
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 
CENTRO DE CIÊNCIAS 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA E BIOLOGIA MOLECULAR 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOQUÍMICA 

 
 
 
 
 

AMANDA OLÍMPIA DA SILVA 
 

 
USO DE ABORDAGENS COMPUTACIONAIS INTEGRADAS PARA 

OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS A 
PARTIR DE INIBIDORES DE PROTEASES DE PLANTAS 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

FORTALEZA 
2025 

 



 

 
AMANDA OLÍMPIA DA SILVA 

 
 
 
 
 

USO DE ABORDAGENS COMPUTACIONAIS INTEGRADAS PARA 

OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS A 

PARTIR DE INIBIDORES DE PROTEASES DE PLANTAS 

 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Bioquímica do Centro de Ciências, 
da Universidade Federal do Ceará, 
como parte dos requisitos para 
obtenção do título de Mestre em 
Bioquímica. Área de 
concentração:Bioquímica Vegetal.  

 
Orientador: Prof. Dr. Hermógenes 
David de Oliveira. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FORTALEZA  

2025 

 



 

AMANDA OLÍMPIA DA SILVA 

 

 

 

USO DE ABORDAGENS COMPUTACIONAIS INTEGRADAS PARA 

OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS A 

PARTIR DE INIBIDORES DE PROTEASES DE PLANTAS 

 

 

Dissertação apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Bioquímica do Centro de Ciências, 
da Universidade Federal do Ceará, 
como parte dos requisitos para 
obtenção do título de Mestre em 
Bioquímica. Área de 
concentração:Bioquímica Vegetal.  

 
Orientador: Prof. Dr. Hermógenes 
David de Oliveira. 

 

Aprovada em 30/05/2025. 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

--------------------------------------------------------------------------- 

Prof. Dr. Hermógenes David de Oliveira (Orientador) 

Universidade de Federal do Ceará (UFC) 

 

------------------------------------------------------------------------------- 

Prof. Dr. Claudener Souza Teixeira 

Universidade Federal do Cariri (UFCA) 

 

------------------------------------------------------------------------------ 

Profa. Dra. Daniele de Oliveira Bezerra de Souza 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Deus. 

Aos meus pais, Marta e Francisco. 

 



 

AGRADECIMENTOS 
 

Agradeço a Deus pela vida e a oportunidade de viver essa experiência 

acadêmica durante esses dois anos. 

A minha família por todo apoio, renúncia e sacrifícios que fizeram em 

nome dos meus estudos. 

Aos meus amigos de faculdade por todo suporte, emocional e 

científico, que foi essencial durante esta trajetória. 

Aos meus amigos externos à universidade que apesar da distância me 

apoiaram cada um à sua maneira. 

A Universidade Federal do Ceará por todo suporte estrutural e 

educativo para o andamento e conclusão do mestrado. E a Fundação 

Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Científico e Tecnológico pelo apoio 

financeiro durante os 24 meses. 

Ao Prof. Dr. Hermógenes David de Oliveira, pela excepcional 

orientação. 

Aos professores participantes da Banca examinadora, Profa. Dra. 

Daniele de Oliveira Bezerra de Souza e Prof. Dr. Claudener Souza Teixeira, 

pelo tempo, pelas valiosas colaborações e sugestões. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Talvez não tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o 
melhor fosse feito. Não sou o que deveria ser, mas Graças a Deus, 
não sou o que era antes. (Marthin Luther King) 

 



 

RESUMO 
 
Infecções bacterianas graves compõem uma questão de saúde mundial e 

inibidores de proteases de plantas apresentam a capacidade de inibir ou 

regular proteases envolvidas na progressão de diversas doenças. O objetivo 

deste trabalho foi utilizar métodos computacionais de maneira integrada para a 

descoberta de peptídeos antimicrobianos com potencial para uso clínico futuro, 

a partir de inibidores de proteases de plantas. Para isto, duas abordagens 

foram utilizadas: na primeira metodologia os peptídeos foram gerados a partir 

da hidrólise da sequência aminoacídica dos inibidores e na segunda através da 

prospecção de fragmentos com potencial antimicrobiano com base em regiões 

conservadas. Para avaliação do potencial antimicrobiano foi utilizado a média 

de escores das plataformas CAMPR4, AI4AMP e HydrAMP e com os 

analisados promissores foram construídas bibliotecas de variantes utilizando a 

plataforma Scramble para avaliar de maneira ampla o potencial desses 

peptídeos. Além disso, foram feitas caracterizações quanto aos parâmetros 

físico-químicos com o auxílio de ferramentas como APD3, Heliquest, Expasy;  

foram analisados parâmetros biológicos como potencial antigênico, hemolítico, 

tóxico, capacidade de inibição de biofilme, antioxidante e susceptibilidade 

enzimática dos peptídeos por meio de plataformas como AnOxPP, HemoPI2.0, 

ToxinPred3; já nos parâmetros farmacocinéticos foi avaliado a absorção pelo 

intestino humano e o metabolismo pelas isoformas da enzima CYP450 através 

da plataforma ADMETSar; características estruturais também foram avaliados 

por meio do Pepfold3.5.Como resultado, foi obtido um total de 17 (7,32%) 

peptídeos e 24 (40%) variantes com potencial antimicrobiano na primeira 

abordagem; já na segunda os resultados encontrados foram de 6 (100%) e 17 

(85%) analisados com potencial antimicrobiano, respectivo aos peptídeos e 

suas variantes; todos esses 64 peptídeos foram caracterizados segundo os 

parâmetros já citados Espera-se oferecer informações importantes para o uso 

de peptídeos advindos de inibidores de proteases vegetais como possíveis 

candidatos em testes in vitro e in vivo para uso clínico. 

 

Palavras-chave: inibidores de proteases; peptídeos antimicrobianos; 

resistência microbiana; peptídeos terapêuticos. 

 



 

ABSTRACT   
 

Serious bacterial infections are a global health issue, and plant protease 

inhibitors have the ability to inhibit or regulate proteases involved in the 

progression of several diseases. The aim of this work was to use computational 

methods in an integrated manner to discover antimicrobial peptides with 

potential for future clinical use, from plant protease inhibitors. For this, two 

approaches were used: in the first methodology, the peptides were generated 

from the hydrolysis of the amino acid sequence of the inhibitors and in the 

second through the prospecting of fragments with antimicrobial potential based 

on conserved regions. To evaluate the antimicrobial potential, the average 

scores of the CAMPR4, AI4AMP and HydrAMP platforms were used, and with 

the promising analyzes, libraries of variants were constructed using the 

Scramble platform to broadly evaluate the potential of these peptides. In 

addition, characterizations were performed regarding the physicochemical 

parameters with the aid of tools such as APD3, Heliquest, Expasy; Biological 

parameters such as antigenic, hemolytic, toxic potential, biofilm inhibition 

capacity, antioxidant and enzymatic susceptibility of the peptides were analyzed 

through platforms such as AnOxPP, HemoPI2.0, ToxinPred3; in the 

pharmacokinetic parameters, absorption by the human intestine and 

metabolism by CYP450 enzyme isoforms were evaluated through the 

ADMETSar platform; structural characteristics were also evaluated through 

Pepfold3.5. As a result, a total of 17 (7.32%) peptides and 24 (40%) variants 

with antimicrobial potential were obtained in the first approach; in the second, 

the results found were 6 (100%) and 17 (85%) analyzed with antimicrobial 

potential, respective to the peptides and their variants; All of these 64 peptides 

were characterized according to the parameters already mentioned. It is 

expected to offer important information for the use of peptides derived from 

plant protease inhibitors as possible candidates in in vitro and in vivo tests for 

clinical use. 

 

Keywords: protease Inhibitors, antimicrobial peptides, antimicrobial resistance, 

therapeutic peptides. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1. Resistência antimicrobiana como um desafio global 

O termo antibiótico se refere a uma classe de substâncias que 

influenciam processos bioquímicos cruciais de organismos microbianos, como 

o crescimento e a divisão celular, podendo até levar à morte da célula em 

alguns casos (Brown e Wright, 2016). A introdução em larga escala da 

penicilina, um metabólito de origem fúngica, na primeira metade do século XX, 

marcou um ponto de virada na história médica, estabelecendo o medicamento 

como a primeira solução eficaz para o combate de infecções bacterianas. Esse 

avanço catalisou o desenvolvimento de novas pesquisas para a criação de 

antibióticos, especialmente à medida que novas bactérias eram identificadas, 

visando reduzir as altas taxas de mortalidade associadas a essas infecções 

(Vincent e Ramírez, 2024). 

A fase moderna da medicina trouxe à tona a resistência crescente a 

antibióticos, com o surgimento de cepas multirresistentes que são resistentes a 

pelo menos três classes de antibióticos e são responsáveis pelas infecções 

mais difíceis de tratar (Nwobodo et al, 2022). A Organização Mundial da Saúde 

(OMS) identificou um grupo crítico de patógenos que necessitam urgentemente 

de novas estratégias de combate, conhecidos pelo acrônimo ESKAPE: 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. 

(Mulani et al, 2019). 

Nos últimos anos, a pandemia de COVID-19 teve um impacto 

significativo nesse setor, levando ao aumento do uso e, consequentemente, à 

busca por antibióticos. A introdução de medicamentos específicos contra 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina e Enterococcus resistente à 

vancomicina (do inglês, MRSA e VRE), a crescente carga de doenças 

infecciosas, o envelhecimento da população e a demanda por antibióticos 

novos e eficazes têm impulsionado o mercado, que deve alcançar US$ 65,22 

bilhões até 2029, partindo de US$ 53,43 bilhões em 2024. Contudo, a 

resistência aos antibióticos e a diminuição no número de empresas dedicadas 

à pesquisa podem restringir o crescimento desse mercado, apesar das 

necessidades emergentes (Mordor intelligence, 2024). 
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Objetivando tornar mais claro o conceito de resistência microbiana e 

sua complexidade, é possível dizer que do ponto de vista mecanístico, os 

antibióticos podem ser classificados como: inibidores da síntese da parede 

celular; inibidores da função ribossomal (síntese proteica); inibidores da síntese 

de ácidos nucleicos (DNA e RNA); inibidores do metabolismo do ácido fólico; 

inibidores da integridade da membrana celular (Upmanyu e Malviya, 2020). A 

resistência a esses compostos é uma das principais causas de falhas no 

tratamento de doenças infecciosas e ocorre por meio da expressão de genes 

que desencadeiam mecanismos de defesa contra os medicamentos. A 

resistência pode ser intrínseca, onde uma bactéria já possui mecanismos 

naturais de proteção, ou adquirida, resultante de mutações genéticas ou da 

aquisição de genes de resistência de outras bactérias por bacteriófagos ou 

transformação (Reygaert, 2018). 

