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RESUMO  

As infecções causadas pelo gênero Candida são consideradas emergentes, com aumento 

substancial de ocorrências e gravidade. Algumas espécies de Candida são comensais, 

porém quando há um desequilíbrio entre os microrganismos e seu hospedeiro, as infecções 

são favorecidas. Considerando o aumento da mortalidade por infecções fúngicas, assim 

como a taxa de resistência aos antifúngicos clássicos, o desenvolvimento de novas 

estratégias de controle se torna necessário. Nesse contexto, peptídeos com potenciais 

funções terapêuticas representam estratégias promissoras. A urease de Proteus mirabilis 

(PMU) consiste em um trímero de trímeros (ABC)3, denominados α, β e γ. Como visto 

para outras ureases, a PMU também induz efeitos independentes de sua ação enzimática, 

como ativação de plaquetas humanas, atividades antifúngicas e entomotóxicas. Além disso, 

análises com domínios isolados de PMU indicaram que a maior parte dessas atividades é 

desempenhada pelo domínio β (PmUreβ). Considerando a potencial aplicabilidade 

biotecnológica de PmUreβ como peptídeo antimicrobiano, o presente trabalho aprofundou 

os estudos nos efeitos e no mecanismo de ação do peptídeo frente a distintas espécies de 

Candida. Para a expressão heteróloga, a região codificadora do peptídeo foi clonada e 

expressa em Escherichia coli. O peptídeo foi purificado por cromatografia de afinidade de 

níquel. Ensaios in vitro foram realizados para avaliar os efeitos de PmUreβ na proliferação 

de leveduras, micromorfologia, produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

integridade de membrana e parede celular, além de toxicidade em células humanas. A 

concentração inibitória mínima (CIM) de PmUreβ variou de 4,5 a 9 µM. Além disso, há 

indícios que PmUreβ alterou a permeabilidade da membrana das leveduras. A produção de 

EROs pode estar envolvida na perturbação, tendo em vista que a produção de EROs foi 

elevada na presença do peptídeo, podendo causar peroxidação lipídica, resultando no 

aumento da permeabilidade. Análises por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

revelaram a presença de potenciais fibras da matriz extracelular envolvendo aglomerados 

de células e a possível presença de vesículas extracelulares. Além disso, as células de 

Candida tratadas com PmUreβ apresentaram superfícies celulares deformadas, sugerindo a 

parede celular como alvo. Numerosas cicatrizes de brotos não polares em células tratadas 

com o peptídeo foram observadas, o que sugere que o processo normal de divisão da 

levedura pode ter sido interrompido. Também é importante ressaltar que o peptídeo não 
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apresentou efeito nocivo em células de mamíferos. Esses resultados sugerem que PmUreβ 

pode ter potencial como peptídeo fungitóxico, destacando seu interesse biotecnológico. 

ABSTRACT 

Infections caused by Candida genus are considered emerging, with a substantial increase 

in occurrences and severity. Some species of Candida are commensals, however when 

there is an imbalance between microorganisms and their host, infections are favored. 

Considering that mortality from fungal infections has been rising, and that the rate of 

resistance to classic antifungal drugs increased, the development of new control strategies 

is highly necessary. In this context, interest in peptides with therapeutic functions has 

enhanced. Proteus mirabilis urease (PMU) consists of a trimer of (ABC)3 trimers, called α, 

β and γ. As seen for other ureases, PMU also induces effects independent of its enzymatic 

action, such as activation of human platelets, antifungal and entomotoxic activities. In 

addition, analyses with isolated domains of PMU indicated that most of these biological 

activities are performed by the β domain (PmUreβ). Considering the potential 

biotechnological applicability of PmUreβ as an antimicrobial peptide, the present work has 

deepened the studies on effects and mechanism of action of the peptide on Candida spp. 

For recombinant peptide production, the gene coding region was cloned and expressed in 

E. coli. The peptide was purified using nickel affinity chromatography. In vitro assays 

were carried out to test PmUreβ effects on yeast proliferation, yeast micromorphology, the 

production of reactive oxygen species (ROS), the effect on the cell membrane and wall, 

and toxicity on human cells. The minimum inhibitory concentration (MIC) of PmUreβ 

ranged from 4.5 to 9 µM. In addition, we demonstrated that PmUreβ can alter cell 

membrane permeability. ROS production may be involved in membrane perturbation, as 

ROS can cause lipid peroxidation, given that ROS production was increased in the 

presence of the peptide, which can alter the bilayer structure and increase its permeability. 

Scanning Electron Microscopy (SEM) revealed the presence of potential extracellular 

matrix fibers encompassing cell clusters and the possible presence of extracellular vesicles. 

Also, Candida cells appeared to be damaged by PmUreβ, as evidenced by the deformed 

cell surfaces, suggesting cell wall as a target. Numerous non-polar bud scars on cells 

treated with the peptide were observed which suggest that the normal yeast division 

process may have been disrupted. Importantly, the peptide did not present a harmful effect 
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on mammalian cells. These results suggest that PmUreβ may have potential as a fungitoxic 

peptide, highlighting its biotechnological interest. 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. INFECÇÕES FÚNGICAS  

 

Nas últimas três décadas observou-se um aumento na incidência de micoses 

sistêmicas, principalmente em indivíduos imunocomprometidos (SHIKANAI-YASUDA, 

2015; VALLABHANENI et al., 2016a). Segundo o GAFFI (Global Action for Fungal 

Infection), mais de 400 milhões de pessoas em todo o mundo sofrem anualmente de 

infecções fúngicas, que têm um impacto substancial na saúde humana (GLOBAL ACTION 

FOR FUNGAL INFECTION, 2021). Além disso, mesmo com a disponibilidade de 

antifúngicos, acredita-se que as infecções fúngicas por leveduras e fungos filamentosos 

excedam um milhão de mortes anuais em todo o mundo, embora os relatórios sejam 

subestimados devido à disponibilidade inadequada de testes diagnósticos (BONGOMIN et 

al., 2017; BROWN et al., 2012). As doenças fúngicas causam uma epidemia invisível, que 

resulta em altas taxas de morbidade e mortalidade em indivíduos susceptíveis. 

Especialistas acreditam que a taxa global das infecções fúngicas está em uma crescente, 

isso se deve ao fato que cada vez mais pessoas são submetidas a terapias 

imunossupressoras, a taxa de pessoas idosas é crescente e mais indivíduos estão sendo 

submetidos a procedimentos invasivos (FISHER; DENNING, 2023). Além disso, a 

utilização de antifúngicos de forma indiscriminada e, muitas vezes errônea, contribui para 

o aumento de microrganismos resistentes (Tabela 1) (CHAPMAN et al., 2017; KULLBER; 

ARENDRUP, 2018). Espécies de Candida, Aspergillus e Cryptococcus são os principais 

agentes etiológicos das doenças fúngicas graves (JANBON et al., 2019). Além disso, 

Blastomyces, Histoplasma, Paracoccidioides, e Coccidioides são fungos que podem causar 

infecção localizada, podendo também evoluir para infecção sistêmica (DAMASCENO-

ESCOURA et al., 2020). As infecções fúngicas possuem características singulares que as 

diferenciam de outras, como a semelhança entre as células hospedeiras e as do patógeno 

fúngico; a capacidade do patógeno de infectar diferentes células hospedeiras, sendo apto a 

invadir diferentes tecidos simultaneamente; e a ocorrência de alterações morfológicas 

durante o período da infecção, impactando diretamente o tratamento, uma vez que 
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morfotipos podem responder distintamente aos compostos administrados (RODRIGUES; 

NOSANCHUK, 2020). Estas características tornam o desenvolvimento de fármacos 

antifúngicos um desafio, e o tratamento com taxas reduzidas de sucesso (RODRIGUES; 

NOSANCHUK, 2020). Apesar da taxa de mortalidade elevada associada às infecções 

fúngicas invasivas, o número real de mortes é provavelmente subestimado devido a dados 

epidemiológicos inadequados e diagnósticos incorretos (RODRIGUES; NOSANCHUK, 

2020). Devido ao elevado número de casos, observa-se consequente aumento de prescrição 

de medicamentos antifúngicos. Este fato impacta diretamente na seleção de cepas 

resistentes aos fármacos e na eficácia dos fármacos antifúngicos utilizados (ARENDRUP; 

PATTERSON, 2017; PRISTOV; GHANNOUM, 2019; REAZIN et al., 2019) 

 

Tabela 1. Fatores de risco associados às infeções fúngicas invasivas 

Organismos Fatores de risco 

Candida Pancreatite necrosante aguda; cirurgia abdominal; fuga 

anastomótica; ou laparotomia de repetição; uso de antibiótico de 

amplo espectro; cateter venoso central; hemodiálise; 

imunossupressão, incluindo corticosteroides e quimioterapia; 

transplante de células tronco medular; ventilação mecânica (mais 

que 3 dias); neutropenia; infeção local por Candida; longos 

períodos em unidade de terapia intensiva; hospitalização 

prolongada; transplante de órgãos (rim e fígado); alimentação 

totalmente parenteral. 

