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RESUMO
Peptideos antimicrobianos vem sendo considerados como alternativa potencialmente
atrativa para substituicdo dos antibidticos convencionais frente ao advento da
multirresisténcia. Muitas espécies tém sido exploradas como potenciais fontes de
peptideos antimicrobianos, considerando a presenga universal dessas moléculas nos
seres vivos. Nesse contexto, prospecgao de peptideos intragénicos € um dos métodos
utilizados na busca por novos peptideos para aplicacao clinica. Esse método trabalha
por meio da digestdo de proteinas oriundas de qualquer espécie, que gera novos
peptideos para serem avaliados de acordo com as caracteristicas esperadas para um
peptideo antimicrobiano efetivo, e assim serem classificados como antimicrobianos.
Buscamos prospectar e analisar, in silico, novos peptideos antimicrobianos a partir de
proteinas de Cereus jamacaru DC. e Opuntia ficus-indica L. Mill. Utilizou-se o software
Kamal para gerar os peptideos, filtrar os resultados e analisar as caracteristicas
estruturais dos peptideos. Foi realizada a digestao tedrica de 60 proteinas, oriundas
das duas espécies vegetais selecionadas, que gerou 84.543 peptideos. Ap6s uma
etapa de selegéo, separamos os 10 melhores candidatos, com base na classificagéo
fornecida pelo software e analisamos diferentes propriedades de cada um deles, por
meio dos servidores de bioinformatica Expasy, APD3 e CAMP. Os resultados das

analises indicaram todos os peptideos como potenciais agentes antimicrobianos.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos intragénicos; avaliagao antimicrobiana in

silico; peptideos de origem vegetal; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides have been considered as a potentially attractive alternative to
replace conventional antibiotics in the face of the advent of multidrug resistance. Many
species have been explored as potential sources of antimicrobial peptides, considering
the universal presence of these molecules in living beings. In this context, prospecting
for intragenic peptides is one of the methods used in the search for new peptides for
clinical application. This method works through the digestion of proteins from any
species, which generates new peptides to be evaluated according to the expected
characteristics for an effective antimicrobial peptide, and thus be classified as
antimicrobial. We sought to prospect and analyze, in silico, new antimicrobial peptides
from Cereus jamacaru DC proteins. and Opuntia ficus-indica L. Mill. Kamal software
was used to generate the peptides, filter the results and analyze the structural
characteristics of the peptides. Theoretical digestion of 60 proteins from the two
selected plant species was carried out, which generated 84,543 peptides. After a
selection stage, we separate the 10 best candidates, based on the classification
provided by the software and we analyze different properties of each one of them,
through the Expasy, APD3 and CAMP bioinformatics servers. The analysis results
indicated all peptides as potential antimicrobial agents.

Key words: intragenic antimicrobial peptides; in silico antimicrobial evaluation;

peptides of plant origin; antimicrobian activity.
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1. INTRODUGAO

Peptideos antimicrobianos sdo moléculas naturais presentes em todos os
organismos vivos que fazem parte do arsenal de defesa deles contra microrganismos
invasores. Essas pequenas sequéncias de 12 a 50 residuos de aminoacidos,
geralmente catibnicas e anfifilicas sdo encontradas em mamiferos, anfibios, peixes,
plantas, bactérias e muitos outros organismos, atuando no combate a bactérias,
fungos, protozoarios e virus, constituindo a principal linha de defesa contra esses
microrganismos, para algumas dessas espécies (JENSSEN, et al. 2006; HANEY, et
al. 2017).

Esses peptideos fazem interagdo com a membrana dos microrganismos por
atracdo eletrostatica entre a sua carga, geralmente positiva, e a carga negativa
presente nas membranas dos microrganismos. Apds a interagdo com a membrana,
diversos mecanismos podem ser acionados para levar a morte celular. Geralmente, o
principal mecanismo correlacionado com a atividade antimicrobiana € a de ruptura da
membrana por desestabilizacdo dessa estrutura, porém, existem outros peptideos que
levam a morte celular por ligagdo com alvos intracelulares, inibindo diversos
processos metabdlicos vitais para o microrganismo e, consequentemente, matando a
célula. Além desses mecanismos, ainda ha relatado que muitos peptideos
antimicrobianos regulam respostas imunoldgicas mais complexas para o combate aos
microrganismos invasores, como o caso das catelicidinas e defensinas (JASSEN, et
al. 2006; GALLO, et al. 2012; HANCOCK, et al. 2000; SALLES, 2012).

O interesse pelos peptideos antimicrobianos tem aumentado devido a
dificuldade de superar o desafio da resisténcia bacteriana. Nesse contexto, os
peptideos tém se mostrado uma potente alternativa antimicrobiana, devido a pouca
relagdo do seu uso com o desenvolvimento de resisténcia. Por isso, muitos peptideos
das mais variadas espécies tém sido testados para o desenvolvimento de novos
biofarmacos. Atualmente, o banco de dados Collection of Anti-Microbial Peptides
(CAMP), conta com 24.243 peptideos antimicrobianos descritos, tanto de origem
sintética quanto de origem natural (MOORTHY, et al. 2023; GAWDE, et al. 2023).

As mais diversas fontes tém sido exploradas para isolar novas moléculas.
Desde bactérias e insetos até plantas e mamiferos. Porém, o alto custo e o baixo
rendimento para o isolamento desses peptideos tém direcionado as buscas a

utilizagcado de outras abordagens, como o desenho de peptideo sinteticamente ou a
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busca de peptideos intragénicos. No primeiro caso, € possivel desenhar novas
moléculas partindo de um peptideo conhecido ou sem nenhuma sequéncia base e
sdo adicionados novos residuos de aminoacidos com base nas caracteristicas
desejadas para o peptideo, visando modular as suas propriedades para a melhor
atividade antimicrobiana. A segunda abordagem parte do pressuposto de que é ha
encriptado em proteinas de todas as espécies sequéncias menores com propriedades
bioativas que podem ndo estar relacionadas com a atividade original da proteina.
Desse modo, realizar a hidrdlise da proteina buscando novos peptideos tem sido uma
abordagem interessante para prospecc¢ao de novos antimicrobianos (LI, et al. 2022;
LIMA, 2021; SANTOS, 2022; RAMADA, 2016; SA, 2018).

Essas duas abordagens sdo mais baratas por permitirem o trabalho in silico
durante o estudo. Diversas ferramentas estao disponiveis atualmente para o desenho
de novos peptideos, a digestdo de proteinas e a andlise das caracteristicas estruturais
e propriedades fisico-quimicas de novos peptideos. Isso tem permitido a prospecg¢ao
de novos peptideos antimicrobianos em uma escala muito maior (BIN HAFEEZ, et al.
2021; NYEMBE, et al. 2023).

As espécies da familia Cactacea sdo vegetais pouco explorados quanto a
presenga de peptideos antimicrobianos em sua composi¢cdo, apesar de ja haver
relatado em alguns trabalhos que cactos como Cereus jamacaru DC. e Opuntia ficus-
indica sao potenciais fontes de peptideos bioativos. O extrato proteico de Cereus
Jjamacaru DC. ja foi analisado quanto a inibicdo de Colletotrichum gloeosporioides e o
extrato de Opuntia ficus-indica foi analisado quanto a inibigdo de Staphylococcus
aureus e nos dois casos as espécies demonstraram ter em suas composicoes
componentes com potencial atividade antimicrobiana (MOTA, et al. 2019; AKKOL, et
al. 2020; GOMEZ-MAQUEDO, et al. 2021; HEIKAL, et al. 2021).

Considerando essas informacgdes, o presente estudo buscou prospectar novos
peptideos antimicrobianos intragénicos oriundos do conteudo proteico de Cereus
Jjamacaru DC. e Opuntia ficus-indica disponivel nos bancos de dados e analisar suas

propriedades relacionadas a atividade antimicrobiana.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. A familia Cactacea

Cactacea é uma familia vegetal, da ordem Caryophyllales, constituida por
especies popularmente conhecidas como cactos. Sendo conhecidas atualmente mais
de 1450 espécies e 129 géneros, essa familia é subdividida em 4 subfamilias
(Cactoidae, Maihuenioidae, Opuntioidae e Pereskioidae) que se distribuem ao longo
do continente americano e uma parte do continente africano. A morfologia das
espécies da familia Cactacea é descrita por Zappi e colaboradores (2020) como
plantas com caules suculentos e fotossintetizantes (morfologicamente variaveis). Os
seus ramos podem ser compressos, cilindricos, costados ou tuberosos. Meristemas
auxiliares na forma de aréolas. Geralmente apresentando tricomas, espinhos, flores
ou folhas. Apresentam flores vistosas, geralmente solitarias, e frutos bacaceos,
deiscentes ou indeiscentes.

Mesmo nao sendo uma familia de plantas endémicas do Brasil, no pais
encontramos essas espécies em todas as cinco regides do pais, sendo que no
Sudeste foram descritas até o ano de 2020 138 espécies, ja no Nordeste séo relatadas
115 espécies, no Sul 89 espécies, no Centro-oeste 53 e no Norte 26. Enquanto, em
relac&o a distribuicdo da diversidade de espécies por dominio fitogeografico brasileiro,
€ relatado um somatorio maior na Mata Atlantica (103), seguida pela Caatinga (99) e
o Cerrado (85), ja as regides de Pampa, Pantanal e Floresta Amazbnica apresentam
quantidades menores de espécies relatadas, 50, 26 e 15 respectivamente (ZAPPI, et
al. 2020; LUCENA, et al. 2013).