Ainda no que tange a resistência, a maneira mais comum de ser 

estabelecida é por meio da transferência horizontal de genes (Thomas e 

Neilsen, 2005). A fase inicial desse processo diz respeito a absorção de DNA 

exógeno pela membrana bacteriana, podendo ocorrer de várias maneiras, 

dentre elas, as mais comuns são a transformação, conjugação e transdução. A 

transformação é definida pela absorção de DNA do ambiente; a conjugação 

frequentemente transfere plasmídeos e outros elementos conjugativos por 

contato direto através de um pilus conjugativo; a transdução depende da 

transferência de DNA permeada por um fago, que pode se replicar e se 

reembalar em novas partículas ou se integrar ao cromossomo do hospedeiro 

(Figura 1) (Arnold, Huang e Hanage, 2021). 
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Figura 1. Visão geral dos mecanismos de captação e integração de DNA por 
bactérias nos processos de aquisição de resistência. GTAs - agentes de 
transferência de genes semelhantes a fagos; RecA - recombinase que atua no 
reparo recombinacional do DNA em bactérias; ICEs - elementos conjugativos 
integrativos. 

 
Fonte: Traduzido de Arnold, Huang e Hanage, 2021. 

 

As pressões ambientais seletivas também forçam as bactérias a se 

adaptarem, alterando seu estado de crescimento e isso pode refletir na 

formação de biofilmes, que são encontrados em quase 90% das bactérias 

patogênicas para humanos (Shinde et al, 2021). O biofilme é uma agregação 

tridimensional e multicelular de bactérias, aderida a superfícies e incorporada 

em uma matriz extracelular (MEC). Essa formação é uma estratégia fisiológica 

e regulatória das bactérias, pois oferece resistência a tratamentos 

antimicrobianos e ao sistema imunológico do hospedeiro. Estima-se que 65% a 

80% das infecções microbianas e crônicas, respectivamente, estejam 

associadas a biofilmes bacterianos (Romling et al, 2014). Além disso, infecções 

bacterianas recorrentes são frequentemente causadas pela persistência dos 

biofilmes, sendo que atualmente os organismos do grupo ESKAPE são os 

principais responsáveis por infecções crônicas associadas a biofilmes 
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multirresistentes e o tratamento dessas infecções está se tornando cada vez 

mais desafiador, representando, assim, um risco significativo para a saúde 

humana (Patil et al, 2021). 

A tolerância, por outro lado, é a habilidade dos microrganismos de 

suportar ou sobreviver a antibióticos em concentrações acima da inibitória por 

um determinado período. Esse mecanismo adaptativo envolve uma mudança 

temporária no comportamento celular, onde as células passam de um estado 

ativo para um estado dormente ou inativo. Durante o estado de tolerância, 

ocorrem alterações significativas na produção de energia e em diversas 

funções celulares, sendo visíveis em condições inadequadas de crescimento, 

baixa concentração de antibióticos ou em uma situação de estresse (Wilmaerts 

et al, 2019). O sequestro de antibióticos na matriz extracelular, sem atingir o 

alvo, pode também desencadear a tolerância resultando na dormência ou 

ausência de crescimento das células bacterianas. A persistência é uma forma 

de tolerância: as células persistentes são capazes de sobreviver à ação dos 

antibióticos, mas podem ser eliminadas com exposição prolongada (Hall e Mah, 

2017). Essas células podem surgir de forma induzida, em resposta ao estresse 

ou condições ambientais ou de maneira espontânea devido a processos 

estocásticos, sendo também conhecida como hetero tolerância. A resistência 

mediada por biofilme representa uma forma complexa de resistência, que 

envolve os mecanismos de resistência a antibióticos e os de tolerância. Além 

disso, fatores como as cepas e espécies bacterianas, os agentes 

antimicrobianos, o estado de desenvolvimento e condições de crescimento do 

biofilme influenciam grandemente o processo (Arzanlou et al, 2017). 

Os mecanismos de resistência podem ser classificados de acordo com 

a forma como inativam os antibióticos: primeiro, pela produção de enzimas que 

degradam ou modificam o medicamento, como as beta lactamases que 

inativam penicilinas em Staphylococcus aureus e Escherichia coli; segundo, 

pela redução da permeabilidade da membrana externa, exemplificado pela 

perda da porina D2 em Pseudomonas aeruginosa resistente ao antibiótico  

imipeném; terceiro, pelo aumento da atividade de sistemas de efluxo que 

removem o antibiótico da célula, como observado em S. aureus resistente a 

tetraciclinas; quarto, pela alteração do sítio de ligação do antibiótico, como na 

menor afinidade da penicilina em MRSA e Streptococcus pneumoniae; e 
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quinto, pelo desvio da inibição antibiótica e superprodução do alvo do fármaco, 

como em bactérias expostas ao sulfametoxazol/trimetoprima (Kapoor, Saigal e 

Elongavan, 2017; Saikia e Chetia, 2024). A mortalidade associada a infecções 

causadas por cepas resistentes pode ser pelo menos duas vezes maior do que 

aquela causada por cepas sensíveis, evidenciando a importância de uma 

escolha acertada do tratamento (Daneman et al, 2023). O desenvolvimento de 

alternativas com menos efeitos adversos e a implementação de medidas para 

conter a dispersão dessas bactérias resistentes são cruciais, envolvendo desde 

a pesquisa e desenvolvimento de drogas até políticas de saúde pública. 

Para combater a resistência antimicrobiana, os cientistas estão 

explorando diversas abordagens, como a combinação e administração 

direcionada de antibióticos (Wang et al., 2022), o uso de nanopartículas 

(Makabenta et al., 2021), fagos (Hatfull et al., 2022) , sensibilizadores 

antimicrobianos (LI et al., 2023) e peptídeos antimicrobianos (Liu et al., 2021). 

Cada uma destas estratégias tem vantagens e desafios, mas em conjunto 

representam esforços contínuos para desenvolver soluções eficazes para 

acompanhar as mudanças evolutivas nestes organismos resistentes. 

 

1.2 Peptídeos antimicrobianos 
1.2.1. Atividade antimicrobiana  

Dentro do universo das moléculas bioativas, os peptídeos 

antimicrobianos atuam na linha de defesa dos organismos com atividades 

antimicrobianas e imunomoduladoras, tanto contra bactérias infecciosas Gram 

positivas e Gram negativas, como fungos, vírus, entre outros. Frente a 

problemática do uso indiscriminado e diminuição da eficácia dos medicamentos 

antibióticos, os AMPs (do inglês, Antimicrobial Peptides) surgem como uma 

alternativa terapêutica e já conta com mais de 60 drogas peptídicas que 

chegaram ao mercado e várias centenas de novos peptídeos terapêuticos 

estão em desenvolvimento pré-clínico e clínico (Ventura e  Neto, 2023). 

Diferentemente dos seres humanos, eucariotos como plantas e invertebrados 

não possuem imunidade adaptativa/adquirida (resposta imune gerada pela 

exposição aos patógenos). Por isso, os peptídeos antimicrobianos têm um 

papel fundamental na  defesa dessas espécies, compondo o sistema 

imunológico inato desses organismos (Borzi, 2016; Nozaki e Izumi, 2023). 
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Podem ser classificados de várias maneiras quanto a sua fonte, 

atividade ou espécie aminoacídica mais abundante como mostrado (Figura 2). 

Dentre estas a mais comum é a classificação quanto à atividade, sendo ela 

dividida em: peptídeos antibacterianos (ABPs, do inglês antibacterial peptides) 

que representam uma grande parcela dos AMPs e tem como alvo, por 

exemplo, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella e Vibrio parahaemolyticus 

(Pimchan et al, 2023); peptídeos antifúngicos (AFPs, do inglês antifungal 

peptides) que possuem efeito inibitório contra fungos mais resistentes a drogas 

terapêuticas e atuam em patógenos como Aspergillus, Candida albicans e 

Aspergillus flavus (Decker et al, 2022); peptídeos antivirais (AVPs, do inglês 

antiviral peptides) que inibem a ligação do vírus e sua fusão com a membrana 

da célula, ou mesmo o envelope nuclear viral e inibindo o processo de 

replicação (Urmi et al, 2023); peptídeos antiparasitários que podem matar ou 

inibir organismos parasitas responsáveis por doenças como malária e 

leishmaniose (Talapko et al, 2022); peptídeos anticancerígenos (ACPs, do 

inglês anticarcinogenic peptides) que são importantes para o desenvolvimento 

de novas drogas anticâncer, com efeito oncolítico que ocorre por meio de 

mecanismo membranolíticos ou não-membranolíticos (Zhang e Yang, 2022).  
 

Figura 2 - Classificação dos peptídeos antimicrobianos quanto a fonte, 
atividade, estrutura e espécie aminoacídica mais abundante. 

 



22 

 

Fonte: Traduzido de - HUAN et al (2000, p. 3) 

 

Já no que diz respeito à questão estrutural, podemos dividi-los em 

quatro famílias: AMPs alfa-helicoidais nos quais mudanças conformacionais 

ocorrem depois de interagir com a membrana alvo e separa os resíduos 

hidrofílicos dos hidrofóbicos, portanto o peptídeo assume uma conformação 

anfipática necessária para seu direcionamento na membrana celular 

(Marimuthu et al, 2020); AMPs folha-beta compostos por duas fitas beta com 

estruturas lineares adotando uma conformação similar a um grampo beta, sua 

atividade costuma estar ligada aos resíduos catiônicos e cadeias laterais 

hidrofóbicas expostas das folhas betas antiparalelas, além disso  muitos 

desses peptídeos contém resíduos de cisteína conservados responsáveis por 

estabelecer pontes dissulfeto que influenciam na sua função; há também os 

AMPs alfa-beta, compostos por ambas as estruturas, e interagem com 

membranas especializadas como membranas mitocondriais ou fúngicas; 

também existem os peptídeos estendidos ou de alça, que não apresentam 

estruturas alfa-hélice e nem folha-beta, ganhando destaque por serem ricos em 

aminoácidos como triptofano, glicina e prolina (Akhila et al, 2022). 
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A relação entre estrutura e função dos peptídeos já é relatada e 

discutida em vários estudos, inferindo que a modificação de parâmetros como 

carga, hidrofobicidade, conformação, ângulo polar e outros são determinantes 

para a potência e a amplitude da atividade microbiana. Nesse sentido, para o 

trabalho com design de peptídeos esses parâmetros estruturais são 

fundamentais para o êxito do trabalho, por mais que todos os aspectos dessa 

relação ainda não sejam completamente compreendidos (Ahmed e Hammami, 

2019).  

De acordo com o mecanismo de ação dos AMPs, tem como base a 

interação desses peptídeos com a membrana celular e sua capacidade de 

formar poros, podendo ser divididos nas seguintes classes mais comuns: 

modelo barril, onde peptídeos anfipáticos se agregam e orientam de forma que 

o lado catiônico fique virado para os grupos fosfatos que existem na superfície 

da bicamada lipídica, ao atingir a concentração ideal essas moléculas se 

inserem na membrana com as regiões hidrofóbicas em contato com a região 

apolar da membrana e as hidrofílicas expostas formando os poros; há também 

o modelo de poro toroidal, o peptídeo anfipático interage eletrostaticamente 

com a membrana fosfolipídica e se liga paralelamente a ela, separando as 

cabeças polares dos fosfolipídios e induzindo a dobradura para a formação dos 

poros toroidais, nesse poro os peptídeos e as cabeças polares dos lipídeos se 

alinham ao núcleo aquoso; modelo carpete, onde os peptídeos são alinhados 

paralelamente a bicamada lipídica mantendo contato com a parte da ‘cabeça’ 

dos lipídeos formando um tapete sobre a membrana, dependendo da 

concentração dessas moléculas, elas podem interromper a bicamada de uma 

forma similar a detergentes formando micelas ou formar furos transientes onde 

outros peptídeos podem também atravessar. (Kumar et al. 2018; Irazazabal, 

2016). Os AMPs podem contar com diferentes mecanismos de ação, até 

mesmo uma combinação de mais de uma estratégia para o combate de um 

patógeno, sendo um somatório das características próprias do peptídeo e a 

composição membranar do patógeno alvo. 

