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RESUMO 

 

 

 

SILVA, Marciele Souza; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro; Fevereiro de 2016; “ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE CaTI, UM INIBIDOR 
DE PROTEINASE SERÍNICA DE Capsicum annuum, E  PRESENÇA DE 
INIBIDORES SIMILARES EM OUTRAS ESPÉCIES DO GÊNERO Capsicum”; 
Orientadora: Drª Valdirene Moreira Gomes; Conselheiros: Dr. Gonçalo Apolinário 
Souza-Filho e Dr. André de Oliveira Carvalho. 
 

 

Nos últimos anos, devido à presença de um número cada vez maior de patógenos 

resistentes a diversos compostos, os peptídeos antimicrobianos (AMPs) de 

plantas vêm despertando a atenção dos pesquisadores na tentativa de 

desenvolver novos agentes no controle de doenças e pragas. Desta forma, 

diferentes peptídeos com atividade antimicrobiana têm sido identificados em 

sementes de diferentes espécies de plantas. Diversos peptídeos antimicrobianos 

já foram identificados no gênero Capsicum, entre eles os da família das tioninas, 

das proteínas transportadoras de lipídeos (LTPs) e dos inibidores de proteinases 

serínicas. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a atividade antifúngica e o 

mecanismo de ação de um peptídeo denominado CaTI, isolado de sementes de 

Capsicum annuum, pertencente a família dos inibidores de proteinase serínicas, 

sobre fungos fitopatogênicos e detectar  a presença de inibidores de proteinases 

em diferentes espécies do gênero Capsicum. Neste trabalho o peptídeo foi 

inicialmente extraído a partir de sementes de C. annuum e submetido a métodos 

cromatográficos para a sua purificação, como cromatografia de troca catiônica em 
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resina CM-Sepharose e cromatografia de fase reversa em sistema HPLC 

utilizando uma coluna C2/C18. Os resultados mostraram que  CaTI foi capaz de 

inibir o crescimento dos fungos fitopatogênicos Colletotrichum gloeosporioides e 

Colletotrichum lindemuthianum. Também foi observado que CaTI foi capaz de 

permeabilizar a membrana de todos os fungos testados (C. gloeosporioides, C. 

lindemuthianum, Fusarium oxysporum e Fusarium solani). Quando testamos a 

propriedade desse inibidor induzir as espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido 

nítrico (NO), pode-se observar uma indução de ROS e NO em todos os fungos.  A 

detecção da localização de CaTI acoplado a FITC revelou a presença desse 

inibidor no interior das hifas do fungo F. oxyporum. A busca por inibidores de 

proteinase nas outras espécies de Capsicum revelou a presença de inibidores em 

todas as espécies testadas.  

 

Palavras chaves:  Capsicum; Inibidores de proteinase; Fungos fitopatogênicos. 



xiv 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

SILVA, Marciele Souza; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro; february, 2016; “CaTI ANTIFUNGAL ACTIVITY, A SERINE PROTEINASE 
INHIBITOR FROM Capsicum annuum, AND  INHIBITORS SIMILAR PRESENCE 
IN OTHER SPECIES OF THE GENUS Capsicum”; Advisor: Drª Valdirene Moreira 
Gomes; Consultants: Dr. Gonçalo Apolinário Souza-Filho and Dr. André de 
Oliveira Carvalho. 
 
In recent years, due to the presence of an increasing number of pathogens 

resistant to several compounds, plant antimicrobial peptides (AMPs) have 

attracted the attention of researchers as an attempt to develop new agents for 

controlling diseases and pests. Thus, different antimicrobial peptides have been 

identified in seeds of various plant species. In the Capsicum genus, a number of 

AMPs have been identified; among them, the family of thionins, lipid protein 

transporters (LTPs) and serine protease inhibitors. The aim of this study was to 

evaluate the antifungal activity and mechanism of action of a serine protease 

inhibitor-type peptide, called CaTI, isolated from Capsicum annuum seeds, on 

fitopathogenic fungi, and to detect the presence of protease inhibitors in other 

species of this genus. The CaTI  peptide was initially extracted from C. 

annuum seeds and subjected to chromatographic methods for its purification, such 

as cation exchange chromatography on CM-Sepharose resin and reverse phase 

C2C18 chromatography using an HPLC system. Our results showed that  CaTI  

was able to inhibit the growth of the phytopathogenic fungi  Colletotrichum 

gloeosporioides and Colletotrichum lindemuthianum. It was also observed 
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that CaTI was able to permeabilize the membrane of all tested fungi (C. 

gloeosporioides, C. lindemuthianum, Fusarium oxysporum and Fusarium solani). 

When testing the property of the inhibitor to induce reactive oxygen species (ROS) 

and nitric oxide (NO), it was observed an induction of ROS and NO in all fungi. By 

using CaTI coupled to FITC, it was possible to determine the presence of the 

inhibitor inside the hyphae of the F. oxyporum fungus. The search for protease 

inhibitors in other Capsicum species revealed their presence of inhibitors in all 

tested species.  

 

Keywords:  Capsicum; Protease inhibitors; Phytopathogenic fungi. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Estatísticas revelam que em 2050 a população humana será de 9,1 bilhões 

de habitantes, e a produção agrícola destinada à alimentação terá de aumentar 

pelo menos 70%, assim, recursos básicos como água e alimentos tornar-se-ão 

escassos. Sabe-se que uma considerável parcela da produção de alimentos, 

perde-se devido ao ataque de insetos-praga, nematóides e fungos 

fitopatogênicos. Desta forma, há muito tempo o homem busca maneiras de 

combater as perdas agrícolas. A utilização de inseticidas químicos nas lavouras 

foi muito importante, porém, seus efeitos tóxicos são indesejados (Ferry et al., 

2004; Fao, 2009; Oliveira e Macedo 2011). Assim, a procura por agentes 

inseticidas que não apresentam efeitos indesejados sobre a saúde e ao meio 

ambiente tornou-se necessária. Por isso, vários estudos vêm sendo realizados 

com o objetivo de isolar proteínas e peptídeos com atividade antimicrobiana, 

estando, possivelmente, relacionados à defesa das plantas (Macedo et al., 2011; 

Hill et al., 2013).  

As plantas são constantemente sujeitas a pressão dos estresses 

ambientais que promovem a seleção e desenvolvimento de várias formas de 

defesa bioquímicas e morfológicas que garantem a sobrevivência e evolução das 

espécies (Endara e Coley 2010). Para se proteger, as plantas produzem uma 

ampla gama de compostos para impedir ou retardar a penetração dos 

microrganismos em seus tecidos e dentre esses compostos encontram-se os 

peptídeos antimicrobianos (Zasloff 2002; Talas-Ogras, 2004; Brodgen, 2005; 
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Leonard et al., 2011). Na última década, muitas pesquisas têm se concentrado no 

estudo desses peptídeos de plantas com propriedades antimicrobianas. Estas 

moléculas estão presentes em todas as espécies de plantas, podendo ser 

sintetizados nos diversos órgãos (Wang et al., 2001; Carvalho et al., 2004).  

Os peptídeos antimicrobianos é um grupo de proteínas pequenas (com 

cerca de 100 resíduos de aminoácidos), que apresentam atividade sobre diversos 

microrganismos, como vírus envelopados, bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas, fungos (filamentosos e leveduriformes) e protozoários (Thomas et al., 

2009; Yeung et al., 2011; Aoki et al., 2012; Khamis et al., 2014; Dang et al., 2015). 

Esses peptídeos antimicrobianos têm sido isolados de raízes, flores, caules, 

folhas e sementes a partir de uma grande variedade de espécies (Pelegrini et al, 

2008; Nawrot et al., 2014). Muitos desses peptídeos têm sido isolados de 

sementes, local em que podem ser encontrados em nível elevado se comparado 

a outros órgãos da planta (Broekaert et al., 1997; Wang et al., 2001; Sels et al., 

2008). 

Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa vem isolando e caracterizando 

diferentes proteínas e peptídeos antimicrobianos presentes em sementes de 

diferentes espécies de plantas como Adenanthera pavonina, Coffea canephora, 

Passiflora flavicarpa, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculatae Capsicum annuum 

(Carvalho et al., 2001; Agizzio et al., 2003; Carvalho et al., 2004; Diz et al., 2006; 

Ribeiro et al., 2007; Diz et al., 2011; Mello et al., 2011; Zottich et al., 2011; Souza  

et al., 2013). Neste contexto no ano de 2007, foi isolado um peptídeo de 

sementes de C. annuum que apresentou similaridade de sequência com a família 

dos inibidores de proteases serínicas isolados de plantas. Este peptídeo, 

denominado CaTI, com massa molecular de 6 kDa, mostrou-se capaz de inibir o  

crescimento das leveduras Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces 

marxiannus e Candida albicans e, também foi capaz de induzir alterações 

morfológicas em suas estruturas, tais como: desorganização da parede celular, 

aglomeração celular e liberação de conteúdo citoplasmático (Ribeiro et al., 2007). 

Nesse contexto, o presente trabalho visa dar continuidade ao estudo desse 

peptídeo (CaTI), avaliando a sua atividade e provável mecanismo de ação sobre 

fungos fitopatogênicos filamentosos. O modelo de estudo proposto são fungos 

fitopatogênicos de interesse agronômico, responsáveis por grande perda da 

produtividade ocasionando várias doenças como, a antracnose pelo fungo 
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Colletotrichum gloeosporioides. Também se buscou verificar a presença de 

inibidores de proteinases em outras espécies do gênero Capsicum. A partir dos 

resultados aqui obtidos, pretende-se contribuir para um possível desenvolvimento 

de novos agentes de controle que possam atuar sobre esses patógenos de 

plantas auxiliando na diminuição de importantes doenças que levam a inúmeras 

perdas na agricultura. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1- Objetivo geral: 

 

Caracterizar a atividade antimicrobiana de um inibidor de proteinase serínica 

(CaTI) isolado de sementes de Capsicum annuum sobre diferentes fungos 

fitopatogênicos e detectar a presença de inibidores de proteinases em diferentes 

espécies do gênero Capsicum. 

 

2.2- Objetivos específicos: 

1. Purificar e acumular o inibidor de proteinase CaTI de semente de C. 

annuum; 

2. Analisar o efeito de CaTI sobre o desenvolvimento de diferentes fungos 

fitopatogênicos através da determinação das curvas de crescimento;  

3. Analisar a morfologia dos fungos através de microscopias óptica após 

crescimento na presença do inibidor;  

4. Verificar o mecanismo de ação de CaTI através de ensaios para verificação 

da permeabilização de membranas dos fungos fitopatogênicos e a produção de 

espécies reativas de oxigênio;  

5. Identificar a localização da interação de CaTI no fungo através da 

microscopia óptica; 

6. Identificar a presença de outros inibidores de proteinases em diferentes 

espécies do gênero Capsicum. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

3.1- O gênero  Capsicum  

 

As pimentas pertencem à família Solanacea e ao gênero Capsicum (do 

grego kapto que significa morder, picar). Este gênero é composto por 35 

espécies, sendo que cinco dessas C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. 

baccatum e C. pubescens são domesticadas e as outras são consideradas 

silvestres (Moscone et al., 2007; Rêgo et al., 2012; Carrizo et al., 2013). As 

pimentas deste gênero são consideradas nativas das zonas tropicais e úmidas da 

América Central e do Sul (Reifschneider, 2000). O gênero Capsicum é identificado 

por suas características morfológicas, sendo conhecida pela morfologia da flor, 

incluindo a cor, constrição do caule e número de flores por axila (Ince et al., 2010; 

Monteiro et al., 2010; Dias et al., 2013). 