Muitas dessas espécies sdo bastante conhecidas no pais por causa de sua
aparéncia que lhes permitem ser utilizadas para fins decorativos em casas, pracas e
jardins, porém sua presencga € mais marcante nas regides do Nordeste brasileiro, onde
os longos periodos de seca fazem com que algumas espécies dessa familia (Que séo
mais resistentes a esses eventos) se tornem mais presentes no dia a dia da populagao
(BRAVO, et al. 2018; LUCENA, et al. 2013). Espécies como Cereus jamacaru
(mandacaru), Melocactus sergipensis (cabeca-de-frade), Melocactus zehntneri
(coroa-de-frade), Melocactus violaceus, Nopalea cochenillifera (palma forrageira),
Pilosocereus catingicola (facheiro) e Pilosocereus gounellei (xique-xique) s&o
bastante utilizadas pela populagado nordestina como forragem para a alimentacao de
ruminantes. O que em algumas ocasides pode ser a Unica alternativa para sobrevida
desses animais naquela regido (BRAVO, et al. 2018; LUCENA, et al. 2013).
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Além dessas aplicagdes, as cactaceas também sao utilizadas pela populagao
para a alimentacgéo, construgdo e como remédio para algumas enfermidades. O fruto
de Cereus jamacaru serve como alimento, enquanto outras partes sao utilizadas como
cerca viva. Da mesma forma, Melocactus sergipensis e Nopalea cochenillifera sao
utilizados para a produgao de doces e bolos e como material para construgao de
cercas vivas. Essas espécies ainda estdo popularmente relacionadas com o alivio de
calculo renal, e o tratamento de diabetes, colesterol, epilepsia e outras doencas
(BRAVO, et al. 2018; LUCENA, et al. 2013).

As diversas utilidades proporcionadas por espécies dessa familia direcionaram
alguns estudos para a melhor compreensao de suas composigdes nutricionais e fisico-
quimicas, na busca por compostos bioativos que possam ser aproveitados pela
industria alimenticia, bem como pela farmacéutica e biotecnolégica (DE ARAUJO, et
al. 2021).

Soares e colaboradores (2021) realizaram um estudo para avaliar a
composicao fisico-quimica da casca e polpa de Cereus jamacaru e avaliaram que o
seu fruto possui um teor de potassio bastante consideravel, o que pode indicar uma
potencial fonte de nutrientes para produgao de alimentos. Além disso, ao avaliar a
composi¢ao centesimal do fruto observou-se que a polpa do fruto possui um teor de
umidade de 82,59g/ 100g ao passo que a casca tem um valor de 91,41g/ 100g. Em
relagéo aos sélidos soluveis, a polpa possui um teor de 10,60g/ 100g enquanto o teor
da casca varia entre 9,7 e 16,49 /100g. Os valores médios de cinza, em base umida,
para polpa foram de 0,499g /100g para a polpa e 0,518g /100g para a casca. Vale
destacar ainda o teor de proteinas presentes na polpa e na casca, onde concentragdes
de 1,129 /100g e 6,429 /100g foram determinadas, respectivamente, para cada uma.
Esses resultados colaboram para a ideia do uso do fruto do mandacaru como fonte
de nutrientes para populacdo (CARDOSO, et al. 2021; SOARES, et al. 2021).

A espécie Opuntia ficus-indica (L.) Mill. Também foi analisada quanto a sua
composi¢cao nutricional, onde foi possivel observar uma concentracdo mineral
bastante significativa de potassio, magnésio e calcio. Esses achados podem indicar
uma possivel aplicacdo dessa espécie na prevencado da osteoporose. Além disso,
também foi observado que a presenca de diversos compostos bioativos como acidos
graxos (acido linolénico, acido palmitico, acido linoleico, acido oleico e acido estearico),
aminoacidos (serina, prolina, acido gama-aminobutirico, arginina e acido glutamico),

esterois (B-sitosterol e campesterol), carotendides (luteina, B-caroteno e [B-10
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criptoxantina), compostos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides, ligninas e
estilbenos) e betalainas (betaxantinas e betacianinas) (BRAVO, et al. 2018; KOLNIAK-
OSTEK, et al. 2020; SILVA, et al. 2021).

No ambito da busca por propriedades de interesse farmacologico, diversos
achados indicaram essas espécies como promissoras fontes de compostos bioativos
para aplicagdo na industria farmacéutica (LUCENA, et al. 2013).

Mota e colaboradores (2019) observaram que o extrato proteico de Cereus
Jamacaru foi capaz de inibir o crescimento de Colletotrichum gloeosporioides
estimulando a produgdo de espécies reativas de oxigénio e gerando danos a
membrana celular do fungo (MOTA, et al. 2019). Outro estudo realizado com o extrato
hidroalcoolico buscou investigar a atividade citotoxica e anti-citotoxica em linfocitos
humanos e efeitos antitumorais, mutagénicos e citotoxicos em células de sarcoma de
camundongos. Em seus resultados foi observado que o extrato hidroalcéolico de
Cereus jamacaru nao induziu citotoxicidade em linfécitos humanos, além de ser capaz
de promover uma redugao de 86,07% do sarcoma de camundongo e atividade anti-
citotoxica contra cisplatina (VENCIONECK, et al. 2018). Cereus jamacaru ainda foi
relacionado com atividade antioxidante e efeitos anti-helminticos em ovelhas (VATTA,
et al. 2011; DE MEDEIROS, et al. 2019).

Outra espécie estudada quanto aos seus potenciais efeitos farmacoldgicos foi
a Opuntia ficus-indica (L.) Mill. Blando e colaboradores (2019) avaliaram a atividade
antimicrobiana dos extratos polifendlicos dos cladddios de Opuntia ficus-indica contra
Staphylococcus aureus e observaram que o extrato era capaz de inibir seletivamente
o crescimento de bactérias Gram-positivas e a producdo de biofiime por essas
bactérias. Esses resultados sao corroborados por outros experimentos realizados com
o extrato hidroalcéolico de Opuntia ficus-indica na investigagao de seus efeitos contra
nematoides gastrointestinais de ovelhas que observou um potencial inibicdo contra
esses parasitas, reforcando a atividade antimicrobiana de Opuntia ficus-indica. Essa
espécie ainda foi relacionada com atividade anti-inflamatdria, anticancer, ansiolitica e
sedativa (AKKOL, et al. 2020; GOMEZ-MAQUEDO, et al. 2021; HEIKAL, et al. 2021).

2.2. Peptideos Antimicrobianos
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Dentre os diversos compostos bioativos naturais oriundos de espécies vegetais
se destacam os Peptideos Antimicrobianos (PAMs) que sao sequéncias curtas de 12
a 50 residuos de aminoacidos que participam da primeira linha de defesa do
hospedeiro na presenga de microrganismos invasores. Essas moléculas fazem parte
da resposta imune da maioria dos organismos vivos e exercem um papel essencial na
sobrevivéncia das espécies diante da exposigdo a bactérias, fungos, virus e
protozoarios (JENSSEN, et al. 2006; HANEY, et al. 2017).

Peptideos antimicrobianos ja foram isolados em diversas bactérias, que fazem
uso dessas moléculas para superar outras bactérias na competicao por recursos. A
nisina, produzida por Lactococcus lactis, e a mersacidina, produzida por Bacillus spp.
sdo alguns dos principais representantes desse grupo. Nas plantas, ha uma relagéo
forte entre a presenca de peptideos antimicrobianos e a protegdo do organismo contra
bactérias e fungos. Ja no caso dos invertebrados, a auséncia de um sistema imune
adaptativo exige uma resposta inata efetiva para sua sobrevivéncia diante de
exposicoes patogénicas. Dessa forma, muitos peptideos antimicrobianos potentes ja
foram isolados nesses organismos e demonstraram sua capacidade de protegao para
essas espécies. Nesse caso, PAMs podem ser expressos constitutivamente na
hemolinfa, células fagociticas e células epiteliais dos invertebrados, ou por meio do
reconhecimento de algum patégeno no organismo, configurando um mecanismo de
defesa evolutivamente efetivo. Ja no caso dos vertebrados, em especial a espécie
humana, os PAMs constituem um recurso ativo tanto no combate direto aos patégenos
invasores como na imunomodulagdo de uma resposta ao microrganismo, seja
controlando a inflamacéo ou recrutando outros recursos antimicrobianos para compor
uma resposta maior. As catelicidinas e as defensinas sdo exemplos de grupos de
PAMs que constituem o arsenal antimicrobiano dos vertebrados (JASSEN, et al. 2006;
GALLO, et al. 2012; HANCOCK, et al. 2000).

Essas moléculas s&o capazes de inibir o crescimento dos microrganismos e
leva-los a morte. Porém, os PAMs nao interagem diretamente com um alvo molecular
especifico ao se ligar a membrana celular e desenvolver sua atividade antimicrobiana.
Essa interagao ocorre pela atracao eletrostatica entre os peptideos e a membrana do
microrganismo (BROGDEN, 2005).

Diversos fatores influenciam no processo de interagao com a célula microbiana.
A composicdo do peptideo e da membrana-alvo sdo os principais fatores

determinantes nesse processo. Membranas de bactérias gram-negativas contém
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lipopolissacarideos (LPS) em abundancia, enquanto bactérias gram-positivas
apresentam acido teicdico e lipoteicoico em grandes concentragdes. Esses
componentes conferem uma carga liquida negativa para a superficie celular,
favorecendo a atracdo de PAMs catidnicos (CIUMAC, 2019; YEAMAN, 2003).
Entretanto, alguns PAMs possuem carater anidnico, como pequenos peptideos
presentes em extratos de surfactantes, fluido de lavagem broncoalveolar e células das
vias aéreas, mas a maioria possui um carater catidbnico, como a catelicidina LL-37
presente nos seres humanos (BROGDEN, 2005). Essas carateristicas configuram o
padrao de seletividade e poténcia de cada peptideo (SANTOS, 2022).

