
i 
 

  

CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E ATIVIDADES 

BIOLÓGICAS DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS DE 

FOLHAS DE Capsicum annuum cv. Carioquinha 

 

 

 

 

 

 

MILENA BELLEI CHERENE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE 

DARCY RIBEIRO 

 

 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 

JULHO DE 2023 

 



ii 
 

 

CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E ATIVIDADES 

BIOLÓGICAS DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS DE 

FOLHAS DE Capsicum annuum cv. Carioquinha 

 

 

 

 

 

MILENA BELLEI CHERENE 

 

 

 

Tese apresentada ao Centro de Biociências e 

Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro, como parte das 

exigências para obtenção do título de Doutora em 

Biotecnologia Vegetal 

 

 

 

Orientadora: Profa. Valdirene Moreira Gomes 

 

 

 

 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 

JULHO DE 2023 



iii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            FICHA CATALOGRÁFICA 

UENF - Bibliotecas 

                              Elaborada com os dados fornecidos pela autora. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Cherene, Milena Bellei. 

 

Caracterização bioquímica e atividades biológicas de peptídeos antimicrobianos de 

folhas  de Capsicum annuum cv. Carioquinha. Milena Bellei Cherene. - Campos dos 

Goytacazes, RJ, 2023. 

120 f. : il. 

 

Tese (Doutorado em Biotecnologia Vegetal) - Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Biociências e Biotecnologia, 2023. 

Orientadora: Valdirene Moreira Gomes. 

1. Peptideos antimicrobianos. 2. Capsicum annuum. 3. bioprospecção. I. 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. II. Título. CDD - 660.6 



iv 
 

  



v 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A todos os meus antepassados pela 

coragem e determinação para que eu 

pudesse existir, dedico. Que o melhor de 

cada um de vocês possa viver em mim. 

  



vi 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 Ao Criador, por ter feito tantas coisas maravilhosas para serem descobertas e 

estudadas. Que minha alma, meu coração e minha boca possam sempre bendizer o Teu 

nome. 

 A minha família, pelo apoio incondicional e por compartilharem comigo tanto os 

momentos de conquistas como os mais difíceis.  

 A minha querida orientadora Val, por me nortear nessa jornada, me incentivar, 

discutir ideias e apontar horizontes. Pés no chão, olhar no horizonte e umbigo na bancada! 

 À equipe do LFBM: professores, alunos e técnicos. Aos professores Gabriel 

Taveira e André Carvalho pelas valiosas contribuições e ensinamentos.  

Às equipes do LQFPP e LSA, em especial aos professores Thiago, Elenir e Olney 

e aos alunos Fabrício, Sarah e Nina, pela maravilhosa parceria que tanto ampliaram os 

resultados da minha pesquisa. 

 Ao professor Miguel Castanho e toda equipe sua equipe, por todo carinho e 

atenção com que me acolheram e orientaram no estágio de doutoramento em Lisboa. Um 

agradecimento mais que especial a Marco e Vera por todos os ensinamentos e 

contribuições. 

 À UENF e ao PGBV o meu muito obrigada. Tenho muito orgulho em dizer que a 

UENF é parte da minha história há 30 anos. 

 Às agências de fomento CNPq, CAPES, FAPERJ e UENF. 

 

  



vii 
 

SUMÁRIO 

1- INTRODUÇÃO GERAL .......................................................................................... 11 

1.1 - Introdução .......................................................................................................... 12 

1.2 - Peptídeos antimicrobianos de plantas  ............................................................. 15 

1.3 - Os AMPs como moléculas promissoras no combate a microrganismos 

resistentes  ................................................................................................................... 18 

1.4 - Os AMPs e outros inibidores de proteases como alternativa no controle de 

insetos pragas  ............................................................................................................ 21 

1.5 - Plantas do gênero Capsicum como fonte para obtenção de AMPs ................ 25 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 30 

 

2 - OBJETIVOS ............................................................................................................. 43 

Objetivo Geral ............................................................................................................ 44 

Objetivos Específicos ................................................................................................. 44 

 

3 - CAPÍTULO 1  Structural and biochemical characterization of three 

antimicrobial peptides from Capsicum annuum L. var. annuum leaves for anti-

Candida use   .................................................................................................................. 45 

Resumo ........................................................................................................................ 47 

Highlights .................................................................................................................... 47 

Graphical Abstract .................................................................................................... 48 

Abstract ....................................................................................................................... 49 

Introduction ................................................................................................................ 49 

Materials and Methods .............................................................................................. 50 

Results ......................................................................................................................... 53 

Discussion .................................................................................................................... 58 

References ................................................................................................................... 64 

Supplementary Information ..................................................................................... 67 



viii 
 

 

 

4 – CAPÍTULO 2  Insecticidal activity of Capsicum annuum L. leaf proteins on 

cowpea weevil Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) development .. 70 

Resumo ........................................................................................................................ 72 

Highlights .................................................................................................................... 72 

Graphical Abstract .................................................................................................... 73 

Abstract ....................................................................................................................... 74 

1. Introduction ............................................................................................................ 74 

2. Material and Methods ........................................................................................... 75 

3. Results ..................................................................................................................... 77 

4. Discussion ................................................................................................................ 79 

References ................................................................................................................... 82 

 

5 – CAPÍTULO 3  Evaluation of in vitro and in vivo toxicity of CaCPin-II, CaCDef-

like and CaCLTP2 antimicrobial peptides  ................................................................ 85 

Resumo ........................................................................................................................ 87 

Abstract ....................................................................................................................... 88 

1. Introduction ............................................................................................................ 89 

2. Materials and Methods .......................................................................................... 91 

3. Results ..................................................................................................................... 96 

4. Discussion .............................................................................................................. 102 

5. Conclusion ............................................................................................................ 108 

References ................................................................................................................. 109 

 

6 - CONCLUSÕES GERAIS ...................................................................................... 119 

 

 



ix 
 

                                                        RESUMO 

CHERENE, Milena Bellei, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, julho de 2023. Caracterização bioquímica e atividades biológicas de 

peptídeos antimicrobianos de folhas de Capsicum annuum cv. Carioquinha. 

Orientadora: Valdirene Moreira Gomes. 

