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3. RESUMO 

 

As doenças fúngicas e a resistência aos agentes antifúngicos estão crescendo globalmente, 

destacando a necessidade de novos tratamentos eficazes. Os peptídeos bioinspirados RR, D-RR 

e WR demonstraram potente atividade antifúngica contra Candida tropicalis e Candida 

albicans. Investigamos os modos de ação desses peptídeos, abordando aspectos como 

internalização celular, danos induzidos e vias de morte celular. RR e D-RR são internalizados 

em C. tropicalis em 1,2 e 1 minuto, respectivamente, enquanto WR é rapidamente internalizado 

em C. albicans em apenas 20 segundos, principalmente por transportadores de poliaminas. 

Inibidores de transporte (CCCP, NaN₃) e temperaturas baixas (4 °C) prejudicaram a 

internalização, protegendo os fungos da morte induzida pelos peptídeos. A espermina, um 

antioxidante, reduziu os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), conferindo proteção aos 

fungos e atenuando os danos induzidos pelos peptídeos. Os peptídeos causaram intensos danos 

celulares, incluindo encolhimento celular devido ao efluxo de K⁺, hiperpolarização 

mitocondrial, acidificação do meio, permeabilização de membranas e degradação 

citoplasmática. Observamos alterações vacuolares, dano à parede celular e formação de poros. 

WR induziu especificamente blebs em C. albicans. Sob condições hipo-osmóticas, a morte 

celular foi acelerada. Estruturas similares à autofagia foram identificadas, sugerindo a ativação 

de processos de degradação celular. Além disso, a ligação dos peptídeos ao núcleo celular foi 

observada, indicando um possível alvo citoplasmático relevante para a ação antifúngica. Apesar 

do aumento de ROS, os antioxidantes demonstraram papel essencial na proteção celular, 

destacando sua relevância na modulação da toxicidade dos peptídeos. Os peptídeos não 

apresentaram toxicidade detectável em células LLC-MK2, reforçando seu potencial como 

candidatos promissores para o desenvolvimento de novos antifúngicos eficazes e seguros. 

 

Palavras-chave: transportador de poliaminas; autofagia; hiperpolarização mitocondrial; ROS; 

morte celular. 
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4. ABSTRACT 

 

Fungal diseases and resistance to antifungal agents are escalating globally, emphasizing the 

need for new effective treatments. The bioinspired peptides RR, D-RR, and WR demonstrated 

potent antifungal activity against Candida tropicalis and Candida albicans. We investigated 

the mechanisms of action of these peptides, focusing on cellular internalization, induced 

damage, and cell death pathways. RR and D-RR were internalized in C. tropicalis within 1.2 

and 1 minute, respectively, while WR was rapidly internalized in C. albicans in just 20 seconds, 

primarily via polyamine transporters. Transport inhibitors (CCCP, NaN₃) and low temperatures 

(4 °C) impaired internalization, protecting fungi from peptide-induced death. Spermine, an 

antioxidant, reduced reactive oxygen species (ROS) levels, providing fungal protection and 

mitigating peptide-induced damage. The peptides caused extensive cellular damage, including 

cell shrinkage due to K⁺ efflux, mitochondrial hyperpolarization, medium acidification, 

membrane permeabilization, and cytoplasmic degradation. Vacuolar alterations, cell wall 

damage, and pore formation were observed. WR specifically induced blebs in C. albicans. 

Under hypoosmotic conditions, cell death was accelerated. Autophagic-like structures were 

identified, suggesting activation of cellular degradation processes. Furthermore, peptide 

binding to the cell nucleus was observed, indicating a possible cytoplasmic target relevant to 

their antifungal action. Despite increased ROS levels, antioxidants played an essential role in 

cellular protection, highlighting their importance in modulating peptide toxicity. The peptides 

exhibited no detectable toxicity toward LLC-MK2 cells, reinforcing their potential as promising 

candidates for the development of effective and safe new antifungal agents. 

Keywords: polyamine transporter; autophagy; mitochondrial hyperpolarization; ROS; cell 

death. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 O Cenário Atual das Infecções Fúngicas e Resistência Antifúngica  

 

Os fungos representam uma ameaça crescente e séria para a saúde humana, causando 

milhões de infecções e mortes a nível mundial anualmente (Stewart & Paterson, 2021, Denning, 

2024, Thambugala et al., 2024). Dados recentes apontam para cerca de 6,5 milhões de casos 

anualmente, resultando em 3,8 milhões de mortes, das quais 2,5 milhões são diretamente 

causadas por infecções fúngicas (GAFFI, 2022; Denning, 2024). No quadro 1 estão alguns 

destaques sobre o impacto dos fungos na saúde humana. 

Quadro 1. Destaques do impacto de doenças fúngicas em humanos. 

Infecção Fúngica Casos Anuais Mortes Anuais Taxa de Mortalidade 

Aspergilose invasiva 2,1 milhões 1,79 milhões 85,20% 

Aspergilose pulmonar crônica 1,8 milhões 340.000 18,50% 

Candidemia e candidíase invasiva 1,5 milhões 954.000 63,60% 

Pneumonia por Pneumocystis 505.000 214.000 42,40% 

Meningite criptocócica 194.000 147.000 75,80% 

Outras infecções fúngicas graves 300.000 161.000 53,70% 

Asma fúngica 11,5 milhões 46.000 - 

Fonte: Denning, 2024 

A incidência de micoses invasivas tem apresentado um aumento preocupante, 

impulsionado por diversos fatores inter-relacionados. Evidências apontam para a influência do 

aquecimento global nesse processo, uma vez que o aumento da temperatura ambiental favorece 

a adaptação de fungos a condições térmicas mais próximas à temperatura corporal dos 

mamíferos, tornando-os mais suscetíveis a infecções (Crecy et al., 2009; Casadevall et al., 

2021). 