Aspergillus Transplante de células tronco medular alogênica; complicações 

anastomóticas no transplante pulmonar; infecção local por 

Aspergillus; citomegalovírus; uso de corticoesteroides; uso de 

infliximabe; neutropenia; idade avançada; longos períodos em 

unidade de terapia intensiva; alemtuzumabe (tratamento de 

leucemia); falha renal (com necessidade de diálises); doença do 

enxerto contra o hospedeiro; agentes depletores de células T; 

retransplante.  

Mucorales Citomegalovírus; uso de corticoesteroides; diabetes mellitus; uso 

de equinocandinas; excesso de ferro; desnutrição; mielodisplasia; 
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neutropenia; idade avançada; falha renal; doença do enxerto 

contra o hospedeiro; uso de voriconazol. 

Adaptado de (SULEYMAN; ALANGADEN, 2021) 

 

Com o surgimento da pandemia de COVID-19, a incidência das infeções fúngicas 

foi intensificada e muitas espécies de Candida não-albicans foram descritas como 

emergentes (OMRANI et al., 2021). Com o aumento exponencial das hospitalizações para 

o tratamento dos sintomas respiratórios causados pelo vírus SARS-CoV-2, verificou-se um 

aumento na utilização de cateteres, procedimentos cirúrgicos e ventilação mecânica, os 

quais já são descritos como meios de entrada para infecções por Candida spp. e/ou outros 

fungos e bactérias (YAMIN; HUSIN; HARUN, 2021). Durante o período mais crítico da 

pandemia, não houve tratamento medicamentoso eficaz para combater a COVID-19; sendo 

que alguns fármacos, como os antibióticos e antifúngicos, foram utilizados 

indiscriminadamente (PAUMGARTTEN; OLIVEIRA, 2020). Em consequência, 

considerando longos períodos de hospitalização, a probabilidade de contrair uma infecção 

fúngica de uma espécie multirresistente, aumentou consideravelmente (GARCIA-VIDAL 

et al., 2021). Durante esse período, houve um aumento dos relatos de casos de Candida 

auris nas unidades de terapia de indivíduos acometidos pela COVID-19. Os pesquisadores 

supõem que estes surtos podem estar relacionados às alterações nas práticas de rotina de 

controle de infecções devido à crise sanitária (JANNIGER; KAPILA, 2021). O uso 

irracional dos medicamentos antimicrobianos durante a pandemia de COVID-19 pode 

contribuir de forma significativa para a disseminação de microrganismos multirresistentes, 

o que tornará o tratamento das infecções fúngicas e/ou bacterianas mais desafiador 

(BROTHERS et al., 2021; GARCIA-VIDAL et al., 2021; PAUMGARTTEN; OLIVEIRA, 

2020; POSTERARO et al., 2020)  

 

1.2. CANDIDAS E CANDIDÍASES   

 

O gênero Candida compreende leveduras polimórficas diploides, células ovoides de 

paredes finas, com reprodução por brotamento. Preparações frescas geralmente apresentam 

leveduras brotando, hifas e pseudo-hifas. Esses organismos se desenvolvem 

adequadamente na maioria dos meios artificiais e geralmente não requerem condições 
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especiais para cultivo. Em meios artificiais, células de Candida são identificáveis como 

colônias brancas, lisas e cremosas. Geralmente são comensais em humanos, no entanto, 

quando há um desequilíbrio entre os microrganismos e seu hospedeiro, as infecções são 

favorecidas (SUDBERY, 2011). Os principais sítios de colonização são a cavidade oral, o 

trato gastrointestinal, o trato genital (principalmente) feminino ou a pele. Estima-se que 24-

70% dos indivíduos saudáveis, acima de um ano de idade, são colonizados por Candida 

(ABU-ELTEEN; HAMAD, 2012). Candida é um gênero de fungos que possui dezenas de 

espécies, no entanto uma pequena fração é capaz de causar micoses em humanos 

(PFALLER et al., 2004, 2019).  As espécies de Candida são o segundo agente etiológico 

mais prevalente de infecções fúngicas, e Candida albicans é o patógeno oportunista mais 

frequente isolado de pacientes que sofrem de formas graves de infecções fúngicas no 

mundo  (BROWN et al., 2012).  

Um estudo realizado nos Estados Unidos analisou dados de 203 hospitais em 

relação às candidíases invasivas entre os anos de 2009 e 2017. Os resultados demonstraram 

que C. albicans (48%), C. glabrata (24%), C. parapsilosis (11%), e C. tropicalis (7%) são 

os agentes patogênicos do gênero Candida mais frequentes (PFALLER et al., 2012; 

RICOTTA et al., 2021). Em geral, houve um aumento na proporção de infecções causadas 

por espécies de Candida não-albicans, com destaque à C. glabrata (AZIE et al., 2012; 

DANESHNIA et al., 2023; LAMOTH et al., 2018; PFALLER et al., 2012). Em contraste, 

um estudo que avaliou a incidência de candidíases em nível global reportou que, na 

América Latina, a maior incidência de Candida não-albicans está relacionada às espécies 

C. parapsilosis e C. tropicalis (PFALLER et al., 2010). O mesmo estudo destaca que as 

espécies de Candida com maior probabilidade de resistência ao antifúngico fluconazol são 

C. krusei (78%), C. glabrata (16%) e C. guilliermondii (11%) (PFALLER et al., 2010). A 

incidência de C. parapsilosis é mais comum na população de neonatos e pacientes 

transplantados (PFALLER et al., 2012; TROFA; GÁCSER; NOSANCHUK, 2008). Dentro 

do ambiente hospitalar, C. parapsilosis é geralmente isolada das mãos dos profissionais de 

saúde; uma revisão de estudos epidemiológicos moleculares sugeriu que os neonatos são 

infectados a partir de transmissão horizontal que parte dos profissionais de saúde (TROFA; 

GÁCSER; NOSANCHUK, 2008). Dentre as leveduras patogênicas emergentes, C. auris 

surgiu como um fungo patogênico multirresistente associado a ambientes hospitalares, 

frequentemente em unidades de terapia intensiva (UTIs), causando infeções em pacientes 
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em diversos países (JEFFERY-SMITH et al., 2018; SCHELENZ et al., 2016). Esta 

levedura foi descrita pela primeira vez em 2009 a partir de um único isolado recuperado do 

canal auditivo de um paciente no Japão (SATOH et al., 2009). Desde então, tem sido 

identificada em todo o mundo como um agente patogênico que causa principalmente 

infecções na corrente sanguínea, mas também em feridas, trato urinário, e outras infecções 

(CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017). Uma análise recente de várias coleções de 

culturas internacionais confirmou que o aparecimento da C. auris é recente, com apenas 

uma dupla de isolados identificados antes de 2011 (SPALLONE; SCHWARTZ, 2021). O 

diagnóstico incorreto de C. auris contribui para a baixa notificação de casos e dificuldade 

no tratamento; muitos casos clínicos C. auris foram atribuídos incorretamente à C. 

haemulonii quando eram utilizados os métodos clássicos de diagnóstico (TSAY et al., 

2018; VALLABHANENI et al., 2016b).  