PAMs catidnicos sdo aqueles mais bem compreendidos em relacdo as suas
propriedades. A atracdo eletrostatica entre a carga negativa das membranas celulares
e a carga positiva do peptideo é compreendido como um fator definitivo para
desencadear os efeitos antimicrobianos, pois apenas apos essa interacéo é possivel
o peptideo desencadear sua atividade antimicrobiana.

Os eventos posteriores a essa etapa, que constituem o mecanismo de acao
dos peptideos, ndo sdo completamente compreendidos. Porém, foi demonstrado que
o principal mecanismo de acdao dos PAMs é a desestabilizacdo da membrana
microbiana que resulta em lise e morte da célula. Também foi demonstrado que alguns
peptideos podem ainda ser citotéxicos sem causar danos a membrana, através da
sua insercao na célula e acdo em alvos intracelulares, como os acidos nucleicos
(SALLES, 2012).

Os modelos de interagdo propostos para descrever o0 processo de
desestabilizagdo da membrana, que sao mais bem aceitos, sdo o0 modelo barril-stave,
0 modelo tapete e o modelo toroidal. Essas propostas de mecanismo de ag&o sugerem
a desestabilizagdo da membrana por meio da formagéao de poros ou de micelas ao
longo da célula levando a lise celular e morte microbiana.

No modelo barril-stave os peptideos se ligam paralelamente a membrana e se
acumulam na superficie da célula. Conforme a concentragao do peptideo aumenta,
eles passam a se inserir na membrana de maneira perpendicular e interagir uns com
os outros para formar um poro transmembranar. Nesse caso, as faces hidrofilicas dos
peptideos formam o lumen do canal enquanto a face hidrofébica faz a interagdo com
a membrana. Ja no modelo toroidal, um poro também ¢é formado, porém como
resultado da exposicdo do nucleo hidrofébico da bicamada lipidica. A interagdo do

peptideo com a membrana faz com que a continuidade da camada lipidica seja
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interrompida e seu nucleo hidrofébico fique exposto. Para estabilizar novamente a
membrana, a monocamada lipidica se dobra internamente formando um poro e
permitindo a passagem de ions.

No modelo carpete, ndo ha a formacao de poros, mas a formacédo de micelas
que resultam de uma acado semelhante a um detergente causada pelos peptideos.
Nesse caso, os peptideos se acumulam sobre a membrana formando uma camada
semelhante a um tapete e esse acumulo resulta na desestabilizacdo da membrana e
leva a formacao de micelas e o rompimento da membrana (BROGDEN, 2005; HANEY,
et al. 2017 SIERRA, et al. 2017).

Os peptideos que possuem essas propriedades compartiiham algumas
caracteristicas que favorecem sua atividade. Fatores como a estrutura secundaria,
carga liquida e hidrofobicidade afetam diretamente na interacdo das moléculas com a
membrana e na sua citotoxicidade.

Geralmente, esses peptideos sao ricos em residuos de aminoacidos catiénicos
como arginina e lisina. Isso resulta em uma carga liquida positiva em pH neutro e
favorece a atragdo eletrostatica com as membranas microbianas carregadas
negativamente. A hidrofobicidade dessas moléculas também é um fator que interfere
na interagao delas com as membranas. Os PAMs apresentam em sua sequéncia cerca
de 50% de residuos hidrofébicos. Isso configura um carater anfifilico para a molécula
e lhe permite interagir com a membrana anibnica e se inserir através do meio
hidrofilico.

Outro fator comum em muitos desses PAMs é a sua estrutura secundaria em
a-hélice. Ao adotar esse tipo de estrutura, geralmente, os residuos hidrofilicos se
dispdem e uma face do peptideo e os residuos hidrofébicos na outra face, facilitando

a interagdo com os dois meios simultaneamente (YEAMEN, 2003; SA, 2018).

2.3. Prospeccao de novos PAMs

Os PAMs entraram em foco como alternativa aos antimicrobianos
convencionais por induzirem menos resisténcia antimicrobiana em relacdo aos
antibidticos convencionais. Em um contexto em que a resisténcia tem se tornado uma
preocupagao para os pesquisadores, essas moléculas se mostram vantajosas pelo
amplo espectro de acao e a baixa incidéncia de resisténcia (MOORTHY, et al. 2023).
Por causa disso, diversos trabalhos foram desenvolvidos visando explorar o potencial

dessas moléculas, seja pela compreensao de PAMs ja conhecidos ou pela busca de
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novos candidatos. (DEO, et al. 2022; LI, et al. 2022; MAZURKIEWICZ-PISAREK, et al.
2023; MCMILLAN, et al. 2020; NAGAOKA, et al. 2020).

Atualmente, o banco de dados APD3 contam com 3569 peptideos
antimicrobianos descritos oriundos de mamiferos, répteis, aves, anfibios, artrépodes,
fungos, protozoarios e muito mais (WANG, et al. 2016).

Na busca por novos PAMs, existem, pelo menos, trés métodos principais de
prospecc¢ao. O isolamento de peptideos que exercem essa fungdo ativamente em
algum organismo (TEIXEIRA, et al. 2023), a prospecgao sintética de novos peptideos
(LIMA, 2021) e a prospecgao de peptideos intragénicos (SANTOS, 2022; RAMADA,
2016; SA, 2018).

No caso do isolamento de peptideos antimicrobianos de algum organismo, ha
uma grande limitagdo quanto ao rendimento desse tipo de processo. Pois se trata de
uma atividade bastante complexa, demorada e com custos elevados. A sintese
quimica e a engenharia genética tém auxiliado bastante na superacdo desses
desafios. Entretanto, muitos dos PAMs isolados s&o facilmente degradados por
proteases no corpo humano, possuem um meia-vida muito curta no organismo e
acabam sendo eliminados sem exercer nenhum efeito antimicrobiano. Além disso, a
ligacdo a proteinas séricas, inibigdo por sais fisiologicos e citotoxicidade dificultam a
aplicagcéo dessas moléculas clinicamente (LI, et al. 2022).

Como alternativa a esse problema, a prospeccdo de peptideos sintéticos
demonstra-se vantajosa. Nesse caso, ha o desenho de um novo peptideo, com base
nas caracteristicas conhecidas de outras sequéncias, visando modular as
propriedades da molécula para padrdes mais satisfatorios, seja aumentando o tempo
de meia, evitando a degradagao por proteases ou diminuindo a toxicidade nas células
do hospedeiro. Geralmente é utilizado um peptideo ja conhecido e modificagbes
pontuais em sua sequéncia sao feitas. Apos isso, com o auxilio de ferramentas
bioinformaticas é possivel analisar e prever as propriedades do novo peptideo. Lima,
em seu trabalho, desenhou novos peptideos sintéticos partindo de Mo-CBP3, extraido
da semente da Moringa oleifera, e Rc2S-Alb, oriundo da semente de Ricinus
communis. As modificagdes realizadas na estrutura geraram peptideos com alto
potencial para a elaboragdo de farmacos antifungicos, demonstrando a eficacia dessa
abordagem (LIMA, 2021).

Outra opcdo na busca de novos PAMs é a prospecgao de peptideos

antimicrobianos intragénicos. Essa estratégia esta fundamentada no conhecimento de
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que alguns peptideos bioativos podem estar presentes dentro de uma proteina que
nao necessariamente possui aquela atividade. Desse modo, proteinas de diversas
funcdes e organismos podem ser potenciais fontes de novos PAMs. Esses peptideos
obtidos por meio da clivagem de uma proteina sdo chamados de Peptideos
Antimicrobianos Intragénicos (IAPs). Nesse caso, ferramentas de bioinformaticas séo
utilizadas na hidrélise e milhares de potenciais sequéncias sdo geradas. Essas
sequéncias podem entdo ser avaliadas segundo os parametros estabelecidos pelo
pesquisador e selecionadas para o prosseguimento do estudo (SANTOS, 2022;
RAMADA, 2016; SA, 2018).

Tanto no processo de protedlise quanto na analise das propriedades de PAMs,
as ferramentas bioinformaticas tém se apresentado como excelentes recursos para
os pesquisadores (BIN HAFEEZ, et al. 2021).

A abordagem de digestao in silico, por exemplo, surge como uma alternativa
bastante util na protedlise das sequéncias, por seu baixo custo e aplicabilidade. Nesse
caso, para que o processo possa ser realizado € necessario, primeiramente, que a
elucidacédo da sequéncia de aminoacidos da proteina ja tenha sido feita e conste em
algum banco de dados. Os bancos de dados mais consultados para obtengao dessas
sequéncias sdo os do National Center for Biotechnology Information (NCBI) ou do
UniProtKB. Apds a obtengao da sequéncia primaria em um desses bancos de dados,
softwares como Peptide-cutter e Kamal podem ser utilizados. Eles realizardo uma
digestao enzimatica tedrica que gera peptideos considerando os possiveis locais de
clivagem de proteases ou compostos quimicos e apresenta as sequéncias geradas
com diversas informagdes sobre suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
(WILKINS, et al 1999; SA, 2018).

Geralmente sao gerados milhares de peptideos como possiveis candidatos,
entdo cabe ao pesquisador definir parametros de ranqueamento para filtrar as
melhores sequéncias e prosseguir o estudo de analise dos novos peptideos. Nesse
caso, a carga liquida, hidrofobicidade e o tamanho da sequéncia podem ser alguns
dos parametros avaliados no processo (SANTOS, 2022; RAMADA, 2016; SA, 2018).

A expressao desses peptideos para analise de suas propriedades in vitro e in
vivo € bastante custosa e complexa. Como alternativa, as analises in silico também
vem demonstrando capacidade de prever o potencial antimicrobiano dos peptideos,
além de predizer muitas outras caracteristicas (CHAKRABORTY, et al. 2013).