  

1.2.2 Vantagens e limitações do uso de AMPs 
Peptídeos antimicrobianos naturais são relativamente seguros, sua 

natureza química como moléculas biologicamente ativas endógenas permite 
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que sejam degradados por proteases do sistema digestivo humano. Em 

comparação com os antibióticos tradicionais (Tabela 1), que têm baixa 

degradabilidade, os peptídeos antimicrobianos se degradam mais facilmente no 

ambiente e não causam problemas secundários como poluição, resistência 

bacteriana ou distúrbios ecológicos (Greber et al, 2020). Além disso, a síntese 

e secreção desses peptídeos ocorrem em resposta a sinais ambientais, 

possibilitando seu uso como marcadores para a mediação imunológica e 

aumento da imunidade do corpo. Por exemplo, as células epiteliais intestinais 

humanas, que atuam como uma barreira contra microrganismos, secretam 

diversos peptídeos antimicrobianos direcionados às bactérias patogênicas 

intestinais, prevenindo a superestimulação das células imunológicas no 

intestino e reduzindo o risco de inflamação.  

Peptídeos antimicrobianos naturais são menos propensos à resistência 

microbiana, enquanto os antibióticos atuam em locais específicos dentro e fora 

da membrana celular bacteriana para exercer seu efeito, a resistência 

bacteriana pode se desenvolver quando há alterações nesses locais-alvo. Em 

comparação com os antibióticos, os peptídeos antimicrobianos apresentam 

vantagens, eles atuam em componentes estruturalmente conservados das 

membranas celulares e induzem alterações nessas membranas. Essas 

mudanças exigem mutações prolongadas para uma recuperação completa da 

estrutura da membrana, o que reduz significativamente a probabilidade de 

desenvolvimento de resistência bacteriana (Li et al, 2023; Ji et al, 2024). 
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Tabela 1 - Comparação de características de peptídeos antimicrobianos e 
antibióticos de modo geral. 

 
Fonte: Traduzido de - JI et al (2024, p. 9). 

 

Peptídeos antimicrobianos podem agir bioativamente não apenas por 

meio de interações com membranas celulares, mas também por meio de 

efeitos no metabolismo celular e interação com substâncias intracelulares. Agir 

por meio de múltiplos mecanismos não apenas os torna mais eficientes em 

termos de atividade antimicrobiana, mas também reduz a probabilidade de o 

microrganismo desenvolver um mecanismo de defesa. Ao contrário dos 

antibióticos, que podem prejudicar o sistema imunológico, os peptídeos 

antimicrobianos podem fortalecer os mecanismos naturais de imunomodulação 

no corpo (Trinidad-Calderón et al, 2021). 

Em relação às desvantagens, os estudos na literatura relatam o 

fenômeno da resistência microbiana aos AMPs. Embora esses peptídeos não 
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apresentem resistência notável devido à sua interação com regiões 

conservadoras das membranas celulares, mutações genéticas por alguns 

peptídeos antimicrobianos em alvos em superfícies de células específicas 

podem facilitar que bactérias se tornem resistentes. Mecanismos de resistência 

contra peptídeos antimicrobianos podem ser agrupados em tolerância 

intrínseca ou tolerância induzível. Mecanismos induzíveis implicam o 

desenvolvimento de resistência por aquelas bactérias que eram previamente 

sensíveis ao agente antimicrobiano. Tal processo evolutivo pode resultar de 

mutações genéticas, aquisição de genes resistentes ou mutações espontâneas 

que dão origem à resistência. A resistência também pode ser desenvolvida por 

meio de diversos mecanismos, incluindo hidrólise de peptídeos por proteases, 

modificação em alvos de ação de peptídeos e ação com bombas de efluxo. 

Outros entraves se dão por meio do alto custo de produção, atividade instável, 

sensibilidade a proteases e pH extremo e dados de segurança toxicológica 

incompletos (Bucaturu e Ciobanasu, 2024). 

 

1.2.3 Fatores potencializadores da atividade antimicrobiana e 
considerações para aplicação clínica de AMPs  

Como já foi dito anteriormente, a relação entre estrutura e função dos 

peptídeos é estreita e continua sendo um foco relevante do estudo científico. 

Aminoácidos como triptofano, tirosina, metionina, histidina e cisteína têm sido 

associados tanto à atividade antimicrobiana quanto à capacidade antioxidante 

dessas moléculas. A atividade antioxidante, por sua vez, está relacionada à 

habilidade dos peptídeos em neutralizar radicais livres e espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Com isso, peptídeos com ação antioxidante podem proteger 

células do hospedeiro contra danos oxidativos, além de interferir no 

metabolismo de bactérias que utilizam ROS como parte de seus mecanismos 

de sinalização ou defesa, potencializando assim seu efeito antimicrobiano.Há 

casos, no entanto, que a capacidade antioxidante pode atenuar os efeitos do 

estresse oxidativo empregado pelo sistema imune para eliminar 

microrganismos, o que pode reduzir a eficácia antimicrobiana, dependendo do 

modo de ação do organismo-alvo (López-García et al., 2022; Mardani et al., 

2023). 
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Já a susceptibilidade a proteases é uma diretriz importante de se 

analisar quando o objeto de estudo são peptídeos antimicrobianos já que 

muitos deles são alvos dessas enzimas, seja no organismo-hospedeiro ou alvo 

(Shao et al, 2019). Quanto maior a susceptibilidade do peptídeo às enzimas, 

menor será a estabilidade, o que leva ao comprometimento da atividade 

antimicrobiana. Por isso, se faz necessário a análise in silico da previsão dos 

sítios de clivagem por peptidases (como tripsina e quimiotripsina) para que as 

devidas modificações possam ser feitas se desejado, seja pela substituição de 

aminoácidos chave, ciclagem para proteção de regiões vulneráveis ou mesmo 

uso de D-aminoácidos para bloquear o reconhecimento por proteases (Starr e 

Wimley, 2017). 

Peptídeos antimicrobianos podem ser clivados especificamente por 

várias enzimas. Entre as proteases endógenas mais frequentemente 

encontradas no trato gastrointestinal podemos citar algumas como a pepsina 

que atua no estômago e é ativada em meio ácido (pH próximo a 2) e cliva 

ligações peptídicas próximas a aminoácidos aromáticos como fenilalanina, 

triptofano e tirosina; a tripsina que cliva as proteínas nas ligações após lisina e 

arginina (aminoácidos básicos); a quimiotripsina que é responsável por clivar 

ligações após aminoácidos aromáticos, semelhante à pepsina, mas atua no 

intestino (Glibowicka, He e Deber, 2022). Por exemplo, a tripsina pode clivar 

peptídeos nos resíduos de cátions (arginina e lisina) na posição P1 com maior 

frequência para arginina. No entanto, a clivagem específica da tripsina é 

geralmente bloqueada quando a prolina é encontrada na posição P1'. A 

quimotripsina pode clivar em triptofano, tirosina e fenilalanina na posição P1 

(alta especificidade) e, em menor extensão, em leucina, metionina e histidina 

na posição P1 (Keil et al, 1992). Entre as proteases endógenas mais 

frequentemente encontradas no trato gastrointestinal podemos citar algumas 

como a pepsina que é ativada em meio ácido (pH próximo a 2) e cliva ligações 

peptídicas próximas a aminoácidos aromáticos como fenilalanina, triptofano e 

tirosina (Moncla et al, 2011; Lai et al, 2022). 

Ainda sobre os cuidados com a administração do peptídeo no 

organismo humano e os fatores que impactam essa questão, podemos falar 

sobre os parâmetros de Absorção, Digestão, Metabolismo, Excreção e 

Toxicidade (ADMET). O sistema enzimático da superfamília do citocromo P450 
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(CYP450) é responsável pelo metabolismo de mais de dois terços dos 

fármacos atuando principalmente na primeira fase do metabolismo onde 

ocorrem reações de oxidação, redução e hidrólise (Gleeson M. P., 2008). É 

importante analisar a relação dos peptídeos com essas enzimas atuando tanto 

como substratos quanto como inibidores: no primeiro caso, ao serem 

metabolizados por CYPs os peptídeos podem apresentar redução de meia-vida 

plasmática, geração de metabólitos tóxicos e diminuição da biodisponibilidade; 

já no segundo caso, os AMPs podem ser inibidos por competição direta e levar 

a alterações da conformação enzimática, levando a interações 

medicamentosas e efeitos não desejados (Zhai et al, 2023; Nirogi et al, 2020). 

Outro ponto crucial a ser analisado no que diz respeito a administração 

de fármacos e peptídeos é a capacidade ou não dessas moléculas serem 

absorvidas pelo intestino humano. Características como alto  peso molecular e 

carga positiva e baixa lipofilicidade comprometem a difusão passiva pelo 

epitélio intestinal e em casos que o AMP precisa chegar na circulação 

sistêmica a baixa absorção induz a busca por outras vias de administração; já 

quando o alvo da droga se localiza no sistema gastrointestinal a baixa 

absorção pode ser vantajosa pois mantém o peptídeo ativo no lúmen 

(Zadorozhnii, Kiselev e Kharchenko, 2022).            

   

1.3 Peptídeos de proteínas vegetais 
1.3.1. Inibidores de proteases vegetais 

Os inibidores de protease (IPs) são proteínas ou peptídeos que se 

ligam a enzimas proteolíticas, modificando seu sítio ativo para bloqueá-lo ou 

alterá-lo drasticamente, bloqueando assim atividades catalíticas excessivas e 

descontroladas (Cotabarren et al, 2020). E de acordo com a classificação das 

enzimas, os inibidores podem ser classificados com base na especificidade e 

mecanismo de inibição como: inibidores de serina, cisteína, aspártico, metalo e 

treonina-protease (Zhao e Ee, 2018). As interações proteína-proteína 

representam uma das funções típicas encontradas em todos os processos 

celulares, ao habilitar e regular funções proteicas individuais. O uso de 

peptídeos baseados em inibidores de proteína pode trazer benefícios 

substanciais devido à sua maior afinidade, estabilidade e penetração celular 

(Lucero et al, 2023). Os peptídeos têm maior funcionalidade do que moléculas 
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pequenas em termos de bloqueio direto e seletivo da interação 

proteína-proteína porque têm pesos moleculares maiores (Maemoto et al, 

2023). 

As serino proteases são os inibidores mais abundantes na natureza e 

imitam a distribuição mais natural de qualquer família de inibidores. A maioria 

delas tem baixo peso molecular; estão principalmente na faixa de 3 a 25 kDa e 

inibem a atividade enzimática da tripsina e da quimiotripsina. Elas são 

classificadas com base na especificidade do substrato, como o tipo de resíduo 

no inibidor de protease, da seguinte forma; semelhante à tripsina (resíduo de 

aminoácido carregado positivamente), elastase (pequeno resíduo de 

aminoácido hidrofóbico) e quimiotripsina (grande resíduo hidrofóbico) (Mishra, 

Reddy e Prasad, 2020). As funções dos ​IPs de serina, em geral, são regular as 

atividades proteolíticas excessivas por suas respectivas serino proteases. Os 

IPs inibem as proteases exógenas liberadas pelos microrganismos patogênicos 

para abrir caminho através da parede celular do hospedeiro para invasão em 

novos tecidos (Oliveira et al, 2020). 