Dentre as infeções causadas pelo gênero Candida, as candidíases vaginais estão 

entre as mais frequentes nos humanos. Um terço de todos os casos de vulvovaginite em 

mulheres em idade reprodutiva é causada por Candida (AHANGARI et al., 2019; 

SWIDSINSKI et al., 2019). Aproximadamente 78% das mulheres declaram ter tido 

candidíase vaginal em algum momento das suas vidas (WILLEMS et al., 2020; YANO et 

al., 2019), sendo que 8% das mulheres declararam sofrer de candidíase vaginal recorrente 

(COOKE et al., 2022; DENNING et al., 2018). O patógeno mais comum é C. albicans (em 

cerca de 90% dos casos), seguido por C. glabrata (FARHAN et al., 2019). 

Alguns fatores de virulência, como a capacidade de contornar as defesas do 

hospedeiro, a adesão e a formação de biofilme e a produção de enzimas hidrolíticas 

prejudiciais aos tecidos, como hemolisinas, fosfolipases e proteases, são conhecidos por 

tornar certas espécies de Candida organismos patogênicos para os seres humanos (SILVA 

et al., 2012). Um dos maiores desafios no combate das infecções por Candida é a formação 

de biofilmes em dispositivos médicos, como cateteres, válvulas cardíacas e próteses 

dentárias (EGUIA et al., 2020; NOBILE; JOHNSON, 2015; SEDDIKI et al., 2015). 

Quando as células fúngicas se desprendem dos biofilmes, infecções sistêmicas 

generalizadas podem ocorrer (RAMAGE et al., 2009). Além disso, estruturas de biofilme 

são consideradas mais resistentes aos fármacos, dificultando o tratamento (RODRIGUES; 

SILVA; HENRIQUES, 2014).  
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1.3. Candida albicans 

 

A levedura C. albicans é a principal causa de candidíase na maioria das situações 

clínicas (ARMSTRONG-JAMES et al., 2017). É o terceiro microrganismo mais 

frequentemente isolado das infecções da corrente sanguínea em doentes hospitalizados 

(SHIELDS et al., 2019). É um patógeno oportunista que reside na microbiota oral, 

gastrointestinal e urogenital dos humanos (NAMI et al., 2019). C. albicans é um 

organismo polimórfico que sofre uma transição morfológica entre formas de levedura 

(blastoconídio), pseudo-hifa e hifa, dependendo do ambiente (ALEXANDER et al., 2013; 

WISPLINGHOFF et al., 2004). 

Uma combinação de fatores de virulência e atributos de aptidão contribuem para a 

patogenicidade da C. albicans. Essa levedura desenvolveu um extenso repertório de 

mecanismos de virulência que permite a colonização e infecção bem-sucedida do 

hospedeiro (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003). Por exemplo, as mudanças de 

morfogênese da forma leveduriforme para hifa variam conforme o contexto que o fungo se 

encontra, em termos de desenvolvimento rápido, maior necessidade de nutrientes, 

disseminação e invasão (GOW; BROWN; ODDS, 2002; SUNDSTRÖM; VASAN, 2006). 

Dentro desse contexto, se observou que a secreção de aspartil proteinases e fosfolipases é 

aumentada no período de invasão e de maior fornecimento de nutrientes (MAYER; 

WILSON; HUBE, 2013; NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003). Já para a fixação 

das leveduras aos tecidos do hospedeiro, uma maior produção de adesinas é necessária 

(HOYER et al., 2008). Um dos principais atributos de virulência de C. albicans é a sua 

capacidade de formar biofilmes (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 

2004). A formação de biofilme é um dos gargalos do controle das infeções causadas por 

Candida (e outros organismos formadores) pois essas estruturas são intrinsecamente 

resistentes à terapêutica antifúngica convencional, ao sistema imunológico do hospedeiro, 

e a outros fatores ambientais de combate (DAVEY; O’TOOLE, 2000; NOBILE; 

JOHNSON, 2015). A formação do biofilme possui quatro fases distintas: (I) aderência; (II) 

iniciação; (III) maturação; e (IV) dispersão (Figura 1). O desenvolvimento se inicia com a 

aderência das células em uma estrutura sólida (podendo ser os tecidos do hospedeiro ou 

estruturas como cateteres e sondas). Em seguida se inicia a fase de proliferação celular e a 

formação de filamentos iniciais. No próximo passo, as estruturas já estabelecidas passam a 

formar o biofilme maduro (o qual se estabelece dentro de 24 horas), que é composto por 
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uma rede complexa de várias camadas de células polimórficas, incluindo hifas (cadeias de 

células cilíndricas), pseudo-hifas (células elipsoidais unidas ponta a ponta), e células 

leveduriformes, envoltas numa matriz extracelular, dando ao biofilme um aspecto espesso 

e estruturado, bem como fornecendo proteção contra lesões químicas e físicas. Por fim, 

ocorre a fase de dispersão, onde algumas células de levedura se dispersam do biofilme para 

colonizar novos locais (Figura 1) (GULATI; NOBILE, 2016; NETT; ANDES, 2006). 

 

 

Figura 1. Ciclo de formação do biofilme de C. albicans. I. Aderência das leveduras plantônicas a 

uma superfície. II. Início da formação do biofilme, onde as células proliferam para formar uma 

camada basal de células aderidas. III. Maturação do biofilme, momento em que camadas 

complexas de células polimórficas se desenvolvem e ficam envoltas por uma matriz extracelular. 

VI. Dispersão, período que as leveduras deixam o biofilme maduro para colonizar novos locais. 

Adaptado de (LOHSE et al., 2018). 
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A fase de dispersão do biofilme é de grande relevância clínica, uma vez que as 

células recém libertadas do biofilme maduro são capazes não só de iniciar novos ciclos de 

formação do biofilme, mas também de acessar a corrente sanguínea para estabelecer um 

foco de infecção. Esta é a razão pela qual a formação do biofilme está intimamente 

associada à candidemia e à candidíase invasiva clinicamente disseminada (TOURNU; 

VAN DIJCK, 2012). 

Já é bem estabelecido que C. albicans causa infecção com elevada mortalidade em 

indivíduos imunocomprometidos, aumentando a necessidade de desenvolver 

medicamentos antifúngicos de amplo espectro. No entanto, o uso prolongado de 

antifúngicos pelos pacientes resulta na seleção de leveduras resistentes (DAWSON; 

INTAPA; JABRA-RIZK, 2011).  A resistência antifúngica baseia-se em diferentes 

mecanismos, sendo os principais: (I) redução de acúmulo de fármaco intracelular; (II) 

diminuição da afinidade do alvo do fármaco e (III) redução do efeito do fármaco. Os 

mecanismos de resistência serão diferentes dependendo do mecanismo de ação dos 

compostos antifúngicos. 

Ao contrário da grande diversidade de antibióticos, com numerosas classes 

conhecidas e vários modos de ação contra diferentes alvos bacterianos, os antifúngicos 

atuais são extremamente limitados (GULATI; NOBILE, 2016). Apenas quatro classes 

principais de antifúngicos são utilizados para tratar a maioria das infecções fúngicas, sendo 

eles, os azóis, polienos, equinocandinas e análogos de nucleosídeos (GULATI; NOBILE, 

2016; MATHÉ; VAN DIJCK, 2013; WALSH, 2002; WILLIAMS; LEWIS, 2011). No 

entanto, quando há a formação de biofilme a resistência aos antifúngicos clássicos é 

multifatorial e mecanicamente complexa, limitando ainda mais o arsenal terapêutico 

(GULATI; NOBILE, 2016). 

 

1.4. RESISTÊNCIA A ANTIFÚNGICOS  

 

Ao longo das últimas décadas tem se observado um fenômeno preocupante, em que 

os principais antimicrobianos de escolha estão se tornando ineficazes no combate às 

doenças infecciosas (MURRAY et al., 2022; PACE et al., 2023; VITIELLO et al., 2023). 

