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Fusco NS. Potencial da associacdo de peptideos antimicrobianos com inativagéo
fotodindmica contra Candida albicans [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

A capacidade que um microrganismo possui de resistir a efeitos de farmacos que
anteriormente eram capazes de elimina-lo é chamada de resisténcia microbiana. Devido ao
fato deste fendmeno crescer a cada dia, tratamentos alternativos sdo extremamente
necessarios. A inativacao fotodinamica (do inglés, photodynamic inactivation - PDI) e sua
associacao com peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo opcbes promissoras para inativacao
de microrganismos patogénicos, entretanto sdo escassos 0s estudos associando este tema
contra biofilmes microbianos, além disso, ndo ha relatos na literatura associando o peptideo
melitina com o fotossensibilizador curcumina. Portanto, este estudo teve como objetivo
analisar a eficacia dessas associacdes para efeito antimicrobiano por meio da realizacao de
dois estudos. O primeiro trabalho tratou-se de uma reviséao bibliografica para mapeamento da
literatura existente acerca da associacao de PDI e PAMs, utilizando de uma busca sisteméatica
para a sele¢éo dos artigos. Trinta e nove artigos foram identificados por meio das buscas em
bases de dados. Com excec¢do de cinco associacdes, a grande maioria apresentou eficacia
antimicrobiana contra diversos microrganismos, susceptiveis e resistentes. O segundo estudo
conduzido tratou-se de uma pesquisa laboratorial com o objetivo de avaliar a eficacia do PAM
melitina em associa¢cdo com a PDI mediada pela curcumina contra cepas de Candida albicans
suscetivel e resistente ao fluconazol. Foram utilizadas duas cepas de referéncia (suscetivel e
resistente ao fluconazol) e dois isolados clinicos com resisténcia ao fluconazol. A
concentracéo fungicida minima (CFM) e a concentragéo inibitéria minima (CIM) da melitina
sozinha foram avaliadas para as quatro cepas. A partir de entdo foi realizada a caracterizacao
fotofisica da curcumina na presenca e auséncia da melitina. Analises do efeito antimicrobiano
em amostras planctonicas e de biofilme apenas das cepas de referéncia 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 exposi¢cdo com
a melitina+curcumina. Os dados foram analisados com estatistica descritiva e inferencial, de
acordo com o delineamento experimental de cada etapa (a=0,05). A CIM da melitina foi
diferente para cada cepa (ATCC 90028 - 16ug/mL; ATCC 96901 - 62ug/mL; e ambos o0s
isolados clinicos 31 ug/mL). Em relagédo as avaliagdes da atividade antifungica do PAM em
associacdo com a PDI, para ATCC 90028 no formato planctbnico, tanto a curcumina quanto
a melitina promoveram reducdo 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 redug&o na viabilidade promovida pela melitina com exposi¢cdo a luz
(p<0,0001). Para a cepa ATCC 96901, em formato planctdnico, houve reducéo nos valores
de log quando expostas a luz para os fatores curcumina e melitina sozinhos. Quanto ao
biofilme, em nenhuma condicéo efeito significativo nas contagens de colbnias viaveis. Assim
conclui-se que a associacdo da PDI com peptideos é capaz de promover reducdo da
viabilidade de microrganismos patogénicos e, especificamente, a associacdo
melitina+curcumina deve ser mais investigada a fim de se potencializar o efeito da associacéo
contra cepas de Candida.

Palavras — chave: Candida albicans. Resisténcia microbiana a medicamentos. Peptideos
catibnicos 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
(a=0.05). The MIC of melittin was different for each strain (ATCC 90028 - 16ug/mL; ATCC
96901 - 62pg/mL; and both clinical isolates 31 pg/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 INTRODUCAO

As espécies de Candida sdo patdégenos oportunistas do ser humano e
possuem habilidade de causar doencgas em sitios anatomicamente distintos do
hospedeiro!. Das infecgGes causadas por Candida spp podem ser citadas a
infeccéo superficial e sistémica?. 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 auris®>® sendo este Ultimo, um fungo emergente
multirresistente, responsavel por surtos de infeccdes em todo o mundo®.
Importante ressaltar que, em individuos saudaveis, C. albicans caracteriza-se
como comensal, com um tipo de interacdo que envolve organismo, a microbiota
residente e a imunidade do hospedeiro®. Tal fungo pode se transformar em
patdgeno a partir do resultado de um desequilibrio local ou sistémico, como
alteracées no microambiente local ou a ruptura do estado imunolégico do

hospedeiro®’.

A infeccao fangica local mais frequente nos seres humanos é a candidiase,
uma condicdo bastante frequente entre individuos imunocomprometidos, com
doencas sistémicas e entre 0s idosos, principalmente naqueles que fazem uso
de préteses parciais e totais®. De fato, o uso de préteses, associado ao baixo
fluxo salivar, aumentam as chances de desenvolvimento de uma patologia
denominada estomatite protética, uma das manifestacbes clinicas da
candidiase®. A estomatite define-se por um processo inflamatério crénico da
mucosa adjacente as proteses dentais totais e parciais e sua gravidade esta
diretamente relacionada a presenca de C. albicans em cerca de 72% dos

individuost9.

Devido a proximidade da cavidade oral com o sistema respiratorio, 0 risco
de aspiracao de patdgenos presentes nas infec¢gdes locais aumenta, e a principal
consequéncia dessa ocorréncia é o desenvolvimento de pneumonia aspirativa,
uma doenca potencialmente fatal que pode levar o individuo a 6bito!*'2. Nesse
mesmo contexto, as espécies de Candida também possuem capacidade de
desenvolver infecgbes na corrente sanguinea, pois C. albicans trata-se da

formadora de biofilme mais prevalente e patogénica das espécies de Candida, e
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tal fato quando associado a exposicdo prévia dos pacientes aos antifungicos
azolicos, resulta em fatores de risco para morbidade e mortalidade em casos de

candidemials.

O tratamento das infec¢des por Candida spp. € realizado tradicionalmente
por meio de medicamentos antifungicos. Os antifungicos topicos convencionais,
como a nistatina, ndo necessariamente sdo capazes de eliminar as células de
Candida spp por completo. Tal fato pode ser atribuido ao efeito diluente da saliva
concomitante aos movimentos da lingua, os quais acabam por reduzir as
concentragdes da medicagdo!*. Os farmacos azéis sistémicos, como o
fluconazol foram um grande avanco em termos de eficidcia no tratamento da
candidiase!®. Entretanto, atualmente, seu uso pode se apresentar limitado
devido a evolucéo do espectro de patdgenos fungicos, e a eclosao de resisténcia
aos azois'®. As células adquirem resisténcia ao fluconazol por meio de diferentes
vias como a diminuig&o dos efeitos toxicos do farmaco através da alteracdo da
enzima alvo que reduz a ligacdo do farmaco ou a diminuicdo do acumulo
intracelular da droga através do transporte ativo do medicamento para fora da
célula. Além disso a caracteristica fungistatica do fluconazol pode fornecer maior
oportunidade para o desenvolvimento de resisténcial’. Outro antifingico
utilizado para infeccbes sistémicas sao as equinocandinas. Utilizados somente
de forma intravenosa, possuem espectro de acdo relativamente amplo, mas sua
absorcdo oral mostra-se pobre e sem previsibilidade!® e seu uso generalizado

também acarreta em resisténcia entre isolados clinicos de Candida spp-*°.

A resisténcia antifingica estd em ascensdo e se trata de uma ameaca
emergente ao gerenciamento do paciente e do sucesso clinico?®. Uma previsédo
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é que, até o ano de 2050, as infec¢des
resistentes a medicamentos matardo 10 milhdes de pessoas anualmente?l.
Portanto, é imprescindivel a busca por terapias alternativas que possam sanar
as consequéncias oriundas da resisténcia microbiana e das limitagbes dos

medicamentos antifiingicos convencionais?2.

7

Uma dessas terapias alternativas surgiu no inicio do século XX e é
denominada de Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (do inglés Antimicrobial
Photodynamic Therapy — aPDT, ou Photodynamic Inactivation - PDI)?3-25, PDI

requer a combinacédo de trés fatores para que seu processo ocorra, séo eles: um
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agente chamado de fotossensibilizador (FS), luz correspondente ao
comprimento de onda de absorcdo especifica do FS (apropriada para a
excitacdo do FS) e presenca de oxigénio?*?5. Pelo fato de se mostrar eficaz
contra uma série de microrganismos, incluindo potencial contra cepas
resistentes a farmacos convencionais, a PDI se mostra como uma estratégia

promissora tratamento?’.

Um FS extensamente descrito na literatura é a curcumina, um pigmento
amarelo extraido da Curcuma longa e que possui alta absorcao de luz e potencial

fototdxico contra células flngicas?®2°.

Outra possibilidade antimicrobiana que tem sido investigada é a utilizacdo
de peptideos antimicrobianos (PAMs). Os PAMs sao grupos de moléculas
heterogéneas, produzidas por varios tecidos e células em uma extensa
variedade de espécies. Eles compdem a resposta imune inata de organismos
multicelulares, contém atividades microbicidas e imunomoduladoras, e
contribuem significativamente no mecanismo de defesa do hospedeiro contra

infeccdes30-32,

A melitina é considerada um PAM e é o principal componente téxico do
veneno da abelha Apis mellfera. Composto por 26 aminoacidos
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2), a melitina ja mostrou efeito
antiviral, antibacteriano, antiparasitario, antifingico e antitumoral®334, Para que
seu efeito antimicrobiano ocorra, seu principal mecanismo de acgao trata-se da
ligacdo a superficie da membrana, que gera uma perturbagéo a integridade das
bicamadas fosfolipidicas pela formacédo de poros, consequentemente leva ao
vazamento de ions, aumento da permeabilidade, e por fim gera a lise celular34:3°,

Outro PAM de destaque é o LL-37, o qual deriva dos dois primeiros
residuos de leucina (L) e 37 aminoacidos, adotando uma estrutura helicoidal®.
Da classe das catelicidinas, € secretado pelos seres humanos
predominantemente encontrado em neutréfilos, revestimentos epiteliais e
mondcitos®’. O LL-37 além de possuir propriedades antibacterianas, antifingica,
antivirais e capacidade de inibicdo de formacdo de biofilme3¢ é também
classificado como “alarmante”, pois possui capacidade de alertar o sistema
imunoldgico adaptativo, através da promoc¢éao de inflamacéo local e capacidade

de resposta a sinais de perigo3’3,
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Em relacdo ao tratamento antifingico convencional, os PAMs possuem
vérias 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 acdo
rapida, e contém atividades anti-inflamatérias e / ou curativas®. Investigacées
recentes demonstram o potencial antifingico de uma gama de peptideos contra
cepas de Candida spp resistentes ao fluconazol e multirresistentes3%-42,

A abordagem combinada de PDI e PAMs tem mostrado potencial a fim de
se obter melhores resultados antimicrobianos*?-€°%, Um ndmero consideravel de
trabalhos também vem investigando a possibilidade de inativacdo microbiana de
cepas resistentes a medicamentos convencionais com a associacdo das
terapias*246:47,49,50,51,53,56-59,66-68,72,77-19 = 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 combinacdo 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 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial da utilizacdo de
PAMs como possivel agente antifUngico e em associacdo com tratamento

fotodinamico. Para isso, dois estudos foram desenvolvidos.

2.1 Objetivos Especificos

O primeiro estudo teve como objetivo realizar um mapeamento da
literatura existente acerca da utilizacdo de PAMs em associacao com PDI. Para
isso, foi realizada uma revisdo de literatura com uma estratégia sistematica para

busca e identificacédo dos trabalhos.

O segundo estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do PAM melitina
como possivel agente antifingico e antibiofilme contra C. albicans e seu efeito
guando associado ao tratamento fotodinamico com curcumina. Além disso,
também foi comparada a resposta obtida com cepa susceptivel e resistente ao

fluconazol.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A seguir, a revisdo de literatura estd subdividida pelos tdpicos: Candidiase e
Resisténcia Microbiana, Inativagcdo Fotodindmica e Curcumina e Peptideos

Antimicrobianos.

3.1 Candidiase e Resisténcia Microbiana

A candidiase oral é a infec¢do fungica mais comum nos seres humanos. Trata-se
de uma infec¢do oportunista que acomete a cavidade bucal, causada principalmente
pelo supercrescimento das espécies de Candida, onde cerca de 80% dos isolados desta
infeccdo clinica sdo representados pelas espécies de C. albicans, C. glabrata e C.
tropicalis®. Tal microrganismo se encontra em uma relagdo comensal na cavidade oral
em cerca de 60% de individuos adultos saudaveis®!. Entretanto, a infeccdo torna-se
evidente nos casos onde o individuo possui algum tipo de imunossupresséo e/ou faz
uso de protese totais ou parciais®’.

Clinicamente a candidiase pode se manifestar de duas maneiras, a candidiase
branca ou a eritematosa. A candidiase oral branca, como o préprio nome diz, é
caracterizada por lesdes que possuem a coloragao branca, como é o caso da candidiase
pseudomembranosa e a hiperplasica. J& a eritematosa contém em sua classificacéo as
les6es de coloracéo vermelha, incluindo a candidiase atrofica aguda, candidiase atrofica
cronica, queilite angular, atrofia papilar central da lingua e eritema gengival linear882,
Em individuos acometidos por infec¢Bes fungicas e que possuem algum tipo de
imunossupressao, Candida spp. inicia um processo de aumento de sua colonizacdo e
se espalha pelo trato gastroinstestinal e/ou pela corrente sanguinea, acarretando a
chamada candidiase invasiva ou candidemia®. A candidiase invasiva é reconhecida
como uma das principais causas de morbimortalidade no setor da saude, causada
majoritariamente por C. albicans®. Devido sua alta taxa de mortalidade (cerca de 71%
a 79%) o tratamento necessita ser precoce e preciso, afim de se iniciar a terapia
antifingica correta o mais previamente possivel®83,

Dessa forma, para que haja eficicia no tratamento sobre a candidiase, deve ser
levada em consideracdo a remocdo do foco da infeccdo, como por exemplo, a
higienizacdo de dentaduras e proteses fixas. Entretanto, nem sempre apenas com uma
boa higienizacdo é possivel eliminar a doenca e assim, € necessario o tratamento
utilizando antifingicos tépicos ou sistémicos8:84:85,

Comparada a ampla gama de antibiéticos existentes contra bactérias, os farmacos

antifingicos sdo poucos, e provavelmente refletem a dificuldade em se obter
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medicamentos contra um tipo de célula eucariota que ndo cause toxicidade ao seu
hospedeiro®. Ainda assim, os antiflingicos disponiveis no mercado atualmente sdo os
tépicos, como a nistatina, que age rompendo a membrana dos fungos; e os sistémicos,
como o fluconazol e o itraconazol que agem na inibicdo da sintese de ergosterol
(componente da membrana celular do fungo), as equinocandinas capazes de agir na
sintese de - (1,3) d- glucano (um polissacarideo critico da parede celular), e por fim a
flucitosina, que interfere na sintese de RNA e DNA, entretanto ainda ndo esta disponivel
no Brasil®’.

Embora existam estes medicamentos antifingicos presentes no mercado, o
prognostico de pacientes acometidos por infecdes por Candida ainda pode ser ruim®,
Tal fato pode ser explicado por um fenébmeno chamado de resisténcia microbiana. A
resisténcia microbiana trata-se da capacidade que um microrganismo possui ou adquire,
de resistir a efeitos de medicamentos que anteriormente eram capazes de elimina-lo®°.
Além disso, este fendmeno € provavelmente justificado pela exposicéo prolongada dos
individuos a tais medicamentos, principalmente aqueles imunocomprometidos com
candidiase recorrente®,

A maior familia de medicamentos usados contra fungos é a familia dos “azdis”®.
Seu mecanismo de acao se baseia na interferéncia da biossintese do ergosterol, através
da inibicdo da converséo do citocromo P450 de lanosterol em ergosterol. O resultado
desta interferéncia € a diminuicéo do crescimento e proliferacdo celular®. Durante muito
tempo, esta familia foi responséavel por tratar a maioria das infeccdes acometidas por
espécies de Candida. Entretanto, a resisténcia aos azéis tem aumentado cada dia mais,
tanto nos hospitais, quanto in vitro®8. S&o trés as maneiras que as espécies de Candida
utilizam para contornar a agdo dos antifungicos azéis, sdo elas: a introducao de bombas
de efluxo (afim de bombear a droga para fora da célula); alteracdo do sitio de ligacdo
da enzima que impede a ligagdo dos azéis, e por fim, a capacidade da célula de
desenvolver vias de contorno como resultado de mutacdes® . Nesse contexto, as
equinocandinas pareciam ser a chave para contornar a resisténcia, visto que todos 0s
fungos possuem - (1,3) d- glucano. Entretanto, isolados clinicos de Candida
apresentaram mutacdes nos genes FKS1 e FKS2 que levaram a substituicdo de
amino&cidos, inibindo entédo as equinocandinas®.

Um estudo conduzido por Cowen et al.®® em 2000, demonstrou a capacidade de
adaptacdo de C. albicans ao agente antifungico fluconazol. Os autores utilizaram
apenas uma unica célula progenitora para dar origem a 12 popula¢des distintas que
foram propagadas em série por 330 geracdes. Seis populacdes foram cultivadas com
exposicdo ao fluconazol repetidamente, e as outras seis, ndo. Dessa forma,

conseguiram avaliar a adaptacdo as concentracdes inibitérias do fluconazol em
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populacdes geradas a partir de uma Unica célula, ou seja, apenas o fator das mutacoes
foi avaliado, j& que nenhum gendétipo externo penetrou nessas populagdes. A fim de
comparacéo, foi verificado que a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do fluconazol em
C. albicans suscetivel ao azol foi de 0,25 ug/ml. Nas popula¢des propagadas sem
farmaco ndo houve mudancga na CIM. Por outro lado, duas das populagfes geradas na
presenca de fluconazol alcangaram o nivel mais alto de resisténcia (CIM 64,00 pg/ml).
Uma terceira populagao atingiu o nivel intermediario de resisténcia (CIM 4,00 ug/ml).
Outras duas tiveram uma resisténcia aumentada (CIM 16,0 e 64,0 ug/ml) e depois
mostraram uma queda. E por fim, a Gltima populacéo apresentou um pequeno aumento
na resisténcia (CIM 0,5 pug/ml), aumentou drasticamente em outra geracéo (CIM 8,0
Mg/ml) e, em seguida, diminuiu. Além disso, os valores de CIM aumentados do
fluconazol foram acompanhados por um aumento correspondente na resisténcia ao
itraconazol e cetoconazol. Tais resultados demonstram que a exposigéo frequente de
C. albicans ao fluconazol pode conferir uma vantagem de adaptagdo causada por
mutacdes®.

O biofilme formado por espécies de Candida também representa uma causa
frequente de infecgdes®. O biofilme é uma comunidade estruturada circundada por uma
matriz polimérica autoproduzida e aderente a uma superficie®®, que por conta desta
“barreira” que é formada, ha uma reducdo drastica na susceptibilidade microbiana aos
agentes terapéuticos®.

O biofilme de C. albicans progride em trés fases distintas: a fase precoce (0 a 11h)
na qual as células iniciam o crescimento e agregacéo; a fase intermediaria (12 a 30h)
que é caracterizada pelo aparecimento de material predominantemente nao celular,
parecido como uma névoa; a fase de maturacdo (38 a 72h) na qual a quantidade de
material extracelular aumenta de acordo com o tempo de incubacéo, até a completa
cobertura das coldnias, e por fim, a fase de dispersdo, onde as células ndo aderentes
sdo liberadas do biofilme para a colonizacdo do meio circundante®.

Em 2018, Singh et al.%” foram capazes de demonstrar a capacidade de
antifangicos, dentre eles o fluconazol e anfotericina B, em penetrar biofiimes de cepas
padrdo e isolados clinicos de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Foi
visto que dependendo da natureza do antifingico e da espécie de Candida, a
capacidade de penetracdo variou. A penetracdo do posaconazol e da anfotericina B foi
significativamente pobre (reducdo 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, ja que esta cepa € intrinsicamente resistente a ele;
ja o voriconazol e a caspofungina que sdo eficazes, ndo conseguiram penetrar nos

biofilmes (P<0,01). Para as cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis houve
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uma reducao média de 18%, 10% e 23% para a penetracdo do voriconazol, fluconazol
e caspofungina respectivamente. Mesmo aqueles antifingicos que conseguiram
penetrar bem nos biofilmes, ndo foram capazes de matar as células, da mesma forma
que as drogas cuja penetracao foi prejudicada. Dessa forma, fica claro que além do fato
do biofilme formar uma protecao para que os agentes antifingicos ndo possam penetrar
dentro dele, fatores intrinsecos também s&o responsaveis pela inativacdo do farmaco®’.
Diante do exposto, a busca por tratamentos que ndo gerem resisténcia e que sao
eficazes contra C. albicans em formato plancténico e em biofilme sdo descritos na

literatura. Alguns deles serdo discutidos nos itens a seguir.
3.2 Inativagdo Fotodinadmica e Curcumina

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (do inglés 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 janela®. A
partir disso, anos depois outros autores iniciaram o estudo dessa mesma abordagem
contra carcinomas de pele®. Durante muito tempo a Terapia Fotodinamica foi apenas
estudada no ambito de tratamento anticancer, devido a descoberta da penicilina por
Alexander Fleming?® em 1928. Todavia, os olhares dos pesquisadores voltaram para a
PDI durante o inicio de 1990, quando comecaram a surgir as primeiras infeccdes
resistentes a medicamentos no setor de salide?®. Para que seu processo ocorra, a PDI
requer a combinacdo de trés fatores, um agente fotossensibilizante chamado de
fotossensibilizador (FS), luz correspondente ao comprimento de onda de absorcdo
especifica do fotossensibilizador, apropriada para a excitagdo do FS e presenca de
oxigénio?*?%, Primeiramente, a célula-alvo deve ser tratada com o FS, processo
chamado de fotossensibilizacdo. Apos a absorcao de um féton de luz com comprimento
de onda adequado’®, 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 fosforescéncia (através da emissdo de luz) ou por dois mecanismos
geradores de espécies reativas de oxigénio?® (EROSs): reagir diretamente com substrato
formando ions radicais que interagem com oxigénio e gera produtos oxigenados (Tipo
), ou, transferir sua energia para o oxigénio diretamente e formar o oxigénio singlete,
uma espécie oxidativa altamente reativa, que pode oxidar muitas moléculas biol6gicas,

como proteinas e acidos nucleicos (Tipo 11)1°l. Essas duas reacdes podem ocorrer



23

simultaneamente e sdo grande parte influenciadas pelo fotossensibilizador, substrato e
concentracdo de oxigénio?*?°, Ap6s a geracdo de EROs, o FS pode voltar para seu
estado fundamental, ou seja, pronto para absorver um novo féton®. Os radicais gerados
atuam na membrana celular fangica, permitem a internalizacdo adicional de FS, e
posteriormente, as EROs causam desequilibrio na homeostase celular, que resulta em
morte por apoptose, necrose ou autofagia®*. Atualmente, uma nova reacéo foi proposta.
Independente de oxigénio, essa reagao pode ser denominada de “via fotoquimica do
Tipo I’ e envolve a transferéncia de elétrons fotoinduzida que produz radicais
inorganicos reativos1®?.