As plantas são uma fonte importante de inibidores de protease e já são 

conhecidas mais de 12 famílias. As mais estudadas são as duas principais 

famílias de inibidores, a família de inibidores de tripsina do tipo Kunitz e a 

família de inibidores do tipo Bowman-Birk (Cid-Gallegos et al, 2020). A primeira 

dessas famílias foi inicialmente encontrada em plantas de soja e inibe a 

atividade da enzima tripsina e também uma quantidade menor de 

quimiotripsina. Todas, exceto algumas dessas enzimas, têm 181 aminoácidos 

de comprimento, compostas de cadeias peptídicas com pesos moleculares na 

faixa de 18 a 22 kDa e são encontradas em sementes de leguminosas das 

famílias taxonômicas Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae, que 

suprimem as proteases de serina, cisteína e ácido aspártico (Oliva et al., 2010). 

Já a segunda família contou com os esforços de dois pesquisadores que 

nomeiam esse grupo graças a descoberta e caracterização dessas moléculas, 

que contam com um peso molecular de 6 a 9 kDa e são formados por 60-80 

resíduos de aminoácidos e possui dois domínios inibitórios sendo capaz de 

interagir com duas proteases ao mesmo tempo. Além disso, podem criar 

complexos estequiométricos com enzimas digestivas, por exemplo, tripsina, 

quimotripsina, elastase, catepsina G e duodenase, e são encontrados 
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majoritariamente em sementes e tubérculos de leguminosas de familias como 

Fabaceae, Solanaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae e Poaceae. (Clemente e 

Arques, 2014; Silva, 2023). 

 

1.3.2 IPs vegetais como fontes de peptídeos 
Proteases são alvos importantes para medicamentos com uma ampla 

gama de aplicações clínicas. As serino-proteases, por exemplo, estão entre os 

dez principais alvos de todas as proteínas quando se diz respeito à ação de 

drogas. Nesse contexto, existem vários desafios relacionados à capacidade 

intrínseca de uso dessa classe de enzimas em medicamentos. Um deles é a 

especificidade limitada do ligante dos medicamentos às proteases existentes, 

assim como, a limitação de moléculas pequenas como pequena área de 

superfície e número baixo de locais de contato. Dessa forma, os peptídeos 

ganharam grande interesse porque combinam algumas das vantagens das 

moléculas pequenas dos medicamentos tradicionais, por exemplo, restrição 

conformacional, com as de produtos biológicos maiores, como a especificidade 

do alvo (Cid-Gallegos et al, 2022). 

A seletividade naturalmente alta de alvo dos medicamentos derivados 

de peptídeos foi bem relatada na literatura por meio de alguns peptídeos 

aprovados e/ou medicamentos derivados de inibidores de proteínas que são 

peptidomiméticos. Como, por exemplo, captopril e enalapril (inibidores da 

enzima conversora de angiotensina), bivalirudina (inibidor de trombina) e 

carfilzomibe (inibidor de proteases da superfamília da quimiotripsina no 

proteassoma 20S) (Lau; Dunn, 2017). Os inibidores de proteases vegetais 

podem fornecer estruturas funcionalizadas, que englobam as principais 

características para o desenvolvimento de peptídeos terapêuticos (estabilidade, 

entrega e especificidade) e também apresentam alta estabilidade em relação à 

proteólise, calor e acidez, apresentando vantagens no que diz respeito aos 

peptídeos lineares. Além disso, as terapias de peptídeos são consideradas 

“seguras”, por serem metabolizadas e degradadas em aminoácidos não-tóxicos 

e fragmentos menores. Os candidatos a medicamentos derivados de inibidores 

de proteases de plantas, também, oferecem alta seletividade de alvo reduzindo 

assim o risco de efeitos adversos fora do alvo (Rawlings et al, 2018; Hellinger e 

Gruber, 2019; Singh et al, 2023).  
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Aprofundando mais, no que tange a característica de estabilidade 

físico-química dos inibidores de proteases vegetais isso se expressa na forma 

de um nó de cistina ou vinco de Knottin (um motivo estrutural de proteína 

contendo três pontes dissulfeto compartilhado por vários peptídeos extraídos 

de plantas, animais e fungos) que exibe estruturas compactas e estáveis 

unidas por numerosas pontes dissulfeto em relação ao número total de 

aminoácidos constituintes, presente na maioria dessa classe de enzimas. Essa 

característica aliada a ampla gama de atividades biológicas relacionadas a 

inibidores de proteases de plantas aumenta o interesse da comunidade 

científica em aprimorar os conhecimentos nessa área. O número de 

publicações científicas que relatam IPs vegetais com atividade antimicrobiana 

aumenta constantemente e a descoberta de moléculas naturais estáveis ​​com 

atividade antimicrobiana é vantajosa para a ciência em geral, mas também 

porque a combinação dessas características é de particular interesse para a 

indústria farmacêutica (Cotabarren et al, 2020; Paul e Bhattacharjee, 2024). 

Vários tipos de inibidores de proteases vegetais seletivos e específicos foram 

purificados, caracterizados e avaliados quanto a sua atividade biológica e 

estabilidade. Demonstrando assim que essas moléculas podem ser inibidores 

potentes do crescimento de bactérias, fungos e até mesmo certos vírus, assim 

sendo, excelentes candidatas no desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos para aplicações clínicas (Bonturi et al, 2022; Leonardo-Sousa 

et al, 2022). 
 

1.4. Abordagens in silico na análise de peptídeos 
1.4.1 Bioinformática e a descoberta de novos fármacos 

O campo da bioinformática tem sido de fundamental importância para a 

identificação e construção de AMPs, levando ao desenvolvimento de fármacos 

a partir desses peptídeos identificados e caracterizados. A triagem 

computacional permite que esses potenciais medicamentos sejam encontrados 

tanto a partir de coleções de compostos reais, como de coleções virtuais, de 

uma forma mais rápida um número grande de sequências, transformando o 

processo de seleção mais simples (Irazazabal, 2016).  

No processo padrão para a obtenção de novos medicamentos, são 

feitos testes diretos utilizando compostos naturais ou de origem sintética em 
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ensaios biológicos de bancada, seja testes em células ou modelos animais. Os 

primeiros passos de obtenção, purificação e síntese dessas moléculas 

demandam uma grande quantidade de material biológico, sendo também 

demorado e dispendioso. Frente a essa problemática, o desenho in silico 

desses compostos entra como uma alternativa promissora que promete facilitar 

essa etapa de determinação da molécula alvo ideal e diminuir o ônus para o 

desenvolvimento de novos fármacos. 

Métodos de predição são empregados para identificar novas 

sequências com características de peptídeos antimicrobianos (AMP), prever o 

modo de ação ou o alvo de um AMP conhecido, ou sugerir uma provável 

estrutura tridimensional (3D) na ausência de dados conformacionais 

experimentais. Esses procedimentos realizam essa tarefa ao analisarem bases 

de dados de AMPs já existentes e confrontar esses dados com sequências em 

potencial, já as informações estruturais podem ser adquiridas por meio da 

comparação com motivos conhecidos por sua atividade como AMPs. A 

disponibilidade de extensas quantidades de dados possibilita aos cientistas 

desenvolverem modelos complexos que revelam padrões e princípios 

fundamentais que podem não ser perceptíveis a olho nu. Esses sistemas 

passam por treinamento em milhares de AMPs reconhecidos para deduzir 

relações e conexões entre sequências e características, possibilitando aos 

usuários inserir uma sequência hipotética e obter a estimativa da probabilidade 

de essa sequência apresentar atividade antimicrobiana. Diferentes preditores, 

como CAMPR4, AI4AMP e HydrAMP, apresentam desempenhos variados em 

diferentes conjuntos de dados, o que exige discernimento na sua aplicação e 

alguns são descritos na Tabela 3. 

Tabela 2 - Plataformas de predição de peptídeos antimicrobianos. 
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Fonte: Traduzido de - BELLO-MADRUGA; TORRENT BURGAS (2024, p. 979) 

Os métodos computacionais estão desempenhando um papel cada vez 

mais importante na pesquisa de AMP. Em particular, os métodos tradicionais de 

machine learning (ML) e deep learning (DL) são considerados métodos 

eficientes para reconhecer padrões previamente desconhecidos de sequências, 

o que ajuda a prever o potencial antimicrobiano de novas sequências. Os 

métodos de ML podem ser divididos ainda em diferentes metodologias de 

análise: support vector machine (SVM), k-nearest neighbor (kNN), random 

forest (RF) e single-layer neural network (NN), já os métodos de DL geralmente 

contêm várias camadas de NN, como o convolutional neural network (CNN) 

(Yan et al, 2022).  

Além dessa categoria de abordagens computacionais, também é 

possível dividir as metodologias de desenho racional em quatro classes 

distintas: com base nos métodos físico-químicos, nos métodos que se baseiam 

em uma sequência modelo, com base nos métodos evolutivos e a partir dos 

métodos de novo. Além disso, também se usa metodologias híbridas que 

podem mesclar métodos de mais de uma classe dessas citadas (Porto et al, 

2012).  
 
1.4.2 Ferramentas para a caracterização de peptídeos 

A tecnologia hoje permite que se possa encontrar sequências com as 

características desejadas em bancos de dados atualizados ou mesmo 

desenhar peptídeos a partir de proteínas potenciais, predizer a atividade 

biológica que essa molécula pode desempenhar de acordo com algoritmos 
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robustos e plataformas que utilizam diferentes abordagens computacionais, 

assim como estudar as características físico-químicas e estruturais que são de 

interesse para o trabalho ao qual se pretende utilizar esse composto 

(anfipaticidade, hidrofobicidade, estrutura secundária, entre outros parâmetros). 

A otimização de peptídeos depende da compreensão dos parâmetros 

físico-químicos, especialmente aqueles que influenciam as propriedades de 

interrupção da membrana, comuns a muitos AMPs (Palmer et al, 2021).  

A abordagem in silico do estudo de peptídeos também permite 

modificações específicas na estrutura dessas moléculas visando uma 

otimização do desempenho, levando em conta a relação estrutura-função. 

Dentre elas podemos citar: a substituição de aminoácidos (mutagênese sítio 

dirigida), onde certos resíduos de aminoácidos são trocados visando melhorar 

a afinidade de ligação com certo alvo de interesse, aumento da estabilidade 

térmica ou redução da toxicidade (Shin et al, 2022); ciclagem de peptídeos, que 

acontece por meio da adição de uma estrutura de cabeça ou cauda peptídica 

ou via ponte dissulfeto, visando tornar o peptídeos mais resistente à proteólise 

ou aumentar a estabilidade conformacional (Shirsat et al, 2025); inclusão de 

aminoácidos não naturais ou modificados, como D-aminoácidos a fim de resistir 

à degradação por proteases ou aminoácidos fluorados para alteração das 

propriedades eletrônicas e hidrofóbicas (Cardoso et al, 2018). Cada abordagem 

será escolhida de acordo com o objetivo do trabalho e a disponibilidade de 

recursos do projeto e deve ser usada com parcimônia. 