Um exemplo emblemático desse fenômeno é a emergência de Candida auris, uma 

levedura que, adaptada a temperaturas mais elevadas, tem causado infecções em humanos 

(Casadevall et al., 2021). Além disso, o aquecimento global promove alterações na distribuição 

geográfica de patógenos fúngicos, expandindo seu alcance e potencial de infecção (Nnadi & 

Carter, 2021). 

Paralelamente, a crescente população de indivíduos imunocomprometidos, incluindo 

idosos, portadores de vírus da imunodeficiência humana (HIV, do inglês human 

immunodeficiency virus), pacientes oncológicos, transplantados e pessoas com infecções virais 

graves, contribui para o aumento da suscetibilidade às infecções fúngicas (Fisher et al., 2022).      
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Esse cenário foi amplificado pela pandemia de COVID-19, que evidenciou a gravidade das 

coinfecções fúngicas, como aspergilose, mucormicose e candidemia, as quais agravaram o 

quadro clínico dos pacientes e elevaram as taxas de mortalidade (Lockhart et al., 2023; 

Denning, 2024). 

Conforme discutido previamente sobre o aumento das doenças fúngicas. Outro fator 

que chama a atenção é o aumento da resistência fúngica, o que torna o tratamento dessas 

infecções ainda mais desafiador (Fernández de Ullivarri et al., 2020, Fisher et al., 2022, Gow 

et al., 2022). Essa resistência pode ser intrínseca, caracterizada pela resistência natural de uma 

espécie fúngica a determinados antifúngicos.  Um exemplo clássico é a resistência inerente de 

Pichia kudriavzevii (previamente identificada como Candida krusei) ao fluconazol, que ocorre 

devido a um polimorfismo de aminoácido em sua lanosterol desacetilase, impedindo a ligação 

do fluconazol à enzima e a inibição da síntese de ergosterol (Guinea et al., 2006, Lockhart et 

al., 2023).  

Já a resistência adquirida surge quando uma espécie, inicialmente suscetível a um 

antifúngico, desenvolve mecanismos de resistência por meio de mutações ou alterações 

genéticas (Lockhart et al., 2023). Essa resistência pode ser adquirida in vivo, durante o 

tratamento, resultando em falhas terapêuticas, ou no ambiente, pela exposição prévia a 

fungicidas (Fisher et al., 2022). O desenvolvimento de resistência aos azólicos em Aspergillus 

fumigatus, associado ao uso disseminado de fungicidas azólicos na agricultura, ilustra a 

gravidade desta problemática (Strickland & Shi, 2021; Fisher et al., 2022; Gow et al., 2022).  

Com essa realidade preocupante, torna-se urgente o desenvolvimento de novos 

antifúngicos eficazes para combater essas infecções fúngicas emergentes e reduzir a 

mortalidade associada, especialmente entre as populações mais vulneráveis (Figura 1) (Campoy 

& Adrio, 2017; Stewart e Paterson, 2021). 
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Figura 1: Fluxograma representando os fatores que contribuem para o aumento global das infecções fúngicas e a 

busca por novas moléculas antimicrobianas, com destaque para os peptídeos antimicrobianos. 

 

1.2 Peptídeos Antimicrobianos e Bioinspirados como Estratégia Terapêutica 

Inovadora 

 

Os peptídeos antimicrobianos (AMPs, do inglês Antimicrobial Peptides) são 

encontrados em uma ampla gama de organismos, de bactérias a humanos, e desempenham um 

papel crucial na imunidade inata contra invasões microbianas (Carvalho & Gomes 2009; 

Carvalho & Gomes, 2011; Fernández de Ullivarri et al., 2020; Răileanu et al., 2023). Os AMPs 

consistem em um pequeno número de aminoácidos, em geral são catiônicos, e a presença de 

aminoácidos, como argininas e lisinas, confere a eles uma carga positiva em pH fisiológico 

(Brunet et al., 2022). 

A atividade dos AMPs abrange ações antibacterianas, antimicrobianas (fungos e 

parasitas), antivirais (incluindo HIV) e anticâncer, de acordo com o banco de dados ADP3 
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(Figura 2) (Huan et al., 2020). 

Figura 2. Estatísticas das principais atividades biológicas dos peptídeos 

antimicrobianos (adaptado de Huan et al., 2020)   

 

Com base nas atividades e estruturas dos AMPs naturais, os peptídeos bioinspirados 

são moléculas sintetizadas de forma racional em laboratório, projetadas a partir de AMPs de 

ocorrência natural. Esses peptídeos apresentam uma ampla variedade de modificações 

estruturais, o que resulta em maior eficiência, segurança, especificidade e uma redução 

potencial da toxicidade para células não-alvo, quando comparados aos seus equivalentes 

naturais (Cary et al., 2000; Rajasekaran et al., 2012; Rajasekaran et al., 2018). O design de 

AMPs modificados com melhores propriedades terapêuticas, são relevantes para driblar os 

desafios clínicos enfrentados por esses peptídeos (Toledo et al., 2021).  