A PDI possui grande potencial para se tornar um novo protocolo padrao para o
tratamento de candidiase, visto que a terapia ndo € invasiva em pacientes
imunodeficientes e idosos, é de facil realizagdo na cavidade oral, indolor, e até o
momento apresenta eficAcia e nenhuma reacéo adversa relatada'®. Além do mais, os
medicamentos comuns normalmente trabalham agindo em sitios nas células os quais
contém alta especificidade. J& a PDI, por conta de funcionar a partir da geragédo de
EROs que atua danificando diversas moléculas microbianas, as chances dos
microrganismos adquirirem resisténcia a ela é considerada altamente improvavel'°,

Varios sdo os estudos presentes na literatura que investigaram a inativacao
fotodinamica de Candida spp. Dentre eles, em 2013, Dovigo et al.'® demonstraram a
capacidade de fotoinativacdo de isolados clinicos de C. albicans C. glabrata e C.
tropicalis de pacientes com estomatite protética em cultura plancténica e em biofilmes.
Tanto nas células planctdnicas quanto nos biofilmes dos isolados clinicos de C. albicans,
e de C. tropicalis, a exposicdo das culturas ao tratamento utilizando diferentes
concentragdes do fotossensibilizador e doses luz promoveu uma redugao significativa
na viabilidade celular em todas as associa¢cdes em comparag&o ao grupo controle (sem
luz e sem fotossensibilizador). Ja nas células planctonicas de C. glabrata, todas as
associacdes de luz e FS promoveram reducdes significativas na viabilidade fungica
(p <0,001), entretanto em alguns isolados n&o foi observada inativagéo total'®s.

A inativacéo in vivo de C. albicans pela PDI também ja é estudada. Este tipo de
investigacdo € relevante por conta da maior semelhanca com a realidade clinica de
pacientes com candidiase. Em 2013, Carmello et al.'% avaliaram a eficacia da PDI em
uma cepa de referéncia de C. albicans em modelo de candidiase em roedores. Mais
uma vez, a associacdo do fotossensibilizador com luz foi capaz de reduzir
significativamente (p = 0,027) a viabilidade de C. albicans nas maiores concentragdes
do FS em comparacéo ao grupo controle (sem luz e sem FS)*%,

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

busca do fotossensibilizador ideal, a curcumina é intensamente explorada. A curcumina
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€ um composto fendlico, oriunda das raizes da Curcuma longa, uma planta herbacea
popular pelas suas propriedades calmantes e antimicrobianas!®’. A curcumina [1,7-bis
(4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona], possui peso molecular de 368,38
g/mol e € uma molécula lipofilica, capaz de adentrar a membrana celular rapidamente.
Esta substéncia se manifesta como um composto cristalino, com uma cor amarela
alaranjada brilhante, dessa forma € muito utilizada como agente corante, bem como
aditivo alimentar até mesmo declarado pela OMS%, Dados mostram que a curcumina
nao exprime toxicidade nem para animais, nem para humanos, o0 que a torna um
fotossensibilizador mais bem tolerado além de considerada “n&o téxica” pela FDA8109,

Quando o termo “Curcumin” é buscado na base de dados MEDLINE, mais de 18
mil estudos surgem. Em 2019 uma revisao foi capaz de fornecer uma viséo bibliométrica
abrangente de toda a literatura sobre a curcumina e suas atividades!!'. Seu primeiro
relato foi em 1970, onde foi investigado seu efeito hipocolesterolémico em ratos!?,
Atualmente, a maioria das publicagbes se concentra em estudos da bioquimica,
guimica, oncologia e farmacologia da curcumina. Além disso, as suas agbes mais
estudadas sdo os efeitos anti- titumorais, anti-inflamatério e contra o estresse
oxidativo*!!,

Em 2011, Dovigo et al.?° tiveram como objetivo avaliar se os efeitos antifingicos
da curcumina poderiam ser melhorados com excitacdo de luz. Para tanto, foi utilizada
uma cepa padrao de C. albicans (ATCC 90028) afim de verificar o efeito antifangico, e
a curcumina utilizada foi a natural. De acordo com o artigo, houve uma reducdo
significativa na viabilidade de C. albicans apds o tratamento fotodindmico utilizando a
curcumina — quando comparado ao grupo controle (sem luz e sem FS) — além dessa
reducéo ser dependente da concentragdo do FS. Da mesma forma, a fotoinativagéo de
biofilmes de C. albicans também foi eficaz. Conforme aumentou a concentragédo de
curcumina, a atividade metabdlica do biofilme reduziu. Logo, este trabalho péde
demonstrar que a curcumina quando irradiada com luz azul, se mostra um eficaz
fotossensibilizador para inativacédo de C. albicans planctdnica e em biofilme?®.

No contexto da Odontologia, a curcumina por si s6 ou associada a luz como
agente fotossensibilizador na PDI possui varias possibilidades de aplicagdes. Por conta
das suas propriedades anti-inflamatdrias, antibacterianas e antioxidantes, € estudada
majoritariamente na periodontia, para tratamento de gengivite e periodontite!!3.
Desempenha acdo também na odontologia hospitalar e estomatologia, a respeito de
suas propriedades anticancer, e por atuar no carcinoma de cabeca e pescoco, mucosite
oral, estomatite aftosa recorrente, dentre outras!'#4116, Qutra atuagdo muito estudada da
curcumina € seu efeito antibacteriano em células de Streptococcus mutans, a bactéria

mais cariogénica encontrada na cavidade bucal. O efeito fungicida também néo pode
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deixar de ser citado, j& que a curcumina possui varias acdes ja relatadas contra diversas
espécies de Candida!”’.

Em 2020, foi desenvolvido uma formulagdo de um enxaguatoério bucal a base de
microemulsédo com curcumina. O FS foi associado ao polissorbato 80 (surfactante ndo
idbnico que possui pouca citotoxicidade) e ao 6leo de linhaga, para driblar sua baixa
solubilidade. Entdo, foi feita a andlise do potencial antimicrobiano deste enxaguatoério
contra biofilmes de fungos e bactérias gram-positivas e gram-negativas. Dando énfase
a atividade antimicrobiana contra C. albicans, a PDI mostrou um efeito dependente da
concentracdo de curcumina e do tempo de irradiacdo, sendo que a maior reducéo foi
vista no tratamento com maior tempo de irradiacdo e maior concentracdo do FS, o que

sugere um potencial uso clinico da curcumina na cavidade oral'’.

3.3 Peptideos Antimicrobianos

Outro tratamento que é exaustivamente descrito na literatura é o uso dos PAMSs.
Os peptideos sdo polimeros de aminoacidos que possuem peso molecular baixo, e
expressam diversas funcdes, dentre elas, atividades imunomodulatéria e antimicrobiana
de amplo espectro contra virus, 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
brevis!®, Desde entdo, a lista de peptideos antimicrobianos ja descritos é extensa. O
Antimicrobial Peptide Database (APD) contém quase 3000 peptideos, provenientes de
seis reinos (animal, plantae, fungi, monera, archea e protista) além dos sintéticos*°.

Sao varias as classificacdes utilizadas para dividir os peptideos em categorias de
acordo com as suas caracteristicas. A mais difundida entre os pesquisadores e ao
mesmo tempo mais simples, divide-os em trés grandes grupos estruturais: peptideos a-
helicoidais, peptideos em folha B e peptideos estendidos3120,

Existem relatos de que os peptideos antimicrobianos possuem maior afinidade por
microrganismos do que células de mamiferos. Em um estudo feito por Welling et al.*??,
foi testada a hipdtese de que os PAMs conseguem discriminar entre células microbianas
e tecidos do hospedeiro. Foi visto que os peptideos usados no estudo se concentraram
com uma taxa significativamente alta e em maior extensdo em lesGes em roedores
causadas por C. albicans e bactérias, do que em comparagdo com tecidos nao
infectados®?.

Os PAMs utilizam de mecanismos precisos de acdo, cujo resultado é a morte
celular. A teoria mais difundida sobre mecanismos de acao dos peptideos trata-se de

suas capacidades de atuacdo nas membranas das células microbianas. Eles podem
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causar defeitos na membrana que resulta em poros e leva ao vazamento de metabalitos
e ions, seguida pela despolarizacdo da célula, perda da respiracéo e por fim a morte
celular. Outros mecanismos de acdo também sado citados além dos defeitos na
membrana, como a inibigdo de organelas intracelulares de patdégenos flingicos!?2. Além
do mais, os peptideos antimicrobianos por atuarem nas membranas bacterianas e néo
em proteinas especificas das células (como a maioria dos antibiéticos) € praticamente
improvavel o desenvolvimento de resisténcia microbiana a eles!?3,

Alguns modelos séo propostos a fim de elucidar como os PAMs causam a
permeabilizacdo da membrana. No modelo Barrel-Stave, o peptideo se fixa na
membrana, atinge sua concentracao limite e inicia a formacao de poros dentro do nucleo
hidrofébico da membrana. No modelo Carpet, os peptideos sdo atraidos
eletrostaticamente a superficie da membrana; quando atingem altas concentragoes,
efeitos parecidos como de um detergente comecam a acontecer, como a formacao de
micelas e poros que rompem a membrana do microrganismo. Por fim, o modelo Toroidal
Pore, se define pela agregacéo do peptideo dentro da membrana de tal forma que as
monocamadas de lipidios se curvam em torno do poro. Este Ultimo, descreve o

mecanismo de acdo da Unica catelicidina humana, o LL-37124126,
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Figura 1 - llustracdo sobre os mecanismos de agéo dos PAMs
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Fonte: Elaboracéo prépria baseada em Boparai''® 2020

O LL-37 é uma molécula de alto conteddo de amino&cidos basicos e hidrofobicos.
E uma molécula carregada positivamente (+6 em pH ~ 7,4) encontrada naturalmente
nas glandulas salivares de individuos saudaveis!?’. Seu nome origina-se da sua
composicao, que consiste em 37 aminoacidos, cujo os primeiros sdo duas leucinas
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES). Sua estrutura € linear catiénica-
a-helicoidal para conseguir exercer sua fungdo de defesa priméria contra bactérias,
fungos, virus e parasitas. A atividade de estimulacgéo e regulacéo do sistema imune inato
e adaptativo do LL-37 também é explorada'?®. O LL-37 é gerado a partir de uma proé-
proteina chamada de hCAP-18 que se mantém armazenada em granulos de neutroéfilos
e células epiteliais, e que apés a ativacao por meio da clivagem pela proteinase 3, é
transformada em LL-37%%°,

Em 2014, Tsai et al.'® demonstraram a atividade antifingica do LL-37 contra
células plancténicas uma cepa de referéncia de C. albicans. A atividade microbicida do
LL-37 foi dependente da dose, onde a concentragdo de 40 ug/mL inibiu fortemente o
crescimento do fungo, e apenas 5 pg/mL ja apresentou um leve efeito de inibigdo sobre
o crescimento de Candida'®. A atividade antibiofilme do LL-37 contra C. albicans
também foi elucidada na literatura. Um estudo conduzido por Luo et al.®*! em 2017,
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demonstrou a capacidade antibiofilme do LL-37 sobre C. albicans e outras bactérias.
Dando énfase a C. albicans, o peptideo apresentou significativa eficacia na prevengéo
da formacdo de biofilme e foi eficaz também contra biofilmes precoces utilizando o
ensaio de cristal violeta'®!. Entretanto, um estudo apresentado por Rapala-Kozik et al.**?
elucidou a capacidade de C. albicans de se proteger do peptideo LL-37. C. albicans é
capaz de produzir e secretar 10 membros de proteases asparticas (SAP), capazes de
degradar uma variedade de proteinas humanas. Em tal estudo, o grupo teve como
objetivo avaliar a capacidade dos SAPs produzidos pelo fungo em processar o peptideo.
Como resultado eles obtiveram que trés, dos dez SAPs foram capazes de extinguir as
propriedades antifingicas do LL-37%2,

Outros fortes candidatos a agentes antimicrobianos dentro da industria
farmacéutica originam-se de misturas sofisticadas de secrecdes venenosas*. Cerca de
15% dos animais presentes no planeta Terra sdo capazes de produzir substancias —
dentre elas estdo presentes sais, moléculas organicas de baixo peso molecular,
proteinas e peptideos — para matar presas ou se defender de predadores®. Os
peptideos decorrentes do veneno possuem seletividade requintada, poténcia robusta e
seguranca relativa o que faz com que terapias inspiradas em substancias oriundas dos
venenos parecam promissoras®.

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-inflamatério ndo-
esteroidal para alivio de dores e no tratamento de doencas inflamatérias cronicas®*. A
melitina € o principal componente toxico do veneno da abelha europeia Apis mellifera e
€ extensamente estudado como peptideo antimicrobiano. Trata-se de um peptideo
anfifilico e catiénico, cosntituido por 26 aminoéacidos
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH ). Composta por duas hélices a conectadas
por um segmento flexivel, a melitina produz sua acdo antimicrobiana através da
interagdo com as membranas celulares, que induz a formacéo de poros e por fim,
desencadeia a lise celular®®. De forma geral, seu efeito se enquadra no modelo “toroidal
pore” e suas agdes na membrana acontecem principalmente devido a interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas®.

Sao vérias as pesquisas que indicam a eficacia da melitina contra Candida spp. A
maioria delas se concentram em estudos a respeito de culturas planctonicas de cepas
de referéncia e isolados clinicos de C. albicans, sem relatos de resisténcia a antifingicos
convencionais®3. De modo geral, as explicacdes sobre o0 mecanismo de a¢do da melitina
sobre Candida spp. se concentram na atividade de desregulacdo da membrana, além
de inducdo da apoptose causada pela externalizacdo de fosfatidilserina, geracédo de

EROs e despolarizacdo da membrana interna mitocondrial®313513 Dentre as pesquisas
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que utilizaram a melitina com o intuito de avaliar o efeito antifingico, houve grandes
discrepéancias nos valores de CIM e CFM. Tal efeito pode ser explicado pela diferenca
de metodologias e diferentes graus de pureza do peptideo®3"1%,

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 €6, um fotossensibilizador derivado da protoporfirina com o intuito

de potencializar e aprimorar o efeito anti-cancer das duas terapias*14°,
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4 MATERIAL E METODO

De acordo com a proposicdo deste trabalho, dois estudos independentes foram
realizados. Por essa razdo, a descricao dos métodos utilizados foi subdividida em dois

subitens.

4.1 Estudo 1: Potencial da Associacdo de PAMs com PDI para Eliminacdo de
Microrganismos de Interesse Médico

A seguir, estd descrita a metodologia utilizada para a realizacdo do primeiro
estudo.

4.1.1 Busca dos artigos

Este primeiro estudo teve como objetivo realizar um mapeamento da literatura
existente acerca da utilizagdo de PAMs em associagcdo com PDI para eliminagéo de
microrganismos. Para isso, os bancos de dados eletrénicos Medline (Pubmed), Lilacs
(BVS), Scopus e Scielo foram pesquisados utilizando uma estratégia de busca
especifica para cada base de dados. Foram utilizadas palavras-chave ou termos
relacionados a 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 restricdo de tipo de estudo ou populacao foi usada. N&do
houve limite quanto a data de publicacdo, mas foram aceitos apenas artigos em Inglés

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

4.1.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios para inclusdo foram estabelecidos da seguinte forma: (a) pesquisas
gue investigaram o efeito da associacdo 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 remocédo de duplicatas e dos trabalhos em idiomas néo
aceitos na pesquisa, utilizando-se para isso o0 gerenciador de referéncias Mendeley
(Mendeley Desktop versdo 1.19.4 © 2008-2019 Mendeley Ltd). Em seguida, a
pesquisadora examinou todos os titulos 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 possivel classificar cada referéncia como incluida,

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

selecionados e incluidos na revisao.

4.1.3 Coleta de dados e sintese

Um formulario foi desenvolvido para orientar a extracdo de dados dos artigos
selecionados bem como para padronizar as informacgdes que seriam extraidas de todos
os trabalhos. Este formulario foi desenvolvido com base nos objetivos especificos da
revisdo de literatura e quais informacdes seriam relevantes para serem discutidas.
Previamente sua aplicagdo, foi realizado pré-teste em uma amostra aleatoria de trés
estudos. Em seguida, o formulario sofreu ajustes e entéo foi finalizado em sua versao
final para a aplicacdo definitiva (Apéndice A). Um Unico pesquisador realizou a coleta
dos dados. Em seguida, as informacgdes foram tabuladas e apresentadas de maneira
descritiva em tabelas. As informagdes obtidas por meio dessa revisdo foram utilizadas
para a escrita da revisdo de literatura e discussdo da presente dissertacdo e também

deram origem a um artigo que estéa apresentado no Apéndice B.
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4.2 Estudo 2 - Potencial Antifungico da Melitina e de sua Associacdo com
Tratamento Fotodindmico Mediado pela Curcumina sobre C. albicans
Susceptivel e Resistente ao Fluconazol

A seguir, estd descrita a metodologia utilizada para a realizacdo do segundo
estudo.

4.2.1 Delineamento experimental

Neste estudo o delineamento utilizado foi o experimental, realizado em laboratdrio,
com o objetivo de avaliar a eficacia de PAMs como possivel agente antifungico e
antibiofilme sobre cepas de C. albicans e seu efeito quando associado ao tratamento
fotodinAmico com curcumina. Além disso, também foi comparada a resposta obtida com

cepas susceptiveis e resistentes ao fluconazol.

4.2.2 Fotossensibilizador, peptideos, aparelho de iluminagdo e microrganismos

A curcumina sintética livre foi fornecida pelo Prof. Dr. Kleber Thiago de Oliveira,
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAr), que
também atua como colaborador deste estudo. Todas as analises de caracterizacdo
estrutural e fisico-quimica dos produtos de sintese, com controle de qualidade de cada
produto gerado foram realizadas pelo Laborat6rio de Quimica Bioorganica da UFSCar.
A ressuspensao foi realizada com dimetilsulféxido (DMSO) a 2,5%%° e solugéo salina.

A sintese dos peptideos antimicrobianos foi realizada no Instituto de Quimica 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
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) analitico em, no minimo, 95%. ApGs a purificagéo, 0s
peptideos foram liofilizados e mantidos dessa forma até o momento da utilizagcdo. A
ressuspensao foi realizada com agua ultrapura estéril. Os peptideos utilizados no estudo
foram 0 LL-37 (LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQ- RIKDFLRNLVPRTES-NH2) e a melitina
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-CONH,)#1142 |mportante  ressaltar  que,
inicialmente, o projeto de pesquisa previa a utilizagdo somente do LL-37. No entanto,
como os testes iniciais ndo evidenciaram efeitos antifngicos que suportassem a
continuidade dos experimentos, os testes com o LL-37 foram interrompidos e a melitina
foi inserida. Por essa razdo serdo 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 sintese da curcumina sintética e dos peptideos antimicrobianos nos laboratérios das
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universidades. No entanto, devido as restricdes impostas em razao da pandemia, esses
estagios ndo puderam ser realizados.

Para a realizagédo 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 irradiancia de 47mwW/cm?. A fluéncia avaliada foi de 18,3J/cm?.

Foram utilizadas duas cepas de referéncia de C. albicans, sendo uma susceptivel
e outra resistente ao fluconazol (ATCC 90028 e ATCC 96901, denominadas ao longo
do estudo como CaS e CaR, respectivamente) e dois isolados clinicos da mesma
espécie, com resisténcia ao fluconazol (CA14 e CA70, denominados ao longo do estudo
como R14 e R70, respectivamente) coletados de pacientes com candidiase
pseudomembranosa também HIV positivos (CIM ao fluconazol: R14 — 64 pg/mL, R70 —
32 pg/mL)!*3, Os isolados clinicos com resisténcia ao fluconazol foram gentilmente
doados pela Profa. Dra. Juliana Campos Junqueira, professora Associada do
Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT) de Sao José dos Campos — UNESP (ANEXO A e B).

A principio, foi realizada a etapa de obtencdo do estoque microbiano com o0s
microrganismos congelados. Para isso, foram feitas as reativacdes das quatro cepas
armazenadas na sala de Freezers do laboratério 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 37°C por 48
horas. Em seguida dez colbnias foram transferidas para o meio YNB com 100mM de
glicose (YNBQ) e incubadas por 20 horas. Assim que a densidade 6ptica (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 solu¢des
microbianas foram centrifugadas a 4000rpm/5 minutos. O pellet foi entdo descartado e
foi acrescentado 2,5 ml de YNBg duas vezes concentrado e 2,5ml de glicerol 50%. Um
volume de 0,25ml da solugcdo foi distribuido em tubos criogénicos etiquetados e
armazenados em freezer -80°.

Os microrganismos foram mantidos a - 80°C e, no momento de utilizagao, 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 37°C por
48 horas. Em seguida, cinco colbnias foram transferidas para o meio YNB com 100mM
de glicose (YNBQ) e incubadas a 37°C por 16 horas (pré-indculo- PI). Apos incubacéo,
a suspensao fungica foi diluida na razéo de 1:20 no mesmo meio de cultura (0,5mL do
Pl e 9,5mL de YNBg), o qual permanecia incubada a 37°C até que a densidade 6ptica
(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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concentracdes das suspensdes foram padronizadas em aproximadamente 1x10*

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

4.2.3 Caracterizacao fotofisica

Os espectros de absor¢cao da curcumina associada ou ndo a melitina foram
analisados utilizando espectrofotbmetro Bio-Tek Instruments Highland Park, Box 998
(Winooski, Vermont, EUA)}4, Os experimentos foram realizados em temperatura
ambiente, utilizando a curcumina em diferentes concentracdes (10, 20, 40, 60 e 80 uM
correspondente a 3,68 7,36, 14,72, 22,08, 29,44 pug/mL respectivamente) dissolvidas
em 5% de DMSO e 95% de solucdo salina estéril, com o intuito de se investigar seu
comportamento Optico e selecionar uma concentracéo que possibilitasse a obtengéo de
leituras dentro do limite de detec¢cdo do equipamento. Conhecido o espectro, foi
selecionada a concentracao de 3,68 pg/mL (10uM) a qual foi entdo associada a melitina
na concentracdo de 62 pg/mL (maior concentracao inibitoria minima encontrada para as
cepas de C. albicans). Foi conduzido ensaio de fotodegradacdo por meio da andlise em
diferentes tempos de iluminacéo (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 concentracdes de LL-37 que seriam
utilizadas nas etapas subsequentes do estudo. Os primeiros testes foram realizados
com esse peptideo com o intuito de se obter a concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao fungicida minima (CFM) do LL-37 para cada cepa investigada.

A metodologia inicialmente empregada seguiu as normas desenvolvidas pelo
Clinical and Laboratory Standard Institute!*® e European Committee for Antimicrobial
Susceptibilijty Testing EUCAST® para o teste de microdiluicdo. As suspensdes
fingicas foram ajustadas na ordem de 10* UFC/mL, centrifugadas a 4000xg/5 minutos
e ressuspendidas em YNBg estéril. Os testes foram iniciados com a cepa padrao CaS
90028.