Por exemplo, peptídeos que adotam conformações α-helicoidais são 

particularmente eficazes nesse contexto, pois a distribuição de carga, a 

hidrofobicidade e a anfipaticidade das hélices estão correlacionadas com a 

atividade da membrana. Compreendendo como mutações individuais de 

aminoácidos afetam essas propriedades, os pesquisadores podem ajustar o 

caráter AMP dos peptídeos e gerar novas sequências (Aronica et al, 2010). 

Avançando mais nessa linha metodológica de produção de fármacos também 

se pode contar com análises mais complexas como docking e dinâmica 

molecular que estudam e simulam a interação da sua molécula alvo com outros 

compostos ou mesmo num ambiente pré determinado, aprofundando a 

robustez dos dados fornecidos para o andamento da pesquisa (Mustafa et al, 

2022). 
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1.4.2.1 Predição de propriedades bioquímicas e estruturais 

Geralmente, o primeiro passo para a obtenção de AMPs envolve o 

estudo de cada aminoácido que compõe o peptídeo estabelecendo sua 

estrutura secundária/terciária e sua função biológica (isto é, atividade 

antimicrobiana). Partindo desse princípio, há uma vasta gama de ferramentas 

computacionais desenvolvidas para explorar essas características e de 

maneira geral tais abordagens envolvem o uso de descritores, que são vetores 

usados para descrever propriedades físico-químicas e estruturais 

intrinsecamente correlacionadas com a atividade biológica de uma determinada 

molécula (Beltran, Aguilera-Mendoza e Brizuela, 2018).  Descritores comuns 

são a carga líquida, hidrofobicidade, peso molecular, propriedades topológicas 

e energéticas. Nesse sentido, temos ferramentas que exploram esses 

parâmetros como o Heliquest, APD3, Molprobity, ExPASy (PepitideCutter, 

ProtParam, ProtScale) etc (Cesaro, Torres e De La Fuente-Nunez, 2022). 

Vários métodos de machine learning, alfabeto estrutural e modelagem 

de homologia são usados para a construção de ferramentas de predição 

estrutural; outros utilizam bancos de dados de AMPs já conhecidos para 

identificação de estruturas comuns em sequências não caracterizadas. 

Exemplos de ferramentas amplamente utilizadas são: PEP-FOLD, I-TASSER, 

Robetta, MODELER, DeepCNF e SWISS-MODEL; cabe ao pesquisador 

determinar a que mais se encaixe de acordo com o escopo do trabalho (Lenin e 

Antony, 2023). 

 

1.4.2.2 Predição de propriedades biológicos e farmacocinéticos 

Além das atividades biológicas mais comuns como antibacteriana, 

antiviral e antifúngica que compõem a cartela dos antimicrobianos, também há 

outras características associadas que influenciam a função desses peptídeos. 

Como exemplo temos, a capacidade de inibir a formação de biolfimes, 

capacidade de agregação e o potencial antioxidante dessas moléculas, fatores 

esses que aumentam o valor agregado dos AMPs e podem inclusive afetar sua 

ação biológica, nesse cenário podemos citar plataformas como dPABBs, 

AGGRESCAN e AnOXPP respectivamente.  

 



36 

Também há parâmetros importantes a se analisar que precedem a fase 

clínica dessas moléculas e revelam o potencial terapêutico dos peptídeos, 

como o estudo do potencial hemolítico, antigênico e tóxico. Independente do 

alvo final do AMP, esses fatores de toxicidade para o organismo não-alvo, 

capacidade de ativar o sistema imunológico e causar hemólise nos glóbulos 

vermelhos são cruciais parâmetros clínicos e para isso utiliza-se a ajuda de 

ferramentas in silico como HemoPI, ToxinPred, HLPpred-Fuse. Já no que diz 

respeito mais precisamente a via de administração da possível droga podemos 

ter insights sobre seu comportamento através das análises ADMET, estudando 

a capacidade da molécula de ser absorvida pelo intestino humano (visando 

uma administração oral do medicamento), a capacidade de enzimas 

importantes do sistema gastrointestinal interagirem com os peptídeos (como 

por exemplo as isoformas do citocromo P450) e a forma que essas moléculas 

serão posteriormente digeridas e eliminadas no corpo (degradação por 

proteases e modo de excreção), para auxiliar isso contamos com ferramentas 

como BIOPEP-UWM e ADMETSar para predizer os resultados. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



37 

2 OBJETIVOS 
2.1 Objetivo Geral 
Encontrar moléculas promissoras para uso terapêutico pelas abordagens 

computacionais integradas por meio da identificação, caracterização e 

avaliação de peptídeos antimicrobianos obtidos a partir de inibidores de 

proteases de plantas. 

 

2.2 Objetivos específicos 
●​ Selecionar sequências de inibidores de proteases vegetais de bases de 

dados públicas com base na literatura existente.  

●​ Gerar peptídeos com base em duas abordagens distintas: uma de 

fragmentação em decapeptídeos e outra de predição de potencial 

antimicrobiano. 

●​ Realizar a predição do potencial antimicrobiano dos peptídeos de acordo 

com as plataformas de escolha. 

●​ Construir bibliotecas de variantes para os peptídeos mais promissores 

em potencial antimicrobiano e submetê-los à análise de atividade 

antimicrobiana. 

●​ Realizar predições in silico de propriedades físico-químicas e dos 

peptídeos e das variantes. 

●​ Investigar o perfil de toxicidade, hemólise e imunogenicidade, assim 

como capacidade de inibição de biofilme e os sítios de proteases dos 

peptídeos e das variantes geradas. 
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3 METODOLOGIA 
3.1 Inibidores de proteases utilizados no estudo 

A partir do banco de dados de inibidores de proteases vegetais feito 

por Lima et al, (2023), foram selecionados seis inibidores, cada um proveniente 

de uma classe distinta, como Kunitz e Bowman-Birk; que possuam suas 

estruturas tridimensionais resolvidas pelo método de difração de raio-X, com 

sequências disponíveis no banco de dados Protein Data Bank (PDB), e  o 

representante de cada classe foi escolhido com base nas informações já 

contidas sobre ele na literatura acerca da atividade antimicrobiana e outras 

atividades biológicas, assim como por ser proveniente de organismos 

amplamente estudados (Tabela 3).  

Tabela 3 - Inibidores de proteases de origem vegetal com estrutura 
tridimensional resolvida. 
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Fonte: Adaptado de - LIMA et al. 2024. 
 

3.2 Abordagens de obtenção dos peptídeos antimicrobianos 
A fim de comparação escolhemos duas abordagens distintas para a 

geração dos peptídeos a partir da sequência aminoacídica dos inibidores 

vegetais: a primeira consiste em usar a plataforma Peptide 2.0 (Peptide 2.0, 

2025) para fragmentar os inibidores em decapeptídeos; já a segunda parte do 

princípio de vasculhar regiões da sequência com potencial antimicrobiano nas 

proteínas modelo através da plataforma PyAMPA (Torrent et al, 2011). 

 
3.3 Análise do potencial antimicrobiano in silico dos AMPs obtidos 

 Em seguida os peptídeos gerados foram analisados nos bancos de 

dados CAMPR4 (Gawde et al, 2023), AI4AMP (Lin et al, 2021), HydrAMP 

(Szymczak et al, 2023), segundo Bello-Madruga e Burgas (2024).  As 

sequências com a maior média de escores na previsão do potencial 

antimicrobiano dos três servidores serão selecionadas para a construção da 

biblioteca de variantes e caracterizadas quanto às propriedades 

físico-químicas, biológicas e estruturais. 

 

3.4 Caracterização computacional integrada dos AMPs 
 3.4.1 Caracterização físico-química  

Parâmetros físico-químicos dos peptídeos gerados serão analisados 

através de ferramentas disponíveis on-line e utilizados como forma de seleção 

dessas moléculas para a condução das próximas etapas do trabalho. O 

Antimicrobial Peptide Database (APD3) (Wang et al, 2016) será utilizado para 

avaliar carga líquida (pelo menos +1), razão hidrofóbica (entre 40-60%) e 

índice de Boman (≤2.5). O ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular usando a 

ferramenta ProtParam do Expasy (Gasteiger et al, 2005); o momento 

hidrofóbico utilizando a plataforma do HeliQuest (Gautier et al, 2008) e os 

valores de construção de modelos (da sigla em inglês, Tm) e valores do 

potencial otimizado de granulação grosseira de proteínas (da sigla em inglês, 

sOPEP) usando o  PepFOLD 3.5 (Lamiable et al, 2016) também serão 

avaliados. 
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3.4.2 Caracterização biológica 
Também serão analisadas algumas propriedades biológicas, tais como: 

potencial alérgico que será calculado usando a ferramenta de predição 

antigênica (Immunomedicine Group, 2025), o potencial hemolítico avaliado com 

o auxílio do programa HemoPI2.0 (Chaudhary et al, 2016) e o potencial 

citotóxico em fibroblastos usando o ToxinPred3 (Sharma et al, 2022) também 

será analisado. Para a predição do potencial antioxidante dos peptídeos foi 

utilizada a plataforma AnOXPP (Quin et al, 2023). Também foi explorada a 

capacidade potencial dos peptídeos de inibirem a formação de biofilme, 

avaliada de acordo com a plataforma dPABBs (Sharma et al, 2016). Assim 

como, a susceptibilidade dos peptídeos frente às enzimas digestivas mais 

comuns como pepsina e quimotripsina por meio da ferramenta PeptideCutter 

do Expasy (Gasteiger et al, 2005). 

 

3.4.3 Caracterização farmacocinética 
Os peptídeos no formato PDB obtidos a partir do Pepfold3.5, foram 

convertidos no formato SMILES pelo software da plataforma RCSB PDB na 

ferramenta Chemical Sketch (Berman et al, 2000), para então serem 

submetidos a análises de adsorção, permeabilidade de membrana e toxicidade 

em diferentes organismos usando a base de dados do ADMETSar (Cheng et 

al, 2012). Os parâmetros de interesse escolhidos o trabalho foram o potencial 

dos peptídeos serem absorvidos pelo intestino humano, já que geralmente as 

moléculas são projetadas para atingirem tecidos além do trato gastrointestinal 

então é de interesse que ele seja absorvido pelo intestino; além disso será 

analisada a capacidade dos peptídeos serem inibidores e/ou substrato para 

enzimas como citocromo P450 (CYP450), como CYP3A4, CYP2C9, e CYP2D6 

o que se relaciona com a segurança, eficácia e perigo de interações 

medicamentosas. As enzimas CYP450 e suas isoformas (CYP3A4, 2C9, 2D6) 

são responsáveis pela metabolização dos medicamentos com cada uma tendo 

sua própria especificidade: a CYP3A4 metaboliza cerca de 50% dos fármacos, 

sendo altamente expressa no fígado e no intestino; a CYP2C9 metaboliza 

fármacos como varfarina, antidiabéticos, etc; e CYP2D6 é responsável por 

metabolizar antidepressivos, antipsicóticos, betabloqueadores (Xing et al, 

2023). 
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3.4.4 Caracterização estrutural 
O servidor PepFold (Genescript), uma ferramenta computacional 

amplamente usada para prever estruturas tridimensionais (3D) de peptídeos 

lineares entre 5 e 50 aminoácidos (Thevenet et al, 2012; Rey et al, 2023), será 

empregado para construir a estrutura 3D dos peptídeos selecionados.  Os 

melhores modelos serão escolhidos com base na menor energia sOPEP e 

maiores valores de Tm, conforme definido pelo próprio servidor PEP-FOLD 

(Lamiable et al, 2016).  As análises das estruturas 3D serão realizadas usando 

o PyMol Molecular Graphics System (versão 1.7.4, Schrodinger, LLC) com a 

licença educacional (Delano; Lam, 2005). Além disso, a qualidade das 

estruturas 3D geradas através da construção do gráfico de Ramachandran será 

avaliada usando o programa MolProbity (Williams et al, 2018). 