As pimentas brasileiras podem variar em tamanho, forma, cor, sabor e 

pungência. A pungência das pimentas é uma característica peculiar deste gênero, 

e os responsáveis por essa característica são os capsaicinoides, constituídos por 

12 ou mais alcaloides, capazes de interagir com os receptores vanilóides que 

ocorrem sobre a língua. A capsaicina e dihidrocapsaicina são os compostos mais 

predominantes responsáveis pelo sabor “quente” (Rêgo et al., 2012; Giuffrida et 

al., 2014).  

As espécies que compõem este gênero estão distribuídas em três 

complexos gênicos distintos: o complexo C. annuum reúne as espécies C. 
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annuum, C. chinense e C. frutescens; o complexo C. baccatum reúne C. 

baccatum var. baccatum (forma silvestres) e C. baccatum var. pendulum (forma 

cultivada) e o complexo C. pubescens reúne C. pubescens e algumas outras 

silvestres (Martins et al., 2010). O Brasil contempla o maior número de espécies 

silvestres; e a região Sudeste apresenta-se como o principal centro de 

diversidade do Brasil (Reifschneider, 2000).  

A espécie C. chinense (Figura 1A) foi originalmente encontrada na bacia do 

rio Amazonas, entretanto está comercialmente distribuída por todo o Sul e Norte 

do Brasil, devido a sua capacidade de adaptação a diferentes solos e climas, e 

seu popular aroma cítrico. As flores desta espécie apresentam corola branca 

esverdeada sem manchas. Os frutos exibem uma enorme variabilidade em 

tamanho, forma e cor, com diferentes intensidades variando do amarelo ao 

marrom (Reifschneider, 2000; Lannes et al., 2007).  

C. baccatum var. baccatum possui ampla distribuição geográfica. A 

ocorrência de C. baccatum var. pendulum (Figura 2B) abrange o noroeste da 

América do Sul, incluindo Colômbia, Equador, Peru, Bolívia e sudoeste do Brasil. 

C. baccatum var. baccatum possui flores brancas com duas manchas 

esverdeadas na base (Reifschneider, 2000). A espécie Capsicum baccatum var. 

pendulum tem manchas amarelas e corola branca, anteras amarelas, caule ereto, 

uma flor por nó, fruto largo, alongado e persistente. O fruto maduro tem cor 

laranja (Tong e Bosland, 1999). Entre os cultivares de pimentas, C. baccatum tem 

um teor muito baixo de capsaicina e dihidrocapsaicina (Loizzo et al., 2015).  

C. frutescens (Figura 2C) está distribuída por toda a América Central e 

planícies da América do Sul e também em outras regiões tropicais e subtropicais, 

tais como: Ásia, África e Ilhas do Pacífico. C. frutescens é geralmente muito 

picante e tem um sabor característico. Esta espécie é constituída por plantas 

perenes e de maturação tardia; a altura varia de 1,5 - 2,0 m; corola branco-

esverdeada; anteras púrpura a azul, às vezes amarelas; fruto imaturo variando de 

verde a branco amarelado; fruto geralmente vermelho a laranja escuro quando 

maduro; caules e folhas glabras a muito pubescentes; folhas maleáveis e mais 

largas do que as de C. annuum (Yamamoto e Nawata, 2005).  

  Capsicum annuum (Figura 2D) foi domesticada nas terras altas do México. 

Esta espécie inclui a maioria das pimentas mexicanas, pimentas quentes da 

África e Ásia e muitas das cultivares de pimenta doce crescidas em países 
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temperados. No entanto, estas espécies não estão bem adaptadas às planícies 

úmidas dos trópicos, onde, ao menos na América Latina, esta é substituída por C. 

frutescens e C. chinense (Pickersgill, 1997). Entre as pimentas, C. annuum, têm o 

maior conteúdo de fenóis e capsaicinoides (Loizzo et al., 2015). De acordo com a 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), C. annuum é a 

espécie de pimenta mais conhecida e difundida no mundo. Trata-se de uma 

planta herbácea, com flores brancas, que dão origem a frutos de diferentes 

tamanhos e cor. A espécie C. annuum é largamente utilizada na indústria de 

alimentos, devido às suas propriedades corantes e aromatizantes (Romo-Hualde 

et al., 2012). Seus pimentões são considerados uma das fruticulturas mais 

importantes das regiões subtropicais de todo o mundo (Marín et al., 2004). 

 

 

           

       

 
Figura 1 - O gênero Capsicum (A) Capsicum chinense; (B) Capsicum baccatum 
var. pendulum; (C) Capsicum frutescens; (D) Capsicum annuum. Fonte: 
http://pt.wikipedia.org/wiki/Capsicum 
 

A B 

C D 
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O gênero Capsicum é composto, em sua maioria, por espécies diplóides 

com 2n=2x=24 cromossomos (Bosland, 1996; Blank, 1997; Belletti et al., 1998) e 

autógamas (Allard, 1971). Entretanto, existe certo grau de polinização cruzada 

devido a alterações morfológicas na flor como estilete extenso, ou ainda, à ação 

de insetos polinizadores (Reifschneider, 2000). Variedades, plantadas juntas ou 

perto umas das outras, apresentam 16,5% aproximadamente, de polinização 

cruzada, o que acarreta aumento da variabilidade genética (Filho, 2002). 

As plantas do gênero Capsicum são de grande importância econômica, já 

que são utilizadas na indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética. As pimentas 

vermelhas pertencem à classe do mais antigo e importante corante natural de 

comidas (Buttow et al., 2010; Romo-Hualde et al., 2012). Além disso, existe um 

grande comércio internacional de pimenta-vermelha, seca em pó, com ou sem 

sementes e com diversos níveis de pungência, e estas são utilizadas para o 

preparo de alimentos (Nascimento et al., 2012). 

Quanto à importância nutricional, as pimentas são fonte de três importantes 

antioxidantes naturais: as vitaminas C, E e os caratenóides. Produzem uma alta 

quantidade de vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavida) e B3 (niacina) e também 

produzem à vitamina A (esta em menores concentrações). Os frutos de pimentas, 

também são fonte importante de fibras, elementos essenciais para manter uma 

boa digestão (Rêgo et al., 2012; Wahyuni et al., 2013).  

Os frutos de Capsicum são fontes de fitoquímicos, tais como: fenóis, 

flavonóides e capsaicinoides. Estes compostos são fortes antioxidantes e 

desempenham um papel importante na prevenção de doenças cardiovasculares, 

câncer e desordens neurológicas (Delgado-Vargas e Paredes-Lopez, 2003). Há 

evidências que o consumo de pimenta reduz o dano oxidativo que são causados 

pelo aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS) e estas estão envolvidas 

na patogênese de várias doenças humanas (Loizzo et al., 2015).  

É importante ressaltar que os frutos de Capsicum são importantes fontes 

proteicas. Atualmente são vários os números de genes identificados nesta planta 

e que estão relacionados à expressão de proteínas com efeitos antimicrobianos, 

podendo vir a servir como ferramentas úteis para o desenvolvimento de novos 

agentes terapêuticos (Reifschneider et al., 2000).  

Para que os frutos das pimenteiras possam crescer saudáveis, estas 

precisam se defender de inúmeras doenças causadas por diferentes agentes 
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patogênicos. Entre elas encontram-se as doenças causadas por fungos como a 

Murcha de Fitóftora, causada pelo fungo fitopatogênico, Phytophthora capsici, que 

ocasiona a murcha repentina e necrose seguida de morte da planta. Os sintomas  

aparecem nas folhas, caule, ramos e frutos, onde são observadas lesões 

encharcadas, necrose e apodrecimento. O oídio, doença causada pelo fungo 

Oidiopsis sicula, apresenta um sintoma inicialmente observado na face superior 

das folhas e consiste de manchas cloróticas. Na face inferior, observa-se o 

desenvolvimento de um micélio pulverulento branco, pouco denso. Em condições 

favoráveis à doença, ocorre desfolha acentuada das plantas, a partir das folhas 

mais velhas, com consequente redução na produtividade (Reis et al., 2011). 

Os fungos do gênero Colletotricum, são causadores da antracnose, uma 

das doenças de grande importância que atingem plantas de diversas culturas. 

Esta doença é caracterizada por causar danos diretos nos frutos, inviabilizando 

sua comercialização, os sintomas da doença iniciam-se com pequenas áreas 

arredondadas e deprimidas. Em pimentão e pimentas aqui do Brasil, o principal 

agente causador da doença é o fungo C. gloeosporioides (Mendes et. al., 1998; 

Azevedo et al., 2006; Reis et al., 2011). Patógenos deste gênero são 

responsáveis por grandes perdas na agricultura por serem capazes de infectar as 

plantas em diferentes fases do seu desenvolvimento. As perdas acontecem 

principalmente na pós-colheita (Serra e Silva, 2005; Tavares, 2004). 

O gênero Fusarium, por exemplo, constitui um dos grupos de fungos 

filamentosos mais estudados, uma vez que é responsável por diversos tipos de 

infecções em várias espécies de plantas, sendo a mais conhecida à murcha de 

Fusarium que causa perdas significativas em diversas plantações (Brown et al., 

2006). Fungos deste gênero apresentam facilidade em formar diversas colônias 

nas plantas e, consequentemente, espalham-se rapidamente para o solo e outras 

plantas (Burgess, 1981).  

Diante dessas inúmeras doenças que podem causar diversos prejuízos a 

cultura da pimenta, várias pesquisas estão sendo realizadas com o objetivo de 

isolar compostos que possam atuar na defesa destes vegetais. 
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3.2- Defesas das plantas  

 

As plantas constituem o maior grupo de forma de vida autotrófica da terra e 

são fontes de nutrientes e energia para diversos organismos. Seu material 

orgânico serve como fonte nutricional para todos os organismos heterotróficos. 

Estas possuem um estilo de vida sedentário, com extensas estruturas aéreas e 

subterrâneas que lhes permite obter luz e nutrientes do ambiente, porém, por 

outro lado, as tornam particularmente vulneráveis a ação de diferentes agentes 

externos, tais como: fungos, vírus, bactérias, protozoários, herbívoros, bem como 

a diferentes alterações climáticas como: variações de temperatura, umidade e pH 

(Mithofer e Boland, 2012; Dang et al., 2015). 

 Apesar de serem organismos incapazes de se locomover, ao longo da 

evolução desenvolveram diversos mecanismos de defesa, sejam eles bioquímicos 

ou morfológicos, que as tornaram capazes de perceber e responder a essas 

diferentes alterações ambientais facilitando a sua sobrevivência (Hammond-

Kosack e Jones, 2000; Castro e Fontes, 2005; Cushnie et al., 2014).  

Essas defesas das plantas podem ser agrupadas em duas grandes 

categorias: as constitutivas (pré-formadas) e as induzidas (pós-contato). As 

defesas constitutivas fazem parte do programa de desenvolvimento normal da 

planta e são produzidas continuamente, protegendo-as em um primeiro momento. 

Esta é uma questão custo versus benefício, uma vez que os mecanismos de 

defesa de plantas são custosos energeticamente. Assim, as plantas combinam 

crescimento e desenvolvimento com a defesa (Ferreira et al., 2007; Furstenberg-

Hagg et al., 2013). As defesas induzidas são aquelas evidentes somente após a 

percepção da invasão do patógeno ou quando a planta sofre injúria. As respostas 

da defesa induzida incluem: resposta de hipersensibilidade, geração concomitante 

de espécies reativas de oxigênio (ROS), lignificação do tecido e ativação das 

barreiras químicas em que ocorre aumento na concentração ou síntese de vários 

AMPs e proteínas relacionadas à patogênese, também conhecidas como 

proteínas PR (Stamp, 2003; Heil, 2010). 

