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RESUMO

Infecgbes bacterianas graves compdem uma questdo de saude mundial e
inibidores de proteases de plantas apresentam a capacidade de inibir ou
regular proteases envolvidas na progressao de diversas doengas. O objetivo
deste trabalho foi utilizar métodos computacionais de maneira integrada para a
descoberta de peptideos antimicrobianos com potencial para uso clinico futuro,
a partir de inibidores de proteases de plantas. Para isto, duas abordagens
foram utilizadas: na primeira metodologia os peptideos foram gerados a partir
da hidrélise da sequéncia aminoacidica dos inibidores e na segunda através da
prospecc¢ao de fragmentos com potencial antimicrobiano com base em regides
conservadas. Para avaliacdo do potencial antimicrobiano foi utilizado a média
de escores das plataformas CAMPR4, AI4AMP e HydrAMP e com os
analisados promissores foram construidas bibliotecas de variantes utilizando a
plataforma Scramble para avaliar de maneira ampla o potencial desses
peptideos. Além disso, foram feitas caracterizacbes quanto aos parametros
fisico-quimicos com o auxilio de ferramentas como APD3, Heliquest, Expasy;
foram analisados paradmetros biolégicos como potencial antigénico, hemolitico,
toxico, capacidade de inibicdo de biofilme, antioxidante e susceptibilidade
enzimatica dos peptideos por meio de plataformas como AnOxPP, HemoPI2.0,
ToxinPred3; ja nos parametros farmacocinéticos foi avaliado a absorgao pelo
intestino humano e o metabolismo pelas isoformas da enzima CYP450 através
da plataforma ADMETSar; caracteristicas estruturais também foram avaliados
por meio do Pepfold3.5.Como resultado, foi obtido um total de 17 (7,32%)
peptideos e 24 (40%) variantes com potencial antimicrobiano na primeira
abordagem; ja na segunda os resultados encontrados foram de 6 (100%) e 17
(85%) analisados com potencial antimicrobiano, respectivo aos peptideos e
suas variantes; todos esses 64 peptideos foram caracterizados segundo os
parametros ja citados Espera-se oferecer informag¢des importantes para o uso
de peptideos advindos de inibidores de proteases vegetais como possiveis

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

Palavras-chave: inibidores de proteases; peptideos antimicrobianos;

resisténcia microbiana; peptideos terapéuticos.



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 INTRODUGAO
1.1. Resisténcia antimicrobiana como um desafio global

O termo antibidtico se refere a uma classe de substancias que
influenciam processos bioquimicos cruciais de organismos microbianos, como
o crescimento e a divisdo celular, podendo até levar a morte da célula em
alguns casos (Brown e Wright, 2016). A introdugdo em larga escala da
penicilina, um metabdlito de origem fungica, na primeira metade do século XX,
marcou um ponto de virada na histéria médica, estabelecendo o medicamento
como a primeira solugao eficaz para o combate de infecgdes bacterianas. Esse
avanco catalisou o desenvolvimento de novas pesquisas para a criacao de
antibidticos, especialmente a medida que novas bactérias eram identificadas,
visando reduzir as altas taxas de mortalidade associadas a essas infeccdes
(Vincent e Ramirez, 2024).

A fase moderna da medicina trouxe a tona a resisténcia crescente a
antibidticos, com o surgimento de cepas multirresistentes que sao resistentes a
pelo menos trés classes de antibidticos e sdo responsaveis pelas infecgdes
mais dificeis de tratar (Nwobodo et al, 2022). A Organizagdao Mundial da Saude
(OMS) identificou um grupo critico de patdégenos que necessitam urgentemente
de novas estratégias de combate, conhecidos pelo acronimo ESKAPE:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.
(Mulani et al, 2019).

Nos ultimos anos, a pandemia de COVID-19 teve um impacto
significativo nesse setor, levando ao aumento do uso e, consequentemente, a
busca por antibidticos. A introdugcdo de medicamentos especificos contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Enterococcus resistente a
vancomicina (do inglés, MRSA e VRE), a crescente carga de doencas
infecciosas, o envelhecimento da populacdo e a demanda por antibidticos
novos e eficazes tém impulsionado o mercado, que deve alcangar US$ 65,22
bilndes até 2029, partindo de US$ 53,43 bilhdes em 2024. Contudo, a
resisténcia aos antibidticos e a diminuigdo no numero de empresas dedicadas
a 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 resisténcia microbiana e
sua complexidade, é possivel dizer que do ponto de vista mecanistico, os
antibidticos podem ser classificados como: inibidores da sintese da parede
celular; inibidores da fungao ribossomal (sintese proteica); inibidores da sintese
de acidos nucleicos (DNA e RNA); inibidores do metabolismo do acido félico;
inibidores da integridade da membrana celular (Upmanyu e Malviya, 2020). A
resisténcia a esses compostos € uma das principais causas de falhas no
tratamento de doengas infecciosas e ocorre por meio da expressao de genes
que desencadeiam mecanismos de defesa contra os medicamentos. A
resisténcia pode ser intrinseca, onde uma bactéria ja possui mecanismos
naturais de protecdo, ou adquirida, resultante de mutagbes genéticas ou da
aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias por bacteriéfagos ou
transformacao (Reygaert, 2018).

Ainda no que tange a resisténcia, a maneira mais comum de ser
estabelecida é por meio da transferéncia horizontal de genes (Thomas e
Neilsen, 2005). A fase inicial desse processo diz respeito a absorgcdo de DNA
exdogeno pela membrana bacteriana, podendo ocorrer de varias maneiras,
dentre elas, as mais comuns sao a transformagao, conjugacgéao e transdugdo. A
transformacao é definida pela absor¢cdo de DNA do ambiente; a conjugacao
frequentemente transfere plasmideos e outros elementos conjugativos por
contato direto através de um pilus conjugativo; a transdugdo depende da
transferéncia de DNA permeada por um fago, que pode se replicar e se
reembalar em novas particulas ou se integrar ao cromossomo do hospedeiro

(Figura 1) (Arnold, Huang e Hanage, 2021).
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Figura 1. Visdo geral dos mecanismos de captacéo e integragdo de DNA por
bactérias nos processos de aquisicdo de resisténcia. GTAs - agentes de
transferéncia de genes semelhantes a fagos; RecA - recombinase que atua no
reparo recombinacional do DNA em bactérias; ICEs - elementos conjugativos
integrativos.
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Fonte: Traduzido de Arnold, Huang e Hanage, 2021.

As pressdes ambientais seletivas também forcam as bactérias a se
adaptarem, alterando seu estado de crescimento e isso pode refletir na
formacédo de biofilmes, que sdo encontrados em quase 90% das bactérias
patogénicas para humanos (Shinde et al, 2021). O biofilme é uma agregacgao
tridimensional e multicelular de bactérias, aderida a superficies e incorporada
em uma matriz extracelular (MEC). Essa formagcao é uma estratégia fisiolégica
e regulatéria das bactérias, pois oferece resisténcia a tratamentos
antimicrobianos e ao sistema imunoldgico do hospedeiro. Estima-se que 65% a
80% das infeccbes microbianas e crbnicas, respectivamente, estejam
associadas a biofilmes bacterianos (Romling et al, 2014). Além disso, infeccoes
bacterianas recorrentes sado frequentemente causadas pela persisténcia dos
biofilmes, sendo que atualmente os organismos do grupo ESKAPE sdo os

principais responsaveis por infecgdes cronicas associadas a biofilmes
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multirresistentes e o tratamento dessas infecgbes esta se tornando cada vez
mais desafiador, representando, assim, um risco significativo para a saude
humana (Patil et al, 2021).

A tolerancia, por outro lado, € a habilidade dos microrganismos de
suportar ou sobreviver a antibiéticos em concentragdes acima da inibitoria por
um determinado periodo. Esse mecanismo adaptativo envolve uma mudanca
temporaria no comportamento celular, onde as células passam de um estado
ativo para um estado dormente ou inativo. Durante o estado de tolerancia,
ocorrem alteragdes significativas na producdo de energia e em diversas
funcdes celulares, sendo visiveis em condi¢des inadequadas de crescimento,
baixa concentragdo de antibidticos ou em uma situagao de estresse (Wilmaerts
et al, 2019). O sequestro de antibiéticos na matriz extracelular, sem atingir o
alvo, pode também desencadear a tolerancia resultando na dorméncia ou
auséncia de crescimento das células bacterianas. A persisténcia é uma forma
de tolerancia: as células persistentes sdo capazes de sobreviver a acao dos
antibiéticos, mas podem ser eliminadas com exposigao prolongada (Hall e Mah,
2017). Essas células podem surgir de forma induzida, em resposta ao estresse
ou condigdes ambientais ou de maneira espontdnea devido a processos
estocasticos, sendo também conhecida como hetero tolerancia. A resisténcia
mediada por biofiime representa uma forma complexa de resisténcia, que
envolve os mecanismos de resisténcia a antibidticos e os de tolerancia. Além
disso, fatores como as cepas e espécies bacterianas, 0s agentes
antimicrobianos, o estado de desenvolvimento e condi¢cbes de crescimento do
biofilme influenciam grandemente o processo (Arzanlou et al, 2017).

Os mecanismos de resisténcia podem ser classificados de acordo com
a forma como inativam os antibiéticos: primeiro, pela producédo de enzimas que
degradam ou modificam o medicamento, como as beta lactamases que
inativam penicilinas em Staphylococcus aureus e Escherichia coli; segundo,
pela reducdo da permeabilidade da membrana externa, exemplificado pela
perda da porina D2 em Pseudomonas aeruginosa resistente ao antibiotico
imipeném; terceiro, pelo aumento da atividade de sistemas de efluxo que
removem o antibiético da célula, como observado em S. aureus resistente a
tetraciclinas; quarto, pela alteracéo do sitio de ligagao do antibiético, como na

menor afinidade da penicilina em MRSA e Streptococcus pneumoniae; e
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quinto, pelo desvio da inibigao antibidtica e superproducao do alvo do farmaco,
como em bactérias expostas ao sulfametoxazol/trimetoprima (Kapoor, Saigal e
Elongavan, 2017; Saikia e Chetia, 2024). A mortalidade associada a infecgbes
causadas por cepas resistentes pode ser pelo menos duas vezes maior do que
aquela causada por cepas sensiveis, evidenciando a importancia de uma
escolha acertada do tratamento (Daneman et al, 2023). O desenvolvimento de
alternativas com menos efeitos adversos e a implementacdo de medidas para
conter a dispersao dessas bactérias resistentes s&o cruciais, envolvendo desde
a pesquisa e desenvolvimento de drogas até politicas de saude publica.

Para combater a resisténcia antimicrobiana, os cientistas estédo
explorando diversas abordagens, como a combinagcdo e administracéo
direcionada de antibidticos (Wang et al., 2022), o uso de nanoparticulas
(Makabenta et al., 2021), fagos (Hatfull et al.,, 2022) , sensibilizadores
antimicrobianos (LI et al., 2023) e peptideos antimicrobianos (Liu et al., 2021).
Cada uma destas estratégias tem vantagens e desafios, mas em conjunto
representam esforgcos continuos para desenvolver solugdes eficazes para

acompanhar as mudancgas evolutivas nestes organismos resistentes.

1.2 Peptideos antimicrobianos
1.2.1. Atividade antimicrobiana

Dentro do universo das moléculas bioativas, o0s peptideos
antimicrobianos atuam na linha de defesa dos organismos com atividades
antimicrobianas e imunomoduladoras, tanto contra bactérias infecciosas Gram
positivas e Gram negativas, como fungos, virus, entre outros. Frente a
problematica do uso indiscriminado e diminuigdo da eficacia dos medicamentos
antibidticos, os AMPs (do inglés, Antimicrobial Peptides) surgem como uma
alternativa terapéutica e ja conta com mais de 60 drogas peptidicas que
chegaram ao mercado e varias centenas de novos peptideos terapéuticos
estdo em desenvolvimento pré-clinico e clinico (Ventura e Neto, 2023).
Diferentemente dos seres humanos, eucariotos como plantas e invertebrados
nao possuem imunidade adaptativa/adquirida (resposta imune gerada pela
exposicao aos patdgenos). Por isso, os peptideos antimicrobianos tém um
papel fundamental na  defesa dessas espécies, compondo o sistema

imunolégico inato desses organismos (Borzi, 2016; Nozaki e 1zumi, 2023).
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Podem ser classificados de varias maneiras quanto a sua fonte,
atividade ou espécie aminoacidica mais abundante como mostrado (Figura 2).
Dentre estas a mais comum é a classificagcdo quanto a atividade, sendo ela
dividida em: peptideos antibacterianos (ABPs, do inglés 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); peptideos antifungicos (AFPs, do inglés antifungal
peptides) que possuem efeito inibitdrio contra fungos mais resistentes a drogas
terapéuticas e atuam em patdogenos como Aspergillus, Candida albicans e
Aspergillus flavus (Decker et al, 2022); peptideos antivirais (AVPs, do inglés
antiviral peptides) que inibem a ligagao do virus e sua fusdo com a membrana
da célula, ou mesmo o envelope nuclear viral e inibindo o processo de
replicacédo (Urmi et al, 2023); peptideos antiparasitarios que podem matar ou
inibir organismos parasitas responsaveis por doengcas como malaria e
leishmaniose (Talapko et al, 2022); peptideos anticancerigenos (ACPs, do
inglés anticarcinogenic peptides) que sao importantes para o desenvolvimento
de novas drogas anticancer, com efeito oncolitico que ocorre por meio de

mecanismo membranoliticos ou ndo-membranoliticos (Zhang e Yang, 2022).

Figura 2 - Classificacdo dos peptideos antimicrobianos quanto a fonte,
atividade, estrutura e espécie aminoacidica mais abundante.
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Fonte: Traduzido de - HUAN et al (2000, p. 3)

Ja no que diz respeito a questdo estrutural, podemos dividi-los em
quatro familias: AMPs alfa-helicoidais nos quais mudangas conformacionais
ocorrem depois de interagir com a membrana alvo e separa os residuos
hidrofilicos dos hidrofébicos, portanto o peptideo assume uma conformacéao
anfipatica necessaria para seu direcionamento na membrana celular
(Marimuthu et al, 2020); AMPs folha-beta compostos por duas fitas beta com
estruturas lineares adotando uma conformacgao similar a um grampo beta, sua
atividade costuma estar ligada aos residuos catidnicos e cadeias laterais
hidrofébicas expostas das folhas betas antiparalelas, além disso muitos
desses peptideos contém residuos de cisteina conservados responsaveis por
estabelecer pontes dissulfeto que influenciam na sua fungao; ha também os
AMPs alfa-beta, compostos por ambas as estruturas, e interagem com
membranas especializadas como membranas mitocondriais ou fungicas;
também existem os peptideos estendidos ou de alga, que n&do apresentam
estruturas alfa-hélice e nem folha-beta, ganhando destaque por serem ricos em

aminoacidos como triptofano, glicina e prolina (Akhila et al, 2022).
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A relacdo entre estrutura e funcao dos peptideos ja é relatada e
discutida em varios estudos, inferindo que a modificagdo de parametros como
carga, hidrofobicidade, conformagao, angulo polar e outros séo determinantes
para a poténcia e a amplitude da atividade microbiana. Nesse sentido, para o
trabalho com design de peptideos esses parametros estruturais sao
fundamentais para o éxito do trabalho, por mais que todos os aspectos dessa
relagdo ainda ndo sejam completamente compreendidos (Ahmed e Hammami,
2019).

De acordo com o mecanismo de acao dos AMPs, tem como base a
interacao desses peptideos com a membrana celular e sua capacidade de
formar poros, podendo ser divididos nas seguintes classes mais comuns:
modelo barril, onde peptideos anfipaticos se agregam e orientam de forma que
o lado catidnico fique virado para os grupos fosfatos que existem na superficie
da bicamada lipidica, ao atingir a concentragdo ideal essas moléculas se
inserem na membrana com as regides hidrofébicas em contato com a regiao
apolar da membrana e as hidrofilicas expostas formando os poros; ha também
o modelo de poro toroidal, o peptideo anfipatico interage eletrostaticamente
com a membrana fosfolipidica e se liga paralelamente a ela, separando as
cabecas polares dos fosfolipidios e induzindo a dobradura para a formagao dos
poros toroidais, nesse poro os peptideos e as cabegas polares dos lipideos se
alinham ao nucleo aquoso; modelo carpete, onde os peptideos sao alinhados
paralelamente a bicamada lipidica mantendo contato com a parte da ‘cabeca’
dos lipideos formando um tapete sobre a membrana, dependendo da
concentracdo dessas moléculas, elas podem interromper a bicamada de uma
forma similar a detergentes formando micelas ou formar furos transientes onde
outros peptideos podem também atravessar. (Kumar et al. 2018; Irazazabal,
2016). Os AMPs podem contar com diferentes mecanismos de agdo, até
mesmo uma combinagdo de mais de uma estratégia para o combate de um
patdégeno, sendo um somatério das caracteristicas proprias do peptideo e a

composi¢ado membranar do patdégeno alvo.

1.2.2 Vantagens e limitagées do uso de AMPs
Peptideos antimicrobianos naturais sao relativamente seguros, sua

natureza quimica como moléculas biologicamente ativas enddgenas permite
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que sejam degradados por proteases do sistema digestivo humano. Em
comparagdo com os antibidticos tradicionais (Tabela 1), que tém baixa
degradabilidade, os peptideos antimicrobianos se degradam mais facilmente no
ambiente e ndo causam problemas secundarios como polui¢do, resisténcia
bacteriana ou disturbios ecoldgicos (Greber et al, 2020). Além disso, a sintese
e secrecao desses peptideos ocorrem em resposta a sinais ambientais,
possibilitando seu uso como marcadores para a mediagdo imunoldgica e
aumento da imunidade do corpo. Por exemplo, as células epiteliais intestinais
humanas, que atuam como uma barreira contra microrganismos, secretam
diversos peptideos antimicrobianos direcionados as bactérias patogénicas
intestinais, prevenindo a superestimulacdo das células imunolégicas no
intestino e reduzindo o risco de inflamacao.