Frente a essa problemática, existe uma grande necessidade do desenvolvimento de novas 

terapias de combate aos microrganismos patogênicos. Além disso, há a necessidade de 
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prever e prevenir a evolução da resistência considerando o arsenal atual de 

antimicrobianos. A resistência antimicrobiana é particularmente preocupante no contexto 

dos agentes patogênicos fúngicos, dada a escassez de classes distintas de antifúngicos para 

o tratamento de infecções invasivas e o aparecimento e propagação de agentes patogênicos 

fúngicos multirresistentes (Tabela 2) (PEREIRA et al., 2021). 

Em 2019, aproximadamente 7 milhões de pessoas morreram de doenças 

infecciosas, representando quase 12% de todas as mortes em nível mundial (WANG et al., 

2020). Além disso, estima-se que 700 mil mortes ocorrem globalmente devido aos 

organismos resistentes a medicamentos. No entanto, estimativas apontam que esse número 

pode aumentar para 10 milhões, com perdas econômicas de 100 trilhões de dólares até 

2050, sendo que o maior impacto acontecerá nos países menos desenvolvidos, caso não 

sejam tomadas medidas preventivas de controle (O’NEILL, 2016).  

 

Tabela 2. Classes de antifúngicos atualmente disponíveis e mecanismo de resistência   

 

Antifúngicos 

 

Mecanismo 

de ação 

 

Mecanismos de 

resistência 

de C. albicans 

 

 

Referência 

 

Azóís 

 

Fluconazol, 

Clotrimazol, 

Miconazol, 

Cetoconazol, 

Itraconazol 

Inibição da enzima esterol 

14 α-desmetilase (ERG11; 

biossíntese de ergosterol) 

Regula a expressão do gene 

ERG 

(NAILIS et al., 

2010; GULATI; 

NOBILE, 2016; 

MATHÉ; VAN 

DIJCK, 2013) 

 

Polienos 

 

Nistatina, 

Anfotericina B 

Se liga ao ergosterol; Forma 

poros transmembrana, 

resultando na perda 

da integridade da membrana 

e interrupção do gradiente de 

íons. 

Reposição dos esteróis da 

membrana celular 

(GHANNOUM; 

RICE, 1999; 

GULATI; 

NOBILE, 2016; 

MATHÉ; VAN 

DIJCK, 2013) 

 

Equinocandinas 

 

Caspofungina, 

Micafungina, 

Anidulafungina 

Inibe a β-1,3-glicano sintase Regula a expressão dos 

genes da biosíntese de 

glicanos; Mutação da 

enzima que catalisa os 

(GULATI; 

NOBILE, 2016; 

WALSH, 2002; 

WILLIAMS; 
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análogos de pirimidina, 

como o Fur1 

LEWIS, 2011) 

 

Análogos de nucleosídeos 

 

Flucitosina Inibição da síntese de RNA e 

DNA da célula fúngica 

Aumenta a síntese de 

nucleotídeos de pirimidina 

que inibem 

competitivamente os 

análogos. 

(GULATI; 

NOBILE, 2016; 

MATHÉ; VAN 

DIJCK, 2013) 

Adaptado de (PEREIRA et al., 2021) 

 

 

A resistência antimicrobiana é uma crise global de saúde pública que ameaça a 

capacidade de tratar com sucesso as infecções microbianas (MURRAY et al., 2022; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021) e o uso excessivo de antimicrobianos é um 

fator importante que contribui para a resistência. Outro ponto importante é a propagação 

dos microrganismos resistentes e dos seus genes de resistência em nível local e global 

(HOLMES et al., 2016). As formas de propagação incluem um controle deficiente da 

infecção, contaminação ambiental, e movimentos geográficos de seres humanos e de 

outros animais infectados (BUROW; KÄSBOHRER, 2017; MARTI; VARIATZA; 

BALCAZAR, 2014). A resistência aos agentes antimicrobianos acarreta em aumento do 

tempo de internação, do custo de hospitalização por paciente, e a taxa de morbi-

mortalidade por patógenos emergentes (TYERS; WRIGHT, 2019).  

As espécies emergentes mais notáveis em nível mundial, consideradas como de 

maior preocupação para a saúde pública, são: Aspergillus fumigatus (resistente a triazóis) 

(ROMERO et al., 2019; YANG et al., 2021), Candida tropicalis, C. parapsilosis 

(PFALLER et al., 2019), C. auris (multidrug-resistent (MDR)) (CHAABANE et al., 2019; 

CHOWDHARY et al., 2020) e C. glabrata (MDR) (DE ZOYSA; GLOSSOP; SAROJINI, 

2018; HEALEY; PERLIN, 2018).   

A resistência adquirida a equinocandinas foi descrita ao longo da última década, e 

mostrou-se particularmente evidente em C. glabrata, que acomete pacientes de tratamentos 

longos (3-4 semanas). No entanto, há relatos de mutantes resistentes, mesmo em terapias 

de curto prazo, e em pacientes nunca tratados com equinocandinas. Contudo, esses 

pacientes estavam em ambientes de alta incidência, sugerindo uma possível transmissão 

entre pacientes hospitalizados (VALLABHANENI et al., 2015).  
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1.5. PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 

 

Devido ao rápido aumento da resistência aos antibióticos e antifúngicos nas últimas 

décadas, os antimicrobianos de última linha começaram a falhar, o que representa uma 

ameaça à saúde pública global (BEN-AMI; KONTOYIANNIS, 2021; ZAMAN et al., 

2017). Tendo em vista esse cenário, a investigação de possíveis agentes antimicrobianos 

não convencionais se intensificou. Os peptídeos antimicrobianos (AMPs – Antimicrobial 

Peptides) são pequenas moléculas produzidas por uma variedade de organismos, incluindo 

plantas, animais e bactérias, que têm a capacidade de eliminar ou inibir o desenvolvimento 

de outros microrganismos. Os AMPs são considerados potenciais candidatos a fármacos 

para o tratamento de infecções causadas por microrganismos, que atualmente são 

resistentes aos fármacos convencionais (MAHLAPUU et al., 2016; UPTON; COTTER; 

TAGG, 2012). O primeiro AMP, gramicidina, foi descrita em 1939 a partir da bactéria 

Bacillus brevis isolada do solo. Esse peptídeo mostrou atividade antibacteriana in vitro e in 

vivo contra muitas bactérias Gram-positivas (DUBOS, 1939a, 1939b). A maioria dos 

AMPs são oligopeptídeos de 5 a 100 aminoácidos com uma carga líquida positiva 

(normalmente +2 a +11) e uma proporção significativa (normalmente 50%) de resíduos 

hidrofóbicos, sendo considerados anfipáticos (CHEN; LU, 2020; PASUPULETI; 

SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).  

Considerando que a superfície das membranas bacterianas é frequentemente 

carregada negativamente (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010), os AMPs com carga 

positiva ligam-se inicialmente à superfície da membrana através de interações 

eletrostáticas. Uma vez ligadas, as extremidades hidrofóbicas inserem-se na bicamada 

lipídica causando a desorganização da membrana através da indução de poros que, 

eventualmente, acarreta a morte celular (BECHINGER, 2005; POUNY et al., 1992; WU et 

al., 1999). Os peptídeos mais positivos (carga líquida de +30) descritos até o momento são 

o Oncorhyncin II (FERNANDES, 2004) e o Oabac11 (ANDERSON; YU, 2003), e o de 

maior carga negativa (carga líquida -12) é a Crombacina de gado (TAYLOR et al., 2008). 