A solucgéo do peptideo foi preparada por meio da dissolu¢éo do po liofilizado (1mg)
em 1mL YNBg estéril, obtendo-se assim uma solucdo mdae que originou as
concentracdes a serem testadas.

Aliquotas de 150 pL do meio YNBg estéril foi adicionado as cavidades de placas
de microdiluigdo com fundo em forma "U" (Kasvi®). Em seguida, 150uL da solugao de
LL-37 foram adicionados para obtencdo da concentracdo inicial de 320 pg/mL na

primeira linha da placa de microdiluicdo. As concentra¢cdes subsequentes foram obtidas
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apo6s diluicdo seriada na placa, partindo-se da concentragdo inicial até 5 pug/mL, pela
transferéncia de 150uL do conteudo ao poco subsequente. As concentragdes de LL-37
testadas foram definidas com base na literatura®*°. Para os pocos da Ultima linha, foram
dispensados 150 pyL do conteudo, de modo a igualar o volume total dos pocos.
Posteriormente, foram inseridos 15 uL da suspenséo flngica (10* UFC/mL) em todos
0s pocos, obtendo-se uma concentracéo final no poco na ordem de 102 UFC/mL. Pocos
controles possuiram i. meio de cultura estéril e ii. meio de cultura e indculo fangico.

As placas foram mantidas em estufa bacteriolégica (37°C), por 24h. Para prevenir
secagem, cada placa foi selada. A CIM corresponderia & menor concentracao na qual,
apos o periodo de incubacgéo, houvesse inibicdo do crescimento de microrganismos
(auséncia de precipitado microbiano ou turvacdo no meio de cultura). Apds a
homogeneizagdo do conteudo dos pogos, a turvagdo do meio foi lida a olho nu e
confirmada em espectrofotbmetro a 540 nm (Biospectro®). Foram obtidas diluicdes
seriadas a partir do contetido de cada orificio (10 a 10°) que foram semeadas, em
duplicata, em meio de cultura SDA para obtengdo das UFC/mL conforme j& descrito
anteriormente. A menor concentracdo de LL-37 que inibisse o crescimento de coldnias
seria considerada a CFM. A clorexidina foi utilizada como controle positivo.

Como néao foram obtidos resultados de morte fingica, a metodologia foi repetida
com alteragbes em diferentes ocasifes: i. a concentracdo méxima de LL-37 foi
aumentada para 512ug/mL; ii. a dissolugédo do peptideo foi realizada em solugéo salina
ao invés de meio de cultura; iii. a incubacao foi realizada por apenas 30 minutos ao invés
das 24h; iv. foi realizada nova sintese do peptideo para repetir os testes; v. inclusédo de
uma cepa de Streptococcus mutans (UA 159 ATCC 700610) com finalidade de comparar
os resultados obtidos com a cepa fungica.

De acordo com os resultados que estdo descritos na se¢do 5.2.2.1 nenhuma das
tentativas resultou em efeito antifingico para as cepas de Candida. Por essa razéo, o

peptideo LL-37 foi substituido pela melitina para a realizagéo do estudo.

4.2.5 Anédlise do efeito antimicrobiano da melitina sobre culturas planctdénicas

A andlise em culturas planctbnicas ocorreu em trés etapas, sendo elas: i. a
determinacgé&o da concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima
(CFM) da melitina para cada cepa investigada; ii. a anélise de possivel interagéo entre
0 peptideo e a curcumina por meio do método de tabuleiro (checkerboard); iii. avaliagéo

do efeito fotodinamico na presenca da melitina.
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4.2.5.1 Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM)

A primeira etapa do projeto foi a determinacéo da CIM do peptideo melitina para
cada cepa avaliada. A metodologia empregada seguiu as normas desenvolvidas pelo
Clinical and Laboratory Standard Institute!*® e European Committee for Antimicrobial
Susceptibilijty Testing EUCAST#® para o teste de microdiluicdo. Para isso, as
suspensdes flingicas foram ajustadas na ordem de 10* UFC/mL, centrifugadas a
4000xg/5 minutos e ressuspendidas em YNBg estéril. Aliquotas de 125 yL do meio
YNBg estéril foi adicionado as cavidades de placas de microdiluicdo com fundo chato
(Kasvi®). Em seguida, 125 L da solugdo de melitina foram adicionados para obtencgao
da concentracao inicial de 500 ug/mL na primeira linha da placa de microdiluicdo. As
concentracdes subsequentes foram obtidas apoés diluicdo seriada na placa, partindo-se
da concentracdo inicial até 7,8 ug/mL, pela transferéncia de 125 pL do conteudo ao pogo
subsequente. As concentracdes de melitina testadas foram definidas com base na
literatura®®’. Para os pocos da Ultima linha, foram dispensados 125 uL do conteudo, de
modo a igualar o volume total dos pogos. Por fim, foram inseridos 12,5 uL da suspensao
flngica (10* UFC/mL) em todos os pocos, obtendo-se uma concentragéo final no pogo
na ordem de 10 UFC/mL. Pocos controles conteram apenas o meio de cultura estéril
meio de cultura com in6culo fungico.

Para cada concentracao foi utilizado dois pogos por ocasido, com cinco ocasidoes
distintas. As placas foram mantidas em estufa bacteriolégica (37°C), por 24h. Para
prevenir secagem, cada placa foi selada. A CIM correspondeu & menor concentragdo
na qual, apos o periodo de incubacéo, houve inibicdo do crescimento fungico (auséncia
de precipitado microbiano ou turvagéo no meio de cultura). Apos a homogeneizagéo do
contetdo dos pogos, a turvacdo do meio foi lida a olho nu e confirmada em
espectrofotbmetro a 540 nm (Biospectro®). Foram obtidas diluicbes seriadas a partir do
conteldo de cada orificio (10! a 10#) que foram semeadas, em duplicata, em meio de
cultura SDA. As placas foram incubadas por 48 horas (37°C) para crescimento de
coldnias. Apds a contagem, foram obtidas a média entre as duplicatas de cada amostra
e 0 numero de UFC/mL foi calculado [UFC/mL = (ndmero de coldnias X 10) / g, onde n
equivale ao valor absoluto da diluicéo (1, 2, 3, 4 ou 5), e q equivale a quantidade, em
mL, pipetada para cada diluicdo quando nas semeaduras das placas]. A menor

concentracdo de melitina que inibiu o crescimento de colbnias foi considerada a CFM.
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4.2.5.2 Avaliacéo do efeito fotodinamico

A principio, foi realizado um estudo piloto microbiol6gico com a utilizacdo da
curcumina sintética. O intuito foi adequar a metodologia afim de definir volumes a serem
utilizados, concentracdo do microrganismo, bem como avaliar as concentracdes da
curcumina efetivas contra as cepas de C. albicans e resultados subletais que
possibilitassem a posterior analise do efeito sinérgico com os peptideos. Dessa forma,
foi selecionada como referéncia a concentragdo de 10uM para dar continuidade ao
protocolo definitivo que esta descrito a seguir.

A etapa de avaliagdo do efeito fotodinAmico foi realizada com as cepas de
referéncia CaS e CaR. Para cada cepa, foi utilizada seis concentracdes de curcumina
(10, 8, 6, 4, 2, 1uM correspondente a 3,680, 2,944, 2,208, 1,472, 0,736, 0,368ug/mL
respectivamente) e trés de melitina (CIM, CIM %2 e CIM Y¥4) (Figura 2) afim de estabelecer
as concentragdes de curcumina e melitina na PDI (associadas ou ndo) que possuissem
efeito antimicrobiano nas cepas avaliadas.

As amostras planctdnicas foram obtidas ap6s o ajuste da concentracdo celular
(~1x10® UFC/mL), centrifugacdo, lavagem e ressuspensédo em solucédo salina estéril
(0,9%). A metodologia empregada foi semelhante ao teste de microdiluicdo para
determinacdo da CIM, com algumas modificacdes para que possibilitasse a analise
dentro do protocolo para efeito fotodinamico. Inicialmente 100 yL de H.O ultra pura
estéril foi adicionado as cavidades de placas de microdiluicdo. Em seguida, 100uL de
melitina na concentracéo 4,4x maior que a CIM, foram adicionados na segunda linha da
placa. As concentracbes subsequentes foram obtidas apds diluicdo seriada, pela
transferéncia de 100uL do conteudo ao pogo subsequente. Para os pocos da linha D,
foram dispensados 100uL do conteudo, de modo a igualar o volume total dos pogos.
Em seguida, foi adicionado nos pogos 100uL das solugbes de curcumina preparadas
previamente no dobro de cada concentracdo. Por fim, foram inseridos 20uL da
suspenséo fungica em todos os pocos. Além disso, pogos adicionais receberam apenas
curcumina e apenas melitina. Ap6s a homogeneizacdo do conteddo dos pogos com a
ponteira estéril de pipeta, a placa foi mantida no escuro por 5 minutos.?® Para cada
condicdo foi realizado um poco por ocasido em 5 ocasifes distintas Duas placas
idénticas foram obtidas simultaneamente, sendo que uma foi utilizada para avaliagao do
efeito fotodindmico da curcumina (iluminagdo com equipamento LED por 6,5 minutos
para obtencdo da dose de 18,3 J/cm?) e a outra foi utilizada para avaliacéo do efeito da
curcumina sem luz (mantida no escuro por 6,5 minutos). O equipamento de iluminagéo
(Biotable RGB) possuia 24 LEDs, os quais emitiam luz por baixo das amostras a uma

distancia de +/- 1 cm. O equipamento possui um sistema de refrigeracdo com agua para
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evitar aquecimento. Diluicbes seriadas foram obtidas e semeadas em SDA, para
possibilitar a determinacdo das UFC/mL como j& descrito anteriormente.

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

Curcumina
10uM 8uM  6uM 4uM 2uM 1uM OpM

LI 010]0/0/0]0/0/0/0]0/0]0.
TR EG10]0]00/0/0 001000
CIM %2 pug/mL » COOOOOOOOOOOO
emzugnl A DO O OOOOOO OO0
000000000000
000000000000
c0/0]010/0/0/0/0]00/00
HO00000000000O

CUR: Curcumina; Mel: peptideo; CIM: Concentracao inibitéria minima da melitina
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Fonte: Elaboracao prépria.

4.2.5.3 Anélise de interac&o entre a melitina e a curcumina

Para avaliacdo da possivel interacéo entre a melitina e a curcumina foi utilizado o
método de microdiluigdo em tabuleiro (checkerboard) com algumas modificacdes para
adequar ao protocolo da PDI. Nesta etapa, os experimentos foram realizados apenas
com as cepas de referéncia. Apos a aplicagdo dos tratamentos descritos na sessao
anterior, as amostras foram transferidas da placa de microdiluicdo para eppendorfs e
centrifugados em 5000rpm por 5 minutos. ApOs esse periodo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em meio YNBg estéril. Entdo, as amostras foram
transferidas para uma nova placa de microdiluicdo e incubadas por 24h a 37 °C. Apés
as 24h, a DO® foi aferida.

4.2.6 Andlise do efeito antimicrobiano sobre biofilmes

O protocolo para formacgdo de biofiime foi baseado em Chandra et al.}*’ com
algumas modificagbes. Para isso, aliquotas de 150uL da suspensdo flungica

padronizada em aproximadamente 10® UFC/mL e ressuspendidas em tampéo fosfato-
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salino (PBS) foram transferidas para os orificios de uma placa de microtitulagdo com
fundo chato (Kasvi), e a placa foi incubada em agitador orbital (90min/ 37°C/ 75rpm). Os
orificios foram lavados 2 vezes com 200ul de PBS estéril e, em seguida, 200ul meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) sem bicarbonato e
tamponado com MOPS (Acido N-Morfolino Propano Sulfénico) (pH 7,0) foram
adicionados nos orificios e as placas foram mantidas por 48 horas em um agitador orbital
(37°C/ 75 rpm) para o desenvolvimento dos biofilmes. Apds esse periodo, os biofilmes
maduros foram duplamente lavados com 200ul de PBS estéril e expostos aos
tratamentos.

Os tratamentos consistiram na utilizagdo de curcumina, melitina e associagéo de
ambos, com e sem iluminacdo. Foram utilizadas trés concentragdes de curcumina (40,
20 e 10 uM correspondente a 14, 72, 7, 36, 3,68ug/mL respectivamente) e uma
concentracdo de melitina (CIM), com base nos resultados da etapa em células
plancténicas. O protocolo fotodinamico foi 0 mesmo ja descrito anteriormente. Apds a
realizacdo dos tratamentos, o biofilme foi lavado 2 vezes com PBS e foi avaliada a
viabilidade fangica (UFC/mL). Para a quantificagcdo da viabilidade, o biofilme foi
desprendido do fundo por raspagem utilizando a ponta de pipeta por 30 segundos em
cada poco. Em seguida, foram obtidas diluicdes seriadas a partir do contetdo de cada
orificio que foram semeadas em meio de cultura SDA. Apdés incubacao a 37°C por
24horas, o numero de UFC/mL foi calculado. Para cada condicao foi realizado um poco
por ocasido em 5 ocasifes distintas.

Os experimentos com biofilmes foram repetidos para possibilitar andlise da
penetracdo da curcumina no biofilme por meio do Microscépio de Fluorescéncia
Confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan). A amostras dos biofilmes das cepas CaS
e CaR foram expostas ao peptideo melitina na concentragdo CIM de cada cepa
individualmente em conjunto com a curcumina na concentragcédo de 20uM por 5, 15 e 30
minutos. Apés esse periodo, os biofilmes foram lavados com PBS para remogéo das
moléculas ndo aderidas e entdo levados ao microscopio confocal para leitura direta na
placa de microdiluicdo. Uma outra amostra se manteve em contato com a melitina por
24h e entdo apos esse periodo, 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 0 488nm
com 10% de poténcia para todas as aquisi¢cdes. A deteccéo espectral foi de 488 até 560
nm. Ganho de 700V com Z Stack.
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4.2.7 Planejamento estatistico

Na etapa de caracterizacdo Fotofisica com a presenca de melitina as medidas de
absorbancia foram realizadas em equipamentos calibrados e sob supervisdo de um
pesquisador experiente nesse tipo de andlise.

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 plagueamento de cada cepa, com intervalo de
um dia entre as avaliacdes. Para que as caracteristicas da variavel dependente néo
sofressem alteracdo, cada placa foi fotografada de forma padronizada. A concordancia
intraexaminador foi estimada por meio do Coeficiente de Correlagdo Intraclasse
(CCI)*48149 Em funcéo do valor obtido, o grau de concordancia foi classificado segundo
a proposta de Fermanian em 19848, Foi obtido o valor de 0,991 (intervalo de confianca
95%: 0,986 — 0,995), o qual é considerado ‘excelente’ segundo a proposta de

Fermanian'*e.

O projeto inicial previa a utilizacdo de um tamanho a mostral de 10 amostras em
todas as etapas microbioldgicas. Apés a obtencéo desses dados e suas estimativas de
resumo, seria realizado célculo formal do tamanho minimo de amostra. No entanto,
devido a interrupacdo dos experimentos durante um grande periodo de isolamento
social imposto pela pandemia e também as dificuldades encontradas na definicdo de
protocolos com o peptideo LL-37 e posterioremte adequacéo para melitina, ndo houve
tempo suficiente para realizacdo de todos os experimentos previstos. Assim, nessa
dissertacdo estdo apresentados os resultados microbiolégicos oriundos de cinco
ocasifes distintas (n=5). Além disso, existe a intencdo de se ampliar o estudo com
algumas modificacdes de protocolo, especialmente para as analises em biofilme, a fim
de se obter resultados mais satisfatorios. Por essa razéo, o tamanho amostral podera

ainda ser aumentado nesses estudos futuros/ complementares.

Os dados obtidos na etapa de ‘Caracterizagdo Fotofisica’ foram analisados

descritivamente.

Os resultados da ‘concentracao fungicida minima (CFM) e concentragao inibitéria
minima (CIM) do peptideo melitina’ foram analisados com estatistica descritiva e analise
de variancia a um fator (melitina em oito niveis) com corre¢cdo de Welch para

heterocedasticidade, seguido do pos-teste de Games Howell.

Os dados de UFC/mL obtidos na etapa ‘avaliagao do efeito fotodinamico sobre

culturas planctonicas’ foram analisados com estatistica descritiva seguida de andlise de
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variancia a dois fatores (i. curcumina em sete niveis; ii. melitina em quatro niveis) e
pés-teste de Games-Howell quando necessério. Os dados também foram analisados
por meio da andlise da independéncia de Bliss®0-1%4,

Os dados de absorbancia obtidos na ‘andalise de interacdo entre a melitina e a
curcumina’ seriam inicialmente analisados com o indice de concentragdo inibitéria
fracionaria (FICI) e andlise da independéncia de Bliss'**1%4, Como as concentracdes de
melitina ndo promoveram inibicdo do crescimento fungico no protocolo utilizado
(fotodinamico: controle sem luz), a realizacdo da FICI foi inviabilizada. Assim optou-se

pela realizacdo apenas da andlise de Bliss.

Os resultados obtidos na etapa da avaliacdo do ‘efeito antimicrobiano sobre
biofilmes’ foram analisados com analise de variancia a dois fatores (i. curcumina em
guatro niveis; ii. melitina em dois niveis).

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram checados por meio
do teste de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Em algumas situagdes, houve
auséncia de um ou outro pressuposto, mas por se tratar de um delineamento fatorial em
blocos balanceados, optou-se por manter a andlise paramétrica por ela se mostrar
robusta nesse cenario de dados. O nivel de significancia considerado para todas as
andlises foi de 5%. As andlises foram realizadas utilizando-se os programas Microsoft
Excel versdo 14 (Microsoft Office 2010) e IBM SPSS Statistics for Windows, verséo 22.0
(Armonk, NY: IBM Corp.).
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5 RESULTADOS

A seguir, os resultados estédo 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 nao aceitos. Assim, 92.824 estudos foram pré-
selecionados para aplicacdo dos critérios de elegibilidade, o que resultou na selecao
final de 39 trabalhos (Figura 3).

A publicacao do primeiro estudo identificado a respeito da associacdo da PDI com
peptideos ocorreu no ano de 2000 e, subsequente, houve um crescimento na
guantidade de estudos, com excecdo dos anos 2015 e 2016, nos quais ndo foram
identificadas publicagdes (Figura 4).

Durante o processo de selecdo dos trabalhos, foram identificadas 5 revisdes de
literatura, as quais foram utilizadas somente para checagem das referéncias. Todos os
estudos identificados utilizaram delineamento laboratorial (in vitro) para a avaliacdo do
efeito antimicrobiano. Em 14 estudos*4:45:50.52-54,60,64,65.67.69.70.71.78 tamphém foram descritos
testes de citotoxicidade, e em outros 14445354.56.64.6569.70-75.77 também foram incluidas
testagem in vivo.

Dos estudos em que foram realizadas testagem in vivo, todos os 14 utilizaram
modelo animal em camundongos para simulacdo de infecgbes. Dentre eles, foram
identificados estudos com modelo animal de periodontite (1)%, infeccdes de cérnea (1)*°
e implantacéo de cateteres revistos por biofilme(1)*. As analises mais realizadas foram
andlise  histopatolégica  (9)*45556646569.70-72 = gjto  realizaram medidas de
UFC/mL44535456,6469.7577 @ 4  realizaram andlises a partir de amostras

sanguineas?**573.74,
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Figura 3 - Diagrama de fluxo PRISMA ilustrando a estratégia de busca. Este fluxograma
apresenta as fases de identificacdo e selecdo dos artigos, que resultaram nha
identificacdo de 39 artigos considerados elegiveis para incluséo na revisdo

]

Identificagéo

) )

Elegibilidade

)

Incluséo

Artigos identificados por meio de busca
em bases de dados

Artigos adicionais identificadaos por
meio de buscas externas

e

(n =97 185) (n=10)
Artigos apds remogéo de duplicatas
(n = 96.300)
Artigos apds remogio de outros idiomas
(n=92.824)
Artigos tnados Artigos excluidos
(Bulos e resumos) —» (n =92 767)
(n=92.824)
Textos completos submetidos
a checagem dos critérios de
elegibilidade
(n=5T)
Artigos incluidos Artigos adicionais identificados por
(n=238) meio das listas de referéncias
(n=1)

(n =39)

Artigos incluidos (final)

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 4 - Nomero de publicacbes sobre PDI em associacdo com peptideos
identificadas até o ano de 2022

12

10

NUMERO DE PUBLICAGOES
o

2000 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
ANO DE PUBLICACAQ

Fonte: Elaboracao prépria.

Com relagdo aos microrganismos investigados, dos 39 estudos incluidos, 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 frequéncia (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 associa¢do das duas terapias
por meio de conjugacédo, ou seja, realizaram a unido das moléculas do FS e do PAM
através de uma ligacdo quimica. O FS mais utilizado nas conjugacdes foi a porfirina e
seus derivados (porfirina, protoporfirina, isbmero de porfirina, tretrafenilporfirina de zinco
e 5[4'-carboxifenil]-10,15,20-trifenilporfirina) (12)42:4349.50-52,6062,66.73.7879 ' segundo em
maior nimero foi o FS de segunda geracgdo Clorina e6 (4)5164¢56°% Na sequéncia foram
encontrados estudos com ftalocianina e seus derivados (3)*¢747, Eosina Y (2)%°9;
AlEgens (2)78% e por fim Ruténio (1)®® e clorofila (1)*. Com relagédo aos peptideos,
observou-se grande variabilidade, entretanto os que mais se destacaram foi polimixina
B (3)516280; KLAKLAK (3)%8°%7 Apidaecidina-1b (2)%9°%; TAT (2)*3°° e Buforina-2 (2)°8,

De forma geral, os conjugados FS + PAM demonstraram boa eficacia contra os
microrganismos estudados. No caso do conjugado de clorina e6 e polimixina B em Le
Guern et al.’’ apenas o FS ja causou resultado antimicrobiano compativel ao da
conjugacdo®. Os conjugados apresentados por Polo et al.*? (Porficeno e Polilisina) e

Dosseli et al.®! (Porfirina e Buforina2/magainina2) mostraram efeito de morte contra
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linhagens celulares de fibroblastos, chamando atencao para a possivel citotoxidade da
associacao dos compostos. Além disso, em trés estudos os conjugados ndo obtiveram
sucesso, em Vince et al.” (Porfirina e PEP12) contra E.coli; Yang et al.” (Temoporfirina
e WLBU2) contra P. aeruginosa e em Bao et al.®’ (AIEgen e Polimixina B) contra E.
faecalis e S. mutans.

Quatro estudos avaliaram a atividade das terapias sem unido quimica, ou seja,
utilizaram o FS na presenca do PAM. Dentre esses estudos os FS que mais utilizados
foram a curcumina (2)*""¢ azul de metileno e clorina Ce6 (2)*"8 e por fim a rosa-bengala
(1)%”. J& os PAMSs utilizados foram mondmero e dimero de aureina 1,2 (2)*48, camel e
pexiganan 9 (1)®’ e polimixina B (1)®. Em todas as associa¢des, o efeito antimicrobiano
foi potencializado, exceto em Defreitas et al.*’ contra E. faecalis no qual a combinacéo
da curcumina com o peptideo Aureina 1.2 melhorou sutilmente a redugéo bacteriana
em comparac¢do PDI mediada pela curcumina, mas ndo em comparac¢ao com o peptideo
sozinho*’.