Peptideos antimicrobianos naturais sdo menos propensos a resisténcia
microbiana, enquanto os antibidticos atuam em locais especificos dentro e fora
da membrana celular bacteriana para exercer seu efeito, a resisténcia
bacteriana pode se desenvolver quando ha alteragdes nesses locais-alvo. Em
comparagao com os antibidticos, os peptideos antimicrobianos apresentam
vantagens, eles atuam em componentes estruturalmente conservados das
membranas celulares e induzem alteragdes nessas membranas. Essas
mudancgas exigem mutagdes prolongadas para uma recuperagao completa da
estrutura da membrana, o que reduz significativamente a probabilidade de

desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Li et al, 2023; Ji et al, 2024).
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Tabela 1 - Comparacdo de caracteristicas de peptideos antimicrobianos e
antibiéticos de modo geral.

Caracteristicas Peptideos antimicrobianos

Antibiéticos

Esséncia
quimica

Método de
geracao

Mecanismo de
acao

Imunomedulaca
o

Velocidade de
acao

Espectro
antibacteriano
Biodegradacao

Poluicdo do
meio ambiente

Toxicidade

Peptideos e complexos de peptideos

Genes codificam produtos
relacionados & imunidade inata
sintetizados nos ribossomos sdo
pequenas protelnas peptidicas com
algum valor nutricional

Combinando a agéo fisica de anions
e cations para atuar nas membranas
celulares ou nos alvos, os modos de
acao multiplos tém, portanto, menos
probabilidade de produzir resisténcia
a antibidticos

Envolvimento na regulacdo

imunolégica do corpo e aumento da
imunidade do corpo

Agao rapida

O amplo espectro de inibigdo
bacteriana & eficaz contra bactérias,
fungos, patégenos e parasitas

Completamente decomponivel

Sem poluicéo

Desconhecida

Constituldo principalmente por
hidrocarbonetos aromaticos e
seus derivados

Sintese mediada por enzimas
de metabdlitos secundarios

Bactérias podem faciimente se
tornar resistentes a antibidticos
por meio de mutacgdo, ligando-
se a receptores especificos na
membrana celular bacteriana
ou intracelular, com receptores
de um tipo limitado

Uso prolongado prejudica os
orgdos vitais, como o figado e
0 coragéo, e destrdi o sistema
imunolégico do corpo

Agao lenta

Inibicdo apenas de bactérias

Incapaz de se decompor
completamente

Danos ao ambiente ecolégioo

Conhecida

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

Peptideos antimicrobianos podem agir bioativamente n&o apenas por

meio de interagdes com membranas celulares, mas também por meio de
efeitos no metabolismo celular e interacdo com substancias intracelulares. Agir
por meio de multiplos mecanismos ndo apenas os torna mais eficientes em
termos de atividade antimicrobiana, mas também reduz a probabilidade de o
microrganismo desenvolver um mecanismo de defesa. Ao contrario dos
antibioticos, que podem prejudicar o sistema imunoldgico, os peptideos
antimicrobianos podem fortalecer os mecanismos naturais de imunomodulagao
no corpo (Trinidad-Calderén et al, 2021).

Em relacdo as desvantagens, os estudos na literatura relatam o

fendbmeno da resisténcia microbiana aos AMPs. Embora esses peptideos néo
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apresentem resisténcia notavel devido a sua interacdo com regides
conservadoras das membranas celulares, mutagbes genéticas por alguns
peptideos antimicrobianos em alvos em superficies de células especificas
podem facilitar que bactérias se tornem resistentes. Mecanismos de resisténcia
contra peptideos antimicrobianos podem ser agrupados em tolerancia
intrinseca ou tolerdncia induzivel. Mecanismos induziveis implicam o
desenvolvimento de resisténcia por aquelas bactérias que eram previamente
sensiveis ao agente antimicrobiano. Tal processo evolutivo pode resultar de
mutagdes geneéticas, aquisigcdo de genes resistentes ou mutagdes espontaneas
que dao origem a resisténcia. A resisténcia também pode ser desenvolvida por
meio de diversos mecanismos, incluindo hidrélise de peptideos por proteases,
modificagdo em alvos de acdo de peptideos e agdo com bombas de efluxo.
Outros entraves se dao por meio do alto custo de produgao, atividade instavel,
sensibilidade a proteases e pH extremo e dados de seguranga toxicologica

incompletos (Bucaturu e Ciobanasu, 2024).

1.2.3 Fatores potencializadores da atividade antimicrobiana e
consideragées para aplicagao clinica de AMPs

Como ja foi dito anteriormente, a relagéo entre estrutura e fungdo dos
peptideos € estreita e continua sendo um foco relevante do estudo cientifico.
Aminoacidos como triptofano, tirosina, metionina, histidina e cisteina tém sido
associados tanto a atividade antimicrobiana quanto a capacidade antioxidante
dessas moléculas. A atividade antioxidante, por sua vez, esta relacionada a
habilidade dos peptideos em neutralizar radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (ROS). Com isso, peptideos com agao 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 sinalizacdo ou defesa, potencializando assim seu efeito antimicrobiano.Ha
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 eficacia antimicrobiana, dependendo do
modo de agdo do organismo-alvo (Lopez-Garcia et al., 2022; Mardani et al.,
2023).
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Ja a susceptibilidade a proteases € uma diretriz importante de se
analisar quando o objeto de estudo s&o peptideos antimicrobianos ja que
muitos deles s&o alvos dessas enzimas, seja no organismo-hospedeiro ou alvo
(Shao et al, 2019). Quanto maior a susceptibilidade do peptideo as enzimas,
menor sera a estabilidade, o que leva ao comprometimento da atividade
antimicrobiana. Por isso, se faz necessario a analise in silico da previsao dos
sitios de clivagem por peptidases (como tripsina e quimiotripsina) para que as
devidas modificagbes possam ser feitas se desejado, seja pela substituicdo de
aminoacidos chave, ciclagem para proteg¢ao de regides vulneraveis ou mesmo
uso de D-aminoacidos para bloquear o reconhecimento por proteases (Starr e
Wimley, 2017).

Peptideos antimicrobianos podem ser clivados especificamente por
varias enzimas. Entre as proteases enddégenas mais frequentemente
encontradas no trato gastrointestinal podemos citar algumas como a pepsina
que atua no estbmago e é ativada em meio acido (pH proximo a 2) e cliva
ligacbes peptidicas préximas a aminoacidos aromaticos como fenilalanina,
triptofano e tirosina; a tripsina que cliva as proteinas nas ligagdes apos lisina e
arginina (aminoacidos basicos); a quimiotripsina que é responsavel por clivar
ligacbes apds aminoacidos aromaticos, semelhante a pepsina, mas atua no
intestino (Glibowicka, He e Deber, 2022). Por exemplo, a tripsina pode clivar
peptideos nos residuos de cations (arginina e lisina) na posi¢ao P1 com maior
frequéncia para arginina. No entanto, a clivagem especifica da tripsina é
geralmente bloqueada quando a prolina é encontrada na posicdo P1'. A
quimotripsina pode clivar em triptofano, tirosina e fenilalanina na posicao P1
(alta especificidade) e, em menor extensao, em leucina, metionina e histidina
na posicao P1 (Keil et al, 1992). Entre as proteases enddgenas mais
frequentemente encontradas no trato gastrointestinal podemos citar algumas
como a pepsina que é ativada em meio acido (pH préximo a 2) e cliva ligagdes
peptidicas proximas a aminoacidos aromaticos como fenilalanina, triptofano e
tirosina (Moncla et al, 2011; Lai et al, 2022).

Ainda sobre os cuidados com a administragdo do peptideo no
organismo humano e os fatores que impactam essa questdo, podemos falar
sobre os parametros de Absorcdo, Digestdo, Metabolismo, Excregcéo e

Toxicidade (ADMET). O sistema enzimatico da superfamilia do citocromo P450
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(CYP450) é responsavel pelo metabolismo de mais de dois tercos dos
farmacos atuando principalmente na primeira fase do metabolismo onde
ocorrem reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrolise (Gleeson M. P., 2008). E
importante analisar a relagdo dos peptideos com essas enzimas atuando tanto
como substratos quanto como inibidores: no primeiro caso, ao serem
metabolizados por CYPs os peptideos podem apresentar redugao de meia-vida
plasmatica, geracao de metabdlitos toxicos e diminuigdo da biodisponibilidade;
ja no segundo caso, os AMPs podem ser inibidos por competi¢ao direta e levar
a alteracbes da conformacdo enzimatica, levando a interacbes
medicamentosas e efeitos ndo desejados (Zhai et al, 2023; Nirogi et al, 2020).

Outro ponto crucial a ser analisado no que diz respeito a administracao
de farmacos e peptideos € a capacidade ou ndo dessas moléculas serem
absorvidas pelo intestino humano. Caracteristicas como alto peso molecular e
carga positiva e baixa lipofilicidade comprometem a difusdo passiva pelo
epitélio intestinal e em casos que o AMP precisa chegar na circulagao
sistémica a baixa absor¢do induz a busca por outras vias de administragao; ja
quando o alvo da droga se localiza no sistema gastrointestinal a baixa
absorgdo pode ser vantajosa pois mantém o peptideo ativo no lumen
(Zadorozhnii, Kiselev e Kharchenko, 2022).

1.3 Peptideos de proteinas vegetais
1.3.1. Inibidores de proteases vegetais

Os inibidores de protease (IPs) s&o proteinas ou peptideos que se
ligam a enzimas proteoliticas, modificando seu sitio ativo para bloquea-lo ou
altera-lo drasticamente, bloqueando assim atividades cataliticas excessivas e
descontroladas (Cotabarren et al, 2020). E de acordo com a classificagao das
enzimas, os inibidores podem ser classificados com base na especificidade e
mecanismo de inibicdo como: inibidores de serina, cisteina, aspartico, metalo e
treonina-protease (Zhao e Ee, 2018). As interagdes proteina-proteina
representam uma das funcgdes tipicas encontradas em todos os processos
celulares, ao habilitar e regular fungdes proteicas individuais. O uso de
peptideos baseados em inibidores de proteina pode trazer beneficios
substanciais devido a sua maior afinidade, estabilidade e penetragao celular

(Lucero et al, 2023). Os peptideos tém maior funcionalidade do que moléculas
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pequenas em termos de bloqueio direto e seletivo da interagao
proteina-proteina porque tém pesos moleculares maiores (Maemoto et al,
2023).

As serino proteases sao os inibidores mais abundantes na natureza e
imitam a distribuicdo mais natural de qualquer familia de inibidores. A maioria
delas tem baixo peso molecular; estdo principalmente na faixa de 3 a 25 kDa e
inibem a atividade enzimatica da tripsina e da quimiotripsina. Elas s&o
classificadas com base na especificidade do substrato, como o tipo de residuo
no inibidor de protease, da seguinte forma; semelhante a tripsina (residuo de
aminoacido carregado positivamente), elastase (pequeno residuo de
aminoacido hidrofébico) e quimiotripsina (grande residuo hidrofébico) (Mishra,
Reddy e Prasad, 2020). As funcdes dos IPs de serina, em geral, sdo regular as
atividades proteoliticas excessivas por suas respectivas serino proteases. Os
IPs inibem as proteases exogenas liberadas pelos microrganismos patogénicos
para abrir caminho através da parede celular do hospedeiro para invasdo em
novos tecidos (Oliveira et al, 2020).

As plantas sdo uma fonte importante de inibidores de protease € ja sédo
conhecidas mais de 12 familias. As mais estudadas sdo as duas principais
familias de inibidores, a familia de inibidores de tripsina do tipo Kunitz e a
familia de inibidores do tipo Bowman-Birk (Cid-Gallegos et al, 2020). A primeira
dessas familias 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, tém 181 aminoacidos
de comprimento, compostas de cadeias peptidicas com pesos moleculares na
faixa de 18 a 22 kDa e sédo encontradas em sementes de leguminosas das
familias taxondémicas Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae, que
suprimem as proteases de serina, cisteina e acido aspartico (Oliva et al., 2010).
Ja a segunda familia contou com os esforcos de dois pesquisadores que
nomeiam esse grupo gracgas a descoberta e caracterizagdo dessas moléculas,
que contam com um peso molecular de 6 a 9 kDa e sdo formados por 60-80
residuos de aminoacidos e possui dois dominios inibitérios sendo capaz de
interagir com duas proteases ao mesmo tempo. Além disso, podem criar
complexos estequiomeétricos com enzimas digestivas, por exemplo, tripsina,

quimotripsina, elastase, catepsina G e duodenase, e sao 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 peptideos

Proteases sado alvos importantes para medicamentos com uma ampla
gama de aplicagdes clinicas. As serino-proteases, por exemplo, estdo entre os
dez principais alvos de todas as proteinas quando se diz respeito a acao de
drogas. Nesse contexto, existem varios desafios relacionados a capacidade
intrinseca de uso dessa classe de enzimas em medicamentos. Um deles é a
especificidade limitada do ligante dos medicamentos as proteases existentes,
assim como, a limitagdo de moléculas pequenas como pequena area de
superficie e numero baixo de locais de contato. Dessa forma, os peptideos
ganharam grande interesse porque combinam algumas das vantagens das
moléculas pequenas dos medicamentos tradicionais, por exemplo, restricdo
conformacional, com as de produtos bioldégicos maiores, como a especificidade
do alvo (Cid-Gallegos et al, 2022).

A seletividade naturalmente alta de alvo dos medicamentos derivados
de peptideos foi bem relatada na literatura por meio de alguns peptideos
aprovados e/ou medicamentos derivados de inibidores de proteinas que séo
peptidomiméticos. Como, por exemplo, captopril e enalapril (inibidores da
enzima conversora de angiotensina), bivalirudina (inibidor de trombina) e
carfilzomibe (inibidor de proteases da superfamilia da quimiotripsina no
proteassoma 20S) (Lau; Dunn, 2017). Os inibidores de proteases vegetais
podem fornecer estruturas funcionalizadas, que englobam as principais
caracteristicas para o desenvolvimento de peptideos terapéuticos (estabilidade,
entrega e especificidade) e também apresentam alta estabilidade em relagdo a
protedlise, calor e acidez, apresentando vantagens no que diz respeito aos
peptideos lineares. Além disso, as terapias de peptideos s&o consideradas
“seguras”, por serem metabolizadas e degradadas em aminoacidos nao-téxicos
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 caracteristica de estabilidade
fisico-quimica dos inibidores de proteases vegetais isso se expressa na forma
de um noé de cistina ou vinco de Knottin (um motivo estrutural de proteina
contendo trés pontes dissulfeto compartilhado por varios peptideos extraidos
de plantas, animais e fungos) que exibe estruturas compactas e estaveis
unidas por numerosas pontes dissulfeto em relacdo ao numero total de
aminoacidos constituintes, presente na maioria dessa classe de enzimas. Essa
caracteristica aliada a ampla gama de atividades bioldgicas relacionadas a
inibidores de proteases de plantas aumenta o interesse da comunidade
cientifica em aprimorar os conhecimentos nessa area. O numero de
publicagdes cientificas que relatam IPs vegetais com atividade antimicrobiana
aumenta constantemente e a descoberta de moléculas naturais estaveis com
atividade antimicrobiana é vantajosa para a ciéncia em geral, mas também
porque a combinacdo dessas caracteristicas € de particular interesse para a
industria farmacéutica (Cotabarren et al, 2020; Paul e Bhattacharjee, 2024).
Varios tipos de inibidores de proteases vegetais seletivos e especificos foram
purificados, caracterizados e avaliados quanto a sua atividade biologica e
estabilidade. Demonstrando assim que essas moléculas podem ser inibidores
potentes do crescimento de bactérias, fungos e até mesmo certos virus, assim
sendo, excelentes candidatas no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos para aplicagdes clinicas (Bonturi et al, 2022; Leonardo-Sousa
et al, 2022).

1.4. Abordagens in silico na analise de peptideos
1.4.1 Bioinformatica e a descoberta de novos farmacos

O campo da bioinformatica tem sido de fundamental importancia para a
identificacdo e construgdo de AMPs, levando ao desenvolvimento de farmacos
a partir desses peptideos identificados e caracterizados. A triagem
computacional permite que esses potenciais medicamentos sejam encontrados
tanto a partir de colegcdes de compostos reais, como de coleg¢des virtuais, de
uma forma mais rapida um numero grande de sequéncias, transformando o
processo de selegdo mais simples (Irazazabal, 2016).

No processo padrdo para a obtencdo de novos medicamentos, sao

feitos testes diretos utilizando compostos naturais ou de origem sintética em
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ensaios biolégicos de bancada, seja testes em células ou modelos animais. Os
primeiros passos de obtencdo, purificacdo e sintese dessas moléculas
demandam uma grande quantidade de material biolégico, sendo também
demorado e dispendioso. Frente a essa problematica, o desenho in silico
desses compostos entra como uma alternativa promissora que promete facilitar
essa etapa de determinacdo da molécula alvo ideal e diminuir o0 6nus para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Métodos de predigdo sdo empregados para identificar novas
sequéncias com caracteristicas de peptideos antimicrobianos (AMP), prever o
modo de acdo ou o alvo de um AMP conhecido, ou sugerir uma provavel
estrutura tridimensional (3D) na auséncia de dados conformacionais
experimentais. Esses procedimentos realizam essa tarefa ao analisarem bases
de dados de AMPs ja existentes e confrontar esses dados com sequéncias em
potencial, ja as informagdes estruturais podem ser adquiridas por meio da
comparagao com motivos conhecidos por sua atividade como AMPs. A
disponibilidade de extensas quantidades de dados possibilita aos cientistas
desenvolverem modelos complexos que revelam padrées e principios
fundamentais que podem nao ser perceptiveis a olho nu. Esses sistemas
passam por treinamento em milhares de AMPs reconhecidos para deduzir
relagcbes e conexdes entre sequéncias e caracteristicas, possibilitando aos
usuarios inserir uma sequéncia hipotética e obter a estimativa da probabilidade
de essa sequéncia apresentar atividade antimicrobiana. Diferentes preditores,
como CAMPR4, AI4AMP e HydrAMP, apresentam desempenhos variados em
diferentes conjuntos de dados, o que exige discernimento na sua aplicagao e
alguns sao descritos na Tabela 3.