Os peptídeos antimicrobianos de plantas são uma ferramenta promissora para o 

desenvolvimento de novos fármacos, terapias e métodos de controle de pragas e 

patógenos devido a sua toxicidade seletiva, seu amplo espectro de atividades e 

características que dificultam o desenvolvimento de resistência microbiana. A cultivar 

Carioquinha de Capsicum annuum foi desenvolvida pelo Programa de Melhoramento 

Genético da UENF com o intuito de ter maior resistência a fitopatógenos. Vários 

peptídeos antimicrobianos obtidos de plantas do gênero Capsicum já foram caracterizados 

e suas atividades biológicas elucidadas. Neste sentido, esta tese apresenta um capítulo 

dedicado a descrever a purificação e caracterização bioquímica de três destes peptídeos 

obtidos de folhas de C. annuum cv. Carioquinha, bem como suas atividades contra 

leveduras do gênero Candida, seus possíveis mecanismos de ação e toxicidade para 

eritrócitos. Os peptídeos são um inibidor de protease, uma defensina-símile e, um 

peptídeo transportador de lipídeos do tipo 2 (LTP2), denominados CaCPin-II, CaCDef-

like e CaCLTP2, respectivamente. O segundo capítulo descreve a obtenção de uma fração 

enriquecida de CaCPin-II e a atividade desta fração e do extrato de folhas de C. annuum 

sobre o desenvolvimento de larvas do inseto praga Callosobruchus maculatus. O terceiro 

e último capítulo avalia a toxicidade dos três peptídeos para o possível desenvolvimento 

de novos fármacos e terapias, utilizando testes in vitro com células de mamíferos e testes 

in vivo com o modelo invertebrado Galleria mellonella. Brevemente, os resultados 

indicam que os peptídeos causam diminuição da viabilidade celular e alterações 

morfológicas e nas membranas de leveduras do gênero Candida. O extrato de folhas e 

CaCPin-II possuem capacidade de inibir importantes enzimas envolvidas no metabolismo 

de fungos e insetos, e interferem no desenvolvimento de C. maculatus. Os peptídeos, 

exceto CaCPin-II, não são citotóxicos e não causam morte em G. mellonella. Conclui-se 

que CaCPin-II, CaCDef-like e CaCLTP2 possuem potencial para o desenvolvimento de 

novos produtos biotecnológicos. 

Palavras chave: Peptideos antimicrobianos; Capsicum annuum; bioprospecção. 



x 
 

ABSTRACT 

CHERENE, Milena Bellei, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, July, 2023. Biochemical characterization and biological activities of 

antimicrobial peptides from leaves of Capsicum annuum cv. Carioquinha. Advisor: 

Valdirene Moreira Gomes. 

Plant antimicrobial peptides are a promising tool for the development of new drugs, 

therapies and methods to control pests and pathogens due to their selective toxicity, their 

broad spectrum of activities and characteristics that hinder the development of microbial 

resistance. Capsicum annuum cv. Carioquinha was developed by the Programa de 

Melhoramento Genético from UENF in order to have greater resistance to 

phytopathogens. Several antimicrobial peptides obtained from Capsicum genus plants 

have already been characterized and their biological activities elucidated. In this sense, 

this thesis presents a chapter dedicated to describing the purification and biochemical 

characterization of three of these peptides obtained from leaves of C. annuum cv. 

Carioquinha, as well as its activities against yeasts of the genus Candida, its possible 

mechanisms of action and toxicity to erythrocytes. The peptides are a protease inhibitor, 

a defensin-like and a lipid transporter peptide type 2 (LTP2), called CaCPin-II, CaCDef-

like and CaCLTP2, respectively. The second chapter describes the obtainment of an 

enriched fraction of CaCPin-II and the activity of this fraction and of the C. annuum leaf 

extract on the development of larvae of the pest insect Callosobruchus maculatus. The 

third and final chapter evaluates the toxicity of the three peptides for the possible 

development of new drugs and therapies, using in vitro tests with mammalian cells and 

in vivo tests with the Galleria mellonella invertebrate model. Briefly, the results indicate 

that the peptides cause decreased cell viability and morphological and membrane changes 

in yeasts of the genus Candida. The leaf extract and CaCPin-II were able to inhibit 

important enzymes involved in the metabolism of fungi and insects, and interfere with 

the development of C. maculatus. The peptides, except CaCPin-II, are not cytotoxic and 

do not kill G. mellonella. We concluded that CaCPin-II, CaCDef-like and CaCLTP2 have 

potential for the development of new biotechnological products. 

Keywords: Antimicrobial peptides; Capsicum annuum; bioprospecting.
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1.1 - Introdução 

A utilização de elementos da natureza e seus compostos bioativos para o combate 

doenças e pragas e para defensa contra predadores é tão antiga quanto a própria 

humanidade, e as plantas constituem uma fonte abundante de tais compostos. Atualmente 

a biodiversidade vegetal conta tanto com espécies e variedades de ocorrência natural, 

como também com novas cultivares criadas ao longo dos anos pelo melhoramento 

genético. O Brasil é o país com a maior biodiversidade do mundo, e uma das plantas 

nativas muito utilizada pelos povos originários com fins medicinais e ritualísticos são as 

pimentas do gênero Capsicum (INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2016; MARINHO, 

2014). Este gênero é originário das Américas e conta com 38 espécies catalogadas 

(CARRIZO GARCÍA et al., 2016). Após a expansão marítima e colonização das 

Américas estas pimentas se espalharam pelo mundo e hoje possuem importância não só 

cultural como econômica (SILVAR; ROCHA; BARATA, 2022; TRIPODI et al., 2021). 

A pesquisa com pimentas do gênero Capsicum iniciou-se na UENF em 1998, quando 

criou-se um banco de germoplasma a partir da coleta de frutos em mercados e feiras do 

estado do Rio de Janeiro, e hoje conta com vários acessos bem caracterizados e também 

com algumas cultivares desenvolvidas e protegidas.  A cultivar Carioquinha é uma das 

linhagens de C. annuum desenvolvida pelo Programa de Melhoramento Genético de 

Capsicum da UENF (Figura 1).  

 

Figura 1. Genealogia do Programa de Melhoramento de Capsicum da UENF para obtenção 

de linhagens recombinantes resistentes à mancha bacteriana. Folhas sem sintomas de mancha 

bacteriana (A); forma e coloração de frutos (B) de C. annuum var. annuum cv. Carioquinha. 

Campos dos Goytacazes, UENF, 2015. (Adaptado de Pimenta, S., 2015).  

Capsicum annuum cv. Carioquinha

Resistente à antracnose, 
mancha bacteriana e 

PepYMV vírus

A B
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Esta cultivar é proveniente do cruzamento entre os acessos UENF 1421 (Pimentão 

Hércules – Agroceres, 1998) e UENF 1381 (Pimenta Chapingo – México), e é resistente 

à mancha bacteriana causada por Xanthomonas euvesicatoria, um fitopatógeno bastante 

comum que afeta pimentas  (BENTO et al., 2017; PIMENTA et al., 2016).  