Também foi identificado 1 estudo®® no qual o peptideo polimixina B atuou como o
proprio FS. Nesse trabalho foram utilizadas amostras de E. coli resistente a canamicina
e 0s autores mostraram que o valor de UFC/mL diminui 3,9 ordens de magnitude em
relacdo aos microrganismos néo irradiados®®.

Por fim, 9 artigos avaliaram outras formas de associacdo. Por exemplo, Zhang et
al.”?, Cai et al.*®* e Wang et al.”* realizaram formulagées com géis a base de peptideo
com o fotossensibilizador incorporado. Além de associacdes com diferentes moléculas
como a betaciclodextrina (um carboidrato)®®, nanocristais de celulose® nanoparticulas*®
e nanoparticulas de oligdbmeros®’. Outras formas de unido quimica entre FS e peptideo

também foram realizadas em Qiu et al.”® e Gao et al.>.



Tabela 1- Resumo das informacdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Staphylococcus aureus
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(continua)

ESTUDO CEPA RESKTENCIA FOTOSSENSIBILEADOR PEPTIDED PONTOS PRINCIPAK DE DESFECHO
PoloZ000 MRSA 110 Meticilina Porficeno (isémero da porfirina) Pdilisina® Houve efeito de morte em fungio do tempo de irradiagio do conjugado.
5 (4"-carboxifenil) -10,15,20-trifenilporfiri . . ] ] . }
Desseli2010 ATCC BAA 44 Meticilina (4" carbaxifenl) (cTPP) nrentporrinna Apidaecina b* O efeito de morte do FS foi potencializado com o uso do conjugado.
BoUmE2010 53754 N0 informado parfiring Tt GREKRRORRRPPO® Apés'irr.‘adiagﬁo, o efeito'fgi dependente da concentragio do conjugade. As espécies Gram {+ forammais
sensivei s do gue as espécies Gram (-,
Vince2011 MRS A Meticilina Porfirina PEP12 CGPGSGREHARGVRGGPC* Apds irradiagio com luz vermelha, houve diminuigio no crescimento desta cepa.
Yang2011 CEM11729 Meticilina Temoporfina wLeUz* Houve efeito de morte em funglo da concentragio de temoporfirina,
Jehnson2013 ATCC 29213 Mo informado Eosina ¥ [KLAKLAK) 2% A extens3o da aglo do conjugado foi dependente dotempo deiradiagio.
Desselian 3 WRSA Wieticilina parfiring Apidaecina 1b* O efeito de morte depgndeu dotipo de conjugado porfirina+apidaecina 1b. Diferentes tempos deincubagiondo
resultou em grandes diferengas.
. ) O objetivo fd explicitar como este conjugado atua nos microorzanismos estudades, |4 que "lchnson2013"
Jehnson2014 ATCC 29213 Mo informado Eosina ¥ [KLAKLAK) 2% e ) '
demonstrou a eficacia do conjuzado contras as cepas em guestdo,
Houve efeito de morte maior para o conjugado com magainina do gue com a buforina, O teste aPOT com
Desseli2014 ATCC BAA-44 Meticilina Porfirina Buforina 2 e magainina 2* fibroblastos e concentragdies peguenas e menores termpos de incubagio induziram a morte completa das
células,
Leguem201 7 CIP76.25 Mo informado Clerina-e6 Polimixina B* Houve efeito de morte igual para o FS sozinho e para o conjuzado.
" ) ) . - NP
Leguem20172 NEoinformado Mo informacio porfiring Polimixing B* Em relagio ao conjugado produzido em "leguem 2017, este novo composto apresentou pouca influéncia contra
esta cepa,
Leguem201 7% P— NZo informade clarina-cg Polimixing B+ 8] nanocn's.te.ll de cdulose ligado a clorina sozinha, e o nanccristal + clorina + peptideo tiveram efeito
fotobactericida,
caiols Nio infarmado N0 informado clorofila Purpurin 18* O.ct.)Pjugado ap[’esgntou marte especifica dems.au.reus, e MIC 4x menor gue a vancomicina, Também apresentou
eficiéncia terapéutica em modelos deirfecglo em camundongcs,
Zharg 2018t NEoinformado Multiresistente Derivado def'ul.ereno (CE0 pirralidina Tris- FrrocFEs*+ Apds |rraf:i|.agao, nenhurna colbnia de bmactenas foi chservada no grupo tratado com o conjuzado e apenas 42%
4cido, CEO-PTC) das bactérias foram mortas pela solugio apenas com o F5,
Ga02019 NEoinformado Meticilina et foi enxertado em o-cicladextring Magaw?m.a 1 coruugacb com A.penas cgm oF5 |4 houve redugio bacteriana, porém cuando utilizado o conjugado peptideo + FS a redugBofoi
polietilenoglicol **** ainda rmaior,
. . Houve efeito de morte com o conjugado peptideo + FS maior do que quando usado apenas oFS sozinho Também
Zharg 20191 CMCC {B) 26003 Mo informado Protopaorfirina 1X (PpIX) [KLAKLAK) 2% i - . =
apresentou eficiénci a terapéutica em mocdelos de irfecgio em camundongos.
Defreitas2019 ATCC 25923 Serm resisténcia Azul de metileno e cloring Ces Monérmero e dimero de aureina 1,2%* Houve inibugio no processo de formagio de biofilme
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Tabela 1- Resumo das informacdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Staphylococcus aureus (concluséo)

ZhaoX20 Nioinforrmada Mo informato Ftalociarina de silicio (5iPe)

Lei20a0t ATCC 6538 Sem resisténcia Cloring eg
liang 020 ATCC 6538 Sern resisténcia -
Cai 2021t ATCC 43300 Meticilina Incioci anina verde (ICE) e MnBricC) 5
Cai 2021t ATCC 25922 Nao informado Incoci anina verde (ICE) e MnBriC o) 5
liang 2021 Nioinformada Nao informaco -
Judzewitsch2021 Nioinforrmada Mo informato Tetrafenil porfirina de zinco (ZTPP)
Qw2021 ATCC B35 Sem resisténcia Clorina eg
QiuA0zLt ATCC B35 Sem resisténcia Clorina eg
Zhang 021t ATCC 6538 Sem resisténcia Ftalocianina lipofilica
Zhang 2021t ATCC 33531 Meticilina Ftalocianina lipofilica
Chuz0z1 ATCC 25923 Sem resisténcia Ftalocianina
Chuz2021 13354714 Meticilina Ftalocianina
Wang 20221 ATCC 6538 Sem resisténcia Sulfeto de cobre
Guo20z2t Noinformado Sem resisténcia AlEgens
Guo2oz2t MRSA Meticilina AlEgens

Tri-arginina [oligopentidens)®

Tet213 [ KRWWKWWRR)®

Polimixina B***

MNanczel & base de dendrimero de peptideo
|GIKERY)=***

MNanczel 4 base de dendrimero de peptideo
[G3KBRY)***=*

Polimixina B****

Mirnéticos de peptideo®
GRRWWKWWRR****
GERWWKWWRRC*®

RWRIR W
RWRWRW*
RRLCRIVWWIRVCRR®
RRLCRIVWWIRVCRR®

GHEKIKENER] GRADARADARADA- WH 2% **+

HHC3G{ANMP), ditriptofano (W),
poliargininalR18) e polilisinal K18)*

HHC36{ANMP), ditriptofano (W),
poliargininalR18) e polilisinalK15)*

O efeito bactericida foi dose-dependertes. O conjugado apresentou maior efeito para esta espécie, Também
apresentou eficiéncia terapéutica em modelos de infecglo em carmundongos.

Urn conjugado especifico (AMPZ -Ced) rmostrou atividade antibacteriana com um valor de MIC em tomode 3,2
W sern foto-irradiagio e <0,1 uh apds iradiagio, além do efeito em infecgio em carmundongos,

A eficigncia de morte do peptideo melhorou em 3,9 ordens de magnitude na luz em comparagio com o escuro,
Apds a iradiagio a laser a atividade antibacteriana foi aumentads em relagio as controles {sem luz, apenas F5
e apenas peptiden),

Apods airradiagdo a laser a atividade antibacteriana foi aumentads em relagdo as controles {semluz, apenas Fs
e apenas peptiden).

Conjugaram nanoparticulas de oligdmero corm o peptidec. Para esta espécie, ataxa de sobrevivéncia ndo foi
afetada pelo conjuzade sem luz e com luz,

Forarn sintetizados varios polimeros diferertes. Apos irradiagdo todos mostraram eficcia, Nos polimeros de
maiorpesomolecular, airradiagio de luz foi menos influente,

Apods imadiagdo, as células foram completamente erradicadas.

Houve efeito inibitdrio no crescimento desta cepa de maneira depencdente da concentragio e doternpo de
iradiacio. Esta espécie se mostrou mais sensivel em comparagdo a E. coli,

Sohiluminagdo induziu redugio de até5 log desta cepa
Sobiluminagio incuziu morte semeharte ao chservado na cepa sem resisténcia,
Apés iluminagio, este conjugado exibiu uma reducio de 10° veres em UFC/miL

Contra oisolado dinico, a redugio foi ligeiramerte inferior ao da cepa tipo ATCC,

Sintetizaram um hidrogel a base de peptideo com nanopontos de sulfeto de cobre. O hidrogel foi capaz de matar
as bactérias de maneira dependente da concentrag o além deinibir em 9% a formacgio de bicfilme,

Todos o5 conjugados mostraram efeito contra esta cepa apds irradiagio

Todos o5 conjugados mostraram efeito contra esta cepa apds irradiagio com excess3o do AIENF+ANP

*: Unido quimica entre FS e peptideo

** Associacao simples entre FS e peptideo

*** Peptideo como fotossensibilizador

*xx: Qutras formas de associacdo entre as moléculas
1: Estudos que realizaram testes in vivo

-: Néo foi utilizado FS

Fonte: Elaboracéo prépria
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Tabela 2 - Resumo das informacdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Escherichia coli

ESTUDD

CEFA

RESISTEMC M

FOTOSSEMNSIBILEADODR

FEFTIDEG

FONTOS FRIMNCIFG IS DE DES FECHD

Folo2000

Dosse 200
Eoums 2000

Wince2001
Liuz2om 2
Liu2ma 2

Johmonz013

Dosse li2a s

Johmonzoia

Doase lizoaa
Leguern2m7?
Legue m20177
Legue m2017F
Zhang 200+

zhao2020t

Pieme20 20

P e 2020

diang 2020

Bacz0ozl

caiaonzat

diang 2021
QUuZOZIT+
iy 2021 +

Zhang 2021+
chuz0z1
chuz20z1

Wanganzzt

Guoz0zzt

oa

ATCC X022

ATCC X022

MS o informade
ATCC STRER
EL21
ELZ1 DE3

ATCC X022

ELZ1 DE3

ATCC 25022

CIFSAET

M5 o informado

CIPSA.ET

MG1EES

rS o informado

MG 155

AROI1a

ELZL

M5 o informado

ATCC 2SO

M5 o informado
ATCC B7 39
ATCC X022

ATCC B7 30
ATCC 2Sa22
19-117491

ATCCET 30

MS o informado

ME o i o rmmado

MS o i o mrada

ME o i o mmado

ME o i o rmmado

semmsisténc i
Ampicilire

Ampkilina

S o i o mrada

Ampkilina

ME o i o rmmado

M5 o i rfo mmado
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MS o i o mrada

MS o i o mrada

S o i o mrada

Semmsisténcia

& rba pe nd micos
auincloms

canamic ina
ME o i o rmmado
M5 o i rfo mmado

canamkina
ME o i o rmmado
MS o i o mrada

MS o i o mrada
M5 o i rfo mmado

ME o i o rmmado

ME o i o rmmado

NS o i o mrada

Forficene [isdmem da porfitng)

5[4’ -carboxifenil] -10,15, 20 trife nil porfirina
[cTPP]

porfinna

Porfirina
Pt Porfirina
Pt Porfirine

Ecaima v

porfirira

Ecaima v

Porfirina

clorina-es

Porfiria

clorina-e 6

Protoporfiring 1% (PR

FaEloxc B ninade silicio [Sirc)

RutbE nic

R i

AIEE=n AIE-DCM [toranes fluomscentes)

Indocianina veme [ICG] & MNEACG) S

Clorim &5
Clonm a6

Ftaloo @ nina lipofilica
Ftalocianira

Ftalocianira

Sulfetode cobre

AlEgerm

Polilisima*

Apidascira b*
Tat [GREKKERRORRRPPO)*

FEF1Z CGPGE 53 REHARG WRGE FC*
ANAR VL 3w
APAR VL 3w

[KLSKLAK) 2%

Apidascing 1 b+

[KLSKLAK) 2%

Buforim Ze megainim =*
Polimixira B+
Polimixira B*

Polimixira B****
[KELaKLaE] 2%
Tri-arginina [oligo pe pridecs) *
Buforing 2+
EBuforna 2+
Polimixira B+++
Polimixira B*

Mancgeld base de dend imero de peptideo
[EIREPV]** =

Polimixirna B****
GE R W AR R &% *
G KR KA W S

FWRW R
RELCRIVWWIRVCRR®

RELCRIWVAWWIRVCRRS

GIEEIKKIKKIGRADARADARADA- NHZ*

HHC 380 P, d itriptoda no (v,
poliaginim(F1E] e polilis im(k1aE)*

Esta especie foi menos fotossers el que as gram-pos ithas . EM concentag Ses aumemadas howve pema de 95%
ra wiabilidade calular. Mestas concent @ Ses bowse extensa diminuy 3o ma sobewivencia de fibmblas tos

Houwe efe ito de morte apds imadiagdo, comredgSa de 34 log, g, sendo que nemo FS nem o peptide o, sozinhos
ouassoc mdos (sem ligapdo quimica), mostramm atividade bactericida apss a ilumirmsSo.

apds imadag 8o, oefeito bacteri ida e miodas as espécies fomm dependemes da concemmasdo de Tat-porfiima.

MSo houwe efeita de mome apss incubagioe imdagdo como conjugade.
Houwe efa ito em fungdo da concemrag o do conjugada e dose de e irmdiada.
Houwe efe ito em fungSo da concentragdo do conjugada e dose de e irmdiada.

& extensdo da fotoimmtivagdodoconjugade foidependeme do te mpo de imadiagdo.

Test@m@ msydE nos conjugados difere mes . Todos tive mm efeitos dependentes da concemm@asdo comeficiénc @ que
dependeu do tipo de conjugado. Tes@m mdiferames tempos de inc ubafSo mas emge @l @o afetou o resulado
de morte.

Este 3 MMigo teve Como objet o expliciEr como o conjugado 3tua nos mic morEans mos estudados, B que um
artigo do mes Mo grups um anos amtes prowou a eficdcia do conjugada.

Houwe efe fto de more maikerpam o conjugado com MEga inim do que com a buforim . o teste aPDT com
fibmoblastos e mMconcentragdes pequeras & menoms tempos de incubagdo indizimma mote complk @ das
cdlulas.

Houwe efe ito de morte @ conjugagdo peptide o+ FS. Mest@ es pec i, sd 0 F5 8o ca o uatividade

EmmBidc ac conjugad o preduzido em "kEuem a7, este novo composto apesemtou eficdcia semellAants ac
antigo estudo coMtra esta espacia.

o nanoc ristal de ce lulbse ligadoa corina + peptidec foi mabs eficiente pam est ce pa doque apenas o
ranoc dstal + cloria .

Houwe efe ito de morte com o conjugado peptidec + B mMaiordo que quEando wlsado aperas o FS.

@ efeito de mone do conjugado foi dose-dependente & semtoxic dade escura. Este conjugado poss uiu mMaicr
capt@Eg&0 por parte da ce lula e geagdo de EROSs

sam irmdias 5o, tamto a buforim Il sceinka quams o conjugade Mostmr@Mma mes ma MIC. awdoadiciormda
imadiagdo de e o conjugado mos tou de cEsc imo de 32 wezes em sua MG

sem irmdiag S0, o conjugadofol mais ativoque a buforim 2 sozinta.

walbrde URC/mML tra@d ocom o peptidec diminui 3,8 ode s de mMagnitude M@ luz em compamEg o oMo e5CURS.
Houwe ce ra toxicidade esc ura para esta especie e apds a imadiBgdo com e branca howve uma ktalidade
bacteriara de mais de 95%.

apds a irmdiagdo a Bsera atividade antibacteriana foi aurme mada e m e Bgdo as cont mles

ConjuEa@ M Enopartk ulas de oligdmem como pe ptidec. FE@ &5t &5 pet iz, @ UFC/ML tawEda com o conjugada
diminuiucerca de =, omde s sob iradiag S0 emcomparagdocom oesc um

Apds imad Bp S0 o efe ito antibacte fanc foi significa tamente maior.

Houwe efe ito de morte emfung 8o da concentragdo e do tempo de imadiagdo. Est@ especie se Mostou Menos
sensivelemoompamEocom Sewews .

Sob ilumimgdo houwe mdugdode Flog em baisa concenmtagao [2 ph).

Apds imad @g S0, aeficiénca de morte foi significa tivamente aumentada.

o5 msultados par@ o isobBdoclinicosdo semelhantes a cepa ATCG.

simetzaramum hidmgela base de peptidec Com MEN0poMtos de sulfeto de cobre. O e feito foi dependeme da
concent@;So. Foi mas efiiems para estaespecie do que pAMA S5 GWECS .

Todos os conjugados mostmm mefeitocontm esta especie apds imadiagdo.

*: Unido quimica entre FS e peptideo

** Associacao simples entre FS e peptideo
*** Peptideo como fotossensibilizador

*+% Qutras formas de associagdo entre as moléculas
1: Estudos que realizaram testes in vivo

- Nao foi utilizado FS

Fonte: Elaboracao propria.
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Tabela 3 - Resumo das informacdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Pseudomonas aeruginosa

ESTUDO CEPA RESISTEN Q1A FOTOSSENSIBILFADOR PEPTIDEQ PONTOS PRINCIPAIS DE DESFECHO
Bourréz010 PACL Nioinformado Porfirina Tat GREKRRQRRRPPO® Apds irradiagio, o efeito bactericida foi dependente da concentragdo de Tat-porfirina,
5 [4"-carboxifenil) -10,15, 20-trifenil porfirina Houve reducio de 2| de UFC/mL utilizando concentragBes maiores do que para outras espécies, e nenhuma
Dosseli 2010 ATCC 5658 N3 informado ! ! P Apidaecina b* HE: 10 / ) ¢ quep P
[cTRP) fotodestruigio aconteceu para peptideo e FS sozinhos.
fang 2011 DsSNI1117 N3oinformado Temoporfina wLeuz * Este conjugado apresentou pouco ef eito taxico sobre este microg animo.
lohnson2013 ATCC 27553 Nioinformado Eosina ¥ [KLAKLAK) 2% O efeito bactericida do conjugado foi dependente do termpo de irradiagio.
Leguem 2017 CIPFE110 Nioinformado Clorina-e6 Paolirmixina B* Houve efeito de mortena conjugacio peptideo + FS. Apenas o F5 ndo causou efeito.
o . . " o e
Leguernz0172 N0 informada NEoinformado porfiring Polimixina B Em.relagao a0 conjuzado produzido em "Leguern201 7", este novo composto apresentou eficicia semelhante ao
antigo estudao.
Leguern2017 CIPFE110 Nioinformado Porfirina Polimixina B¥*** O nanocristal de celulose ligado a clorina + peptideo foi mais eficiente do gue apenas o nanocristal + clorina,
Makonieczna2018 ATCC 10145 - Rosa - bengala CAMEL e pexiganan 9% Houve efeito de morte apds a associacio peptideo + FS + iradiagio.

Makeonieczna2018

35 isolados clinicos

14 erarm
multirresistentes

Rosa - bengala

CAMEL e pexiganan 9%%

Magainina 1 conjugadocom

Acombinagiopexiganan 9 + aPDTinativou quasetodos os isolados clinicos, com excess3o de apenas urm,

Apds airradiagio, apenas oFS exibiu efeito de inativagio do biofilme, porém o conjugado AMP-FS foi mais

Gap2019 N3o informado Nioinformado Clorina e6
polietilenoglicol**** eficaz,
Pierce2020 AR 0229 Cefal.osylaonna & Ruténio Buforina 2 * O conjugadofoi eficaz contra essa espécie, tendo urn aurnento na sua atividade de 232 veres
quinolonas
- . Clorina e6 (Ce6) conjugada com - Os peptideos continharn a fungdo de ndo deixar o conjugado aderir a células ndo bacterianas etambém
T B FEEE

Han2020 Mo informado Nioinformado ciclodestring [YGREKKRROQRRR-GPLGYRG EEEEEE) melhoraram a efi cicia antibacteriana da aPDT,

Gag21t ATCC 27853 NZoinformada clotina e6 Polipeptideo catidnico [Pag] **5* Houve efeito de morte em fungio da concentragiio e do tempo de irradiagio. Também foi capaz de eradicar
biofilme,

Judzemits ch2021 N3o informado N3o informado Tetrafenil porfirina de zinco (ZnTPP| Miméticos de peptidec® Sintetizaram varios polimeros diferentes, Tedos os conjuntes de polimeros apresentaram efeito apds irradiagio,

com excessdo e "P1-3",

Zhouz021 ATCC.3027 NZoinformada cureuming Polimizing B* A combinagio de polimixing B e aPDT mediada por curcurnina mostrou atividade bactericida significativamente

rraior erm comparagio com curcumina ou polimixina B.