Tabela 2 - Plataformas de predi¢ao de peptideos antimicrobianos.
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Preditor Conjuntos de dados de treinament: Numero de AMPs/nao AMPs Algoritmo* Recursos Modo de gerar conjunto de dados negativos

25 proteinas random coil ndo AMPs validadas
experimentalmente, ndo secretadas e
aleatorias do banco de dados UniProt e
geracdo de peptideos aleatérios

PC6 Deep Propriedades fisico-quimicas de  Dados UniProt pré-processados e geragao de
learning AMPs peptideos aleatdrios

Composicao baseada em

sequéncia, informagdes
HydrAMP dbAMP, AMP Scanner, DRAMP 11.131/ 11.131 GNN estruturais previstas e Dados UniProt pré-processados
propriedades fisico-quimicas de
AMPs

RF (melhor Composicao baseada em
CAMPR4 InverPep, YADAMP, LAMP, C-PamP  24.243/ 24.243 precisao), sequéncia e propriedades
SVM, ANN fisico-quimicas de AMPs

Al4AMP APD3, CAMPR3, DRAMP, LAMP 6.623/6.623

APD3, CAMPR3, ADAM, PhytAMP,
AmpGram AMPer, AntiBP2, BACTIBASE, 2.463/2.463 RF
LAMP

Com[_)os;lgao bassdasm Dados UniProt pré-processados
sequéncia

Composigao baseada em
sequéncia, informagodes
5.536/5.536 GNN estruturais previstas e Dados UniProt pré-processados
propriedades fisico-quimicas de

AMPs

SATPdb, ADAM, AMPfun, APD3,

SAMPpred-GAT ) \pR3, LAMP, DRAMP, dbAMP

*RF: Random Forest, SVM: Support Vector Machine, ANN: Artificial Neural Networks and, GNN: Graph Neural Networks
Fonte: Traduzido de - BELLO-MADRUGA; TORRENT BURGAS (2024, p. 979)

Os métodos computacionais estdo desempenhando um papel cada vez
mais importante na pesquisa de AMP. Em particular, os métodos tradicionais de
machine learning (ML) e deep learning (DL) sédo considerados métodos
eficientes para reconhecer padrbes previamente desconhecidos de sequéncias,
0 que ajuda a prever o potencial antimicrobiano de novas sequéncias. Os
métodos de ML podem ser divididos ainda em diferentes metodologias de
analise: support vector machine (SVM), k-nearest neighbor (kNN), random
forest (RF) e single-layer neural network (NN), ja os métodos de DL geralmente
contém varias camadas de NN, como o convolutional neural network (CNN)
(Yan et al, 2022).

Além dessa categoria de abordagens computacionais, também é
possivel dividir as metodologias de desenho racional em quatro classes
distintas: com base nos métodos fisico-quimicos, nos métodos que se baseiam
em uma sequéncia modelo, com base nos métodos evolutivos e a partir dos
meétodos de novo. Além disso, também se usa metodologias hibridas que
podem mesclar métodos de mais de uma classe dessas citadas (Porto et al,
2012).

1.4.2 Ferramentas para a caracterizagao de peptideos

A tecnologia hoje permite que se possa encontrar sequéncias com as
caracteristicas desejadas em bancos de dados atualizados ou mesmo
desenhar peptideos a partir de proteinas potenciais, predizer a atividade

biolégica 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 caracteristicas fisico-quimicas e estruturais que sao de
interesse para o trabalho ao qual se pretende utilizar esse composto
(anfipaticidade, hidrofobicidade, estrutura secundaria, entre outros parametros).
A otimizagdo de peptideos depende da compreensdo dos paréametros
fisico-quimicos, especialmente aqueles que influenciam as propriedades de
interrupcdo da membrana, comuns a muitos AMPs (Palmer et al, 2021).

A abordagem in silico do estudo de peptideos também permite
modificagdes especificas na estrutura dessas moléculas visando uma
otimizacdo do desempenho, levando em conta a relagdo estrutura-funcéo.
Dentre elas podemos citar: a substituicdo de aminoacidos (mutagénese sitio
dirigida), onde certos residuos de aminoacidos sao trocados visando melhorar
a afinidade de ligacdo com certo alvo de interesse, aumento da estabilidade
térmica ou redugéo da toxicidade (Shin et al, 2022); ciclagem de peptideos, que
acontece por meio da adicao de uma estrutura de cabeca ou cauda peptidica
ou via ponte dissulfeto, visando tornar o peptideos mais resistente a protedlise
ou aumentar a estabilidade conformacional (Shirsat et al, 2025); incluséo de
aminoacidos nao naturais ou modificados, como D-aminodacidos a fim de resistir
a degradacdo por proteases ou aminoacidos fluorados para alteragdo das
propriedades eletrénicas e hidrofébicas (Cardoso et al, 2018). Cada abordagem
sera escolhida de acordo com o objetivo do trabalho e a disponibilidade de
recursos do projeto e deve ser usada com parcimoénia.

Por exemplo, peptideos que adotam conformagdes a-helicoidais séo
particularmente eficazes nesse contexto, pois a distribuicdo de carga, a
hidrofobicidade e a anfipaticidade das hélices estdo correlacionadas com a
atividade da membrana. Compreendendo como mutag¢des individuais de
aminoacidos afetam essas propriedades, os pesquisadores podem ajustar o
carater AMP dos peptideos e gerar novas sequéncias (Aronica et al, 2010).
Avancando mais nessa linha metodolégica de produgao de farmacos também
se pode contar com analises mais complexas como docking e dindmica
molecular que estudam e simulam a interagdo 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 Predi¢éo de propriedades bioquimicas e estruturais

Geralmente, o primeiro passo para a obtencdao de AMPs envolve o
estudo de cada aminoacido que compde o peptideo estabelecendo sua
estrutura secundaria/terciaria e sua fungdo bioldgica (isto €, atividade
antimicrobiana). Partindo desse principio, ha uma vasta gama de ferramentas
computacionais desenvolvidas para explorar essas caracteristicas e de
maneira geral tais abordagens envolvem o uso de descritores, que sao vetores
usados para descrever propriedades fisico-quimicas e estruturais
intrinsecamente correlacionadas com a atividade biolégica de uma determinada
molécula (Beltran, Aguilera-Mendoza e Brizuela, 2018). Descritores comuns
sdo a carga liquida, hidrofobicidade, peso molecular, propriedades topoldgicas
e energéticas. Nesse sentido, temos ferramentas que exploram esses
parédmetros como o Heliquest, APD3, Molprobity, ExPASy (PepitideCutter,
ProtParam, ProtScale) etc (Cesaro, Torres e De La Fuente-Nunez, 2022).

Varios métodos de machine learning, alfabeto estrutural e modelagem
de homologia sdo usados para a construgdo de ferramentas de predicao
estrutural; outros utilizam bancos de dados de AMPs ja conhecidos para
identificacdo de estruturas comuns em sequéncias nao caracterizadas.
Exemplos de ferramentas amplamente utilizadas sdo: 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 Predicao de propriedades biolégicos e farmacocinéticos

Além das atividades biolégicas mais comuns como antibacteriana,
antiviral e antifungica que compdem a cartela dos antimicrobianos, também ha
outras caracteristicas associadas que influenciam a funcédo desses peptideos.
Como exemplo temos, a capacidade de inibir a formacdo de biolfimes,
capacidade de agregacao e o potencial antioxidante dessas moléculas, fatores
esses que aumentam o valor agregado dos AMPs e podem inclusive afetar sua
acao biolégica, nesse cenario podemos citar plataformas como dPABBs,
AGGRESCAN e AnOXPP respectivamente.
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Também ha parametros importantes a se analisar que precedem a fase
clinica dessas moléculas e revelam o potencial terapéutico dos peptideos,
como o estudo do potencial hemolitico, antigénico e toxico. Independente do
alvo final do AMP, esses fatores de toxicidade para o organismo n&o-alvo,
capacidade de ativar o sistema imunologico e causar hemdlise nos globulos
vermelhos sdo cruciais parametros clinicos e para isso utiliza-se a ajuda de
ferramentas in silico como HemoPlI, ToxinPred, HLPpred-Fuse. Ja no que diz
respeito mais precisamente a via de administragcao da possivel droga podemos
ter insights sobre seu comportamento através das analises ADMET, estudando
a capacidade da molécula de ser absorvida pelo intestino humano (visando
uma administragdo oral do medicamento), a capacidade de enzimas
importantes do sistema gastrointestinal interagirem com os peptideos (como
por exemplo as isoformas do citocromo P450) e a forma que essas moléculas
serdo posteriormente digeridas e eliminadas no corpo (degradagédo por
proteases e modo de excreg¢ado), para auxiliar isso contamos com ferramentas
como BIOPEP-UWM e ADMETSar para predizer os resultados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Encontrar moléculas promissoras para uso terapéutico pelas abordagens

computacionais integradas por meio da identificacdo, caracterizagdo e

avaliacdo de peptideos antimicrobianos obtidos a partir de inibidores de

proteases de plantas.

2.2 Objetivos especificos

Selecionar sequéncias de inibidores de proteases vegetais de bases de
dados publicas com base na literatura existente.

Gerar peptideos com base em duas abordagens distintas: uma de
fragmentagdo em decapeptideos e outra de predicdo de potencial
antimicrobiano.

Realizar a predigdo do potencial antimicrobiano dos peptideos de acordo
com as plataformas de escolha.

Construir bibliotecas de variantes para os peptideos mais promissores
em potencial antimicrobiano e submeté-los a analise de atividade
antimicrobiana.

Realizar predicdes in silico de propriedades fisico-quimicas e dos
peptideos e das variantes.

Investigar o perfil de toxicidade, hemodlise e imunogenicidade, assim
como capacidade de inibicdo de biofiime e os sitios de proteases dos

peptideos 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 difracdo de raio-X, com
sequéncias disponiveis no banco de dados Protein Data Bank (PDB), e o
representante de cada classe foi escolhido com base nas informagdes ja
contidas sobre ele na literatura acerca da atividade antimicrobiana e outras
atividades biologicas, assim como por ser proveniente de organismos
amplamente estudados (Tabela 3).

Tabela 3 - Inibidores de proteases de origem vegetal com estrutura
tridimensional resolvida.

Descricio da Entidade Polimérica: Kunitz + Nome Taxondmico do Organismo de Origem: Plantas

Mimero de resulindos: 13

Mecanismo

Cadeias Codigo do

Nome do Inibidor Grenie Classificacio  Nome da Plants Origem Protease inibida Ki b MW (kDa) i POk Heferences
Tripsina 1.62-206 nM  Competitive Valueva el
nan = : CQuimiotnpsina 1,68-235nM  Competitivi Meulenbrock ¢t ol
‘1:::;1;“;:;?:‘ KTIB Kunitz r:};’::‘::m Tubéreulos Elastase de 24111 1 ITC
: i leucoeiios (0.35-097 nM
humanos
Nome Macromolecular: Bowman-Birk + Nome Taxondmice do Organismo de Origem: Plantas
Nimacro de resultados: 20
r : : T S : Mecanismao : Cadeias Codign do
Nome do Inibidor Crene Classificaciio  Nome da Planta Origem Protease inibida Ki dsinibicka MW (kDa) Prctiicns PDB References
IMYW
Lutbador dio tipo 1Gal
Bowman-Birk do N Bowinan-Birk Fligna radicta Sementes Tripsana i2uM - 1959 1 ; Ly ol

SEW
feijdo mumgo
1SMF

Descrigiio da Entidade Polimérica: Inibidor de Tripsina + Nome Taxonémico do Organismo de Origem: Plantas
Milmero de resulrados: 86

Cadeias Cadigo do

Nome do Inibider Giene Classificagiio  Nome da Planta Ohrigem Protease inibida Ki ::z?:ibiv;io MW (kDa) R POR Refercnces
Trpuina bovinn (1L28 nM
uibidor e iripsine Ju““:_THFTMI?:I:v‘mi 111 nM
e Enterolobium o Inibidor de Enrernlalium _ Ehl'1hL 55 oM = 417K Makaliata ot gl 20
5 MiA - . Sementes neutrdfibos humanos - 19,437 a
Lu:ll:u:rl:m[lquum Iripaain CORIORT LA Calicy
(ETI) R 6.1 oM 412V de Pauln e sl 201
plasmditica humana
Plasmana humana 0.36 aM
Nome Macromolecular: Cistatina + Nome Taxonémico do Organismo de Origem: Plantas
Nimero de resuliades: 4
Nome do Inibider Giene Classificagiio  Nome da Planta Ohrigem Protease inibida Ki :::?:il}il;io MW (kDa) : R e PBI‘BI“ Refercnces
Abeetal
. : Pupaing 24 nM MNio competitive - Sakiat al
OpyzaCistating-l 001 g0R03200 Clistatina s s Setneiles Piciad 3 15,3155 |EOK
Chen et al

Nome Macromolecular: Inibidor de Protease Aspirtica + Nome Taxonémico do Organismo de Origem: Plantas
Nimero de resalisdos: 2

Nome do Inibidor Grene Classificacio  Nome da Plania Origem Protease inibida ki ME_‘ PREF MW (kDa) Lsde!as Codig Heferences
de Protéicos FDR
Talbidor de Inibida de Follas Huadey e al
proteingse de dcido " x . i
sikrtios da abdbars MNIA profease Cucwrbita metima Pepuina (.8 nM Competitive 11267 1 X0
o 0 aspirtica Exsudaio do Moemi ChicisteBer &t al

(SQAP]) do frut

Descri¢io da Entidade Polimérica: Serpina + Nome Taxondmico do Organismo de Origem: Plantas
Mimero de resalindes: |

Nome do Inibidor Grene Classificacio  Nome da Plania Origem Protease inibida ki :LNm MW (kDa)

Cadeias Codigo do

Protiicos PDR i

Proteases vaseulares
ArSerpinal AtlgdTT10 Serpina Arahidopsis thalinms Folhas i cistelnas RD21 - Inibidor sucids 42634 1 N
Metacaspases AtMCY




39

Fonte: Adaptado de - LIMA et al. 2024.

3.2 Abordagens de obtengao dos peptideos antimicrobianos

A fim de comparagdo escolhemos duas abordagens distintas para a
geragao dos peptideos a partir da sequéncia aminoacidica dos inibidores
vegetais: a primeira consiste em usar a plataforma Peptide 2.0 (Peptide 2.0,
2025) para fragmentar os inibidores em decapeptideos; ja a segunda parte do
principio de vasculhar regides da sequéncia com potencial antimicrobiano nas

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

3.3 Analise do potencial antimicrobiano in silico dos AMPs obtidos

Em seguida os peptideos 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
sequéncias com a maior média de escores na previsdo do potencial
antimicrobiano dos trés servidores serdo selecionadas para a construgao da
biblioteca de variantes e caracterizadas quanto as propriedades

fisico-quimicas, bioldgicas e estruturais.

3.4 Caracterizagdao computacional integrada dos AMPs
3.4.1 Caracterizagao fisico-quimica

Parametros fisico-quimicos dos peptideos gerados serdo analisados
através de ferramentas disponiveis on-line e utilizados como forma de selegao
dessas moléculas para a conducdo das proximas etapas do trabalho. O
Antimicrobial Peptide Database (APD3) (Wang et al, 2016) sera utilizado para
avaliar carga liquida (pelo menos +1), razdo hidrofobica (entre 40-60%) e
indice de Boman (<2.5). O ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular usando a
ferramenta ProtParam do Expasy (Gasteiger et al, 2005); o momento
hidrofébico utilizando a plataforma do HeliQuest (Gautier et al, 2008) e os
valores de construgdo de modelos (da sigla em inglés, Tm) e valores do
potencial otimizado de granulag&o grosseira de proteinas (da sigla em inglés,
SOPEP) usando o PepFOLD 3.5 (Lamiable et al, 2016) também serao

avaliados.
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3.4.2 Caracterizagao biologica

Também serdo analisadas algumas propriedades bioldgicas, tais como:
potencial alérgico que sera calculado usando a ferramenta de predi¢cao
antigénica (Immunomedicine Group, 2025), o potencial hemolitico avaliado com
o auxilio do programa HemoPI2.0 (Chaudhary et al, 2016) e o potencial
citotoxico em fibroblastos usando o ToxinPred3 (Sharma et al, 2022) também
sera analisado. Para a predicdo do potencial antioxidante dos peptideos foi
utilizada a plataforma AnOXPP (Quin et al, 2023). Também foi explorada a
capacidade potencial dos peptideos de inibirem a formagao de biofiime,
avaliada de acordo com a plataforma dPABBs (Sharma et al, 2016). Assim
como, a susceptibilidade dos peptideos frente as enzimas digestivas mais
comuns como pepsina e quimotripsina por meio da ferramenta PeptideCutter

do Expasy (Gasteiger et al, 2005).

3.4.3 Caracterizagao farmacocinética

Os peptideos 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 entdo serem
submetidos a analises de adsorgao, permeabilidade de membrana e toxicidade
em diferentes organismos usando a base de dados do ADMETSar (Cheng et
al, 2012). Os parametros de interesse escolhidos o trabalho foram o potencial
dos peptideos serem absorvidos pelo intestino humano, ja que geralmente as
moléculas sdo projetadas para atingirem tecidos além do trato gastrointestinal
entdo € de interesse que ele seja absorvido pelo intestino; além disso sera
analisada a capacidade dos peptideos serem inibidores e/ou substrato para
enzimas como citocromo P450 (CYP450), como CYP3A4, CYP2C9, e CYP2D6
0 que se relaciona com a segurancga, eficacia e perigo de interacdes
medicamentosas. As enzimas CYP450 e suas isoformas (CYP3A4, 2C9, 2D6)
sao responsaveis pela metabolizagao dos medicamentos com cada uma tendo
sua propria especificidade: a CYP3A4 metaboliza cerca de 50% dos farmacos,
sendo altamente expressa no figado e no intestino; a CYP2C9 metaboliza
farmacos como varfarina, antidiabéticos, etc; e CYP2D6 é responsavel por
metabolizar antidepressivos, antipsicoticos, betabloqueadores (Xing et al,
2023).
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3.4.4 Caracterizagao estrutural

O servidor PepFold (Genescript), uma ferramenta computacional
amplamente usada para prever estruturas tridimensionais (3D) de peptideos
lineares entre 5 e 50 aminoacidos (Thevenet et al, 2012; Rey et al, 2023), sera
empregado para construir a estrutura 3D dos peptideos selecionados. Os
melhores modelos serdo escolhidos com base na menor energia SOPEP e
maiores valores de Tm, conforme definido pelo préprio servidor PEP-FOLD
(Lamiable et al, 2016). As analises das estruturas 3D serédo realizadas usando
o PyMol Molecular Graphics System (versédo 1.7.4, Schrodinger, LLC) com a
licenga educacional (Delano; Lam, 2005). Além disso, a qualidade das
estruturas 3D geradas através da construgao do grafico de Ramachandran sera

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

3.5 Biblioteca de variantes dos peptideos antimicrobianos mais
promissores

As bibliotecas de peptideos “embaralhados” foram construidas por meio da
permutacdo das sequéncias peptidicas originais que apresentaram resultados
mais promissores nas analises anteriores, para avaliar o potencial
antimicrobiano de seus analogos. Essas bibliotecas foram criadas com a
ferramenta Scrambled (Mimotopes, 2025). O numero maximo de permutacdes
aplicadas foi 10. Os peptideos que deram origem a essas bibliotecas de
ambas as metodologias de abordagem foram filtrados de acordo com
parametros das analises anteriores e as variantes passaram pelas mesmas

analises ja descritas.