Vários compostos bioativos encontrados em pimentas do gênero Capsicum já 

foram isolados e caracterizados, dentre eles os peptídeos antimicrobianos, do inglês 

Antimicrobial Peptides (AMPs) (AFROZ et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2022). Os AMPs 

são componentes da defesa inata de todos organismos vivos, sendo expressos de forma 

constitutiva, quando faz parte do programa de desenvolvimento normal do organismo, ou 

induzidos, quando se trata da defesa do organismo a algum fator de estresse. Essa 

moléculas são codificadas por genes, ou seja, são sintetizados nos ribossomos nas 

conformações linear ou cíclica, e são compostos de L-aminoácidos em sua cadeia 

polipeptídica (CARVALHO; GOMES, 2012). Essa característica difere os AMPs de 

outros peptídeos com atividade antimicrobiana, como gramicidinas, bacitracinas e 

polimixinas, que são sintetizados dentro das células por grandes complexos enzimáticos 

e possuem em sua cadeia polipeptídica aminoácidos não protéicos com diversos tipos de 

modificações (MARAHIEL; ESSEN, 2009; SIEBER; MARAHIEL, 2005).  AMPs 

apresentam variedade quanto à sequência, estrutura e conformação, geralmente possuindo 

12 a 100 resíduos de aminoácidos. São ricos em resíduos de cisteína, o que favorece na 

formação de pontes dissulfeto que promove a estabilidade, resistência a degradações 

decorrentes a temperatura, alteração de pH e ações proteolíticas (MOOKHERJEE et al., 

2020).  O mecanismo de ação dos AMPs está interligado a vários fatores, como sua 

sequência de aminoácidos, sendo suas características catiônicas e anfifílicas 

determinantes na especificidade antimicrobiana. Portanto, apresentam baixa ou nenhuma 

toxicidade para células de mamíferos. Estudos têm demonstrado que em geral os 

peptídeos interagem com a membrana celular, através de rupturas ou permeabilização, 

mas também reagem com os elementos intracelulares, efetuam a inibição da síntese de 

DNA/RNA e de proteínas, controlando ou interrompendo o crescimento de 

microrganismos (AHMED; HAMMAMI, 2019; CAMPOS et al., 2018).  

A Figura 2 ilustra os principais mecanismos de ação dos AMPs tomando uma 

célula bacteriana como modelo. Os modelos de interação com a membrana descrevem o 

comportamento dos AMPs catiônicos, que interagem com as moléculas eletricamente 

carregadas da superfície das células-alvo sem a necessidade de receptores específicos; 
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são eles: o modelo de aduela de barril, o poro toroidal, o modelo de carpete e o modelo 

agregado (WEI; ZHANG, 2022).  

 

Figura 2.  Mecanismos de ação de AMPs antibacterianos. Os mecanismos incluem o modo de 

ação nas membranas e o modo de ação intracelular. No modo de ação na membrana, os AMPs 

geralmente iniciam sua ação aderindo-se à superfície da membrana celular via interações 

eletrostáticas e hidrofóbicas, seguida da formação de poros transmembrana, que aumenta a 

permeabilidade celular e geralmente leva à morte da célula. Para os AMPs catiônicos, quatro 

principais modelos estão estabelecidos para descrever a formação de poros na membrana (1): as 

aduelas de barril, o poro toroidal, o modelo carpete e o modelo de agregados. No modelo de ação 

intracelular, os AMPs alcançam o citoplasma e interfere em alvos intracelulares e no 

metabolismo, ou seja, inibem a síntese de DNA, RNA e proteínas (2), promovem a liberação de 

liases que destroem estruturas celulares (3) e inibindo a ação de enzimas responsáveis pela síntese 

da parede celular (4). (Adaptado de Wei e Zhang, 2022). 

 

Após a interação com os lipídeos aniônicos das membranas, os AMPs em solução 

aquosa assuem uma conformação em -hélice anfifílica que promove a interação com a 

membrana. AMPs ricos em estruturas em folhas- geralmente não passam por estas 

mudanças conformacionais, pois as folhas- são estabilizadas por pontes dissulfeto (LEE; 

N. HALL; AGUILAR, 2015). O modelo de aduela em barril descreve a interação de 

AMPs paralelamente ao plano da membrana, que depois movem-se para um plano 

perpendicular à membrana e formam um poro de interior hidrofílico (KUMAR et al., 

2018; LEE; N. HALL; AGUILAR, 2015). No modelo de poro toroidal, os AMPs inserem-

se verticalmente na membrana e interagem com os lipídeos para formar um poro com 

formato de anel. No modelo de carpete os AMPs não formam poros e não interagem com 

componentes hidrofóbicos da membrana, mas recobrem a superfície externa da 
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membrana formando clusters que lembram um carpete, o que culmina no colapso da 

membrana formado várias estruturas micelares. No modelo de agregados, os AMPs se 

ligam à superfície celular e quando atingem uma determinada concentração 

reposicionam-se e formam canais de vazamento de íons e água. Este modelo também 

explica a transferência de AMPs catiônicos para o citoplasma para atura em alvos 

intracelulares. Alguns AMPs podem assim alcançar o interior da célula sem causar 

ruptura direta da membrana, e levar a morte celular por inibir a síntese de DNA, RNA e 

proteínas, promovendo a liberação de enzimas líticas ou inibindo enzimas envolvidas no 

metabolismo (WEI; ZHANG, 2022). 

 

1.2 - Peptídeos antimicrobianos de plantas 

Existem várias classes estruturais de AMPs envolvidas na defesa das plantas. O 

primeiro AMP de planta foi uma tionina isolada do trigo e desde então, centenas de outros 

AMPs foram isolados de outras espécies vegetais. AMPs de plantas podem ser 

classificados de acordo com suas estruturas típicas ricas em cisteína, representados 

principalmente pelos grupos dos ciclotídeos, defensinas, tioninas, proteínas 

transportadora de lipídios (LTPs), snakinas, heveínas-símile e knottinas-símile (OJEDA; 

CARDOSO; FRANCO, 2019; ZASLOFF, 2019).  Há também outras classes de AMPs, 

com estruturas atípicas contendo poucos ou nenhum resíduo de cisteína, como por 

exemplo, o caso das hairpinias e de peptídeos ricos em glicina (DE SOUZA CÂNDIDO 

et al., 2014; LI et al., 2021). Devido à natureza dos AMPs isolados de folhas de C. 

annuum neste trabalho, vamos abordar alguns aspectos bioquímicos e bioatividades do 

grupo das defensinas, das LTPs e dos inibidores de protease tipo Pin-II. 