 

3.5 Biblioteca de variantes dos peptídeos antimicrobianos mais 
promissores 
As bibliotecas de peptídeos “embaralhados” foram construídas por meio da 

permutação das sequências peptídicas originais que apresentaram resultados 

mais promissores nas análises anteriores, para avaliar o potencial 

antimicrobiano de seus análogos. Essas bibliotecas foram criadas com a 

ferramenta Scrambled (Mimotopes, 2025). O número máximo de permutações 

aplicadas foi 10. Os peptídeos que deram origem a  essas bibliotecas de 

ambas as metodologias de abordagem foram filtrados de acordo com 

parâmetros das análises anteriores e as variantes passaram pelas mesmas 

análises já descritas. 

 

3.5.1 Caracterização computacional integrada das variantes geradas 
As variantes passaram pelos processos de caracterização descritos nos 

tópicos 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 e 2.7. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Abordagens de obtenção dos peptídeos antimicrobianos 

Para a primeira abordagem os inibidores de protease escolhidos foram 

fracionados utilizando a plataforma Peptide 2.0 utilizando como critério de 

escolha o comprimento de 10 aminoácidos, janela de análise muito comum em 

plataformas de predição de AMPs (Burdukiewicz et al, 2020). O inibidor de 

protease serínica de batata (INB1) deu origem a 37 peptídeos e já o inibidor do 

tipo Bowman-Birk de feijão musgo (INB2) foi capaz de gerar 44 peptídeos, o 

inibidor de tripsina de Enterolobium contortisiliquum (INB3) resultou em 34 

decapeptídeos, o inibidor OryzaCistatina-I (INB4) foi capaz de gerar 20 

peptídeos, o inibidor de proteinase de ácido aspártico de abóbora (INB5) deu 

origem a 78 peptídeos e o inibidor AtSerpina1 (INB6) resultou em 19 

decapeptídeos, essas diferenças se expressam pelo fato de cada inibidor 

possuir um comprimento diferente o que resulta em quantidades variáveis de 

peptídeos gerados (Tabela 4). 

 
Tabela 4 - Peptídeos gerados a partir de decapeptídeos de inibidores de 
proteases vegetais. INB1 - inibidor de protease serínica de batata; INB2 - 
inibidor do tipo Bowman-Birk de feijão musgo; INB3 - inibidor de tripsina de 
Enterolobium contortisiliquum; INB4 - inibidor OryzaCistatina-I; INB5 -inibidor 
de proteinase de ácido aspártico de abóbora; INB6 - inibidor AtSerpina1; N/A - 
não aplicável. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 
 

Já pela segunda abordagem foi usado a metodologia de previsão de 

peptídeos antimicrobiano através da busca por estruturas padrão com base em 

bancos de dados de peptídeos antimicrobianos já cadastrados e resultou em 

respectivamente 2, 2, 1, 0, 0 e 1 peptídeo para cada um dos inibidores já 

citados. O que mostra já a grande discrepância de resultados entre as duas 

abordagens, mas que é explicado pelo  fato de a primeira englobar a análise de 

todas as partes da sequência da proteína e a segunda já fazer uma filtragem 

baseada no potencial intrínseco em fragmentos aminoácidos a fim de refinar a 
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análise do potencial das moléculas de acordo com padrões estruturais 

conhecidos na literatura (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Peptídeos gerados a partir de regiões com potencial antimicrobiano 
dos inibidores de proteases de acordo com a plataforma PyAMPA. INB1 - 
inibidor de protease serínica de batata; INB2 - inibidor do tipo Bowman-Birk de 
feijão musgo; INB3 - inibidor de tripsina de Enterolobium contortisiliquum; INB4 
- inibidor OryzaCistatina-I; INB5 -inibidor de proteinase de ácido aspártico de 
abóbora; INB6 - inibidor AtSerpina1; N/A - não aplicável 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
 
4.2 Análise do potencial antimicrobiano in silico dos peptídeos gerados 
 

Na análise do potencial antimicrobiano dos peptídeos nas três 

plataformas escolhidas: CAMP44, AI4AMP e HydrAMP, a escolha dos mais 

promissores se baseou na média dos scores obtidos em cada plataforma para 

seguir com as análises (os escolhidos estão destacados em verde). Do total de 

232 peptídeos analisados, somente 17 (7,32%) apresentaram resultado 

positivo no teste (Tabela 6). 

 
Tabela 6 - Avaliação do potencial antimicrobiano dos decapeptídeos gerados a 
partir dos inibidores de proteases vegetais. O “-” indica valores abaixo de 
0.500, “+” indica valores de score entre 0.500 e 0.699, “++” indica score entre 
0.700 e 0.899 e “+++” indica score entre 0.900 e 1.000. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Na segunda abordagem, já que a base de escolha é o potencial 

antimicrobiano das regiões da sequência, o número de resultados positivos é 

superior a primeira abordagem. Nesse caso, não há peptídeos destacados em 

verde pois todos (100%) apresentaram potencial e foram escolhidos, o que 

difere grandemente do resultado da primeira abordagem tanto em quantidade 

de amostra quanto em porcentagem de aprovados (Tabela 7).  

 

Tabela 7 - Avaliação do potencial antimicrobiano dos peptídeos gerados a 
partir de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases 
vegetais pela plataforma PyAMPA. O “-” indica valores abaixo de 0.500, “+” 
indica valores de score entre 0.500 e 0.699, “++” indica score entre 0.700 e 
0.899 e “+++” indica score entre 0.900 e 1.000. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 
4.3 Caracterização computacional integrada dos AMPs 
4.3.1 Caracterização físico-química 

Para a caracterização físico-química foram analisados os parâmetros de 

carga líquida, ponto isoelétrico (pI) teórico, índice Bowman, peso molecular, 

taxa e momento hidrofóbico, parâmetros de escolha dos modelos da plataforma 

PEP-FOLD 2.0 (Tm e sOPEP) e o plot do gráfico de Ramachandran. A maioria 

dos analisados se enquadra dentro de parâmetros ideais como carga líquida 

positiva, índice de bowman menor que 2.5 e taxa hidrofóbica entre 40-60%. 

Parâmetros esses que foram classificatórios para a seleção dos peptídeos 

fonte da biblioteca de variantes (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Propriedades físico-químicas dos decapeptídeos gerados a partir da 
fragmentação dos inibidores de proteases vegetais.  

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Já na segunda abordagem, com uma amostragem bem menor, metade 

(50%) dos peptídeos obtiveram resultados não ideias nos parâmetros já 

descritos e acendem uma luz para a necessidade de possíveis mudanças na 

estrutura a fim de melhorar essas características (Tabela 9). 

 
Tabela 9. Propriedades físico-químicas dos peptídeos gerados a partir de 
regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases vegetais. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 

 
4.3.2 Caracterização biológica 

Para as análises biológicas foram avaliados os potenciais tóxico, 

hemolítico, antigênico, antioxidante e susceptibilidade enzimática. Como 

observado, 5 peptídeos apresentaram potencial tóxico e/ou hemolítico e 

nenhum apresentou potencial antigênico. Já nas demais características 

apresentou-se uma heterogeneidade maior de resultados, com apenas 4 não 

se caracterizando como antioxidante, 5 que não apresentaram potencial de 

inibição de biofilme e todos apresentando pelo menos um sítio de clivagem 

para as enzimas analisadas (Tabela 10, Tabela 11, Tabela 12 e Tabela 13). 
 
Tabela 10 - Potencial hemolítico, antigênico e tóxico dos decapeptídeos 
gerados a partir da fragmentação de inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica 
resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 11 - Potencial antioxidante dos decapeptídeos gerados a partir da 
fragmentação de inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, 
‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 12 - Potencial de inibição enzimática dos decapeptídeos gerados a 
partir da fragmentação de inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica resultado 
positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 13 - Sítios de hidrólise dos decapeptídeos gerados a partir da 
fragmentação de inibidores de proteases vegetais. Q1 = Quimiotripsina de alta 
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especificidade (C-term para [FYW], não antes de P); Q2 = Quimiotripsina de 
baixa especificidade (termo C para [FYWML], não antes de P); P1 = Pepsina 
pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = Tripsina.​  

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Nos peptídeos da segunda abordagem apenas 1 deles não apresentou 

potencial antigênico, tóxico e/ou hemolítico; e diferentemente da primeira 

apenas 1 apresentou potencial antioxidante, além disso nesse quesito um dos 
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peptídeos não apresentou resultado conclusivo pois seu tamanho de 19 

aminoácidos excedia o limite aceito pela plataforma de análise; mais uma vez 

apenas 1 apresentou potencial de inibir biofilme e  todos apresentaram 

susceptibilidade por pelo menos duas das enzimas de interesse (Tabela 14, 

Tabela 15, Tabela 16 e Tabela 17). 

Tabela 14 - Potencial hemolítico, antigênico e tóxico dos peptídeos gerados a 
partir da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de 
proteases vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 15 - Potencial antioxidante dos peptídeos gerados a partir da 
prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases 
vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. N/A indica 
não aplicável. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 16 - Potencial de inibição enzimática dos peptídeos gerados a partir da 
prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases 
vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 17 - Sítios de hidrólise dos peptídeos gerados a partir da prospecção de 
fragmentos conservados de inibidores de proteases vegetais. Q1 = 
Quimiotripsina de alta especificidade (C-term para [FYW], não antes de P); Q2 
= Quimiotripsina de baixa especificidade (termo C para [FYWML], não antes de 
P); P1 = Pepsina pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = Tripsina. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 
4.3.3 Caracterização farmacocinética 

Já na caracterização das propriedades relacionadas  a farmacocinética 

de possíveis fármacos desenvolvidos com os peptídeos estudados, o ideal é 

que peptídeo seja absorvido pelo intestino humano e possa acessar as demais 

vias do corpo, dependendo do seu tecido alvo, e que não seja substrato/inibidor 

de nenhuma das isoformas das enzimas do citocromo P450 para diminuir as 

chances de interferência na eficácia da droga. E podemos observar que 
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apenas 1 peptídeo não apresentaram absorção pelo intestino humano na 

abordagem 1, assim como, apenas 3 tiveram interferência com as enzimas, 

seja por ser inibidor e/ou substrato delas (Tabela 18). 

 

Tabela 18 - Propriedades farmacocinéticas dos decapeptídeos gerados a partir 
da fragmentação de inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado 
positivo, ‘-’ indica resultado negativo 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Já na segunda abordagem, todos os peptídeos apresentaram absorção 

no  intestino e no que diz respeito ao metabolismo 3 deles apresentaram 

potencial para ser substrato da enzima CYP450 na sua isoforma 3A4 (Tabela 
19). 
 