*: Unido quimica entre FS e peptideo

**: Associagdo simples entre FS e peptideo

*** Peptideo como fotossensibilizador

*+% Qutras formas de associagdo entre as moléculas
1: Estudos que realizaram testes in vivo

- N&o foi utilizado FS

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 4 - Resumo das informacdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de diferentes espécies

ESTUDD

CERM

EESISTE rucia

FOTOSSENSIEILIZA DOR

FEFTIDEC

FPONTOS FRINCIPEAK DE DESFECHD

Johmsanzo 3

Pierce 2030

Polo 2000

Pierce 2030

Polo 2000

Z haozo20t

liargzoz1t

De freitas 2015

Defreitas 2010

Bacz0ozl

De freitas 2014

Liuzm 2

Pierce 2030

Feese201o

Lizo=1+

Liuzoaz

Baczozl

Johmsonz2om =

Leguem2oa 7"

Legue m20a7"

S o202zt

Bac202l

Bourng 2010

ACINE S oc Er
o wrRenn i
Arine o er
e wrrenn i

Achole pie srme lekhie Wil

Eocillus sob 6iis

Cendice eleens

Cendice eleens

Condice olSoens

Ente rococees foe oo iis

Ente rococees foe oo iis

Enteracoccos foe co s

Enterococe s foeci om

Klessielio pne srmonioe

rlebsetio pnewmonioe

AT WA E O TR
ST Qe s

Porphy rarmone 5
gingivelis
Solrmone e enE ioe

Selmone e enteridi 5

Stoptaloroce os
O TR S

Stopmilocooe os
epice rddis
Stophmilocooe os
epige s
Stopmilocooe os
epice ridis

S0ER I OCCUS (TG IS

Srepmroce oS pYogEnes

RALIE e siste e

RAultime siste e

M3o informado

MEc informad o

mMSo informad o

rSo inforrmado

HSo informado

Resisterte mas Ao

espec ficado

MEc informad o

MSo informado

M&o informad o

Ampiciling

P-lactamicos =
amincglicos idecs

M3o informado

M3o informado

nformado

nformado

H3o informado

M3o informado

Mao informado

MHSo informado

nformado

Ecs ina v
Rt nic

pPorfceno [(Eomem da porfirim)
Rt nic

porficeno [(Eomem da porfirim)

F@loc @ nina de silicio [siPc)

fzulde metileno, curcumina e c lorina-e 6

Azul de metiknoeclorim ces

AEEen AIE-BORA [corames fluorescentes)

2zul de metiknae clorim ces

P mto- Porfirina

Rt nic

Porfirina

clorina-es

P oto- Porfirina

AIEZEn AIE-DOR [coramtes fluorescentes)

Ecs ina v

clorina-es

clorina-es

AlEgens

AEZen AIE-DCRA [corames fluorescentes)

Forfirina

[ELAKLAK] 2%

Euforina 2+

Polilis ira*

Euforina 2+

Polilis ira+
Tri-arginina (olgopepridecs)*

Polimicina B* ***

Aureina 1.2**

mondmem e dimem de aureing 1,2*%*

Polimixina B*

mondmem e dimem de aursimm 1,2%*

ARAP YV H TWeE"

Euforina 2+

Diversos peptidecs dife mrtes *

TAT [HOOC ¥GREKRRORRRC-PIHI)*

ARAP Y FweE*

Folimixina B*

(KLaKLaK) 2+

Polimicina B+ +*+

Folimixina B*

HHC 36[AMEF], d itriptofa no [W2],
poliamginira(R1E) & polilisima(kis]+

Polimizim B*

Tat GREKRRORRRFFPOY

A extersao da fotoim@tivag 8o do conjugada foi depende me do te mpo de iradiagSo.

sem imadiasSo, o conjugado foi ma & ativo que a buforine 2sczinta.

0 conjugado m@o teve efe o towic o N0 esc uro, enquEMo uma iImtivagao efic ke me foi indweida pela expos gSo &
he macocen@iSode 1 pna.

Sem imadiag S0, o conjuado B foi 4 vezes mais ativoque o peptidec sceinho, Apds imadifSo oconjugada

mos tou dec E5Cime M MG de 16 weaes.

o conjugad o nSo teve efe o Tokic o No eSCURC, eNqUEMTC UMA M@ tivag 3o efi i me foi indeida pela expos kSo &
he | cocemmedSo de 1 pha

Houwes efeito de morte dose-dependente 2 d ficilmems toxico No esc uro. Compa Ado comos commbks do
estudo, poss Uiu ME OrcaptagEo por partes da celul e ge @pSo de EROs .

Conjugamm rencparticulas de oligdme o como peptidec. Fam@ es1a es pécie, 8 @xa de sobmevive cia Eo foi
afermda peloconjugadosem e & com 2.

A combinagdode CUR-PDIcomAaU me lhomu um pouco a ed do bacterana e mocomparagdocom CUR-F DI
scoeinho, MEs o em compa@iEo com AU soeinho. & combimagdode alcom CesFDle ME-FDI, kevoua
elimiagdc toml de bacteras .

A terapia combimada, es pecificame me comPDl e o dimem de aumeira, inibiv o processo de formas So de
bicfilme. 0 dcido lipoteic dico & o ponta de ancoragem de ambos o5 pe ptidecs Mm@ pamde celularde E. fascalis

Mesta es péc ke, a adigdo doconjugado sem e iSo alterou em nada a sobmevive ntia. Mes Mo apds a imdiagdo,
ainda ndo houve efe tode mone.

A terapia combimada, es pecificame me com POl e o dimem de aumim, inibio o pocesso de formag o de
bicfilme.

Houve efeito em fungdo da concentmy S0 do conjugado & dose de e imadiada
o conjugado foi e fcaz comm essa cepa, te ndo um aumento e sus atividade de =16 wees.

Toda a s€rie de conjugados tes@dos formamebBss ficados comoexcelames Fss (imtivag o de 3 4 unidades
logartmicas) pam concemEg Ses t50 baixas quamo 0,25 ou 0,5 ph

Mo esc uro, o conjugad o ndo influenciou a polifemg o da P gingivalis, pore mapss imad Bg&c

notawelmente a proliferas 3o do mic organis mo .

Houwe efeito em fungdo da concentmsSo do conjugado & dose de e imad ada.

Houwes toxi idade escum atws ceno pomo pam@ es@ cepa apds a irmadiagdc com e bAanca howse uma lem lidade
bacterarm exte ma ments ale

A extersac da foroimtivas 3o do conjugado foi depende me do te mpo de iradiag So.

O mnocrst@Elde celulose ligado a clorime soeinha, & o m@Noccra @l + ¢ lorfim + peptidec tiverame feito
fotobactericida.

Houwre efeito de morte a8 conjugagdo do pe ptideo + F5 [diminuig 3o de 6 unidades loga rtmicas] mas sdcomo B
i@ howwe morte igual.

Todos os conjugados mostam@mefeito comtra esta cepa apds iMdagdocom excess3o do AIENF+A WP

Nesta ce pa, a ad kS0 do conjugado sem luz S0 altermu e ma sobrevive nca. Mes Mo apds a imadiagdo, ainda n&o
howee efeito de more.

Apds ir@adiagao, oefeito bacte rc ida emtodas as es pecies fommdepe ndentes da comcemm@gao de Tat-porfinna.

*: Unido quimica entre FS e peptideo

**: Associagdo simples entre FS e peptideo
*** Peptideo como fotossensibilizador

*+% Qutras formas de associagdo entre as moléculas

1: Estudos que realizaram testes in vivo
- N&o foi utilizado FS

Fonte: Elaboracao propria.
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5.2 Estudo 2

Os resultados do estudo 2 estdo subdivididos de acordo com cada experimento
laboratorial realizado.

5.2.1 Caracterizacao fotofisica

Os espectros de absorcdo da curcumina estdo mostrados na Figura 5. Os dados obtidos
sdo resultado da média de duas ocasifes independentes. Nota-se que a absorcdo de luz da
curcumina ficou predominantemente entre 400 e 470 nm.

Quando as amostras foram iluminadas notou-se que a absorbancia da curcumina
diminuiu rapidamente em funcdo do tempo de iluminacdo, sendo que apds 4 minutos ja ndo
se observa mais 0 pico que existia antes da aplicagéo de luz (Figura 6A). Quando associada
a melitina (Figura 6B) observou-se comportamento semelhante em comparagcdo com a
curcumina sozinha. O pico de absorcéo de luz da curcumina ocorreu em 430nm independente

da sua associacédo ou ndo com o peptideo.

Figura 5 - Espectros de absorgdo da curcumina em diferentes concentragdes (29,74; 22,10;
14,74, 7,37; 3,68 e 1,84 ug/mL que correspondem a 5, 10, 20, 40, 60, 80 uM, respectivamente)
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 6 - Espectros de absorg&o da curcumina na concentragéo de 3,68ug/mL em fungdo do tempo de iluminagdo em minutos com equipamento
LED no comprimento de onda ~460nm. A: apenas curcumina; B: curcumina associada a melitina 62ug/mL
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Fonte: Elaboracao prépria.
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5.2.2 Determinacao da CIM/CFM dos peptideos para cada cepa avaliada

A seguir, os resultados estédo subdivididos de acordo com o peptideo utilizado.

5.2.2.1 Resultados utilizando o peptideo LL-37

A determinacdo da CIM/CFM foi iniciada com a cepa susceptivel ao fluconazol (CaS)
utilizando o peptideo LL-37. Foram realizadas duas ocasides do protocolo de CIM/CFM (n=4),
entretanto ndo foi verificado efeito antimicrobiano do peptideo LL-37 (Figura 7).

Uma ocasido adicional foi realizada com a utilizacdo de uma nova remessa do peptideo,
bem a comparac¢ao com grupos nos quais o LL-37 foi solubilizado em solu¢éo salina ao invés
de meio de cultura YNBg. Além disso, foi incluida a clorexidina como controle positivo. Os
resultados estdo na Figura 8, na qual pode ser verificado que novamente ndo houve efeito do
LL-37.

Figura 7 - Valores médios (n=4) e desvio-padréo dos valores de logio (UFC/mL) obtidos
para a cepa susceptivel de C.albicans (CaS 90028) apds o tratamento com o peptideo LL-37

[=n]

LOG,(UFC/mL)
[

ynb  ynb+inoc 5 10 20 40 80 160 320
Grupos Experimentais

* 320 a 5: referem-se as concentra¢des do peptideo LL-37 em pg/mL.
**YNB + Inoc (controle negativo): amostras microbianas expostas ao meio de cultura YNBg.
*** YNB: controle de esterilidade: somente meio de cultura YNBg.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 8 - Valores médios (n=2) e desvio-padrao dos valores de logio(UFC/mL) obtidos para
a cepa susceptivel de C. albicans (CaS 90028) apds o tratamento com o peptideo LL-37

W Média SSE Média YNB

3.
OI |
0
16 32 64 128 256 512

CLX+INOC SSE SSE+INOC 8
GRUPOS EXPERIMENTAIS

LOG,(UFC/mL)
= o
= (¥} (3] (%3] w (¥}

(%]

* 512 a 8: referem-se as concentracdes do peptideo LL-37 em pg/mL.

** SSE + Inoc: controle negativo: amostras microbianas expostas a solucdo salina estéril ou meio de
cultura YNBg.

*** SSE: controle de esterilidade.

**xk CLX+ Inoc: controle positivo: amostras com solugdo microbiana expostas a solugéo de clorexidina
0,12%.

Fonte: Elaboracao prépria.

Uma nova tentativa foi realizada apds uma nova purificacdo da amostra de LL-37 que
estava sendo utilizada. Nessa ocasido experimental foram testados outros dois peptideos
(melitina e Krl2a5) bem como foi incluida uma cepa bacteriana (Streptococcus mutans,
UA159 ATCC 700610), com finalidade de ampliar o entendimento do efeito do LL-37. Todos
foram ressuspendidos em solucdo salina estéril e para os 3 peptideos foram selecionadas
apenas duas concentrac¢des, 512ug/mL e 256ug/mL. Os resultados (Figura 9) mostraram que
tanto o peptideo Krl2a5 quanto a melitina tiveram efeito antimicrobiano nas duas cepas,
diferente do LL-37, que n&o apresentou acao.
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Figura 9 - Valores médios (n=2) e desvio-padrdo dos valores de logio (UFC/mL) obtidos para
a cepa susceptivel de C.albicans (CaS 90028) e cepa de S. mutans apds o0s tratamentos
experimentais

7

B S. mutans
C. albicans
O l’

LL-37 (512) LL-37 (256) K (512)  K(256) M(512) M (256) SSE
Grupos experimentais

LOG 40 (UFC/mL)
P [W¥) 5= [

[y

* LL-37 (512) e LL-37 (256): referem-se as concentragdes de 512 ug/mL e 256 pg/mL do peptideo LL-
37.

** K (512) e K (256): referem-se as concentragdes de 512 ug/mL e 256 ug/mL do peptideo Kr12a5.

*** M (512) e M (256): referem-se as concentragdes de 512 ug/mL e 256 ug/mL do peptideo melitina.
**+x SSE + Inoc: controle negativo: amostras com solug&o microbiana expostas a solugéo salina.

Fonte: Elaboracao prépria.

Diante disso, uma nova sintese do peptideo LL-37 bruto foi realizada, para que assim
fosse possivel realizar uma Gltima tentativa, dessa vez com todas as cepas de C. albicans.
Novamente, os testes mostraram que o LL-37 ndo possuiu efeito (Figura 10). A partir desses

resultados, o peptideo LL-37 foi substituido pela melitina.
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Figura 10 - Valores médios (n=2) e desvio-padréo dos valores de logio (UFC/mL) obtidos para
as quatro cepas de C.albicans ap6s os tratamentos experimentais com o peptideo LL-37
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* 512 e 256: referem-se as concentragdes do peptideo LL-37 em pg/mL.

** YNB + inoc (controle negativo): amostras microbianas expostas ao meio de cultura YNBg.

*** YNB: controle de esterilidade apenas com meio de cultura YNBg.

*++x CLX+ inoc (controle positivo): amostras microbianas expostas a solugao de clorexidina 0,12%.

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.2.2.2 Resultados utilizando o peptideo melitina

Para a determinacdo da CIM/CFM do peptideo melitina foram utilizadas sete
concentragdes, de 500ug/mL a 7,8ug/mL. Para executar a investigagao da CIM, foi realizada
a andlise de turvacéo dos pogos a olho nu onde: em 4 das 5 ocasifes para a cepa CaS a CIM
foi a concentragdo de 16ug/mL. Para a cepa CaR, em 4 das 5 ocasifes a CIM foi a
concentragao de 62ug/mL. E por fim, para os isolados clinicos R14 e R70, em 4 das 5 ocasibdes
a CIM foi a concentragéo de 31ug/mL. Em todas as ocasides houve turvagdo nas amostras
de controle negativo (YNBg + inoculo) (Figura 11).
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Figura 11 - Placa de 96 pogos contendo amostras de quatro cepas de C.albicans obtida para
avaliacao da CIM/CFM do peptideo melitina

* 28, 01, 14 e 70: referem-se as cepas CaS 90028, CaR 96901, R14 e R70, respectivamente.
*500 a 7,8: referem-se as concentragbes do peptideo (de 500ug/mL a 7,8 ug/mL).

*** YNB+Inoc: controle negativo: amostras contendo meio de cultura YNBg e in6culo microbiano.
**x% Y. controle de esterilidade: amostras contendo meio de cultura YNBg.

Fonte: Elaboracao prépria.

Além da inspecdo visual a olho nu, as amostras também tiveram as absorbancias
aferidas para que fosse possivel obtencao de dados quantitativos a respeito da CIM. Como
resultado, para todas as cepas observou-se diferenca estatisticamente significativa (ANOVA;
p<0,0001), portanto a concentracdo de melitina teve efeito estatisticamente significativo na
atividade antimicrobiana. A Figura 12 mostra o resultado das comparac¢des multiplas com o
qual se confirmou o resultado observado visualmente pela turvagéo dos pogos.

As amostras também foram plaqueadas para possibilitar estimacdo dos valores de
UFC/mL e a CFM. A CFM foi de 62, 250, 500 e 500ug/mL para as cepas CaS, CaR, R14 e
R70 respectivamente. Adicionalmente, para todas as cepas, observou-se efeito significativo
de concentracdes menores que as CFM de melitina (ANOVA; p<0,0001) e os resultados das
comparacdes multiplas entre médias para cada cepa estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 12 - Valores médios e desvio padrédo dos valores de absorbancia aferidos nas amostras das quatro cepas de Candida (ATCC 90028,

ATCC 96901, R14 e R70) ap6s o teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) da melitina
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Fonte: Elaboracéo prépria.



59

Figura 13 - Valores médios e desvio padréo dos valores de logio(UFC/mL) aferidos nas amostras das quatro cepas de Candida (ATCC 90028,
ATCC 96901, R14 e R70) apds o teste de concentragdo fungicida minima (CFM) da melitina
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Fonte: Elaboracéo prépria.



60

5.2.3 Avaliacao do efeito fotodindmico sobre culturas planctbénicas

Para a susceptivel ao fluconazol na condi¢cdo sem luz (Figura 14), a curcumina nao
possuiu efeito sobre a viabilidade do microrganismo, mas observou-se pequena reducao nos
valores de log quando as amostras foram expostas a melitina. Especificamente, a reducéo
observada com as concentracdes de 8ug/mL e 16pg/mL foram estatisticamente significativas
em comparagao com o controle (MO; p<0,023) e equivalentes entre si (M8xM16 p=0,184). A
reducdo ocorreu independente do fator curcumina, tendo sido observada em todas as

condicBes de maneira semelhante e atingiu a reducdo maxima de 0,27 log.

Figura 14 — Valores médios e desvio pdardo dos valores de logio(UFC/mL) obtidos nas
condi¢cbes experimentais sem luz (CPDI) da associacdo de curcumina e melitina sobre as
amostras plancténicas de C. albicans (CaS 90028)
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CO0 a C10 referem-se as concentragdes de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10uM.

MO a M16 referem-se as concentra¢des de melitina: 0, 4, 8 e 16 pug/mL.

Resultado da ANOVA dois fatores: Curcumina (p=0,650), Melitina (p=0,003), Curcumina x Melitina
(p=1,000).

Fonte: Elaboragéo prépria.

Quando associada a iluminagdo, tanto a curcumina como a melitina promoveram
reducdo nos valores de logio(UFC/mL), embora a interagdo entre ambas ndo tenha sido
estatisticamente significativa (Figura 15). De forma geral, todas as concentracbes de
curcumina (a partir da 1uM) foram capazes de promover reducéo significativa na viabilidade

do microrganismo em comparagao ao controle (CO_MO0; p<0,0001). As concentragdes de 1uM
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e 2 uM mostraram diferenca entre si (p<0,0001) enquanto que entre C4, C8 e C10 a diferenca
observada néo foi considerada estatisticamente significativa (p=1,000). Com relag&o ao efeito
da melitina, a utilizagcdo de M8 e M16 promoveu reducdo significativa em relagdo ao controle
(CO_MO; p=0,004), e entre M8 e M16 n&o foi identificada diferenga (p=0,498).

Figura 15 - Valores médios e desvio pdardo dos valores de logio(UFC/mL) obtidos nas
condi¢des experimentais apos iluminacdo LED (PDI) da associa¢do de curcumina e melitina
sobre as amostras planctdnicas de C. albicans (CaS 90028)
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CO0 & C10 referem-se as concentra¢des de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10uM.
MO a M16 referem-se as concentra¢des de melitina: 0, 4, 8 e 16ug/mL.
Resultado da ANOVA dois fatores: Curcumina (p<0,0001), Melitina (p=0,001), Curcumina x Melitina

(p=0,180).

Fonte: Elaboragéo prépria.

Embora a ANOVA néo tenha apontado interacéo entre curcumina e melitina significativa,
a analise de independéncia de Bliss identificou a presenca de sinergismo entre ambas
substancias nas condicbes C2, nas quais a presenca de melitina, independente da
concentracao, intensificou o efeito fotodindmico apresentado pela curcumina sozinha (Figura
16). Também é importante destacar que em algumas condi¢gBes experimentais especificas de

cruzamento entre curcumina e melitina ndo foi identificado crescimento fungico como no
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cruzamento da C4 e C8 com M8 e M16, e C8 com M4, M8 e M16. A utilizagdo de C10 resultou

em auséncia de crescimento independentemente da presenca ou auséncia da melitina.

Figura 16 - Gréfico do efeito de interacéo obtido a partir da analise de independéncia

de Bliss da combinacédo de curcumina com melitina para a cepa C.albicans (CaS 90028)
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MO & M16 referem-se as concentra¢des de melitina: 0, 4, 8 e 16 pg/mL.

Fonte: Elaboragéo prépria.

Para a cepa CaR, resistente ao fluconazol, o resultado da ANOVA a dois fatores
evidenciou efeito ndo significativo da curcumina, da melitina e da interagdo entre eles, sobre
a viabilidade deste microrganismo nas condigdes sem iluminagéo (p>0,711) (Figura 17).

Apos a iluminagédo (PDI), houve redugéo nos valores logi0UFC/mL, promovida tanto pela
curcumina quanto pela melitina, embora a interagdo entre ambas ndo tenha sido
estatisticamente significativa (Figura 18).

A curcumina nas condicbes Cl e C4 ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa em comparacédo ao controle CO apesar da concentracao 4uM apresentar um valor
proximo ao limite de significancia (p=0,054). As condi¢cbes C2, C6, C8 e C10 de curcumina
foram estatisticamente diferentes do controle, ou seja, promoveram reducédo significativa na

viabilidade do microrganismo (p<0,0001). Dentre elas, apenas as concentracdes 2uM e 6uM
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apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si (p=0,34). Em relagdo a melitina,
todas as concentragdes 16, 31 e 62ug/mL foram estatisticamente iguais entre si (p>0,346) e

apenas a concentragdo 62 pug/mL foi diferente do controle (p=0,16)

Figura 17 - Valores médios e desvio pdardo dos valores de logio(UFC/mL) obtidos nas
condi¢cBes experimentais sem luz (CPDI) da associacdo de curcumina e melitina sobre as
amostras plancténicas de C. albicans (CaR 96901)
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CO0 a C10 referem-se as concentra¢des de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10uM.
MO a M16 referem-se as concentra¢des de melitina: 0, 4, 8 e 16 pg/mL
ANOVA dois fatores: Curcumina (p=0,719), Melitina (p=0,936), Curcumina x Melitina (p=0,711).

Fonte: Elaboragéo prépria.



64

Figura 18 - Valores médios e desvio pdardo dos valores de logio(UFC/mL) obtidos nas
condicBes experimentais apdés iluminacao LED (PDI) da associacdo de curcumina e melitina
sobre as amostras planctonicas de C. albicans (CaR 96901)
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CO0 a C10 referem-se as concentra¢des de curcumina: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10uM.
MO a M16 referem-se as concentracdes de melitina: 0, 4, 8 e 16 pg/mL
ANOVA dois fatores: Curcumina (p<0,0001), Melitina (p=0,25), Curcumina x Melitina (p=0,946).

Fonte: Elaboracao prépria.

De maneira semelhante ao observado para a cepa CaS, embora a ANOVA néo tenha
identificado efeito significativo da interacdo entre curcumina e melitina, a andlise de
independéncia de Bliss identificou a presenca de sinergismo entre as moléculas em algumas
condi¢cdes (Figura 19). Especificamente, para a cepa CaR, o sinergismo foi identificado nas

condicfes de curcumina C6 e C10.
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Figura 19 - Grafico de interacdo obtido a partir da analise de independéncia de Bliss da
combinacdo de curcumina com melitina para a cepa C. albicans (CaR 96901)
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Fonte: Elaboragé&o prépria.

5.2.4 Andlise do efeito antimicrobiano sobre biofilmes

Para ambas as cepas, a utilizacdo da curcumina associada ou ndo a melitina sem
iluminacdo ndo levou a efeito significativo nas contagens de coldnias viaveis apds os
tratamentos (Tabelas C5 e C6 para CaS e CaR, respectivamente). Esse resultado pode ser
visualizado nas Figuras 20 e 21.