As defensinas de plantas são peptídeos básicos, contendo de 45 a 54 resíduos de 

aminoácidos, com 4 pontes dissulfeto e massa molecular de pelo menos 5 kDa (VAN 

LOON; REP; PIETERSE, 2006). Desde o isolamento da primeira defensina de planta do 

endosperma de trigo em 1990, várias outras já foram descritas em vários tecidos de 

dicotiledôneas e monocotiledôneas (PARISI et al., 2019). O peptídeo maduro consiste 

em 5 segmentos de loops não conservados, ligando -hélices e folhas- e gerando 

estruturas mais complexas, e a assinatura molecular das defensinas é a presença do -core 

motif (GXCX3-9C). Diferenças nas sequências dos loops conferem diferentes funções às 

defensinas (SHER KHAN et al., 2019; VAN DER WEERDEN; ANDERSON, 2013). As 
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características anfifílicas das defensinas permitem que elas interajam com lipídios de 

membrana específicos, porém, algumas defensinas requerem internalização nas células 

para exercerem suas funções. Estes peptídeos alcançam o citoplasma de diferente formas, 

incluindo endocitose dependente de energia, sistema de transporte de poliamina e 

transporte passivo (LUO et al., 2021). Já foram descritas diversas atividades biológicas 

relacionadas às defensinas, como atividade antibacteriana, antifúngica, inseticida, e 

antitumoral  e inibidora de proteases e -amilases (CAMPOS et al., 2018; KOVALEVA 

et al., 2020) Defensinas são candidatos atrativos para o desenvolvimento de novas 

terapias antimicrobianas e antitumorais devido a sua alta seletividade e baixa indução de 

mecanismos de resistência de células tumorais e agentes infecciosos (HEIN et al., 2022). 

As LTPs são uma classe de peptídeos catiônicos, estruturalmente compactos, 

abundantes e solúveis (SALMINEN; BLOMQVIST; EDQVIST, 2016), isolados pela 

primeira vez de tubérculos de batata. É uma classe de AMP presente somente em vegetais, 

no entanto, não está presente na maioria dos vegetais inferiores.  A função primárias das 

LTPs é a transferência de lipídeos (FINKINA et al., 2016). Devido a sua baixa 

especificidade para substratos lipídicos, as LTPs de plantas são também chamadas de 

proteínas transportados de lipídios não-específica (nsLTP). Sua estrutura possui 4 pontes 

dissulfeto bem conservadas, 4 a 5 -hélices dobradas para formar uma estrutura ajustada 

e resistente à desnaturação. Um motif de 8 cisteínas (C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-

Xn-C) está presente em todas as LTPs. Baseado no seu padrão de cisteínas e na sequência 

de aminoácidos, as LTPs são subdivididas em classes, sendo as LTPs tipo 1 e LTPs tipo 

2 as mais estudadas. Os peptídeos do grupo das LTP1 possuem massa molecular de cerca 

de 10kDa, enquanto os que pertencem ao grupo das LTP2 possuem massa de cerca de 7 

kDa (EDQVIST et al., 2018).  Cavidades hidrofóbicas são formadas para facilitar a 

ligação e o transporte de lipídios (BERECZ et al., 2010).  A cavidade hidrofóbica é 

extremamente flexível, podendo acomodar vários tipos de lipídeos, e possuem a forma de 

um túnel nas LTP1s e a forma cônica nas LTP2s (MELNIKOVA et al., 2023). Foi 

proposto que as LTPs podem interagir com os lipídeos de membrana, translocando-os 

para o meio extracelular, levando à permeabilização de membranas e apoptose (FINKINA 

et al., 2016). LTPs possuem uma variedade de atividades biológicas, tendo tanto um  

papel fisiológico importante na defesa de plantas, mas também possuem aplicações 

terapêuticas devido a suas  atividades antitumoral e antimicrobiana, com baixa toxicidade 

para células de mamíferos (FINKINA et al., 2016; REGENTE et al., 2005). Estes 
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peptídeos possuem ainda aplicações biotecnológicas, no desenvolvimento de sistemas de 

drug-delivering, na indústria de alimentos, no desenvolvimento de cultivares resistentes 

a estresses bióticos e abióticos e no diagnóstico e tratamento de doenças alérgicas 

(MELNIKOVA et al., 2023). 

A família dos inibidores de protease (PIs, do inglês Proteinase-Inhibitors) 

possuem uma subclasse de inibidores de serino-proteases, muito comuns em plantas da 

família Solanaceae. Estes inibidores podem ser do tipo I, com 8kDa (Pin I – potato type 

I inhibitor) ou do tipo II, com 5 kDa (Pin II – potato type II inhibitor) (CHRISTELLER; 

LAING, 2005; DUNSE et al., 2010; PAYNE et al., 2020). Um inibidor do tipo Pin-II 

possui múltiplos domínios inibitórios de repetição (IRDs) unidos por 5 a 6 regiões ligantes 

(linkers), que são liberados após processamento proteolítico do Pin-II parental (Figura 

3A). No gênero Capsicum a quantidade de IRDs é 5, mas em outros gêneros pode variar 

de 2 a 5. Cada IRD possui de 50 a 55 resíduos de aminoácidos e é estabilizada por pontes 

dissulfeto e uma região denominada RCL (do inglês reactive center loop), que é o sítio 

de interação primária com a serino protease alvo.  A região ligante divide o IRD em cadeia 

pesada e cadeia leve, estando o RCL localizado nesta última cadeia. Os IRDs são 

classificados de acordo com sua região ligante em tipo 1, cuja sequência é DPNRP; tipo 

2, cuja sequência é EEKKN; e tipo 3, que não tem região ligante (Figura 3B).  Estas 

regiões específicas (linker, IRD e RCL) variam em número e sequência de aminoácidos 

entre os diferentes inibidores tipo Pin-II (YADAV; SAIKHEDKAR; GIRI, 2021). 

 

Figura 3. Estrutura dos inibidores de protease tipo Pin-II e seus domínios inibitórios de 

repetição (IRDs). (A) Modelo esquemático mostrando o processamento dos inibidores de 

protease tipo Pin-II em IRDs e (B) estrutura e classificação dos tipos de IRDs baseada na 

sequência das regiões ligantes: Cadeia pesada (H), Cadeia leve (L) e as diferentes regiões ligantes 

estão codificadas por cores (Adaptado de Yadav, Saikhedkar e Giri, 2021). 
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As proteases são enzimas que regulam a homeostase proteica, estando envolvidas 

na regulação de vários processos celulares, tais como expressão gênica, diferenciação, 

defesa imunológica, migração e morte celular, portanto inibidores de proteases possuem 

potencial para o desenvolvimento de fármacos e outros insumos. Inibidores tipo Pin-II 

são uma estratégia promissora como arcabouço para a engenharia de proteínas. Estes 

peptídeos podem ser usados como estratégia para o controle de insetos praga, como 

Helicoverpa armigera (DUNSE et al., 2010) e como agentes antimicrobianos e 

antifúngicos (BÁRTOVÁ; BÁRTA; JAROŠOVÁ, 2019). Potamina-I é um inibidor tipo 

Pin-II que inibe quimiotripsina, tripsina e papaína, e possui atividades antimicrobianas, 

incluindo Candida albicans e Rhizoctonia solani (KIM et al., 2005). 