As repostas produzidas pelas barreiras físicas e químicas fazem parte tanto 

da defesa constitutiva quanto da defesa induzida. As defesas físicas incluem 

estruturas que exercem funções protetoras como os pêlos, os espinhos, os 

tricomas, as ceras e o tegumento resistente nas sementes, que impedem ou 
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dificultam o ataque dos patógenos. Nas defesas químicas, as plantas utilizam a 

liberação de moléculas antimicrobianas, por exemplo, compostos do metabolismo 

secundário como as fitoalexinas e do metabolismo primário como proteínas e 

diversos peptídeos antimicrobianos (AMPs) (Leitner et al., 2005; Egorov e 

Odintsova, 2012; Mithofer e Boland, 2012).  

Desta forma, diferentes classes de proteínas têm sido identificadas 

funcionando como importantes componentes da defesa de plantas. Entre estas 

incluem as lectinas, as proteínas inativadoras de ribossomos (RIPs), os inibidores 

de protease, as ureases e os peptídeos antimicrobianos (Dang et al., 2015). 

 

3.3- Peptídeos antimicrobianos de plantas 

 

Como parte da resposta de defesa, as plantas produzem um elevado 

número de moléculas tóxicas, dentre essas moléculas encontram-se os peptídeos 

antimicrobianos (AMPs). A grande maioria desses peptídeos age diretamente 

sobre o agressor impedindo seu desenvolvimento, exibindo assim atividades 

antimicrobianas e/ou inseticidas (Castro e Fontes, 2005; Nawrot et al., 2014; Dang 

et al., 2015). Estas moléculas são importantes na defesa contra infecções por 

diferentes tipos de patógenos (Minami et al., 1998; Lowenberger et al., 1999; 

Gallo et al., 2002; Brogden, 2005), podendo representar potencialmente uma nova 

classe de drogas antifúngicas (Zasloff, 2002; Hancock e Sahl, 2006; Schneider et 

al., 2010).  

Estes peptídeos antimicrobianos são moléculas de baixa massa molecular 

podendo variar de 3 a 10 kDa, apresentam uma ampla atividade inibitória contra 

diversos microrganismos como bactérias, fungos, vírus envelopados e 

protozoários (Guaní-Guerra et al., 2010; Dang et al., 2015). Pertencem a um 

grupo diverso e abundante de moléculas que são produzidas tanto pelas plantas 

quanto por animais (Gallo et al., 2002; Brogden, 2005; Mihajlovic et al., 2010). A 

maior parte desses peptídeos antimicrobianos consiste de aproximadamente 100 

resíduos de aminoácidos, são anfipáticos, ou seja, carregam uma porção elevada 

de resíduos hidrofóbicos (cerca de 30%) e carregam uma carga líquida positiva 

em pH fisiológico (Van’t Hof et al., 2001; Giuliani et al., 2007). Os AMPs podem 

ser classificados como aqueles que possuem ou não pontes dissulfeto (Yeaman e 

Yount 2003), sendo os mais clássicos aqueles que as possuem, sendo possível 
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observar a presença de cisteínas em número par (4, 6 ou 8) as quais encontram-

se interconectadas formando pontes dissulfeto, o que irá conferir alta estabilidade 

a esses peptídeos (Broekaert et al., 1997: Benko-Iseppon et al., 2010).   

Os peptídeos antimicrobianos podem ser divididos levando-se em 

consideração, principalmente, suas características estruturais. Geralmente, esses 

peptídeos presentes em plantas possuem estrutura tridimensional globular, 

estabilizada pela presença das pontes dissulfeto. Entre eles estão: as snakinas, 

peptídeos do tipo heveína, peptídeos do tipo knotinas, peptídeos MBP-1, 

peptídeos macrocíclicos, proteínas transportadoras de lipídeos (LTPs), 

defensinas, e as tioninas (García-Olmedo et al., 2001, Ribeiro et al., 2007). 

Seguem na tabela 1, as principais características dessas famílias.  

 
 

Tabela 1 – Peptídeos antimicrobianos de plantas e suas atividades biológicas 

 

Fonte: Ribeiro et al., 2007., adaptado por Gomes, 2011. 

 
 

Os AMPs possuem um mecanismo de ação pouco estudado, mas sabe-se 

que devido à sua natureza catiônica e anfipática, estes podem interagir, por forças 

eletrostáticas, com cargas negativas da parede e/ou das cabeças polares dos 

fosfolipídios na membrana, permitindo assim o acúmulo desse peptídeo. Desta 
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forma, os peptídeos em alguns organismos podem causar a ruptura da 

membrana, já em outros a membrana não se rompe e o AMP pode atravessar a 

membrana e interagir com alvos intracelulares (Pellegrini e Franco 2005; Nguyen 

et al., 2011; Aoki et al., 2012; Bahar e Ren, 2013). A maioria dos peptídeos 

conhecidos atuam na formação de poros da membrana, resultando no vazamento 

de metabólitos, despolarização, interrupção dos processos respiratórios, e morte 

celular (Pellegrini et al., 2011). Em relação aos alvos intracelulares, sabe-se que 

AMPs se translocam pela membrana e bloqueiam processos celulares, como 

inibição da síntese de DNA e de proteínas, da atividade enzimática e podem 

causar dano mitocondrial (Friedrich et al., 2000; Cudic e Otvos Jr, 2002; Powers e 

Hancock, 2003; Brogden, 2005). Além disso, podem inibir a síntese de parede 

celular e aumentar os efeitos no metabolismo e nas vias bioenergéticas (Brumfitt 

et al., 2002; Luque-Ortega et al., 2008; Wimley, 2010). 

O papel dos AMPs de plantas na defesa tem sido confirmado pela 

observação do aumento da resistência a doenças em plantas transgênicas; 

regulação positiva de genes de AMPs em resposta à infecção; localização 

predominante em camadas de células periféricas e em tecidos especialmente 

sensíveis à infecção e propriedades antimicrobianas diretas (Rivas et al., 2010; 

Pelegrini et al., 2011; Odintsova e Egorov, 2012; Yount e Yeaman 2013). Vários 

trabalhos vêm demonstrando o papel desses peptídeos de plantas. Nosso grupo, 

por exemplo, vem isolando e caracterizando diferentes proteínas e peptídeos 

presentes nas sementes de diferentes espécies de plantas, os quais estão 

envolvidos nos mecanismos de defesa dessas plantas. Na tabela 2, observa-se a 

listagem desses peptídeos, sua respectiva família, planta de origem e sua 

atividade antimicrobiana. 
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Tabela 2 - Listagem dos peptídeos antimicrobianos isolados de sementes de 
diferentes famílias 
 

FAMÍLIA ORIGEM ATIVIDADES 
BIOLÓGICAS REFERÊNCIA 

 
 Defensina 

            
          Feijão-de-corda  
       (Vigna unguiculata) 

         
      Antifúngica 

 
Carvalho et al., 

2001 
 

Albumina 
2S 

        
           Maracujá amarelo 
  (Passiflora edulis flavicarpa) 

       
      Antifúngica 

 
 Agizzio et al., 2003 

 
      LTP 

           
         Feijão-de-corda  
      (Vigna unguiculata) 

        
      Antifúngica 

 
Carvalho et al., 

2004 
 
      LTP 

                
               Pimenta 
    (Capsicumm annuum L.) 

 
      Antifúngica 

 
    Diz et al., 2006 

  
  Inibidor de  
  proteinase 

                
               Pimenta 
    (Capsicumm annuum L.) 

 
      Antifúngica 

 
 Ribeiro et al., 2007 

 
      LTP 

 
Pimentão 

(Capsicumm annuum Var. 
Ikeda) 

 
      Antifúngica 

 
   Cruz et al.,2010 

 
      LTP 

                
                 Pimenta  
     (Capsicumm annuum L.) 

     
α-amilases de 

insetos e 
mamíferos 

 

 
   Diz et al., 2011 

      LTP                    Café 
      (Coffea canephora) 

α-amilases de 
insetos e 

mamíferos 
 

Zottich et al., 2011 

 Defensina            Feijão-de-corda  
         (Vigna unguiculata) 

      Anti-Parasita Souza  et al., 2013 

Fonte: Silva, 2014 

 
 
3.4- Inibidores de proteinase serínica de plantas 

 

Nas plantas, é possível encontrar uma grande diversidade de biomoléculas. 

Dentre os metabólitos presentes nos extratos de plantas com possíveis 

aplicações industriais, encontra-se a classe proteica dos inibidores de proteinases 

(PIs, do inglês proteinase inhibitor). Sua existência na natureza foi relatada pela 

primeira vez no século XIX, por Fermi e Pernossi (1894). Estas moléculas podem 

ser encontradas em diversas espécies de plantas, incluindo dicotiledôneas e 

monocotiledôneas, estando presentes em órgãos vegetativos, reprodutivos e de 

reserva (Hap et al., 2004; Macedo et al., 2011; Oliveira et al., 2011). Os inibidores 
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de proteinase são proteínas, cuja massa molecular varia entre 4 e 85 kDa, 

capazes de formar complexos com enzimas proteolíticas, bloqueando reversível 

ou irreversivelmente a sua atividade catalítica (Richardson 1991; Chye et al., 

2006).  

Os inibidores, em geral, são caracterizados por serem moléculas estáveis, 

com resistência ao calor, variação de pH e a proteólise por proteinases, presentes 

no meio intra e extracelular (Macedo e Xavier, 1993; Habid e Fazili, 2007; Jamal 

et al., 2013). Estudos mostram que nas plantas, os inibidores apresentam 

diversas funções, podendo atuar como reguladores de proteases endógenas, 

proteínas de reserva e como agentes de defesa vegetal contra insetos, 

microrganismos e outros animais herbívoros (Oliveira et al., 2011).  

Os inibidores de proteinases são classificados de acordo com a classe de 

enzima inibida, podendo ser da família dos inibidores serino proteinases, cisteíno 

proteinases, proteinases aspárticas e metalo proteinases. A inibição da atividade 

catalítica é alcançada pela interação entre o inibidor e o sítio catalítico enzimático. 

A região molecular responsável pela formação do complexo enzima-inibidor é 

chamada de sítio reativo e apresenta uma composição de aminoácidos diferentes 

para cada classe de inibidor. Logo, o sítio reativo é então reconhecido pela 

enzima, ocorrendo à formação do complexo (Lawrence e Koundal, 2002; Ramos 

et al., 2008; Oliveira et al., 2011).  