Servidores online como APD3, ProtParam e CAMP conseguem descrever
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caracteristicas funcionais, estruturais, fisico-quimicas e metabdlicas dos peptideos.
Sendo possivel avaliar a estabilidade dos PAMs em diferentes organismos, o tempo
de meia-vida dessas moléculas, caracteristicas de interagdo com a membrana celular
e outras proteinas plasmaticas, mapear a topologia das estruturas secundarias,
calcular a probabilidade do peptideo possuir alguma atividade antimicrobiana e muitos
outros parametros uteis que possibilitam o estudo dos PAMs de maneira mais facil e
barata (THOMAS, et al. 2009; WILKINS, et al. 1999; WANG, et al. 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral
Prospectar e analisar peptideos antimicrobianos oriundos de Cereus jamacaru DC. e
Opuntia ficus-indica in silico.
3.2. Especificos
» Buscar em bancos de dados proteinas de Cereus jamacaru DC. e Opuntia
ficus-indica com a sequéncia primaria elucidada;
* Realizar a digestao in silico das proteinas encontradas;
» Filtrar os resultados da digestdo de acordo com os critérios de inclusao e
exclusao do estudo;
» Selecionar os melhores peptideos oriundos da digest&o in silico;
» Avaliar caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas dos peptideos,

in silico, quanto a sua atividade antimicrobiana.
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4. METODOLOGIA
4.1. Selecao das proteinas

Na selegcdo das proteinas para a digestdo enzimatica foram utilizados os
bancos de dados de proteinas Protein, associado ao National Center of Biotechnology
Information (NCBI) (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/), e
Protein Data Bank (PDB) (disponivel em: https://www.rcsb.org/). Os termos Cereus
Jamacaru DC. e Opuntia Ficus-Indica L. Mill foram utilizados na busca e todos os
resultados foram selecionados.

Em seguida, todas as proteinas foram adicionadas em uma planilha informando
a espécie de origem, nome, sequéncia, organela (quando a informagdo estava
disponivel), gene e quantidade de aminoacidos. E, as sequéncias que estavam
duplicadas foram eliminadas e um arquivo com a sequéncia fasta para cada proteina

foi criado.

4.2. Digestao in silico
Para gerar os peptideos foi utilizado o software Kamal, desenvolvido pelo
Laboratério de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, para a identificagdo de peptideos intragénicos funcionais em proteinas.
O arquivo com a sequéncia da proteina era aberto no programa e era gerado
uma planilha contendo todos os peptideos identificados, além de informacées como a
sequéncia, massa, agregacgao, carga liquida, momento hidrofébico, hidrofobicidade,

ponto isoelétrico e um score para ranquear todas as sequéncias.

4.3. Selegao dos peptideos
Os peptideos gerados foram selecionados por meio de uma filtragem

considerando os seguintes parametros:

Tabela 1: Parametros utilizados para filtrar os peptideos antimicrobianos.

Parametros de prospeccao

Tamanho 16 a 23 residuos
Carga liquida +2a+6
Hidrofobicidade 0,0 a 0,5 (escala TM)
Momento hidrofobico 0,516 a 1,267 (escala TM)
Agregacao Sem definicdo de maximo/minimo
Residuo Exclusdo de Cisteinas e Prolinas

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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Os parametros foram definidos com base nos valores utilizados nas
dissertagcdes de Ramada e Sa, que utilizaram faixas semelhantes e demonstraram
boa eficacia na prospeccao de PAMs por meio dessa abordagem (RAMADA, 2016;
SA, 2018). Sendo que as sequéncias fora de algum desses limites foram excluidas e

as restantes foram ranqueadas com base no score fornecido pelo Kamal.

4.4. Anadlise da atividade antimicrobiana

A analise da atividade antimicrobiana foi realizada por meio da predi¢ao de (1)
meia-vida in vivo, (Il) indice de instabilidade, (lll) indice de Boman, (IV) potencial de
ligacado a membrana e formacao de a-hélice, (V) predigao de atividade antimicrobiana.

O indice de instabilidade foi calculado com base na composicao de dipeptideos,
conforme o método de Guruprasad et al. (GURUPRASAD, et al. 1990). Esse valor,
junto aos valores de meia-vida in vivo, foram estimados pela ferramenta ProtParam
do servidor Expasy (disponivel em: https://web.expasy.org/protparam/). (WILKINS, et
al. 1999).

O indice de Boman, o potencial de ligacdo a membrana e de formacao de a-
hélice foram obtidos por meio do Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor
(https://aps.unmc.edu/prediction), disponivel no banco de dados APD3 (WANG, et al.
2016).

Por fim, a predigao de atividade antimicrobiana foi estimada através do servidor
CAMP utilizando os algoritmos Random Forest (RF), Support Vector Machine (SVM)
e Artificial Neural Network (ANN). (THOMAS, et al. 2009).

Todo esse processo esta resumido no esquema 1, abaixo.

Figura 1: esquema de prospecc¢éo in silico dos peptideos antimicrobianos

Busca do
nome das Oraganizagéao Exclusao de
especies em dos dados em sequéncias
bancos de planilha repetidas
dados

Criacao de
arquivo com a
sequéncia
fasta

Apresentagao
Selecao dos
dos peptideos
peptideos gerados em
planilha

Insercao da
sequéncia
fasta no
Kamal

Analise dos
peptideos

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Selegao de proteinas

Na etapa de selegao das proteinas que seriam hidrolisadas para geragéo dos
peptideos, foram utilizados dois bancos de dados, o Protein (associado ao NCBI) e o
PDB.

A busca foi realizada utilizando como termos 0os nomes das espécies vegetais
e apresentou 107 resultados, sendo 9 associados a espécie Cereus Jamacaru DC. e
98 associados a Opuntia ficus-indica L. Mill. Essa diferenca na quantidade de
resultados provavelmente é consequéncia da distribuicdo dessas espécies ao redor
do mundo, pois Opuntia ficus-indica L. Mill € uma espécie globalmente melhor
distribuida do que Cereus Jamacaru DC. (uma espécie nativa do Brasil). Isso culmina
em uma producdo cientifica mais intensa para a espécie mais bem distribuida
enquanto as producdes a respeito de Cereus jamacaru DC. se concentram no Brasil
(CAVALCANTE, et al. 2020; LUCENA, et al. 2020).

Dentre os resultados obtidos foram identificadas 3 diferentes proteinas para
Cereus jamacaru DC. e 16 para Opuntia ficus-indica L. Mill, pois muitas das
sequéncias encontradas pertenciam a mesma proteina.

E importante ressaltar que 17 das 19 proteinas encontradas apresentavam
apenas parte de suas sequéncias. Isso reafirma a escassez de producao cientifica no
conhecimento dessas espécies, dificultando a aplicagdo de suas propriedades ja
demonstradas no desenvolvimento farmacéutico e biotecnolégico de novos
compostos ativos e limitando os resultados de novas pesquisas, como o caso do
presente estudo.

As proteinas encontradas sé&o apresentadas na tabela 2, a seguir.

Tabela 2: Proteinas encontradas na busca através dos bancos de dados Protein e
PDB.

Nome Espécie de Arquivos Organela Gene Tamanho
origem de
entrada
Maturase K Cereus jamacaru 2 Cloroplasto MatK 282 e 287
(parcial) DC. aa
Ribulose 1,5- Cereus jamacaru 2 Cloroplasto RbcL 239 e 458
bifosfato DC. aa
carboxilase/oxi
genase

(subunidade
grande)




27

Fitocromo C  Cereus jamacaru 5 - PHY 289 a 300
(parcial) DC. C aa
4,5-Extradiol Opuntia ficus- 3 - - 155 aa

dioxigenase . o) il
putativa
(parcial)
Betanidina 5- Opuntia ficus- 2 - - 252 aa
O indica L. Mil
glicosiltransfer
ase putativa
(parcial)
AtpB (parcial) Opuntia ficus- 53 Cloroplasto AtpB 7 a33aa
indica L. Mill
Ribulose 1,5- Opuntia ficus- 8 Cloroplasto RbcL 7 a 184 aa
bifosfato o v | mil
carboxilase/oxi
genase
(parcial)
(subunidade
grande)

Maturase K Opuntia ficus- 11 Cloroplasto MatK 141 a 339
(parcial) indica L. Mill aa
Proteina D1 do Opuntia ficus- 4 Cloroplasto PsbA 7 a11aa

fotossistema . oo | il
(parcial)
Subunidade 3 Opuntia ficus- 4 MitocOndria Cox3 228 a 233
do citocromo C . . aa
. indica L. Mill
oxidase
(parcial)
Citocromo Opuntia ficus- 1 - - 495 aa
P450 . )
CYP76AD9 indica L. Mill
Citocromo Opuntia ficus- 1 - - 508 aa
P450 . )
CYP76ADS indica L. Mill
Proteina Opuntia ficus- 1 - - 148 aa
seme nanie iy oo Mill
desidrina
(parcial)
Lacase Opuntia ficus- 2 - - 289 e 293
putativa aa

(parcial)

indica L. Mill
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Peptideo Opuntia ficus- 1 - PNP 51 aa
natriurético . .
PNPA (parcial) indica L. Mill
Psbd (parcial) Opuntia ficus- 2 Cloroplasto - 9e 15aa
indica L. Mill
Subunidade F Opuntia ficus- 2 Cloroplasto NdhF 15 aa
da NADH e .
. indica L. Mill
desidrogenase
(parcial)
PsBA (parcial) Opuntia ficus- 2 Cloroplasto  PsbA 24 aa
indica L. Mill
Poligalacturon Opuntia ficus- 1 - PG 94 aa
ase (parcial) indica L. Mill

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Algumas das proteinas obtidas possuem mais de um arquivo de entrada nos
bancos de dados. Em alguns casos, elas divergiam na sequéncia de aminoacidos,
porém em outros casos a sequéncia era repetida. Por isso, as sequéncias que
estavam repetidas foram excluidas do trabalho para evitar resultados redundantes e
restaram 60 proteinas para compor o restante do trabalho.