Para aprimorar a estabilidade, prolongar a meia-vida, aumentar a atividade e melhorar 

a solubilidade e biodisponibilidade dos AMPs in vivo, modificações estruturais em AMPs 

nativos têm sido amplamente empregadas. Essas modificações podem incluir a adição, 

substituição ou exclusão de um ou mais resíduos de aminoácidos em sua sequência primária, 

permitindo a criação de variantes com propriedades otimizadas (Brogden & Brogden, 2011; 

Gentilucci et al., 2016). 

O design de peptídeos segue estratégias que englobam cinco principais aspectos: o 

comprimento da cadeia, a estrutura secundária, a carga líquida, a anfifilicidade e a 

hidrofobicidade. Cada um desses elementos é cuidadosamente ajustado para maximizar a 

eficácia antimicrobiana, garantindo ao mesmo tempo a estabilidade estrutural dos peptídeos. 

60%

26%

4%
3%

5% 2%

Atividade dos AMPs 

Peptídeos antibacterianos

Peptídeos antifúngicos

Peptídeos antivirais
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Peptídeos anti-HIV
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Além disso, a introdução de D-aminoácidos na sequência dos AMPs tem sido amplamente 

utilizada para melhorar a resistência contra proteases, prolongando sua estabilidade em 

ambientes biológicos complexos (Torres et al., 2019; Zhong et al., 2020; Huan et al., 2020). 

Fatores adicionais, como o custo de produção, o pH ideal para a atividade 

antimicrobiana, a eficácia em condições ambientais adversas e a resposta imunológica do 

hospedeiro ao peptídeo, também devem ser considerados no processo de design. A otimização 

desses fatores é essencial para viabilizar o uso dos AMPs como terapias antimicrobianas 

eficazes e economicamente viáveis, especialmente em cenários clínicos desafiadores (Torres et 

al., 2019; Huan et al., 2020). 

 

1.3 A Defensina Vu-Def1 como Modelo para o Design de Peptídeos 

 

Nosso grupo tem se dedicado ao estudo de AMPs presentes nas sementes de Vigna 

unguiculata L. Walp. (feijão-de-corda). A partir desse material, foram isolados dois peptídeos 

ricos em cisteína: uma defensina e uma proteína transportadora de lipídeos (Figura 3), ambos 

com comprovada atividade biológica in vitro contra os fungos fitopatogênicos Fusarium 

oxysporum e Fusarium solani, além da levedura Saccharomyces cerevisiae (Carvalho et al., 

2001) . 

 

 

 

Figura 3. (A) Eletroforese em gel SDS-tricina de peptídeos purificados de sementes de caupi. 1, pico H1 da 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês high performance liquid chromatography) ; 2, pico H2 

da cromatografia HPLC; 3, fração P3 do Sephadex G-50. Os números laterais na raia (M) referem-se a marcadores 

de massa molecular (Da). (B) Comparação das sequências de aminoácidos de defensinas deduzidas de cDNAs ou 

sequenciamento de proteínas. Resíduos de cisteína e glicina estão dentro de caixas. (C) Comparação das 
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sequências de aminoácidos de proteínas transportadoras de lipídeos deduzidas de cDNAs ou sequenciamento de 

proteínas. Resíduos de cisteína e glicina estão dentro de caixas. 

A defensina isolada foi clonada e a partir de seu cDNA obtido por RT-PCR no qual a 

sequência completa do peptídeo foi obtida, recebendo a denominação Vu-Def1 (Vigna 

unguiculata defensin one) (Carvalho et al., 2006) (Figura 4).  

 

Figura 4. A sequência nucleotídica do fragmento de 401 pb amplificado em RT-PCR usando iniciador desenhado 

a partir da defensina de sementes de V. unguiculata madura sem o peptídeo sinal, e clonado no pCR2.1-TOPO. A 

sequência de aminoácidos deduzida de Vu-Def1 é mostrada abaixo da sequência nucleotídica. O códon de parada 

é mostrado em negrito. A sequência amino terminal usada para o desenho do iniciador é mostrada em cinza. 

(Adaptada de Carvalho et al., 2006, com modificações). 

Dando continuidade às pesquisas, a Vu-Def1 foi expressa de forma recombinante e 

apresentou atividade antimicrobiana significativa contra promastigotas de Leishmania 

amazonensis, um patógeno humano de alta relevância médica (Souza et al., 2013) (Figura 5). 
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Figura 5. Ensaio de inibição do crescimento de Leishmania amazonensis na ausência (controle) e presença de 100 

µg/mL de defensinas recombinante (Vu-Defr) e natural (Vu-Def). O crescimento foi observado após 24 e 48 h. 

(Adaptada de Souza et al., 2013, com modificações). 

Dando continuidade aos estudos, foi projetado um peptídeo baseado na região de alça 

das fitas β2 e β3 da defensina VuDef1, correspondente ao γ-core, uma região estrutural altamente 

conservada em AMPs e associada à sua atividade biológica (Figuras 6A). O γ-core é um 

elemento estrutural identificado por Yount & Yeaman (2004), que analisaram diversas classes 

de AMPs e descobriram um padrão comum em sua organização espacial. Eles demonstraram 

que essa região concentra a atividade biológica dos AMPs e a denominaram γ-core devido à 

similaridade estrutural com a letra grega "γ". Para defensinas de plantas, o γ-core possui a 

fórmula NH2-[X1-3]-[GXC]-[X3-9]-[C]-COOH, onde X representa qualquer aminoácido 

(Figuras 6C).  