Baseado nas homologias evidentes das suas estruturas primárias, 

localização das pontes dissulfeto e posição de seus sítios reativos, os inibidores 

de serino proteinase de plantas têm sido agrupados em diferentes famílias. Estas 

famílias diferem principalmente nos seus pesos moleculares, no conteúdo das 

pontes dissulfeto e nas suas estruturas tri-dimensionais. As famílias conhecidas 

são: inibidor de tripsina da soja (Kunitz), inibidor Bowman-Birk, inibidor de tripsina 

da cevada, inibidores I e II da batata e do tomate, inibidor da abóbora, dentre 

outros (tabela 3) (Norton et al., 1991; Hayashi et al., 1994; Farran et al., 2002; 

Ledoigt et al., 2006).  
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Tabela 3 – Exemplos de famílias de inibidores de proteinases serínicas de 
plantas, suas fontes e proteases alvo 
 

FAMÍLIA             EXEMPLO           FONTE       PROTEASE ALVO   REFERÊNCIA 

    Kunitz     Inibidor de tripsina  
            de soja 
    Subtilisina de cevada 
Inibidor de quimiotripsina  
            de feijão 

      Glycine max  
 
    Hordeum vulgare 
    Psophocarpus  
 tetragonolobus    
     

Tripsina; Quimiotripsina  
 
  Subtilisina; α- amilase 
    α- quimiotripsina  
 

Laskowski e Kato 
       (1980) 
Valle et al. (1998) 
Habu et al. (1992) 
 

    Kunitz    Inibidor de subtilisina  
   Inibidor de tripsina 
Inibidor de cathepsina D 

Sagittaria sagittifolia  
   Acacia confusa 
Solanum tuberosum  

Tripsina; Quimiotripsina  
Tripsina, α-quimiotripsina  
Cathepsina D; Tripsina  

Laskowski e  
Kato (1980) 
Lin et al. (1991) 
Strukelj et al.(1992) 

    Cereal   Inibidor de α-amilase e 
       tripsina de trigo 
  Inibidor de α-amilase e  
     tripsina de cevada 

 Triticum aestivum 
  Hordeum vulgare  

   α-amilase; tripsina 
   α-amilase; tripsina 

     Shewry  
   et al. (1984) 
      Lazaro  
  et al. (1988) 

 Abóbora     Inibidor de tripsina  
macrocíclico de abóbora 
    Inibidor de tripsina  
             CSTI-IV 

      Momordica  
  cochinchinensis  
  Cucumis sativus  

            Tripsina 
  
            Tripsina 

  Hernandez  
  et al. (2000) 
   Wieczorek  
 et al., (1985) 

   Batata  
    tipo I 

           Inibidor de  
        quimiotripsina I 
            Inibidor de  
quimiotripsina/subtilisina  
              de trigo 

Solanum tuberosum  
 
Triticum aestivum  

Quimiotripsina; Tripsina 
 
           Subtilisina;  
     α- quimiotripsina  

       Poerio  
 et al. (2003) 
  Richardson 
     (1974) 

Mostarda   Inibidor de tripsina de  
            Mostarda 
  Inibidor de tripsina de  
             canola  

  Sinapis alba  
 
 Brassica napus  

            β-tripsina 
 
Tripsina; Quimiotripsina  

   Menegatti  
  et al. (1992) 
   Ceciliani  
 et al. (1994) 

Bowman- 
     Birk  

     Inibidor de tripsina  
     cíclico de girassol 
            Inibidor de  
   tripsina/quimiotripsina  

Helianthus annuus 
  
Arachis hypogaea  

Tripsina; Quimiotripsina;  
            Elastase  
Tripsina; Quimiotripsina  

   Mulvenna  
 et al. (2005) 
      Suzuki  
  et al. (1987) 

    Batata  
    tipo II 

   Inibidor de protease II Solanum tuberosum  Tripsina; Quimiotripsina    Greenblatt  
  et al. (1989) 

Fonte: Adaptada de Habib e Fazili, 2007. 

 
 
Entre os inibidores, a família Kunitz é a melhor caracterizada em 

decorrência de sua maior abundância nas sementes (Oliva et al., 2011). Estas 

são proteínas com peso molecular geralmente entre 18-22 kDa, constituídas de 

uma ou duas cadeias polipeptídicas. Poucos resíduos de cisteína estão presentes 

(normalmente 4 resíduos formando duas pontes dissulfeto) e há presença de um 

resíduo de arginina em seu único sítio reativo (Park et al., 2005; Oliva et al., 

2011). Os membros desta família são principalmente ativos contra serino 
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proteinases e foram mostradas para inibir a tripsina, quimotripsina e subtilisina 

(Laing e McManus, 2002). Algumas diferenças entre estruturas primárias e 

topologia são observadas, no entanto, a estrutura e mecanismo de ação são bem 

preservados entre os inibidores de serinoproteases (Oliveira et al., 2011). 

Nas plantas, os IPs podem ser encontrados como componentes 

constitutivos presentes nos tecidos de reserva de tubérculo e de sementes ou 

serem expressos em resposta ao ataque de insetos e patógenos, inibindo a ação 

de proteases digestivas presentes, sobretudo nos mamíferos e insetos, assim 

como enzimas presentes nas bactérias e nos fungos (Bariani et al., 2012; Dang et 

al., 2015).  

Durante as últimas décadas, os inibidores de proteases ganharam muita 

atenção devido ao seu forte papel na defesa das plantas (Valueva e 

Mossolov, 2004; Kim et al., 2009). Em um trabalho recente, plantas transgênicas 

que expressam em excesso inibidores de protease foram construídas de modo 

que aumentasse a resistência aos patógenos, insetos e nematóides. Dunse et 

al. (2010a) utilizando uma combinação do tipo de inibidores de proteases I e II da 

batata, conseguiram aumentar a resistência do algodão contra os danos 

causados pelo inseto Helicoverpa armigera em condições de laboratório, e de 

campo  (Lawrence e Koundal, 2002). 

São vários os trabalhos que demonstram a capacidade dos IPs inibir a 

atividade de proteases específicas; e ao mesmo tempo possuírem atividade 

antimicrobiana. Ye et al. (2001) purificaram de uma leguminosa um inibidor de 

tripsina/quimiotripsina de 7,5 kDa que possui atividade contra os fungos 

Mycosphaerella arachidicola, Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea. Yang et al. 

(2006) isolaram um inibidor de tripsina de sementes Psoralea corylifolia L. 

denominada de Psa-AFP com massa molecular de 18 kDa, e que também possui 

atividade antimicrobiana contra os fungos Alternaria niger, Aspergillus brassicae, 

Fusarium oxysporum e Rhizoctonia cerealis. Isoformas de inibidores de proteases 

serínicas foram purificados de sementes de Acacia plumosa Lowe e denominados 

ApTIA, ApTIB e ApTIC, estes possuem massa molecular de 20 kDa e foram 

testados contra diferentes fungos fitopatogênicos e pode-se observar que estes 

inibiram o crescimento de Aspergillus Niger, Thielaviopsis paradoxa e 

Colletotrichum spp.  Dias et al. (2013) isolaram um inibidor de sementes de C. 

chinense, denominado PEF2 que foi capaz de inibir o crescimento das leveduras 
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Candida albicans, Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae, Candida 

tropicalis e Kluyveromyces marxiannus além de causar aglomerações celulares 

em todas as leveduras testadas. 

Com o objetivo de isolar e caracterizar diferentes peptídeos, alguns 

trabalhos foram realizados utilizando sementes de Capsicum annum L. (Diz et al., 

2006; Ribeiro et al., 2007). No trabalho descrito por Ribeiro et al., 2007, umas das 

frações resultantes, denominada F3Ca, enriquecida em peptídeos básicos, 

variando de 6 a 11 kDa, foi submetida a cromatografia de fase reversa em HPLC, 

resultando em 3 outras frações denominadas RR1, FR2 e FR3. A análise em 

banco de dados revelou similaridade da fração FR2, a qual continha um único 

peptídeo de 6 kDa, com inibidores de proteinases serínicas da família Kunitz. 

Durante testes de atividade biológica esta fração foi capaz de inibir o crescimento 

das leveduras Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. tropicalis, Pichia 

membranifaciens, C. parapsilosis, Kluyveromyces marxiannus and C. 

guilliermondii. Este inibidor de proteinase, agora denominado de CaTI, foi objeto 

de estudo deste trabalho, o qual  é extensivo ao esclarecimento da atividade 

antimicrobiana deste inibidor contra os fungos fitopatogênicos de relevância 

agronômica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1- Materiais biológicos 

 

4.1.1- Sementes 

 

As sementes de Capsicum annuum L. (Acesso UENF 1381), Capsicum 

baccatum (Acesso UENF 1732), Capsicum baccatum (Acesso UENF 1496), 

Capsicum chinense (Acesso UENF 1498) e Capsicum frutescens (Acesso UENF 

1775), foram selecionadas no banco de germoplasma e fornecidas para plantio 

pela Profª. Dra. Rosana Rodrigues, do Laboratório de Melhoramento Genético 

Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro 

(UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Inicialmente as plantas 

foram cultivadas em câmara de crescimento a 28 ºC e 80 UR com fotoperíodo de 

16 h para o dia e 8 h para à noite. Os plantios das sementes foram realizados em 

bandejas de isopor de 72 células com substrato comercial Vivatto® adubado com 

formulação N-P-K (4-14-8), sendo irrigadas uma vez ao dia. Posteriormente foram 

transplantadas para casa de vegetação e cultivadas sob a mesma forma de 

tratamento durante o período de três meses para início do aparecimento de frutos. 

Em seguida, deu-se continuidade ao mesmo tratamento anteriormente falado 

durante todo o período necessário para obtenção de uma quantidade suficiente 

de sementes para realização das extrações. 
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4.1.2- Fungos Filamentosos  

 

Os fungos Colletotrichum gloeosporioides (5522), Colletotrichum 

lindemuthianum (5771), Fusarium oxysporum (5845) e Fusarium solani (4014) 

foram crescidos e mantidos em culturas conservadas no Laboratório de Fisiologia 

e Bioquímica de Microrganismo (LFBM), no Centro de Biociências e Biotecnologia 

(CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), 

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. 

 

4.2- Métodos 

 

4.2.1- Obtenção do inibidor de proteinase serínica (CaTI) 

 

4.2.1.1- Extração proteica 

 

Sementes dos diferentes acessos do gênero Capsicum foram inicialmente 

maceradas em nitrogênio líquido até a obtenção de uma farinha de fina 

granulação. As proteínas da farinha obtida foram extraídas segundo metodologia 

desenvolvida por Ribeiro et al. (2007). Inicialmente o material foi extraído em 

tampão fosfato pH 5,4 (Na2HPO4 0,01 M; NaH2PO4 0,015 M; KCL 0,1 M; EDTA 1,5 

%) na proporção de 1:10 (farinha:tampão), por 3 h, a 4°C, sob agitação constante. 

O homogeneizado resultante foi centrifugado a 15.400 x g por 30 min a 4°C, e o 

sobrenadante resultante submetido à precipitação com sulfato de amônio a 90% 

de saturação. Após 16 h, este material foi novamente submetido a uma 

centrifugação (15.400 x g por 30 min a 4°C) e o precipitado resultante 

ressuspenso em 10 mL de água destilada e aquecido por 15 min a 80°C. Em 

seguida, novamente, centrifugado (8.000 x g por 10 min a 4°C). O sobrenadante 

assim obtido, denominado extrato rico em peptídeos (ERP), foi ressuspenso e 

dialisado contra água destilada. 

 

4.3 - Isolamento do CaTI e de outros inibidores de proteinases serínicas 

 

4.3.1 - Cromatografia de troca catiônica (CM-Sephar ose) 
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Uma coluna catiônica CM-Sepharose (1,5 x 50 cm) foi primeiramente 

empregada para o isolamento dos inibidores. A resina foi empacotada sob fluxo 

constante, sendo lavada sequencialmente com água destilada, HCl 0,1 M, 

novamente com água destilada, NaOH 0,1 M, novamente em água destilada e, 

por fim, equilibrada com tampão de equilíbrio da coluna, tampão fosfato de sódio 

20 mM, pH 8,0. Após ativação e equilíbrio da coluna, 20 mg dos extratos proteico, 

liofilizado, foram dissolvidos em 5 mL de tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 8,0, 

centrifugado por 5 min, a 16.000 x g, a temperatura ambiente e aplicados à 

coluna. Foram coletadas frações de 3 mL, num fluxo contínuo de 30 mL.h-1. As 

primeiras 15 frações foram eluídas com tampão de equilíbrio. Em seguida foi feito 

um gradiente, com molaridades crescentes de NaCl, a cada 15 frações. As 

absorbâncias das frações foram monitoradas a 280 nm. A fração F3 (eluída com 

0,2 M de NaCl) já identificada como rica em inibidores no trabalho de Ribeiro et 

al., 2007 foi a escolhida para as etapas seguintes de análise de todos os acessos. 