ApoOs os resultados da busca estarem organizados, as proteinas foram
numeradas de P1 até P60 e um arquivo fasta com a sequéncia de aminoacidos de
cada uma delas foi gerado, para utilizarmos como documento de entrada na etapa de
digestao in silico.

5.2. Digestao in silico

Para a realizacdo da hidrdlise in silico de cada uma das proteinas foi utilizado
o software Kamal, desenvolvido pelo Laboratério de Espectrometria de Massa da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Ele se fundamenta na hipétese de que
ha criptografado dentro de todas as proteinas mddulos funcionais ativos que podem
ser utilizados em aplicagbes diferentes da fung&o exercida pela proteina de origem e
realiza a prospec¢ao de novos peptideos com base na similaridade fisico-quimica de
outros PAMs ja conhecidos que atuam rompendo a membrana fosfolipidica. (BRAND,
et al. 2019).

Primeiramente, os parametros limitadores dos resultados foram definidos no

software com base nas definicdes da pesquisa, previamente descritas na sec¢do da
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metodologia. Apds a definicdo dos parametros utilizados, o arquivo fasta foi aberto e
todos os peptideos gerados foram apresentados na interface da ferramenta. Esses
resultados foram salvos em um arquivo .csv, (figura 1) que pode ser aberto em

qualquer editor de planilhas.

Figura 2: Planilha gerada pelo Kamal apos digestéo teorica.

Al v fx | PEP_ID
A B c 8} E F G H I J K L M N o P Q R
1 [pEP D [sequence SCORE  MASS  NETCHAR(HYDRO-M HYDROPH DF P AGGREGA PROTEIN ( TOTAL RESIDUE COUNT
2 PEP-1  LVAQTLRYWVKDASSLH 0,047 1915,032 1 0808 -0,199 1,09 8593 3,512 16
3 PEP-2  VOTLRYWVKDASSLHL 0,034 1915,032 1 0611 0,199 0,904 8,593 5,416 16
4 PEP-3  QTLRYWVKDASSLHLL 0,049 1929,047 1 0,56 -0176 0,856 8593 5,602 16
5 PEP-4  TLRYWVKDASSLHLLR 0,076 1957,09 2 0,29 -0222 0,933 9,987 7475 16
& PEP-5  LRYWVKDASSLHLLRF 0,033 2003,11 2 029 -0,078 0,938 9,987 17,512 16
7 PEP-6  RYWVKDASSLHLLRFF 0,055 2037,095 2 0,077 -0,088 0,732 9987 20,355 16
8 PEP-7  YWVKDASSLHLLRFFL 0,054 1994,078 1 0,014 0,206 0,343 8,593 25,383 16
3 PEP-8  WVKDASSLHLLRFFLY 0,052 1994,078 1 0,06 0206 0,386 8593 28,629 16
10 PEP-9  VKDASSLHLLRFFLYE 0,046 1937,041 0 0108 0071 0102 6747 2404 16
11 PEP-10  KDASSLHLLRFFLYEY 0,061 2001,036 0 0177 -0,131 0,166 6,747 24,761 16
12 PEP-11  DASSLHLLRFFLYEYR 0,056 2029,042 0 0321 -0078 0302 6747 2535 16
13 PEP-12  ASSLHLLRFFLYEYRN 0,055 2028,058 1 0499 0,028 0,799 8593 26,542 16
14 PEP-13  SSLHLLRFFLYEYRNW 0,059  2143,1 1 0,58 0,093 0,875 8593 28,321 16
15 PEP-14  SLHLLRFFLYEYRNWN 0,063 2170,111 1 0523 0031 082 8593 22,87 16
16 PEP-15  LHLLRFFLYEYRNWNS 0,039 2170,111 1 0588 0,031 0,883 8593 22,027 16
17 PEP-16  HLLRFFLYEYRNWNSL 0,053 2170,111 1 0654 0031 0945 8593 19,247 16
18 PEP-17  LLRFFLYEYRNWNSLI 0,054 2146,136 1 0702 0,244 0,99 8,593 28,68 16
19 PEP-18  LRFFLYEYRNWNSLIT 0,032 21341 1 0,62 0,111 0,913 8,593 27,996 16
P1 + HE |

Obs: Os resultados da digestéo estao organizados em linhas, onde a primeira coluna
apresenta a identificacdo do peptideo e na frente sdo descritas as sequéncias dos
peptideos e as suas caracteristicas.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Foram gerados um total de 84.543 peptideos oriundos de 43 proteinas
utilizadas no estudo, pois 17 das 60 sequéncias inseridas no software eram muito
curtas e por isso n&o foi possivel gerar nenhum peptideo a partir delas.

Todos os peptideos apresentados pelo Kamal s&o resultados de uma analise
que avalia as propriedades fisico-quimicas de cada sequéncia e as compara com as
caracteristicas de outras sequéncias de atividade comprovada, conforme dito
anteriormente. No geral, sdo avaliadas as caracteristicas que favorecem a interagéo
do peptideo com a membrana do microrganismo e com a desestabilizagdo dessa
estrutura. As sequéncias que apresentam caracteristicas semelhantes séao
apresentadas como resultados da digest&o. Isso implica milhares de resultados com
potencial atividade antimicrobiana (BRAND, et al. 2012). Entretanto, por mais que as
caracteristicas consideradas pelo software favorecam a atividade antimicrobiana dos
peptideos, elas ndo sdo os unicos fatores influentes nesse processo, considerando
que ha demonstrado PAMs com as mais variadas propriedades fisico-quimicas e a
possibilidade de que mesmo com essas caracteristicas o peptideo nado exerca
nenhuma atividade antimicrobiana. Desse modo, os resultados dessa etapa sao

-
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apenas um indicativo dessa possivel atividade. Para que qualquer uma das
sequéncias possa de fato ser associada a tal atividade €& necessaria uma maior

filtragem dos resultados e outras analises das sequéncias.

5.3. Selecao dos peptideos

Apo6s a digestdo de cada uma das proteinas foi necessario filtrar os resultados.
Essa etapa do trabalho ndo tinha como finalidade selecionar os peptideos que
poderiam ser antimicrobianos e excluir aqueles que nao seriam, visto que para isso
seria necessaria uma analise mais aprofundada de cada uma das milhares de
sequéncias. O objetivo dessa etapa consistia em separar os peptideos que possuiam
maior probabilidade de exercer atividade antimicrobiana, pelo mecanismo de
desestabilizacdo da membrana através da formacgéo de a-hélice, daqueles que com
menor chance. Isso significa que alguns peptideos que poderiam possuir tal atividade
podem nao passar na etapa de selegao devido as suas propriedades desfavoraveis,
pois a analise de todas as sequéncias seria inviavel.

Para selecionarmos os peptideos com maior probabilidade de apresentarem
atividade antimicrobiana os resultados foram filtrados com base nos parametros ja
apresentados.

Essa selecéo foi realizada quase em sua totalidade de maneira manual, devido
a problemas no manuseio do software para realizagao dessa etapa do trabalho que
levaram a preferéncia por essa abordagem. Com excec¢ao da etapa de exclusdo dos
peptideos com base no tamanho de sua sequéncia, todas as etapas de filtragem foram
realizadas através da planilha gerada pelo Kamal para cada proteina.

5.3.1.1. Tamanho do peptideo

A etapa de selecdo dos peptideos com base em seu tamanho foi a uUnica
realizada completamente através do software Kamal. Os limites da sequéncia foram
definidos antes da hidrdlise e a ferramenta apresentou apenas os resultados dentro
dos tamanhos estabelecidos.

Selecionamos para nosso trabalho apenas os peptideos com sequéncias entre
16 e 23 aminoacidos. Apesar de haver conhecimento de muitos PAMs com sequéncias
maiores ou menos que essas, ha estabelecido que esses sdo tamanhos ideais para

prospecc¢ao de novos peptideos.
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Esse tamanho é favorecido, pois segundo alguns trabalhos existe uma relagao
entre o tamanho da sequéncia e a atividade antimicrobiana, de modo que com o
aumento da sequéncia ocorra um aumento da atividade antimicrobiana (NYEMBE, et
al. 2023). Apesar de ser possivel que o peptideo exerga atividade antimicrobiana com
sequéncias menores que o tamanho estabelecido, a probabilidade de que ele faca
isso por meio de uma interagcdo na membrana na forma de a-hélice é menor.
Considerando que os parametros estabelecidos nesse estudo tém como base as
caracteristicas de PAMs catibnicos que atuam interagindo com a membrana do
microrganismo, formando a-hélice, e desestabilizando essa estrutura, eliminamos as
sequéncias que tenham menor probabilidade de atuar por esse mecanismo.

Sequéncias maiores que 23 aminoacidos também foram excluidas pelo alto
custo de sintese dessas moléculas, pois quanto maior o peptideo, mais recursos sao
necessarios para sua expressao € mais complexa se torna a sua obtencao. Por isso,
sequéncias com até 23 aminoacidos tem grande probabilidade de exercer atividade
antimicrobiana e custos de sintese relativamente menores que outras sequéncias
mais longas (NYEMBE, et al. 2023).

