspensões 

fúngicas foram ajustadas na ordem de 104 UFC/mL, centrifugadas a 4000xg/5 minutos 

e ressuspendidas em YNBg estéril. Os testes foram iniciados com a cepa padrão CaS 

90028. 

A solução do peptídeo foi preparada por meio da dissolução do pó liofilizado (1mg) 

em 1mL YNBg estéril, obtendo-se assim uma solução mãe que originou as 

concentrações a serem testadas.  

Alíquotas de 150 µL do meio YNBg estéril foi adicionado às cavidades de placas 

de microdiluição com fundo em forma "U" (Kasvi®). Em seguida, 150μL da solução de 

LL-37 foram adicionados para obtenção da concentração inicial de 320 μg/mL na 

primeira linha da placa de microdiluição. As concentrações subsequentes foram obtidas 
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após diluição seriada na placa, partindo-se da concentração inicial até 5 μg/mL, pela 

transferência de 150μL do conteúdo ao poço subsequente. As concentrações de LL-37 

testadas foram definidas com base na literatura130. Para os poços da última linha, foram 

dispensados 150 μL do conteúdo, de modo a igualar o volume total dos poços. 

Posteriormente, foram inseridos 15 μL da suspensão fúngica (104 UFC/mL) em todos 

os poços, obtendo-se uma concentração final no poço na ordem de 103 UFC/mL. Poços 

controles possuíram i. meio de cultura estéril e ii. meio de cultura e inóculo fúngico. 

As placas foram mantidas em estufa bacteriológica (37°C), por 24h. Para prevenir 

secagem, cada placa foi selada. A CIM corresponderia à menor concentração na qual, 

após o período de incubação, houvesse inibição do crescimento de microrganismos 

(ausência de precipitado microbiano ou turvação no meio de cultura). Após a 

homogeneização do conteúdo dos poços, a turvação do meio foi lida a olho nu e 

confirmada em espectrofotômetro a 540 nm (Biospectro®). Foram obtidas diluições 

seriadas a partir do conteúdo de cada orifício (10-1 a 10-5) que foram semeadas, em 

duplicata, em meio de cultura SDA para obtenção das UFC/mL conforme já descrito 

anteriormente. A menor concentração de LL-37 que inibisse o crescimento de colônias 

seria considerada a CFM. A clorexidina foi utilizada como controle positivo. 

Como não foram obtidos resultados de morte fúngica, a metodologia foi repetida 

com alterações em diferentes ocasiões: i. a concentração máxima de LL-37 foi 

aumentada para 512μg/mL; ii. a dissolução do peptídeo foi realizada em solução salina 

ao invés de meio de cultura; iii. a incubação foi realizada por apenas 30 minutos ao invés 

das 24h; iv. foi realizada nova síntese do peptídeo para repetir os testes; v. inclusão de 

uma cepa de Streptococcus mutans (UA 159 ATCC 700610) com finalidade de comparar 

os resultados obtidos com a cepa fúngica.  

De acordo com os resultados que estão descritos na seção 5.2.2.1 nenhuma das 

tentativas resultou em efeito antifúngico para as cepas de Candida. Por essa razão, o 

peptídeo LL-37 foi substituído pela melitina para a realização do estudo.  

 

4.2.5 Análise do efeito antimicrobiano da melitina sobre culturas planctônicas 

 

A análise em culturas planctônicas ocorreu em três etapas, sendo elas: i. a 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima 

(CFM) da melitina para cada cepa investigada; ii. a análise de possível interação entre 

o peptídeo e a curcumina por meio do método de tabuleiro (checkerboard); iii. avaliação 

do efeito fotodinâmico na presença da melitina.  
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4.2.5.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungícida Mínima 
(CFM) 

 

A primeira etapa do projeto foi a determinação da CIM do peptídeo melitina para 

cada cepa avaliada. A metodologia empregada seguiu as normas desenvolvidas pelo 

Clinical and Laboratory Standard Institute145 e European Committee for Antimicrobial 

Susceptibilijty Testing EUCAST146 para o teste de microdiluição. Para isso, as 

suspensões fúngicas foram ajustadas na ordem de 104 UFC/mL, centrifugadas a 

4000xg/5 minutos e ressuspendidas em YNBg estéril. Alíquotas de 125 μL do meio 

YNBg estéril foi adicionado às cavidades de placas de microdiluição com fundo chato 

(Kasvi®). Em seguida, 125 μL da solução de melitina foram adicionados para obtenção 

da concentração inicial de 500 μg/mL na primeira linha da placa de microdiluição. As 

concentrações subsequentes foram obtidas após diluição seriada na placa, partindo-se 

da concentração inicial até 7,8 μg/mL, pela transferência de 125 μL do conteúdo ao poço 

subsequente. As concentrações de melitina testadas foram definidas com base na 

literatura137. Para os poços da última linha, foram dispensados 125 μL do conteúdo, de 

modo a igualar o volume total dos poços. Por fim, foram inseridos 12,5 μL da suspensão 

fúngica (104 UFC/mL) em todos os poços, obtendo-se uma concentração final no poço 

na ordem de 103 UFC/mL. Poços controles conteram apenas o meio de cultura estéril e 

meio de cultura com inóculo fúngico.  

Para cada concentração foi utilizado dois poços por ocasião, com cinco ocasiões 

distintas. As placas foram mantidas em estufa bacteriológica (37°C), por 24h. Para 

prevenir secagem, cada placa foi selada. A CIM correspondeu à menor concentração 

na qual, após o período de incubação, houve inibição do crescimento fúngico (ausência 

de precipitado microbiano ou turvação no meio de cultura). Após a homogeneização do 

conteúdo dos poços, a turvação do meio foi lida a olho nu e confirmada em 

espectrofotômetro a 540 nm (Biospectro®). Foram obtidas diluições seriadas a partir do 

conteúdo de cada orifício (10-1 a 10-4) que foram semeadas, em duplicata, em meio de 

cultura SDA. As placas foram incubadas por 48 horas (37°C) para crescimento de 

colônias. Após a contagem, foram obtidas a média entre as duplicatas de cada amostra 

e o número de UFC/mL foi calculado [UFC/mL = (número de colônias X 10) / q, onde n 

equivale ao valor absoluto da diluição (1, 2, 3, 4 ou 5), e q equivale à quantidade, em 

mL, pipetada para cada diluição quando nas semeaduras das placas]. A menor 

concentração de melitina que inibiu o crescimento de colônias foi considerada a CFM. 
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4.2.5.2 Avaliação do efeito fotodinâmico 

 

A princípio, foi realizado um estudo piloto microbiológico com a utilização da 

curcumina sintética. O intuito foi adequar a metodologia afim de definir volumes a serem 

utilizados, concentração do microrganismo, bem como avaliar as concentrações da 

curcumina efetivas contra as cepas de C. albicans e resultados subletais que 

possibilitassem a posterior análise do efeito sinérgico com os peptídeos. Dessa forma, 

foi selecionada como referência a concentração de 10μM para dar continuidade ao 

protocolo definitivo que está descrito a seguir. 

A etapa de avaliação do efeito fotodinâmico foi realizada com as cepas de 

referência CaS e CaR. Para cada cepa, foi utilizada seis concentrações de curcumina 

(10, 8, 6, 4, 2, 1µM correspondente a 3,680, 2,944, 2,208, 1,472, 0,736, 0,368µg/mL 

respectivamente) e três de melitina (CIM, CIM ½ e CIM ¼) (Figura 2) afim de estabelecer 

as concentrações de curcumina e melitina na PDI (associadas ou não) que possuíssem 

efeito antimicrobiano nas cepas avaliadas. 

As amostras planctônicas foram obtidas após o ajuste da concentração celular 

(~1x106 UFC/mL), centrifugação, lavagem e ressuspensão em solução salina estéril 

(0,9%). A metodologia empregada foi semelhante ao teste de microdiluição para 

determinação da CIM, com algumas modificações para que possibilitasse a análise 

dentro do protocolo para efeito fotodinâmico. Inicialmente 100 μL de H2O ultra pura 

estéril foi adicionado às cavidades de placas de microdiluição. Em seguida, 100μL de 

melitina na concentração 4,4x maior que a CIM, foram adicionados na segunda linha da 

placa. As concentrações subsequentes foram obtidas após diluição seriada, pela 

transferência de 100μL do conteúdo ao poço subsequente. Para os poços da linha D, 

foram dispensados 100μL do conteúdo, de modo a igualar o volume total dos poços. 

Em seguida, foi adicionado nos poços 100μL das soluções de curcumina preparadas 

previamente no dobro de cada concentração. Por fim, foram inseridos 20μL da 

suspensão fúngica em todos os poços. Além disso, poços adicionais receberam apenas 

curcumina e apenas melitina. Após a homogeneização do conteúdo dos poços com a 

ponteira estéril de pipeta, a placa foi mantida no escuro por 5 minutos.28 Para cada 

condição foi realizado um poço por ocasião em 5 ocasiões distintas Duas placas 

idênticas foram obtidas simultaneamente, sendo que uma foi utilizada para avaliação do 

efeito fotodinâmico da curcumina (iluminação com equipamento LED por 6,5 minutos 

para obtenção da dose de 18,3 J/cm2) e a outra foi utilizada para avaliação do efeito da 

curcumina sem luz (mantida no escuro por 6,5 minutos). O equipamento de iluminação 

(Biotable RGB) possuía 24 LEDs, os quais emitiam luz por baixo das amostras a uma 

distancia de +/- 1 cm. O equipamento possui um sistema de refrigeração com água para 
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evitar aquecimento. Diluições seriadas foram obtidas e semeadas em SDA, para 

possibilitar a determinação das UFC/mL como já descrito anteriormente.  

 

Figura 2 - Representação da placa contendo as amostras do ensaio com células 

planctônicas 

 

CUR: Curcumina; Mel: peptídeo; CIM: Concentração inibitória mínima da melitina 
 

Fonte: Elaboração própria. 
 