Com base nessas características, o peptídeo projetado contém 15 resíduos de 

aminoácidos, com a sequência L32SGRARD37D38VRAWATR46, e foi denominado A36,42,44,γ32-

46Vu-Def. Nesse nome, A36,42,44 refere-se à substituição dos resíduos de cisteína por alanina, 

uma modificação feita para evitar a formação de pontes dissulfeto indesejadas e eliminar 

cisteínas livres. Já γ32-46 indica a posição correspondente do peptídeo na estrutura primária da 

VuDef1. Para simplificar, o peptídeo foi abreviado como DD, devido aos dois resíduos 

adjacentes de ácido aspártico em sua sequência. 

 

Figura 6. Representação esquemática da estrutura terciária de Vu-Defr. (A) Modelo estrutural de VuDefr de Vigna 

unguiculata. O cinza representa os elementos não estruturados, o vermelho representa a α-hélices o azul claro 

representa as folhas β e o azul escuro representa a região do γ-core e sua correspondente estrutura primária da qual 
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foi deriva do peptídeo A36,42,44γ32-46VuDef (DD)(Adaptado de Souza et al., 2019). (B) Propriedades químicas do 

peptídeo sintético DD. (C) Representação estrutura terciária de diversos AMPss onde está destacado em vermelho 

o γ-core. Ah-AMP1 (defensina vegetal isolada de castanhas-da-índia); Charybdotoxina (toxina peptídica derivada 

do veneno de escorpião); MGD-1 (defensina isolada do mexilhão); Conotoxina (peptídeos neurotóxicos 

encontrados no veneno dos caramujos); HNP-3 (defensina isolada de neutrófilos humanos); BDS-1 (peptídeo 

isolado do veneno da anêmona marinha); Protegrina (peptídeo isolado de leucócitos suínos); Crotamina (peptídeo 

isolado do veneno de cascavel) (Adaptada Yount e Yeaman (2004), com modificações). 

O peptídeo DD demonstrou manter sua atividade biológica contra a L. amazonensis e 

teve seu modo de ação parcialmente elucidado (Figura 7). Estudos revelaram que DD atua 

provocando perturbações na membrana do protozoário, induzindo a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species), promovendo a perda do 

potencial de membrana mitocondrial e desencadeando vias apoptóticas (Souza et al., 2019). 

 

Figura 7. Ensaio de 

inibição do crescimento de Leishmania 

amazonensis na ausência (controle) e 

presença de 100 µg/mL de defensinas 

recombinante (Vu-Defr) e de 

A36,42,44γ32-46Vu-Def (seta vermelha). A 

porcentagem de inibição do 

protozoário é mostrada acima das 

barras (Adaptado de Souza et al., 

2019). 

A importância do γ-core se destaca não apenas pela sua função na atividade biológica 

dos AMPs, mas também por seu potencial no desenvolvimento de novas moléculas bioativas. 

A compreensão dessa região abre caminho para a criação de peptídeos antimicrobianos 

sintéticos, com aplicações terapêuticas voltadas ao combate de patógenos fúngicos e 

protozoários.  

Com base nos resultados obtidos para o peptídeo DD em L. amazonensis, foi avaliada 

sua atividade inibitória contra cinco espécies de leveduras de interesse clínico, além da levedura 

modelo S. cerevisiae. No entanto, DD não demonstrou atividade inibitória significativa contra 
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essas leveduras (Figura 8) (Toledo et al., 2021). 

 

Figura 8: Crescimento das leveduras na ausência (controle) e na presença do peptídeo sintético DD na 

concentração de 18,5 µM por 24 h. As imagens dos fundos dos poços com o padrão de crescimento de cada espécie 

de levedura são mostradas abaixo das barras. A imagem é representativa de um ensaio em triplicata. ns = não 

significativo em relação ao controle (Adaptado de Toledo et al., 2021). 

 

Esse resultado motivou esforços para aprimorar a atividade antifúngica de DD, 

especialmente contra leveduras, por meio do desenho de novos peptídeos. Para isso, foram 

realizadas alterações nos parâmetros bioquímicos do peptídeo, envolvendo substituições 

específicas de aminoácidos. O desenvolvimento desses novos peptídeos foi fundamentado em 

uma ampla pesquisa em bancos de dados, acompanhada de uma análise detalhada da literatura 

científica. Esse estudo compilou informações sobre a correlação entre as estruturas primárias 

de defensinas de plantas, suas atividades biológicas e parâmetros como carga elétrica e 

hidrofobicidade (Figura 9) (Toledo et al., 2021). 
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Figura 9: Comparação das estruturas primárias deVu-Def1 e DD com algumas das defensinas que relataram a 

correlação entre a estrutura primária e a atividade biológica. Os quadrados azuis indicam alguns aminoácidos que 

foram importantes para as atividades biológicas das defensinas e que foram selecionados para alterações 

direcionadas em DD (Adaptado de Toledo et al., 2021). 

Com base nessa análise, foram projetados três novos peptídeos, com modificações 

direcionadas para otimizar a carga, aumentar a hidrofobicidade e ajustar a quiralidade, visando 

maximizar sua eficácia antifúngica (Figura 10) (Toledo et al., 2021). 
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Figura 10: (A) Estrutura primária e modificações de VuDef1 para a bioinspiração dos peptídeos DD, RR e WR. (B) Tabela demonstrativa das estruturas primárias e propriedades físico-químicas 

em cinza escuro está indicada a metionina inicial, cinza claro os demais resíduos de aminoácidos, preto os resíduos de interesse, a caixa vermelha indica a posição do γ-core (Adaptado de Toledo 

et al., 2021).
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O peptídeo denominado como A36,42,44R37,38γ32-46Vu-Def abreviado como RR, teve como 

mudança troca de dois aminoácidos carregados negativamente, ácido aspártico (Asp), nas 

posições 37 e 38 por duas argininas (Arg). Esta troca o que fez com que a carga líquida de RR 

aumentasse de +2 para +6, e sua hidrofobicidade aumentasse de +21.98 para +18.32 kcal/mol 