Os AMP aniônicos possivelmente formam oligômeros na presença de ions Zn2+ e Ca2+, 

permitindo-lhes inserir as suas caudas lipídicas nas membranas (PAULMANN et al., 2012; 

STEFFEN et al., 2006). 
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A classificação baseada em estruturas divide os AMP em quatro grupos distintos 

com base nos tipos de estruturas secundárias presentes, conforme apresentado a seguir: (I) 

α-hélice, (II) Folha-β, (III) αβ, e (IV) intrinsicamente desordenados (não apresenta 

estruturação α ou β) (Figura 2) (WANG, 2015). Peptídeos da família α contêm α-hélices 

como principal componente da sua estrutura secundária. Em contraste, os AMP da família 

β caracterizam-se por apresentar pelo menos um par de fitas β na estrutura. A família αβ 

contém tanto estruturas α como β, enquanto a família dos intrinsicamente desordenados 

não possuem α ou β na estrutura. A razão entre os aminoácidos lisina/arginina (K/R) são 

diferentes entre as famílias estruturais. Enquanto as lisinas são dominantes na família α-

hélice, as argininas são preferidas na família β, bem como na família dos intrinsicamente 

desordenados. Além disso, os AMPs com estruturas αβ têm uma razão de K/R moderada 

de ~1,2. Essas proporções podem se tornar úteis como indicadores para a classificação de 

um peptídeo recentemente descoberto numa determinada família estrutural (WANG, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representantes dos quatro grupos de peptídeos antimicrobianos (AMPs) baseados 

na estrutura. Melitina (PDB: 2MLT) representa os AMPs compostos por α-hélice; Protegrina 

(PDB: 1PG1) representa os AMPs compostos por folha-β; Beta-defensina humana (PDB: 1IJV) 

representa os AMPs compostos por α-hélice e folha-β; Indolocidina (PDB: 1G89) é representante 

dos AMPs que não apresentam estrutura secundária definida, chamados de intrinsicamente 

desordenados.  

 

1.5.1. MECANISMO DE AÇÃO DOS PEPTÍDEOS ANTIFÚNGICOS 

 

Os Peptídeos Antifúngicos (AFPs - Antifungal Peptides) são um sub-grupo dos 

AMPs, apresentam atividade contra fungos e leveduras. As propriedades antifúngicas dos 

peptídeos dependem de alguns fatores, tais como a sequência, a carga do peptídeo, e 

natureza hidrofílica ou hidrofóbica (WANG, 2015). O mecanismo exato de ação dos AFPs 
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não está totalmente esclarecido, mas a maioria dos peptídeos atua sobre as membranas 

celulares das células fúngicas (Figura 3) (RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO, 2016). 

Os AFPs interagem inicialmente com a membrana celular devido às interações 

eletrostáticas (MENZEL et al., 2017). Alguns peptídeos formam oligômeros, acarretando 

perturbação da membrana por meio da formação de poros que resultam na liberação do 

conteúdo citoplasmático, culminando na morte celular. Esse tipo de ação é dependente da 

concentração do peptídeo e do tempo de interação do mesmo com o alvo (GONÇALVES 

et al., 2017). 

 

1.5.1.1. Inibidores da síntese de 1,3-β-Glicano  

A enzima β-glicano sintase está envolvida na integridade da parede celular. 

Lipoproteínas cíclicas podem inibi-la de forma não competitiva, resultando em 

desestabilização da parede celular, levando a uma susceptibilidade a tensões osmóticas e 

lise celular. O 1,3-β-glicano está envolvido na composição do septo de divisão celular e na 

formação da parede celular. Em consequência da necessidade desse componente, peptídeos 

que interfiram nessa via, afetarão essas estruturas. A enzima β-glicano sintase está presente 

nos fungos dos gêneros Candida, Aspergillus, Cryptococcus, e Pneumocystis. No entanto, 

em fungos filamentosos, encontra-se nas pontas das hifas em crescimento, tornando-os 

menos sensíveis. A inibição da enzima β-glicano sintase resulta em uma parada do ciclo 

celular, afetando o crescimento das leveduras. Equinocandinas, pneumocandinas, 

aculeacinas, mulundocandinas e WmKT (toxina de Williopsis mrakii) são representantes 

dessa classe de inibidores (GUYARD et al., 2002; MATEJUK et al., 2010; VAN DER 

WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013).  
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Figura 3. Representação esquemática dos Peptídeos antifúngicos (AFPs - Antifungal Peptides) 

e seus alvos. A imagem acima lista os AFPs que possuem como alvo os componentes da parede e 

membrana celular dos fungos/leveduras. Adaptado de RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO, 

2016. 

1.5.1.2. Inibidores da biossíntese de quitina da parede celular 

A quitina é um componente essencial para a manutenção da integridade da parede 

celular de fungos e leveduras, e desempenha um papel muito importante na formação do 

septo e do brotamento das células-filhas (MOLANO; BOWERS; CABIB, 1980; 

SCHMIDT et al., 2003), sendo um componente ausente nos vertebrados. O peptídeo 

Aureobasidina possui um mecanismo de ação duplo, que perturba tanto a parede celular 

quanto a membrana, tem efeito negativo sob a actina e quitina, e também interrompe a 

síntese de esfingolipídios (ENDO et al., 1997; NAGIEC et al., 1997). Alguns AFPs com 

atividade sobre a quitina possuem efeitos intracelulares indiretos afetando a actina das 

células. Como resultado, a desorganização da quitina não só resulta em inadequada 

formação morfológica (CABIB; ARROYO, 2013), como também na perda de integridade 
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da membrana celular (ENDO et al., 1997). Os peptídeos que agem sobre a quitina têm 

demonstrado bom efeito inibitório em leveduras, e com ausência de toxicidade para as 

células mamíferas (CABIB; ARROYO, 2013). 

 

1.5.1.3. Atividade seletiva da membrana  

O alvo de seletividade dos AFPs que agem nas membranas plasmáticas depende 

basicamente da composição dos lipídeos da membrana, assim como a sua carga 

(NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011). A composição dos lipídeos varia entre as espécies 

de leveduras e fungos (EJSING et al., 2009; SINGH; PRASAD, 2011), assim como há 

diferenças entre as membranas das leveduras/fungos e das células mamíferas (DODGE; 

PHILLIPS, 1967; LEIDL et al., 2008). A composição da membrana das leveduras é 

prevalentemente composta por lipídeos carregados negativamente; já nas células 

mamíferas existe uma prevalência de lipídeos neutros (DODGE; PHILLIPS, 1967; 

EJSING et al., 2009; LEIDL et al., 2008; SINGH; PRASAD, 2011). É essa diferença 

eletrostática entre as membranas de fungos patogênicos e células mamíferas que é 

explorada pelos AFPs catiônicos. Um exemplo de peptídeo que age sobre a membrana 

plasmática é o Rs-ARF2, o qual possui como alvo a glicosilceramida, causando 

permeabilidade de membrana e consequente entrada excessiva de íons Ca2+ e saída de íons 

K+. Esse peptídeo também induz a geração de espécies reativas de oxigênio intracelular. O 

peptídeo Rs-ARF2 e seus análogos demonstraram efeito sobre A. flavus, Fusarium solani, 

C. albicans e C. krusei. Por outro lado, C. glabrata, que não possui essa glicosil ceramida, 

não foi afetada pelo peptídeo. Outro ponto positivo desse peptídeo é a ausência de efeito 

citotóxico em células mamíferas (MATEJUK et al., 2010; SHER KHAN et al., 2019). O 

peptídeo de origem animal Histatina 5 é composto por uma estrutura de α-hélice 

(OPPENHEIM et al., 1988). Diferentemente de outros peptídeos anfipáticos que perturbam 

a membrana por meio de formação de poros, a Histatina 5 possui um mecanismo distinto 

(HERTOG et al. 2004). Sua atividade requer ligação às proteínas da parede celular de 

Candida, seguido de translocação para os compartimentos intracelulares (LI et al., 2006). 

Esse peptídeo se liga na Ssa2p, proteína de parede celular, que é necessária para a 

internalização na célula (LI et al., 2006). Além disso, os transportadores de poliaminas 

Dur3 e Dur35 também são necessários para essa internalização. Dentro da célula, a 

Histatina 5 compromete a membrana celular mitocondrial, gerando uma indução global de 
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estresse osmótico, liberando íons intracelulares e pequenos nucleotídeos, incluindo ATP 

(adenosina trifosfato) (KUMAR et al., 2011). 