 

4.3.2 - Cromatografia de fase reversa em HPLC 

 

Uma coluna de fase reversa C2/C18 equilibrada com 0,1% de TFA foi 

empregada sequencialmente no processo de isolamento dos inibidores. A fração 

F3 de cada acesso obtida após cromatografia em coluna CM-Sepharose foi 

solubilizada em TFA 0,1% e 450 µL foram injetados na coluna. Sendo que 400 µL 

foi da fração F3 e 50 µL foi de TFA 0,1%. As cromatografias foram desenvolvida 

utilizando-se um fluxo de 0,5 mL.min-1, numa temperatura de 30 ºC em sistema de 

HPLC. Para a eluição das proteínas da coluna, foi feito um gradiente de ACN (0 - 

80%). Inicialmente, nos 10 primeiros minutos, a coluna foi lavada com TFA 0,1% e 

ACN 2% em água ultrapura (Solução A) e, em seguida, um gradiente foi sendo 

formado, pela mistura da solução A e 80% de ACN em TFA 0,1% (Solução B), por 

cerca de 48 min. Após este período, a coluna foi lavada com 100% da solução B 

totalizando 60 min. A eluição da coluna foi acompanhada por um detector do tipo 

DAD, sendo as absorbâncias lidas a 220 nm. As frações peptídicas obtidas de 

cada acesso e o CaTI foram acumulados e secos em liofilizador e utilizados nos 

respectivos ensaios. 
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4.4 - Eletroforese em gel de tricina na presença de  SDS 

 

A eletroforese em gel de Tricina-SDS-PAGE foi feita segundo método de 

Schaggner e Von Jagow (1987). Foram usadas placas de vidro 8 x 10 cm e 7 x 10 

cm e espaçadores de 0,75 mm. Cada uma das amostras foram ressuspensas em 

tampão de amostra e preparadas na presença de β-mercaptoetanol (5%). As 

amostras foram aquecidas por 5 min a 100°C e centri fugadas a 15.000 x g por 5 

min. Após este procedimento 20 µL das amostras foram aplicadas no gel. A 

corrida foi realizada a uma voltagem constante de 24 V, por 16 h. 

Após o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de 

vidro e colocado em uma solução corante (Coomassie Blue R 0,05% por 

aproximadamente duas horas). Após esse período o corante foi retirado e o gel 

mantido em uma solução descorante até a visualização das bandas proteicas.  

 

4.5 - Quantificação de Proteína 

 

As determinações quantitativas de proteínas foram feitas através do 

método do ácido bicinconínico, descrito por Smith et al. (1985), com modificações. 

Ovalbumina foi utilizada como proteína padrão.  

 

4.6 - Inibição da atividade da tripsina 

 

A atividade inibitória dos peptídeos foi determinada medindo-se a atividade 

hidrolítica residual da tripsina através do uso dos substratos BApNA (estoque 5 

mM), após pré-incubação com os peptídeos. A atividade proteolítica foi 

determinada pela incubação de 10 µL dos peptídeos com 10 µL de tripsina e 25 

µL de BApNA em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) a 37ºC, num volume final de 

200 µL. A reação foi interrompida pela adição de 100 µl de ácido acético 30% 

(v/v) e a hidrólise do substrato foi acompanhada fotometricamente pela medida de 

absorbância de p-nitroanilida liberada a 405 nm. Todas as análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versão 5.0 para 

Windows) (Adaptado de Macedo et al., 2007).  
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4.7- Análise da atividade antifúngica do CaTI 

 

4.7.1- Obtenção dos esporos dos fungos filamentosos  

 

Discos contendo os fungos filamentosos foram colocados para crescer em 

placas de Petri contendo ágar Sabouraud por um período de 11 dias, a 30°C. 

Após esse período, os fungos foram utilizados em ensaios isolados no qual, foi 

adicionado 10 mL de meio de cultura (caldo Sabouraud) sobre as placas e com 

auxílio de uma alça de Drigalski, os esporos foram retirados. Os fungos 

filamentosos foram filtrados em gazes para se obter esporos sem a presença de 

hifas. Posteriormente, foi realizada a quantificação dos esporos dos fungos 

filamentosos em câmara de Neubauer através do uso de um microscópio óptico. 

 

4.7.2- Análise da inibição do crescimento dos fungo s filamentosos 

 

Em placa de 96 poços, o inibidor CaTI foi adicionado em diferentes 

concentrações junto a 2 x 103 esporos.mL-1 dos fungos filamentosos e meio de 

cultura, em um volume final de 100 µL. Para observação da inibição do 

crescimento fúngico, a densidade óptica foi monitorada a partir de leituras em 

leitor de microplacas num comprimento de onda de 620 nm. A leitura da placa foi 

feita a cada 6 h, num período total de 48 ou 54 horas. A placa foi incubada em 

estufa a 30ºC. Todo o ensaio foi realizado em triplicada e sob condições de 

assepsia em capela de fluxo laminar, segundo metodologia descrita por Broekaert 

et al. (1990), com modificações. Os dados para a inibição do crescimento fúngico 

foram avaliados pela ANOVA e as diferenças das médias de p <0,05 foram 

considerados significativos. Todas as análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o software GraphPad Prism (versão 5.0 para Windows) . 

 

4.8- Análise morfológica dos fungos filamentosos tr atados com CaTI 

 

Após ensaio de inibição do crescimento, os esporos dos fungos 

filamentosos, tanto os crescidos na ausência quanto os crescidos na presença do 

CaTI, foram retirados da placa de 96 poços e visualizados em microscópio óptico 

(Axio Zeiss, Imager, A,2). 
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4.9- Ensaio para verificação da permeabilização de membranas dos fungos 

filamentosos  

 

A permeabilização das membranas dos fungos tratados na ausência e na 

presença de CaTI (64 µg.mL-1), foi avaliada através da utilização do corante 

fluorescente SYTOX Green, segundo metodologia descrita por Thevissen et al., 

1999, com algumas modificações. SYTOX Green é um corante que possui alta 

afinidade por ácidos nucléicos (DNA) que penetra facilmente nas células quando 

sua membrana está comprometida, ao se ligar a ácidos nucléicos, se torna 

fluorescente. Após 24 a 30 horas do ensaio de inibição do crescimento dos 

fungos, alíquotas foram incubadas sob agitação constante por 30 min com o 

SYTOX Green a uma concentração de 0,2 µM de acordo com instruções 

fornecidas pelo fabricante. Posteriormente, os fungos foram analisados em 

microscópio óptico equipado com um conjunto de filtros fluorescentes (Axio Zeiss, 

Imager A,2). 

 

4.10- Ensaio para verificação da indução de espécie s reativas de oxigênio 

(ROS) 

 

A indução da produção endógena de ROS em células de fungos tratadas 

com CaTI foi avaliada através da utilização do corante fluorescente H2DCFDA 

(2’,7’ diclorofluoresceína diacetato), segundo metodologia descrita por Mello et al. 

(2011). Após 24 a 30 horas do ensaio de inibição do crescimento, os 100 µL das 

células das diferentes espécies de fungos filamentosos, crescidas na ausência e 

na presença de CaTI (64 µg.mL-1) foram incubada sob agitação constante com o 

corante fluorescente a uma concentração final de 20 µM, de acordo com 

instruções fornecidas pelo fabricante. Este corante é um composto estável, não 

fluorescente, lipofílico que facilmente atravessa a membrana das células. As 

espécies reativas de oxigênio produzidas oxidam este corante, o qual emite 

fluorescência. Após 2 h de incubação, a temperatura ambiente com agitação 

constante, as células foram analisadas em microscópio de fluorescência 

(Axiophoto Zeiss) equipado com um conjunto de filtros fluorescentes para 
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detecção da fluoresceína (excitação com comprimento de onda entre 450 - 490 

nm e emissão de 500 nm). Os resultados representam experimentos em triplicata. 

 

4.11 - Ensaio de determinação da indução de óxido n ítrico (NO) intracelular 

 

A indução da produção endógena de NO em células de fungos crescidos 

na ausência e presença de CaTI foi analisada como descrito no item 4.10, com a 

seguinte diferença: foi usado um  corante fluorescente específico para o óxido 

nítrico, DAF2DA (3-amino, 4 aminometil-2’,7’-difluorofluoresceína diacetato) à 

concentração final de 20 µM, segundo metodologia descrita por Mello et al. 

(2011). 

 

4.12 - Localização de CaTI conjugada ao FITC por microscopia óptica 

 

Para o acoplamento de CaTI, 192 µg.mL-1 foi ressuspenso em 100 µL de 

tampão bicarbonato de sódio 750 mM, pH 9,5 contendo FITC (isotiocianato de 

fluoresceína) a 50 µg.mL-1 (anteriormente solubilizado em DMSO). Esta solução 

foi incubada com agitação constante a 500 rpm durante 2 h a 30 ºC. Após esta 

incubação, a amostra foi submetida à cromatografia de filtração em gel usando a 

coluna Sephadex G25 (Sigma) para a eliminação do FITC-livre e recuperação do 

CaTI acoplado ao FITC. A coluna foi equilibrada com Tris-HCl 20 mM, pH 8,0 a 

um fluxo de 0,3 mL.mim-1. Após o acoplamento, 64 µg.mL-1 de CaTI -FITC foi 

incubada com os esporos do fungo F. oxysporum, durante 24 h em microplacas 

de 96 poços. As células foram analisadas por DIC em microscópio óptico 

(Axiovison 4, Zeiss) equipado com um filtro de fluorescência para detecção da 

fluoresceína (comprimento de onda de excitação, 450-490 nm, comprimento de 

onda de emissão de 500 nm). Todo o ensaio foi realizado protegido da luz 

segundo metodologia descrita por Taveira et al. (2016). 
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5. RESULTADOS 

 

 

 

5.1. Purificação do inibidor de proteinase CaTI 

 

A cromatografia de troca catiônica em coluna de CM-Sepharose do extrato 

total mostrou a presença de três diferentes picos, os quais foram denominados de 

F1Ca, F2Ca e F3Ca (Figura 2A). O terceiro pico denominado F3Ca foi submetido 

à cromatografia de fase reversa como etapa final no processo de purificação do 

inibidor CaTI. A figura 2B, mostra que esta fração foi sub-fracionada em três picos 

denominados FR1, FR2 e FR3, apresentando diferentes tempos de eluição. O 

resultado obtido foi o mesmo descrito por Ribeiro et al., 2007. No pico FR2 

encontra-se obtido com o tempo de retenção de aproximadamente 25,31 min, o 

inibidor purificado como mostrado no “insert” da figura 2.  
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Figura 2  – Purificação de CaTI das sementes de C. annuum: (A) Cromatografia 
de troca catiônica em coluna CM-Sepharose. A coluna foi equilibrada com tampão 
fosfato 20 mM, pH 8,0. F1Ca foi eluído da coluna com tampão de equilíbrio, F2Ca 
foi eluído com tampão de equilíbrio contendo 0,1M de NaCl e F3Ca foi eluído com 
tampão de equilíbrio contendo 0,2 M de NaCl; (B) Cromatografia de fase reversa 
em coluna C2/C18 da fração F3Ca HPLC. A coluna foi equilibrada com uma 
solução de TFA 0,1 %. As frações foram eluídas através de um gradiente de 
acetonitrila de 0 a 80 %.  
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5.2- Análise da atividade antifúngica de CaTI sobre fungos filamentosos 

 

Um ensaio quantitativo, para analisar o efeito de CaTI sobre o crescimento 

de diferentes espécies de fungos fitopatogênicos foi realizado. Na figura 3, foi 

possível observar o crescimento dos fungos na presença de 64 e 128 µg.mL-1 do 

CaTI, em tempos que variaram de 48 a 54 h (dependendo da espécie fúngica 

testada). As análises foram iniciadas, verificando o efeito do CaTI sobre o 

crescimento de Colletotrichum gloeosporioides, uma espécie considerada 

fitopatogênica para espécies do gênero Capsicum. Constata-se que na presença 

de 64 µg.mL-1 do CaTI, o fungo teve o seu crescimento inibido em 32% (p < 0,05) 

e quando crescido na presença de 128 µg.mL-1, essa inibição foi de 28%, (p < 

0,05). 