3.5.1 Caracterizagdo computacional integrada das variantes geradas
As variantes passaram pelos processos de caracterizagdo descritos nos
topicos 2.3,2.4,2.5,2.6 e 2.7.
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4 RESULTADOS

4.1 Abordagens de obtencao dos peptideos 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 aminoacidos, janela de analise muito comum em
plataformas de predicdo de AMPs (Burdukiewicz et al, 2020). O inibidor de
protease serinica de batata (INB1) deu origem a 37 peptideos e ja o inibidor do
tipo Bowman-Birk de feijdo musgo (INB2) foi capaz de gerar 44 peptideos, o
inibidor de tripsina de Enterolobium contortisiliquum (INB3) resultou em 34
decapeptideos, o inibidor OryzaCistatina-l (INB4) foi capaz de gerar 20
peptideos, o inibidor de proteinase de acido aspartico de abobora (INB5) deu
origem a 78 peptideos e o inibidor AtSerpinal (INB6) resultou em 19
decapeptideos, essas diferencas se expressam pelo fato de cada inibidor
possuir um comprimento diferente o que resulta em quantidades variaveis de

peptideos gerados (Tabela 4).

Tabela 4 - Peptideos gerados a partir de decapeptideos de inibidores de
proteases vegetais. INB1 - inibidor de protease serinica de batata; INB2 -
inibidor do tipo Bowman-Birk de feijao musgo; INB3 - inibidor de tripsina de
Enterolobium contortisiliquum; INB4 - inibidor OryzaCistatina-I; INB5 -inibidor
de proteinase de acido aspartico de abdbora; INB6 - inibidor AtSerpinat; N/A -
nao aplicavel.
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INB1 INB2 INB3 INB4 INBS INBE
LPESDATPVLD MNGGYTCAAN KELLDSDGDI MSESDGGPVLG AGMDVRESIS GPGPAIGEVI
TPVLDVTGKE TCAANSYVPY(Q SDGDILRNGG GPVLGGVEPY RESISLONQY  IGEVIGISYN
VTGKELDPRL SVPYQVSLMNE LREMGGTYYIL GWVEPVGMENMD LONOVEMNLA & GISVNDPRVE
LOPRLSYRI VSLNSGSHFC TYYILPALRG — GNENDLHLVD SMNLAKHVIT DPRVEEIAEF
SYRISTFWG GSHFCGGSL PALRGKGGGL LHLVDLARFA  KHVITTVSON  EIAEFALKOH
STPWGALGGD GGSLINZOWY KGGGLELAKT LARFAVTEHN  TVSONSNVIF  ALKOQHAEQNL
Al GGOVYLGK NSOWWVEAAH ElLAKTGDETC WTEHNKKANS  SNVIFSPASI AECNLILAGY
VYLGKSPNSD VSAAHCYKSR GDETCPLNWVY  KKANSLLEFE  SPASINVVLS ILAGYDAGOI
SPNSDAPCAN CYKSRIQVREL PLNVVOQARSE —LLEFEKLVSWY NVWLSILAAG DAGOIKGIP
APCANGVFRY IOVELGEHNI QARSETKRGR ELVSVEQOWW  IAAGSAGAT IKGIPHWDMY
GVFRYNSDVG GEHNIDVLEG THKRGRPAIW  KOOWVWAGTLY  SAGATKDQIL HWDNYYHNLIL
NSDVGPSGTF DVLEGNEQFI PAINTPPRI AGTLYYFTIE KDOQILSFLKF YHLILSAKHS
PEGTPVRFIG NEQFINAAKI TPPRIAILTP YFTIEVKEGD SFLKFSSTDO SAKHSPHEFS
VRFIGSS5HF NAAKITHPN AILTPAFYL M VEKEGDAKKLY SSTDOLNSFS PHEFSKFYNV
SSSHFGOGIF ITHPNFNGNT  AFYLMNIEFOQT  AKKLYEAKVW  LNSFSSEIVS KFYNVVVLEK
GOGIFEDELL FWGNTLDNDI IEFQTRDLPA  EAKMWEKPWM  SEIVSAVLAD  VVLEKASDNS
EDELLWIGFA LDNDIMLIKL RDLPACLEEY EKPWMDFKEL AVLADGSAMNG ASDNSLELVA
MIQFAISTSK  MLIKLSSPAT CLEEYSRLPW  DFKELOQEKF GSANGGPKLS LELVAFVPLF
ISTSKMCVSY SSPATLNSRY SRLPWEVEGE OQEFKPVDASA GPELEVANGA FVPLF
MCVSYTIWKY LNSREVATVEL KVEGESOEVK VDASAMNA VANGAWIDKS i 1128
TIWKVGDYDA ATVSLPRSCA  SOEVEIAPKE [ 1120 WIDKSLSFKP A
GDYDASLGTM PRECAAAGTE IAPKEEEQHL i 1120 LSFKPSFKQL [y 1128
SLGTMLLETG AAGTECLISG EEQHLFGSFK 1Y SFKOLLEDSY M8
LLETGGTIGO CLISGWGNTK FGSFKIKPYR MR LEDSYKAASN i 128
GTIGOADSSW WGNTKSSGSES IKPYRDDYKL MR KAASNOADFO MIA
ADSSWFKIVE. SSGSSYPSLL DDYKLVYCEG M QADFOSKAVE MIA
FEIVKSSQFG YPSLLQCLKA VYCEGNSDDD i 112 SKAVEVIAEY [ T2
SSOQFGYNLLY QCLEAPVLSD NSDDDSCKDL MR VIAEVNSWAE MIA
YMLLYCPVTT PWVLSDSSCKS SCKDLGISID M NIWAEKETNG [ 1128
CPVTTSSDDO SSCKSAYPGO  GISIDDENNE i 112 KETNGLITEV MA
SSCDOFCLKY AYPGOQITGNM  DENNRLLVVE M L ITEVLPEGS M
FCOLEVGVVHG ITGNMICVYGF LIWVVEDGDPL 1121 LPEGSADSMT A

GVVHONGKRR ICVGFLEGGK DGDPLAVRFY M ADSMTHLIFA MA
NGKRRLALVE LEGGKDSCQG AVRFVKAHRR i 120 KLIFAMALYF M
LALVEDNPLD DSCOGDSGGP KAHRRG i 172 MALYFRGTWMN [ T2
DNPLDVSFKEG DSGGPYVCNG MA MR KGTWNEKFDE i 128

VEFKOVG  WWCNGOLOG! MiA [ 112 EKFDESLTQE MA

MiA QLAGIVSWGY /A A SLTQEGEFHL A

/A VEWGEYGCAQK INFA 3 12 GEFHLLDGMEK MA

A GCAQKNEPGY A MR LDGNENTAPF i 128

MR NKPGVYTKVC MIA MR VTAPFMTSEK MIA

MR YTEVCNYVNW N M MTSKEKOYWVS MIA

Y NYWNWIQQTI A, i 12 KOYVSAYDGF [ T
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INB1 INB2 INB3 INB4 INB5 INB6
N/A ICATIAAN NIA NIA AYDGFKVLGL NIA
MNIA MN/A N/A N/A KVLGLPYLQG MN/A
MN/A MNIA NIA MN/A PYLQGQDKRQ MN/A
N/A N/A NIA N/A QDKRQFSMYF N/A
M/A M/A N/A N/A FSMYFYLPDA NIA
N/A N/A N/A NIA YLPDANNGLS NIA
MN/A MfA N/A N/A NNGLSDLLDK NIA
NFA N/A NIA NIA DLLDKIVSTP NIA
N/A N/A NIA NIA IVSTPGFLDN NIA
NIA /& N/A N/A GFLDNHIPRR N/A
MIA MN/A NIA MNIA HIPRRQVKVR MN/A
MN/A MN/A NIA N/A QVKVREFKIP NIA
M/A M/A N/A N/A EFKIPKFKFS NIA
N/A N/A N/A N/A KFKFSFGFDA NIA
MN/A MfA N/A N/A FGFDASNVLEK NIA
N/A N/A NIA NIA SNVLKGLGLT NIA
N/A N/A N/A NIA GLGLTSPFSG NIA
N/A /& N/A N/A SPFSGEEGLT N/A
/A MNIA NIA MNIA EEGLTEMVES N/A
MN/A MN/A NIA N/A EMVESPEMGK NIA
M/A M/A MNIA N/A PEMGKNLCVYS NIA
N/A N/A NIA NIA MLCVSNIFHK NIA
M/A MfA N/A N/A NIFHKACIEY NIA
N/A N/A NIA NIA ACIEVNEEGT NIA
N/A N/A N/A NIA NEEGTEAAAA NIA
/A /A N/A N/A EAAAASAGVI N/A
N/A MNIA NIA NIA SAGVIKLRGL N/A
M/A MIA N/A N/A KLRGLLMEED NIA
N/A N/A NIA MNIA LMEEDEIDFV NIA
N/A N/A N/A NIA EIDFVADHPF NIA
MN/A NfA N/A N/A ADHPFLLVWT N/A
/A NFA NIA N/A LIVVTENITG N/A
N/A N/A NIA NiA ENITGVVLFI N/A
N/A /A N/A N/A VVLFIGQVVD N/A
N/A NIA N/A NIA GQVVDPLH NIA

Fonte: Elaborado pela autora.

Ja pela segunda abordagem foi usado a metodologia de previséo de

peptideos antimicrobiano através da busca por estruturas padrao com base em

bancos de dados de peptideos antimicrobianos ja cadastrados e resultou em

respectivamente 2, 2, 1, 0, 0 e 1 peptideo para cada um dos inibidores ja

citados. O que mostra ja a grande discrepancia de resultados entre as duas

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

todas as partes da sequéncia da proteina e a segunda ja fazer uma filtragem

baseada no potencial intrinseco em fragmentos aminoacidos a fim de refinar a
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analise do potencial das moléculas de acordo com padrbes estruturais

conhecidos na literatura (Tabela 5).

Tabela 5 - Peptideos gerados a partir de regides com potencial antimicrobiano
dos inibidores de proteases de acordo com a plataforma PyAMPA. INB1 -
inibidor de protease serinica de batata; INB2 - inibidor do tipo Bowman-Birk de
feijao musgo; INB3 - inibidor de tripsina de Enterolobium contortisiliquum; INB4
- inibidor OryzaCistatina-I; INB5 -inibidor de proteinase de acido aspartico de
abobora; INBG6 - inibidor AtSerpina1; N/A - n&o aplicavel

INB1 | INB2 | INB3 | B4 | INB5 | INB6
KMCVSYTIWKVG ~ PGVYTKVCNYVNWIQQTI KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI N/A N/A RRQVKVREFKIPKFKFS
KVGVVHQNGKRRLALY ~ NSCHSACKSCICTR N/A N/A N/A N/A

Fonte: Elaborado pela autora.
4.2 Analise do potencial antimicrobiano in silico dos peptideos gerados

Na analise do potencial antimicrobiano dos peptideos nas trés
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 analises (os escolhidos estao destacados em verde). Do total de
232 peptideos analisados, somente 17 (7,32%) apresentaram resultado

positivo no teste (Tabela 6).

Tabela 6 - Avaliagao do potencial antimicrobiano dos decapeptideos 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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Inibidor de protease serinica de batata

Inibider do tipo Bowman-Birk do feijio mungo

de

de E:

p
contortisiliguum (EcTI)

Plataforma de anilise do

Plataforma de anailise do

Plataforma de analise do

Peptideo potencial antimicrobiano Peptideo potencial antimicrobiano Peptid p ial antimicrobiano
CAMPR4 | AKAMP | HydrAMP CAMPR4 | A4AMP | HydraMP CAMPR4 | AMAMP | HydraAMP
LPSOATFVLD - - - IVGGYTCAAN * - . KELLDSDGDI Laad - -
TRVLDVTGKE 4 - - TCAANSVPYO 3 SDGDILRNGG : -
WTGKELDPRL - - - SVPYQWSLNS +t LRNGGTYYIL - -
LDPRLSYRII $ = = VSLNSGSHFC = TYYILPALRG E
SYRISTFWG + - ++ GSHFCGGSL PALRGKGGGL - .
STFWGALGGD 4 - - GGSLINSQWW - KGGGLELAKT : -
ALGGDVYLGK i = z NSQWVVSAAH 2 3 o+ ELAKTGDETC . - -
VYLGKSPNSD . . - VSAAHCYKSR + - + GDETCPLNWY - - -
SPNSDAPCAN - - - CYKSRIOVRL ++ PLNVVOARSE - - -
APCANGVFRY - - L IOVRLGEHNI - - - QARSETKRGR - - -
GWFRYNSDVG i i = GEHNIDVLEG 3 3 TKRGRPAIW . . ot
NSDVGPSGTP 2 = . DVLEGNEQFI - - = PAIWTPPRI = + -
PSGTPVRFIG - - - MEQFINAAK] - TPPRIAILTP - -
VRFIGSSSHF + + E NAAKITHPN : 3 = AILTPAFYLN E i
SSSHFGQGIF - - - ITHPNFNGNT AFYLNIEFGT -
GQGIFEDELL - - - FNGNTLONDI - - - IEFQTRDLPA - -
EDELLNIGFA - - - LONDIMLIKL + RDOLPACLEEY - -
NIQFAISTSK . + . MLIKLSSPAT - - - CLEEYSRLPW - - -
ISTSKMCVSY . . . SSPATLNSRY + - SRLPWKVEGE - - -
MCVSYTIWKY F : et LNSRVATVSL S - - KVEGESQEVK = E .
TIWKVGDYDA - - - ATVSLPRSCA - SQEVKIAPKE - - -
GDYDASLGTM : Z = PRSCAAAGTE L - - IAPKEEEQHL £ E =
SLGTMLLETG , - - AAGTECLISG EEQHLFGSFK - -
LLETGGTIGQ . - - CLISGWGNTK - - + FGSFKIKPYR o . bt
GTIGQADSSW i i = WGNTKSSCESS + IKPYRDDYKL - =
ADSSWFKIVK = = = SSGSSYPSLL = DOYKLVYCEG ~ +4+ E
FKIVKSSQFG + . - YPSLLOCLKA + ++ VYCEGNSDDD - -
SSQFGYNLLY . . - QCLKAPVLSD 3 NSDDDSCKOL z -+
YNLLYCPVTT i i z PVLSDSSCKS 2 5 SCKDLGISID E - E
CPVTTSSDDA 2 = . SSCKSAYPGQ - . = GISIDDENNR = = z
SSDDAFCLKV . + AYPGQITGNM . DENNRLLVWK - - s
FCLKVGVYVHO o+ - ITGNMICVGF - - - LLWVKDGDPL + - -
GUWHOMGKRR ~ + 0 b ICVGFLEGGK . 5 DGDPLAVRFY E - E
NGKRRLALVK + n - LEGGKDSCQG - - - AVRFVKAHRR  +e+ e it
LALVKDNPLD - - - DSCQGDSGEP - KAHRRG - ++
DNPLDVSFKQ - - . DSGGPWVCNG . - - NIA N/A NiA NIA
VSFKQVQ * - - VVCNGALQGH * NIA M N{A A
NIA NIA NIA NIA  QLOGIVSWGY . - S NIA NIA NIA NIA
MNis MNIA MNIA MNAA VEWGYGCAQK MNIA MNIA MIA M
NIA NIA NIA NiA  GCAGKNKPGY . + : NIA N/A NIA NIA
NIA NIA NIA NIA | NKPGUYTKVC - ++ e NiA NIA NIA NIA
NI MiA NIA A YTHEVCNYWNW - ++ NIA N/ MiA MLA
M/A A MNA A NYVNWIQQTI - MNSA MA MNiA MNLA
NiA NIA NIA NIA IQQTIAAN L - - NIA N/A NIA NIA
N/ MIA A NLA A MNiA MN/A NIA N/A A NiA A
NiA A NIA NLA TN NIA MN/A N/A NFA MNiA N/A N/A
IN/A WA INSA NLA MiA NAA MIA NIA NIA A MNiA /A
A MiA NSA NLA T MNIA MN/A NiA ISR MN/A NiA N/A
N/ MIA A NLA A MNIA MN/A NIA N/A A NiA A
/A A INSA MiA A MN/A MIA NIA MNIA MA MNiA LA
A A MSA NLA NSA MAA MiA N/A /A N/A NiA M/A
NiA NIA NIA NIA NIA NI NIA NIA NIA NIA NiA NiA
N I NI MNAA NIA N A NiA NI NiA MR NLA
NV NIA A A N MNIA /A /A MNIA /A MIA MiA
/A MIA /A NIA NI MiA iR MIA NIA M N{A A
NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA
IR MIA NIA MNA M AR NIA MIA MN/A MIA MR MNLA
N MiA NIA NIA NIA NAA NIA NIA NIA N/A MNiA LA
A MIA /A A NI MNiA WA NIA NIA MN/A N/A M/
NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA /A NIA
M/A A MNA A NI /A MIA MNIA MNSA MA MNiA MNLA
NiA NIA NIA NIA NIA NIA NiA NiA NIA N/A NIA NIA
MNiA MIA NJA A NI N/ NIA MIA MiA NIA NiA MNIA
N/ MiA A MA IR NAA MiA NIA MIA NiA MNiA NEA
M/A A MN/A A NIA N/A MIA NIA MNSA MA MNiA MNLA
A MiA NSA NLA T MNIA MN/A NiA ISR MN/A NiA N/A
N/ MIA A NLA NAA MNIA MN/A NIA /A A NiA A
WA A NIA NLA WA NA MN/A N/A NFA MNiA N/A N/A
IN/A WA INSA NLA M NAA MiA N/A NIA A MNiA /A
INfA NI MNIA NIA NiA, MNiA NiA NIA NIA MNIA NiA LA
N MIA NIA NAA NIA N A MiA NIA NiA NiA NGA
NV INIA A A N MNiA /A /A MNIA MiA MIA MiA
/A MIA N/A NIA NIA A /A MNIA NIA N/A MNiA A
NiA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NIA NA NIA
A A NIA MNIA MIA AR A MiA NIA NiA MR MLA
N MIA NIA NIA NIA MR NIA NIA NIA N/A MNiA MLA
A MIA /A A NI MNiA WA NIA NIA MN/A N/A M/
NiA NIA NIA NIA NIA NIA A NIA NIA NIA NIA NIA
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i de acido aspartico de