4.2.5.3 Análise de interação entre a melitina e a curcumina 

 

Para avaliação da possível interação entre a melitina e a curcumina foi utilizado o 

método de microdiluição em tabuleiro (checkerboard) com algumas modificações para 

adequar ao protocolo da PDI. Nesta etapa, os experimentos foram realizados apenas 

com as cepas de referência. Após a aplicação dos tratamentos descritos na sessão 

anterior, as amostras foram transferidas da placa de microdiluição para eppendorfs e 

centrifugados em 5000rpm por 5 minutos. Após esse período, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em meio YNBg estéril. Então, as amostras foram 

transferidas para uma nova placa de microdiluição e incubadas por 24h a 37 °C. Após 

as 24h, a DO540. foi aferida.  

 
 
4.2.6 Análise do efeito antimicrobiano sobre biofilmes 
 

O protocolo para formação de biofilme foi baseado em Chandra et al.147 com 

algumas modificações. Para isso, alíquotas de 150μL da suspensão fúngica 

padronizada em aproximadamente 106 UFC/mL e ressuspendidas em tampão fosfato-
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salino (PBS) foram transferidas para os orifícios de uma placa de microtitulação com 

fundo chato (Kasvi), e a placa foi incubada em agitador orbital (90min/ 37ºC/ 75rpm). Os 

orifícios foram lavados 2 vezes com 200µl de PBS estéril e, em seguida, 200µl meio de 

cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) sem bicarbonato e 

tamponado com MOPS (Acido N-Morfolino Propano Sulfônico) (pH 7,0) foram 

adicionados nos orifícios e as placas foram mantidas por 48 horas em um agitador orbital 

(37ºC/ 75 rpm) para o desenvolvimento dos biofilmes. Após esse período, os biofilmes 

maduros foram duplamente lavados com 200µl de PBS estéril e expostos aos 

tratamentos. 

Os tratamentos consistiram na utilização de curcumina, melitina e associação de 

ambos, com e sem iluminação. Foram utilizadas três concentrações de curcumina (40, 

20 e 10 µM correspondente a 14, 72, 7, 36, 3,68µg/mL respectivamente) e uma 

concentração de melitina (CIM), com base nos resultados da etapa em células 

planctônicas. O protocolo fotodinâmico foi o mesmo já descrito anteriormente. Após a 

realização dos tratamentos, o biofilme foi lavado 2 vezes com PBS e foi avaliada a 

viabilidade fúngica (UFC/mL). Para a quantificação da viabilidade, o biofilme foi 

desprendido do fundo por raspagem utilizando a ponta de pipeta por 30 segundos em 

cada poço. Em seguida, foram obtidas diluições seriadas a partir do conteúdo de cada 

orifício que foram semeadas em meio de cultura SDA. Após incubação a 37ºC por 

24horas, o número de UFC/mL foi calculado. Para cada condição foi realizado um poço 

por ocasião em 5 ocasiões distintas. 

Os experimentos com biofilmes foram repetidos para possibilitar análise da 

penetração da curcumina no biofilme por meio do Microscópio de Fluorescência 

Confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan). A amostras dos biofilmes das cepas CaS 

e CaR foram expostas ao peptídeo melitina na concentração CIM de cada cepa 

individualmente em conjunto com a curcumina na concentração de 20µM por 5, 15 e 30 

minutos. Após esse período, os biofilmes foram lavados com PBS para remoção das 

moléculas não aderidas e então levados ao microscópio confocal para leitura direta na 

placa de microdiluição. Uma outra amostra se manteve em contato com a melitina por 

24h e então após esse período, mantida em contato com a curcumina por apenas 5 

minutos. O mesmo processo de lavagem foi realizado. As leituras foram realizadas na 

objetiva de 10x com um campo representativo de cada amostra. O laser foi o 488nm 

com 10% de potência para todas as aquisições. A detecção espectral foi de 488 até 560 

nm. Ganho de 700V com Z Stack. 
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4.2.7 Planejamento estatístico  

 

Na etapa de caracterização Fotofísica com a presença de melitina as medidas de 

absorbância foram realizadas em equipamentos calibrados e sob supervisão de um 

pesquisador experiente nesse tipo de análise.  

As medidas de UFC/mL foram realizadas por um pesquisador calibrado 

previamente. Para isso foi realizado estudo de reprodutibilidade no qual a pesquisadora 

examinou, em duplicata, 15 amostras de plaqueamento de cada cepa, com intervalo de 

um dia entre as avaliações. Para que as características da variável dependente não 

sofressem alteração, cada placa foi fotografada de forma padronizada. A concordância 

intraexaminador foi estimada por meio do Coeficiente de Correlação Intraclasse 

(CCI)148,149. Em função do valor obtido, o grau de concordância foi classificado segundo 

a proposta de Fermanian em 1984148. Foi obtido o valor de 0,991 (intervalo de confiança 

95%: 0,986 – 0,995), o qual é considerado ‘excelente’ segundo a proposta de 

Fermanian148. 

O projeto inicial previa a utilização de um tamanho a mostral de 10 amostras em 

todas as etapas microbiológicas. Após a obtenção desses dados e suas estimativas de 

resumo, seria realizado cálculo formal do tamanho mínimo de amostra. No entanto, 

devido à interrupação dos experimentos durante um grande período de isolamento 

social imposto pela pandemia e também às dificuldades encontradas na definição de 

protocolos com o peptídeo LL-37 e posterioremte adequação para melitina, não houve 

tempo suficiente para realização de todos os experimentos previstos. Assim, nessa 

dissertação estão apresentados os resultados microbiológicos oriundos de cinco 

ocasiões distintas (n=5). Além disso, existe a intenção de se ampliar o estudo com 

algumas modificações de protocolo, especialmente para as análises em biofilme, a fim 

de se obter resultados mais satisfatórios. Por essa razão, o tamanho amostral poderá 

ainda ser aumentado nesses estudos futuros/ complementares. 

Os dados obtidos na etapa de ‘Caracterização Fotofísica’ foram analisados 

descritivamente. 

Os resultados da ‘concentração fungicida mínima (CFM) e concentração inibitória 

mínima (CIM) do peptídeo melitina’ foram analisados com estatística descritiva e análise 

de variância a um fator (melitina em oito níveis) com correção de Welch para 

heterocedasticidade, seguido do pós-teste de Games Howell.  

Os dados de UFC/mL obtidos na etapa ‘avaliação do efeito fotodinâmico sobre 

culturas planctônicas’ foram analisados com estatística descritiva seguida de análise de 
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variância a dois fatores (i.  curcumina em sete níveis; ii.  melitina em quatro níveis) e 

pós-teste de Games-Howell quando necessário. Os dados também foram analisados 

por meio da análise da independência de Bliss150-154. 

Os dados de absorbância obtidos na ‘análise de interação entre a melitina e a 

curcumina’ seriam inicialmente analisados com o índice de concentração inibitória 

fracionária (FICI) e análise da independência de Bliss150-154. Como as concentrações de 

melitina não promoveram inibição do crescimento fúngico no protocolo utilizado 

(fotodinâmico: controle sem luz), a realização da FICI foi inviabilizada. Assim optou-se 

pela realização apenas da análise de Bliss. 

Os resultados obtidos na etapa da avaliação do ‘efeito antimicrobiano sobre 

biofilmes’ foram analisados com análise de variância a dois fatores (i. curcumina em 

quatro níveis; ii.  melitina em dois níveis).  

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram checados por meio 

do teste de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Em algumas situações, houve 

ausência de um ou outro pressuposto, mas por se tratar de um delineamento fatorial em 

blocos balanceados, optou-se por manter a análise paramétrica por ela se mostrar 

robusta nesse cenário de dados. O nível de significância considerado para todas as 

análises foi de 5%. As análises foram realizadas utilizando-se os programas Microsoft 

Excel versão 14 (Microsoft Office 2010) e IBM SPSS Statistics for Windows, versão 22.0 

(Armonk, NY: IBM Corp.). 
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5 RESULTADOS 
 

A seguir, os resultados estão subdividos em estudo 1 e estudo 2. 

 

5.1 Estudo 1 

As buscas de literatura resultaram em 97.185 trabalhos, dos quais 885 estavam 

duplicados e 3.476 estavam em idiomas não aceitos. Assim, 92.824 estudos foram pré-

selecionados para aplicação dos critérios de elegibilidade, o que resultou na seleção 

final de 39 trabalhos (Figura 3).  

A publicação do primeiro estudo identificado a respeito da associação da PDI com 

peptídeos ocorreu no ano de 200041 e, subsequente, houve um crescimento na 

quantidade de estudos, com exceção dos anos 2015 e 2016, nos quais não foram 

identificadas publicações (Figura 4). 

Durante o processo de seleção dos trabalhos, foram identificadas 5 revisões de 

literatura, as quais foram utilizadas somente para checagem das referências. Todos os 

estudos identificados utilizaram delineamento laboratorial (in vitro) para a avaliação do 

efeito antimicrobiano. Em 14 estudos44,45,50,52-54,60,64,65,67,69,70,71,78 também foram descritos 

testes de citotoxicidade, e em outros 1444,53,54,56,64,65,69,70-75,77 também foram incluídas 

testagem in vivo. 

Dos estudos em que foram realizadas testagem in vivo, todos os 14 utilizaram 

modelo animal em camundongos para simulação de infecções. Dentre eles, foram 

identificados estudos com modelo animal de periodontite (1)65, infecções de córnea (1)55 

e implantação de cateteres revistos por biofilme(1)45. As análises mais realizadas foram 

análise histopatológica (9)44,55,56,64,65,69,70-72, oito realizaram medidas de 

UFC/mL44,53,54,56,64,69,75,77 e 4 realizaram análises a partir de amostras 

sanguíneas44,55,73,74. 
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Figura 3 - Diagrama de fluxo PRISMA ilustrando a estratégia de busca. Este fluxograma 
apresenta as fases de identificação e seleção dos artigos, que resultaram na 
identificação de 39 artigos considerados elegíveis para inclusão na revisão 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 



44 
 

Figura 4 - Número de publicações sobre PDI em associação com peptídeos 
identificadas até o ano de 2022 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Com relação aos microrganismos investigados, dos 39 estudos incluídos, 29 

testaram o efeito antimicrobiano sobre culturas de Staphylococcus aureus (Tabela 1), 

em seguida, Escherichia coli com 25 estudos (Tabela 2) e Pseudomonas aeruginosa 

com 14 (Tabela 3). Outras espécies apareceram com menor frequência (Tabela 4) 

como, por exemplo, Staphylococcus epidermidis (4 estudos), Enterococcus faecalis e 

C. albicans (3 estudos) e Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae (2 estudos).  

A maioria dos trabalhos (25 artigos) realizaram a associação das duas terapias 

por meio de conjugação, ou seja, realizaram a união das moléculas do FS e do PAM 

através de uma ligação química. O FS mais utilizado nas conjugações foi a porfirina e 

seus derivados (porfirina, protoporfirina, isômero de porfirina, tretrafenilporfirina de zinco 

e 5[4′-carboxifenil]-10,15,20-trifenilporfirina) (12)42,43,49,50-52,60,62,66,73,78,79. O segundo em 

maior número foi o FS de segunda geração Clorina e6 (4)61,64,65,69. Na sequência foram 

encontrados estudos com ftalocianina e seus derivados (3)46,74,75, Eosina Y (2)58,59; 

AIEgens (2)77,80, e por fim Rutênio (1)68 e clorofila (1)44. Com relação aos peptídeos, 

observou-se grande variabilidade, entretanto os que mais se destacaram foi polimixina 

B (3)61,62,80; KLAKLAK (3)58,59,73 Apidaecidina-1b (2)49,50; TAT (2)43,65 e Buforina-2 (2)51,68. 