Para o crescimento de Colletotrichum lindemuthianum, pode-se observar 

que, quando crescido em meio contendo 64 e 128 µg.mL-1
 de CaTI, houve uma 

inibição significativa (p < 0,05) do seu crescimento em torno de 21 e 30 %, 

respectivamente. 

Verificou-se também o efeito de CaTI sobre o crescimento de Fusarium 

oxysporum. Foi possível notar que, este fungo quando crescido em meio 

contendo 64 µg.mL-1
 do CaTI, sofreu uma inibição em torno de 20%. Quando 

crescido na presença de 128 µg.mL-1, nenhuma inibição foi observada.  

Já ao observar o gráfico do crescimento do fungo Fusarium solani, verifica-

se que o CaTI não foi capaz de inibir o crescimento deste fungo em nenhuma das 

concentrações testadas. 
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Figura 3 – Efeito do CaTI sobre o crescimento dos fungos fitopatogênicos : 
C. gloeosporiodes, C. lindemuthianum, F. oxysporum e  F. solani. O crescimento 
dos fungos foi observado entre 48 a 54 h. (-   -)Controle; (-   -) 64 µg.mL-1 ;(-   -) 
128 µg.mL-1. Os valores são médias (± DP) de triplicatas. Os asteriscos indicam 
diferenças significativas (P <0,05) entre o tratado e o controle. 
 
 
5.3- Análise morfológica dos fungos filamentosos tr atados com CaTI 

 

Na figura 4, foi observada as imagens dos diferentes gêneros fúngicos 

crescidos na presença e na ausência do CaTI. Na figura 4 B, foi possível verificar 

o fungo C. gloeosporioides crescido na presença de 64 µg.mL-1 do CaTI  e 

observou-se que as hifas do fungo apresentam-se reduzidas quando comparamos 

as células controle (fungo crescido na ausência do CaTI Figura 4 A). 

Nas imagens do fungo C. lindemuthianum (Figura 4 D) e do fungo F. 

oxysporum, (Figuras 4 F) foi observado que na presença de 64 µg.mL-1 do CaTI 

* 
* * 

* 
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as hifas apresentaram alterações estruturais (setas) diferentes das observadas no 

controle, bem como também foi possível verificar uma redução do número de 

hifas (Figura 4 C e 4 E). 

Para o F. solani, percebe-se as hifas (seta) e esporos aglomerados quando 

crescido na presença de 64 µg.mL-1 do CaTI (Figura 4 H), e essa aglomeração 

não foi observada nas hifas do controle, onde o fungo cresceu normalmente 

(Figura 4 G). 

 

Figura 4 - Microscopia óptica da estrutura das diferentes espécies de fungos 
fitopatogênicos crescidos na ausência e na presença de CaTI. (A, C, E, G) 
Células controle (crescidas na ausência de CaTI); (B, D, F e H) Células crescidas 
na presença 64 µg.mL-1 de CaTI . Barras de 10 µm. 
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5.4- Ensaio para verificação da permeabilização de membranas dos fungos 

filamentosos 

 

Na figura 5, foi observado o efeito de CaTI sobre a permeabilização de 

membranas das diferentes espécies de fungos fitopatogênicos estudados. Todas 

as imagens apresentadas representam os fungos crescidos na ausência e na 

presença de 64 µg.mL-1 do CaTI.  

Quando se observa a marcação no fungo C. gloeosporioides crescido na 

presença de CaTI, verifica-se que este inibidor foi capaz de permeabilizar a 

membrana plasmática desse fungo, o que tornou possível a entrada e a marcação 

do corante. Este resultado pode ser ratificado quando comparado as marcações 

entre o fungo crescido na presença de CaTI onde observa-se uma grande 

quantidade de hifas marcadas (Figura 5 D) e na ausência de CaTI (Figura 5 B), 

onde as marcações aparecem apenas em uma hifa. 

Resultados semelhantes foram observados nos demais fungos testados: 

fungo C. lindemuthianum crescido na presença do CaTI (Figura 5 H), observou-se 

um maior número de hifas marcadas, e mais intensas que as imagens do fungo 

crescido na ausência do inibidor (Figura 5 F); para o fungo F. oxysporum crescido 

na presença de CaTI (Figura 5 L), foi possível observar todas as hifas marcadas,  

quando comparadas ao controle (Figura 5 J); e para o fungo F. solani  (Figura 5 

P), as hifas apresentam-se marcadas em sua maioria quando comparado com as 

imagens do fungo crescido na ausência deste inibidor, onde uma marcação 

significativa não pôde ser observada. (Figura 5 N). 
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Figura 5 - Microscopia de fluorescência dos fungos filamentosos tratados com 
corante Sytox Green. (A, B, E, F, I, J, M, N) células controle (crescidas na 
ausência do CaTI). (C, D, G, H, K, L, O, P) Células crescidas na presença de 
64µg.mL-1 do CaTI. Barras de 10 µm. 
 
 
5.5- Ensaio para verificação da indução das espécie s reativas de oxigênio 

(ROS) 

 

Na figura 6, observa-se o efeito de CaTI sobre a indução de ROS nas 

diferentes espécies de fungos filamentosos testados. A concentração do CaTI 

utilizada para a realização deste teste foi de 64 µg.mL-1 e para os controles foram 

observados os crescimentos do fungo sem pré incubação com o CaTI.   

Neste ensaio, foi notado que todos os fungos testados foram capazes de 

induzir o aumento de ROS quando crescidos na presença de CaTI. Esse 

resultado foi visto para o fungo C. gloeosporioides (Figura 6 D), para o fungo C. 
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lindemuthianum (Figura 6 H), para o fungo F. oxysporum, em todos houve uma 

intensa marcação do corante nas células crescidas na presença do CaTI, 

indicando que houve indução de ROS (Figura 6 L) e  também para o fungo F. 

solani, onde observou-se uma marcação mais intensa do corante nas células 

crescidas com o inibidor (Figura 6 P). Uma pequena marcação endógena e 

visualizada nas hifas controle (Figura 6 B, F, J, N ). 

 

 

 
 
Figura 6 - Microscopia de fluorescência das células de diferentes fungos 
filamentosos tratados com o corante (H2DCFDA (2’,7’ diclorofluoresceína 
diacetato). (A, B, E, F, I, J, M, N) células controle (crescidas na ausência do 
CaTI). (C, D, G, H, K, L, O, P) Células crescidas na presença de 64µg.mL-1 do 
CaTI. Barras de 10µm. 
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5.6 - Ensaio de determinação da indução de óxido ní trico (NO) intracelular 

 

Também foi observado o efeito de CaTI (64 µg.mL-1) sobre a indução de 

NO, nas diferentes espécies de fungos testados (Figura 7 A – P). Quando o fungo 

C. gloeosporioides foi pré-incubado com CaTI, observa-se um maior número de 

hifas marcadas (Figura 7 D), indicando um aumento na produção de NO, quando 

comparadas ao controle (Figura 7 B). O mesmo resultado foi verificado para o 

fungo C. lindemuthianum, o qual crescido na presença de CaTI foi capaz de 

induzir a produção de NO neste microrganismo (figura 7 H). Nas células controle 

(Figura 7 F), essa marcação foi vista de maneira bem menos intensa. Para o 

fungo F. oxysporum, crescido na presença de CaTI, observou-se todas as hifas 

marcadas com o corante, aqui verificou-se a maior indução de NO quando 

comparado aos outros fungos testados (Figura 7 L). E este dado pôde ser 

confirmado quando comparamos com as hifas crescidas sem uma pré-incubação 

com CaTI, no qual observa-se uma marcação menos intensa do corante, 

representando a sua produção em nível basal (Figura 7 J). Para o fungo F. solani, 

houve uma pequena indução de NO, porém com uma marcação menos intensa 

se comparamos aos demais fungos testados (Figura 7 P). Essa indução pôde ser 

relacionada à presença do inibidor, já que nas imagens das hifas controle, não foi 

possível observar marcação (Figura 7 N). 
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Figura 7  - Microscopia de fluorescência das células de diferentes espécies de 
fungos filamentosos tratados com o corante (DAF2DA (3-amino, 4 aminometil-
2’,7’-difluorofluoresceína diacetato). (A, B, E, F, I, J, M, N) células controle 
(crescidas na ausência de CaTI). (C, D, G, H, K, L, O, P) Células crescidas na 
presença de 64 µg.mL-1 de CaTI. Barras de 10 µm. 
 
 
5.7- Localização de CaTI conjugada ao FITC por microscopia óptica 

 

Para determinar a localização intracelular de CaTI no F. oxsporum, FITC foi 

ligado covalentemente ao CaTI, e o CaTI-FITC foi empregado em um ensaio de 

atividade antifúngica  a  64 µg.mL-1. Na figura 8, notou-se em todas as imagens, 

marcações fluorescentes no interior das hifas em diferentes aumentos, indicando 

que CaTI é capaz de ser internalizado e pode ter alvos intracelulares. Nas figuras 

8 A e 8 B, foi possível perceber aumento em magnitudes 20x e nas figuras 8 C e 
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DIC CaTi-FITC 

A 

C 

E 

B 

D 

F 

8 D 40x. Entretanto de forma interessante quando se visualiza a imagem em um 

aumento ainda maior (100 x) observou-se que a marcação realmente encontra-se 

no citoplasma da hifa e que os vacúolos presentes não se encontram marcados 

(seta) (Figuras 8 E e 8 F). 

 
 

Figura 8 – Localização de CaTI no fungo F. oxysporum. Microscopia de 
fluorescência do fungo incubado por 24 h com 64µg.mL-1 de CaTI-FITC. Em 8 A e 
8 B observa-se o aumento em magnitudes de 20x, em 8 C e 8 D 40x e em 8 E e 8 
F o aumento de 100x. Setas mostram os vacúolos. Barras de 10µm. 
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5.8- Identificação da presença de inibidores de pro teinases em diferentes 

espécies do gênero capsicum  

 

5.8.1- Eletroforese em gel de tricina na presença d e SDS 

 

Na figura 9, foi observado o perfil proteico dos extratos rico em peptídeos 

dos diferentes acessos de Capsicum. Na raia 1, foi possível verificar o perfil do 

extrato total de C. baccatum (acesso UENF 1732), onde foi visualizado duas 

bandas de baixo peso molecular com massas moleculares entre 8 e 

aproximadamente 16 kDa, além de duas bandas de alto peso molecular. Na raia 

2, o extrato de C. baccatum (acesso UENF 1496), onde pode-se observar duas 

bandas de baixo peso molecular, também entre 8 e aproximadamente 16 kDa, 

além de duas bandas de alto peso molecular. Na raia 3, verificou-se o perfil do 

extrato C. chinense (acesso UENF 1498). Nela, nota-se a presença de duas 

bandas com massas moleculares variando entre 8 e 16 kDa, além de duas 

bandas de alto peso molecular. Na raia 4, o extrato de C. frutescens (acesso 

UENF 1775), onde da mesma forma que para os demais extratos analisados, 

observa-se a presença de duas bandas de baixo peso molecular de 8 e 16 kDa, e 

duas bandas de alto peso. E, na raia 5, observa-se o extrato de C. annuum 

(acesso UENF 1381), também verificou-se duas bandas de baixo peso molecular 

entre 8 e 16 kDa e duas bandas de alto peso molecular. M representa o marcador 

de massa molecular. 
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Figura 9 – Eletroforese em gel de tricina na presença de SDS do extrato rico em 
peptídeos dos diferentes acessos de Capsicum. (1) Capsicum baccatum (acesso 
UENF 1732); (2) Capsicum baccatum (acesso UENF 1496); (3) Capsicum 
chinense (acesso UENF 1498); (4) Capsicum frutescens (acesso UENF 1775); (5) 
Capsicum annuum (acesso UENF 1381). (M) Marcador de massa molecular 
(kDa). 
 