OryzaCistatina-l - hchora (SQAPI) AtSerpinal
Plataforma de analise do Plataforma de analise do Plataforma de analise do
Peptid F ial antimicrobi P i p ial antimicrobiano P i potencial antimicrobiano
CAMPR4 | AMAMP |HydrAMP CAMPR4 | AMAMP | HydrAMP CAMPR4 | AMAMP | HydrAMP

MSSDGGPVLG - - - AGMDVRESIS - - - GPGPAIGEVI - -
GPVLGGVEPY - - RESISLQNQV - - . IGEVIGISVN ++ -
GVEPVGNEND - LONCVSMNLA - - - GISVNDPRVK -
GNENDLHLVD - - SMNLAKHVIT - ++ ++ DPRVKEIAEF - - -
LHLVDLARFA - KHVITTWVSON - - - EIAEFALKQH -
LARFAVTEHN - - TVSQNSNVIF - - - ALKQHAEQNL - -
VTEHNKKANS - - SNVIFSPASI - - - AEQNLILAGY -
KKANSLLEFE - - SPASINVVLS - - - ILAGVDAGQI + - -
LLEFEKLVSY - - NVVLSIAAG - - - DAGQUKGIP o -
KLVSVKOQWV - + IAAGSAGAT - - - IKGIPHWDNY - +
KOQQWVVAGTLY - SAGATKDQIL - - - HWDNYYNLIL - -
AGTLYYFTIE . KDQILSFLKF - + + YNLILSAKHS - -
YFTIEVKEGD - SFLKFSSTDQ - - - SAKHSPHEFS - -
VKEGDAKKLY - - SSTDQLNSFS - - - PHEFSKFYNV - - -
AKKLYEAKVW - - R LNSFSSEIVS - - - KFYNVVVLEK - -
EAKVWEKPWM - - SEIVSAVLAD - - - VWLEKASDNS ¥ -
EKPWMDFKEL - AVLADGSANG - - - ASDNSLELVA -
DFKELQEKP - - GSANGGPKLS - - - LKLVAFVPLF -+ - -
QEFKPVDASA - GPKLSVANGA - - - FVPLF + -

VDASANA - - VANGAWIDKS - - - N/A NiA NiA N/A

MNiA NI MN/A MiA WIDKSLSFKP + - - A MNiA MiA INsA

N{A NfA NiA NiA LSFKPSFRQL ++ - - A NiA NiA A

NIA NIA N/A NI SFKQLLEDSY - - - NIA NIA NIA N/A

NIA NIA NIA NiA LEDSYKAASN - - - N/A NiA NiA N/A

A NiA A NiA KAASNOADFQ - - - N{A NIA MN/A NiA

N/A NIA NiA NiA QADFQSKAVE - - . N/A NiA NI N/A

N{A MiA NIA NiA SKAVEVIAEY - - - NIA NiA NIA NIA

MNiA MNIA MN/A MiA VIAEVNSWAE - - - A /A MiA INsA

NIA N/A N/A Ni& NSWAEKETNG - - - NiA NiA NiA N/A

N{A NJA NIA NiA KETNGLITEV - - - MNIA NiA NiA /A

NIA NIA N/A NiA L ITEVLPEGS - - - N/A NiA NiA N/A

NIA NIA NIA N/iA LPEGSADSMT - - - N/A NiA NiA N/A

NIA NiA M/A NiA ADSMTKLIFA + - - N/A MiA MiA NIA

A NIA N/ NiA KLIFANALYF - - - N/A NiA NIA N/A

MNIA NiA MNiA NI NALYFKGTWN - - ++ MNiA MNiA MNiA LY

N/A NIA NiA NiA KGTWNEKFDE - - - NiA NIA NIA N/A

NiA NiA MNIA NiA EKFDESLTQE - - - NIA NIA NIA N/A

A& NiA MiA NiA SLTQEGEFHL - - - MNIA NiA NIA A

NAA NIA /A NiA GEFHLLDGNK - - - NJA NiA MNiA NiA

NIA NIA NiA NiA LDGNKVTAPF - - - N/A N/ NI N/A

NIA NIA NiA N/A VTAPFMTSKK -+ - - N/A NiA NiA NIA

MNiA MNIA MN/A MiA MTSKKKQYVS - - - A /A MiA INsA

NAA N NiA NiA KQYVSAYDGF + - - NiA MNiA NiA A

NIA N/A NiA NIA AYDGFRVLGL - - - N/A NiA NiA N/A

NIA NIA N/A NiA KVLGLPYLOG - - - N/A NiA NiA N/A

NS NiA NIA NiA PYLQGQDKRO - - bt (A NIA NiA LA

NIA NIA N/A NiA QDKRQFSMYF - - + N/A NiA NIA N/A

A NIA N/ NiA FSMYFYLPDA - - - N/A NiA NIA N/A

MNiA NI MN/A MiA YLPDANNGLS - - - A MNiA MiA INfA

NIA NIA NiA NiA NNGLSDLLDK - - - NiA NIA NIA N/A

N NiA NiA NiA DLLDKIVSTP - - - A NiA NiA NIA

NIA NIA NIA NiA IVSTPGFLDN - - - N/A NiA NiA N/A

NAA NIA /A NiA GFLDNHIPRR - - - NJA NiA MNiA NiA

N{A NJA NIA NiA HIPRROVEVR - -+ bt A NIA NiA A

NIA NIA NiA N/A QVKVREFKIP + - - N/A NiA NiA NIA

NIA NiA MNIA NiA EFKIPKFKFS - L + NiA NIA MNiA A

MIA MiA A MiA  KFKFSFGFDA F F . MR M MiA NIA

NiA NIA NiA NiA FGFDASNVLK - - - N/A NiA NiA N/A

NAA NiA MIA NiA SNVLKGLGLT - + - MNiA NiA NiA A

NIA N/A NiA NiA GLGLTSPFSG - - - NiA NIA NIA N/A

NIA NIA N/A NiA SPFSGEEGLT - - - N/A NiA NIA N/A

NIA NIA N/ NiA EEGLTEMVES - - - N/A NiA NIA N/A

MNiA NI MN/A MNiA EMVESPEMGK - - - A MNiA MiA INsA

NIA MiA NiA NiA PEMGKNLCVS - - - A MNiA NiA NJA

NiA NiA MNIA NIA NLCVSNIFHK - - - N/A NiA NIA N/A

NIA NIA N/A NiA NIFHKACIEV - - - N/A NiA NiA N/A

NAA N/A A NiA ACIEVNEEGT - - - NiA NiA MNiA LA

NIA NIA NIA N/A NEEGTEAAAA - - - N/A NiA NIA N/A

NIA NIA NiA N/A EAAAASAGYI - - - N/A NiA NiA N/A

NI NIA NIA N/ SAGVIKLRGL - - - N/A NiA NI N/A

NIA NiA M/A NiA KLRGLLMEED - - - /A MNiA MiA NIA

N NiA NIA NEA LMEEDEIDFV - - - A MNEA A NIA

MNiA NI /A MiA EIDFVADHPF - - - A MNiA MiA INsA

NIA N/A NiA NiA ADHPFLLWT - - - NiA NIA NIA N/A

TN NiA, MNIA NiA LIVVTENITG - - - A NIA MNIA NI

NIA NIA N/A NiA ENITGVVLFI - - - N/A NiA NiA N/A

NIA N/A N/A NiA WLFIGQWWD - - - NiA NiA NIA N/A

NIA NIA NiA NIA GQVVDPLH - - - NIA NiA NiA N/A




48

Fonte: Elaborada pela autora.

Na segunda abordagem, ja que a base de escolha é o potencial
antimicrobiano das regides da sequéncia, o numero de resultados positivos é
superior a primeira abordagem. Nesse caso, nao ha peptideos 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 - Avaliagdo do potencial antimicrobiano dos peptideos gerados a
partir de regides 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.

Plataforma de analise do potencial antimicrobiano

Peptideo
CAMPR4 Al4AMP HydrAMP

KMCVSYTIWKVG + - ++
KVGVVHQNGKRRLALV ++ ++ -
PGVYTKVCNYVNWIQQTI + B +

NSCHSACKSCICTR + T +++

KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI ++ - ++
RRQVKVREFKIPKFKFS ++ ++ -

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Caracterizagdao computacional integrada dos AMPs
4.3.1 Caracterizagao fisico-quimica

Para a caracterizacao fisico-quimica foram analisados os parametros de
carga liquida, ponto isoelétrico (pl) teorico, indice Bowman, peso molecular,
taxa e momento hidrofobico, parametros de escolha dos modelos da plataforma
PEP-FOLD 2.0 (Tm e sOPEP) e o plot do grafico de Ramachandran. A maioria
dos analisados se enquadra dentro de parametros ideais como carga liquida
positiva, indice de bowman menor que 2.5 e taxa hidrofobica entre 40-60%.
Parametros esses que foram classificatorios para a selegcdao dos peptideos

fonte da biblioteca de variantes (Tabela 8).
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Tabela 8 - Propriedades fisico-quimicas dos decapeptideos gerados a partir da

fragmentagao dos inibidores de proteases vegetais.

Inibidor de origem | Peptideo

Carga liquida | Pl tadrico  Peso Molecular (Da) ‘Indlue Bowman {kcalfmull|Tm hidrofoblca l%}‘llnmemn hidrofébico (uM)

Tm

sOPEP |Gn!ﬂ:o Ramachandran (%

Inibidor de profease  qupeTEwg
serinica de batats

Inibider de protease

serinice de batats ¥REaSRE

Inibidor de protease

serinica de batats SEVEERRERR

Inibldor de protease
serinica de baiata s

Initsidor do tipe
Bowman-Bikdo  WSAAHCYKSR

fagdo mungo
Indbidor do tipo

Bowman-Bekdo  CLISGWGNTE
feqdo munga
Ininidor do tipo

Bowman-Brkdo  YPSLLOCLEA
fegio mungo
Initsidor dio tipe

Bowman-Birkdo  GCAQKNKPGWY
fagio mungo
Indbidor do tipo

Bowman-Bekdo NKPGWYTEWC
feqdo munga

Inibidor de tripsina
de Enterdiobium 0 capn iy
contortiziliguum

{EcTH)

Inibidor de tnpsina
deEnterolablum - porypyR
contortisiliguem

{EcTl)

Inibidor de tripsina
de Enterclablum o ey AHRR
contortisiliguuam

{EcTT)

Inibdor de
proteinase de &cido
asparkco de shobora

(SOAPI)

SMNLAKHVIT

Inibidor de
profeinase de acido
aspartico de sbobors

(SOAPT)

RDQILSFLEF

Inibidor e
proteinase de &cido
aspartco de shobora

(SOAPI)

HIPRROVEVR

Inibédor de
proteinase de acido
aspartico de sboboea

(SaAPI)

EFRIPKFKFS

+

+1

+3

+i

+2

+1

+

+2

+2

+3

+3

+4

+1

+1

+4

2

B8

ar3

120

1202

6.31

B3

B.20

6.31

020

12.01

1029

12.30

B.49

B.50

1230

|

1224.40

1136.28

1150.31

1154.42

112128

1078.25

1135.39

100817

110832

119744

1242 .43

1230.49

111324

1238.49

1288 56

1270.52

0.3

1.54

.04

23

024

142

101

2.30

177

#.02

047

0.eo0

4.75

128

a0

40

20

40

a0

a0

a0

40

a0

0.302

0504

o.or?

0376

0256

0354

0143

0317

0135

.z08

0.450

0.337

0429

0210

0117

0603

0273

0.428

0.800

0.940

0.465

0.982

0626

0.470

0,447

0.366

0.834

0.943

0.981

0.404

0417

-10.82 75

-5.08 75

4.1 ars

-13.00 &r.5

-10.59 BT.5

E.15 15

-16.15 100

5.2 75

632 15

-5.64 Th

-6.18 75

-12.62 100

-13.00 100

-16.29 100

-6.68 100

-8.06 75

Fonte: Elaborada pela autora.

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

(50%) dos peptideos obtiveram resultados ndo ideias nos paréametros ja

descritos e acendem uma luz para a necessidade de possiveis mudancas na

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

Tabela 9. Propriedades fisico-quimicas dos peptideos gerados a partir de
regides com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases vegetais.



50

Inibidor de origem Peptideo Carga liquida| Pl tedrico | Peso Molecular (Da)|indice ( )| Taxa (%) ico(uM) | Tm | sOPEP | Grafico (%)
e e s de KMCVSYTIWKVG +2 8.20 1414.74 0.22 50 0.044 0316  -10.24 80

Inibidor de protease serinica de

batata KVGVVHONGKRRLALY va 12.02 1774.15 175 a4 0.208 0229 -18.24 85
Inibider do tipo Bowman-Birk do  peyyriuNyVNWIQQTI 41 8.57 212646 0.48 a9 0.382 0677 2579 100
feijfo munge

Inibidor do tipo Bowman-Birk do
Teiio mungo NSCHSACKSCICTR +2 855 1512.75 2.33 43 0.259 0637 -17.40 75
Inibidor de trpsina de, KNKPGYY TKVCNYVSWIKOTI +4 978 2460.93 111 33 0.208 0563 -28.42 94

Entarcloblum contortisiliquum

AtSerpinal RROVKVREFKIPKFKFS 6 11.74 219367 357 35 0.023 0236 -13.20 73

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Caracterizagao biolégica

Para as analises bioldgicas foram avaliados os potenciais toxico,
hemolitico, antigénico, antioxidante e susceptibilidade enzimatica. Como
observado, 5 peptideos apresentaram potencial toxico e/ou hemolitico e
nenhum apresentou potencial antigénico. Ja nas demais caracteristicas
apresentou-se uma heterogeneidade maior de resultados, com apenas 4 nao
se caracterizando como antioxidante, 5 que nao apresentaram potencial de
inibicdo de biofilme e todos apresentando pelo menos um sitio de clivagem

para as enzimas analisadas (Tabela 10, Tabela 11, Tabela 12 e Tabela 13).

Tabela 10 - Potencial hemolitico, antigénico e téxico dos decapeptideos
gerados a partir da fragmentacgéo de inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica
resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo.



Inibidor de
origem

Peptideo

Potencial hemolitico

Potencial antigénico

Potencial toxico

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijaoc mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor de
tripsina de
Enterclobium
contortisiliquum
(EcTI)
Inibidor de
tripsina de
Enterclobium
contortisiliguum
(EcTI)

Inibidor de
tripsina de
Enterclobium
contortisiliguum
(EcTI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abdbora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

SYRISTFWG

VRFIGSSSHF

GVVHONGKRR

NGKRRLALVK

CLISGWGNTK

YPSLLQCLKA

VSAAHCYKSR

GCAQKNKPGV

NKPGVYTKVC

TKRGRPAIIW

FGSFKIKPYR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHVIT

KDQILSFLKF

HIPRRQVKVR

EFKIPKFKFS

51
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 11 - Potencial antioxidante dos decapeptideos gerados a partir da
fragmentacao de inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica resultado positivo,
‘" indica resultado negativo.



Inibidor de
origem

Peptideo

Antioxidante

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliqguum

(EcTI)

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliquum

(EcTI)

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliqguum
(EcTI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPI)

SYRISTFWG

VRFIGSSSHF

GVVHQONGKRR

NGKRRLALVK

CLISGWGNTK

YPSLLQCLKA

VSAAHCYKSR

GCAQKNKPGY

NKPGVYTKVC

TKRGRPAIIW

FGSFKIKPYR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHVIT

KDQILSFLKF

HIPRRQVKVR

EFKIPKFKFS

+

53



54

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 12 - Potencial de inibicdo enzimatica dos decapeptideos gerados a
partir da fragmentagao de inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica resultado
positivo, ‘-’ indica resultado negativo.



Inibidor de
origem

Peptideo

Inibigdo de biofilme

Inibidor de
protease
serinica de
batata

Inibidor de
protease
serinica de
batata

Inibidor de
protease
serinica de
batata

Inibidor de
protease
serinica de
batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijgo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor de
tripsina de
Enterolobium

contortisiliguum
(EcTI)

Inibidor de
tripsina de
Enterolobium
contortisiliqguum
(EcTI)

Inibidor de
tripsina de
Enterolobium
contortisiliguum
(EcTI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico
de abobora
(SQAPI)
Inibidor de
proteinase de
acido aspartico
de abobora
(SQAPI)

Inibidor de
proteinase de
dcido aspartico
de abdbora
(SQAPI)
Inibidor de
proteinase de
acido aspartico
de abdbora
(SQAPI)

SYRIISTFWG

VRFIGSSSHF

GVVHQNGKRR

NGKRRLALVK

CLISGWGNTK

YPSLLQCLKA

VSAAHCYKSR

GCAQKNKPGY

NKPGVYTKVC

TKRGRPAIIW

FGSFKIKPYR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHWVIT

KDQILSFLKF

HIPRRQVKVR

EFKIPKFKFS

95

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 13 - Sitios de hidrélise dos decapeptideos gerados a partir da
fragmentacao de inibidores de proteases vegetais. Q1 = Quimiotripsina de alta
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especificidade (C-term para [FYW], ndo antes de P); Q2 = Quimiotripsina de
baixa especificidade (termo C para [FYWML], ndo antes de P); P1 = Pepsina
pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = Tripsina.

Inibidor de origem

Peptideo

Sitios de hidrdlise

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feljao mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliqguum

(EcTI)

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliquum

(EcTl)

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliquum

(ECTI)

Inibidor de
proteinase de acido
aspdrtico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de acido
aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de acido
aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de
proteinase de acido
aspartico de
abobora (SQAPI)

SYRIISTFWG

VRFIGSSSHF

GVVHONGKRR

NGKRRLALVK

CLISGWGNTK

YPSLLQCLKA

VSAAHCYKSR

GCAQKNKPGY

NKPGVYTKVC

TKRGRPAIIW

FGSFKIKPYR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHWVIT

KDQILSFLKF

HIPRRQVKVR

EFKIPKFKFS

Q1, Q2 P1,P2eT

Q1, Q2 P1,P2eT

Q2eT

Q2,P1,P2eT

Q1,42 P1,P2eT

Q2,P1,P2eT

Q1,02 P2eT

Q1,02 P2eT

Q1,02 P2eT

Q1,02 P1,P2eT

Q1,02 P1,P2eT

Qz2,P1,P2eT

Q1,02 P1,P2eT

Q2eT

Q1,Q2,P1,P2eT

Fonte: Elaborada pela autora.