De forma geral, os conjugados FS + PAM demonstraram boa eficácia contra os 

microrganismos estudados. No caso do conjugado de clorina e6 e polimixina B em Le 

Guern et al.61 apenas o FS já causou resultado antimicrobiano compatível ao da 

conjugação61. Os conjugados apresentados por Polo et al.42 (Porficeno e Polilisina) e 

Dosseli et al.51 (Porfirina e Buforina2/magainina2) mostraram efeito de morte contra 
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linhagens celulares de fibroblastos, chamando atenção para a possível citotoxidade da 

associação dos compostos. Além disso, em três estudos os conjugados não obtiveram 

sucesso, em Vince et al.78 (Porfirina e PEP12) contra E.coli; Yang et al.79 (Temoporfirina 

e WLBU2) contra P. aeruginosa e em Bao et al.80 (AIEgen e Polimixina B) contra E. 

faecalis e S. mutans. 

Quatro estudos avaliaram a atividade das terapias sem união química, ou seja, 

utilizaram o FS na presença do PAM. Dentre esses estudos os FS que mais utilizados 

foram a curcumina (2)47,76 azul de metileno e clorina Ce6 (2)47,48 e por fim a rosa-bengala 

(1)67. Já os PAMs utilizados foram monômero e dímero de aureína 1,2 (2)47,48, camel e 

pexiganan 9 (1)67 e polimixina B (1)76. Em todas as associações, o efeito antimicrobiano 

foi potencializado, exceto em Defreitas et al.47 contra E. faecalis no qual a combinação 

da curcumina com o peptídeo Aureína 1.2 melhorou sutilmente a redução bacteriana 

em comparação PDI mediada pela curcumina, mas não em comparação com o peptídeo 

sozinho47. 

Também foi identificado 1 estudo56 no qual o peptídeo polimixina B atuou como o 

próprio FS. Nesse trabalho foram utilizadas amostras de E. coli resistente à canamicina 

e os autores mostraram que o valor de UFC/mL diminui 3,9 ordens de magnitude em 

relação aos microrganismos não irradiados56. 

Por fim, 9 artigos avaliaram outras formas de associação. Por exemplo, Zhang et 

al.72, Cai et al.45 e Wang et al.71 realizaram formulações com géis a base de peptídeo 

com o fotossensibilizador incorporado. Além de associações com diferentes moléculas 

como a betaciclodextrina (um carboidrato)55, nanocristais de celulose63 nanopartículas43 

e nanopartículas de oligômeros57. Outras formas de união química entre FS e peptídeo 

também foram realizadas em Qiu et al.70 e Gao et al.54. 
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Tabela 1- Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Staphylococcus aureus                         (continua) 
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Tabela 1- Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Staphylococcus aureus                      (conclusão) 

 

 
 

*: União química entre FS e peptídeo 
**: Associação simples entre FS e peptídeo 
***: Peptídeo como fotossensibilizador  
****: Outras formas de associação entre as moléculas  
†: Estudos que realizaram testes in vivo 
-: Não foi utilizado FS 

Fonte: Elaboração própria 
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Tabela 2 - Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Escherichia coli

 

*: União química entre FS e peptídeo 
**: Associação simples entre FS e peptídeo 
***: Peptídeo como fotossensibilizador  
****: Outras formas de associação entre as moléculas  
†: Estudos que realizaram testes in vivo 
-: Não foi utilizado FS 

Fonte: Elaboração própria. 
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Tabela 3 -  Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Pseudomonas aeruginosa 

 

*: União química entre FS e peptídeo 
**: Associação simples entre FS e peptídeo 
***: Peptídeo como fotossensibilizador  
****: Outras formas de associação entre as moléculas  
†: Estudos que realizaram testes in vivo 
-: Não foi utilizado FS 

Fonte: Elaboração própria. 
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Tabela 4 -  Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de diferentes espécies 

 
*: União química entre FS e peptídeo 
**: Associação simples entre FS e peptídeo 
***: Peptídeo como fotossensibilizador  
****: Outras formas de associação entre as moléculas  
†: Estudos que realizaram testes in vivo 
-: Não foi utilizado FS 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.2 Estudo 2 

Os resultados do estudo 2 estão subdivididos de acordo com cada experimento 

laboratorial realizado. 

 

5.2.1 Caracterização fotofísica 

 

Os espectros de absorção da curcumina estão mostrados na Figura 5. Os dados obtidos 

são resultado da média de duas ocasiões independentes. Nota-se que a absorção de luz da 

curcumina ficou predominantemente entre 400 e 470 nm. 

Quando as amostras foram iluminadas notou-se que a absorbância da curcumina 

diminuiu rapidamente em função do tempo de iluminação, sendo que após 4 minutos já não 

se observa mais o pico que existia antes da aplicação de luz (Figura 6A). Quando associada 

à melitina (Figura 6B) observou-se comportamento semelhante em comparação com a 

curcumina sozinha. O pico de absorção de luz da curcumina ocorreu em 430nm independente 

da sua associação ou não com o peptídeo. 

 

Figura 5 - Espectros de absorção da curcumina em diferentes concentrações (29,74; 22,10; 
14,74; 7,37; 3,68 e 1,84 µg/mL que correspondem a 5, 10, 20, 40, 60, 80 µM, respectivamente) 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 6 - Espectros de absorção da curcumina na concentração de 3,68µg/mL em função do tempo de iluminação em minutos com equipamento 
LED no comprimento de onda ~460nm. A: apenas curcumina; B: curcumina associada à melitina 62µg/mL 
 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.2.2 Determinação da CIM/CFM dos peptídeos para cada cepa avaliada 

A seguir, os resultados estão subdivididos de acordo com o peptídeo utilizado. 

 

5.2.2.1 Resultados utilizando o peptídeo LL-37 

A determinação da CIM/CFM foi iniciada com a cepa susceptível ao fluconazol (CaS) 

utilizando o peptídeo LL-37. Foram realizadas duas ocasiões do protocolo de CIM/CFM (n=4), 

entretanto não foi verificado efeito antimicrobiano do peptídeo LL-37 (Figura 7). 

Uma ocasião adicional foi realizada com a utilização de uma nova remessa do peptídeo, 

bem a comparação com grupos nos quais o LL-37 foi solubilizado em solução salina ao invés 

de meio de cultura YNBg. Além disso, foi incluída a clorexidina como controle positivo. Os 

resultados estão na Figura 8, na qual pode ser verificado que novamente não houve efeito do 

LL-37.  

 

Figura 7 - Valores médios (n=4) e desvio-padrão dos valores de log10 (UFC/mL) obtidos 

para a cepa susceptível de C.albicans (CaS 90028) após o tratamento com o peptídeo LL-37 

 

* 320 à 5: referem-se às concentrações do peptídeo LL-37 em μg/mL. 
** YNB + Inoc (controle negativo): amostras microbianas expostas ao meio de cultura YNBg. 
*** YNB: controle de esterilidade: somente meio de cultura YNBg. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 8 - Valores médios (n=2) e desvio-padrão dos valores de log10(UFC/mL) obtidos para 
a cepa susceptível de C. albicans (CaS 90028) após o tratamento com o peptídeo LL-37

 
 

* 512 à 8: referem-se às concentrações do peptídeo LL-37 em μg/mL. 
** SSE + Inoc: controle negativo: amostras microbianas expostas à solução salina estéril ou meio de 
cultura YNBg. 
*** SSE: controle de esterilidade. 
**** CLX+ Inoc: controle positivo: amostras com solução microbiana expostas à solução de clorexidina 
0,12%. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Uma nova tentativa foi realizada após uma nova purificação da amostra de LL-37 que 

estava sendo utilizada. Nessa ocasião experimental foram testados outros dois peptídeos 

(melitina e Kr12a5) bem como foi incluída uma cepa bacteriana (Streptococcus mutans, 

UA159 ATCC 700610), com finalidade de ampliar o entendimento do efeito do LL-37. Todos 

foram ressuspendidos em solução salina estéril e para os 3 peptídeos foram selecionadas 

apenas duas concentrações, 512µg/mL e 256µg/mL. Os resultados (Figura 9) mostraram que 

tanto o peptídeo Kr12a5 quanto a melitina tiveram efeito antimicrobiano nas duas cepas, 

diferente do LL-37, que não apresentou ação. 

 

 

 

 



55 
 

Figura 9 - Valores médios (n=2) e desvio-padrão dos valores de log10 (UFC/mL) obtidos para 
a cepa susceptível de C.albicans (CaS 90028) e cepa de S. mutans após os tratamentos 
experimentais 

 

* LL-37 (512) e LL-37 (256): referem-se às concentrações de 512 μg/mL e 256 μg/mL do peptídeo LL-
37. 
** K (512) e K (256): referem-se às concentrações de 512 μg/mL e 256 μg/mL do peptídeo Kr12a5. 
*** M (512) e M (256): referem-se às concentrações de 512 μg/mL e 256 μg/mL do peptídeo melitina. 
**** SSE + Inoc: controle negativo: amostras com solução microbiana expostas à solução salina. 
 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Diante disso, uma nova síntese do peptídeo LL-37 bruto foi realizada, para que assim 

fosse possível realizar uma última tentativa, dessa vez com todas as cepas de C. albicans. 