Apo6s aplicacao de luz, a cepa CaS apresentou significAncia estatistica apenas para a
melitina (p<0,0001) mostrando que o peptideo teve influéncia na viabilidade do biofilme. A
curcumina sozinha e na interacdo com o peptideo ndo demonstraram efeito significante
(p>0,267). J& para a cepa CaR, a melitina ndo apresentou diferenca, porém apresentou o
valor de p=0,075, proximo ao limite de significAncia. A curcumina sozinha e a interacao

novamente ndo apresentaram diferengas significantes. Em ambas as cepas, a maior reducgéo
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de viabilidade ocorreu na concentracao de 20uM da curcumina associada a MIC do peptideo
(reducéo de 0,93 log para CaS e 0,68 log para CaR).
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Figura 20 - Valores médios e desvio padréo obtidos em cada condi¢cdo experimental obtida pelo cruzamento de 4 concentragfes de curcumina
(C0O a C40: OpM, 10uM, 20uM e 40 uM) e melitina (MO e M16: 0 pg/mL e 16 pg/mL) apos testes em biofilme com a cepa C. albicans (CaS

90028)
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CPDI: controle (amostras ndo iliminadas); PDI: amostras expostas & iluminagéo.
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: Elaboracao prépria.
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Figura 21 - Valores médios e desvio padréo obtidos em cada condi¢cio experimental obtida pelo cruzamento de 4 concentragfes de curcumina
(C0O a C40: OpM, 10uM, 20uM e 40 uM) e melitina (MO e M62: 0 pg/mL e 62 pug/mL) apos testes em biofilme com a cepa C. albicans (CaR

96901)
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CPDI: controle (amostras ndo iliminadas); PDI: amostras expostas a iluminagéo.

ANOVA a dois fatores CPDI: p=0,433; ANOVA a dois fatores PDI: p=0,075.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Finalmente, por meio das leituras no Microscopio de Fluorescéncia Confocal, pode-se
observar um aumento da fluorescéncia das células de C. abicans tanto da cepa CaS quanto
para a CaR em funcao do tempo de contato com o peptideo melitina+curcumina. Foi possivel
avaliar que quanto maior o tempo de exposicdo do biofilme, maior quantidade de curcumina
conseguiu adentrar as células microbianas (Figura 22 e 23). Entretanto, ndo houve grandes
diferencas de Z Stack para cada amostra.

Figura 22 - Imagens de fluorescéncia confocal de biofilmes da cepa CaS 90028 expostos a
diferentes tempos em contato com o peptideo melitina (A: 5 minutos; B: 15 minutos; C: 30
minutos e D: 24 horas

200.um

Fonte: Arquivo pessoal da autora.



70

Figura 23 - Imagens de fluorescéncia confocal de biofilmes da cepa CaR 96901 expostos a
diferentes tempos em contato com o peptideo melitina (A: 5 minutos; B: 15 minutos; C: 30
minutos e D: 24 horas

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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6 DISCUSSAO

Com o intuito de ultrapassar as dificuldades encontradas em torno da resisténcia
antifingica, novos tratamentos (alternativos ou complementares) necessitam ser
desenvolvidos. Além disso, terapias que sejam improvaveis de causar novas formas de
resisténcia nos microrganismos sdo de extrema importancia. Dentro deste contexto, a
presente investigacdo buscou avaliar a eficacia antimicrobiana de dois tratamentos
alternativos em conjunto, a PDI em associa¢cdo com PAMs.

O primeiro relato de pesquisa acerca desta abordagem de associacdo data de meados
do ano 2000*2 no qual o peptideo Polilisina foi conjugado a um isémero de porfirina para
avaliacdo do efeito antimicrobiano contra cepas de E.coli, S. aureus resistente a meticilina, C.
albicans e micoplasmas. Desde entdo, muitos outros estudos vém surgindo sendo que, até o
ano de 2022, 39 artigos que tratam da avaliacdo do efeito dessa associacdo foram
identificados. Destes, quatro buscaram examinar o efeito antimicrobiano das duas terapias
sem que houvesse nenhum tipo de unido quimica entre FS e PAM, apenas quando o FS
estava na presenca do peptideo*”4367.7¢ Na etapa laboratorial da presente pesquisa, esta
forma de associacédo das terapias (sem unido quimica) foi abordada.

A principio, este estudo previa a utilizacdo do peptideo LL-37 em associacdo com a
curcumina para avaliacdo do efeito antimicrobiano. Entretanto, os resultados iniciais n&do
evidenciaram efeito antimicrobiano do LL-37 nas cepas investigadas. Na literatura foram
encontrados relatos mostrando o potencial antifigico e até mesmo antibiofilme resultante da
atividade do LL-37, o que ndo corrobora com nossos achados!?®'%°, Por essa raz&o, foram
realizadas algumas alteracdes no protocolo metodoldgico previsto inicialmente. Ja € sabido
gue os peptideos antimicrobianos podem ter seu efeito reduzido ou até mesmo inibido quando
na presenca de alguns sais'*®. Como o meio de cultura YNBg possui sais em sua composicao,
foi realizada a troca da forma de ressuspencdo do LL-37, de YNBg para salina, e
posteriormente para agua ultrapura estéril. Mesmo assim, nenhum resultado foi percebido.

Afim de dar seguimento a pesquisa, o peptideo LL-37 foi substituido pela melitina. Como
resultado do efeito anti candida deste PAM, foi obtido que a CIM da cepa susceptivel ao
fluconazol CaS foi de 16pg/mL, para a cepa de resistente ao fluconazol CaR a CIM foi de 62
pug/mL e para ambos os isolados clinicos com resisténcia ao fluconazol foi de 31 pg/mL. Dessa
forma, € possivel 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
comparacao®®’1°%6-1%8 O maior valor observado foi 100ug/mL em Al-ani et al. 3’ provavelmente
por conta de diferencas metodoldgicas observadas, ja que neste trabalho, a concentracédo das

células utilizadas foi de 1 x 10° com o periodo de incubacéo por 48 horas, enquanto que em
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nosso trabalho a concentracdo das células foi menor e também por menor tempo de
incubacao.

Como um dos principais objetivos da pesquisa foi avaliar se o peptideo poderia
potencializar o efeito fotodindmico da curcumina, o ensaio de fotodegradacéo foi realizado
previamente aos testes microbioldgicos, a fim de observar se efeitos prejudiciais poderiam ser
observados no perfil de absorbancia do FS. Foi verificado que a melitina ndo alterou o pico de
absorcdo da curcumina, que permaneceu em torno de 430nm, além de nao causar diminuicdo
na absorbancia, demonstrando que ndao houve prejuizo na capacidade de absor¢éo de luz
deste FS. Esse é um importante achado, uma vez que a literatura ja mostrou que outros PAMs
podem causar prejuizo na capacidade de absorcédo de luz da curcumina, como € o caso da
aureina 1.2%.

Uma vez conhecidas as CIMs da melitina para as diferentes cepas e sabendo-se que o
peptideo ndo possuia potencial de alterar o perfil de absor¢do de luz da curcumina, a
associacdo de melitina e curcumina foi avaliada sobre células plancténicas das cepas de
referéncia. As concentragdes de melitina utilizadas foram definidas a partir da CIM como
sendo CIM, ¥ CIM e % CIM. Essa decisdo foi tomada ja que o interesse seria verificar se a
melitina, em concentragdes nao letais, poderia intensificar o efeito fotodinamico da curcumina.
Foi possivel observar que, tanto a cepa susceptivel ao fluconazol quanto a cepa resistente,
mostraram reducdo significativa nos valores de logioUFC/mL apds algumas condicdes
experimentais. Entretanto, a CaR apresentou menor susceptibilidade em comparacdo com a
CaS ja que nenhum tratamento resultou na total eliminacdo da viabilidade das amostras
fungicas. Na literatura tal achado ja vem sendo documentado, como o estudo de Mardani et
al.’*® em 2021 no qual observou-se a menor susceptibilidade de uma cepa de C. albicans
resistente ao fluconazol apds tratamento com a PDI mediada por indocianina verde, em
comparac&do com uma cepa padrdo. Da mesma forma, Dovigo et al.’®° 2011, descreveram ter
sido necesséria uma concentragdo maior de Photogem®para eliminagéo de cepas resistentes.
Em relacéo a susceptibilidade ao efeito de PAMs, Burrows et al.'®! 2006 pode avaliar que nédo
somente C. albicans, mas também outras espécies de Candida resistentes ao fluconazol
apresentaram valores de CIM maiores quando comparadas as cepas suscetiveis.

Quando realizada a andlise de Bliss para avaliagdo do sinergismo entre melitina e
curcumina na PDI, foi observado que em determinadas concentracdes a presenca do peptideo
foi capaz de intensificar o efeito fotodindmico proporcionado pela curcumina. Tal fato pode ser
explicado provavelmente pelo efeito causado pelo peptideo na membrana citoplasmatica da
célula de C. albicans. Park et al.1®2 demonstrou que apés a exposicdo de células de C. albicans
a melitina por 2 horas, houve um aumento na intensidade de fluorescéncia promovido pelo
corante SYTOX Green, este que sO é capaz de adentrar as células quando poros sao

formados. Provavelmente este efeito é capaz de auxiliar na compreensdo do sinergismo, uma
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vez que o peptideo é capaz de criar vias de entrada na célula facilitadas para a curcumina. O
efeito de formacgéo de poros e causador de danos na membrana por parte da melitina é
consolidado na literatura. Varios sdo os estudos a respeito deste tema, destacando seu efeito
perturbador da membrana independente de varidveis como temperatura e sal, com a
formacgdo de poros de até 4,8nm**>1¢3, Além disso, um outro fator que pode ter contribuido
para o sinergismo entre as moléculas € a geracdo de EROs. Assim como a PDI possui seu
principal mecanismo de morte celular a partir da geracéo de espécies reativas de oxigénio, a
melitina também é capaz de produzir EROs. Parke e Lee'® em 2010 demonstraram os niveis
aumentados de EROs nas células apos a aplicagdo da melitina a partir de andlises de
citometria de fluxo. Este fato torna-se uma abordagem promissora para estudos futuros a fim
de quantificar o quanto as duas moléculas em associa¢cdo podem contribuir para a formagéo
de espécies reativas, assim como abre possibilidades para maiores andlises a respeito do
peptideo em contato com a luz. Em 2021, Ventura et al.’®® descreveu a alteracdo de um dos
aminoacidos da melitina por um derivado sintético do aminoacido azobenzeno, criando assim
a fotomelitina. Este derivado mostrou um aumento na atividade de 1,5 vezes ap0s exposicao
aluz U.V. em comparacéo a luz visivel.

A respeito da cepa CaR foi observado que o sinergismo entre as moléculas aconteceu
na concentracdo de 10uM e 6uM de curcumina. Ja para a cepa CaS o0 sinergismo ndo
apareceu em concentracdes mais altas do FS, apenas na concentracdo de 2uM. Isso mostra
que o peptideo em concentracdes de CIM e sub-CIM pode ser importante para que a
curcumina seja utilizada em concentragcbes menores, dessa forma as duas moléculas em
concentragbes mais baixas sdo capazes de auxiliar no efeito uma da outra. O uso da
curcumina em concentracdes menores € desejado, ja que este FS possui extrema dificuldade
de solubilizacdo. Além da melitina, que por originar-se do veneno de uma abelha,
concentragbes menores sao extremamente almejadas afim de n&o se obter efeitos
citotoxicos*®.

E importante salientar que a avaliacio das duas terapias em conjunto sem aplicacéo 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 plancténicas de C. albicans. Foi visto que
ndo houve reducao nos valores de log1,,UFC/mL mostrando que de fato o efeito antimicrobiano
verificado é resultado fotodindmico.

De acordo com a literatura, o uso de peptideos antimicrobianos contra biofilmes também
parece ser promissor. A baixa taxa de selecdo de mutantes resistentes e a cinética de rapida
acao dos PAMs, em comparac¢do com os antifngicos convencionais, podem ser um recurso
adequado contra comunidades microbianas dindmicas como é o caso dos biofilmes®. Para
tanto, foi explorada a atividade antimicrobiana dos tratamentos associados contra biofilmes

de C. albicans. Nao foi observado efeito antimicrobiano como resultado da PDI associando a
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melitina e curcumina para as duas cepas investigadas. Tal fato ndo est4 de acordo com
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, haja visto que foi observado efeito anti-
biofilme da curcumina ap6s iluminacdo LED* 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 atuacdo da melitina apresentou
significAncia estatistica (p<0,05) apds aplicacdo de luz e para a cepa CaR, o valor de p chegou
muito préximo ao limiar de significancia (p=0,075). Estes resultados mostram que a melitina
parece ter uma tendéncia de apresentar efeito sobre os biofilmes quando associada a PDI
devido ao fato de que na andlise descritiva dos dados, foi possivel observar uma reducao na
viabilidade celular onde a melitina esta presente. O fato da analise estatistica ndo ter captado
uma diferenca estatisticamente significante provavelmente é explicado pelo n menor utilizado
para os experimentos com biofilme (n=5).

Na analise de microspia confocal sobre biofilmes, pode-se observar que quanto maior o
tempo de exposicado da melitina+curcumina maior foi a fluorescéncia observada dentro das
células. Portanto, acreditamos que o aumento do tempo de contato do biofilme com o peptideo
previamente a PDI pode potencializar o efeito antimicrobiano sutil que foi observado apenas
com 5 minutos de incubacdo. Assim, abre-se margem para estudos futuros a respeito desta
mudanca de protocolo.

A partir desses resultados é possivel analisar que a associacao do peptideo melitina
com a terapia fotodinamica mediada pela curcumina contra células fungicas possui potencial
a ser desenvolvido. Porém, as pesquisas associando esses dois tratamentos contra Candida
spp. ainda sdo escassos. Apenas trés pesquisas avaliaram o desfecho da associacéo
PDI+PAM contra C. albicans*>°¢75 e um deles ndo apresentou efeito antimicrobiano®. Ja a
curcumina foi avaliada em associagcdo com peptideos em duas pesquisas, que quando
associada a polimixina B apresentou efeito antimicrobiano,’® e quando na presenca da aureina
1.2, ndo*. A respeito da melitina, este é o primeiro trabalho com a utilizacdo desse peptideo
em associagdo com a PDI, o qual possui uma gama de atuacdes bioldgicas interessantes e
Uteis. Apesar de haver preocupacdes sobre a citotoxicidade da melitina, grande parte dos
estudos trabalham em baixas concentragdes, conjugacdo com proteinas e outras moléculas,
formulacdes com lipossomas e nanoparticulas, dentre outras maneiras que capazes de
reduzir seus efeitos inoportunos e adequa-la para um uso seguro?®.

Diante do exposto, nosso trabalho apresenta um panorama abrangente sobre a
utilizacdo da associagéo dos tratamentos PDI e PAMs, além de dar margem para posteriores

pesquisas a respeito do peptideo melitina e o fotossensibilizaodor curcumina em conjunto.
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7 CONCLUSAO

Foram identificados 39 estudos publicados que avaliaram a associacdo de PAM + PDI,

Nnos quais os principais microrganismos investigados foram S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

Os resultados dos estudos levantados apontam para o potencial de utilizacdo da
associacdo PAM+PDI, independentemente do tipo de FS e PAM e das cepas, apesar de que

parece haver maior eficicia para bactérias gram-positivas.

A caracterizacgdo fotofisica mostrou que a associacdo da melitina com curcumina néao

interfere no comportamento éptico da curcumina.

A melitina foi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas (CIM e CFM), embora a

concentracéo eficaz tenha sido diferente para cada cepa.

Houve efeito sinérgico da melitina com a curcumina na concentracdo de 2uM para a
cepa ATCC 90028 e de 6uM e 10uM para a cepa ATCC 96901.

Em células planctonicas apés iluminacao, a curcumina e a melitina promoveram redugao
nos valores de log para as duas cepas de referéncia. Sem iluminacdo apenas a melitina

promoveu reducdo somente para a cepa ATCC 90028.

Em biofiofimes, houve reducéo nos valores de log ap6s iluminacéo 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 farmacos que anteriormente eram capazes de
eliminé-los é chamada de resisténcia microbiana. Devido ao fato deste fendmeno crescer a cada dia, tratamentos
alternativos sdo extremamente necessarios. A terapia fotodindmica antimicrobiana (PDI) em associagdo com
peptideos s&o promissores para eliminagao de microrganismos de interesse médico. Neste contexto, este trabalho
teve como objetivo analisar a eficacia da associa¢do das duas terapias para efeito antimicrobiano. Para isso, foi
conduzido uma revisao bibliografica afim de realizar um mapeamento da literatura existente a cerca deste tema
utilizando de uma busca sistematica para a sele¢ao 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 peptideos selecionados para
os estudos de associagdes aparecem com maior heterogeneidade do que os fotossensibilizadores. Com exce¢édo
de apenas cinco associagdes, a grande maioria apresentou eficacia antimicrobiana contra uma variedade de
microrganismos, susceptiveis e resistentes a medicamentos apresentados pelo mercado farmacéutico. Dessa
forma é possivel concluir que a utilizagéo de peptideos em associagdo com a PDI mostra-se como um tratamento
promissor contra microrganismos que afetam a satde global.
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Introdugao

A resisténcia microbiana é a capacidade (intrinseca ou adquirida) de um microrganismo para resistir a
efeitos de farmacos que deveriam ser capazes de elimina-lo. Tal termo abrange bactérias, virus, parasitas e fungos
com grande importéncia tanto clinica quanto epidemioldgica.!2 A resisténcia se tornou uma séria preocupagéo do
século 21, declarada pela OMS como uma das 10 principais ameacas globais & salde publica,2 uma vez que
patogenos multirresistentes séo responsaveis pela morte de aproximadamente 700.000 individuos anualmente.*3
Ao mesmo tempo, nos Ultimos anos houve uma escassez no desenvolvimento de novos antimicrobianos, dessa
forma, a ascensao da resisténcia microbiana parece estar superando a descoberta e aprimoramento de novos
tratamentos.* Contudo, algumas alternativas tem mostrado potencial para driblar a resisténcia, como é o caso dos

peptideos antimicrobianos (PAMs) e da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana.

Os peptideos sdo grupos de moléculas heterogéneas, produzidas por uma extensa variedade de tecidos
e células pela maioria das espécies como procariontes, plantas, anfibios, insetos e mamiferos, incluindo os seres
humanos. Eles s@o responsaveis, 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 infec¢des.>67 Mais particularmente em relagdo aos PAMSs, por conta
da sua natureza hidrofébica e catidnica, a interacdo inicial com as membranas celulares acontece devido a
presencga de lipidios carregados negativamente nessas membranas, 0s quais interagem com os residuos de
aminoacidos carregados positivamente nos peptideos; desse modo, os AMPs s&o atraidos eletrostaticamente para
as superficies microbianas. Uma vez presente na membrana, os peptideos iniciam uma série de interacdes
capazes de gerar danos em sua arquitetura.8 Sendo assim, por conta do seu mecanismo de ag&o ndo se tratar de
um alvo especifico, e sim por propriedades fisico-quimicas, como hidrofobicidade e carga, as chances de

patdgenos manifestarem mecanismos de resisténcia a eles sao baixas.®

Outra terapia com potencial efeito antimicrobiano é a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana aPDT. Surgida
no inicio do século XX, inicialmente foi intensamente explorada na area médica no tratamento anticancer.® Todavia,
os olhares dos pesquisadores se voltaram para a aPDT no inicio de 1990, a partir do surgimento das primeiras
infecgdes resistentes a medicamentos no setor de salde.' Para que seu processo ocorra, a aPDT requer a
combinagéo de trés fatores, sendo eles uma molécula chamada de fotossensibilizador (FS), luz correspondente
ao comprimento de onda de absorgéo especifica da molécula, apropriada para a excitagdo do FS e presencga de
oxigénio."1213 Primeiramente, a célula-alvo deve ser tratada com FS, processo chamado de fotossensibilizagéo.
Posteriormente, é realizada a sensibilizagdo com luz, em comprimento de onda adequado. Apds absor¢do de um
féton de luz com comprimento de onda adequado™, 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 fosforescéncia
ou por dois mecanismos geradores de espécies reativas de oxigénio (EROs):® reagir diretamente com substrato
formando ions radicais que interagem com oxigénio e gera produtos oxigenados (reagao do Tipo I), ou, transferir
sua energia para o oxigénio diretamente e formar o oxigénio singlete, uma espécie oxidativa altamente reativa,

que pode oxidar muitas moléculas biologicas, como proteinas e acidos nucleicos (reagéo do Tipo I).%% Essas duas
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reacdes podem ocorrer simultaneamente e sdo grande parte influenciadas pelo fotossensibilizador, substrato e
concentracdo de oxigénio.'%'? Os radicais gerados atuam na membrana celular, permitindo a internalizagéo
adicional de FS, e posteriormente, as EROs causam desequilibrio na homeostase celular, que resulta em morte
por apoptose, necrose ou autofagia.' De forma geral, a aPDT possui algumas vantagens em relagdo aos
antibiéticos convencionais como amplo espectro de a¢do, danos muito limitados ao hospedeiro, utilizagdo de fontes
de luz de baixo custo para ativacdo do fotossensibilizador, pequena probabilidade de promover mutagdes
genéticas nos microrganismos,'® e principalmente, é quase nula as chances de microbios desenvolverem
resisténcia a ela, ja que funciona a partir da geragcéo de EROs que atua em diversas moléculas microbianas, e néo

somente em um sitio especifico."”

Apesar de possuirem mecanismos de agéo distintos, a associacao de peptideos antimicrobianos com
aPDT ja vem sendo investigada em fung&o da provavel potencializagéo dos efeitos fotodindmicos e do improvavel
desenvolvimento de resisténcia por ambas terapias. Assim, esta revisdo realizou um mapeamento da literatura
existente acerca da utilizagdo de peptideos em associagdo com Inativagdo Fotodindmica para elimina¢do de

microrganismos.

Material e métodos
Estratégia de busca, critérios de elegibilidade e selegdo dos artigos

O processo de busca dos artigos foi finalizado em 19 abril de 2022. Bancos de dados eletronicos, incluindo
Medline (Pubmed), Lilacs (BVS), Scopus e Scielo foram pesquisados para Peptideos Antimicrobianos em
associagdo com aPDT com finalidade antimicrobiana. A estratégia de busca foi especifica para cada base de
dados. Foram utilizadas palavras-chave ou termos relacionados a Peptideos e aPDT ((((((Photochemotherapy)
OR (Photochemotherapies)) OR (Photodynamic Therapy)) OR (photoinactivation)) OR (Photoradiation)) OR
(Photosensitizing Agents) AND peptides). Para garantir uma estratégia de busca mais sensivel, nenhuma restrigao
de tipo de estudo ou populag&o foi usada. Nao houve limite quanto a data de publicagao, mas foram aceitos apenas
artigos em Inglés ou Portugués. Para ser incluido nessa revisdo, os trabalhos satisfizeram os seguintes critérios
de elegibilidade: (a) pesquisas que investigaram o efeito da associagdo de peptideos com agentes
fotossensibilizadores em terapia fotodindmica com finalidade antimicrobiana; (b) pesquisas que investigaram o uso

de peptideos com potencial fotossensibilizador com finalidade antimicrobiana.