Nos peptideos da segunda abordagem apenas 1 deles ndo apresentou

potencial antigénico, téxico e/ou hemolitico; e diferentemente da primeira

apenas 1 apresentou potencial antioxidante, além disso nesse quesito um dos
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peptideos nao apresentou resultado conclusivo pois seu tamanho de 19
aminoacidos excedia o limite aceito pela plataforma de analise; mais uma vez
apenas 1 apresentou potencial de inibir biofime e todos apresentaram
susceptibilidade por pelo menos duas das enzimas de interesse (Tabela 14,
Tabela 15, Tabela 16 e Tabela 17).

Tabela 14 - Potencial hemolitico, antigénico e toxico dos peptideos gerados a
partir da prospeccgao de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de
proteases vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, *-" indica resultado negativo.

Inibidor de origem [ Peptideo [Potencial hemoliticanutencial antigénicol Potencial toxico
Inibidor de protease serinica KMCVSYTIWKVG _ _ +
de batata
Inibidor de protease serinica KVGVVHQNGKRRLALY _ _ _
de batata

Inibidor do tipo Bowman-Birk

G NSCHSACKSCICTR - + +
do feijao mungo
Inibidor do IIEO Bowman-Birk PGVYTKVCNYVNWIQQTI ) ¥ _
do feijao mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI - + =
contortisiliquum (EcTI)
AtSerpinal RRQVKVREFKIPKFKFS - - +

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 15 - Potencial antioxidante dos peptideos gerados a partir da
prospeccgao de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases
vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, ‘- indica resultado negativo. N/A indica

nao aplicavel.
Inibidor de origem Peptideo Antioxidante
Inibidor de protease serinica KMCVSYTIWKVG )
de batata
Inibidor de protease serinica KVGVVHQNGKRRLALY 5
de batata
Inibidor do F!E"O Bowman-Birk NSCHSACKSCICTR )
do feijao mungo
Inibidor do FIEO Bowman-Birk PGVYTKVCNYVNWIQQTI )
do feijao mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium contortisiliquum KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI N/A
(EcTI)
AtSerpinai RRQVKVREFKIPKFKFS -

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 16 - Potencial de inibicdo enzimatica dos peptideos gerados a partir da
prospecgao de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases
vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo.
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Inibidor de origem Peptideo Inibicao de biofilme
Inibidor de protease serinica KMCVSYTIWKVG }
de batata
Inibidor de protease serinica KVGVVHONGKRRLALY }
de batata

Inibidor do tipo Bowman-Birk

Sl NSCHSACKSCICTR +
do feijdo mungo

Inibidor do tIEO Bowman-Birk PGVYTKVCNYVNWIQQTI _
do feijdo mungo

Inibidor de tripsina de

Enterolobium KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI -
contortisiliquum (EcTI)
AtSerpina1l RRQVKVREFKIPKFKFS -

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 17 - Sitios de hidrodlise dos peptideos gerados a partir da prospecgao de
fragmentos conservados de inibidores de proteases vegetais. Q1 =
Quimiotripsina de alta especificidade (C-term para [FYW], ndo antes de P); Q2
= Quimiotripsina de baixa especificidade (termo C para [FYWNML], ndo antes de
P); P1 = Pepsina pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = Tripsina.

Inibidor de origem Peptideo Sitios de hidrélise

Inibidor de protease KMCVSYTIWKVG Q1,Q2 P2eT
serinica de batata

Inibidor de protease KVGVVHQNGKRRLALY Q2,P1,P2eT

serinica de batata
Inibidor do tipo

Bowman-Birk do feij&o NSCHSACKSCICTR QZeT
RDIgor do Ui PGVYTKVCNYVNWIQQTI Q1,Q2, P2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de tripsina de
Enterolobium KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI Q1,Q2,P2eT
contortisiliquum (EcTl)
AtSerpina1 RRQVKVREFKIPKFKFS Q1,Q2,P1,P2eT

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Caracterizagao farmacocinética

Ja na caracterizacdo das propriedades relacionadas a farmacocinética
de possiveis farmacos desenvolvidos com os peptideos estudados, o ideal é
que peptideo seja absorvido pelo intestino humano e possa acessar as demais
vias do corpo, dependendo do seu tecido alvo, e que nao seja substrato/inibidor
de nenhuma das isoformas das enzimas do citocromo P450 para diminuir as

chances de interferéncia na eficacia da droga. E podemos observar que
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apenas 1 peptideo ndo apresentaram absorcao pelo intestino humano na
abordagem 1, assim como, apenas 3 tiveram interferéncia com as enzimas,

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

Tabela 18 - Propriedades farmacocinéticas dos decapeptideos gerados a partir

da fragmentagcdo de inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica resultado

positivo, ‘-’ indica resultado negativo

Inibidor de origem|

Peptideo

Absorgdo

Metabolismo

Absorgao
no intestino
humano

Substrato de

Substrato de

Substrato de

CYP450 2C9

CYP450 2D6

CYP450 3A4

Inibidor de
CYP450 1A2

Inibidor de
CYP450 2C9

Inibidor de
CYP450 2D6

Inibidor de
CYP450 2C19

Inibidor de
CYP450 3A4

Inibidor de
protease serinica
de batata

Inibidor de
protease serinica
de batata
Inibider do tipo
Bowman-Birk do
feijdo mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do
feljao mungo
Inibider do tipo
Bowman-Birk do
feijao mungo
Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliguum
(EcTI)
Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliquum
(EcTI)

Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abdbora (SQAPI)
Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abobora (SQAPIT)
Inibidor de
proteinase de
acido aspartico de
abodbora (SQAPI)

SYRIISTFWG

VRFIGSSSHF

CLISGWGNTK

YPSLLQCLKA

VSAAHCYKSR

TKRGRPAIIW

AVRFVKAHRR

SMNLAKHVIT

KDQILSFLKF

EFKIPKFKFS

+

Fonte: Elaborada pela autora.

Ja na segunda abordagem, todos os peptideos apresentaram absorg¢ao

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 peptideos gerados a partir da
prospecgao de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases
vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, -’ indica resultado negativo.
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Absorgao Metabolismo
Inibidor de origem Peptideo Absorgio no | Substrato de | Substrato de | Substrato de | Inibidor de Inibidor de | Inibidor de | Inibidor de Inibidor de
intestino CYP450 2C9 | CYP4502D6 | CYP450 3A4 | CYP4501A2 | CYP4502C9 | CYP450 | CYP4502C19 | CYP450 3A4
Inibidor dzsr;);te:;e serinica KMCVSYTIWKVG . "
Inibidor de protease serinica KVGVYVHQNGKRRLALY ”

de batata
inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijao mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijao mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliguum (EcTI)

AtSerpinal

NSCHSACKSCICTR

PGVYTKVCNYVNWIQQTI

KNKPGVYTKVCNYVSWIKQ

T

RROVKVREFKIPKFKFS

+

e

+

5

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.4 Caracterizagao estrutural

Para a caracterizagao das estruturas, os peptideos foram submetidos a

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

para avaliacdo das estruturas secundarias e sua relacdo com a funcédo dos

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

apresentou uma predominancia de conformacgao estrutural em forma de

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

3).

Figura 3 - Estruturas tridimensionais dos decapeptideos gerados a partir da
fragmentacao de inibidores de proteases vegetais. Nos retangulos cinzas esta
informado o inibidor de origem de cada peptideo correspondente nos
retangulos pretos.

Inibidor de protease
serinica de batata

Y

Inibidor de tripsina de

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de tripsina de

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de tripsina de

contortisiliquum (EcTl)

Enter
contortisiliquum (EcT1)

contortisiliquum (EcTI)

Inibidor de protease
serinica de batata

SYRIISTFWG VRFIGSSSHF GVVHQNGKRR NGKRRLALVK

ol

Inibidor de proteinase
de acido aspértico de
abdbora (SQAPI)

Inibidor do tipo Inibidor do tipo Inibidor do tipa Inibidor do tipo Inibidor do tipo
Bowman-Birk do Bowman-Birk do Bowman-Birk do Bowman-Birk do Bowman-Birk do
feijdo mungo feijdo mungo feijdo mungo feijdo mungo feijio mungo

VSAAHCYKSR CLISGWGNTK GCAQKNKPGV NKPGVYTKVC

A\ A S

Inibidor de proteinase
de dcido aspartico de
abébora (SQAPI)

Inibidor de proteinase
de dcido aspartico de
abébora (SQAPI)

Inibidor de proteinase
de acido aspértico de
abébora (SQAPI)

TKRGRPAIIW FGSFKIKPYR AVRFVKAHRR SMNLAKHVIT KDQILSFLKF HIPRRQVKVR EFKIPKFKFS

»

Fonte: Elaborada pela autora.
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Na metodologia de abordagem 2, novamente apenas 1 peptideo
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 peptideos gerados a partir da
prospeccao de fragmentos conservados de inibidores de proteases vegetais.
Nos retangulos cinzas esta informado o inibidor de origem de cada peptideo
correspondente nos retangulos pretos.

Inibidor de protease Inibidor de protease Inibidor do tipo Bowman- Inibidor do tipo Inibidor de tripsina de
serinica de batata serinica de batata Birk do feijdo mungo Bowman-Birk do Enterolobium contortisiliquum

feijdo mul EcTI
KMCVSYTIWKVG KVGVVHQNGKRRLALV g PGVYTKVCNYVNWIQQTI 4 nae (Eeth SROVIVREFKIBKIKES
NSCHSACKSCICTR § KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI <

ﬁ‘”ukrub“l‘, "1

Fonte: Elaborada pela autora.
4.4 Biblioteca de variantes dos peptideos antimicrobianos mais

AtSerpinal

promissores

Os peptideos mais promissores passaram por uma filtragem por meio

das caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas para tornar viavel

geracao das bibliotecas de variantes (Tabela 20).

Tabela 20 - Variantes geradas a partir do embaralhamento das sequéncias dos
decapeptideos com potencial antimicrobiano in silico gerados pela
fragmentacao dos inibidores de proteases vegetais.
Inibidor de e d.e : s dg ko ihbo do. Ips Irggigirt:riltc:ilziir:a prote!ir::isdeotrjg?écido prot;m:isd:(rj:zmdo
origem protgzs;af:t:lnlca Bg{jg:l:ﬁ::;:o Bcfn;viggr:‘:::;:o contortisiliquum aspartico de aspartico de
(EcTI) abodbora (SQAPI) abdbora (SQAPI)
Peptideo SYRIISTFWG CLISGWGNTK VSAAHCYKSR AVRFVKAHRR SMNLAKHVIT EFKIPKFKFS
Variante 1 FTSISGIRYW CNGLSIWTKG AHCASSYVRK ARAKVFVHRR AVTKHISLNM FEFFKIPKKS
Variante 2 ISIFSWTGRY GLICKNGTSW HASVCRAYKS AVWAKRFHRR IHLKTAMSVN FIKKPKSFFE
Variante 3 SGRYITWSFI GSTLGWKNCI RASHVKCYAS FRARKVHAVR INAHLSTVMK FPIKFKESKF
Variante 4 SGSFIYRWTI GWTGCKLISN RVYSAKSCAH FRVHARAVRK KSTMILNVAH |IESFKPKKFF
Variante 5 SIGIRFSWTY ISKGNGLWTC SARHSYCVEKA HKARRRFVVA LAVHINMSKT ISFKKKFEFP
Variante 6 SITFRGSWY KIGSWCGNLT SKCVYARHSA HVKFVAARRR LHNSKAMTVI KFIEPFFSKK
Variante 7 SWISFRTGIY KWITLNSGGC VYHRASSCAK RARFRAHVKVY NILKTHVMSA PFKFIEFKKS
Variante 8 SYIGTSRWIF NGWILTCKSG VYSSHCARKA VHFKRVARAR NSKHLMTAIV PKIFEKFFKS
Variante 9 TRIWSFIGYS NSCLGWKGTI YKHVASRSCA VRHKRRAVFA TNSKIHLAMV SFIEFKFKPK
Variante 10 YSTSWRIIFG WHKGGNICSLT VSYCKRHSAA VVHKAFRRRA VMINLATKSH SPFEKKFFIK

Fonte: Elaborado pela autora.
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Como ja foi descrito na metodologia a primeira abordagem gera
peptideos de tamanhos iguais e encobre toda a extensdo da sequéncia de
aminoacidos dos peptideos escolhidos, ja 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 peptideos gerados pelo embaralhamento das
sequéncias de peptideos provenientes de inibidores de proteases gerados com
base nas regides com potencial antimicrobiano e que apresentaram melhores

scores na analise de potencial antimicrobiano in silico.

Inibidor de Inibidor de protease oo dq Hpa
origem serinica de batata ERvman-Rirk e
feijao mungo
Peptideo KVGVWHQNGKRRLALY  NSCHSACKSCICTR
Variante 1 GGKVKRLVHARVQVLN  CCSASRHSTNICKC
Variante 2 GVLHAQLNRVRKKVGY CKCRCCSATSINSH
Variante 3 LGKVRRVQHKVGVANL CSCASCSRKCHITN
Variante 4 LGVWWKVGRAQRNKHL CSINTSCSCHKARC
Variante 5 RKVHVARLKGLVVQGN  CSIRHCACNTSCKS
Variante 6 RLKAKVGHVLRGNQVY  KASCCTHSCRISCN
Variante 7 VKQVKARRLVLGVYHNG  NCATSSRKSICCHC
Variante 8 VLQVKRLRNVAGVGKH  RISKCCCSATSNHC
Variante 9 VVAKVGHKGVYNLRQRL  SCNSSRCTCHKIAC
Variante 10 | VWWRVKGGNAHKVQLRL TCCCRHNCSKASIS

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.1 Potencial antimicrobiano das variantes obtidas

Na analise do potencial antimicrobiano das variantes em ambas as
abordagens o perfil seguiu os paradmetros dos peptideos originais no que diz
respeito a proporgcédo de resultados positivos, com 24 (40%) os peptideos

seguindo para as préximas analises (Tabela 22).

Tabela 22 - Avaliacdo do potencial antimicrobiano das variantes dos
decapeptideos gerados a partir da fragmentagao dos inibidores de proteases

vegetais. O “-” indica valores abaixo de 0.500, “+” indica valores de score entre
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0.500 e 0.699, “++” indica score entre 0.700 e 0.899 e “+++” indica score entre
0.900 e 1.000.

Inibidor de origem |  Peptidec | Variante | CAMPR4 | AMAMP | HydrAMP
Inibidor de protease serinica
i bitada SYRISTFWG | FTSISGIRYW + - ++
Inibidor do tipo Bowman-Birk o |cawaNTK  CNGLSIWTKG + ; E
do feijdo mungo
Inipidor do tipo Bowman-Birk g acvksR AHCASSYVRK  + - -
do feijdo mungo
Inibidor de tripsina de
Enternlobium contortisiliguum  AVRFVEAHRR  ARAKVEVHRR + +++ A

(EcTH)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora SMNLAKHWVIT  AVTKHISLNM - - -
(SQAPI)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora EFKIPKFKFS  FEFFKIPKKS - + +
(SQAPI)
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijao mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo

SYRISTFWG | ISIFSWTGRY + - +
CLISGWGNTK  GLICKNGTSW * - .

VSAAHCYKSR  HASVCRAYKS + o .

Inibidor de tripsina de
Enterolobium contortisiliguum  AVRFVKAHRR  AVVAKRFHRR + +++ 4
(ECTI)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora SMHLAKHWVIT  IHLKTAMSWYN . - .
(SQAPI)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora EFKIFKFKFS  FIKKPKSFFE - - B
(SQAPI)
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijao mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium contortisiliguum  AVRFVKAHRR FRARKVHAVR + - bk
(EcTI)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora  SMNLAKHVIT  INAHLSTVMK . - .
(SQAPI)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora EFKIPKFKFS FPIKFKESKF - - -
(SQAPI)
Inibidor de protease serinica
de batata

Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo

SYRISTFWG  SGRYITWSFI . - +
CLISGWGNTK  GSTLGWHKNCI + - +

VSAAHCYKSR RASHVKCYAS * o 3

SYRISTFWG  SGSFIYRWTI . - Lo nd

CLISGWGNTK. GWTGCKLISN * - =

Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungoe
Inibidor de tripsina de
Enterolobium contortisiliguum  AVRFVKAHRR  FRVHARAVRK + o bk

(EcTI)
Inibider de proteinase de
acido aspartico de abobora  SMNLAKHVIT  KSTMILNVAH - + -
(SQAPI)
Inibideor de proteinase de
acido aspartico de abobora EFKIPKFKFS IESFKPKKFF - - -
(SQAPI)
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijao mungo

VBAAHCYKSR  RVYSAKSCAH # + -

SYRIISTFWG | SIGIRESWTY * - -

CLISGWGNTK. ISKGNGLWTC + - =

Inibidor do tipo Bowman-Birk /g a1icvicsR | SARHSYCVKA . . ¥
do feij@o munao

Inibidor de tripsina de

Enternlobium contortisiliguum  AVRFVEAHRR HEKARRRFVVA + +++ +

(EcTI)
Inibider de proteinase de
acido aspdrtico de abobora  SMNLAKHVIT  LAVHINMSKT . - -
(SQARI)
Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora EFKIPKFKFS  ISFKKKFEFF - - .
(SQAPI)



Inibider de origem

Peptideo

Variante

CAMPR4

Al4AMP

HydrAMP

Inibidor de protease serinica
de batata

Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijo mungo

Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo

Inibidor de tripsina de
Enterolobium contortisiliquum
(EcTl)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora
(SQAPI)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora
(SQAPI)

Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo
Inibidor de tnpsina de
Enterolobium contortisiliquum
{EcTl)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abdbora
(SQAPI)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora
(SQAPI)

Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo
Inibidor de tnpsina de
Enterolobium contortisiliguum
{EcTl)

Inibidor de proteinase de
acido azpartico de abdbora
(SQAPI)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abdbora
(SQAPI)

Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijao mungo
Inibidor de tnpsina de
Enterolobium contortisiliguum
(EcTI)

Inibidor de proteinase de
acido agpartico de abobora
(SQAPI)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora
(SQAPI)

Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijgo mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor de tnpsina de
Enterolobium contortisiliguum
(EcTI)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora
(SQAPI)

Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora
(SQAPI)

SYRISTFWG

CLISGWGNTK

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHVIT

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

CLISGWGNTK

VSAAHCYKSR

AVRFVIKAHRR

SMNLAKHVIT

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

CLISGWGNTK

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHWIT

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

CLISGWGNTK

VEAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

SMNLAKHWIT

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

CLISGWGNTK

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

SMMNLAKHVIT

EFKIPKFKFS

SITFRGSWY
KIGSWCGNLT

SKCVYARHSA

HVKFVAARRR

LHNSKAMTVI

KFIEPFFSKK

SWISFRTGIY
KWITLNSGGC

VYHRASSCAK

RARFRAHVKV

NILKTHWYMSA

PFKFIEFKKS

SYIGTSRWIF

NGWILTCKSG

VYSSHCARKA

VHFKRVARAR
NSKHLMTAIV

PKIFEKFFKS

TRIWSFIGYS
NSCLGWKGTI

YKHVASRSCA

YRHKRRAVFA
TNSKIHLAMY

SFIEFKFKPK

YSTSWRIIFG
WKGGNICSLT

VSYCKRHSAA

VVHKAFRRRA
WMINLATKSH

SPFEKKFFIK

+

4

++

4

-

ot

bt

Tt

+ae

+ae

i

g

+ae

e

4+

Fonte: Elaborada pela autora.
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Nos resultados da segunda abordagem os peptideos destacados em
verde sdo os que apresentaram resultado positivo na analise e foram a minoria
como mostrado na tabela abaixo, com 17 peptideos com potencial e uma taxa
de 85% de resultados positivos (Tabela 23).