(hidrofobicidade calculada de acordo com a escala de Wimley-White que quanto maior o valor 

positivo, mais hidrofílico é o peptídeo, e inversamente, maior valor negativo, mais hidrofóbico 

é o peptídeo). O peptídeo D-A36,42,44R37,38γ32-46Vu-Def (com o prefixo D- indicando a mudança 

na quiralidade), abreviado como D-RR, diferencia-se do RR pela utilização de aminoácidos em 

sua forma dextrogira (D-enantiômeros). Essa modificação foi realizada com base em estudos 

que apontam que aminoácidos na configuração D podem conferir maior resistência a ações 

enzimáticas, preservando a atividade antimicrobiana do peptídeo. Além disso, peptídeos 

contendo D-enantiômeros geralmente apresentam menor toxicidade para células de mamíferos, 

tornando-os alternativas promissoras para aplicações terapêuticas (Zhu et al., 2007; Matsuzaki, 

2009; Toledo et al., 2021). O peptídeo A36,42,44R37,38W36,40γ32-46VuDef, apelidado de WR, foi 

projetado com o objetivo de aumentar sua hidrofobicidade em comparação ao peptídeo RR. 

Para isso, as substituições dos resíduos alanina na posição 36 (A36) e valina na posição 40 

(V40) por triptofano (W), um aminoácido aromático, foram realizadas. Essas alterações, 

resultaram em um aumento significativo na hidrofobicidade do peptídeo WR, que apresentou 

um valor de +14,10 kcal/mol, em comparação a RR (+18,32 kcal/mol) e DD (+21,98 kcal/mol). 

A maior hidrofobicidade pode estar associada a uma interação mais eficiente com membranas 

biológicas, contribuindo para a atividade antimicrobiana do peptídeo (Toledo et al., 2021). 

Os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos demonstraram que as modificações 

direcionadas nos resíduos de aminoácidos foram eficazes em melhorar a atividade antifúngica 

dos peptídeos RR, D-RR e WR, em comparação ao peptídeo DD (Figura 11). As alterações 

estratégicas na carga, hidrofobicidade e quiralidade foram fundamentais para potencializar a 

interação dos peptídeos com as células fúngicas, refletindo em um desempenho superior nos 

testes realizados (Toledo et al., 2021). 
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Figura 11: Crescimento das leveduras na ausência (controle) e na presença dos peptídeos sintéticos RR (A), D-

RR (B) e WR (C) na concentração de 18,5 µM por 24 h. As imagens dos fundos dos poços com o padrão de 

crescimento de cada espécie de levedura são mostradas abaixo das barras. A imagem é representativa de um ensaio 

em triplicata. ns = não significativo em relação ao controle (Adaptado de Toledo et al., 2021). 
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1.3 Relevância do Estudo para Candida spp. como Alvo Terapêutico 

 

Os resultados obtidos com os peptídeos bioinspirados RR, D-RR e WR evidenciam 

seu potencial como agentes antifúngicos eficazes, especialmente contra Candida tropicalis e 

Candida albicans (Figura 11), espécies amplamente reconhecidas por seu papel como 

patógenos oportunistas. Infecções fúngicas causadas por Candida spp. representam um desafio 

significativo para a saúde pública, devido à sua elevada morbimortalidade, principalmente em 

pacientes imunocomprometidos, e à crescente resistência aos antifúngicos convencionais 

(Stewart & Paterson, 2021; WHO, 2022; Denning, 2024; Thambugala et al., 2024) 

Entre as espécies do gênero Candida, C. albicans é a mais prevalente em infecções 

sistêmicas e mucocutâneas, enquanto a C. tropicalis se destaca como uma das principais causas 

de candidemia, especialmente em ambientes hospitalares. Reconhecendo a gravidade dessas 

infecções e a crescente resistência antifúngica, a Organização Mundial da Saúde (OMS) incluiu 

C. albicans e C. tropicalis em sua lista de patógenos fúngicos prioritários. C. albicans foi 

classificada no grupo de prioridade crítica, enquanto C. tropicalis foi incluída no grupo de alta 

prioridade. Além disso, ambas apresentam mecanismos adaptativos, como a formação de 

biofilmes, mecanismos de efluxo, alterações na parede celular, alterações na síntese de 

ergosterol e modificações na via da calcineurina e também na integridade da parede celular, 

que dificultam o tratamento e aumentam a resistência aos medicamentos. Evidenciando a 

urgência em desenvolver novas abordagens terapêuticas para o controle dessas espécies 

(Fernández de Ullivarri et al., 2020; WHO, 2022; Gow et al., 2022; Lockhart et al., 2023; 

Thambugala et al., 2024).  

Nesse contexto, a busca por novas terapias que combinem eficácia, especificidade e 

segurança é fundamental para superar essas limitações e ampliar as opções terapêuticas. A 

relevância do estudo de Candida spp. como alvo terapêutico está diretamente ligada à 

necessidade de compreender os mecanismos de ação dos novos peptídeos bioinspirados e 

avaliar sua eficácia no combate a essas espécies. Assim, a caracterização detalhada da atividade 

dos peptídeos RR, D-RR e WR contra C. albicans e C. tropicalis não apenas fortalece seu 

potencial como alternativas terapêuticas promissoras, mas também contribui para a ampliação 

do conhecimento sobre as interações entre os AMPs e os fungos-alvo. Essa investigação é 

crucial para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes e direcionadas no tratamento de 

infecções fúngicas. 