 

1.3 - Os AMPs como moléculas promissoras no combate a microrganismos 

resistentes 

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming e a criação de pesticidas para 

aumentar a produtividade agrícola nas lavouras trouxe mais qualidade de vida para a 

humanidade. Após muitos anos, o amplo uso de tais produtos gerou a seleção de 

microrganismos resistentes, fazendo com que muitos antimicrobianos não sejam mais 

efetivos (WANG, 2015).  Com isso, a ciência hoje trava uma batalha contra o 

aparecimento de cepas de microrganismos com múltipla resistência aos antimicrobianos 

tradicionais. Segundo dados do CDC as infecções causadas por microrganismos 

resistentes matam anualmente 700 mil pessoas no mundo. Estima-se que até 2050 o 

número de mortes por microrganismos resistentes chegue a 10 milhões ao ano e que o 

custo destas infecções cheguem a 1 trilhão de dólares (NGUYEN-VIET et al., 2017; 

O´NEILL, 2016). O CDC em 2019 criou uma lista para enfrentamento de patógenos 

resistentes, criando uma lista classificando patógenos resistentes de acordo com o nível 

de ameaça que eles representam para a saúde pública.  O grupo “ameaças urgentes” 

refere-se aos patógenos cuja ameaça requerem ações urgentes e agressivas, que inclui a 

Candida auris e algumas bactérias resistentes aos antibióticos. O grupo “ameaças sérias” 

refere-se a patógenos cuja ameaça à saúde pública requer ações rápidas e duradouras, que 

e classificou como sérias as infecções por espécies do gênero Candida resistentes à 

fármacos, e algmas bactérias como MRSA (Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina) e o bacilo da tuberculose resistente. O grupo “ameaças relativas” refere-se aos 

patógenos que requerem monitoramento cuidadoso e ações preventivas (CDC, 2019).  
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Os fungos patogênicos, apesar de muitas vezes ignorados, representam uma 

ameaça à saúde pública, à segurança alimentar e à biodiversidade (FISHER et al., 2012).  

Segundo dados da GAFFI - Global Action Fund for Fungal Infection - mais de 300 

milhões de pessoas sofrem de doenças graves causadas por fungos, e a mortalidade anual 

chega a 1.6 milhões. Dentro desta perspectiva, em 2022 a Organização Mundial de Saúde 

(WHO) criou uma lista de patógenos fúngicos prioritários para nortear as pesquisas e 

ações de saúde pública, uma vez que a população susceptível a tais infecções, como por 

exemplo pessoas imunucomprometidas e com comorbidades, vem aumentando nos 

últimos anos. Esta lista possui dezenove espécies que representam grave ameaça à saúde 

pública, divididas em três categoria: ameaça crítica, alta e média. As leveduras do gênero 

Candida destacam-se por terem representantes nas três categorias: C. auris e C. albicans 

(crítica); C. parapsilosis e C.tropicalis (alta); e C. krusei (média) (WHO, 2022).  As 

espécies de Candida sp causam desde infecções cutaneomucosas até infecções sistêmicas. 

Um em cada quatro pacientes internados com candidemia vão a óbito. Cerca de 7% das 

candidemias são resistentes aos antimicrobianos disponíveis. A principal espécie 

causadora de candidemia é a C. albicans, porém com baixos níveos de resistência. No 

entanto, outras espécies não-albicans, incluindo C. glabrata e C. parapsilosis, são 

frequentemente resistentes e mais letais. Além disso, espécies altamente resistentes como 

C. auris têm causado muitos problemas (CDC, 2013, 2019).   

Estima-se que quase 4 milhões de pessoas no Brasil tenham infecções fúngicas a 

cada ano. Destas, 2,8 milhões são infecções causadas por Candida sp e 1 milhão por 

Aspergillus sp. Segundo estudo do Conselho Federal de Medicina, cerca de 14,5% das 

infecções em pacientes internados em UTIs são causadas por fungos, e este percentual 

tende a aumentar (CFM, 2015). No Brasil, segundo dados da ANVISA de 2018, as 

infecções por Candida spp são a quarta maior causa de internações em UTI por Infecção 

Primária de Corrente Sanguínea (IPCS) associada a uso de Cateter Venoso Central 

(CVC), estando o Staphylococcus coagulase negativa em primeiro lugar (ANVISA, 

2018). Os principais antifúngicos atualmente usados na terapêutica médica de humanos e 

animais possuem muitos efeitos tóxicos colaterais e não podem ser usados a longo prazo, 

principalmente em infecções sistêmicas. Os principais antifúngicos disponíveis no 

mercado e aprovados pelas agências reguladoras pertencem três classes principais: 

triazóis, polieneos (representados pela anfotericina B) e equinocandinas. Muitas espécies 

do gênero Candida adquiriram resistência a estes antifúngicos usados como primeira e 
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segunda opção terapêutica, como o fluconazol e capsofungina (BEN-AMI; 

KONTOYIANNIS, 2021; TAVEIRA et al., 2022). O uso indiscriminado de azóis como 

fármacos e pesticidas é um fator que leva ao aparecimento de resistência em fungos, 

incluindo espécies do gênero Candida (BASTOS et al., 2019; BRILHANTE et al., 2019). 

As propriedade catiônicas e anfifílicas da maioria dos AMPs os torna seletivos 

para as superfícies eletricamente carregadas de microrganismos e células tumorais. Além 

da ação direta nas membranas das células-alvo, os AMPs podem atuar na modulação da 

imunidade do hospedeiro ajudando na resposta imune (Figura 4), o que torna estas 

moléculas uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novas terapias. Os 

AMPs induzem a resposta imune do hospedeiro para combater parasitas e células 

tumorais modulando tanto a resposta humoral como a resposta celular. As defensinas são 

o grupo de AMPs com papel de destaque na imunorregulação (WEI; ZHANG, 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. AMPs na modualção da resposta imune do hospedeiro. A bioatividade dos AMPs 

inclui regulação imunológica e ações de amplo espectro ou inespecíficas contra bactérias, vírus, 

parasitas ou células cancerígenas (Wei e Zhang, 2022). 