Tabela 23 - Avaliagcdo do potencial antimicrobiano das variantes de peptideos
gerados a partir da prospeccao de regides 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.

Plataforma de analise do potencial antimicrobiano

Peptideo
CAMPR4 Al4AMP HydrAMP
KMCVSYTIWKVG + - ++
KVGVVHQNGKRRLALV ++ ++ -
PGVYTKVCNYVNWIQQTI + - +
NSCHSACKSCICTR + +++ +++
KNKPGVYTKVCNYVSWIKQTI ++ - ++
RRQVKVREFKIPKFKFS ++ ++ =

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.2 Caracterizagdo computacional integrada das variantes geradas
4.4.2.1 Caracterizagéo fisico-quimica

Na analise das propriedades fisico-quimicas das variantes da
abordagem um foi percebido um padrao similar de resultados entre as variantes
fruto do mesmo peptideo, o que indica que apesar da mudanca da sequéncia
como a composicao de aminoacidos se mantém a mesma, algumas

caracteristicas se mantém conservadas (Tabela 24).

Tabela 24 - Propriedades fisico-quimicas das variantes dos decapeptideos
gerados a partir da fragmentacao dos inibidores de proteases vegetais.
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de origem

ida Pl
|

: Peso

Molecular (Da)| indice B

) Traxa niar

(%)in

Carga li

(um)] Tm | SOPEP |Grafico

(%)

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijgo
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de proteinase
de acido aspartico de
abobora (SQAPI)

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor do fipo
Bowman-Birk do feijdo
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor do tipa
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enteralobium
contortisiliguum (ECTI)

Inibidor de protease
serinica de batata

SYRISTFWG

VESAAHCYKSR AHCASSYVRK

FTSISGIRYW

AVRFVKAHRR ARAKVFVHRR

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

CLISGWGNTK

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

SYRISTFWG

FEFFKIPKKS

ISIFSWTGRY

HASVCRAYKS

AVVAKRFHRR

GSTLGWKNCI

RASHVKCYAS

FRARKVHAVR

RVYSAKSCAH

FRVHARAVRK

SIGIRFSWTY

+1

+2

+4

+2

+1

+2

+1

+2

+4

+2

+4

+1

8.75

9.32

12.30

970

875

931

12.30

822

931

12.30

931

12.30

8.46

1229.40

1121.28

1239.49

1270.52

1229.40

1121.28

1239.40

1078.25

1121.28

1239.49

1121.28

1239.49

1229.40

0.83

23

4.02

1.29

0.83

231

4.02

0.28

2H

4.02

23

4.02

0.83

40

40

0.204

0.300

0.056

0.430

0.284

0.384

0.346

0.364

0.139

0.129

0.037

0.520

0.045

0.205

0977

0478

0.484

0.347

0954

0.957

0.563

0.482

0.910

0.661

0.966

0.373

-8.04

-10.30

-B.82

-6.95

-11.30

-12.08

-7.51

-10.45

-12.44

-9.70

-12.74

-6.84

87.5

87.5

100

375

75

B7.5

62.5

100

87.5

100

100

75
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deorigem | Pepti i Carga liquida|P1 teérico| Peso Molecular (Da) | Indice B [Taxa hidrofébica (%)M i ico (uM)] Tm | SOPEP |Grafico

(%)

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo  VSAAHCYKSR SARHSYCVEKA +2 9.30 12128 2.31 40 0.160 0.715 -8.26
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR HKARRRFVVA +4 12.30 123049 4.02 50 0.230 0.546 -11.21
contortisiliguum (EcTl)
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fefjdo  VSAAHCYKSR SKCVYARHSA +2 9.30 1121.28 23 40 0.086 0.786 -1041
mungo

Inibidor de tripsina de
Enteralobium AVRFVKAHRR HVKFVAARRR +4 12.30 1239.49 4.02 50 0.217 0926 -13.15
contortisiliguum (EcTI)

Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVEAHRR HVKFVAARRR +2 9.70 1270.54 1.30 40 0.432 0.607 -1025
contortisiliqguum (EcTI)

Inibidor de protease

s SYRISTFWG  SWISFRTGIY +1 8.48 1229.40 0.83 40 0.376 0.399 -0.58
serinica de batala

Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR RARFRAHVKY +4 12.30 1230.49 4.02 50 0.291 0780 1201
centortisiliqguum (EcTI)

Inibidor de protease

e SYRISTFWG  SYIGTSRWIF +1 8.46 1229.40 0.83 40 0.241 0.387 -7.91
serinica de batala

Inibidor do tipo

Bowman-Birk do feijao  WVSAAHCYKSR VYSSHCARKA +2 9.31 121.28 2.31 40 0.198 0.947 -9.35
mungo

Inibidor de tripsina de

Enterolobium AVRFVKAHRR VHFKRVARAR +4 12.30 123949 4.02 50 0.287 0974 1291
contortisiliquum (EcTl)
Inibidor de tripsina de

Enterolobium AVRFVKAHRR VRHEKRRAVFA +4 12.30 1230.49 4.02 50 0.182 0.962 -11.66
contortisiliguum (EcTl)

Inibidor de protease  oypyerEwG  YSTSWRIFG 1 8.75 1229.40 0.83 40 0.431 0204 -7.60
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijic VSAAHCYKSR VSYCKRHSAA +2 9.31 112128 231 40 0.288 0875 1126
mungo

Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR VYWHKAFRRRA +4 1230 1230409 4.02 50 0.398 0.853 -12.85
contortisiliqguum (EcTl)

75

BT S

875

ars

100

100

75

875

100

875

100

100

100

625

Fonte: Elaborada pela autora.

Esse padrao se observa de maneira mais clara nas variantes da
segunda abordagem ja que foram geradas a partir de apenas dois peptideos
como pode ser observado na tabela a seguir. Os parametros que nao entram
nessa padronagem sao: o momento hidrofobico, os scores de Tm e sOPEP e a

porcentagem do grafico de Ramachandran (Tabela 25).

Tabela 25. Propriedades fisico-quimicas das variantes de peptideos gerados a
partir da prospeccgao de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de
proteases vegetais pela plataforma PyAMPA.
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Inibidor de origem Peptideo de origem Variante Carga liquida| Pl teérico | Peso Molecular (Da) | indice Bowman (kcal/mol) | Taxa hidrofébica (%) | Momento hidrofébico (uM) | Tm | sOPEP |Grafico Ramachandran (%)
Initador, dz;’f:::: sarincn KVGWHO\TGKRRLAL GGKVKRLVHARVQVLN +4 12.02 1774.15 175 44 0.352 0702  -23.01 92
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \seHSACKSCICTR — CCSASRHSTNICKG +2 8.55 1512.75 233 43 0321 0431  -12.81 100

do feijao mungo
Inibidor de protease serinica KVGVVHGNGKRRLAL | GKVRRVOHKVGVANL +4 12.02 1774.15 175 44 0217 0613 -18.02 92
Inibidor do tipo Bowman-Birk
o Tk mndo NSCHSACKSCICTR ~ CSCASCSRKCHITN +2 8.55 1512.76 233 43 0.120 0536 -14.99 100
Inibidor de protease serinica KVGVVHQONGKRRLAL LGVVVKVGRAQRNKHL 44 12.02 1774.15 175 44 0.214 0480 -12.02 78
de batata v
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \qopgaCKSCIGTR — CSINTSCSCHKARG +2 8.55 1512.75 233 43 0111 0391 -12.71 76
do feijao mungo
ot dz;’f::;:e Seropa KVGWHD‘TGKRRLAL RKVHVARLKGLVWQGN +4 12.02 1774.15 175 a4 0.142 0455 -16.16 92
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \soHSACKSCICTR — CSIRHCACNTSCKS +2 8.55 1512.75 233 43 0.087 0388 -12.84 91
do feijao mungo
Inibidor de protease serinica KVGVVHQONGKRRLAL RLKAKVGHVLRGNQVY 4 12.02 1774.15 175 44 0.262 0596 -16.93 85
de batata v
Inibidor do tipo Bowman-Birk  yoopHsACKSCICTR — KASCCTHSCRISCN +2 8.55 151275 233 43 0172 0267 -13.03 83
do feijao mungo
Inibidor de prolease serinica  KVGVVHONGKRRLAL o icaRRiVLGVHNG +4 12,02 1774.15 1.75 44 0.065 0670 -20.31 64
de batata v
Inibidor do tipo Bowman-Birk  ngcHSACKSCICTR — NCATSSRKSICCHC +2 855 1612.76 233 43 0.202 0203 1162 100
do feijao mungo
folpatde preisas: sedhcn KVBVWHONGKRRLAL 1 auiRLRNVAGVGKH +4 12.02 177415 175 44 0171 0618 -2068 100
Inibidor do tipo Bowman-Birk  NSCHSACKSCICTR  RISKCOGSATSNHC +2 8.55 1512.75 233 43 0.377 0421 -13.53 75
do feijao mungo
Inibidor dz;’f;;te sy KVGWHD‘:‘GKRRLAL VVAKVGHKGVNLRGRL +4 12,02 1774.15 1.75 44 0.353 0345 -14.85 78
Inibidor do tipo Bowman-Birk  ngoHSACKSCICTR — SCNSSRCTCHKIAC +2 8.55 1512.75 233 43 0.156 0388 -12.51 83
do feijao mungo
Inibidor do tipo Bowman-Birk  yeoysaCKSCICTR — TOCCRHNCSKASIS +4 12.02 1774.15 175 44 0.032 0511 1373 91

do feijao mungo

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.2.2 Caracterizacdo biologica

Nas variantes da primeira abordagem se manteve a porcentagem de

nenhum peptideo com potencial hemolitico e atingiu a mesma porcentagem no

quesito potencial antigénico,

nas demais caracteristicas seguiu-se uma

distribuicdo mais igualitaria com porcentagem positivas de 37,5%, 75% e

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

de 65% dos peptideos tendo susceptibilidade a todas as enzimas proteoliticas
(Tabela 26, Tabela 27, Tabela 28 e Tabela 29).

Tabela 26 - Potencial hemolitico, antigénico e toxico das variantes dos
decapeptideos gerados a partir da fragmentagao de inibidores de proteases

vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, -’ indica resultado negativo.



Inibidor de origem

Peptideo

Variante

Potencial hemolitico | Potencial antigénico |Potencial toxico

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do faijfio
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolabium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de proteinase
de acido aspariico de
abdbora (SQAPI)

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijfo
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fetjéo
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do faijdo
mungo
Inibidor do tipo
Bowmian-Birk do feijgo
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolabium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enteralabium
confortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliguum (EcTI)

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijgo
mungo

Inibidor de protease
sarinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijio
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolabium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterclobium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolofium
contorisiliguum (EcTI)
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijgo
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolabium
contartisiliguum (EcTIl)
Inibidor de tripsina de
Enterolabium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterclobium
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enteralabium
contortisiliguum (EcTl)

SYRISTFWG

VEAMHCYKSR

AVRFVEAHRR

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

VSAAHCYKSR

CLISGWGNTK

VEAAHCYKSR

VEAAHCYKSER

VEAMHCYKSR

AVRFVEAHRR

AVRFVKAHRR

AVRFVEAHRR

SYRISTFWG

SYRISTFWG

VEAAHCYKSR

SYRISTFWG

VEAMHCYKSR

AVRFVEAHRR

AVRFVKAHRR

AVRFVHKAHRR

VEAAHCYKSR

VEAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

AVRFVEAHRR

AVRFVEAHRR

AVRFVEAHRR

FTEISGIRYW

AHCASSYVRE

ARAKVFWVHRR

FEFFKIPKKS

ISIFSWTGRY

HASVCRAYKS

GSTLGWKNCI

RASHWVKCYAS

RVYSAKSCAH

BIGIRFEWTY

SARHSYCWEA

SKCWYARHSA

KFIEPFFSKK

SWISFRTGIY

SYIGTSRWIF

VYSSHCARKA

YESTSWRIIFG

VEYCKRHSAA

AVAKRFHRR

FRARKNVHAVE

FRVHARMANRK

HKARRRFVYA

HYKFVAARRR

RARFRAHWVKY

VHFRRVARAR

VRHKRRAVFA

VVHKAFRRRA

69
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Fonte: Elaborada pela autora.

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

| inibidor de origem | Peptideo | Variante | Antioxidants|
Inibidor de protease

i SYRISTFWG  FTSISGIRYW +
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdjc  VSAAHCYKSR AHCASSYVRE +
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR ARAKVFVHRR +

cantortisiliguum (EcTI)

Inibidar de proteinase

de acido aspartico de  EFKIPKFKFS FEFFKIPKKS +
abébora (SQAPI)

Inibidor de protease

e SYRISTFWG  ISIFSWTGRY +
serinica de batata
[nibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo VSAAHCYKSR HASVCRAYKS +
mungo

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo  CLISGWGNTK GSTLGWKNCI
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdac  VSAAHCYKSR RASHVKCYAS -
mungo
Inibidor dao tipo
Bowman-Birk do feijao  VEAAHCYKSR RVYSAKSCAH +
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fefjio  VSAAHCYKSR SIGIRFSWTY +
munge
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR SARHSYCVEA
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR SKCVYARHSA
coentortisiliguum {EcTI)
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR  KFIEPFFSKK +
contortisiliguum (EcTI)

Inibidor de protease
serinica de batata

SYRISTFWG SWISFRTGIY

Inibidor de protease

25 SYRISTFWG SYIGTSRWIF +
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo  VSAAHCYKSR VYSSHCARKA
mungo

Inibidor de protease

e S ) SYRISTFWG  YSTSWRIFG

Inibidor dao tipo
Bowman-Birk do feijdo  VSAAHCYKSR VSYCKRHSAA -
mungo
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR AVVAKRFHRR +
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR FRARKVHAVR +
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR FRVHARAVREK +
contortisiliguum {EcTI)
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo  VSAAHCYKSR HKARRRFVWVA +
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijac  VSAAHCYKSR HVKFWAARRR +
mungo
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR RARFRAHVKY +
contortisifiguum (EcTI)
Inibider de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR VHFKRVARAR +
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de fripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR VRHKRRAVFA +
contortisifiguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR VWHKAFRRRA +
contortisiliguum (EcTI)




Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 28 - Potencial de inibicdo de biofilme das variantes dos decapeptideos

gerados a partir da fragmentagado de inibidores de proteases vegetais.

indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo.

l

de origem |

Variante

de biofilme |

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de proteinase
de acido aspartico de
abdobora (SQAPI)

Inibider de protease
sefinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungao
Inibidar do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enteralobium
contortisiliquum (EcTI)

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo
mungo

Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidar do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Entarolobium
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortisiliquum (EcTI)

SYRISTFWG

VSAAHCYKSR

AVRFVEAHRR

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

VSAAHCYKSR

CLISGWGNTK

VSAAHCYKSR

VSAAHCYKSR

VSAAHCYKSR

AVRFVEAHRR

AVRFVEKAHRR

AVRFVEAHRR

SYRISTFWG

SYRISTFWG

VSAAHCYKSR

SYRISTFWG

VSAAHCYKSR

AVRFVEAHRR

AVRFVEKAHRR

AVRFVEAHRR

VEAAHCYKSR

VSAAHCYKSR

AVRFVEAHRR

AVRFVEKAHRR

AVRFVEKAHRR

AVRFVEAHRR

FTSISGIRYW

AHCASSYVRK

ARAKVFVHRR

FEFFKIPKKS

ISIFEWTGRY

HASVCRAYKS

GETLGWKNCI

RASHVKCYAS

RVYSAKSCAH

SIGIRFSWTY

SARHSYCVKA

SKCVYARHSA

KFIEPFFSKK

SWISFRTGIY

SYIGTSRWIF

VYSSHCARKA

YSTSWRIIFG

VSYCKRHSAM

AVVAKRFHRR

FRARKVHAVR

FRVHARAVRE

HKARRRFVVA

HVKFVAARRR

RARFRAHVENW

VHFKRVARAR

VRHKRRAVFA

VVHKAFRRRA

+

Fonte: Elaborada pela autora.