 

1.4 Modo de Ação de Peptídeos Antifúngicos  
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No campo da biotecnologia e medicina, compreender os mecanismos pelos quais 

moléculas bioativas exercem seus efeitos é fundamental para o desenvolvimento de terapias 

inovadoras, mais eficazes e seguras. Os peptídeos bioinspirados têm se destacado como agentes 

antimicrobianos promissores, com diversas estratégias de ação descritas, incluindo a 

desestabilização de membranas celulares, a geração de ROS e a indução de processos 

intracelulares que levam à inibição do crescimento ou morte das células microbianas (Souza et 

al., 2019; Parisi et al., 2019). 

Esforços significativos têm sido direcionados à identificação, em nível molecular, dos 

processos e vias de sinalização ativados por esses peptídeos. Além de ampliar o entendimento 

de seus modos de ação, essas investigações têm permitido o desenvolvimento de novas 

moléculas bioativas com maior especificidade e menor toxicidade. Esse conhecimento é crucial 

para explorar o potencial dos peptídeos como terapias antifúngicas eficazes, especialmente 

diante da necessidade de mais estudos sobre a relação entre estrutura e mecanismos de ação 

(Koehbach & Craik, 2019; Toledo et al., 2021). 

Nesse contexto, os peptídeos antifúngicos apresentam uma diversidade de modos de 

ação, desde interações diretas com a membrana celular até processos intracelulares complexos. 

Por exemplo, o peptídeo LfcinB15 (derivado da lactoferrina bovina) apresenta um modo de 

ação multifacetado contra C. albicans. Inicialmente, liga-se à membrana celular, promovendo 

sua perturbação, seguido de internalização. Uma vez dentro da célula, pode ser encontrado nos 

vacúolos e induz a geração de ROS, causando disfunção mitocondrial, perda do potencial de 

membrana mitocondrial e bloqueio da respiração celular. No entanto, o mecanismo exato de 

entrada do peptídeo ainda não foi elucidado (Chang et al., 2021). 

De forma semelhante, o peptídeo sintético PuroA (baseado no domínio rico em 

triptofano da puroindolina A do trigo) também atua contra C. albicans. Após ligação em um 

ponto específico da membrana, transloca-se para o citoplasma, onde atinge alvos intracelulares, 

como o DNA. Esse processo é seguido por ruptura da membrana plasmática entre 25 e 45 min 

de incubação (Shagaghi et al., 2017). 

Já o peptídeo Histatina-5 (um AMP presente na saliva humana) apresenta um modo 

dependente da concentração. Em baixas concentrações, é internalizado por endocitose e 

direcionado aos vacúolos, enquanto sua ação letal ocorre apenas após translocação direta para 

o citoplasma, mediada possivelmente por transportadores. Esse processo causa desbalanço 

iônico devido ao efluxo de íons, levando à morte celular (Mochon & Liu, 2008; Jang et al., 

2010; Kumar et al., 2011). 
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As defensinas vegetais também têm sido amplamente investigadas. A NaD1 (defensina 

da planta Nicotiana alata) é internalizada por um processo dependente de energia, sugerido 

como endocitose, e sua internalização está associada à geração de ROS, permeabilização de 

membrana e morte celular (Hayes et al., 2018). Modos semelhantes foram descritos para outras 

defensinas, como a MtDef4 (Medicago truncatula) em Neurospora crassa (El-Mounadi et al., 

2016) e da proteína antifúngica PAF (Penicillium chrysogenum) em Aspergillus nidulans 

(Oberparleiter et al., 2003). 

Compreender os modos de ação dos AMPs bioinspirados é essencial por várias razões: 

(1) facilita seu uso como agentes antimicrobianos; (2) identifica possíveis alvos terapêuticos 

para infecções fúngicas; (3) permite modificações racionais que aumentem sua estabilidade e 

reduzam a toxicidade em células não-alvo; e (4) aprimora a escolha de estratégias para 

direcionar os peptídeos ao local de ação (Soares et al., 2017). A relevância médica desses 

peptídeos impulsiona investigações contínuas sobre seus mecanismos, já que muitos aspectos 

de sua atuação sobre células-alvo ainda permanecem pouco esclarecidos. 

Este documento de tese está estruturado em três capítulos que se referem a três 

manuscritos científicos elaborados durante o período de doutoramento. Cada capítulo 

corresponde a um manuscrito completo. No término da tese, são expostas as principais 

conclusões do estudo. 

O Capítulo 1 aborda os diferentes mecanismos de morte celular induzidos pelos 

peptídeos bioinspirados em leveduras oportunistas. Os dados sobre a cinética de morte, análise 

morfológica e avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foram obtidos 

durante o meu mestrado. Os experimentos relacionados ao peptídeo WR foram conduzidos 

durante o doutorado do Dr. Filipe Zaniratti Damica, enquanto os dados referentes aos peptídeos 

RR e D-RR foram obtidos por mim. 

O Capítulo 2 explora o papel do K⁺ intracelular na proteção de fungos dimórficos 

patogênicos contra a morte celular induzida por peptídeos antimicrobianos bioinspirados. Parte 

dos dados sobre o peptídeo WR foi gerada no doutorado do Dr. Filipe Zaniratti Damica. Já os 

experimentos com os peptídeos RR e D-RR foram inteiramente conduzidos por mim, assim 

como as análises de zimografia e microscopia eletrônica de transmissão (MET) para WR. 