Novamente, os testes mostraram que o LL-37 não possuiu efeito (Figura 10). A partir desses 

resultados, o peptídeo LL-37 foi substituído pela melitina. 
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Figura 10 - Valores médios (n=2) e desvio-padrão dos valores de log10 (UFC/mL) obtidos para 
as quatro cepas de C.albicans após os tratamentos experimentais com o peptídeo LL-37 

 
* 512 e 256: referem-se às concentrações do peptídeo LL-37 em μg/mL. 
** YNB + inoc (controle negativo): amostras microbianas expostas ao meio de cultura YNBg. 
*** YNB: controle de esterilidade apenas com meio de cultura YNBg. 
**** CLX+ inoc (controle positivo): amostras microbianas expostas à solução de clorexidina 0,12%. 
 

Fonte: Elaboração própria. 

 
 

5.2.2.2 Resultados utilizando o peptídeo melitina 

 

Para a determinação da CIM/CFM do peptídeo melitina foram utilizadas sete 

concentrações, de 500μg/mL à 7,8μg/mL. Para executar a investigação da CIM, foi realizada 

a análise de turvação dos poços a olho nu onde: em 4 das 5 ocasiões para a cepa CaS a CIM 

foi a concentração de 16μg/mL. Para a cepa CaR, em 4 das 5 ocasiões a CIM foi a 

concentração de 62μg/mL. E por fim, para os isolados clínicos R14 e R70, em 4 das 5 ocasiões 

a CIM foi a concentração de 31μg/mL. Em todas as ocasiões houve turvação nas amostras 

de controle negativo (YNBg + inóculo) (Figura 11).  
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Figura 11 - Placa de 96 poços contendo amostras de quatro cepas de C.albicans obtida para 
avaliação da CIM/CFM do peptídeo melitina 

 
 
* 28, 01, 14 e 70: referem-se às cepas CaS 90028, CaR 96901, R14 e R70, respectivamente. 
**500 à 7,8: referem-se às concentrações do peptídeo (de 500μg/mL à 7,8 μg/mL). 
*** YNB+Inoc: controle negativo: amostras contendo meio de cultura YNBg e inóculo microbiano. 
**** Y: controle de esterilidade: amostras contendo meio de cultura YNBg. 
 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Além da inspeção visual a olho nu, as amostras também tiveram as absorbâncias 

aferidas para que fosse possível obtenção de dados quantitativos a respeito da CIM. Como 

resultado, para todas as cepas observou-se diferença estatisticamente significativa (ANOVA; 

p<0,0001), portanto a concentração de melitina teve efeito estatisticamente significativo na 

atividade antimicrobiana. A Figura 12 mostra o resultado das comparações múltiplas com o 

qual se confirmou o resultado observado visualmente pela turvação dos poços.  

As amostras também foram plaqueadas para possibilitar estimação dos valores de 

UFC/mL e a CFM. A CFM foi de 62, 250, 500 e 500μg/mL para as cepas CaS, CaR, R14 e 

R70 respectivamente. Adicionalmente, para todas as cepas, observou-se efeito significativo 

de concentrações menores que as CFM de melitina (ANOVA; p<0,0001) e os resultados das 

comparações múltiplas entre médias para cada cepa estão apresentados na Figura 13.  
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Figura 12 - Valores médios e desvio padrão dos valores de absorbância aferidos nas amostras das quatro cepas de Candida (ATCC 90028, 
ATCC 96901, R14 e R70) após o teste de concentração inibitória mínima (CIM) da melitina 

 

Diferentes letras denotam médias com diferenças estatisticamente significativas de acordo com o pós-teste Games Howell (p≤0,026) 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 13 - Valores médios e desvio padrão dos valores de log10(UFC/mL) aferidos nas amostras das quatro cepas de Candida (ATCC 90028, 
ATCC 96901, R14 e R70) após o teste de concentração fungicida mínima (CFM) da melitina 

 
Diferentes letras denotam médias com diferenças estatisticamente significativas de acordo com o pós-teste Games Howell (p<0,0001) 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.2.3 Avaliação do efeito fotodinâmico sobre culturas planctônicas 

 

Para a susceptível ao fluconazol na condição sem luz (Figura 14), a curcumina não 

possuiu efeito sobre a viabilidade do microrganismo, mas observou-se pequena redução nos 

valores de log quando as amostras foram expostas à melitina. Especificamente, a redução 

observada com as concentrações de 8µg/mL e 16µg/mL foram estatisticamente significativas 

em comparação com o controle (M0; p≤0,023) e equivalentes entre si (M8xM16 p=0,184). A 

redução ocorreu independente do fator curcumina, tendo sido observada em todas as 

condições de maneira semelhante e atingiu a redução máxima de 0,27 log. 

 

 

Figura 14 – Valores médios e desvio pdarão dos valores de log10(UFC/mL) obtidos nas 
condições experimentais sem luz (CPDI) da associação de curcumina e melitina sobre as 
amostras planctônicas de C. albicans (CaS 90028) 

 

C0 à C10 referem-se às concentrações de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10µM. 

M0 à M16 referem-se às concentrações de melitina: 0, 4, 8 e 16 µg/mL. 

Resultado da ANOVA dois fatores: Curcumina (p=0,650), Melitina (p=0,003), Curcumina x Melitina 

(p=1,000).  

 

Fonte: Elaboração própria. 
 

Quando associada à iluminação, tanto a curcumina como a melitina promoveram 

redução nos valores de log10(UFC/mL), embora a interação entre ambas não tenha sido 

estatisticamente significativa (Figura 15). De forma geral, todas as concentrações de 

curcumina (a partir da 1µM) foram capazes de promover redução significativa na viabilidade 

do microrganismo em comparação ao controle (C0_M0; p≤0,0001). As concentrações de 1µM 
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e 2 µM mostraram diferença entre si (p<0,0001) enquanto que entre C4, C8 e C10 a diferença 

observada não foi considerada estatisticamente significativa (p=1,000). Com relação ao efeito 

da melitina, a utilização de M8 e M16 promoveu redução significativa em relação ao controle 

(C0_M0; p≤0,004), e entre M8 e M16 não foi identificada diferença (p=0,498). 

 
 
Figura 15 - Valores médios e desvio pdarão dos valores de log10(UFC/mL) obtidos nas 
condições experimentais após iluminação LED (PDI) da associação de curcumina e melitina 
sobre as amostras planctônicas de C. albicans (CaS 90028) 

 

C0 à C10 referem-se às concentrações de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10µM. 

M0 à M16 referem-se às concentrações de melitina: 0, 4, 8 e 16µg/mL. 

Resultado da ANOVA dois fatores: Curcumina (p<0,0001), Melitina (p=0,001), Curcumina x Melitina 

(p=0,180). 

 

Fonte: Elaboração própria. 
 

 

Embora a ANOVA não tenha apontado interação entre curcumina e melitina significativa, 

a análise de independência de Bliss identificou a presença de sinergismo entre ambas 

substâncias nas condições C2, nas quais a presença de melitina, independente da 

concentração, intensificou o efeito fotodinâmico apresentado pela curcumina sozinha (Figura 

16). Também é importante destacar que em algumas condições experimentais específicas de 

cruzamento entre curcumina e melitina não foi identificado crescimento fúngico como no 
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cruzamento da C4 e C8 com M8 e M16, e C8 com M4, M8 e M16. A utilização de C10 resultou 

em ausência de crescimento independentemente da presença ou ausência da melitina.  

 

Figura 16 - Gráfico do efeito de interação obtido a partir da análise de independência 

de Bliss da combinação de curcumina com melitina para a cepa C.albicans (CaS 90028) 

 

C0 à C10 referem-se às concentrações de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10µM. 

M0 à M16 referem-se às concentrações de melitina: 0, 4, 8 e 16 µg/mL. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
 
 

Para a cepa CaR, resistente ao fluconazol, o resultado da ANOVA a dois fatores 

evidenciou efeito não significativo da curcumina, da melitina e da interação entre eles, sobre 

a viabilidade deste microrganismo nas condições sem iluminação (p>0,711) (Figura 17).  

Após a iluminação (PDI), houve redução nos valores log10UFC/mL, promovida tanto pela 

curcumina quanto pela melitina, embora a interação entre ambas não tenha sido 

estatisticamente significativa (Figura 18).  

A curcumina nas condições C1 e C4 não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa em comparação ao controle C0 apesar da concentração 4µM apresentar um valor 

próximo ao limite de significância (p=0,054). As condições C2, C6, C8 e C10 de curcumina 

foram estatisticamente diferentes do controle, ou seja, promoveram redução significativa na 

viabilidade do microrganismo (p<0,0001). Dentre elas, apenas as concentrações 2µM e 6µM 
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apresentaram diferença estatisticamente significante entre si (p=0,34). Em relação a melitina, 

todas as concentrações 16, 31 e 62µg/mL foram estatisticamente iguais entre si (p>0,346) e 

apenas a concentração 62 µg/mL foi diferente do controle (p=0,16) 

 

Figura 17 - Valores médios e desvio pdarão dos valores de log10(UFC/mL) obtidos nas 
condições experimentais sem luz (CPDI) da associação de curcumina e melitina sobre as 
amostras planctônicas de C. albicans (CaR 96901) 

 
C0 à C10 referem-se às concentrações de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10µM. 

M0 à M16 referem-se às concentrações de melitina: 0, 4, 8 e 16 µg/mL 

ANOVA dois fatores: Curcumina (p=0,719), Melitina (p=0,936), Curcumina x Melitina (p=0,711). 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 18 - Valores médios e desvio pdarão dos valores de log10(UFC/mL) obtidos nas 
condições experimentais após iluminação LED (PDI) da associação de curcumina e melitina 
sobre as amostras planctônicas de C. albicans (CaR 96901) 

 

C0 à C10 referem-se às concentrações de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10µM. 

M0 à M16 referem-se às concentrações de melitina: 0, 4, 8 e 16 µg/mL 

ANOVA dois fatores: Curcumina (p<0,0001), Melitina (p=0,25), Curcumina x Melitina (p=0,946). 

Fonte: Elaboração própria. 
 