 

Embora os AMPs sejam uma alternativa interessante para o desenvolvimento de 

fármacos, poucas pesquisas com este objetivo avançam para a fase pré-clínica de testes 

com animais. A instabilidade física e química dos peptídeos, a meia-vida curta, a 

degradação proteolítica e as características farmacocinéticas e farmacodinâmicas dos 
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AMPs são os principais obstáculos para sua aplicação clínica. Porém, uma solução é o 

encapsulamento destas moléculas para aumentar sua estabilidade em sistemas vivos 

(CARDOSO et al., 2020; CHEN; LU, 2020). Mais de 3000 AMPs já foram identificados, 

mas poucos avançam para a fase de testes clínicos. Alguns poucos peptídeos 

antimicrobianos de síntese enzimática, como as gramicidinas e polimixinas, possuem 

aprovação pela agência reguladora U.S. Food and Drug Administration (FDA), e a 

maioria deles é utilizada para uso tópico em infecções bacterianas e fúngicas da pele 

(GRECO et al., 2020; KOO; SEO, 2019). A toxicidade para células de mamíferos é o 

principal gargalo para a aprovação de peptídeos bioativos (GUPTA et al., 2015). 

Encontrar o equilíbrio entre a bioatividade do AMP e a segurança para o paciente é o 

principal desafio para o desenvolvimento de fármacos. No entanto, AMPs de origem 

natural podem servir de arcabouço para o desenvolvimento de fármacos com toxicidade 

reduzida, mantendo ou aumentando suas bioatividades. Para isso, peptídeos sintéticos 

podem ser desenhados para ter  maior toxicidade seletiva, através do ajuste de sua 

composição de aminoácidos e estrutura da cadeia peptídica, ou AMPs podem ser 

conjugados com outras moléculas, tais como biopolímeros, nanopartículas magnéticas, 

lipossomas e outros compostos para a criação de sistemas de drug-delivery (WEI; 

ZHANG, 2022). 

 

1.4 - Os AMPs e outros inibidores de proteaese como alternativa no controle de 

insetos pragas 

Além da problemática causada pelo uso irracional de antimicrobianos como 

fármacos, o uso de antimicrobianos e pesticidas em toda cadeia produtiva de alimentos é 

necessário, pois torna possível aumentar a produtividade agropecuária para satisfazer a 

demanda criada pelo crescimento populacional (SAATH; FACHINELLO, 2018). Tais 

insumos deixam resíduos nos alimentos, na água, no ambiente, que também acabam por 

contribuir para o aparecimento de microrganismos multirresistentes (BASTOS et al., 

2019; BRILHANTE et al., 2019; O´NEILL, 2016). A pesquisa biotecnológica nos dias 

atuais deve ser pensada dentro do conceito de Saúde Única pois a saúde humana é 

interdependente de todas as outras espécies e do meio ambiente (MACKENZIE; JEGGO, 

2019) exigindo a criação de novas substâncias de interesse biotecnológico para uso na 

agropecuária que proporcionem o desenvolvimento sustentável e impactos positivos na 

economia mundial e do Brasil. 
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O Brasil é o segundo país em exportação de alimentos segundo dados da FAO de 

2020. O agronegócio é responsável por grande parte da economia do país, representando 

21% do PIB e por metade das exportações no ano de 2019 segundo dados publicado no 

G1 em março deste ano (TOOGE, RIKARDY, 2020).  Para exportar alimentos, os 

mesmos devem obedecer a uma série de normas sanitárias internacionais, que 

estabelecem a qualidade microbiológica, a presença de pesticidas, micotoxinas e outros 

parâmetros (SCUSSEL; BEBER; DE SOUZA KOERICH, 2016). Por isso, é importante 

investir em tecnologias que aumentem a produtividade mas mantenha o padrão que é 

exigido pelos países compradores. Ainda segundo a FAO, o Brasil é o quarto maior 

produtor de alimentos, mas também é um dos que mais desperdiça. Uma parte do 

desperdício ocorre pós-colheita, onde produtos agrícolas podem ser deteriorados por 

microrganismos e insetos. Fungos e oomicetos destroem um terço das colheitas mundiais  

anualmente, o que daria para alimentar 600 milhões de pessoas (FISHER et al., 2012). 

No Brasil, as perdas anuais causadas por insetos em grãos armazenados chegam a 10% 

(LORINI, 2015). É preciso buscar substâncias que aumentem a durabilidade dos 

alimentos, garantindo a segurança alimentar do consumidor do campo até a mesa.   

Os grãos são uma importante fonte nutricional devido ao fato de armazenarem 

nutrientes (POUTANEN et al., 2021). Dentre os grãos usados na alimentação, as 

leguminosas representam uma importante fonte de proteínas em locais onde a proteína 

animal não é acessível para toda a população (FAO, 2016). O feijão de corda (Vigna 

unguiculata) é uma fonte de proteínas relevante para países em desenvolvimento 

(ABEBE; ALEMAYEHU, 2022) e o Callosobruchus maculatus (Coleoptera: 

Chrysomelidae: Bruchinae) é a principal peste que afeta V. unguiculata no período pós-

colheita (CARDOSO et al., 2017), podendo afetar também outras espécies do gênero 

Vigna e outras espécies de leguminosas, como soja (Glicine max) e ervilhas (Lens 

culinaris) (TUDA et al., 2014).  A Figura 5 mostra a morfologia de um macho e uma 

fêmea de C. maculatus. A infestação pelo inseto é difícil de controlar devido à grande 

quantidade de ovos colocados pelas fêmeas e ao seu curto ciclo de vida (BECK; 

BLUMER, 2011). O inseto bruquídeo C. maculatus foi o modelo de estudo deste trabalho 

para avaliar a atividade inseticida de extrato de folhas de C. annuum e correlacioná-la 

com um AMP inibidor de protease presente neste extrato. 
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Figura 5. Vista dorsal de um macho e uma fêmea de Callosobruchus maculatus. Fotos do 

macho e da fêmea estão na mesma escala. Os quadrados medem 1mm. (Adapatado de Beck e 

Blumer, 2011).  

 

Muitos compostos de origem vegetal com atividade inseticida e repelente já foram 

descritos na literatura. Dentre eles destacam-se os metabólitos secundários, como 

piretrinas, rotenonas, azadiractina e óleos essenciais, e os compostos de natureza protéica, 

como AMPs do grupo dos ciclotídeos, defensinas e inibidores de protease, além de 

compostos com maior massa molecular, como vicilinas e lectinas (VELASQUES et al., 

2017). Dentre os AMPs, os ciclotídeos merecem destaque devido ao fato de já haver no 

mercado um inseticida denominado “Sero X” desenvolvido na Austrália e formulado à 

partir de extrato de Clitoria ternatea contendo estes peptídeos, que é usado como 

biopesticida no combate da larva do lepidóptero Helicoverpa armigera, a principal praga 

de lavouras de algodão (GROVER et al., 2021). Esta família compreende peptídeos com 

28 - 37 resíduos de aminoácidos ligados em uma estrutura cíclica cabeça-cauda, contendo 

três ligações dissulfeto que conferem um arranjo estrutural característico denominado de 

nó de cistina cíclico (Cyclic Cystine Knot – CCK) (CRAIK et al., 2012).  Os mecanismos 

de ação dos compostos protéicos no intestino médio dos insetos estão representados na 

Figura 6.  