Tabela 19 - Propriedades farmacocinéticas dos peptídeos gerados a partir da 
prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases 
vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
 
4.3.4 Caracterização estrutural 

Para a caracterização das estruturas, os peptídeos foram submetidos à 

análise na plataforma do PEP-FOLD 3.5 onde foram geradas as estruturas 3D 

para avaliação das estruturas secundárias e sua relação com a função dos 

peptídeos. Como mostrado na figura abaixo, a maioria dos peptídeos 

apresentou uma predominância de conformação estrutural em forma de 

alfa-hélice (10), seguido de estruturas estendidas (5) e folha-beta (1) (Figura 
3). 

 
Figura 3 - Estruturas tridimensionais dos decapeptídeos gerados a partir da 
fragmentação de inibidores de proteases vegetais. Nos retângulos cinzas está 
informado o inibidor de origem de cada peptídeo correspondente nos 
retângulos pretos. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Na metodologia de abordagem 2, novamente apenas 1 peptídeo 

apresentou estrutura de folha-beta e todos os outros 5 contaram com uma 

mistura de alfa-hélices com estruturas estendidas (Figura 4). 

 
Figura 4 - Estruturas tridimensionais dos peptídeos gerados a partir da 
prospecção de fragmentos conservados de inibidores de proteases vegetais. 
Nos retângulos cinzas está informado o inibidor de origem de cada peptídeo 
correspondente nos retângulos pretos. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

4.4 Biblioteca de variantes dos peptídeos antimicrobianos mais 
promissores 

Os peptídeos mais promissores passaram por uma filtragem por meio 

das características físico-químicas e farmacocinéticas para tornar viável a 

geração das bibliotecas de variantes (Tabela 20). 

 
Tabela 20 - Variantes geradas a partir do embaralhamento das sequências dos 
decapeptídeos com potencial antimicrobiano in silico gerados pela 
fragmentação dos inibidores de proteases vegetais. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Como já foi descrito na metodologia a primeira abordagem gera 

peptídeos de tamanhos iguais e encobre toda a extensão da sequência de 

aminoácidos dos peptídeos escolhidos, já a segunda seleciona apenas partes 

dos inibidores que apresentem potencial antimicrobiano de acordo com o 

banco de dados da plataforma PyAMPA (Tabela 21). 

 
Tabela 21 - Biblioteca de peptídeos gerados pelo embaralhamento das 
sequências de peptídeos provenientes de inibidores de proteases gerados com 
base nas regiões com potencial antimicrobiano e que apresentaram melhores 
scores na análise de potencial antimicrobiano in silico. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
 
4.4.1 Potencial antimicrobiano das variantes obtidas 
 

Na análise do potencial antimicrobiano das variantes em ambas as 

abordagens o perfil seguiu os parâmetros dos peptídeos originais no que diz 

respeito à proporção de resultados positivos, com  24 (40%) os peptídeos 

seguindo para as próximas análises (Tabela 22). 

 

Tabela 22 - Avaliação do potencial antimicrobiano das variantes dos 
decapeptídeos gerados a partir da fragmentação dos inibidores de proteases 
vegetais. O “-” indica valores abaixo de 0.500, “+” indica valores de score entre 

 



63 

0.500 e 0.699, “++” indica score entre 0.700 e 0.899 e “+++” indica score entre 
0.900 e 1.000. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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Nos resultados da segunda abordagem os peptídeos destacados em 

verde são os que apresentaram resultado positivo na análise e foram a minoria 

como mostrado na tabela abaixo, com 17 peptídeos com potencial e uma taxa 

de 85% de resultados positivos  (Tabela 23). 

 

Tabela 23 - Avaliação do potencial antimicrobiano das variantes de peptídeos 
gerados a partir da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de 
inibidores de proteases vegetais pela plataforma PyAMPA. O “-” indica valores 
abaixo de 0.500, “+” indica valores de score entre 0.500 e 0.699, “++” indica 
score entre 0.700 e 0.899 e “+++” indica score entre 0.900 e 1.000. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 
4.4.2 Caracterização computacional integrada das variantes geradas 
4.4.2.1 Caracterização físico-química 

Na análise das propriedades físico-químicas das variantes da 

abordagem um foi percebido um padrão similar de resultados entre as variantes 

fruto do mesmo peptídeo, o que indica que apesar da mudança da sequência 

como a composição de aminoácidos se mantém a mesma, algumas 

características se mantêm conservadas (Tabela 24). 
 
Tabela 24 - Propriedades físico-químicas das variantes dos decapeptídeos 
gerados a partir da fragmentação dos inibidores de proteases vegetais. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Esse padrão se observa de maneira mais clara nas variantes da 

segunda abordagem já que foram geradas a partir de apenas dois peptídeos 

como pode ser observado na tabela a seguir. Os parâmetros que não entram 

nessa padronagem são: o momento hidrofóbico, os scores de Tm e sOPEP e a 

porcentagem do gráfico de Ramachandran (Tabela 25). 
 
Tabela 25. Propriedades físico-químicas das variantes de peptídeos gerados a 
partir da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de 
proteases vegetais pela plataforma PyAMPA. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

4.4.2.2 Caracterização biológica 

Nas variantes da primeira abordagem se manteve a porcentagem de 

nenhum peptídeo com potencial hemolítico e atingiu a mesma porcentagem no 

quesito potencial antigênico, nas demais características seguiu-se uma 

distribuição mais igualitária com porcentagem positivas de 37,5%, 75% e 

28,12% para potencial tóxico, antioxidante e inibidor de biofilme; e com cerca 

de 65% dos peptídeos tendo susceptibilidade a todas as enzimas proteolíticas 

(Tabela 26, Tabela 27, Tabela 28 e Tabela 29).   

 

Tabela 26 - Potencial hemolítico, antigênico e tóxico das variantes dos 
decapeptídeos gerados a partir da fragmentação de inibidores de proteases 
vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Tabela 27 - Potencial antioxidante das variantes dos decapeptídeos gerados a 
partir da fragmentação de inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado 
positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 

 

 



71 

Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 28 - Potencial de inibição de biofilme das variantes dos decapeptídeos 
gerados a partir da fragmentação de inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ 
indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 29 - Sítios de hidrólise das variantes dos decapeptídeos gerados a 
partir da fragmentação de inibidores de proteases vegetais.  Q1 = 
Quimiotripsina de alta especificidade (C-term para [FYW], não antes de P); Q2 
= Quimiotripsina de baixa especificidade (termo C para [FYWML], não antes de 
P); P1 = Pepsina pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = Tripsina. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Nas variantes da abordagem dois podemos mais uma vez observar um 

padrão de repetição dos resultados mais claro e mantendo de maneira geral as 

proporções de positivos e negativos (Tabela 30, Tabela 31, Tabela 32 e Tabela 
33). 

Tabela 30 - Potencial hemolítico, antigênico e tóxico das variantes dos 
peptídeos gerados a partir da prospecção de regiões com potencial 
antimicrobiano de inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado 
positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 31 - Potencial antioxidante das variantes dos peptídeos gerados a partir 
da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de 
proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 32 - Potencial de inibição de biofilme das variantes dos peptídeos 
gerados a partir da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de 
inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica 
resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 
Tabela 33 - Sítios de hidrólise das variantes dos peptídeos gerados a partir da 
prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases 
vegetais.  Q1 = Quimiotripsina de alta especificidade (C-term para [FYW], não 
antes de P); Q2 = Quimiotripsina de baixa especificidade (termo C para 
[FYWML], não antes de P); P1 = Pepsina pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = 
Tripsina. 

 



76 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 
4.4.2.3 Caracterização farmacocinética 

Na análise ADMET das variantes, todas foram capazes de serem 

absorvidas pelo tecido do intestino humano e somente 10 possuíram interação 

apenas como substrato de CYP450 3A4 (Tabela 34). 

Tabela 34 - Propriedades farmacocinéticas das variantes dos decapeptídeos 
gerados a partir da fragmentação de inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ 
indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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Na segunda abordagem, todas as variantes também foram capazes de 

serem absorvidas no intestino e nenhuma delas apresentou qualquer interação 

com as isoformas da enzima analisadas (Tabela 35). 
 
Tabela 35 - Propriedades farmacocinéticas das variantes dos peptídeos 
gerados a partir da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de 
inibidores de proteases vegetais.  ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica 
resultado negativo. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

4.4.2.4 Caracterização estrutural 

 As variantes da primeira abordagem mantiveram uma proporção de estruturas 

semelhante, o que se considera desejado já que a maioria dos peptídeos 

antimicrobianos apresentam estruturas majoritariamente helicoidais e com 

apenas um peptídeo em folha-beta (Figura 5). 

 
Figura 5 - Estruturas secundárias das variantes dos decapeptídeos gerados a 
partir da fargmentação de inibidores de proteases vegetais. Nos retângulos 
pretos estão informadas as variantes correspondentes a cada estrutura abaixo. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

As variantes da segunda abordagem contam com 7 estruturas 

consideradas predominantemente helicoidais, 8 com predominância de 

estruturas estendidas e novamente apenas 1 contendo uma folha-beta (Figura 
6). 
 
Figura 6 - Estruturas secundárias das variantes dos peptídeos gerados a partir 
da prospecção de regiões com potencial antimicrobiano de inibidores de 
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proteases vegetais. Nos retângulos pretos estão informadas as variantes 
correspondentes a cada estrutura abaixo. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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5 DISCUSSÃO 
 

Sabe-se que o desenvolvimento de novos antimicrobianos seguros e 

eficazes não é capaz de acompanhar o aumento da resistência microbiana, 

sendo assim, a pesquisa de peptídeos antimicrobianos naturais e/ou sintéticos 

bioinspirados em proteínas vegetais é extremamente necessária. Esses 

peptídeos representam uma alternativa terapêutica promissora com potencial 

de substituir ou agregar em terapias antimicrobianas atuais. Nesse cenário, 

entram as análises in silico como uma ferramenta para otimizar essas 

pesquisas (Da Silva e Aquino, 2018; Puentes et al, 2020). 

Dentre as diversas fontes de peptídeos provenientes de inibidores de 

protease de plantas, podemos citar famílias que são os maiores representantes 

como Leguminosae, Solanaceae e Cucurbitaceae e esse trabalho conta com 

inibidores dessas famílias sendo eles o inibidor do tipo Bowman-Birk do feijão 

mungo, o inibidor de protease serínica de batata e o Inibidor de proteinase de 

ácido aspártico de abóbora (SQAPI) respectivamente (Parisi et al, 2024). Os 

resultados presentes neste trabalho corroboram os dados encontrados na 

literatura que atesta a capacidade de um inibidor do tipo Kunitz proveniente de 

uma Fabaceae agir contra Candida tropicalis e Candida buinensis (Macedo et 

al, 2016); um inibidor de tripsina de uma leguminosa apresentar atividade 

antifúngica contra Candida albicans (Cotabarren et al, 2023) e um inibidor de 

protease de uma cucurbitácea ter ação antibacteriana contra S. aureus, 

Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris e Escherichia coli  

(Satheesh e Murugan, 2011). 