 

De maneira semelhante ao observado para a cepa CaS, embora a ANOVA não tenha 

identificado efeito significativo da interação entre curcumina e melitina, a análise de 

independência de Bliss identificou a presença de sinergismo entre as moléculas em algumas 

condições (Figura 19). Especificamente, para a cepa CaR, o sinergismo foi identificado nas 

condições de curcumina C6 e C10.  
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Figura 19 - Gráfico de interação obtido a partir da análise de independência de Bliss da 
combinação de curcumina com melitina para a cepa C. albicans (CaR 96901) 

 

C0 à C10 referem-se às concentrações de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10µM. 

M0 à M16 referem-se às concentrações de melitina: 0, 4, 8 e 16 µg/mL. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 
 
5.2.4 Análise do efeito antimicrobiano sobre biofilmes 

 

Para ambas as cepas, a utilização da curcumina associada ou não à melitina sem 

iluminação não levou a efeito significativo nas contagens de colônias viáveis após os 

tratamentos (Tabelas C5 e C6 para CaS e CaR, respectivamente). Esse resultado pode ser 

visualizado nas Figuras 20 e 21. 

Após aplicação de luz, a cepa CaS apresentou significância estatística apenas para a 

melitina (p<0,0001) mostrando que o peptídeo teve influência na viabilidade do biofilme. A 

curcumina sozinha e na interação com o peptídeo não demonstraram efeito significante 

(p>0,267). Já para a cepa CaR, a melitina não apresentou diferença, porém apresentou o 

valor de p=0,075, próximo ao limite de significância. A curcumina sozinha e a interação 

novamente não apresentaram diferenças significantes. Em ambas as cepas, a maior redução 
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de viabilidade ocorreu na concentração de 20µM da curcumina associada a MIC do peptídeo 

(redução de 0,93 log para CaS e 0,68 log para CaR). 
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Figura 20 - Valores médios e desvio padrão obtidos em cada condição experimental obtida pelo cruzamento de 4 concentrações de curcumina 
(C0 à C40: 0µM, 10µM, 20µM e 40 µM) e melitina (M0 e M16: 0 µg/mL e 16 µg/mL) após testes em biofilme com a cepa C. albicans (CaS 
90028) 

 
CPDI: controle (amostras não iliminadas); PDI: amostras expostas à iluminação. 
ANOVA a dois fatores CPDI: p≥0,426; ANOVA a dois fatores PDI: curcumina (p=0,267), melitina (p<0,0001), curcumina x melitina (p=0,730). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 21 - Valores médios e desvio padrão obtidos em cada condição experimental obtida pelo cruzamento de 4 concentrações de curcumina 
(C0 à C40: 0µM, 10µM, 20µM e 40 µM) e melitina (M0 e M62: 0 µg/mL e 62 µg/mL) após testes em biofilme com a cepa C. albicans (CaR 
96901) 

 
CPDI: controle (amostras não iliminadas); PDI: amostras expostas à iluminação. 
ANOVA a dois fatores CPDI: p≥0,433; ANOVA a dois fatores PDI: p≥0,075. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Finalmente, por meio das leituras no Microscópio de Fluorescência Confocal, pode-se 

observar um aumento da fluorescência das células de C. abicans tanto da cepa CaS quanto 

para a CaR em função do tempo de contato com o peptídeo melitina+curcumina. Foi possível 

avaliar que quanto maior o tempo de exposição do biofilme, maior quantidade de curcumina 

conseguiu adentrar as células microbianas (Figura 22 e 23). Entretanto, não houve grandes 

diferenças de Z Stack para cada amostra. 

 

Figura 22 - Imagens de fluorescência confocal de biofilmes da cepa CaS 90028 expostos a 
diferentes tempos em contato com o peptídeo melitina (A: 5 minutos; B: 15 minutos; C: 30 
minutos e D: 24 horas 

 

Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
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Figura 23 - Imagens de fluorescência confocal de biofilmes da cepa CaR 96901 expostos a 
diferentes tempos em contato com o peptídeo melitina (A: 5 minutos; B: 15 minutos; C: 30 
minutos e D: 24 horas 

 

Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
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6 DISCUSSÃO 
 

Com o intuito de ultrapassar as dificuldades encontradas em torno da resistência 

antifúngica, novos tratamentos (alternativos ou complementares) necessitam ser 

desenvolvidos. Além disso, terapias que sejam improváveis de causar novas formas de 

resistência nos microrganismos são de extrema importância. Dentro deste contexto, a 

presente investigação buscou avaliar a eficácia antimicrobiana de dois tratamentos 

alternativos em conjunto, a PDI em associação com PAMs. 

O primeiro relato de pesquisa acerca desta abordagem de associação data de meados 

do ano 200042 no qual o peptídeo Polilisina foi conjugado a um isômero de porfirina para 

avaliação do efeito antimicrobiano contra cepas de E.coli, S. aureus resistente à meticilina, C. 

albicans e micoplasmas. Desde então, muitos outros estudos vêm surgindo sendo que, até o 

ano de 2022, 39 artigos que tratam da avaliação do efeito dessa associação foram 

identificados. Destes, quatro buscaram examinar o efeito antimicrobiano das duas terapias 

sem que houvesse nenhum tipo de união química entre FS e PAM, apenas quando o FS 

estava na presença do peptídeo47,48,67,76. Na etapa laboratorial da presente pesquisa, esta 

forma de associação das terapias (sem união química) foi abordada.  

A princípio, este estudo previa a utilização do peptídeo LL-37 em associação com a 

curcumina para avaliação do efeito antimicrobiano. Entretanto, os resultados iniciais não 

evidenciaram efeito antimicrobiano do LL-37 nas cepas investigadas. Na literatura foram 

encontrados relatos mostrando o potencial antifúgico e até mesmo antibiofilme resultante da 

atividade do LL-37, o que não corrobora com nossos achados129,130. Por essa razão, foram 

realizadas algumas alterações no protocolo metodológico previsto inicialmente. Já é sabido 

que os peptídeos antimicrobianos podem ter seu efeito reduzido ou até mesmo inibido quando 

na presença de alguns sais155. Como o meio de cultura YNBg possui sais em sua composição, 

foi realizada a troca da forma de ressuspenção do LL-37, de YNBg para salina, e 

posteriormente para água ultrapura estéril. Mesmo assim, nenhum resultado foi percebido.  

Afim de dar seguimento a pesquisa, o peptídeo LL-37 foi substituído pela melitina. Como 

resultado do efeito anti candida deste PAM, foi obtido que a CIM da cepa susceptível ao 

fluconazol CaS foi de 16µg/mL, para a cepa de resistente ao fluconazol CaR a CIM foi de 62 

µg/mL e para ambos os isolados clínicos com resistência ao fluconazol foi de 31 µg/mL. Dessa 

forma, é possível avaliar que os valores de CIM variam de acordo com a cepa utilizada. Na 

literatura, apenas para a cepa CaS foram identificados estudos de CIM afim de 

comparação137,156-158. O maior valor observado foi 100µg/mL em Al-ani et al. 137 provavelmente 

por conta de diferenças metodológicas observadas, já que neste trabalho, a concentração das 

células utilizadas foi de 1 × 105 com o período de incubação por 48 horas, enquanto que em 



72 
 

nosso trabalho a concentração das células foi menor e também por menor tempo de 

incubação.  

Como um dos principais objetivos da pesquisa foi avaliar se o peptídeo poderia 

potencializar o efeito fotodinâmico da curcumina, o ensaio de fotodegradação foi realizado 

previamente aos testes microbiológicos, a fim de observar se efeitos prejudiciais poderiam ser 

observados no perfil de absorbância do FS. Foi verificado que a melitina não alterou o pico de 

absorção da curcumina, que permaneceu em torno de 430nm, além de não causar diminuição 

na absorbância, demonstrando que não houve prejuízo na capacidade de absorção de luz 

deste FS. Esse é um importante achado, uma vez que a literatura já mostrou que outros PAMs 

podem causar prejuízo na capacidade de absorção de luz da curcumina, como é o caso da 

aureína 1.247. 

Uma vez conhecidas as CIMs da melitina para as diferentes cepas e sabendo-se que o 

peptídeo não possuía potencial de alterar o perfil de absorção de luz da curcumina, a 

associação de melitina e curcumina foi avaliada sobre células planctônicas das cepas de 

referência. As concentrações de melitina utilizadas foram definidas a partir da CIM como 

sendo CIM, ½ CIM e ¼ CIM. Essa decisão foi tomada já que o interesse seria verificar se a 

melitina, em concentrações não letais, poderia intensificar o efeito fotodinâmico da curcumina. 

Foi possível observar que, tanto a cepa susceptível ao fluconazol quanto a cepa resistente, 

mostraram redução significativa nos valores de log10UFC/mL após algumas condições 

experimentais. Entretanto, a CaR apresentou menor susceptibilidade em comparação com a 

CaS já que nenhum tratamento resultou na total eliminação da viabilidade das amostras 

fúngicas. Na literatura tal achado ja vem sendo documentado, como o estudo de Mardani et 

al.159 em 2021 no qual observou-se a menor susceptibilidade de uma cepa de C. albicans 

resistente ao fluconazol após tratamento com a PDI mediada por indocianina verde, em 

comparação com uma cepa padrão. Da mesma forma, Dovigo et al.160 2011, descreveram ter 

sido necessária uma concentração maior de Photogem® para eliminação de cepas resistentes. 

Em relação a susceptibilidade ao efeito de PAMs, Burrows et al.161 2006 pode avaliar que não 

somente C. albicans, mas também outras espécies de Candida resistentes ao fluconazol 

apresentaram valores de CIM maiores quando comparadas as cepas suscetíveis.  