Os trabalhos identificados por meio da estratégia de busca foram inicialmente rastreados para remogéo
de duplicatas utilizando-se para isso o gerenciador de referéncias Mendeley (Mendeley Desktop verséo 1.19.4 ©
2008-2019 Mendeley Ltd). Em seguida, foram examinados todos os titulos e resumos dos estudos pré-
selecionados com o software Rayyan (https://rayyan.qcri.org/) para aplicacdo dos critérios de elegibilidade. O
software tornou possivel classificar cada referéncia como incluida, excluida ou incerta. Registros classificados

como ‘incertos’ foram discutidos com o grupo de pesquisa para a deciséo final.
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Coleta de dados

Um formulario foi desenvolvido para orientar a extragao de dados dos artigos selecionados bem como
para padronizar as informagdes que seriam extraidas de todos os trabalhos. Este formulario foi desenvolvido com
base nos objetivos especificos da reviséo de escopo e quais informagdes seriam relevantes para serem discutidas.
Previamente sua aplicagao, foi realizado pré-teste em uma amostra aleatéria de trés estudos. Em seguida, o
formulério sofreu ajustes e entéo foi finalizado em sua vers&o final para a aplicagéo definitiva (Material Suplementar
A).

RESULTADOS

As buscas resultaram em 97.185 trabalhos, dos quais 885 estavam duplicados e 3.476 estavam em
idiomas n&o aceitos. Assim, 92.824 estudos foram pré-selecionados para aplica¢éo dos critérios de elegibilidade,

0 que resultou na selecao final de 39 trabalhos (Figura 1).

A publicagao do primeiro estudo identificado a respeito da associagdo da aPDT com peptideos ocorreu
no ano de 2000 e, subsequente, houve um crescimento na quantidade de estudos, com excecédo dos anos 2015

e 2016, nos quais ndo foram identificadas publicagdes (Figura 2).
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Figura 1 - Diagrama de fluxo PRISMA ilustrando a estratégia de busca. Este fluxograma apresenta as

fases de identificagéo e selegao dos artigos, que resultaram na identificacéo de 39 artigos considerados

elegiveis para inclusdo na reviso.

Identificagac

Triagem

] [ Elegibilidade

Inclusédo

Artigos identificados por meio de busca
em bases de dados

Artigos adicionais identificados por

meio de buscas externas

(n = 97.185) (n=0)
A A
Artigos apos remacéo de duplicatas

(n = 96.300)

Artigos apds remocéo de outros idiomas
(n=92.824)
Y

Artigos triados N Artigos excluidos
{ftulos e resumos) = (n=92.767)
(n=192.824)

A 4

Textos completos submetidos

a checagem dos critérios de

elegibilidade
(n=57)
Y Y
Artigos incluidos Artigos adicionais identificados por
(n = 38) meio das listas de referéncias
(n=1)

Y

Artigos incluidos (final)
(n=239)
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Figura 2- NUmero de publicagdes sobre aPDT em associagdo com peptideos
identificadas até abril de 2022.
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Durante o processo de sele¢ao dos trabalhos, foram identificadas 5 revisdes de literatura, as quais foram
utilizadas somente para checagem das referéncias. Todos os estudos identificados utilizaram delineamento
laboratorial (in vitro) para a avaliagéo do efeito antimicrobiano. Em 14 estudos?!:22:27,2,30,31,37.4142,44,464748.49 também
foram descritos testes de citotoxicidade, e em outros 1421.30.31.33.4142,46:47.495152.53,54.58 tamhém foram incluidas

testagem in vivo.

Dos estudos em que foram realizadas testagem in vivo, todos os 14 utilizaram modelo animal em
camundongos para simulagdo de infecgdes. Dentre eles, foram identificados estudos com modelo animal de
periodontite (1),%2infecgBes de cdrnea (1)%2 e implantagéo de cateteres revistos por biofilme (1)22 As anélises mais
realizadas foram analise histopatoldgica (9)21:82:33414246474952 ¢jtg 21:30,31,33,4147,54.56 reglizaram medidas de UFC/mL

e 4 realizaram analises a partir de amostras sanguineas.32225253

Com relagdo aos microrganismos investigados, dos 39 estudos incluidos, 29 testaram o efeito
antimicrobiano sobre culturas de Staphylococcus aureus (Tabela 1), em seguida, Escherichia coli com 25 estudos
(Tabela 2), logo ap6s Pseudomonas aeruginosa com 14 (Tabela 3). Outras espécies apareceram com menor
frequéncia (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 associagéo das duas terapias por meio de conjugagéo, ou
seja, realizaram a unido das moléculas do fotossensibilizador e do peptideo através de uma ligagéo quimica. O
fotossensibilizador mais utilizado dentro das conjugagdes foi a porfirina e seus derivados (porfirina, protoporfirina,
isbmero  de porfirina, tretrafenilporfiina  de  zinco e  5[4'-carboxifenil]-10,15,20-trifenilporfirina)
(12)18.20,26,48,50,43,27,28,39,29,52.37  segundo FS em maior numero foi o fotossensibilizador de segunda geragéo Clorina
e6 (4) 41384246 Na sequencia foram encontrados estudos com ftalocianina e seus derivados (3)545253.23 Egsina Y

(2)%5:36 AlEgens (2)'9% e por fim Ruténio (1)* e clorofila (1).2' Com relagdo aos peptideos, observou-se grande
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variabilidade, entretanto os que mais se destacaram foi polimixina B (3)3:3.19 KLAKLAK (3) 3352 Apidaecidina-1b
(2);%627 TAT (2)242 ¢ Buforina-2 (2).2845

De forma geral, os conjugados FS + peptideo demonstraram boa eficacia contra os microrganismos
estudados. Entretanto, no conjugado apresentado por leguern2017*, apenas o fotossensibilizador j& causou
resultado antimicrobiano compativel ao da conjugagéo.® Os conjugados apresentados por Polo et al.’8 e Dosseli
et al.® mostraram efeito de morte contra linhagens celulares de fibroblastos. Além disso, em 3 estudos os
conjugados nao obtiveram sucesso, em Vince et al.8 contra E.coli; Yang et al.5 contra P. aeruginosa e em Bao et

al."® contra E. faecalis e S.mutans.

Quatro estudos avaliaram a atividade sinérgica das terapias sem conjugagéo, ou seja, utilizaram o
fotossensibilizador na presenga do peptideo. Dentre esses estudos os fotossensibilizadores que mais foram
utilizados foi a curcumina (2)2* %5 azul de metileno e clorina Ce6 (2)2*% e por fim a rosa-bengala (1).# Ja os
peptideos utilizados foram monémero e dimero de aureina 1,2 (2) 2425, camel e pexiganan 9 (1) # e polimixina B
(1).55Em todas as 4 associagdes, o efeito antimicrobiano foi potencializado, exceto em Defreitas2018 contra E.
faecalis no qual a combinag&o da curcumina com o peptideo Aureina 1.2 melhorou sutilmente a redugao bacteriana

em comparagao com a curcumina apos irradiagdo, mas nao em comparagao com o peptideo sozinho.

Também foi identificado 1 estudo® no qual o peptideo polimixina B atuou como o proprio
fotossensibilizador. Nesse trabalho foram utilizadas amostras de E. coli resistente a canamicina e os autores
mostraram que o valor de UFC/mL diminui 3,9 ordens de magnitude em relagdo aos microrganismos néo

irradiados.33

Por fim, 9 artigos avaliaram outras formas de associagao. Por exemplo, Zhang2018, Cai2021 e Wang2022
realizaram formulagfes com géis a base de peptideo com o fotossensibilizador incorporado. Além de associagbes
com diferentes moléculas como a betaciclodextrina (um carboidrato)®2, nanocristais de celulose*® nanoparticulas?!
e nanoparticulas de oligbmeros.® Qutras formas de unido quimica entre FS e peptideo também foram realizadas
em Qiu20214" e Gao2021.
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Tabela 1 - Resumo das informagdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Staphylococcus aureus.

ESTUDO CEPA RESKTENCIA FOTOSSENSIBILEADOR PEPTIDEO PONTOS PRINCIPAIS DE DESFECHO
Pol 02000 WRSA 110 Ivieticilina Porficena (isbrmero da porfirina) Pdilisina® Houve efeito de morte em fungio do tempo de irradiagdo do conjugado.
5 (4'-carboxifenil) -10,15, 20-trifenil porfin . . ] ] s }
Dosseli201o ATCC BA#/ 44 Ivieticilina (4"-carboxifenl) (cTPP) renfiportinna Apidaecina Ib¥ O efeito de morte do FS foi potencializado com o uso do conjugado.
. . . Apos imadiagdo, o efeito foi dependente da concentragfio do conjugado, As espécies Gram (+ foram mais
Bourr&2010 33254 Mo inforrmads Parfirina Tat GREKRRORRRPPO® P o S0 - P ¢ 1v8 P )
sensives do que as espécies Gram [-).
Vince2011 MRS A Meticilina Porfirina PEP1Z CGPGSGREHARGVRGGRC® Apds imadiagio com luz vermelha, houve diminuigio no crescimento desta cepa,
Yarg 2011 DSM11729 Meticilina Termoporfina wWLBUZ * Houve efeito de morte em fungio da concentragio de termoporfirina,
lehnson2013 ATCC 29213 Nio informado Eosina ¥ [KLAKLAK) 2% A extensHo da acdo do conjuzado foi dependente dotempo deirradiagio.
Dosseli2013 WRSA Meticilina Porfiring Apicecina 1b* 0 efeito de morte depgndeu dotipo de conjugado porfirina+apidaecina 1b. Diferentes tempos de incubaciondo
resultou em grandes diferengas,
o ) O objetivofo explicitar como este conjugado atua nos microorganismos estudades, j4 que "lehnson2013"
Johnson2014 ATCC 29213 N3o informads Eosina ¥ [KLAKLAK) 2% N ) '
demonstrou a eficacia do conjuzado contras as cepas em questdo.
Houve efeito de morte maior para o conjugado com magainina do que com a buforina, O teste aPCT com
Dosseli2014 ATCC BAA-A4 Meticilina Porfirina Buforinag 2 emagainina 2* fibroblastos em concentragfies pequenas e menores tempos de incubagio induziram a morte completa das
células,
Leguem2017! CIP76.25 N3o informads Clerina-es Polimixina B* Houve efeito de morte igual para o FS sozinho e para o conjugado,
" ) ) . - T
Leguem201 72 NEo informado NEo informacdo porfiring polirmixing B Erm relagiio ao conjugado procuzico em "leguem2017", este novo composto apresentou pouca influéncia contra
esta cepa,
- O nanocristal de celulose ligado a clorina sozinha, e o nancoristal + cloring + peptiden tiveram efeito
Leguem201 7® CIP7E25 N3o informado Clerina-eg Polimixina B**** . € ’ pept
fotobactericida,
Cainols Nao informado N2 informads clorofila Purpurin 18° o] .ct.nnnjugadc ap[’esgntou marte especifica dems. cureus, e MIC 4x menor gue a vancorricina, Também apresentou
eficiéncia terapéutica em model os de infecgio em camundongos.
Zharg 20181 NS informado Multiresi stente Derivado def'ul.ereno {CE0 pirrolidina Tris- FmocFEs*++ Apos |rraf:i|.a:_:ao, nenhuma colénia de bmactenas foi chservada no grupo tratado com o conjugado e apenas 42%
icidp, CEO-PTC) das bactérias foram mortas pela solugio apenas com o Fs,
Ga02019 NEo informado Meticilina ce6 foi enxertade em o-ciclodextrina Magaw?m.a 1 coruugacb com A.penas cgm oF5 |4 houve redugio bacteriana, porém guando utilizado o conjugado peptideo + F5 a redugBofoi
polietilenoglicol ¥¥+* ainda maior,
. . Houve efeito de morte com o conjugado peptideo + FS maior do gue quando usado apenas oF5 sozinha Também
Zhang2019t CMCC (B} 26003 N3o informado Protoporfirina X (PplX) [KLAKLAK) 2% o - ) -
apresentou eficiéncia terapéutica em modelos de infecgio em camundongos,
Defreitas2019 ATCC 25923 Serm resisténcia Azul ce metileno e clorina Ceg Monémero e dimero de aureina 1,2%* Houve inibugio no processo de formagio de bicfilme



Tabela 1 - Cont.

ZhaoZ20

Lei2020t

liang 2020

Cai 20211

Cai 20211

liang 2021

Judzewitsch2021
Qw2021
Qjuz02t

ZhangD21t
ZhangZ021t
Chu20z1
Chu20z1

Wang 20221

Guo2022t

Guo2022t

Nio informado

ATCC G538

ATCC G538

ATCC 43300

ATCC 25522

Nio informado

Nio informado

ATCC €033

ATCC G538

ATCC 6538
ATCC 335591
ATCC 25523
15-364714

ATCC G538

Mo informado

IRSA

Nao informado

Sem resisténcia

Sem resisténcia

Meticilina

N3o informacdo

Nao informado

N3o informado

Sem resisténcia

Sem resisténcia

Sem resisténcia

Meticilina

Sem resisténcia

Meticilina

Sem resisténcia

Sem resisténcia

Meticilina

Ftalocianina de silicio (SiPc)

Clorina eg

Indocianina verde (ICG) e MnBHCO) 5

Indocianina verde (ICG) e MnBHCO) 5

Tetrafernil porfirina de zinco (ZnTPP)
Clorina ed
Clorina eg

Ftalocianina lipofilica
Ftalocianina lipofilica
Ftalocianina

Ftalocianina

Sulfeto de cobre

AlEgens

AlEgens

Tri-arginina [oligopeptideos)*

Tet213 [ KRWWEKWWRE )*

Polimixina B***

Nanozel 4 base de dendrimero de petideo
|GIKBRY)****

Nanczel & base de dendrimero de petideo
(GIKBPY)*+**

Polimixina B****

Mirnéticos de pepti deo®
GERWWEWWRR****

GKRWWEWWRR C*

RWRWRWT
RWRWRW™
RRLCRIVIWVIRVCRR™
RRLCRIVIWVIRVCRR™

GIKKIIKKIKEI GRADARAD ARADA-NH 2% =

HHC3S{ANMP), ditriptefano (W2),
poliargininalR15) e polilisinalk18)*

HHC3E{ANP), ditriptofano (W2),
poliargininalR18) e polilisinalK18)*
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O efeito bactericida foi dose-dependertes, O conjugado apresentou maior efeito para esta espécie. Também
apresentou eficiéncia terapéutica em modelos deinfecgio em camundongos,

Urn conjugado especifico (ANMP2-Ced) mostrou atividade antibacteriana com um valor de WIC em tomo de 3,2
Wi sermn foto-irradiagiio e <0,1 i apés imadiagio, além do efeito em infecgio em camundongos,

A eficiéncia de morte do peptideo melhorou em 3,9 ordens de magnitude na luz em cormparagio com o escuro,
Apés a iradiagio a laser a atividade antibacteriana foi aumentada em relagio as controles (semluz, apenas Fs
e apenas pepticea),

Apos a iradiagdo a laser a atividade antibacteriana foi aumentads emrelagdo as controles {semluz, apenas Fs
e apenas peptidea).

Conjugaram nanoparticulas de oligbmero com o peptideo. Para esta espécie, a taxa de sobrevivéncia ndo foi
afetada pelo conjugadeo sem luz e com luz.

Foram sintetizacios varios polimeres diferentes, Apds imadiaco todos mostraram eficicia, Nos polimeros de
maior peso molecular, aimadiagdo de luz foi menos influente,

Apos irradiacdo, as células foram completamente erradicadas,

Houve efeito inibitorio no crescimento desta cepa de maneira dependernte da concentragio e do tempo de
imadiacdo. Esta espécie se mostrou mais sensivel em comparagdo a E.coli,

Sobiluminagio induziu reducio de até5 log desta cepa
Sobiluminagio incuziu morte semdhart e ao observado na cepa sem resisténcia,
Apds iluminagio, este conjugado exibiu uma redugio de 107 veres em UFC/mL

Contra oisolado clinico, a redugiofoi ligeiramerte irferor ao da cepa tipo ATCC,

Sintetizaram um hidrogel a base de pepti deo com nanopontos de sulfeto de cobre, © hidrogel foi capaz de matar
as bactérias de maneira dependente da concentragio além deinikir em 90°% a formagio de bicfilme,

Todos os conjugados mostraram efeito contra esta cepa apds iradiagio

Todos os conjugados mostraram efeito contra esta cepa apds iradiagio com excessio do A ENFHANMP




Tabela 2 - Resumo das informagdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Escherichia coli.
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ES TUDC CERA RESISTEMCIA FOTOSSEMS IBILIZADOR PERTIDEC PCrNTOS PRIMCIPAIS DE DESFECHC
. . . . - Esta &5 pdcie foi menos fotossensivel que as g mpositivas. Emconce mragdes aure nadas houve pama de 95%
Foloz2000 ol Mdo inforned o Porfice no (Eomero da porfinm) Polilisina* . n L e . . )
ma viahilidade celular. MesEs concent@gdes howwe extarsa diminuirdo na sobrevivencia de fibrobbEstos.
. I - - . s e n . .
oossalizoig ATCG 25972 v informedo Sia'-ca rboaifanil) -10,15, 20-trfenilporfiima Apidaecim 10% Houwa eflem:!de rmrt:aapfs |na’d|la;aa, camredu;a?nl:le 34|U§1u,ls?ndaq’ue n.em-:l! Fs :Ema paptdeo, sminhxs
I T PA) auassaciados (se mligagda quimica), mostraramatividada etaricida a pds a ilumimgda.
Bourn 2010 ATCC 25822 8o inforreda Porfirima Tat (G RKKRROPRRPPC* Apds imad @gda, o efeito Ectericida e mtodas as especies fommde ps nda ntes da concent@gdads Tatporfinm.
wince 2011 Ma o infomrado Mo informed o Porfirima PE P12 CG PESGREHARG VRE G PC* MEo howe efeito de morte apds incubagdo e irmdiagdo comoconjugado.
Liuam 2 ATCCSFHE semmsEtén ia Pt Parfiring ARP YILIWF* Howa efeitoemfungdoda concentragdodoconjugadoe dose de e imadiada.
Liuam 2 BLZ1 Amgicilina Pmot Parfiring ARP YILIWF* Howa efeitoemfungdoda concentragdodo conjugado e dose de e imadiada.
Johmsanzm 3 BLA DE3 Amqicilina Emsim Y (KLAKLAK] 2* A extasdo da fowinativagdo do conjugado foi depandente doterpode imadiagdo.
Tastaranivdrios conjugados d farentes. Todos tiveremefaitos dapendantes da cancamragSo camaficidncia qua
Cnsseliadll ATCC 25922 Mo informed o Parfirng Apidaacina 1b* de pendaudo tipode conjugado. Testaramd ferentes te mpos de inc ubag 3o mas e mee@l o afetou o res ultado
da mrorne.
- . Este artigo teve como objetivo expliciarcomo o conjugado atue nos microa g anis ros estudados, j&@ que um
Johmson2o14 BLA OE3 Amgiciling Emim v [KLAELAK] 2* . e .
artigo da mes mo Brupo umana antas prvou 3 eficdcia doconjugado.
Howwa afeitode maorte neidrm @ o canjugada comnregaining do que coma buform. O tasta a POT com
nxEsalianid ATCEC 25922 8o inforned o Parfifim Bufarim 2ea negainina 2* fibrobBstos emcancemmgdes paquaras @ menoms tempos da incuagdo indeim ma morte completa das
cd lulas.
L2gue maJ17" CIPS48T Mia infarneda clorina-ea Palimizina 8* Howe afeitade marte ma canjugagda idac + FS. M2sta espécie, sd a Fs macawsau atividada.
g JuUgagaa p2 pecie,
. . .. L. L Emm lardn aoconjugada pmdiz ido e "leg sta m201 71", aste nova conposta apmse mou eficdc @ senrelhama an
Leguern2017? Mda infomada Mda inforneda Parfifim Polimizina 8* . - 15 R . & * P A
antigoestudocontra esta a5 pacie.
Leguernza17* CIFSaET v informedo Clorina-es polimicing B4 ++ Crranu.crlstaldeselubse ligsado a clorima + peptideo foi nais eficientz pa@ estacepa doqueapem@s o
ranxristal + clorima.
Imangzmdt MG 655 MEo inforneda Protoparfirina 14 (Ppix] [KLAFLAK] 2* Howa afaitade marta comacanjugado peptidea + Fs neiorda que quanda usada aperas a /.
n_ o - P . . . . Crefeitode mone do conjugado foi dose-depandents @ semtozicidade escura. Este conjugado poss uiu maior
Zhaoza0z20t Mo infomado MEa informeda Falocianim da silicia (siPc) Tri-arginina (oligopa ptidaos] * n ,]LE n " I8 e
ca ptagdo por @rte da cdlula e geragdo da EROS.
" s - ) s mimadiagdo, tantoa buforina l1sxinka quEnto o conjugado rostE@ma mes e MIC. GuwEndo ad ik ionado
Riarce2020 I3 1655 sammsEten ia RUtd nig Bufarina 2 * . A X .
irmdiarao de e oconjugado nostroudec @scinode 32 wezes amswE WIC.
; carts pa némicas 2 . . - ] S . .
Pierce2020 AR T4 FE Rute nio Bufaorina 2 * Samimadiafdo, o conjugado foi neis ativo que a buforime 2sozinha.
Cuinalonas
liangzoza BLZ1 canaricira - Falimixina B walar de UFC/mi teEdo coma tida o diminui 3,9 ordans de raERitude @ e e Mmoo @rd0camoesc um.
iang ici limiai Ha lar d S d peptidea diminui 3,9 ordens d enitud | mE @
. . N Howa carta taxic dade escura (@@ asta aspécie @ apds 3 imadiagdo cam e branca houve une lealidadae
Bao 2021 Mo informado Mo informred o AlEgan AIE-DCR icorantes fluoresca mas) Polirrizina B* " . = P p £
mctaram da naE de 95%.
. L. Hanmeel 3 mse de dendimemde iden . o . X X X N
caiaozit ATCC 25923 Mda informeda Indoc ianina warde (ICG) @ MNBMCO) 5 5 (G IKERY) ** e pe Apds a imad@cdoa lasara atividade antimcter@am foi aumentada emirelagdoas contmles.
. R - N canjuga @ mnanoparticulas de aligdrrend como peptiden. Fara esta espdcie, a UFC/ML tratada camao conjugada
liang2021 Md o infomado Canarricima - Poliniding B**** X .]g. " g o ken 5 R, W&
diminuiu camra de 3,8 orders sab imadiagdo emcomm @30 coma escuro.
Ciua0 217 ATCC 873 MEo inforneda clorina 26 GRRW WA RRS ** Apds irad @pdo o efe to antimcterano foi s g nificativaments maior.
. - X Howwa afaitade morte emfungda da concentragdo e do terrpa de irmdiag§a. Esta 5 pée ie 52 mrostrou menas
ojuzozat ATCC 25022 MEa informreda Glorina eg G KRWIW KW WRRGH P n
58 [T (vl @ e onpam s 30 com 5. oure us .
Zhangz021t ATCC 873 MEo inforneda Ftalo: ianina lipafilica RPN A sabiluriragdo howe red xdode 3 108 am@ a cancantagda (2 P,
chuadz1 ATCE 25922 Mia infarneda Faloc@nima RALCRNANVIRWVERRY Apds irad @gda, a eficidnc i@ da norte fai sienificativa mentz aure mada.
pa: Faq, E
chuza021 19-117 441 rdo informed o Faloc @ nira PRLCRI A VIR WCRRY os msultados @@ oisolado clinicosdo serelhames a cepa ATCC.
- sintetizaram um hidogel 3 base de paptideo camnanapantas de sulfetade cobm . © efeito foide pandente da
wWang20zz2t ATCCA? 39 Mda informeda sulfetode cobme G IEKNEKIERIG PACAPACAR ADM- MHZ** +4 n . . . o
cancamragdo. FoineE eficiants para esta espiciadoqua @@ 5 oare us.
. N HHC36(AMA], ditriptofano (W2 . . P P s oon
Guo2022t Md o infomado Mdo inforned o AEEE LANF), P (e, Todmws o5 conjugadss nostAEmMefeito conta esta espdcie apds irmdiagdo.

poliamininaiR1a) e palilisinajkaa)*
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Tabela 3 - Resumo das informagdes obtidas nos estudos que utilizaram cepas de Pseudomonas aeruginosa.