5.3.1.2. Carga liquida

Essa etapa de selecgéo foi realizada manualmente, dentro da planilha gerada
pelo software. Optou-se por isso devido a impossibilidade de prospectar os peptideos
quando os parametros de carga liquida, hidrofobicidade e momento hidrofébico eram
inseridos no software. Por algum motivo desconhecido, houve incompatibilidade entre
esses parametros e a ferramenta ndo conseguia realizar a digestao das proteinas se
eles estivessem presentes.

Como os PAMs precisam interagir com a membrana dos microrganismos para
desencadear sua atividade sobre a célula € necessario considerar os parametros que
favorecem esse tipo de interacdo. Nesse caso, a carga liquida é o fator determinante
para essa interacao.

As membranas celulares das bactérias possuem uma carga liquida negativa.
Desse modo, peptideos catibnicos possuem favorecimento na interagdo com essas
células. Entretanto, cargas liquidas muitos altas podem ter um efeito negativo sobre a
atividade antimicrobiana pela formacao de poros menores, menos estaveis e de vida
curta ou pela translocacdo mais rapida do peptideo através da membrana. Portanto,

para uma atividade antimicrobiana ideal existe uma faixa de carga liquida favoravel.
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A carga liquida dos PAMs é determinada pela sua composi¢cdo de aminoacidos
basicos (lisina, arginina e histidina) e varia entre 0 e +16, porém a grande maioria se
concentra na faixa de +4 a +6. E determinado ainda que para uma atividade litica
maxima a carga ideal de um peptideo é de +4,185. Considerando esse valor médio,
selecionamos os peptideos com carga liquida dentro da faixa de +2 a +6 (SATURINO,
2013; TOSSI, et al. 2000).

5.3.1.3. Hidrofobicidade e momento hidrofébico

Outros fatores estreitamente relacionados com a atividade antimicrobiana dos
peptideos sao a sua hidrofobicidade e seu momento hidrofébico. Como ja definido,
essas caracteristicas estado relacionadas com a capacidade de uma molécula ser
transferida de um meio aquoso para um hidrofébico e, portanto, influenciam na
interacéo dela com a regido hidrofébica da membrana (TOSSI, et al. 2000; DATHE, et
al. 1997).

Moléculas com baixa hidrofobicidade n&o conseguem interagir adequadamente
com a membrana da célula-alvo e se inserir nela. Por outro lado, moléculas altamente
hidrofébicas tendem a ndo conseguir interagir adequadamente com a membrana por
nao atravessarem adequadamente o meio aquoso para que a interacdo ocorra.
Nesses casos € possivel que as moléculas se agreguem e precipitem no meio. Além
disso, ainda ha relacionado com o aumento da hidrofobicidade o favorecimento da
mudancga da conformacéo do peptideo de uma a-hélice para folha- e o aumento da
toxicidade contra células de mamiferos (TOSSI, et al. 2000; DATHE, et al. 1997).

Desse modo, é necessario selecionar moléculas com valores de
hidrofobicidade de momento hidrofébico que sejam suficientes para que possam
interagir com a membrana e que nao favoregam a formacéao de estruturas indesejadas
ou efeitos toxicos para o ser humano. Para isso, selecionamos as moléculas que
possuiam valores de hidrofobicidade entre 0 e 0,5 (escala TM) e momento hidrofobico
entre 0,516 e 1,267 (escala TM).

5.3.1.4. Residuos
O ultimo fator que utilizamos na filtragem dos peptideos foi a composigao de
aminoacidos na sequéncia. Nesse caso, foram excluidas as sequéncias que

continham prolina (P) e cisteina (C), por sua baixa representatividade na formagéao de



33

a-hélice, como proposto em outras prospeccdes de PAMs. (SA, 2018; RAMADA, 2016;
BRAND, et al. 2012).

5.3.2. Peptideos selecionados
A tabela 3 apresenta quantos peptideos foram excluidos e quantos restaram

apos cada etapa de selecgao.

Tabela 3: Numero de peptideos excluidos em cada etapa de selegéo.

Filtro Aminoacidos excluidos Aminoacidos restantes
Tamanho - 84543
Carga liquida 61275 24268
Hidrofobicidade média 20199 4069
Residuos de C e P 2637 1432
Momento hidrofébico 1252 180

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

ApoOs toda essa etapa de selegao restaram 180 peptideos dos 84543 gerados.
Desses 180, selecionamos 10 sequéncias para analisarmos mais a fundo. Essa
selegao foi feita com base em um score fornecido pelo Kamal. Desse modo, como

resultado principal da prospecgéao tivemos os seguintes peptideos:

Tabela 4: Lista dos melhores peptideos gerados a partir da digestéo in silico pelo
Kamal com base no seu score.

Nome Score Massa C.L. Momento Hidrofobicidade P.l. Residuos
hidrofébico

P34PEP-184 0,07 1709,97 2 0,68 0,1 10 16
P58PEP-51 0,07 2024,16 3 0,59 0,01 10,2 16
P42PEP-72 0,07 1968,17 4 0,57 0 12 16
P34PEP-677 0,07 1857,04 2 0,54 0,21 10 17
P34PEP-1003 0,07 2036,19 3 0,62 0,08 10,3 18
P54PEP-6 0,07 2031,2 2 0,64 0,08 9,7 16
P42PEP-75 0,07 2105,19 4 0,64 0 11,1 16
P42PEP-374 0,07 213123 4 0,54 0,03 11,1 17
P18PEP-343 0,06 2167,15 3 0,52 0,05 9,7 17
P34PEP-1169 0,06 194407 2 0,52 0,17 10 18

Obs: O nome de cada peptideo é dado pelo numero atribuido a sua proteina de origem
(P1 a P60) e o numero do peptideo dentro de todos os oriundos daquela mesma
proteina. Pode-se ler, por exemplo, Peptideo 6 da proteina 54 (P54PEP-6).

C. L.: Carga liquida. P. I.: Ponto isoelétrico.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

E importante ressaltar que nenhum dos 10 peptideos selecionados é oriundo

de Cereus jamacaru DC. Isso certamente resulta do pouco registro de proteinas dessa
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espécie nos bancos de dados em relagao a Opuntia ficus-indica, gerando muito mais
peptideos potencialmente antimicrobianos para a segunda espécie. Isso néo significa
que ndo ha PAMs intragénicos em Cereus jamacaru DC., porém ressalta a
necessidade de uma melhor elucidacdo do conteudo proteico dessa espécie e
reafirma essa indisponibilidade como um fator limitante do trabalho.

Vale destacar ainda que 6 dos 180 peptideos selecionados s&o oriundos da
Maturase K de Cereus jamacaru DC., entretanto o score desses peptideos nao
classificou nenhum deles entre os 10 melhores resultados.

Os 10 peptideos selecionados séo oriundos de 5 proteinas diferentes: P34PEP-
184, P34PEP-677, P34PEP-1003 e P34PEP-1169 foram obtidos do citocromo P450
CYP76ADS8; P42PEP-72, P42PEP-75 e P42PEP-374, P58PEP-51 P54PEP-6 e
P18PEP-343 sao oriundos de 4 maturase K diferentes, sendo que cada uma das 4

possuem comprimentos e sequéncias diferentes.

5.4. Avaliacao da atividade antimicrobiana
5.4.1. Meia-vida in vivo e indice de instabilidade (Il)

Um dos desafios na aplicacéo clinica de novos peptideos antimicrobianos € a
curta meia-vida e a instabilidade que essas moléculas possuem dentro dos sistemas
vivos. Como ja apresentado, a rapida degradagéo desses peptideos por proteases e
a sua depuracao renal resulta em uma meia-vida relativamente curta que dificulta o
desenvolvimento da atividade antimicrobiana adequadamente (LI, et al. 2022).

Considerando isso, utilizamos a ferramenta ProtParam, do servidor Expasy,
para estimar essas caracteristicas em nossos peptideos.

A meia-vida dos peptideos foi estimada com base na regra do N-terminal,
desenvolvida por Bachmair e colaboradores (1986) que observou que o aminoacido
N-terminal de uma proteina é determinante no seu tempo de meia-vida. Eles
analisaram que modificacdo nessa posicdo em uma B-galactosidase alteravam a
meia-vida da proteina, com variagdes de 2 minutos até 100 horas, e estabeleceram
que esse efeito € universal, tanto para outras proteinas, como para outras espécies.
Foi observado ainda, em estudos posteriores, que determinados aminoacidos
causavam efeitos diferentes na meia-vida da proteina a depender do organismo de

estudo, sendo analisados esses efeitos em reticulocitos in vitro, em levedura
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Saccharomyces cereisiae in vivo, e em Escherichia coli in vivo (BACHMAIR, et al.
1986; GONDA, et al. 1989; TOBIAS, et al. 1991; VARSHAVSKY, et al. 1997).

Desse modo, foram postulados os seguintes tempos de meia-vida com base no
aminoacido N-terminal:

Tabela 5: Relagdo do aminoacido N-terminal com o tempo de meia-vida da proteina
em diferentes organismos.

Aminoacido Mamiferos Leveduras E. Coli
Ala 4.4 horas >20 horas >10 horas
Arg 1 hora 2 minutos 2 minutos
Asn 1.4 horas 3 minutos >10 horas
Asp 1.1 hora 3 minutos >10 horas
Cys 1.2 horas >20 horas >10 horas
Gln 0.8 horas 10 minutos >10 horas
Glu 1 hora 30 minutos >10 horas
Gly 30 horas >20 horas >10 horas
His 3.5 horas 10 minutos >10 horas
lle 20 horas 30 minutos >10 horas
Leu 5.5 horas 3 minutos 2 minutos
Lys 1.3 horas 3 minutos 2 minutos
Met 30 horas >20 horas >10 horas
Phe 1.1 hora 3 minutos 2 minutos
Pro >20 horas >20 horas ?