Quando realizada a análise de Bliss para avaliação do sinergismo entre melitina e 

curcumina na PDI, foi observado que em determinadas concentrações a presença do peptídeo 

foi capaz de intensificar o efeito fotodinâmico proporcionado pela curcumina. Tal fato pode ser 

explicado provavelmente pelo efeito causado pelo peptídeo na membrana citoplasmática da 

célula de C. albicans. Park et al.162 demonstrou que após a exposição de células de C. albicans 

à melitina por 2 horas, houve um aumento na intensidade de fluorescência promovido pelo 

corante SYTOX Green, este que só é capaz de adentrar as células quando poros são 

formados. Provavelmente este efeito é capaz de auxiliar na compreensão do sinergismo, uma 
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vez que o peptídeo é capaz de criar vias de entrada na célula facilitadas para a curcumina. O 

efeito de formação de poros e causador de danos na membrana por parte da melitina é 

consolidado na literatura. Vários são os estudos a respeito deste tema, destacando seu efeito 

perturbador da membrana independente de variáveis como temperatura e sal, com a 

formação de poros de até 4,8nm135,163. Além disso, um outro fator que pode ter contribuído 

para o sinergismo entre as moléculas é a geração de EROs. Assim como a PDI possui seu 

principal mecanismo de morte celular a partir da geração de espécies reativas de oxigênio, a 

melitina também é capaz de produzir EROs. Parke e Lee164 em 2010 demonstraram os níveis 

aumentados de EROs nas células após a aplicação da melitina a partir de análises de 

citometria de fluxo. Este fato torna-se uma abordagem promissora para estudos futuros a fim 

de quantificar o quanto as duas moléculas em associação podem contribuir para a formação 

de espécies reativas, assim como abre possibilidades para maiores análises a respeito do 

peptídeo em contato com a luz. Em 2021, Ventura et al.165 descreveu a alteração de um dos 

aminoácidos da melitina por um derivado sintético do aminoácido azobenzeno, criando assim 

a fotomelitina. Este derivado mostrou um aumento na atividade de 1,5 vezes após exposição 

a luz U.V. em comparação a luz visível. 

A respeito da cepa CaR foi observado que o sinergismo entre as moléculas aconteceu 

na concentração de 10µM e 6µM de curcumina. Já para a cepa CaS o sinergismo não 

apareceu em concentrações mais altas do FS, apenas na concentração de 2µM. Isso mostra 

que o peptídeo em concentrações de CIM e sub-CIM pode ser importante para que a 

curcumina seja utilizada em concentrações menores, dessa forma as duas moléculas em 

concentrações mais baixas são capazes de auxiliar no efeito uma da outra. O uso da 

curcumina em concentrações menores é desejado, já que este FS possui extrema dificuldade 

de solubilização. Além da melitina, que por originar-se do veneno de uma abelha, 

concentrações menores são extremamente almejadas afim de não se obter efeitos 

citotóxicos166. 

É importante salientar que a avaliação das duas terapias em conjunto sem aplicação de 

luz foi realizada com o intuito de verificar se a curcumina e a melitina no escuro poderiam 

apresentar algum efeito de morte contra as células planctônicas de C. albicans. Foi visto que 

não houve redução nos valores de log10UFC/mL mostrando que de fato o efeito antimicrobiano 

verificado é resultado fotodinâmico.  

De acordo com a literatura, o uso de peptídeos antimicrobianos contra biofilmes também 

parece ser promissor. A baixa taxa de seleção de mutantes resistentes e a cinética de rápida 

ação dos PAMs, em comparação com os antifúngicos convencionais, podem ser um recurso 

adequado contra comunidades microbianas dinâmicas como é o caso dos biofilmes30. Para 

tanto, foi explorada a atividade antimicrobiana dos tratamentos associados contra biofilmes 

de C. albicans. Não foi observado efeito antimicrobiano como resultado da PDI associando a 
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melitina e curcumina para as duas cepas investigadas. Tal fato não está de acordo com 

estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, haja visto que foi observado efeito anti-

biofilme da curcumina após iluminação LED159 entretanto, nos estudos passados foi utilizada 

a curcumina natural, e neste caso a utilizada foi a sintética.  Outro fato interessante observado 

a respeito dos biofilmes é que para a cepa CaS, apenas a atuação da melitina apresentou 

significância estatística (p≤0,05) após aplicação de luz e para a cepa CaR, o valor de p chegou 

muito próximo ao limiar de significância (p=0,075). Estes resultados mostram que a melitina 

parece ter uma tendência de apresentar efeito sobre os biofilmes quando associada a PDI 

devido ao fato de que na análise descritiva dos dados, foi possível observar uma redução na 

viabilidade celular onde a melitina está presente. O fato da análise estatística não ter captado 

uma diferença estatisticamente significante provavelmente é explicado pelo n menor utilizado 

para os experimentos com biofilme (n=5). 

Na análise de microspia confocal sobre biofilmes, pode-se observar que quanto maior o 

tempo de exposição da melitina+curcumina maior foi a fluorescência observada dentro das 

células. Portanto, acreditamos que o aumento do tempo de contato do biofilme com o peptídeo 

previamente a PDI pode potencializar o efeito antimicrobiano sutil que foi observado apenas 

com 5 minutos de incubação. Assim, abre-se margem para estudos futuros a respeito desta 

mudança de protocolo. 

A partir desses resultados é possível analisar que a associação do peptídeo melitina 

com a terapia fotodinâmica mediada pela curcumina contra células fúngicas possui potencial 

a ser desenvolvido. Porém, as pesquisas associando esses dois tratamentos contra Candida 

spp. ainda são escassos. Apenas três pesquisas avaliaram o desfecho da associação 

PDI+PAM contra C. albicans42,56,75 e um deles não apresentou efeito antimicrobiano56. Já a 

curcumina foi avaliada em associação com peptídeos em duas pesquisas, que quando 

associada a polimixina B apresentou efeito antimicrobiano,76 e quando na presença da aureína 

1.2, não46. A respeito da melitina, este é o primeiro trabalho com a utilização desse peptídeo 

em associação com a PDI, o qual possui uma gama de atuações biológicas interessantes e 

úteis. Apesar de haver preocupações sobre a citotoxicidade da melitina, grande parte dos 

estudos trabalham em baixas concentrações, conjugação com proteínas e outras moléculas, 

formulações com lipossomas e nanopartículas, dentre outras maneiras que capazes de 

reduzir seus efeitos inoportunos e adequá-la para um uso seguro166. 

Diante do exposto, nosso trabalho apresenta um panorama abrangente sobre a 

utilização da associação dos tratamentos PDI e PAMs, além de dar margem para posteriores 

pesquisas a respeito do peptídeo melitina e o fotossensibilizaodor curcumina em conjunto.
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7 CONCLUSÃO 

 

Foram identificados 39 estudos publicados que avaliaram a associação de PAM + PDI, 

nos quais os principais microrganismos investigados foram S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. 

 

Os resultados dos estudos levantados apontam para o potencial de utilização da 

associação PAM+PDI, independentemente do tipo de FS e PAM e das cepas, apesar de que 

parece haver maior eficácia para bactérias gram-positivas. 

 

A caracterização fotofísica mostrou que a associação da melitina com curcumina não 

interfere no comportamento óptico da curcumina. 

 

A melitina foi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas (CIM e CFM), embora a 

concentração eficaz tenha sido diferente para cada cepa.  

 

Houve efeito sinérgico da melitina com a curcumina na concentração de 2µM para a 

cepa ATCC 90028 e de 6µM e 10µM para a cepa ATCC 96901. 

 

Em células planctonicas após iluminação, a curcumina e a melitina promoveram redução 

nos valores de log para as duas cepas de referência. Sem iluminação apenas a melitina 

promoveu redução somente para a cepa ATCC 90028. 

 

Em biofiofimes, houve redução nos valores de log após iluminação apenas para a cepa 

ATCC 90028 promovida pela melitina. 
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RESUMO 

A capacidade que um microrganismo possui de resistir a efeitos de fármacos que anteriormente eram capazes de 

eliminá-los é chamada de resistência microbiana. Devido ao fato deste fenômeno crescer a cada dia, tratamentos 

alternativos são extremamente necessários. A terapia fotodinâmica antimicrobiana (PDI) em associação com 

peptídeos são promissores para eliminação de microrganismos de interesse médico. Neste contexto, este trabalho 

teve como objetivo analisar a eficácia da associação das duas terapias para efeito antimicrobiano. Para isso, foi 

conduzido uma revisão bibliográfica afim de realizar um mapeamento da literatura existente a cerca deste tema 

utilizando de uma busca sistemática para a seleção dos artigos. Trinta e nove artigos foram identificados por meio 

das buscas em bases de dados Pubmed, Lilacs, Scopus e Scielo. De forma geral os peptídeos selecionados para 

os estudos de associações aparecem com maior heterogeneidade do que os fotossensibilizadores. Com exceção 

de apenas cinco associações, a grande maioria apresentou eficácia antimicrobiana contra uma variedade de 

microrganismos, susceptíveis e resistentes a medicamentos apresentados pelo mercado farmacêutico. Dessa 

forma é possível concluir que a utilização de peptídeos em associação com a PDI mostra-se como um tratamento 

promissor contra microrganismos que afetam a saúde global. 

 

Palavras-Chave 

Resistência Microbiana a Medicamentos; Peptídeos Catiônicos Antimicrobianos; Fotoquimeoterapia 

____________________________ 

                                                
1 Após a defesa de dissertação, o artigo será traduzido para o inglês e então submetido à publicação. 
 

https://orcid.org/0000-0002-4649-251X
https://orcid.org/0000-0003-2065-6667
https://orcid.org/0000-0002-0344-6900
https://orcid.org/0000-0002-5435-7609


90 
 

Introdução 

A resistência microbiana é a capacidade (intrínseca ou adquirida) de um microrganismo para resistir a 

efeitos de fármacos que deveriam ser capazes de eliminá-lo. Tal termo abrange bactérias, vírus, parasitas e fungos 

com grande importância tanto clínica quanto epidemiológica.1,2 A resistência se tornou uma séria preocupação do 

século 21, declarada pela OMS como uma das 10 principais ameaças globais à saúde pública,2 uma vez que 

patógenos multirresistentes são responsáveis pela morte de aproximadamente 700.000 indivíduos anualmente.1,3 

Ao mesmo tempo, nos últimos anos houve uma escassez no desenvolvimento de novos antimicrobianos, dessa 

forma, a ascensão da resistência microbiana parece estar superando a descoberta e aprimoramento de novos 

tratamentos.4 Contudo, algumas alternativas tem mostrado potencial para driblar a resistência, como é o caso dos 

peptídeos antimicrobianos (PAMs) e da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana. 