ESTUDO CEPA RESISTEN Cl4 FOTOSSENSIBILEADOR PEPTIDEQ PONTOS PRINCIPAIS DE DESFECHO
Bourré2o10 PADL N3oinformado Porfirina Tat GRKKRRORRRPPO* Apos irradiagio, o efeito bactericida foi dependente da concentragio de Tat-porfirina.
- 5 (4'-carboxif enil) -10,15, 20 trifenil porfirina Houve reducdo de 2 | oz, de UFC/mL utilizando concentragdes maiores do que para outras espécies, e nenhuma
Dosseli2D10 ATCC 25668 N3oinformado Apidaecina Ib* i .
{cTPR) fotodestruigio aconteceu para peptideo e F5 sozinhos.
Yang2o1l DSWI1117 N3oinformado Temoporfina WLBUZ * Este conjugado apresentou pouco ef eito toxico sobre este microrg animo.
Johnson2013 ATCC 27853 N3oinformado Eosina ¥ [KLAKLAK) 2% O efeito bactericida do conjugado foi dependente do tempo de irradiagio.
Leguem 2017 CIP7E110 Waoinformado Clotina-es Polirmixina B* Houve efeito de morte na conjugacio peptideo + F5. Apenas o F5 ndo causou efeito,
Leguernz017? NEo informado NEoinformade porfiring Polimixing B* Em.relagﬁo ao conjugado produzido em "Leguern2017", este novo composto apresentou eficacia sermelhante ao
antigo estudo.
Leguern201 7 CIP7E110 MWioinformado Porfirina Polimixina B¥*** O nanocristal de celulose ligado a clorina + peptideo foi mais eficiente do que apenas o nanocristal + clorina,
Wakeonieczna20ls ATCC 10145 - Rosa - bengala CAMEL e pexiganan 9%*

Nakonieczna2018

Gao019

Plercez2020

Hanz0zot

Gao20211

Judzewitsch2021

Zhouz0Z1

35 isolados clinicos

MN3o informado

AR 0223

Mo informado

ATCC 27653

Nio informaco

ATCC. 9027

14 erarn
rultirresistentes

Nioinformado

Cefalosporina e
quinolonas

MWioinformado

N3oinformado

Waoinformado

MWaoinformado

Rosa - bengala

Clorina eg
Ruténio

Clorina e6 (Ce6) conjugada com -
ciclodextrina

Clorina eg

Tetrafenil porfirina de zinco (ZnTPP)

Curcumina

CANMEL epexiganan 9%%

Magainina 1 conjugado com

polietilenoglicol****

Buforina 2 *

[YGRKKKRRORRR-GPLGVRG EEEEEE)****

Polipeptideo catidnico (Pep) ***=

Miméticos de peptidec®

Polimixina B**

Houve efeito de morte apds a associagiio peptideo + 5 + irradiagdo.

A combinagd o pexiganan 9 +aPDT inativou quase todos os isolados clinicos, com excessio de apenas um.

Apos airradiagio, apenas o FS exibiu efeito de inativagdo do biofilme, porém o conjugado AMP-FS foi mais
eficaz,

O conjuzadofoi eficaz contra essa espécie, tendo um aumento na sua atividade de 232 vezes
Os peptidecs continham a fungdo de nZo deixar o conjugado aderir a células ndo bacterianas etamhém
melhoraram a eficicia antibacteriana da aPDT.

Houve efeito de morte em fungdo da concentragdo e do tempo de irradiagiio. Também foi capaz de erradicar
hifilme,

Sintetizaram varios polimeros diferentes. Todos os conjuntos de polimeros apresentaram efeito apos irradiagio,
corm excessdoce "P1-3",

A combinagd o de polimixina B e aPDT mediacda por curcurmina mostrou atividade bactericida significativarmente
maior e comparagio com curcumina ou polimixina B.




Tabela 4-

Resumo das informag6es obtidas nos estudos que utilizaram cepas de diferentes espécies.

EST LD CEPA RESETEMNCIA FOTOSSEMSIAILE &DOFR PEPTIDEC PO MTOS PRIMCIPAIS DE DESFEGHD
Acine mhoc te R . = = . . . —
Johnsonam 3 g::nm::.i.i i RAultimes is ta ma Eosina v (KLAKLAK] 2% Aaatars 3o da fotoinativag 3o do conjugado foi de panda nte do tamrpo da imad @gdo.
. Acine mboe ter - - . . . — . . . . . B
Pieme2d20 o umian nii RAultimes is ba ma Ruténia Buforim 2 * Semimad @30, o conjugado foi meis ativa que a buforina 2 saeinka.
Ralaz000 Achole i 1o idtawd 1Eo imformado Rarficena (is dme @ da parfiia) palilEim* Coonjugado naanfve afaito tdico N0 escurd, angua Mo ura i tiva gdo eficienta foi induzida pela expmsisdod
le macomentragdo de 1 pha.
- X semimad @gd0, o conjugado j& foid veazes mais athoque o ideo sozinho. apds irad gda o conjusado
Piema2020 Bockius sadilis Mo informedo Rutdnio Buforim 2+ ¢ P e ! K P P * 118
mostmudacEscino na MICde 1 6wvazas.
. . . y - - . o canjugada mda tava afaita tdeica na ascurd, @nguE mta una irativa g §a afic ianta fai induzida pala exposisda 3
Polozo0a hadida alhicons Mo informeda Porficena (isdme mda porfinm) Palilsim* '8 - L am ¢ L P
e macomentracdo de 1l pha.
. . . L. 5 . Houva efaito de nona dose-dependamta e dificilrente tdxica no esc uro. Comparad o comos controlas do
Traoz2o20+ adida albicons rEoimforreda Fta loc ianina de silicio (sipc] Tri-amginima (oligope ptideos] * . N " P = e
astudo, pwsuiu raiorcapacdo porm@ne dacelula e ga@gdode EROs.
. . . . o canjugaram m nom it ubs da oligdrem cama idao. Para a5t aspdcie, 3 @xa de sohmvivdncm méa foi
Jiam2021t hadido albicons Mo inforreda - Polimizima g**** I8 = = papt ~

Dafrits 2018

Dafrits 2019

Bao20n

Dafrits 2019

Liu2012

Piama2020

Faasa 2019

Lizozat+

Liu2012

Bao20n

Johnson2m 3

Lag ua m2dm 7*

Leguarnza 7

Guo2022+

Bao20n

Boumd2a1a

Enterocarce us foecalis

Enterocace s foecalis

Enterocace us foecalis

EntEmOcoce us foeei wrr

Wehsiella pnewmonioe

wlehsiella pneuronioe

Ryeabor teriare
S o tis

Porphyramano s
gingivolis
Solmonello en e rico

Solmroneits en e ridids

S phylococe us
epiderridis

St phylococe us
epidermiidis
stwphylococe us
epidermriidis
Stophylococe us
epidermriidis

S0 0fOEOCE U5 U NS

STEpIDCOCCNSs pyOdenes

Resistants mas m@a
a5 pacificado

rEoinfarmeda

o inforredo
o inforredo
Arpicilima
B- B td micos 2
a ince lic osid eas
Ko infarneda

o inforredo

o informedo

o inforredo

o informedo

o inforredo

Ko infarneda

Ko infarneda

o inforredo

Mo informedo

Azul de metileno, curuming e clorim-e 6

fzulde metileno e clarima cea

AJEEan AIE- DR (coEmas fluomscanes]

fzulde matileno e clarim Cag

Prato-Parfiima

Rutdnia

Porfirina

clorim-a6

Prato-Parfiima

AJEEan AIE- DR (coEmas fluomscanes]

Eosina v

clorim-a6

chrim-as

AlEgans

AJEEan AIE- DR (coEmas fluomscanes]

Parfirina

Auming 1.2%*

wondmama direrode aureina 1,24+

Polimixim 8+

wondmema dimerode aureina 1,24+

ANP Y I13WE

Buforim 2+

Civermos paptidaos difemntas*

TAT (HOOC vG RKKRRORRPC -MHZ) *

ANP Y I13WE

Polimixim 8+

(FLAKLAK) 2*

Palimizira B***+*

Polimixim 8*

HHC 35 (kR d it ptofana (waz),
poleminima (18] & polilsim (K1d)*

Polimixim 8+

Tat G REKRRCRRRPPO

afetada pzloconjugadosemiluz 2 combe.

Acombime;do de CUR-POY comalt e lhonou um powc o a red 30 acteram@ emcompErag 30 comCUP- PO
sceinhg, mAs NS0 e moonpara; 30 com AUsozinho. A corbimpdo de A comSe 5 POH e WB-PDH, lewoua
elimimag da total de bactd ras.

Aterapia combimada, especificanremte com Pl e adimerode aumina, inibiuo pocessa da fornegdo de
biofilra. © d¢ido lipote icdica & o pomto de ancompgamida avhos o5 paptidaos na mmede celubrda E. faacalis

Masta aspdcie, 3 adig80 doconjugadosem e ndoaltarou emmada a sohmevivancia. Mesma apds 3 imadiagio,
ainda ndo houve efeita de morte.

Atarapia corbimada, aspacificare nte com Pl e adimero de aumina, inibivo pocessa da farnapSo da
biofilme.

Houwe efeito e mfung S0 da concentragdo do canjugado e dose de luz iradiada.

o conjugado foieficaz conta essa cepa, tendo umaume Mo @ s ua atividade de 216 wezes.

Toda a sdrie de conjugados testados foramiclass ificados comoexce lentes Fss (imtivagdo de 3-4 unidades
logaritmicas) @@ concentragdas td0 mmixas quanta 0,35 ouds phai

Mo escum, o conjugado mda influancioua prolifemcSoda P eimgivals, pardma pds imadiag S0 inibimm
motavelmrents a proliferagda da mic rorea nis no.

Houwe efeito e mfung S0 da concentragda do conjugado e dase de luz irmdiada.

Houwe tozicidade escum atd ceto pomo @@ estE cam apds a irmdiag 30 com e branca hawe una letalidade
bEcterana extemane ne alta.

& extersdoda fotoinativag 3o do conjueada foi de pende nte do te mpa de imad @gSo.

o nanocrstal da celulose ligadaa clofm sozinka, @ o mnocristal + clorna + peptide o tivermamefaito
fototactericida.

Houve afeitoda morte m@ conjuga; 3o do pe ptidao + FS (d iminuig S0 de 6 unidades boga dtmicas) mas 53 como Fs
3 hawe more igual.

Todas os conjugadas nostraramafaita contra esta cam apds irmdiagdo comescassiodo AE MR-AMP

Masta cem@, a3 adig S0 doconjugadosem e ndoalterou ama sobmyid ncia. Mesoapds a imadiagd0, ainda mbo
howe efeitode morte.

Apds iradiagda, o efeito bactericida e mtodas as espécies fommde pe nde mtes da concemragSo de Tat-porfirima.
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DISCUSSAO

Nos dias atuais, a resisténcia microbiana, trata-se de uma das principais ameagas globais a satde
publica. De fato, a partir da introduc¢do de um novo antibiético no mercado, a resisténcia a ele aparece de
forma relativamente rapida’. Segundo a OMS, para o tratamento de infec¢des microbianas comuns, altas
taxas de resisténcia a antibidticos foram observadas em todo 0 mundo?. O objetivo desta reviséo de escopo
foi realizar um mapeamento da literatura existente acerca da utilizagao de peptideos em associa¢do com a
aPDT para eliminag&o de microrganismos. Ao se concentrar nessas publicagdes, objetivou-se sintetizar as
informagdes a respeito da eficacia da associagdo desses tratamentos e as moléculas mais utilizadas, afim

de direcionar as pesquisas em fun¢do dos tratamentos mais présperos.

Dos estudos avaliados nesta revisdo, a maioria (29) testaram o efeito antimicrobiano da
associagdo sob culturas de S. aureus, sendo que 12 testaram o efeito sobre cepas com resisténcia. 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 razdo da presenca da parede celular de mais facil

permeabilizacdo. A excegao ocorreu nos estudos de Leguern’ et al.®8, Leguern?et al.*® e Jiang et al.3

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 mudangas na parede celular que dificultam a penetragéo dos EROs 7. Dessa forma, a maioria dos
conjugados mostraram maiores efeitos sobre S. aureus do que E. coli, exceto em Wang et al. #%, porém o
porqué deste desfecho ainda permanece desconhecido*. Em alguns peptideos antimicrobianos essa
dificuldade acerca das bactérias Gram-negativas ndo é encontrada, pois possuem capacidade de
atravessar a membrana através de um mecanismo de troca de carga, competindo com ions ligados aos

lipopolissacarideos®®.

Nesta revisao, foi possivel identificar apenas um estudo o qual foi avaliado o uso de peptideo como
fotossensibilizador. Apés a irradiagao, a eficiéncia antimicrobiana do peptideo melhorou em 3,9 ordens de
magnitude em comparacgdo com sua atividade no escuro®. Porém, ndo sao todos os peptideos que séo
capazes de obter essa fungdo. Em 2020, Thapa et al.%8, foi avaliado a fotoestabilidade dos peptideos GarkS
(GakA, GakB e GakC). Foi visto que apds a irradiagdo com luz UVA todos perdem sua atividade

antimicrobiana contra culturas de S. aureus suscetivel e resistente a meticilina.

Os fotossensibilizadores mais utilizados nos estudos foram os macrociclos tetrapirrélicos, as
porfirinas e as clorinas respectivamente. Os compostos a base de porfirina séo encontrados em grande
escala na natureza, incluindo nos seres humanos, presentes na hemoglobina, e por esse motivo s&o

considerados fotossensibilizadores promissores para aplicagdo médica®’.
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CONCLUSAO

A variedade de fotossensibilizadores associado a peptideos com finalidade antimicrobiana esta

ganhando forga com o passar dos anos. O nimero de pesquisas ao redor deste desfecho esta 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 farmacéutico.

Porém, novas pesquisas ainda precisam ser realizadas afim de elucidar efetivamente o mecanismo de a¢éo

dessas terapias em conjunto, além de atingir as melhores combinagdes entre as moléculas contra os

microrganismos ameagadores da saude mundial.
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APENDICE C — SUMARIO DAS ANALISES DE VARIANCIA UTILIZADAS NAS

ANALISES DOS DADOS

Tabela 1 - Suméario da Analise de Variancia a dois fatores realizada para os dados obtidos
com a cepa C. albicans ATCC 90028 na condi¢do controle PDI (sem luz) em células

planctonicas

Fonte de Variacdo  SQ gl QM F p n°,  Poder
Curcumina 0.406 6 0.068 0.700 0.650 0.036 0.268
Melitina 1.430 3 0477 4929 0.003 0.118 0.902
Curcumina x Melitina  0.335 18 0.019 0.192 1.000 0.030 0.133
Residuo 10.732 111 0.097
TOTAL 5633.001 139

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 2 - Sumario da Andlise de Variancia a dois fatores realizada para os dados obtidos
com a cepa C. albicans ATCC 96901 na condicdo controle PDI (sem luz) em células

plancténicas

Fonte de Variacao SQ gl QM F p r|2Io 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
Residuo 49.048 109 0.450
TOTAL 5333.321 137

Fonte: Elaborag&o prépria.

Tabela 3 - Suméario da Analise de Variancia a dois fatores realizada para os dados
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 90028 apés iluminacdo LED em células

planctdnicas

Fonte de Variacdo  SQ gl QM F p n°,  Poder
Curcumina 740.936 6 123.489 198.552 0.000 0.914 1.000
Melitina 10.354 3 3451 5549 0.001 0.129 0.935
Curcumina x Melitina  14.940 18 0830 1.335 0.180 0.177 0.827
Residuo 69.658 112 0.622
TOTAL 1354.868 140

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Tabela 4 - Sumario da Andlise de Variancia a dois fatores realizada para os dados
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 96901 apéds iluminacdo LED em células
planctbnicas

Fonte de Variacéo SQ gl QM F p nzp 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 0515 0946 0.076 0.342
Residuo 234.105 112 2.090
TOTAL 2765.884 140

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 5 - Suméario da Analise de Variancia a dois fatores realizada para os dados
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 90028 na condi¢ao controle PDI (sem luz) em
biofilme

Fonte de Variagdo  SQ gl QM F p n°,  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 0955 0426 0.082 0.236
Residuo 2.293 32 0.072
TOTAL 1643.601 40

Fonte: Elaboragéo prépria.

Tabela 6 - Suméario da Analise de Variancia a dois fatores realizada para os dados
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 96901 na condi¢ao controle PDI (sem luz) em
biofilme

Fonte de Variacéo SQ gl QM F p nzp 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
Residuo 3.956 32 0.072
TOTAL 1784.266 40

Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 7 - Suméario da Andlise de Variancia a dois fatores realizada para os dados
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 90028 apds iluminacdo com luz LED em
biofilme

Fonte de Variacéao SQ gl QM F p nzp Poder
Curcumina 0.638 3 0.213 1378 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 0434 0.730 0.039 0.127
Residuo 4.942 32 0.154
TOTAL 1400.013 40

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 8 - Suméario da Analise de Variancia a dois fatores realizada para os dados
obtidos com a cepa C. albicans ATCC 96901 apo6s iluminacdo com luz LED em
biofilme

Fonte de Variacéao SQ gl QM F p nzp Poder
Curcumina 1.546 3 0.515 1449 0.247 0.120 0.346
Melitina 1.204 1 1204 3385 0.075 0.096 0.430
Curcumina x Melitina ~ 0.358 3 0.119 0.336 0.799 0.031 0.108
Residuo 11.384 32 0.356
TOTAL 1692.313 40

Fonte: Elaboracao prépria.
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ANEXO A: TERMO DE DOAGCAO DE CEPAS DE ISOLADOS CLINICOS DE C. albicans

\/
iég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sao José dos Campos

Instituto de Ciéncia e Tecnologia

TERMO DE DOAGAO

Eu Dra. Juliana Campos Junqueira, professora Associada do Departamento de
Biociéncias e Diagnéstico Bucal do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT) de Sao
José dos Campos - UNESP, localizada na Avenida Engenheiro Francisco José Longo,
777 - Jardim Séo Dimas, Sdo José dos Campos - SP, portadora dos documentos RG
24.562.534-3 e CPF 199.114.128-90 estou doando a Profa. Dra. Ana Claudia
Pavarina, Profa. do Departamento de Materiais Odontoldgicos e Prétese da Faculdade
de Odontologia de Araraquara - UNESP duas cepas da espécie do microrganismo
Candida albicans (CA 14 E CA 70) possibilitando a realizagdo do projeto de pesquisa
“Avaliagdo da eficacia da DNase associada a terapia fotodinamica na inativagao de

biofilmes de isolados clinicos de Candida albicans resistentes a fluconazol”.

Declaro ainda que as cepas de Candida albicans por mim doadas poderao ser
utilizadas para a realizagdo de outras pesquisas que a Profa. Ana Claudia julgar

necessario.

Sao José dos Campos, 05 de agosto de 2020

Profa. Assoc. Juliana Campos Junqueira
Disciplina de Microbiologia e Imunologia
Programa de Pos-graduagao em Biopatologia Bucal

Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal
Avenida Eng. Francisco José Longo, 777 - CEP: 12245-000 - Sao José dos Campos - Sdo Paulo - Brasil
Tel: (12) 3947-9029 - FAX: (12) 3947.9010 - e-mail: dbdb@fosjc.unesp.br
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ANEXO B — AUTORIZACAO PARA USO DE CEPAS DE ISOLADOS CLINICOS DE C.
albicans

25/03/2021 E-mail de Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - Cepas de Candida doadas a FOAr

AVA
AVAYAY

unesp - Livia Nordi Dovigo <livia.dovigo@unesp.br>

Cepas de Candida doadas a FOAr

3 mensagens

Livia Nordi Dovigo <livia.dovigo@unesp.br> 24 de margo de 2021 17:06
Para: Juliana Campos Junqueira <juliana.junqueira@unesp.br>, Ana Claudia Pavarina <ana.pavarina@unesp.br>

Prezada Profa. Juliana, como vai? Espero que este email a encontre bem e com saude.

Estou entrando em contato pois atuo junto ao laboratério de pesquisa da Profa. Ana Claudia Pavarina e tenho uma
proposta de pesquisa que necessita utilizar cepas de Candida com resisténcia a fluconazol. A professora Ana Claudia
me informou que recebeu a doagéo de duas cepas (CA 14 E CA 70) provenientes de seu laboratério para um estudo
anterior e essas cepas também se encaixam no objetivo do trabalho sob minha orientagédo. Verificamos que o termo de
doacéo autoriza a utilizacdo dessas cepas em outras pesquisas, mas, mesmo assim, gostariamos de confirmar essa
autorizagéo antes da pesquisa ser iniciada. A professora Ana Claudia nos |& em cépia para acompanhamento.
Agradego desde ja,

Atenciosamente,

Prof®. Dr®. Livia Nordi Dovigo

Assistant Professor - Biostatistics

Araraquara Dental School, Univ Estadual Paulista - UNESP
Department of Social Dentistry

www.foar.unesp.br

"We need less research, better research, and research done for the right reasons" DG Altman

Juliana Campos Junqueira <juliana.junqueira@unesp.br> 24 de margo de 2021 18:55
Para: Livia Nordi Dovigo <livia.dovigo@unesp.br>
Cc: Ana Claudia Pavarina <ana.pavarina@unesp.br>

Oi Livia e Ana Claudia

Sim, claro. Pode usar as cepas em outros trabalhos.

Abs

Juliana

Profa. Assoc. Juliana Campos Junqueira

Sao Paulo State University - ICT/UNESP

Web of Science Publons: https://publons.com/researcher/2960185/juliana-campos-junqueira/
Google Scholar: https://scholar.google.com/citations?hl=pt&user=30jyjacAAAA]
Curriculum: http:/lattes.cnpq.br/0322020541055900

Sé&o Paulo Research Foundation/Fapesp: https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/9035/

[Texto das mensagens anteriores oculto]

Livia Nordi Dovigo <livia.dovigo@unesp.br> 25 de margo de 2021 09:27
Para: Juliana Campos Junqueira <juliana.junqueira@unesp.br>
Cc: Ana Claudia Pavarina <ana.pavarina@unesp.br>

Obrigada!
Abs!

[Texto das mensagens anteriores oculto]

https://mail.google.com/mail/u/0?ik=5239452667 &view=pt&search=all&permthid=thread-a%3Ar5322982470857055010&simpl=msg-a%3Ar532463495... 1/1
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