 

1.6. UREASES 

 

Ureases (ureia amido-hidrolases; EC 3.5.1.5) são enzimas dependentes de níquel, 

que catalisam a reação de hidrólise da ureia resultando em amônia e dióxido de carbono 

(KRAJEWSKA, 2004; MOBLEY; HAUSINGER, 1989). Apresentam ampla distribuição 

em plantas, fungos e bactérias, mas não são sintetizadas por animais. Em bactérias, as 

ureases participam do metabolismo do nitrogênio, podendo ser constitutivas ou induzidas. 

A atividade ureolítica tem um papel importante na patogênese de doenças de animais e 

humanos  (MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995). Em plantas, as ureases são 

amplamente distribuídas em sementes de leguminosas, e estudos sugerem que essas 

proteínas estão envolvidas no processo de germinação e de defesa química das sementes 

(BALASUBRAMANIAN; PONNURAJ, 2010; KUMAR; KAYASTHA, 2010). Em 

plantas e fungos, as ureases são homopolímeros de subunidades contendo cerca de 840 

resíduos de aminoácidos, formando hexâmeros ou trímeros (FOLLMER, 2008; SIRKO; 

BRODZIK, 2000). As ureases bacterianas possuem 2 ou 3 domínios menores, que se 

alinham na cadeia polipeptídica única das ureases vegetais, com as quais têm 50-60% de 

identidade de sequência. A maior parte das ureases bacterianas caracterizadas é constituída 

de um trímero de trímeros (ABC)3, como é o caso das enzimas das bactérias patogênicas 

Proteus mirabilis e Klebsiella aerogenes. Somente no gênero Helicobacter foram descritas 

ureases com dois domínios, organizados como um hexâmero de dímeros (AB)6. 

As ureases são caracterizadas como proteínas moonlighting, pois apresentam 

propriedades independentes da sua atividade enzimática (CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 

2016; LIGABUE-BRAUN; CARLINI, 2017). As ureases são abundantes na semente de 

Canavalia ensiformis (jack bean, feijão-de-porco), entre as quais estão a jack bean urease 

(JBU) e a canatoxina (CNTX), isolada em 1981 como uma proteína neurotóxica e depois 

identificada como uma isoforma da JBU (FOLLMER, 2008). A CNTX é letal para ratos e 

camundongos, causando convulsões tônicas e morte dos animais (CARLINI et al., 1984; 

CARLINI; GUIMARÃES, 1981; FOLLMER, 2008). In vitro, a CNTX induz agregação 

plaquetária e exocitose em plaquetas, mastócitos, neutrófilos, macrófagos e sinaptossomas, 
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e interfere no transporte de cálcio nas células (BARJA-FIDALGO; GUIMARAES; 

CARLINI, 1991; CARLINI; GUIMARÃES; RIBEIRO, 1985; RIBEIRO-DASILVA; 

PRADO, 1993). Muitas das atividades biológicas das ureases de planta são compartilhadas 

com ureases bacterianas, como por exemplo seus efeitos pró-inflamatórios (UBERTI et al., 

2013), indução de agregação plaquetária (OLIVERA-SEVERO; WASSERMANN; 

CARLINI, 2006; WASSERMANN et al., 2010), assim como atividade entomotóxica e 

antifúngica (LIGABUE-BRAUN; CARLINI, 2017).  

Quando testadas em fungos selecionados, tanto a CNTX como a JBU inibiram a 

germinação de esporos e o crescimento de hifas de vários fungos filamentosos, incluindo 

fungos fitopatogênicos (BECKER-RITT et al., 2007; POSTAL et al., 2012). A atividade 

antifúngica da JBU para leveduras foi também demonstrada, causando inibição da 

proliferação celular, mudanças no transporte de H+ e no metabolismo de carboidratos, bem 

como permeabilização de membranas e deformações na morfologia das leveduras 

(POSTAL et al., 2012). Da mesma forma que a JBU, a uSBU (urease ubíqua de soja) e a 

eSBU (urease embrião-específica de soja) também foram testadas contra diferentes 

espécies de fungos e leveduras promovendo inibição na proliferação celular 

(MARTINELLI et al., 2017). Além dos efeitos demonstrados pelas ureases, os peptídeos 

derivados dessas proteínas também foram avaliados. Jaburetox é um peptídeo 

recombinante (~11 kDa) derivado de uma das isoformas de urease da planta C. ensiformis 

(BECKER-RITT et al., 2007; MULINARI et al., 2007), e o Soyuretox é um peptídeo 

recombinante derivado da urease ubíqua de soja (KAPPAUN et al., 2019). Ambos os 

peptídeos demonstraram efeito antifúngico, tanto em fungos filamentosos quanto em 

leveduras (KAPPAUN et al., 2019; POSTAL et al., 2012).  

 

1.6.1. UREASE de Proteus mirabilis (PMU) 

 

A urease é considerada um relevante fator de virulência da bactéria P. mirabilis. 

Pesquisas realizadas demonstram que linhagens urease-negativas desta bactéria são 

incapazes de estabelecer infecção nos rins de camundongos, evidenciando sua necessidade 

em uma infeção de sucesso (JOHNSON et al., 1993). A urease de P. mirabilis tem sua 

expressão induzida pela presença de ureia, e o operon codificador compreende oito genes 

contíguos (Figura 4). O operon da PMU é composto pelos genes estruturais ureA, B e C, 
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que codificam os domínios γ (UreA), β (UreB) e α (UreC) da enzima, com 11, 12,2 e 61 

kDa, respectivamente. Na forma nativa, a PMU apresenta-se como trímeros (αβγ)3, com 

massa molecular de aproximadamente 280 kDa (COKER et al., 2000; JONES; MOBLEY, 

1987). Os genes acessórios ureD, E, F codificam as proteínas UreD, UreE e UreF, que 

estão envolvidas na inserção do níquel na apoenzima, dando origem à proteína 

enzimaticamente ativa (MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995). O gene ureG codifica 

a proteína UreG, uma GTPase essencial para ativação da enzima. A deleção das sequências 

gênicas UreE, UreF ou UreG do operon resultou na produção de uma apo-PMU, sem 

atividade enzimática detectável (SRIWANTHANA; ISLAND; MOBLEY, 1993). O oitavo 

gene, ureR, codifica uma proteína regulatória responsável por ativar a transcrição dos 

genes estruturais e acessórios, na presença de ureia (DATTELBAUM et al., 2003; 

POORE; MOBLEY, 2003). 

 

 

 

Figura 4. Operon codificador da urease de Proteus mirabilis (PMU). Representação 

esquemática da organização genética para o cluster gênico da PMU. Os genes estão mostrados 

acima dos retângulos; O tamanho molecular previsto do polipeptídio codificado por cada gene está 

mostrado abaixo dos retângulos (em kDa). Os retângulos em rosa representam os genes estruturais; 

os em verde os genes acessórios; o retângulo marrom representa o gene regulatório. Adaptado de 

(MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995). 

 

Assim como visto para outras ureases, Broll (2021) observou que a PMU induz 

efeitos independentes da ação enzimática, tal como ativação de plaquetas humanas, e 

atividades antifúngica e entomotóxica (BROLL et al., 2021). No mesmo trabalho, usando s 

domínios isolados da PMU, mostrou-se que grande parte das atividades biológicas não 

enzimáticas reveladas para essa proteína são desempenhadas pelo domínio β (BROLL et 

al., 2021).  

A subunidade β da urease de P. mirabilis (PmUreβ) é um peptídeo de 

aproximadamente 12 kDa, constituído por 115 aminoácidos. Na sua forma nativa a 

PmUreβ está presente nas extremidades da estrutura da PMU (Figura 5).  É produzida de 

forma heteróloga em Escherichia coli, possui uma tag de seis histidinas (histag), que 



29 
 

facilita a purificação (BROLL et al., 2021). Observou-se que PmUreβ apresenta efeito 

entomotóxico sobre o inseto-praga Dysdercus peruvianus, o qual foi alimentado com o 

peptídeo. Além disso, dentro dos efeitos entomotóxicos, o peptídeo desencadeou resposta 

de agregação de hemócitos em Rhodnius prolixus (inseto transmissor da doença de 

Chagas). Demonstrou-se também potencial efeito antifúngico, reduzindo 

significativamente o desenvolvimento das leveduras Candida albicans e C. parapsilosis. 