Ser 1.9 horas >20 horas >10 horas
Thr 7.2 horas >20 horas >10 horas
Trp 2.8 horas 3 minutos 2 minutos
Tyr 2.8 horas 10 minutos 2 minutos
Val 100 horas >20 horas >10 horas

Fonte: Adaptado de WILKINS, et al. 1999.
Ja o Indice de Instabilidade (II), € um método de previsdo da instabilidade (ou

estabilidade) de um peptideo ou proteina com base na sua sequéncia primaria e
presenca de dipeptideos que desestabilizem a estrutura. De acordo com o observado
por Guruprasad et al, ha uma frequéncia maior de certos dipeptideos em proteinas
instaveis em comparagédo com proteinas estaveis. Eles relacionaram como cada um
dos possiveis 400 dipeptideos impacta na estabilidade da proteina e atribuiram
valores para cada um deles, com base em proteinas ja definidas como estaveis ou
instaveis. Foi entdo possivel calcular o Il considerando a frequéncia de cada
dipeptideo em razdo do tamanho da sequéncia da proteina, onde, proteinas com 11>40
s&o consideradas instaveis (GURUPRASAD, et al. 1990).

A tabela 6 apresenta os resultados fornecidos pelo ProtParam de meia-vida e

indice de Instabilidade.
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Tabela 6: Tempo de meia-vida estimado para cada um dos peptideos em mamiferos,
leveduras e E. coli e Indice de Instabilidade de cada peptideo. Dados calculados pela
ferramenta ProtParam do servidor Expasy.

Meia-vida indice de
Peptideo Retl’culomt_os o_le Leveo!ura, in E. c9h, in Instabilidade
mamiferos, in vitro vivo vivo

P34PEP-184 30 horas >20 horas >10 horas -1,24 (estavel)
P58PEP-51 2,8 horas 10 min 2 min 49,48 (instavel)
P42PEP-72 1,9 horas >20 horas >10 horas 45,17 (instavel)
P34PEP-677 30 horas >20 horas >10 horas -0,58 (estavel)
P34PEP-1003 20 horas 30 min >10 horas -3,19 (estavel)
P54PEP-6 1,1 horas 3 min 2 min 5,49 (estavel)
P42PEP-75 20 horas 30 min >10 horas 35,78 (estavel)
P42PEP-374 1,9 horas >20 horas >10 horas 43,11 (instavel)
P18PEP-343 1,3 horas 3 min 3 min 11,77 (estavel)
P34PEP-1169 30 horas >20 horas >10 horas 0,01 (estavel)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Conforme o apresentado na tabela 6, 5 dos 10 peptideos selecionados tém
uma meia-vida estimada em mamiferos entre 20 e 30 horas, um tempo
consideravelmente satisfatorio. Porém, as outras 5 sequéncias possuem um tempo
bem mais curto, entre 1,1 e 2,8 horas. Ja em relacéo ao Il, 7 das 10 sequéncias séo
estimadas como sendo estaveis e 3 como instaveis. Valendo ressaltar que o peptideo
P42PEP-75 possui um valor de Il préximo de 40, o que pode ser considerado uma
condicéo limitrofe.

Através dessas estimativas, os peptideos oriundos da proteina 34 (P34), o
citocromo P450 CYP76AD8, ganham destaque. Pois 4 dos 5 peptideos com o maior
tempo de meia-vida pertencem a esse grupo. Além disso, todas os peptideos oriundos
dessa proteina possuem um indice de instabilidade bastante favoravel para sua
aplicagao clinica.

Os resultados dessas analises, no geral, sdo bastante positivos e indicam que
esses peptideos tém um potencial para aplicagao clinica. Apesar de alguns peptideos
apresentarem uma estimativa de estabilidade e de meia-vida desfavoraveis, é
precipitado afirmar a instabilidade desses peptideos em organismos vivos, apenas
com base nessas informacodes. Pois a determinacdo do tempo de meia-vida de um
peptideo, bem como sua estabilidade ndo sdo determinados apenas pelos fatores
avaliados neste estudo. Outros fatores ainda sdo correlacionados com essas
caracteristicas, como a sua estabilidade térmica, a presenca de regides PEST (regides

ricas em prolina, acido glutdmico, serina e treonina) e a presenca de ligagbes
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dissulfeto na sequéncia (PARSELL, et al. 1989; ROGERS, et al. 1986 GURUPRASAD,
et al. 1990). De modo que apenas avaliando todos esses parametros seria adequado
afirmar que um dos nossos peptideos é estavel ou instavel em meios bioldgicos.

Entretanto, a influéncia dos parametros aqui avaliados também ja foi
demonstrada experimentalmente e exercem forte impacto na estabilidade dos
peptideos in vivo, de modo que os resultados apresentados, mesmo que nao
permitam afirmar as propriedades reais dos peptideos, sdo bons indicativos da
realidade ou algo proximo a ela.

5.4.2. indice de Boman

Outro fator limitante na aplicagao clinica de PAMs é o seu potencial em causar
efeitos toxicos para o individuo. Por causa disso, muitos agentes tém sua acéo
limitada ao uso tépico (RIMA, et al. 2021).

Considerando que PAMs s&do moléculas naturais produzidas por todos os
organismos que participam n&o apenas da inibigao direta de um microrganismo, mas
também atuam em processos de sinalizagao e recrutamento de outros agentes para
combater os organismos invasores, Boman correlacionou as caracteristicas
estruturais que favorecem um peptideo a exercer atividade antimicrobiana com os
feitos hormonais que essas moléculas podem apresentar (BOMAN, 2003).

Boman observou que as principais caracteristicas estruturais que estao
correlacionadas com a atividade antimicrobiana de um peptideo (carga liquida positiva
e anfipaticidade) sao caracteristicas de outros polipeptideos, como as histonas, que
se ligam a outras estruturas e desenvolvem outros efeitos, além de antimicrobianos.
Desse modo, ele definiu um indice que correlaciona a sequéncia da proteina com uma
potencial atividade hormonal que pode resultar em efeitos indesejados. Esse calculo
e feito definindo o potencial de ligagao a proteina do peptideo, com base na soma das
propriedades de solubilidade das cadeias laterais dos seus residuos de aminoacidos.
Foi observado peptideos que exercem acdo hormonal ou outros efeitos, além do
antimicrobiano, possuem indices mais altos (acima de 1,5 kcal/mol), ao passo que
peptideos com agéo apenas antimicrobiana possuem indices menores (abaixo de 1,5
kcal/mol) (BOMAN, 2003).

Com base nesse postulado, calculamos o indice de Boman para nossos

peptideos através da ferramenta Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor do
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servidor APD3, para estimar a possibilidade de eles exercerem exclusivamente

atividade antimicrobiana ou outras atividades em conjunto a essa.

Tabela 7: indice de Boman estimado para cada peptideo através do servidor APD3.

Peptideo Indice de Boman
P34PEP-184 -0,03 kcal/mol
P58PEP-51 1,35 kcal/mol
P42PEP-72 1,51 kcal/mol
P34PEP-677 -0,02 kcal/mol

P34PEP-1003 -0,22 kcal/mol

P54PEP-6 0,41 kcal/mol
P42PEP-75 1,63 kcal/mol
P42PEP-374 1,43 kcal/mol
P18PEP-343 0,08 kcal/mol

P34PEP-1169 0 kcal/mol

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Os indices estimados para os peptideos, no geral, também demonstraram ser
favoraveis para a sua aplicagao clinica, pois sdo consideravelmente baixos, indicando
um baixo potencial de ligag&o a proteina.

E importante ressaltar dois resultados obtidos nessa estimativa: os peptideos
oriundos da proteina 34 (citocromo P450 CYP76AD8) e os peptideos oriundos da
proteina 42 (maturase K). Os peptideos da P34 apresentaram valores bastante
favoraveis para sua aplicagdo, ao passo que os valores da P42 foram
consideravelmente desfavoraveis. Esses resultados reforcam o que foi observado
através das estimativas de meia-vida e indice de Instabilidade, que indicam os
peptideos de P34 como os mais promissores, enquanto os da P42 tendem a ser os
mais instaveis e promiscuos dentre os peptideos.

Entretanto, como dito anteriormente, ndo é adequado considerar esses
parametros como definitivos a respeito desses peptideos. Visto que os resultados de
P42 nao ultrapassam muito o valor limite estabelecido por Boman e que mesmo com
um potencial de ligagdo a proteina consideravel para esses peptideos, isso nao
significa que na pratica eles irdo se ligar a alguma delas ou que essa ligagao

necessariamente sera prejudicial.

5.4.3. Potencial de ligagcao a membrana e formacgao de a-hélice

A ligacdo do peptideo com a membrana do microrganismo-alvo é essencial
para que o mecanismo de lise celular possa ser desencadeado. Diversos fatores ja
apresentados aqui estdo diretamente relacionados com a interacdo entre o peptideo
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e a membrana-alvo. Para que a ligacdo do peptideo com essa membrana seja
favorecida geralmente ha a presenca de uma carga liquida positiva que auxilia a
molécula na interagdo com a superficie negativa da célula e a presenca de residuos
hidrofébicos que constituem a interface de interagcdo com a parte apolar da membrana.
O sinergismo dessas duas caracteristicas favorece o peptideo a interagir com o
microrganismo (SATURINO, 2013).

Grande parte dos peptideos que fazem esse tipo de interacdo assumem a
estrutura secundaria de a-hélice anfipatica, que permite o peptideo constituir poros
através da interacao dos residuos hidrofébicos com a membrana e a formagao de um
limen com os residuos polares (SATURINO, 2013).

Como as caracteristicas que tendenciam o peptideo a interagir com a
membrana e a formar a-hélice sdo semelhantes, esses dois eventos acabam se
correlacionando, de modo que, geralmente o peptideo assume sua estrutura de a-
hélice apds a interagdo com a membrana (SATURINO, 2013).