 
5.9- Comparação e purificação parcial dos inibidore s de proteinases de 

sementes de Capsicum 

 

5.9.1 - Cromatografia de troca catiônica (CM-Sephar ose) 

 

A Figura 10 representa o perfil cromatográfico dos acessos de Capsicum 

utilizados neste experimento. No gráfico de C. baccatum (acesso UENF 1732), 

observa-se a presença de três frações: a fração F1, não retida, eluída com 

tampão de equilíbrio da coluna. A fração F2, correspondente à fração retida na 

coluna, eluída com o tampão de equilíbrio acrescido de NaCl 0,1 M. A fração F3 

também corresponde a fração retida na coluna, contudo essa foi eluída com o 

tampão de equilíbrio acrescido de NaCl 0,2 M. Em seguida está representado o 

perfil proteico de C. baccatum (acesso UENF 1496), C. chinense (acesso UENF 

1498) e por último o perfil proteico de C. frutescens (acesso UENF 1775). Pode-

se observar o mesmo perfil proteico para todos os extratos, onde todos eles 

apresentam da mesma forma, a presença de três picos protéicos, os quais 

também foram denominamos de F1, F2 e F3.        
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Figura 10 - Cromatografia de troca catiônica em resina CM-Sepharose dos 
peptídeos presentes no extrato rico em peptídeos dos diferentes acessos de 
Capsicum. O fluxo utilizado foi de 60 mL.h-1, e foram coletadas frações de 
aproximadamente 3 mL.  
 
 
5.9.2 – Cromatografia de fase reversa em HPLC 

 

Dando continuidade ao processo de purificação, submetemos a fração F3 

obtida na cromatografia de troca caniônica dos extratos testados a um segundo 

passo cromatográfico, agora numa cromatografia de fase reversa, em sistema 

HPLC, utilizando coluna C2/C18.  

Na figura 11, observa-se o cromatograma de todas as espécies aqui 

testadas do gênero Capsicum. Primeiramente, observou-se o cromatograma de 

C. baccatum (acesso UENF 1732), onde nota-se a presença de três picos 

proteicos distintos os quais foram chamados de pico 1, 2 e 3, com os tempos de 

retenção de 24,26, 24,88 e 26,78 min, respectivamente.   

Em seguida, o cromatograma de C. baccatum (acesso UENF 1496) e foi 

possível perceber a presença de cinco picos, denominados de pico 1, 2, 3, 4 e 5, 

NaCl 0,1 M NaCl 0,2 M 

NaCl 0,1 M NaCl 0,2 M 

NaCl 0,1 M NaCl 0,2 M 
NaCl 0,1 M NaCl 0,2 M 

NaCl 1 M 
NaCl 1 M 

NaCl 1 M NaCl 1 M 
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com os tempos de retenção de 24,10, 24,81, 26,59, 32,07 e 39,95 min, 

respectivamente. 

 Posteriormente, observou-se o perfil de C. chinense (acesso UENF 1498), 

no qual nota-se a presença de apenas dois picos, os quais foram denominados 

pico 1 e 2, com os tempos de retenção de 26,04 e 26,65 min, respectivamente.  

Também foi observado o cromatograma da C. frutescens (acesso UENF 

1775). Neste foi verificado à presença de três picos que foram denominados de 

pico 1, 2, 3, 4 e 5, com os tempos de retenção de 24,36, 26,04, 28,07, 32,10, 

33,05 min, respectivamente.   

Em todos os cromatogramas, observa-se uma similaridade nos tempos de 

retenção de alguns picos, da mesma forma que se observa no cromatograma de 

C. annuum acesso 1381, de onde obtemos o inibidor CaTI, no qual também 

verifica-se a presença de três picos que foram denominados de FR1, FR2 e FR3, 

com os tempos de retenção de 24,55, 26,08 e 27,07 min, respectivamente. O 

inibidor de proteinase encontrava-se no segundo pico com tempo de retenção de 

26,08 min. 
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Figura 11 - Cromatografia de fase reversa, em sistema de HPLC. A coluna utilizada foi a C2/C18. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL.min-

1.   
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5.10 - Ensaio de  inibição da tripsina 

 

Na figura 12, observa-se o efeito das frações obtidas após cromatografia 

de fase reversa das diferentes espécies do gênero Capsicum sobre a atividade da 

enzima tripsina. Foi possível perceber que, o primeiro e o segundo pico de C. 

baccatum acesso UENF 1732 foram capazes de inibir significativamente (p < 

0,05) 90 % e 94 %, respectivamente da atividade da enzima. Para o terceiro pico 

nenhuma inibição foi notada. Nesse caso, o inibidor encontra-se presente nas 

duas frações.  

O primeiro e segundo pico de C. baccatum (acesso UENF 1496) também 

foram capazes de inibir significativamente (p < 0,05) 96% e 94%, 

respectivamente, a atividade da enzima. Provavelmente, neste caso como no 

anterior, o inibidor encontra-se presente nas duas frações.  Para o terceiro, quarto 

e quinto pico nenhuma inibição foi notada. 

Para C. chinense (acesso UENF 1498) verificou-se que o primeiro pico foi 

capaz de inibir significativamente (p < 0,05) 29% a atividade da enzima tripsina. 

Essa inibição foi significante, porém quando comparada com as outras espécies 

foi bem baixa, acredita-se que em C. chinensis a presença de inibidores de 

proteinases pode estar em menor concentração.  Para o segundo pico nenhuma 

inibição foi observada. 

Em C. frutescens (acesso UENF 1775) o segundo pico foi o único capaz de 

inibir significativamente (p < 0,05), 96% da atividade enzimática. Para os demais 

picos não foi observado nenhuma inibição da enzima tripsina. 

Comparando os gráficos do HPLC, pode-se notar que todos os picos que 

apresentaram atividade contra a tripsina, tiveram o tempo de retenção próximo a 

25 e 26 min, entretanto em algumas frações um pouco antes do que pode ser 

observado quando comparamos estes resultados com o inibidor CaTI presente 

em sementes de C. annuum (acesso UENF 1381). 
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Figura 12 - Efeito das frações das diferentes espécies de Capsicum sobre a 
atividade da enzima tripsina.  
 
 
5.11 – Eletroforese em gel de tricina das frações que inib iram a tripsina 

 

Na figura 13, observa-se o perfil proteico das frações dos diferentes 

acessos de Capsicum que inibiram a tripsina. Nas raias 1 e 2, verifica-se 

respectivamente, o primeiro e segundo pico de C. baccatum (acesso UENF 1496), 

para o primeiro pico foi visualizado duas bandas majoritárias de baixo peso 

molecular, uma com massa molecular de aproximadante 6 kDa, e outra inferior a 

6 kDa. Para o segundo pico foi visualizado a presença de uma única banda 

majoritária com massa molecular de 6 kDa. Nas raias 3 e 4, observou-se 

respectivamente, o primeiro e segundo pico de C. baccatum (acesso UENF 1732), 

onde para ambos foi verificado a presença de uma banda majoritária de 6 kDa. 

Na raia 5, visualiza-se o primeiro pico de C. chinense (acesso UENF 1498). Nele, 
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nota-se a presença de uma banda molecular de aproximadamente 6 kDa, contudo 

essa banda está bem fraca. Acredita-se que esse inibidor encontra-se presente 

em uma concentração menor quando comparado com as outras espécies. Na raia 

6, observa-se o segundo pico de C. frutescens (acesso UENF 1775), onde nota-

se duas bandas majoritárias, uma com massa molecular de 6 kDa e outra com 

massa molecular de aproximadamente 14 kDa. M representa o marcador de 

massa molecular. 

 
 

Figura 13 - Eletroforese em gel de tricina na presença de SDS das frações que 
inibiram a enzima tripsina. (1) Primeiro pico de C. baccatum acesso UENF 1496; 
(2) Segundo pico de C. baccatum acesso UENF 1496; (3) Primeiro pico de C. 
baccatum acesso UENF 1732; (4) Segundo pico de C. baccatum acesso UENF 
1732; (5) Primeiro pico de C. chinense acesso UENF 1498; (6) Segundo pico de 
C. frutescens acesso UENF 1775. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

 

6.1- Isolamento, atividade antimicrobiana e modo de  ação de CaTI sobre 

fungos fitopatogênicos 

 

Os inibidores de proteinases (IPs) têm sido isolados e caracterizados a 

partir de um grande número de organismos incluindo plantas, animais e 

microrganismos (Valueva e Mosolov, 2004; Mosolov e Valueva, 2005). Nas 

plantas os inibidores estão comumente presentes em órgãos e tecidos de reserva, 

onde são relevantes moléculas de defesa, em resposta ao ataque de patógenos, 

através da inibição de proteases digestivas (Koiwa et al., 1997).  

Ribeiro et al. (2007) conseguiram isolar e caracterizar um inibidor de 

proteinase de sementes de Capsicum annuum, o qual foi denominado CaTI. 

Baseado na alta similaridade de sequência de aminoácidos da região N-terminal 

de CaTI com os inibidores de proteinases pertencentes à família Kunitz, foi visto 

que este é um membro pertencente a esta família de inibidores de proteinases de 

plantas. Além disso, o CaTI também apresentou atividade antifúngica contra 

diferentes leveduras (Ribeiro et al., 2007, Ribeiro et al., 2012). Diversos estudos 

sugerem a aplicação dos IPs como ferramentas biotecnológicas no combate às 

diversas pragas agrícolas, que podem provocar enormes prejuízos econômicos e 

limitar o crescimento da produção mundial de alimentos (Fao, 2009; Oliveira et al., 

2011; Stevens et al., 2013). 



46 
 

 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana 

e o mecanismo de ação do inibidor de proteinase CaTI, sobre fungos 

fitopatogênicos e identificar a presença de inibidores de proteinases em outras 

espécies do gênero Capsicum.  

A obtenção do CaTI  e dos outros possíveis inibidores de proteinases, foi 

feita segundo a metodologia descrita por Ribeiro et al. (2007). Após a extração 

proteica dois métodos cromatográficos foram realizados, inicialmente uma 

cromatografia de troca aniônica seguida de uma cromatografia de fase reversa 

(figura 2). Ribeiro et al. (2007) obtiveram resultados similares ao dessa pesquisa. 

Outros pesquisadores também já demonstraram que muitos inibidores têm sido 

purificados e isolados através da utilização de técnicas semelhantes (Macedo et 

al., 2000; Mello et al., 2001; Dias et al., 2013; Machado et al., 2013).  

Após o processo de obtenção do inibidor CaTI, foram realizados testes 

antifúngicos a fim de avaliar seu potencial antimicrobiano. Nestes testes 

observou-se que CaTI foi capaz de inibir o crescimento dos fungos 

fitopatogênicos C. gloeosporioides e C. lindemuthianum, essa inibição fica ainda 

mais evidenciada  pela redução do número de hifas na presença de CaTI quando 

observadas por microscopia óptica (Figuras 3 e 4, respectivamente). Diversos 

trabalhos já mostraram o efeito antimicrobiano in vitro de alguns IPs de plantas. 

Dias et al. (2013) isolaram inibidores de proteinases presentes em sementes de 

C. chinense e verificaram que estes eram capazes de inibir o crescimento das 

leveduras Saccharomyces cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis, Pichia 

membranifaciens e Kluyveromyces maxiannus e causar alterações morfológicas 

nessas células. Dokka e Davuluri (2014) identificaram em semente de 

Abelmoschus moschatus, um inibidor de tripsina com atividade contra diferentes 

fungos como C. albicans, C. tropicalis, A. flavus, S. cerevisiae, C. glaba e A. niger. 