Células de C. albicans expostas ao peptídeo apresentaram agregação, e em imagens de 

microscopia eletrônica de varredura foi possível observar a presença de material 

extracelular interligando as células (BROLL et al., 2021). Estes dados evidenciaram 

inicialmente o potencial antifúngico do domínio β isolado; no entanto não foi realizado um 

estudo aprofundado dos potenciais mecanismos de ação do peptídeo sobre distintas 

espécies de Candida. 

 

Figura 5. Estrutura trimérica da Urease de Proteus mirabilis (PMU). Representação da 

estrutura trimérica da PMU, a PmUreβ está destacada em azul. A) Visualização frontal. B) 

Visualização lateral. Adaptado de (BROLL et al., 2021). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral  

 

Avaliar a atividade antifúngica da subunidade β da urease de Proteus mirabilis 

(PmUreβ) frente a distintas espécies de Candida e caracterizar potenciais mecanismos de 

ação deste peptídeo. 

 

  2.2. Objetivos específicos  

 

2.1.1. Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) de PmUreβ para cada 

espécie de Candida avaliada;  

 

2.1.2. Avaliar alterações na estrutura celular de distintas espécies de Candida 

expostas ao peptídeo;  

 

2.1.3. Identificar genes de Candida diferencialmente expressos pela exposição à 

PmUreβ; 

 

2.1.4. Determinar os potenciais alvos de PmUreβ em células de Candida 

relacionados à propriedade antifúngica deste peptídeo; 

 

2.1.5. Avaliar o efeito citotóxico de PmUreβ em células mamíferas.  
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3.  DISCUSSÃO 

 

A resistência antimicrobiana é uma crise global de saúde pública que ameaça a 

capacidade de tratar com sucesso as infecções microbianas (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2014). A resistência aos agentes antimicrobianos acarreta no aumento 

do tempo de internação, no custo de hospitalização por paciente, e na taxa de morbi-

mortalidade por patógenos (TYERS; WRIGHT, 2019). As atenções se voltam para a 

resistência bacteriana pela dificuldade de se introduzir novos agente antimicrobianos na 

prática clínica, e novas classes de antibacterianos são relativamente raras (MAHONEY et 

al., 2021).  Quando consideramos os fungos multirresistentes a situação é ainda mais 

grave. As células destes microrganismos são muito semelhantes às células mamíferas, 

dificultando a especificidade dos antifúngicos (FUENTEFRIA et al., 2018; RODRIGUES; 

NOSANCHUK, 2020; ROUDBARY et al., 2021). A disponibilidade de um número 

limitado de agentes antifúngicos no mercado torna a tarefa de lidar com infecções fúngicas 

mais desafiadora. Portanto, há uma necessidade urgente pela descoberta de novas classes 

de antifúngicos de amplo espectro eficazes, seguros e bem tolerados. Recentemente, os 

AMPs e AFPs, como uma alternativa aos antimicrobianos convencionais, têm atraído 

muita atenção dos pesquisadores.  

Neste contexto, destacam-se as ureases, enzimas bem conhecidas pela sua atividade 

enzimática, hidrólise da ureia em amônia e dióxido de carbono (MOBLEY; HAUSINGER, 

1989) e também pela sua contribuição histórica, sendo a primeira enzima a ser cristalizada 

(SUMNER, 1926). Essas proteínas possuem características que as classificam como 

proteínas moonlighting, capazes de desempenhar funções adicionais não relacionadas ao 

seu papel metabólico descrito (CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016; LIGABUE-

BRAUN; CARLINI, 2017). Nas últimas quatro décadas as propriedades moonlighting de 

diversas ureases vem sendo estudadas. Já foi caracterizado que algumas dessas proteínas 

apresentam efeito antifúngico, tanto em leveduras como em fungos filamentosos  

(BECKER-RITT et al., 2007; MARTINELLI et al., 2017; POSTAL et al., 2012). Além 

disso, peptídeos derivados dessas enzimas também foram avaliados, sendo eles o Jaburetox 

e o Soyuretox, os quais também demonstraram potencial antimicrobiano, mais eficiente do 

que as ureases (KAPPAUN et al., 2019; POSTAL et al., 2012). Vale ressaltar que muitas 

dessas propriedades compartilhadas entre as ureases e seus peptídeos se devem ao fato de 
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que essa família de proteínas possui uma grande conservação de sequência, diferenciando 

apenas nas suas estruturas quaternárias. 

No presente estudo, o efeito antifúngico e o mecanismo de ação da subunidade β da 

urease de P. mirabilis foi avaliado. Em um estudo anterior, Broll et al. (2021) 

demonstraram que a PmUreβ tem potencial atividade antifúngica, mas o mecanismo de 

ação subjacente não foi explorado (BROLL et al., 2021). No atual trabalho, procuramos 

investigar o mecanismo molecular da atividade de PmUreβ contra C. albicans e outras 

espécies de Candida não-albicans, considerando o papel dessas leveduras patogênicas em 

infecções nosocomiais (ZHENG et al., 2021).  

Demonstramos que PmUreβ possui atividade antifúngica contra diferentes espécies 

de Candida, testadas nas temperaturas de 30 e 37 ºC, em concentrações não tóxicas para 

células humanas. Vale ressaltar que PmUreβ apresentou atividade antifúngica satisfatória 

contra C. auris, uma vez que esta espécie frequentemente exibe resistência a múltiplas 

drogas (SPIVAK; HANSON, 2018). Apesar de a maioria das espécies de Candida testadas 

a 37 °C apresentarem aumento de MIC, exigindo maior concentração de PmUreβ, o 

peptídeo ainda reduz significativamente o desenvolvimento das leveduras. A exceção foi a 

C. parapsilosis, que a 37 °C mostrou ser mais susceptível ao peptídeo, apresentando 

redução significativa de desenvolvimento já na menor concentração (2,25 µM) e a C. auris 

do que com a concentração de 18 µM PmUreβ a 37 °C apresentou menor formação de 

colônias do que a 30 °C. Além disso, quase todas as leveduras avaliadas apresentaram 

redução do desenvolvimento de forma concentração dependente, à exceção de C. auris (30 

°C) , que apresentou um perfil distinto, no entanto já relatado na literatura para outros 

compostos  (LARA-AGUILAR et al., 2021). Em relação à formação de biofilme, PmUreβ 

foi capaz de reduzir a formação, entretanto em concentração mais elevada do peptídeo do 

que nos ensaios de CIM. As imagens de MEV também confirmaram a redução da 

formação de biofilme; pode-se visualizar a redução das camadas de células, bem como 

uma diminuição das pseudo-hifas. A capacidade de reduzir a formação é uma característica 

bastante interessante, pois a formação dos biofilmes dificulta o tratamento e contribui para 

altas taxas de morbidade e mortalidade, representando assim um dos principais fatores de 

virulência que contribuem para a patogênese da candidíase  (MATHÉ; VAN DIJCK, 2013; 

MICELI; DÍAZ; LEE, 2011; PEREIRA et al., 2021). 
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Após a confirmação da ação antifúngica da PmUreβ nas diferentes espécies de 

Candida, iniciou-se a caracterização do mecanismo de ação do peptídeo nas leveduras, a 

fim de obter informações mais consistentes sobre a interação dinâmica da PmUreβ com as 

leveduras. Os resultados obtidos no ensaio de proteção do sorbitol indicaram que o 

peptídeo possui atuação sobre a parede celular fúngica. Corroborando estes resultados, a 

parede celular irregular foi facilmente visualizada nas imagens de microscopia eletrônica 

de varredura. Numerosas cicatrizes de brotos não polares observadas sugerem que o 

processo normal de divisão da levedura pode ter sido afetado, resultando em células únicas 

com várias tentativas de divisão, mas sem aumentar seu número viável (KHAN; AHMAD; 

CAMEOTRA, 2013). A parede celular desempenha um papel crucial na interação com as 

células hospedeiras, mediando processos como adesão ou fagocitose que são essenciais 

durante a infecção (ARANA et al., 2009). Possivelmente essa alteração na parede celular 

das células esteja colaborando para a redução da formação do biofilme, pois as células 

podem apresentar uma maior dificuldade de adesão na superfície da placa.  Portanto, 

alterações na dinâmica da parede celular podem inibir o desenvolvimento do fungo ou 

impedir interações fungo-hospedeiro essenciais para a patogênese  (LIMA; COLOMBO; 

DE ALMEIDA JUNIOR, 2019). Além disso, a parede celular ser alvo do peptídeo é 

relevante, pois as células humanas não possuem essa estrutura e, portanto, a toxicidade 

para o hospedeiro tende a ser menor (MORACE; PERDONI; BORGHI, 2014). Um ponto 

interessante e até mesmo contraditório ocorreu no ensaio de marcação com calcofluor. 