As defensinas possuem atividade inibidora de amilases e reduzem a 

biodisponibilidade de açúcares para o desenvolvimento do inseto, assim como os 

inibidores de protease reduzem a biodisponibilidade de aminoácidos provenientes das 

proteínas da dieta. Ciclotídeos, vicilinas, lectinas e subunidades da albumina atuam 

diretamente na membrana peritrófica do intestino médio do inseto, interferindo na 

absorção de nutrientes (VELASQUES et al., 2017). Também já foi descrita uma lectina 

isolada de peçonha de aranha que atravessa a parede do intestino médio do inseto 

chegando a hemolinfa e exercendo sua atividade inseticida (FITCHES et al., 2004).  
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Devido a um dos peptídeos isolados neste trabalho ser um inibidor de protease tipo Pin-

II, vamos abordar com mais detalhes a atividade inseticida dos inibidores de protease. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Mecanismos de ação de moléculas inseticidas de natureza proteica. Os mecanismos 

de ação de compostos proteicos no intestino médio de insetos principalmente como antinutrientes, 

interferindo na absorção de nutrientes. Sua natureza constitutiva os torna uma classe interessante 

de compostos de defesa a serem expressos por engenharia genética (Adaptado de Velasques et 

al., 2017). 

 

Os inibidores de protease (PIs) são um grupo promissor para a criação de novas 

cultivares através da expressão heteróloga, e vários estudos com plantas transgênicas já 

foram feitos para aumentar a resistência de plantações aos insetos e fitopatógenos 

resistentes aos pesticidas disponíveis no mercado (VELASQUES et al., 2017). Estes 

inibidores estão presentes em todos os tubérculos e sementes de leguminosas, mas 

também são expressos em vários outros órgãos de plantas de diferentes grupos 

taxonômicos (MOSOLOV; VALUEVA, 2005). PIs possuem papel importante na defesa 

de plantas contra insetos herbívoros, pois inibem suas enzimas do trato digestório 

reduzindo a biodisponibilidade de aminoácidos para seu crescimento e desenvolvimento. 

A massa molecular dos PIs varia de 3 a 25 kDa e seu mecanismo de ação envolve a 

formação de um complexo estável com a protease alvo bloqueando seu sítio ativo. 

Antigamente eram classificados de acordo com o tipo de protease que inibiam (serino, 

cisteíno, metaloproteases e aspartato proteases), no entanto, alguns PIs podem inibir mais 
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de uma classe de protease (HABIB; FAZILI, 2007; RAWLINGS; TOLLE; BARRETT, 

2004). Atualmente a classificação proposta por Rawlings et al. 2004, agrupa os PIs em 

pelo mesmo 16 famílias baseado na sua similaridade de sequência, e disponíveis em um 

banco de dados de PIs de plantas (LEO et al., 2002; VELASQUES et al., 2017). Os 

inibidores de proteases tipo Pin-II são encontrados principalmente em plantas da família 

Solanaceae, tendo vários deles isolados de plantas do gênero Capsicum. Estes peptídeos 

possuem atividade inseticida em larvas de Helicoverpa armigera (MISHRA et al., 2010, 

2012). 

 

1.5 - Plantas do gênero Capsicum como fonte para obtenção de AMPs 

O gênero Capsicum pertence à família Solanaceae. Esse gênero se destaca pela 

sua importância comercial e econômica, sendo amplamente utilizado no setor alimentício, 

ornamental e medicinal. Engloba as plantas popularmente conhecidas como pimentas e 

pimentões (MOSCONE et al., 2007). A pimenta é descrita como um alimento funcional 

devido as suas propriedades biológicas que favorecem a prevenção e até mesmo o 

tratamento de doenças como diabetes, câncer, problemas cardiovasculares, sendo também 

utilizada como matéria-prima na formulação de remédios caseiros que aliviam dores 

musculares, reumatismo, desordens gastrointestinais e na prevenção de arteriosclerose 

(ALVAREZ-PARRILLA et al., 2011). 

No Brasil as pimentas são cultivadas principalmente nos estados de Minas Gerais, 

Bahia e Goiás. O gênero Capsicum origina-se de zonas tropicais e úmidas da América 

Central e do Sul. Das espécies do Capsicum, três são muito propagadas e tem frutos com 

muita pungência, o C. annuum, C. frutescens e o C. chinense. A pungência do fruto 

Capsicum é devida a um grupo de compostos chamados capsaicinóides que estão 

presentes em diferentes quantidades nas variedades de pimentas (AL OTHMAN et al., 

2011).  

Nos últimos 20 anos um grande número de AMPs de plantas foram isolados e 

caracterizados (LI et al., 2021; SANTOS-SILVA et al., 2020), incluindo aqueles isolados 

de plantas do gênero Capsicum (AFROZ et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2022).  Já foram 

isolados e caracterizados vários AMPs de Capsicum sp, como: defensinas (ANAYA-

LÓPEZ et al., 2006; GEBARA et al., 2020; MARACAHIPES et al., 2019); proteínas 

transportadoras de lipídeos (LTPs) (DIZ et al., 2006); inibidores de proteases (DA SILVA 
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PEREIRA et al., 2018; DIZ et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007); AMPs tionina-símile 

(TAVEIRA et al., 2014); -tionina (DÍAZ-MURILLO et al., 2016); e heveína-símile 

(GAMES et al., 2016). Os mecanismos de ação e atividades biológicas destes peptídeos 

de Capsicum têm sido elucidados apresentando efeito similar a apoptose em fungos 

(RIBEIRO et al., 2007) com indução de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

permeabilização de membranas de microrganismos (SILVA et al., 2017; TAVEIRA et 

al., 2014, 2018). Além disso, AMPs de Capsicum sp têm sido expressos em sistemas 

heterólogos para obtenção de plantas com maior resistência a pragas e fitopatógenos 

(MOGUEL-SALAZAR et al., 2011).  