O Capítulo 3 investiga o mecanismo de internalização dependente de energia, a 

localização citoplasmática e o impacto dos peptídeos na ultraestrutura fúngica. Parte dos 

resultados relacionados ao peptídeo WR foi obtida durante o doutorado do Dr. Filipe Zaniratti 

Damica. Os dados sobre os peptídeos RR e D-RR foram integralmente obtidos por mim, 

incluindo as análises de microscopia confocal, MET, microscopia eletrônica de varredura e 
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DNA shift para WR. 
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3- OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Estudar a interação e o modo de ação dos peptídeos sintéticos A36,42,44R37,38γ32-

46Vu-Def (RR) e D-A36,42,44R37,38γ32-46Vu-Def (D-RR) sobre células de Candida tropicalis, 

e A36,42,44R37,38W36,40γ32-46VuDef (WR) sobre células de Candida albicans. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar as alterações morfológicas e a ultra estruturais induzidas pelos peptídeos 

em leveduras, incluindo redução no tamanho celular, condensação de cromatina 

e danos observados por microscopia eletrônica de transmissão e varredura. 

• Analisar a funcionalidade mitocondrial em leveduras expostas aos peptídeos, 

com ênfase na hiperpolarização mitocondrial e na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS);  

• Identificar os processos de morte celular desencadeados pelos peptídeos, 

incluindo a ativação de metacaspases, a cinética de morte celular e a 

caracterização do tipo de morte (programada ou acidental) para cada levedura e 

peptídeo;  

• Verificar o papel de ROS na toxicidade dos peptídeos utilizando antioxidantes; 

• Investigar o papel do efluxo de K+ no encolhimento celular e sua contribuição 

para a morte fúngica induzida pelos peptídeos; 

• Avaliar os efeitos dos peptídeos em processos celulares como estresse oxidativo, 

hiperpolarização mitocondrial, permeabilização de membrana, acidificação do 

meio e degradação celular;  

• Estudar a interação dos peptídeos, com a membrana celular das leveduras por 

meio do potencial de membrana, baixa temperatura, inibidor de endocitose e 

transportadores de poliamina; 

• Estimar seletividade dos peptídeos frente às células de mamíferos da linhagem 

LLC-MK2. 
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RESUMO 

 

O manejo de doenças fúngicas impõe uma necessidade urgente de desenvolvimento 

de medicamentos antifúngicos eficazes. Entre os novos candidatos a medicamentos estão os 

peptídeos antimicrobianos, especialmente seus derivados. Neste estudo, investigamos o 

mecanismo molecular de ação de três peptídeos bioinspirados contra as leveduras oportunistas 

Candida tropicalis e Candida albicans. Avaliamos alterações morfológicas, funcionalidade 

mitocondrial, condensação de cromatina, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

ativação de metacaspases e ocorrência de morte celular. Nossos resultados indicaram que os 

peptídeos induziram cinéticas de morte celular marcadamente contrastantes: 6 horas para RR e 
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3 horas para D-RR em C. tropicalis e 1 hora para WR em C. albicans. As leveduras tratadas 

com os peptídeos apresentaram aumento nos níveis de ROS, hiperpolarização mitocondrial, 

redução no tamanho celular e condensação de cromatina. RR e WR induziram necrose em C. 

tropicalis e C. albicans, mas D-RR não induziu necrose em C. tropicalis. O antioxidante ácido 

ascórbico reverteu o efeito tóxico de RR e D-RR, mas não de WR, sugerindo que, além de ROS, 

existe um segundo sinal desencadeado que leva à morte das leveduras. Nossos dados sugerem 

que RR induziu uma morte celular acidental regulada em C. tropicalis, D-RR induziu uma 

morte celular programada independente de metacaspases em C. tropicalis, enquanto WR 

induziu uma morte celular acidental em C. albicans. Os resultados foram obtidos com a LD100 

e dentro do período em que os peptídeos induzem a morte das leveduras. Nesse intervalo 

temporal, nossos resultados permitem elucidar os eventos desencadeados pela interação dos 

peptídeos com as células e sua ordem temporal, proporcionando um melhor entendimento do 

processo de morte induzido por eles.  

 

Palavras-chave 

peptídeos antimicrobianos; morte celular acidental; morte celular regulada; tempo de morte; 

hiperpolarização mitocondrial 

Destaques 

● Há uma necessidade de desenvolver terapias eficazes para o tratamento de doenças 

fúngicas. 

● A indução de ROS por peptídeos bioinspirados está associada à hiperpolarização 

mitocondrial. 

● As ROS não são o executor final da morte das leveduras, sugerindo a atuação de um 

segundo sinal. 

● O destino celular das leveduras é determinado após 15 minutos de interação com os 

peptídeos. 