 

Um grande número de estudos, como o já citado de Satheesh e 

Murugan (2011), descrevem os mecanismos de ação na membrana e atividade 

antibacteriana de inibidores de tripsina (Almeida et al, 2020), o que pode 

complementar e validar os resultados provenientes do inibidor de tripsina de 

Enterolobium contortisiliquum (EcTI), que neste estudo deu origem a 4 

peptídeos e 9 variantes com potencial antimicrobiano em ambas as 

abordagens utilizadas. Os inibidores de proteases do tipo Bowman-Birk 

também merecem destaque pela grande variedade de atividades 

antimicrobianas apresentadas na literatura, como antiviral (Liu et al, 2018), 
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antifúngica (Zhang et al, 2020), antibacteriana (Martins et al, 2018). Isso 

confirma o potencial multifacetado dos peptídeos deste trabalho provenientes 

do inibidor do feijão mungo, que foi responsável por gerar 7 peptídeos e 18 

variantes que apresentaram potencial antimicrobiano. Já os inibidores do tipo 

Kunitz têm apresentado grande potencial contra microrganismos patogênicos, 

incluindo leveduras (Araújo et al, 2019; Dib et al, 2019). E os resultados 

encontrados no trabalho são condizentes com esse potencial antimicrobiano, já 

que foram obtidos 6 peptídeos e 14 variantes com  que apresentam potencial 

de atividade antimicrobiana ao todo. 

 No que diz respeito a comparação dos peptídeos com suas variantes, 

geradas pelo Scrambled, há alguns pontos interessantes. Primeiramente, 

apesar das variantes terem sido geradas a partir dos peptídeos mais 

promissores nas análises de potencial antimicrobiano, em ambas as 

abordagens, ainda assim houveram variantes que não atestaram como 

potenciais antimicrobianos o que pode se dever a correlação entre a sequência 

aminoacídica e a atividade desses peptídeos ou mesmo a falsos positivos 

(Slezina e Odintsova, 2023). Outro ponto seria a repetição de parâmetros 

físico-químicos como carga, peso molecular e ponto isoelétrico o que faz 

sentido já que a ordem dos aminoácidos no peptídeo não interfere nesses 

parâmetros; diferentemente dos parâmetros biológicos como toxicidade e 

potencial hemolítico, nos quais as variantes apresentaram divergência de 

resultados quanto a seus peptídeos de origem ou  até mesmo entre variantes 

de um mesmo peptídeos, o que pode indicar uma relação entre a ordem 

aminoacídica e as características biológicas importantes desses peptídeos 

(Hao et al, 2022; Yang et al, 2023). 

É descrito na literatura que cerca de 16% das sequências 

antimicrobianas registradas em bancos de dados são provenientes de plantas, 

porém, vale ressaltar que muitos desses peptídeos não foram testados em 

ensaios clínicos, e/ou falharam na fase clínica devido à toxicidade alta ou à 

baixa eficácia por terem sido inativados em condições fisiológicas. Ademais, 

essas desvantagens podem ser resolvidas quando peptídeos naturais são 

modificados estruturalmente e diversos estudos demonstraram o sucesso de 

peptídeos sintéticos bioinspirados em peptídeos naturais ou proteínas 
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antimicrobianas para o controle de bactérias e leveduras resistentes (Mustafa 

et al, 2022). 

O estudo de peptídeos provenientes de moléculas vegetais tem se 

tornado um campo de estudo cada vez mais promissor, não é à toa que 25 a 

50% dos produtos farmacêuticos atuais são de origem vegetal (ECDC, 2022). 

Além das vantagens inerentes aos peptídeos como estabilidade, estrutura 

compacta, alta especificidade e baixo potencial tóxico, além de serem capazes 

de atuar na regulação da imunidade inata e adaptativa e na regulação dos 

processos inflamatórios do hospedeiro (Mahlapuu et al, 2016), aqui temos o 

alinhamento das vantagens de se trabalhar com inibidores de protease 

vegetais, que em essência são moléculas que compõem o sistema de defesa 

das plantas o que acarreta num potencial notável na área da saúde para a 

geração de potenciais ferramentas clínicas (Parisi et al, 2024). 

Os inibidores de protease representam um grande grupo de moléculas 

vegetais com alto valor agregado agronômico, biotecnológico e biomédico. 

Muitas atividades biológicas já foram relatadas para inibidores de proteases, 

como antitumorais, antioxidantes, anticoagulantes e inseticidas (Cotabarren et 

al, 2020).  Portanto, os IPs oferecem uma notável oportunidade para a 

descoberta e o desenvolvimento de fármacos. Nesse sentido, considerando 

sua diversidade já identificada (> 6.700 IPs proteicos derivados de plantas) e 

aqueles ainda inexplorados, determinar os efeitos potenciais de cada novo 

peptídeo na saúde humana é de grande interesse (Hellinger e Gruber, 2019). 

Os IPPs são notavelmente estáveis ​​à temperatura, pH, agentes 

químicos (detergentes, redutores e oxidantes), força iônica e proteólise. Essas 

características estão relacionadas à sua estrutura tridimensional compacta, 

ligada por ligações dissulfeto. Interações não covalentes (como, ligações de 

hidrogênio e interações eletrostáticas) também são responsáveis pelo 

enovelamento de proteínas e estabilidade geral das moléculas (Joshi et al, 

2013). 

Na análise das estruturas tridimensionais dos peptídeos de estudo, é 

interessante destacar a predominância de conformações helicoidais, já que a 

helicidade do peptídeo e sua face apolar da estrutura em alfa-hélice também 

são vitais para a inserção bem-sucedida na membrana e, em seguida, para a 

formação dos poros (Sun et al, 2017). Além dessa conformação, a segunda 
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mais presente no trabalho foi a espiral estendida que apesar de não ser a mais 

comum em peptídeos antimicrobianos, segundo os estudos de Su et al (2010), 

peptídeos rico em arginina com essa caracterização estrutural que penetram na 

célula são capazes de um rápido deslocamento pela membrana lipídica sem 

consideráveis efeitos adversos a membrana. 

Outro fator que se relaciona com essas características é a necessidade 

de uma carga positiva para o peptídeo e isso se deve ao fato de que para 

atuarem na própria membrana plasmática os peptídeos precisam apresentar 

uma carga líquida positiva para uma boa interação com as cargas negativas 

presentes dos fosfolipídios (Travkova, Moehwald e Brezesinski, 2017),isso não 

é uma via de regra já que peptídeos com carga negativa ou neutra podem 

apresentar atividade antimicrobiana igualmente, mas são menos frequentes 

(Zhu et al, 2015). Apesar dessa preferência por uma carga total positiva do 

peptídeos, as interações eletrostáticas e hidrofóbicas são igualmente 

importantes, principalmente se o peptídeo precisa atravessar a camada da 

membrana plasmática e atuar no interior da célula; porém casos em que esses 

valores são muito altos geralmente acarretam em um potencial hemolítico 

maior (Pirtskhalava et al, 2021). 

Os estudos ADMET foram realizados para avaliar os parâmetros 

farmacocinéticos dos peptídeos vegetais, com foco na absorção e 

metabolismo. A Absorção Intestinal Humana (AIH) foi avaliada como um fator 

importante que afeta a biodisponibilidade (Radchenko et al, 2016); e quase 

todos os peptídeos (com exceção de dois da primeira abordagem) 

apresentaram resultado positivo, indicando absorvibilidade no intestino 

humano, com resultados semelhantes sendo encontrados para plantas da 

espécie Aegle marmelos por Mishra e Muthukaliannan (2024) e em plantas da 

familia Rosaceae nos estudos feitos por Flores-Houlgín, Frau e 

Glossman-Mitnik (2021). Ainda nesse cenário, a atividade das enzimas do 

citocromo P450 (CYPs) tem impacto significativo na farmacocinética do 

medicamento, alterando clinicamente a eficácia do medicamento administrado 

ou resultando em vários efeitos colaterais adversos devido a interações 

medicamentosas, como no caso da administração múltipla de medicamentos, 

por isso apesar de terem sido a minoria (17 peptídeos em ambas as 

abordagens) algumas moléculas apresentaram servir como substrato e/ou 
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inibidor da isoforma CYP450 3A4 é uma das monooxigenases envolvida no 

metabolismo de medicamentos e encontrada no fígado e trato gastrointestinal 

(Fatoki et al, 2024; Sivertsen et al, 2013). 

Um ponto importante, no que se diz respeito ao comparativo entre as 

duas abordagens analisadas, é a diferente porcentagem de resultados 

positivos de 40% para a primeira abordagem e 85% para a segunda. Isso pode 

ser explicado devido ao método de escolha para a geração dos peptídeos 

propriamente ditos, que é o princípio que caracteriza cada abordagem e o 

ponto base do trabalho; como a metodologia mostrada em AB2 se baseia em 

uma análise criteriosa de padrões estruturais conservados com base em 

bancos de dados robustos e constantemente alimentados isso confere uma 

probabilidade maior de confiança do resultado e uma filtragem maior de 

segmentos com maior potencial antimicrobiano, diferentemente da primeira 

metodologia onde arbitrariamente se quebra o inibidor em partes iguais e é 

analisada a estrutura completa (Zhao et al, 2024; Musin e Asyanova, 2025). 

Os peptídeos mais promissores foram selecionados para o desenho de 

peptídeos variantes, buscando estruturas com atividade antimicrobiana igual ou 

superior à dos peptídeos originais (Bozovicar e Bratikovic, 2019). Sabe-se que 

as características estruturais de um peptídeo são determinantes para sua 

atividade biológica, então foram analisadas diferentes combinações possíveis 

de sequências peptídicas das moléculas mais promissoras a fim de explorar o 

impacto que esse fator teria nas características desejadas para a atividade 

antimicrobiana. A carga positiva de todas as variantes em ambas as 

abordagens se deve provavelmente ao fato de serem mais ricas em 

aminoácidos positivos como arginina em sua estrutura primária, o que favorece 

a interação eletrostática dos peptídeos com os grupos fosfato de carga 

negativa presentes na superfície das membranas microbianas (Ebbensgaard et 

al, 2018). A alta afinidade dos peptídeos para realizar esse tipo de interação 

também foi atestada através do cálculo do índice de Bowman, os resultados 

positivos e até 2.5 indicam esse bom potencial de ligação a membranas (Yin et 

al, 2012) das variantes; assim como a taxa hidrofóbica média entre 40-50%, o 

que permite suas interações com o meio aquoso e com a membrana 

microbiana, facilitando assim a incorporação na estrutura das membranas das 

células (Gagat et al, 2024).  
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6 CONCLUSÃO 
 

Conclui-se portanto, a partir dos resultados obtidos, que o uso de 

abordagens computacionais integradas é uma estratégia eficaz para a triagem, 

obtenção e caracterização de peptídeos antimicrobianos derivados de 

inibidores de proteases de plantas. A utilização de duas abordagens distintas 

permitiu explorar mais profundamente a sequência aminoacídica dos inibidores 

em busca de peptídeos com potencial antimicrobiano, assim como, a geração 

de bibliotecas de variantes dos peptídeos mais promissores quanto a atividade 

antimicrobiano atribuiu robustez e explorou o impacto das diferentes 

sequências de aminoácidos na função e características dos peptídeos. 
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