As defensinas isoladas e caracterizadas de plantas do gênero Capsicum geralmente 

estão envolvidas na defesa contra fitopatógenos, principalmente fungos (ANAYA-

LÓPEZ et al., 2006). Defensinas de Capsicum sp. possuem atividade contra fungos 

filamentosos, como Fusarium oxysporum,  Botrytis cinerea (MEYER et al., 1996) e 

Colletotrichum gloeosporioides (MARACAHIPES et al., 2019), mas também já foi 

descrita atividade contra leveduras do gênero Candida e contra Mycobacterium 

tuberculosis (AGUIEIRAS et al., 2021; GEBARA et al., 2020). Atividades antifúngicas 

também já foram descritas para LTPs isoladas de Capsicum sp., como por exemplo, 

contra as leveduras C. albicans, Saccharomyces cerevisiae e S. pombe (DIZ et al., 2006),  

e fungos filamentosos C. lindemunthuianum e F. oxysporum (CRUZ et al., 2010). Até o 

momento não foram descritas atividades antimicrobianas de inibidores de protease tipo 

Pin-II isolados de plantas do gênero Capsicum, sendo descritas somente atividades 

inseticidas para esta classe de AMP. 

A Figura 7 resume os diferentes peptídeos antimicrobianos e os genes dos 

peptídeos antimicrobianos já identificados em plantas do gênero Capsicum até o ano de 

2022 (OLIVEIRA et al., 2022). 
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Figura 7. Peptídeos antimicrobianos e genes de peptídeos antimicrobianos identificados no 

gênero Capsicum (Adaptado de Oliveira et al., 2022). 

 

O conhecimento das propriedades dos AMPs facilita seu isolamento, classificação, 

além da criação de AMPs  , que permite aos pesquisadores desenvolverem novos produtos 

com potencial agronômico e farmacológico, que causem menos impacto ao meio 

ambiente e à saúde dos usuários (CAMPOS et al., 2018; PORTO et al., 2018). Os AMPs 

constituem uma estratégia com muitas vantagens para o desenvolvimento de novos 

antimicrobianos: possuem um amplo espectro de atividade, baixa capacidade de induzir 

resistência, podem agir em sinergia com antimicrobianos tradicionais e podem modular a 

resposta imune e neutralizar endotoxinas (BOTO; DE LA LASTRA; GONZÁLEZ, 2018; 

MISHRA et al., 2017). A pesquisa de novas alternativas ao combate de pragas e 

patógenos, como o uso de AMPs isolados de plantas, colabora em atender vários objetivos 
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dispostos na Agenda 2030 da ONU para o Desenvolvimento Sustentável (ONU, 2015), 

como por exemplo o objetivo 2 (Acabar com a fome, alcançar a segurança alimentar e 

melhoria da nutrição e promover a agricultura sustentável) e o objetivo 3 (Assegurar uma 

vida saudável e promover o bem-estar para todos, em todas as idades).  

Conhecer e preservar a flora e os conhecimentos etnofarmacológicos de nosso 

país, como é o caso do uso das plantas do gênero Capsicum, é importante para a criação 

de novos produtos biotecnológicos e para a conservação da biodiversidade, ajudando a 

conter doenças infecciosas e pragas. Esta tese teve como objetivo isolar e caracterizar 

peptídeos antimicrobianos de folhas da cultivar Carioquinha de C. annuum var. annuum 

e avaliar suas atividades antifúngicas e inseticidas e sua toxicidade in silico, in vitro e in 

vivo para animais.  A tese está organizada em três capítulos referentes a artigos científicos 

produzidos durante o doutorado. Cada capítulo possui uma introdução, resultados e 

discussão, além de descrever os métodos utilizados. No final da tese são apresentadas as 

principais conclusões do trabalho. 
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Objetivo Geral 

 Isolar e caracterizar peptídeos antimicrobianos de folhas da cultivar Carioquinha 

de C. annuum var. annuum e avaliar suas atividades antifúngicas e inseticidas e sua 

toxicidade in silico, in vitro e in vivo para animais. 

 

Objetivos Específicos 

 Purificar e caracterizar  bioquimicamente peptídeos antimicrobianos de folhas de 

C. annuum; 

 Avaliar o efeito antifúngico dos peptídeos caracterizados e os possíveis 

mecanismos de ação destes em leveduras do gênero Candida; 

 Obter a fração contendo inibidor de protease no extrato de folhas de C. annuum;  

 Comparar o efeito da fração contendo o inibidor de protease com o do extrato total 

de folhas de C. annuum no desenvolvimento do inseto C. maculatus; 

 Avaliar a citotoxicidade in vitro dos peptídeos contra células de mamíferos e seus 

possíveis mecanismo de ação nestas células; 

 Avaliar a toxicidade in vivo dos peptídeos usando larvas de Galleria mellonella 

como modelo de estudo. 
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Structural and biochemical characterization of three 

antimicrobial peptides from Capsicum annuum L. var. annuum 

leaves for anti-Candida use  
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Resumo 

O surgimento de microrganismos resistentes reduziu a eficácia dos antimicrobianos 

atualmente disponíveis, necessitando o desenvolvimento de novas estratégias. Peptídeos 

antimicrobianos de plantas, do inglês Antimicrobial Peptides (AMPs), são candidatos 

promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos. Neste estudo, objetivamos 

isolar, caracterizar e avaliar as atividades antimicrobianas de AMPs isolados de Capsicum 

annuum. O potencial antifúngico foi testado contra espécies de Candida. Três AMPs de 

folhas de C. annuum foram isolados e caracterizados: um inibidor de protease, uma 

proteína defensina-símile e uma proteína transportadora de lipídeos, respectivamente 

denominados CaCPin-II, CaCDef-like e CaCLTP2. Todos os três peptídeos tinham 

massa molecular entre 3,5 e 6,5 kDa e causaram alterações morfológicas e fisiológicas 

em quatro diferentes espécies do gênero Candida, como formação de pseudohifas, 

aumento de volume e aglutinação celular, inibição do crescimento, redução da viabilidade 

celular, estresse oxidativo, permeabilização de membrana, e ativação da metacaspase. 

Com exceção da CaCPin-II, os peptídeos apresentaram baixa ou nenhuma atividade 

hemolítica nas concentrações utilizadas nos ensaios de levedura. CaCPin-II inibiu a 

atividade da α-amilase. Juntos, esses resultados sugerem que esses peptídeos têm 

potencial como agentes antimicrobianos contra espécies do gênero Candida e podem 

servir como arcabouços para o desenvolvimento de peptídeos sintéticos para esse fim. 

 

Palavras chave: antifúngicos; peptídeos bioativos; gênero Candida; Capsicum annuum 

 

Highlights 

. antimicrobial resistance has increased the fungal infections incidence 

. antimicrobial peptides (AMPs) can be used for the development of new drugs 

. AMPs were isolated from Capsicum annum extract with a single step methodology 

. C. annuum AMPs with antifungal potential were isolated and characterized  
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