Células de C. albicans após 24 h de tratamento com PmUreβ demonstraram um aumento 

na marcação de calcofluor. Tal fenômeno já foi observado em células de C. albicans 

tratadas com caspofungina (CSF), onde ocorre aumento compensatório nos níveis de 

quitina da parede celular e resulta em exposição aumentada de quitina e β-1,3-glicana na 

superfície das leveduras (MORA-MONTES et al., 2011; WALKER et al., 2008; 

WHEELER et al., 2008). Além disso, o mesmo fenômeno foi observado em um trabalho 

de reposicionamento de fármacos, onde C. albicans expostas à atorvastatina revelaram 

aumento da fluorescência de calcofluor, e separação celular incompleta (AJDIDI et al., 

2019). Os resultados de análise da expressão gênica diferencial por RNAseq confirmaram 

que a parede celular é alvo potencial do peptídeo, pois os genes envolvidos na formação da 

parede celular tiveram sua expressão alterada, sendo eles PGA6, ECM33 e RBR1. 
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Além disso, o peptídeo também demonstrou causar desestabilização da estrutura da 

membrana celular, presumivelmente por causar permeabilidade da membrana, permitindo 

a passagem de pequenas moléculas, como PI (massa molecular de ~600 g/mol). Além do 

mais, a análise de RNAseq evidenciou que o gene ERG6 apresenta expressão reduzida em 

C. albicans tratada com o peptídeo, demonstrando que os componentes da membrana 

celular também estão comprometidos pela ação do peptídeo. Ademais, o ensaio de 

quantificação de ERO intracelular demonstrou que o peptídeo é capaz de gerar estresse 

oxidativo nas células. Esse aumento de ERO poderia gerar danos à membrana celular, 

aumentando a permeabilidade da estrutura (EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004). 

Dados espectroscópicos de Dicroísmo Circular (CD) e Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) evidenciaram que o Jaburetox interage com membranas lipídicas (BROLL et al., 

2017b). Tendo em vista que a PmUreβ e Jaburetox são sequências que compartilham alta 

similaridade, e apresentam algumas atividades biológicas em comum, é possível que a 

PmUreβ também interaja com membranas lipídicas assim com o Jaburetox. 

Recentemente, um estudo demonstrou a relação entre a coinfecção por C. albicans 

e P. mirabilis no trato urinário, evidenciando que a presença desses dois microrganismos 

simultaneamente aumenta os danos nos tecidos do hospedeiro (NIEMIEC et al., 2022). 

Como demonstrado por Broll et al., PMU completa não foi capaz de reduzir 

significativamente o desenvolvimento de C. albicans (BROLL et al., 2021). Mesmo que a 

PmUreβ esteja na superfície da urease, provavelmente seus sítios que interagem com os 

alvos das leveduras não estão disponíveis. Esse evento reforça que o estudo das 

subunidades específicas da urease de forma independente garante um perfil mais seguro e 

sítio-dirigido de ação de um peptídeo derivado de urease como um candidato a antifúngico. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados obtidos foi possível concluir que:  

 

•  PmUreβ apresentou atividade antifúngica in vitro para todos os isolados de 

Candida testados, em ambas as temperaturas (30 e 37 ºC), e também reduziu a 

formação de biofilme de C. albicans; 
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• O peptídeo PmUreβ tem como potencial alvo da atividade antifúngica a parede 

celular, resultando em deformações nas células, bem como alteração na expressão 

dos genes envolvidos na formação da parede e aumento compensatório da parede 

celular; 

 

• PmUreβ atua sobre a membrana celular, aumentando a permeabilidade dessa 

estrutura. Possivelmente as EROs geradas pela presença do peptídeo podem 

contribuir para a permeabilidade da membrana;  

 

• Os testes de toxicidade em células mamíferas demonstraram que o peptídeo não 

apresenta efeito citotóxico nestas células. 

 

5. PERSPECTIVAS 

 

Tendo em vista a aplicabilidade do peptídeo como um potencial agente antifúngico, 

algumas análises adicionais são necessárias. Visando o aumento da produção do peptídeo, 

ensaios de otimização da expressão serão necessários, bem como a utilização de 

biorreatores nesse processo. Em relação à atividade do peptídeo nas leveduras, ensaios de 

combinação de terapia são considerados promissores, no intuito de buscar por resultados 

mais satisfatórios sem o aumento das concentrações, tanto dos fármacos como do peptídeo. 

Ensaios com reforço de dose do peptídeo também serão necessários, já que em qualquer 

tratamento o medicamento é administrado com recorrência. A fim de confirmar que o 

peptídeo não apresenta efeitos citotóxicos para células e tecidos mamíferos, ensaios com 

tratamentos crônicos em culturas celulares poderiam contribuir para essa análise, bem 

como a realização de ensaios com organismos modelos.  
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SUPPLEMENTARY INFORMATION (SI) 

 

 

 

 

Suppl. Figure 1. Purification of Proteus mirabilis urease (PMU). Panel A. Gel filtration 

in a Superdex 200 column in the last purification step; absorbance at 280 nm (black line), 

ureolytic activity (red dotted line). Inset: SDS -12% PAGE (1) sample applied to the 

Superdex 200 column; (2) pooled (red) active fractions designated as purified PMU; MW, 

molecular mass markers. Panel B. Native 7.5 % PAGE of purified PMU stained with silver 

nitrate (left lane) and zymogram indicating the ureolytic activity of PMU (right lane). 
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Suppl. Figure 2. Purification of Proteus mirabilis isolated subunits. Panels A, C and 

E show the profiles of the affinity chromatography on StrepTag columns of PmUreγ 

(PmUreA), PmUreβ (PmUreB) and PmUreα (PmUreC), respectively. The black lines 

show protein content of the column’s effluent (absorbance at 280 nm), the red dotted 

lines indicate is the elution with D-desthiobiotin. Blue dots indicate fractions collected 

for analysis. Panels B, D and F. show SDS – 12% PAGE of purified PmUreγ, PmUreβ 

and PmUreα, respectively. (M) molecular mass markers; (ST) purified PMU’s subunits 

(pooled fractions after the StrepTag columns). 
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Suppl. Figure 3. Purification of PmUreβ subunit. Panel A shows the profiles of the 

affinity chromatography on Chelating Sepharose column of PmUreβ (PmUreB). The black 

line show protein content of the column’s effluent (absorbance at 280 nm), the arrow 

indicates the PmUreβ elution with Imidazole. The red line indicates the increase 

concentration of Imidazole, represented in the graphic by concentration B (%). Panel B 

shows SDS – 12% PAGE of purified PmUreβ (M) molecular mass markers; (ST) purified 

PmUreβ subunit (pooled fractions after the HisTag column). 
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Suppl. Figure 4: Alignment of amino acid sequences of Proteus mirabilis and other 

ureases. Jack bean urease (JBU - GenBank: AAA83831.1) was used as the amino acid 

sequence reference. Light blue: jaburetox, Proteus mirabilis urease (PMU): PmUreγ in 

yellow (GenBank: KXC01632.1), PmUreβ in green (GenBank: KXC01631.1) and PmUreα 

in blue (GenBank: KGA91697.1). Helicobacter pylori urease (HPU): HpUreβ in dark 

green (GenBank: WP_058905136.1) and HpUreα in dark blue (GenBank: AAU21200.1). 
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