Considerando isso, o servidor APD3 fornece uma estimativa sobre o potencial
de ligagdo de membrana e formacao de a-hélice através da analise da sequéncia do
peptideo e a disposi¢do desses peptideos ao longo da sequéncia. E calculado uma
razao hidrofébica e, com base nos tipos de aminoacidos que compdem a sequéncia,
o servidor afirma se é possivel o peptideo interagir com a membrana alvo, formar a-
hélice e estima quantos peptideos constituirdo a face hidrofobica da estrutura
secundaria.

A tabela 8 apresenta as informacdes a respeito da razao hidrofobica de cada
peptideo, se o peptideo pode formar a-hélice e interagir com a membrana e a
estimativa de quantos residuos irdo compor a superficie hidrofébica para essa
interacdo. Também apresentamos abaixo uma representacédo grafica das a-hélices

que estima como acontecera a distribuicdo dos aminoacidos ao longo da estrutura.

Tabela 8: Resultados das analises de potencial de ligagdo a membrana e formagéo
de a-hélice pelo servidor APD3.

Capacidade de Residuos

Peptideos Razao hidrofdbica . hidrofébicos na
formar a-hélice
mesma face
P34PEP-184 50% Sim 5
P58PEP-51 44% Sim 5
P42PEP-72 50% Sim 5
P34PEP-677 53% Sim 5
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P34PEP-1003 56% Sim 8
P54PEP-6 56% Sim 8
P42PEP-75 50% Sim 4
P42PEP-374 47% Sim 5
P18PEP-343 41% Sim 6
P34PEP-1169 50% Sim 5

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Figura 3: representagbes Helical Wheel dos peptideos selecionados, geradas em
http://Ibgp.unb.br/NetWheels/.

13

P42PEP-72 P34PEP-677
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3 17
10

P18PEP-343 P34PEP-1169

Obs: residuos polares basicos representados em vermelho, polares acidos em azul,
polares sem carga em verde e apolares em amarelo.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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Os resultados gerados nessa etapa da analise sao bastante semelhantes.
Tanta a razdo hidrofobica, quanto a capacidade de interagir com a membrana e a
quantidade de residuos que fazem parte dessa interagcdo sao bastante préoximos. Isso
ja era esperado, considerando que toda a etapa de prospecgdo se baseou em
selecionar peptideos com as caracteristicas que favorecem esse tipo de interagao.
Por isso todos os peptideos sao classificados como tendo a capacidade de formar a-
hélice, afirmando uma eficacia na selecéo dos peptideos.

Adisposicao dos residuos ao longo da sequéncia € um dos fatores de influéncia
para esse tipo de interagdo em analise. O servidor estimou que a face apolar dos
peptideos, que interagird com as cadeias carbénicas dos fosfolipideos da membrana
do organismo, sera composta por 4 a 8 residuos hidrofébicos, porém a constituicao
dos peptideos conta com quantidades maiores de peptideos apolares. Isso demonstra
que a face hidrofébica de um peptideo nao é definida apenas pela quantidade de
residuos com essa caracteristica, mas também pela disposi¢cao espacial deles.

Esse evento é melhor compreendido ao observar as representagdes do
P34PEP-184 e P42PEP-75 (figura 2), onde os dois peptideos possuem 9 residuos
apolares, porém o primeiro € descrito como tendo 5 residuos em sua face apolar e o
segundo contara com 4. Isso porque no primeiro € visivel uma distribuicdo simétrica
entre os residuos polares e apolares, constituindo uma face hidrofébica e outra
hidrofilica bem definidas. Por outro lado, o segundo peptideo tem uma distribuigdo
desses residuos de maneira mais assimétrica, o que possivelmente resultara em
capacidades de interacdo com a membrana diferentes para esses dois peptideos.
Desse modo, quanto mais residuos apolares dispostos em uma mesma face, maior
sera a quantidade de pontos de interagao entre a membrana e o peptideo. Entretanto,
nao afirmamos aqui nenhum favorecimento na interagdo com a membrana e atividade
antimicrobiana de nenhum dos peptideos, visto que o servidor afirma potencial de
interagdo para todos e ndo conhecemos nenhuma correlagdo estabelecida entre a
quantidade de residuos da face apolar do peptideo com sua atividade antimicrobiana.
De modo que, mais residuos na mesma face podem ser um fator positivo, negativo ou
nulo. Podemos apenas esperar capacidades de interacdo diferentes para cada
peptideo, com base nessas informacgdes.
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5.4.4. Predicao de atividade antimicrobiana

A Ultima avaliacdo realizada com os peptideos foi a predicdo da atividade
antimicrobiana através do servidor CAMP. Esse € um banco de dados com mais de
24 mil sequéncias de peptideos antimicrobianos, tanto de origem natural quanto
sintética que fornece informagdes detalhadas sobre essas estruturas. CAMP esta em
constante atualizagdo e fornece algumas ferramentas uteis no desenvolvimento de
novos PAMs. Entre essas ferramentas esta o “AMP Prediction” que permite a calcular
a probabilidade de o peptideo possuir atividade antimicrobiana. Esse calculo utiliza as
informacdes disponiveis no banco de dados e através da analise de 64 caracteristicas
€ capaz de classificar um peptideo como antimicrobiano ou nao antimicrobiano
(GAWDE, et al. 2023).

Trés algoritmos diferentes podem ser utilizados para essa estimativa, Random
Forest (RF), Support Vector Machine (SVM) e Artificial Neural Network (ANN). Sendo
que todos os trés possuem uma precisao acima de 80% para esse tipo de previsao
(GAWDE, et al. 2023).

Tabela 9: Probabilidade de atividade antimicrobiana calculada por CAMP.

Peptideos RF SVM ANN
P34PEP-184 0,83 0,94 0,94
P58PEP-51 0,53 0,5 0,6

P42PEP-72 0,87 0,94 0,97
P34PEP-677 0,86 0,94 0,95
P34PEP-1003 0,94 0,92 0,94
P54PEP-6 0,86 0,91 0,96
P42PEP-75 0,85 0,96 0,97
P42PEP-374 0,84 0,9 0,96
P18PEP-343 0,65 0,77 0,77
P34PEP-1169 0,82 0,92 0,92

Valores acima de 0,5 s&o classificados como antimicrobianos e abaixo desse valor
como n&o antimicrobianos.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

De acordo com as estimativas do CAMP ha grande probabilidade de que os
peptideos oriundos dessa prospeccdo possuam atividade antimicrobiana. Com
excecao do P58PEP-51, todos os peptideos possuem uma probabilidade acima de
65% para essa atividade.

Com base nesses resultados e nos resultados gerados por todas as analises
realizadas no presente estudo € possivel classificar os nossos peptideos como

potenciais candidatos antimicrobianos.
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Saturino (2013), em sua dissertagéo, analisou peptideos derivados de C-GSF
humano para verificar o potencial antimicrobiano dessas moléculas. Foram analisadas
quatro sequéncias por meio de uma abordagem semelhante a do presente estudo,
utilizando as mesmas ferramentas, e, apds essa analise in silico, foi feita uma analise
in vivo. Essa segunda analise demonstrou que os resultados in silico foram capazes
de prever a real atividade dos peptideos in vivo. Isso aumenta a confiabilidade de
nossos resultados.

Numa visdo geral, todos os 10 peptideos se apresentam como potenciais PAMs
porém, & adequado esperar uma maior instabilidade dos peptideos oriundos de P42,
ao passo que os oriundos de P34 tendem a ser mais estaveis. Da mesma forma, o
peptideo de P18 e o de P54 nao apresentaram resultados tdo favoraveis para a
estimativa de meia-vida e o peptideo de P58 nao apresentou resultados tdo bons para
indice de Boman e indice de Instabilidade. De modo, que, dentre os peptideos
analisados, os de P34 apresentam os melhores resultados em todas as analises e
podem ser tidos como os melhores candidatos dentre os 10. Ainda assim, todos
figuram como bons peptideos.

Entretanto, apesar dos resultados favoraveis, sdo necessarias muitas outras
analises para de fato ser possivel classificar os peptideos como PAMs, devido as
limitacbes das analises realizadas e das diversas caracteristicas e propriedades dos
peptideos que ndao podem ser avaliadas nesse tipo de analise in silico e podem ser
determinantes na avaliacao final do carater dessas moléculas.

Sugere-se, desse modo, a continuidade do trabalho visando compreender
melhor tanto as caracteristicas pertencentes aos peptideos prospectados como a
atividade antimicrobiana de cada um deles, considerando a potencialidade do
desenvolvimento de um novo composto biofarmacoldgico partindo dos presentes

resultados.
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6. CONCLUSAO

Com isso é possivel concluir que apds a busca das sequéncias de proteinas
nos bancos de dados e a digestdo teorica delas por meio do Kamal as espécies
Cereus jamacaru e Opuntia ficus-indica sao potenciais fontes de PAMs.

As analises feitas para a filtragem dos peptideos permitiram selecionar os
melhores candidatos de um grupo de mais de 84 mil peptideos. Essas filtragens dos
resultados da digestao tedrica foram essenciais e definitivas na qualidade de nossos
resultados, pois todos os 10 peptideos selecionados nessa etapa demonstraram, apos
as analises in silico, ser potenciais PAMs.

Vale destacar ainda a possibilidade de haver diversos outros peptideos
antimicrobianos intragénicos oriundos tanto de Cereus jamacaru como de Opuntia
ficus-indica, considerando que n&o foi possivel analisar uma parte significativa do
conteudo proteico das duas espécies nesse trabalho devido ao volume reduzido de

sequéncias primarias nos bancos de dados utilizados.
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