Os peptídeos são grupos de moléculas heterogêneas, produzidas por uma extensa variedade de tecidos 

e células pela maioria das espécies como procariontes, plantas, anfíbios, insetos e mamíferos, incluindo os seres 

humanos. Eles são responsáveis, entre outras coisas, por compor a resposta imune inata de organismos 

multicelulares, contém atividades microbicidas e imunomoduladoras, e contribuem significativamente no 

mecanismo de defesa do hospedeiro contra infecções.5,6,7 Mais particularmente em relação aos PAMs, por conta 

da sua natureza hidrofóbica e catiônica, a interação inicial com as membranas celulares acontece devido a 

presença de lipídios carregados negativamente nessas membranas, os quais interagem com os resíduos de 

aminoácidos carregados positivamente nos peptídeos; desse modo, os AMPs são atraídos eletrostaticamente para 

as superfícies microbianas. Uma vez presente na membrana, os peptídeos iniciam uma série de interações 

capazes de gerar danos em sua arquitetura.8 Sendo assim, por conta do seu mecanismo de ação não se tratar de 

um alvo específico, e sim por propriedades físico-químicas, como hidrofobicidade e carga, as chances de 

patógenos manifestarem mecanismos de resistência a eles são baixas.8 

Outra terapia com potencial efeito antimicrobiano é a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana aPDT. Surgida 

no início do século XX, inicialmente foi intensamente explorada na área médica no tratamento anticâncer.9 Todavia, 

os olhares dos pesquisadores se voltaram para a aPDT no início de 1990, a partir do surgimento das primeiras 

infecções resistentes a medicamentos no setor de saúde.10 Para que seu processo ocorra, a aPDT requer a 

combinação de três fatores, sendo eles uma molécula chamada de fotossensibilizador (FS), luz correspondente 

ao comprimento de onda de absorção específica da molécula, apropriada para a excitação do FS e presença de 

oxigênio.11,12,13 Primeiramente, a célula-alvo deve ser tratada com FS, processo chamado de fotossensibilização. 

Posteriormente, é realizada a sensibilização com luz, em comprimento de onda adequado. Após absorção de um 

fóton de luz com comprimento de onda adequado14, o fotossensibilizador sai de seu estado fundamental para um 

estado eletronicamente excitado. A partir disso ele pode voltar ao seu estado normal por meio de fosforescência 

ou por dois mecanismos geradores de espécies reativas de oxigênio (EROs):10  reagir diretamente com substrato 

formando íons radicais que interagem com oxigênio e gera produtos oxigenados (reação do Tipo I), ou, transferir 

sua energia para o oxigênio diretamente e formar o oxigênio singlete, uma espécie oxidativa altamente reativa, 

que pode oxidar muitas moléculas biológicas, como proteínas e ácidos nucleicos (reação do Tipo II).15 Essas duas 
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reações podem ocorrer simultaneamente e são grande parte influenciadas pelo fotossensibilizador, substrato e 

concentração de oxigênio.10,12 Os radicais gerados atuam na membrana celular, permitindo a internalização 

adicional de FS, e posteriormente, as EROs causam desequilíbrio na homeostase celular, que resulta em morte 

por apoptose, necrose ou autofagia.11  De forma geral, a aPDT possui algumas vantagens em relação aos 

antibióticos convencionais como amplo espectro de ação, danos muito limitados ao hospedeiro, utilização de fontes 

de luz de baixo custo para ativação do fotossensibilizador, pequena probabilidade de promover mutações 

genéticas nos microrganismos,16 e principalmente, é quase nula as chances de micróbios desenvolverem 

resistência a ela, já que funciona a partir da geração de EROs que atua em diversas moléculas microbianas, e não 

somente em um sítio específico.17 

Apesar de possuírem mecanismos de ação distintos, a associação de peptídeos antimicrobianos com 

aPDT já vem sendo investigada em função da provável potencialização dos efeitos fotodinâmicos e do improvável 

desenvolvimento de resistência por ambas terapias. Assim, esta revisão realizou um mapeamento da literatura 

existente acerca da utilização de peptídeos em associação com Inativação Fotodinâmica para eliminação de 

microrganismos.  

 

Material e métodos  

Estratégia de busca, critérios de elegibilidade e seleção dos artigos 

O processo de busca dos artigos foi finalizado em 19 abril de 2022. Bancos de dados eletrônicos, incluindo 

Medline (Pubmed), Lilacs (BVS), Scopus e Scielo foram pesquisados para Peptídeos Antimicrobianos em 

associação com aPDT com finalidade antimicrobiana. A estratégia de busca foi específica para cada base de 

dados. Foram utilizadas palavras-chave ou termos relacionados à Peptídeos e aPDT ((((((Photochemotherapy) 

OR (Photochemotherapies)) OR (Photodynamic Therapy)) OR (photoinactivation)) OR (Photoradiation)) OR 

(Photosensitizing Agents) AND peptides). Para garantir uma estratégia de busca mais sensível, nenhuma restrição 

de tipo de estudo ou população foi usada. Não houve limite quanto à data de publicação, mas foram aceitos apenas 

artigos em Inglês ou Português. Para ser incluído nessa revisão, os trabalhos satisfizeram os seguintes critérios 

de elegibilidade: (a) pesquisas que investigaram o efeito da associação de peptídeos com agentes 

fotossensibilizadores em terapia fotodinâmica com finalidade antimicrobiana; (b) pesquisas que investigaram o uso 

de peptídeos com potencial fotossensibilizador com finalidade antimicrobiana. 

Os trabalhos identificados por meio da estratégia de busca foram inicialmente rastreados para remoção 

de duplicatas utilizando-se para isso o gerenciador de referências Mendeley (Mendeley Desktop versão 1.19.4 © 

2008-2019 Mendeley Ltd). Em seguida, foram examinados todos os títulos e resumos dos estudos pré-

selecionados com o software Rayyan (https://rayyan.qcri.org/) para aplicação dos critérios de elegibilidade. O 

software tornou possível classificar cada referência como incluída, excluída ou incerta. Registros classificados 

como ‘incertos’ foram discutidos com o grupo de pesquisa para a decisão final.  
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Coleta de dados  

Um formulário foi desenvolvido para orientar a extração de dados dos artigos selecionados bem como 

para padronizar as informações que seriam extraídas de todos os trabalhos. Este formulário foi desenvolvido com 

base nos objetivos específicos da revisão de escopo e quais informações seriam relevantes para serem discutidas. 

Previamente sua aplicação, foi realizado pré-teste em uma amostra aleatória de três estudos. Em seguida, o 

formulário sofreu ajustes e então foi finalizado em sua versão final para a aplicação definitiva (Material Suplementar 

A). 

 

RESULTADOS 

As buscas resultaram em 97.185 trabalhos, dos quais 885 estavam duplicados e 3.476 estavam em 

idiomas não aceitos. Assim, 92.824 estudos foram pré-selecionados para aplicação dos critérios de elegibilidade, 

o que resultou na seleção final de 39 trabalhos (Figura 1).  

A publicação do primeiro estudo identificado a respeito da associação da aPDT com peptídeos ocorreu 

no ano de 2000 e, subsequente, houve um crescimento na quantidade de estudos, com exceção dos anos 2015 

e 2016, nos quais não foram identificadas publicações (Figura 2). 
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Figura 1 - Diagrama de fluxo PRISMA ilustrando a estratégia de busca. Este fluxograma apresenta as 

fases de identificação e seleção dos artigos, que resultaram na identificação de 39 artigos considerados 

elegíveis para inclusão na revisão. 
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Figura 2- Número de publicações sobre aPDT em associação com peptídeos 
identificadas até abril de 2022. 

 

 

Durante o processo de seleção dos trabalhos, foram identificadas 5 revisões de literatura, as quais foram 

utilizadas somente para checagem das referências. Todos os estudos identificados utilizaram delineamento 

laboratorial (in vitro) para a avaliação do efeito antimicrobiano. Em 14 estudos21,22,27,29,30,31,37,41,42,44,46,47,48,49 também 

foram descritos testes de citotoxicidade, e em outros 1421,30,31,33,41,42,46,47,49,51,52,53,54,58 também foram incluídas 

testagem in vivo. 

Dos estudos em que foram realizadas testagem in vivo, todos os 14 utilizaram modelo animal em 

camundongos para simulação de infecções. Dentre eles, foram identificados estudos com modelo animal de 

periodontite (1),42 infecções de córnea (1)32 e implantação de cateteres revistos por biofilme (1)22 As análises mais 

realizadas foram análise histopatológica (9)21,32,33,41,42,46,47,49,52, oito 21,30,31,33,41,47,54,,56 realizaram medidas de UFC/mL  

e 4 realizaram análises a partir de amostras sanguíneas.32,22,52,53  

Com relação aos microrganismos investigados, dos 39 estudos incluídos, 29 testaram o efeito 

antimicrobiano sobre culturas de Staphylococcus aureus (Tabela 1), em seguida, Escherichia coli com 25 estudos 

(Tabela 2), logo após Pseudomonas aeruginosa com 14 (Tabela 3). Outras espécies apareceram com menor 

frequência (Tabela 4) como, por exemplo, Staphylococcus epidermidis (4 estudos), Enterococcus faecalis e 

Candida albicans (3 estudos) e Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae (2 estudos).  

A maioria dos trabalhos (25 artigos) realizou a associação das duas terapias por meio de conjugação, ou 

seja, realizaram a união das moléculas do fotossensibilizador e do peptídeo através de uma ligação química. O 

fotossensibilizador mais utilizado dentro das conjugações foi a porfirina e seus derivados (porfirina, protoporfirina, 

isômero de porfirina, tretrafenilporfirina de zinco e 5[4′-carboxifenil]-10,15,20-trifenilporfirina) 

(12)18,20,26,48,50,43,27,28,39,29,52,37 O segundo FS em maior número foi o fotossensibilizador de segunda geração Clorina 

e6 (4) 41,38,42,46. Na sequencia foram encontrados estudos com ftalocianina e seus derivados (3)54,52,53,23 Eosina Y 

(2)35,36 AIEgens (2)19,56 e por fim Rutênio (1)45 e clorofila (1).21 Com relação aos peptídeos, observou-se grande 
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variabilidade, entretanto os que mais se destacaram foi polimixina B (3)38,39,19 KLAKLAK (3) 35,36,52 Apidaecidina-1b 

(2);26,27 TAT (2)20,42 e Buforina-2 (2).28,45 

De forma geral, os conjugados FS + peptídeo demonstraram boa eficácia contra os microrganismos 

estudados. Entretanto, no conjugado apresentado por leguern2017¹, apenas o fotossensibilizador já causou 

resultado antimicrobiano compatível ao da conjugação.38 Os conjugados apresentados por Polo et al.18 e Dosseli 

et al.28 mostraram efeito de morte contra linhagens celulares de fibroblastos. Além disso, em 3 estudos os 

conjugados não obtiveram sucesso, em Vince et al.48 contra E.coli; Yang et al.50 contra P. aeruginosa e em Bao et 

al.19 contra E. faecalis e S.mutans. 