● Diferentes mecanismos de morte são induzidos por três peptídeos bioinspirados contra 

leveduras
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RESUMO 

 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são medicamentos promissores, embora seus mecanismos 

de combate a fungos permaneçam parcialmente desconhecidos. Nós projetamos três AMPs 

(dAMPs) denominados RR, D-RR e WR, e avaliamos suas ações sobre Candida tropicalis e 

Candida albicans. Entre suas ações está a redução do volume celular causada pelo efluxo de 

K+ das células fúngicas. Investigamos o envolvimento de K+ na morte fúngica induzida por 

esses peptídeos. Avaliamos a redução do volume celular, estresse oxidativo, hiperpolarização 

mitocondrial, permeabilização de membrana, acidificação do meio, atividade antimicrobiana 

em condições hipo-osmóticas e degradação celular. Ensaios de viabilidade foram realizados 

com bloqueadores de canais e adição de K+ em diferentes momentos. As interações dos dAMPs 

com sais e células fúngicas foram analisadas por dicroísmo circular e microscopia. Os canais 

de K+ e Cl- não estiveram diretamente envolvidos na morte induzida pelos dAMPs. A 

suplementação com K+ protegeu as células fúngicas da morte. Nos testes, os cátions 

frequentemente desativaram os peptídeos por neutralização de cargas. Os peptídeos mantiveram 

sua conformação na presença de K+ e foram encontrados no citoplasma celular, indicando que 

K+ não neutralizou suas cargas. K+ não preveniu o estresse oxidativo, mas protegeu contra a 

redução do volume celular e a hiperpolarização mitocondrial. Os dAMPs estimularam 

rapidamente a acidificação do meio, seguida de inibição após 1 minuto, e K+ preveniu essa 

acidificação. A permeabilização da membrana ocorreu após 20 minutos, sendo mais rápida com 

o peptídeo WR, explicando a ausência de proteção pelos bloqueadores. A morte fúngica foi 

acelerada em condições hipo-osmóticas. A eletroforese revelou degradação de proteínas, 

enquanto a análise ultraestrutural das células mostrou vacuolização, indicativa de degradação 

citoplasmática. Assim, K+ preveniu a morte celular ao manter seus níveis internos, evitando a 

ativação do processo de degradação celular. 

Palavras-chave 

acidificação extracelular; internalização de peptídeos; fluxo iônico; ultraestrutura
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RESUMO 

 

As doenças fúngicas e a resistência aos agentes antifúngicos estão aumentando 

globalmente, destacando a necessidade de terapêuticas inovadoras. Os peptídeos bioinspirados 

RR, D-RR e WR exibem potente atividade antifúngica. Estudamos o mecanismo de ação desses 

peptídeos, com foco na internalização celular e nos danos induzidos. RR e D-RR são 

internalizados em C. tropicalis em 1,2 e 1 minuto, respectivamente, enquanto WR é 

internalizado em C. albicans em 20 segundos. CCCP, NaN₃ e temperaturas de 4 °C 

prejudicaram a internalização e protegeram os fungos contra a morte induzida pelos peptídeos. 

A espermina reduziu os níveis de espécies reativas de oxigênio, conferindo proteção aos fungos 

sem bloquear a internalização. Em conjunto, nossos resultados indicam que a entrada ocorre 

principalmente por transportadores de poliaminas. Os peptídeos causaram extensos danos 

celulares, afetando vacúolos, mitocôndrias e a parede celular, levando ao vazamento 

citoplasmático e à formação de poros. WR induziu exclusivamente a formação de blebs em C. 

albicans. Estruturas semelhantes a autofagia foram observadas. Os peptídeos não apresentaram 

toxicidade detectável em células LLC-MK2 de mamíferos. Esses achados reforçam o potencial 

dos peptídeos RR, D-RR e WR como candidatos promissores para novas terapêuticas. 

 

Palavras-chave: transportador de poliaminas; autofagia; endocitose
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7. CONCLUSÕES 

 

As doenças fúngicas representam um desafio crescente para a saúde global, 

especialmente devido ao aumento da resistência aos antifúngicos disponíveis. Nesse contexto, 

os AMPs surgem como uma promissora alternativa terapêutica. Nesta tese, investigamos os 

mecanismos de ação dos peptídeos bioinspirados RR, D-RR e WR contra Candida tropicalis e 

Candida albicans, destacando sua internalização, indução de danos celulares e papel no 

desencadeamento da morte fúngica. 

Nossos achados demonstraram que esses peptídeos possuem mecanismos de 

internalização distintos e rápidos, mediados principalmente por transportadores de poliaminas. 

A inibição desse transporte e a redução da temperatura prejudicaram a entrada dos peptídeos 

nas células fúngicas, conferindo proteção aos microrganismos. Além disso, identificamos que 

a espermina, um antioxidante, reduziu os níveis de ROS e protegeu as células fúngicas da 

toxicidade induzida pelos peptídeos, reforçando a importância do estresse oxidativo no 

processo de morte celular. 

Os danos celulares induzidos pelos peptídeos incluíram encolhimento celular devido 

ao efluxo de K⁺, hiperpolarização mitocondrial, acidificação do meio, permeabilização da 

membrana e degradação citoplasmática. Alterações estruturais, como vacuolização, dano à 

parede celular e formação de poros, foram observadas, evidenciando a extensão da disrupção 

celular causada por esses peptídeos. WR, em particular, induziu a formação de blebs em C. 

albicans, sugerindo um mecanismo de ação diferenciado. Além disso, a observação da ligação 

dos peptídeos ao núcleo celular indica um possível alvo citoplasmático relevante para sua 

atividade antifúngica. 

Importante ressaltar que os peptídeos estudados não demonstraram toxicidade 

detectável em células LLC-MK2, reforçando seu potencial como agentes antifúngicos seguros. 

Os resultados obtidos contribuem significativamente para a compreensão dos mecanismos de 

ação dos AMPs e abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias antifúngicas 

inovadoras e eficazes. 

Dessa forma, esta tese reforça a relevância dos peptídeos bioinspirados como 

candidatos promissores no combate às infecções fúngicas, fornecendo bases científicas para 

futuras aplicações terapêuticas e aprimoramento do design de novos antifúngicos. 
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