Koiwa et al. (1997) mostraram que WTI, um inibidor de proteases encontrado em 

trigo apresentava a capacidade de inibir o crescimento das hifas de diferentes 

fungos fitopatogênicos, dentre esses o Colletotrichum acutatum. 

No entanto, quando testamos a atividade do CaTI contra fungos do gênero 

Fusarium, verificou-se que o inibidor não foi capaz de inibir seu crescimento 

(Figura 3). Mas, através de imagens obtidas por microscopia óptica, observou-se 

uma intensa aglomeração das hifas de um dos fungos testados o F. solani (Figura 

4). Essa aglomeração de hifas pode resultar em um aumento da densidade ótica 
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(explicação para o efeito a 128 µg/mL-1), o que pode ser visto no gráfico de 

inibição do crescimento onde a absorbância do fungo na presença do inibidor é 

maior que a do controle. Resultado semelhante foi observado por Silva et al. 

(2015) onde o inibidor de tripsina de mamona RcTI, não foi capaz de inibir o 

crescimento do fungo F. oxysporum.  

Em relação ao mecanismo de ação dos peptídeos antimicrobianos, já foi 

visto que estes podem atuar na membrana e como consequência, causar sua 

ruptura e agir sobre alvos intracelulares (Pellegrini e Franco 2005; Nguyen et al., 

2011; Bahar e Ren, 2013). Uma das consequências da permeabilização de 

membrana é o rápido colapso do potencial membranar. Além disso, acredita-se 

que a alteração da permeabilidade esteja correlacionada com a redução dos 

níveis de ATP intracelular e com o desequilíbrio dos íons de Na+ e K+, refletindo 

na perturbação do potencial de membrana (Mangoni et al., 2005).  

Durante este trabalho também foi verificado se o inibidor CaTI foi capaz de 

causar alguma alteração na membrana citoplasmática dos fungos fitopatogênicos 

testados levando a sua permeabilização. Pode-se observar que, quando as 

células fúngicas foram incubadas com o CaTI, foi possível perceber a marcação 

dessas células pelo corante, indicando, assim, que este inibidor foi capaz de 

causar danos às células de todos os fungos testados (Figura 5). Como já dito 

anteriormente, a permeabilização da membrana pode ser vista através da 

marcação das células pelo corante fluorescente Sytox green que se liga a ácidos 

nucleicos, no entanto só consegue atravessar a membrana, quando a mesma 

encontra-se comprometida.  

Em um estudo realizado por Ribeiro et al. (2012) com CaTI, foi visto que 

este inibidor também foi capaz de permeabilizar a membrana das leveduras S. 

cerevisiae e C. albicans. Diversos trabalhos corroboram com os resultados dessa 

pesquisa, mostrando a ação dos AMPs na permeabilização de membranas. 

Regente et al. (2005) estudaram uma LTP isolada de Helianthus annuus, e 

mostraram a habilidade desse peptídeo causar a permeabilização da membrana 

do fungo F. solani. Diz et al. (2006; 2011) demonstraram que peptídeos isolados 

de sementes de C. annuum agiam sobre a membrana plasmática das leveduras 

S. cerevisiae e C. tropicalis, causando sua permeabilização. 

Vale ressaltar que a permeabilização de membranas e a inibição do 

crescimento de microrganismos não são fenômenos obrigatoriamente 
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relacionados, visto que foi possível encontrar peptídeos com atividade 

antimicrobiana, capazes de induzir a permeabilização de membranas, porém não 

apresentaram um efeito fungicida e vice-versa, (Koshlukova et al., 1999; Steffen 

et al., 2006; Vylkova et al., 2007). Neste trabalho, observou-se que os fungos F. 

oxyporum e F. solani apresentaram a permeabilização de membrana, todavia não 

apresentaram uma inibição significativa do crescimento desses fungos. 

Estudos descrevem a mitocôndria como o principal local do metabolismo 

oxidativo da célula e seu envolvimento na produção e degradação de ROS, de 

modo que estas moléculas são geradas por processos de redução de oxigênio, 

por exemplo, durante a cadeia transportadora de elétrons (Ježek e Hlavatá, 2005; 

Kowaltowski et al., 2009; Wang et al., 2015).  

Na tentativa de descobrir a possível causa da inibição destes 

microrganismos e assim tentar elucidar um possível mecanismo de ação para o 

inibidor CaTI, foi verificado se este era capaz de induzir o aumento da produção 

endógena de ROS. Foi observado um aumento na produção de ROS em todos os 

fungos testados (Figura 6). As espécies reativas de oxigênio são produzidas em 

níveis basais nas células quando crescidas sob condições normais, livres de 

estresse e esse fato pode explicar a baixa fluorescência nas células controle 

(Figura 6B, F, J e N). Outros peptídeos também mostraram a capacidade de 

aumentar os níveis de ROS nas células. Um peptídeo denominado VtA3 foi capaz 

de induzir ROS no fungo F. solani (Giudici et al., 2006). Aerts et al. (2007) 

também mostraram que a defensina RsAFP2 isolada do rabanete, além disso foi 

capaz de induzir ROS nas células da levedura C. albicans.  

Outra via de estresse oxidativo para a indução da morte celular, é a 

produção do óxido nítrico (NO). O NO possui diversas funções biológicas, dentre 

elas, uma resposta a estresses e ativação de morte celular programa do 

patógeno. A produção dessas espécies reativas é mais intensa quando a célula 

se encontra em situação de defesa.  Neste trabalho foi possível observar que o 

CaTI foi capaz de induzir o aumento da produção endógena de NO em todos os 

fungos testados (Figura 7). Ribeiro et al. (2012) também demostrou que o inibidor 

de tripsina CaTI, é capaz de causar a indução de NO nas células das leveduras S. 

cerevisiae, C. tropicalis, C. albicans e Kluyveromices marxiannus, no entanto, 

nenhuma marcação nas células foi observada para os níveis de ROS. Outro 

trabalho comprovou que a defensina PvD1 isolada de sementes de Phaseolus 
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vulgaris L. foi capaz de induzir o aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS e NO) nas células do fungo F. oxyporum e da levedura C. albicans 

(Mello et al., 2011). As espécies reativas de oxigênio são moléculas que 

aparecem nos momentos iniciais do processo apoptótico. Estudos têm 

demonstrado que o aumento de ROS no meio pode ser tóxico aos organismos, 

levando à destruição de vários tipos celulares através de vias apoptóticas (De 

Felice et al., 2007; Maiese et al., 2010). 

Alguns peptídeos são capazes de entrar na célula após a interação inicial 

com a membrana citoplasmática (Brodgen, 2005; Nicolas, 2009). Com o objetivo 

de melhor investigar o mecanismo de ação do inibidor CaTI nas células do fungo 

filamentoso F. oxysporum, estas foram incubadas com o CaTI acoplado ao 

isotiocianato fluoresceína (FITC) por 24 h. Observou-se a marcação do CaTI-FITC 

dentro das células de F. oxysporum, o que leva a sugerir que o CaTI pode estar 

atuando em um possível alvo intracelular (Figura 8).  A introdução de AMPs de 

plantas para o citoplasma de fungos, como verificado aqui, já foi observado em 

outros trabalhos. A defensina NaD1 (isolada a partir de Nicotiana alata) foi 

observada no citoplasma das hifas do fungo F. oxysporum (Van der Weerden et 

al., 2008). Lobo et al. (2007) trataram o fungo N. crassa com a defensina Psd1, 

isolada de P. sativum, conjugada ao FITC e após tratamento deste fungo com 

DAPI mostraram a colocalização, in vivo, da defensina, no núcleo. Da mesma 

forma, Taveira et al. (2016) mostraram que a tionina CaThi é capaz de entrar  nas 

células das leveduras C. albicans e C. tropicalis, e que para C. tropicalis o 

possível alvo intracelular é o núcleo. Os resultados e estudos relacionados 

sugerem que as atividades antifúngicas dos AMPs de plantas não se restringem 

apenas à membrana plasmática dos fungos, mas sim, podem entrar nas células e 

interagir com diferentes alvos intracelulares. 

 

6.2- Identificação da presença de inibidores de pro teinases em diferentes 

espécies do gênero Capsicum 

 

Este trabalho também teve como objetivo identificar inibidores de 

proteinases em sementes de diferentes espécies do gênero Capsicum. Seguindo 

a metodologia descrita por Ribeiro et al. (2007) e, após todo o processo de 

extração e purificação, foi possível observar através de eletroforese em gel de 
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tricina, a presença de peptídeos de baixa massa molecular nas diferentes 

espécies de Capsicum (Figura 9). Em seguida, após purificação (Figuras 10 e 11) 

foi verificado se essas frações obtidas poderiam apresentar atividade inibitória de 

tripsina, que é uma enzima da classe serino protease que pode ser encontrada 

em diversos organismos patogênicos que colonizam tecidos vegetais e observou-

se que para cada espécie de Capsicum, a atividade inibitória de tripsina estava 

presente (Figura 12). Todas as frações que foram capazes de inibir a enzima 

tripsina possui uma banda em torno de 6 kDa, assim como, o  CaTI (Figura 13). 

Outros trabalhos vêm caracterizando e isolando diferentes IPs presentes no 

gênero Capsicum. Dois inibidores de C. annuum, CapA1 e CapA2  foram capazes 

de inibir a atividade da tripsina em aproximadamente 68 e 91% (Tamhane et al., 

2005). Moulin et al. (2014), identificaram inibidores de tripsina em folhas de 

Capsicum baccatum var. pendulum que foram inoculados com PepYMV (Pepper 

yellow mosaic virus).  

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores, Torres-

Castillo et al. (2009) confirmaram que sementes de Opuntia streptacantha 

também são fontes de IPs com especificidade para enzimas similares à tripsina. 

Wang e Rao (2010) mostraram que o IP limenina inibiu a atividade tripsina e 

quimotripsina, e a eficácia da limenina para tripsina foi maior, quando comparado 

ao observado para tripsina de soja preta e soja selvagem (Broze et al., 1990).  

A investigação do modo de ação de CaTI contra fitopatógenos é relevante 

e oportuna visto que, no Brasil, muitas culturas de plantas economicamente 

importantes têm sua produtividade diminuída devido à ocorrência de doenças 

causadas por fungos fitopatogênicos (Di Maro et al., 2010). Neste trabalho, foi 

demonstrado que CaTI tem atividade antifúngica contra C. gloeosporioides e C. 

lindemuthianum, esta atividade antimicrobiana pode estar relacionada com 

permeabilização da membrana e indução estresse oxidativo. Além disso, 

apresentou-se evidências que sugerem um alvo intracelular para o inibidor de 

tripsina CaTI. Desta forma, os resultados obtidos nessa pesquisa, podem ajudar a 

elucidar o real modo de ação dos peptídeos antimicrobianos, para que 

futuramente sejam utilizados como ferramenta biotecnológica para o controle de 

fungos fitopatogênicos. 
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7- CONCLUSÕES 

 

 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que: 

 

• CaTI foi capaz de inibir de forma significativa o crescimento dos fungos C. 

gloeosporioides e C. lindemuthianum; 

 

• CaTI  age sobre as membranas dos fungos C. gloeosporioides, C. 

lindemuthianum, F. oxysporum e F. solani permitindo a permeabilização das 

mesmas; 

 

• CaTI  induz um aumento da produção de ROS e NO nos fungos C. 

gloeosporioides, C. lindemuthianum, F. oxysporum e F. solani; 

 

• CaTI é capaz de entrar nas células do fungo  F. oxysporum, podendo agir 

em um possível alvo intracelular; 

 

• Identificou-se a presença de inibidores de proteinases em todas as 

espécies estudadas do gênero Capsicum onde obteve-se alguma fração com 

bandas em torno de 6 kDa, que foram capazes de inibir a atividade da enzima 

tripsina. 
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