Quatro estudos avaliaram a atividade sinérgica das terapias sem conjugação, ou seja, utilizaram o 

fotossensibilizador na presença do peptídeo. Dentre esses estudos os fotossensibilizadores que mais foram 

utilizados foi a curcumina (2)24, 55 azul de metileno e clorina Ce6 (2)24,25 e por fim a rosa-bengala (1).44 Já os 

peptídeos utilizados foram monômero e dímero de aureína 1,2 (2) 24,25, camel e pexiganan 9 (1) 44 e polimixina B 

(1).55 Em todas as 4 associações, o efeito antimicrobiano foi potencializado, exceto em Defreitas2018 contra E. 

faecalis no qual a combinação da curcumina com o peptídeo Aureína 1.2 melhorou sutilmente a redução bacteriana 

em comparação com a curcumina após irradiação, mas não em comparação com o peptídeo sozinho. 

Também foi identificado 1 estudo33 no qual o peptídeo polimixina B atuou como o próprio 

fotossensibilizador. Nesse trabalho foram utilizadas amostras de E. coli resistente à canamicina e os autores 

mostraram que o valor de UFC/mL diminui 3,9 ordens de magnitude em relação aos microrganismos não 

irradiados.33 

Por fim, 9 artigos avaliaram outras formas de associação. Por exemplo, Zhang2018, Cai2021 e Wang2022 

realizaram formulações com géis a base de peptídeo com o fotossensibilizador incorporado. Além de associações 

com diferentes moléculas como a betaciclodextrina (um carboidrato)32, nanocristais de celulose40 nanopartículas21 

e nanopartículas de oligômeros.34 Outras formas de união química entre FS e peptídeo também foram realizadas 

em Qiu202147 e Gao2021. 
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Tabela 1 – Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Staphylococcus aureus. 
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Tabela 1 – Cont. 
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Tabela 2 - Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Escherichia coli. 
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Tabela 3 – Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Pseudomonas aeruginosa. 
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Tabela 4-  Resumo das informações obtidas nos estudos que utilizaram cepas de diferentes espécies. 
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DISCUSSÃO 

Nos dias atuais, a resistência microbiana, trata-se de uma das principais ameaças globais à saúde 

pública. De fato, a partir da introdução de um novo antibiótico no mercado, a resistência a ele aparece de 

forma relativamente rápida1. Segundo a OMS, para o tratamento de infecções microbianas comuns, altas 

taxas de resistência a antibióticos foram observadas em todo o mundo2. O objetivo desta revisão de escopo 

foi realizar um mapeamento da literatura existente acerca da utilização de peptídeos em associação com a 

aPDT para eliminação de microrganismos. Ao se concentrar nessas publicações, objetivou-se sintetizar as 

informações a respeito da eficácia da associação desses tratamentos e as moléculas mais utilizadas, afim 

de direcionar as pesquisas em função dos tratamentos mais prósperos. 

Dos estudos avaliados nesta revisão, a maioria (29) testaram o efeito antimicrobiano da 

associação sob culturas de S. aureus, sendo que 12 testaram o efeito sobre cepas com resistência. Grande 

parte dessa escolha, foi por conta deste microrganismo se tratar de um modelo de bactéria gram-positiva. 

Dentre os 29 estudos, aproximadamente 90% identificaram efeito antimicrobiano e acredita-se que a alta 

susceptibilidade ocorre provavelmente em razão da presença da parede celular de mais fácil 

permeabilização. A exceção ocorreu nos estudos de Leguern¹ et al.38, Leguern²et al.39 e Jiang et al.34 

Bactérias gram-negativas, como E. coli (25 estudos), e P. aeruginosa (14 estudos) foram as 

segundas mais estudadas, as quais geralmente possuem menor susceptibilidade aos fotossensibilizadores 

devido a mudanças na parede celular que dificultam a penetração dos EROs 37. Dessa forma, a maioria dos 

conjugados mostraram maiores efeitos sobre S. aureus do que E. coli, exceto em Wang et al. 49, porém o 

porquê deste desfecho ainda permanece desconhecido49. Em alguns peptídeos antimicrobianos essa 

dificuldade acerca das bactérias Gram-negativas não é encontrada, pois possuem capacidade de 

atravessar a membrana através de um mecanismo de troca de carga, competindo com íons ligados aos 

lipopolissacarídeos59. 

Nesta revisão, foi possível identificar apenas um estudo o qual foi avaliado o uso de peptídeo como 

fotossensibilizador. Após a irradiação, a eficiência antimicrobiana do peptídeo melhorou em 3,9 ordens de 

magnitude em comparação com sua atividade no escuro33. Porém, não são todos os peptídeos que são 

capazes de obter essa função. Em 2020, Thapa et al.58, foi avaliado a fotoestabilidade dos peptídeos GarKS 

(GakA, GakB e GakC). Foi visto que após a irradiação com luz UVA todos perdem sua atividade 

antimicrobiana contra culturas de S. aureus suscetível e resistente a meticilina. 

Os fotossensibilizadores mais utilizados nos estudos foram os macrociclos tetrapirrólicos, as 

porfirinas e as clorinas respectivamente. Os compostos a base de porfirina são encontrados em grande 

escala na natureza, incluindo nos seres humanos, presentes na hemoglobina, e por esse motivo são 

considerados fotossensibilizadores promissores para aplicação médica57. 
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CONCLUSÃO 

A variedade de fotossensibilizadores associado a peptídeos com finalidade antimicrobiana está 

ganhando força com o passar dos anos. O número de pesquisas ao redor deste desfecho está aumentando 

de forma exponencial e se mostra como um forte candidato a tratamento contra microrganismos de 

interesse médico, inclusive aqueles resistentes a medicamentos oferecidos no mercado farmacêutico. 

Porém, novas pesquisas ainda precisam ser realizadas afim de elucidar efetivamente o mecanismo de ação 

dessas terapias em conjunto, além de atingir as melhores combinações entre as moléculas contra os 

microrganismos ameaçadores da saúde mundial. 
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 APÊNDICE C – SUMÁRIO DAS ANÁLISES DE VARIÂNCIA UTILIZADAS NAS 

ANÁLISES DOS DADOS 

 

Tabela 1 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados obtidos 
com a cepa C. albicans ATCC 90028 na condição controle PDI (sem luz) em células 
planctônicas 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Tabela 2 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados obtidos 
com a cepa C. albicans ATCC 96901 na condição controle PDI (sem luz) em células 
planctônicas 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Tabela 3 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados 
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 90028 após iluminação LED em células 
planctônicas 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 0.406 6 0.068 0.700 0.650 0.036 0.268

Melitina 1.430 3 0.477 4.929 0.003 0.118 0.902

Curcumina x Melitina 0.335 18 0.019 0.192 1.000 0.030 0.133

Resíduo 10.732 111 0.097

TOTAL 5633.001 139

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 1.656 6 0.276 0.613 0.719 0.033 0.236

Melitina 0.189 3 0.063 0.140 0.936 0.004 0.075

Curcumina x Melitina 6.376 18 0.354 0.787 0.711 0.115 0.534

Resíduo 49.048 109 0.450

TOTAL 5333.321 137

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 740.936 6 123.489 198.552 0.000 0.914 1.000

Melitina 10.354 3 3.451 5.549 0.001 0.129 0.935

Curcumina x Melitina 14.940 18 0.830 1.335 0.180 0.177 0.827

Resíduo 69.658 112 0.622

TOTAL 1354.868 140
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Tabela 4 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados 
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 96901 após iluminação LED em células 
planctônicas 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Tabela 5 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados 
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 90028 na condição controle PDI (sem luz) em 
biofilme 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Tabela 6 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados 
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 96901 na condição controle PDI (sem luz) em 
biofilme 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 289.241 6 48.207 23.063 0.000 0.553 1.000

Melitina 20.380 3 6.793 3.250 0.025 0.080 0.733

Curcumina x Melitina 19.390 18 1.077 0.515 0.946 0.076 0.342

Resíduo 234.105 112 2.090

TOTAL 2765.884 140

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 0.177 3 0.059 0.825 0.490 0.072 0.208

Melitina 0.025 1 0.025 0.350 0.558 0.011 0.089

Curcumina x Melitina 0.205 3 0.068 0.955 0.426 0.082 0.236

Resíduo 2.293 32 0.072

TOTAL 1643.601 40

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 0.266 3 0.089 0.718 0.548 0.063 0.185

Melitina 0.078 1 0.078 0.629 0.433 0.019 0.120

Curcumina x Melitina 0.274 3 0.091 0.738 0.537 0.065 0.189

Resíduo 3.956 32 0.072

TOTAL 1784.266 40
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Tabela 7 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados 
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 90028 após iluminação com luz LED em 
biofilme 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Tabela 8 - Sumário da Análise de Variância a dois fatores realizada para os dados 
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 96901 após iluminação com luz LED em 
biofilme 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

  

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 0.638 3 0.213 1.378 0.267 0.114 0.331

Melitina 2.657 1 2.657 17.208 0.000 0.350 0.980

Curcumina x Melitina 0.201 3 0.067 0.434 0.730 0.039 0.127

Resíduo 4.942 32 0.154

TOTAL 1400.013 40

Fonte de Variação SQ gl QM F p η
2
p Poder

Curcumina 1.546 3 0.515 1.449 0.247 0.120 0.346

Melitina 1.204 1 1.204 3.385 0.075 0.096 0.430

Curcumina x Melitina 0.358 3 0.119 0.336 0.799 0.031 0.108

Resíduo 11.384 32 0.356

TOTAL 1692.313 40
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ANEXO A: TERMO DE DOAÇÃO DE CEPAS DE ISOLADOS CLÍNICOS DE C. albicans 
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ANEXO B – AUTORIZAÇÃO PARA USO DE CEPAS DE ISOLADOS CLÍNICOS DE C. 

albicans 
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