‘+!
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Tabela 29 - Sitios de hidrolise das variantes dos decapeptideos gerados a
partir da fragmentagdo de inibidores de proteases vegetais. Q1 =
Quimiotripsina de alta especificidade (C-term para [FYW], ndo antes de P); Q2
= Quimiotripsina de baixa especificidade (termo C para [FYWML], ndo antes de
P); P1 = Pepsina pH 1.3; P2 = Pepsina pH > 2 e T = Tripsina.

| inibidor de origem | | | variante | Sitios de hidrélise
Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijfio  VSAAHCYKSR AHCASSYWVRK 01, Q2 P2ZeT
munge
Inibidor de tripsina de
Enteralobium AVRFVKAHRR ARAKVFVHRR Q1, Q2. P1, PZeT
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de proteinase de
dcido aspartico de EFKIPKFKFS FEFFKIPKKS Q1,02 P1,P2eT
abdbora (SQAPI)

SYRISTFWG FTSISGIRYW 1, Q2 P1,P2eT

Inibidor de protease

o SYRISTFWG ISIFSWTGRY O1,Q2 P1.P2eT
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijdo  VSAAHCYKSR HASVCRAYKS 01,02, P2eT
munge
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feifjio  CLISGWGNTK GSTLGWKNCI o1, Q2 P1,P2eT
munge
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijio  VSAAHCYKSR RASHVKCYAS 1.0Q2 PZeT
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fefjdo  VSAAHCYKSR RVYSAKSCAH 1, Q2 P2eT
mungo
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijio  VSAAHCYKSR SIGIRFSWTY 0Q1, G2 P1,P2eT
munge
Inibidor de tripsina de
Enteralobium AVRFVEKAHRR SARHSYCWVEA 01,02eT
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterclobium AVRFVKAHRR SKCVYARHSA 01,02, P2eT
contortisiliguum (EcTl)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVKAHRR KFIEPFFSKK Q1, Q2 P1, PZeT
contortisiliquum (EcTI)

Inibidor de protease

R SYRHSTFWG SWISFRTGIY O1,Q2 P1,P2eT

Inibidor de protease

R SYRUSTFWG SYIGTSRWIF Q1,02 P1,P2eT
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feifjio  VSAAHCYKSR VYSSHCARKA 01, Q2. P2eT
mungo

Inibidor de protease

o SYRISTFWG YSTSWRIFG 1,02 P1,P2ZeT
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijio  VSAAHCYKSR VSYCKRHSAA 1,02, P2eT
mungoe
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVEKAHRR AVVAKRFHRR a1, 02eT
contortisiliguum (EcTl)
Inibidor de tripsina de
Enterclobium AVRFVKAHRR FRARKVHAVRE 0O
contortisiliquum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enteralobiurm AVRFVKAHRR FRVHARAVRK O
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fefjdo  VSAAHCYKSR HEKARRRFWVVA Q1, 02eT
munge
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fefjio  VSAAHCYKSR HVKFVAARRR O
mungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium: AVRFVEKAHRR RARFRAHVEY O
contortisiliquum (EcTl)
Inibidor de tripsina de
Enterclobium AVRFVKAHRR VHFKRVARAR O
contortisiliqguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVEKAHRR VRHERRAVFA O
contortisiliguum (EcTI)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium AVRFVEAHRR VVHKAFRRRA 01.Q2eT
contortisiliguum (EcTI)

02, P1,P2eT

,Q2,P1,P2eT

,Q2.P1,P2eT

.02, P1,P2eT

,Q2,P1,P2ZeT

,Q2,P1,P2eT

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

padrao de repeticdo dos resultados mais claro e mantendo de maneira geral as

propor¢cdes de positivos e negativos (Tabela 30, Tabela 31, Tabela 32 e Tabela

33).
Tabela 30 -

positivo, ‘-’ indica resultado negativo.

£+l

Potencial hemolitico, antigénico e toxico das variantes dos
peptideos gerados a partir da prospeccao de
antimicrobiano de inibidores de proteases vegetais.

regidbes com potencial

indica resultado

Inibidor de origem Peptideo Variante Potencial hemolitico|Potencial antigénico|Potencial toxico
Hricio dz:r;a‘f;‘ze serinica G\ VHQNGKRRLALY GGKVKRLVHARVQVLN . + .
Inibidor do tipo Bowman-Birk

4o felio mungo NSCHSACKSCICTR ~ CCSASRHSTNICKC . : +
Inibidor de protease serinica /Gy yHQNGKRRLALY  LGKVRRVQHKVGVANL - + -
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
i it NSCHSACKSCICTR ~ CSCASCSRKCHITN - + +
Inibidor de protease serinica  /GyyHONGKRRLALY  LGVVVKVGRAQRNKHL . : 5
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Bik  yamigimicsmicTh CSINTSCSCHKARC . + +
do fejjao mungo
Inibidor dﬁé’?;f“;ie serinica  yGyVHQNGKRRLALY  RKVHVARLKGLVVQGN . + -
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \gcHSACKSCICTR ~ CSIRHCACNTSCKS . + 4
do feijdo mungo
Inibidor d‘;gr;atf;ze serinica v GYVHQNGKRRLALY RLKAKVGHVLRGNQWY £ + +
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \gopSACKSCICTR — KASCCTHSCRISCN ; + +
do fejjao mungoe
Inibidor de protease serinica G\ VHQNGKRRLALY VKQVKARRLVLGVHNG . + <
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \anpsACKSCICTR — NCATSSRKSICCHC . - +
do fejjao mungo
Inibidor de protease serinica ;o\ n/HONGKRRLALY  VLQVKRLRNVAGVGKH ¢ + +
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \arpsACKSCICTR — RISKCCCSATSNHC ; + +
do feijdo mungo
Inibidor de protease serinica ;o\ \/HONGKRRLALY  VWAKVGHKGVNLRQRL - 4 -
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk  \aopsACKSCICTR — SCNSSRCTCHKIAC - + +
do feijao mungo
Inibidor de protease serinica . /G\VHQNGKRRLALY ~ TCCCRHNCSKASIS . + +

de batata

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 31 - Potencial antioxidante das variantes dos peptideos gerados a partir
da prospecgdo de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de
proteases vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo.
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Inibidor de origem

Peptideo

Variante

Antioxidante

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao

Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease
serinica de batata

Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do feijao

Inibidor de protease
serinica de batata

KVGVVHQONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQNGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQNGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQNGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHQNGKRRLALY

GGKVKRLVHARVQVLN

CCSASRHSTNICKC

LGKVRRVQHKVGVANL

CSCASCSRKCHITN

LGVVVKVGRAQRNKHL

CSINTSCSCHKARC

RKVHVARLKGLVVQGN

CSIRHCACNTSCKS

RLKAKVGHVLRGNQVV

KASCCTHSCRISCN

VEKQVKARRLVLGVHNG

NCATSSRKSICCHC

VLOVKRLRNVAGVGKH

RISKCCCSATSNHC

VVAKVGHKGVNLRQRL

SCNSSRCTCHKIAC

TCCCRHNCSKASIS

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 32 - Potencial de inibicdo de biofilme das variantes dos peptideos
gerados a partir da prospeccédo de regides com potencial antimicrobiano de

inibidores de proteases vegetais.

resultado negativo.

‘+’ indica resultado positivo,

indica



Inibidor de origem Peptideo Variante Inibigdo de biofilme
Inibidor de protease ;o\ /HQNGKRRLALY GGKVKRLVHARVQVLN :
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman-Birk do fojzc NSCHSACKSCICTR  CCSASRHSTNICKC +
Inibidor de protease .\ /a\\/HONGKRRLALY LGKVRRVQHKVGVANL ]
serinica de batata
Inibidor do tipo
BowmanBirk do fejgc NSCHSACKSCICTR  CSCASCSRKCHITN -
Inibidor de protease .\ \/HONGKRRLALY LGVVVKVGRAQRNKHL s
serinica de batata
Inibidor dotipo  \erpSACKSCICTR  CSINTSCSCHKARC +
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease  \/G\/\VHQNGKRRLALY RKVHVARLKGLVVQGN .
serinica de batata
Inibidordotipo  NSEHSACKSCICTR — CSIRHCACNTSCKS +
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease /oy \/HONGKRRLALY RLKAKVGHVLRGNQWV 5
serinica de batata
Inibidordotipo ~ \GEHSACKSCICTR  KASCCTHSCRISCN +
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease ;G\ \/HQNGKRRLALY VKQVKARRLVLGVHNG :
serinica de batata
Inibidordotipo ~ \GEHSAGKSCICTR  NCATSSRKSICCHC +
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease ;-\ A IONGKRRLALY VLQVKRLRNVAGVGKH £
serinica de batata
Inibidor dotipo  NoCHSACKSCICTR — RISKCCCSATSNHC +
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease ., n/LAONGKRRLALY VVAKVGHKGVNLRQRL -
serinica de batata
Inibidordotipo  NorHSACKSCICTR — SCNSSRCTCHKIAC +
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease  ;o\A/HQNGKRRLALY ~ TCCCRHNCSKASIS +

serinica de batata

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 33 - Sitios de hidrolise das variantes dos peptideos gerados a partir da
prospecc¢ao de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de proteases
vegetais. Q1 = Quimiotripsina de alta especificidade (C-term para [FYW], ndo

antes de P); Q2 =

Quimiotripsina de baixa especificidade (termo C para

[FYWML], ndo antes de P); P1 = Pepsina pH 1.3; P2 = PepsinapH>2e T =

Tripsina.



Inibidor de origem Peptideo Variante Sitios de hidrélise
Inibidor de protease  (\/q\\HQNGKRRLALY GGKVKRLVHARVQVLN — Q2,P1,P2eT
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman Birk do feijao  NSCHSACKSCICTR  CCSASRHSTNICKC QeT
Inibidor de prolease i\ /qyyHQNGKRRLALY LGKVRRVQHKVGVANL Q2. P1,P2eT
serinica de batata
Inibidor do tipo
Bowman.Birk do feijio  NSCHSACKSCICTR  CSCASCSRKCHITN Q2eT
Inibidor de protease G\ yHQNGKRRLALY LGVVVKVGRAQRNKHL — Q2,P1,P2eT
serinica de batata
lnibidor do tipo ~— \a~HSACKSCICTR  CSINTSCSCHKARC Q2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease  y/G\/HQNGKRRLALY RKVHVARLKGLVWQGN ~ Q2,P1,P2eT
serinica de batata
Inibidor dotipo  NSEHSACKSCICTR — CSIRHCACNTSCKS Q2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease G\ /\VHONGKRRLALY RLKAKVGHVLRGNQVY  Q2,P1,P2eT
serinica de batata
Inbidordotipo  \srHSACKSCICTR ~ KASCCTHSCRISCN Q2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease Gy yHQNGKRRLALY VKQVKARRLVLGVHNG — Q2,P1,P2eT
serinica de batata
Inibidordotipo ~ \SEHSACKSCICTR — NCATSSRKSICCHC Q2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease |\ \HONGKRRLALY VLQVKRLRNVAGVGKH Q2. P1,P2eT
serinica de batata
Inibidordotipo NS eHSACKSCICTR — RISKCCCSATSNHC Q2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease .\ \/HONGKRRLALY VVAKVGHKGVNLRQRL — Q2, P1,P2eT
serinica de batata
Inibidordotipo  \goHSACKSCICTR  SCNSSRCTCHKIAC Q2eT
Bowman-Birk do feijao
Inibidor de protease o\ \/HONGKRRLALY ~ TCCCRHNCSKASIS Q2eT

serinica de batata

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.2.3 Caracterizagao farmacocinética
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Na analise ADMET das variantes, todas foram capazes de serem

absorvidas pelo tecido do intestino humano e somente 10 possuiram interacao
apenas como substrato de CYP450 3A4 (Tabela 34).

Tabela 34 - Propriedades farmacocinéticas das variantes dos decapeptideos

gerados a partir da fragmentagdo de inibidores de proteases vegetais.

indica resultado positivo, ‘-’ indica resultado negativo.

‘+’
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Inibidor de orlgem

Peptideo

Varlante

Absorgao

Metabolismo

Absorgio no
intesting

Substrato de
CYP450 2C0

Substrato de
CYP450 206

Substrato de | Inibldorde | Inibidorde | Inibidor de | Inibidor de
CYP450 3A4 | CYP450 142 | CYPAS0 2C0 | CYP450 206 |CYPAS0 2019

Inibldor de
CYP450 304

Inibider die protesse
serinica de batata

Imébidor o tipa
Bowman-Birk do feljao
miungo
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contartsiliquum (EcTi)
Indbidor de proteinase
de acldo espartico de
abobora (SOAPI)

Inibidor de protesss
serinica de hatata

Indbidor do fipa
Bowmen-Birk do feijéo
mungo
Inibidor go tipo
Bowman-Birk do feljgo
miungo
Inibidor do fipo
Bowman-Birk do feljgo
mungo
Imsbidor do fipa
Bowmnan-Birk do feljgo
miLngo
Insbidor co tipa
Bowman-Birk do feligo
mungo
inibidor de fripsina de
Enterolobium
contartsiliquem (EcTh)
Inlbidor de inpsing de
Enterolobium
contortisiliguum (EcTi)
Insbidor de proteinase
de doido aepdrtico de
abobora (S0OAFI)

Inibidor de proteass
gerinica de batata

Inibidor de proteass
serinica de batata

Inébidor do tipo
Bowman-Birk do feljgo
mungo

Inibidor de proteass
serinica de batata

Imsbidor o tipa
Bowman-Birk do feljgo
mLngo
Inibidor de fripsina de
Enterolobium
contortsiliquem (EcTh)
Inibidor de tripsing da
Enterolobium
contortisiliguum (EcTT)
Inibidor de tripsina de
Enterolobium
contortsiliquaemn (EcTI)
Imsbidor do fipo
Bowman-Birk do feijéo
miungo
Inébidor do tipa
Bowman-Birk do feljgo
miungo
Inibidor de tipsina da
Enterolobium
contartsiliquum [EcTi)
inlbldor de inpsing de
Enterolobium
contortsiliguwem (EcTI)
Inibldor de tripsina de
Enterolobium
contortsiliguem (EcTI)
inibidor de iripsina de
Enterolobium
contartsiliquem (EcTh)

SYRIETFWG

VEAAHCYHSR

AVRFVYRAHRR

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

VEAAHCYKER

CLISGWENTR

VEAAHCYKSR

VEAAHCYKER

VEAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

AVRFVKAHRR

EFKIPKFKFS

SYRISTFWG

SYRISTFWG

VEAAHCYKER

SYRISTFWG

VEAAHCYKSR

AVRFVKAHRR

AVRFVRAHRR

AVRFYRAHRR

VEAAHCYKER

VEAAHCYHSR

AVRFVHAHRR

AVRFVRAHRR

AVRFYRAHRR

AVRFVKAHRR

FTSISGIRYW

AHCASSYVRE

ARAKVFYHRR

FEFFKIFKKS

ISIFSWTGRY

HASWVCRAYKS

GETLGWHNCI

RASHWVKCYAS

RVYSAKSCAH

SIGIRFSWTY

SARHSYCVKA

SHCVYYARHEA

KFIEPFFSKK

SWISFRTGIY

SYIGTSRWIF

VYSSHCARKA

YETSWRIFG

VEYCKRHIAA

AVAKRFHRR

FRARKVHAVR

FRYHARAVRK

HEARRRFYYA

HYKFYARRRR

RARFRAHVKN

YHFKRVARAR

VRHKRRAWVFA

VYHKAFRRRA

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 interacao

com as isoformas da enzima analisadas (Tabela 35).

Tabela 35 - Propriedades farmacocinéticas das variantes dos peptideos
gerados a partir da prospeccado de regides com potencial antimicrobiano de

T . Pt iy e e
inibidores de proteases vegetais. ‘+’ indica resultado positivo, indica
resultado negativo.
Absorgio Metabaolismo
Inibidor de origem Peptideo Variante Absorgao no Substrato de | Substrato de de| Inibidor de dor de dor de dor de lor de
intestino humano | CYP450 2C9 | CYP450 2D6 | CYP450 3A4 | CYP450 1A2 | CYP450 2C9 | CYPA450 2D6 | CYP450 2C19 | CYPA450 3A4
Inibidor de protease serinica e\ HONGKRRLALY  GGKVKRLVHARVAOVLN +
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Bitk sy ies meseicTR CCSASRHSTNICKC +
do feijio mungo
Inibidor de protease serinica e\ HONGKRRLALY  LGKVRRVQHKVGVANL :

de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijio mungo
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijio mungo
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor da tipo Bowman-Birk
do feijio mungo
Inibidor de protease serinica
de batata
Inibidor do tipo Bowman-Birk
do feijdo mungo
Inibidor de protease serinica
de batata

NSCHSACKSCICTR

KVGVWVHONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVYWHONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVYVHONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVVHONGKRRLALY

NSCHSACKSCICTR

KVGVYVHONGKRRLALY

CSCASCSRKCHITN

LGWVVWKVGRAQRNKHL

CSINTSCSCHKARC

RKVHVARLKGLVVQGN

CSIRHCACNTSCKS

RLKAKVGHVLRGNOVY

KASCCTHSCRISCN

VKOVKARRLVLGYHNG

NCATSSRKSICCHC

VLOVKRLRNVAGVGKH

RISKCCCSATSNHC

WWVAKVGHKGYNLRQRL

SCNSSRCTCHKIAC

TCCCRHNCSKASIS

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.2.4 Caracterizagao estrutural

As variantes da primeira abordagem mantiveram uma proporgao de estruturas
semelhante, o que se considera desejado ja que a maioria dos peptideos
antimicrobianos apresentam estruturas majoritariamente helicoidais e com

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

Figura 5 - Estruturas secundarias das variantes dos decapeptideos gerados a
partir da fargmentagdo de inibidores de proteases vegetais. Nos reténgulos
pretos estdo informadas as variantes correspondentes a cada estrutura abaixo.



Inibidor de tripsina Inibidor de

Inibidor do tipo de Enterolobium proteinase de dcido
Inibidor de protease Bowman-Birk do contortisiliquum aspértico de
serinica de batata feijdo mungo {EcTi) abébora (SQAPI)
SYRIISTFWG VSAAHCYKSR AVRFVKAHRR EFKIPKFKFS
FTSISGIRYW AHCASSYVRK ARAKVFVHRR FEFFKIPKKS
LS
~ .’ :
|
Inibidar de tripsina Inibidor de tripsina
Inibidor do tipe de Enterolobium Inibidor do tipo de Enterolobium
Bowman-Birk do contortisiliquum Bowman-Birk do contortisiliquum
feijdo mungo (EcT) feijao mungo {EcTI)

AVRFVKAHRR
FRVHARAVRK

3

VSAAHCYKSR AVRFVKAHRR VSAAHCYKSR
RASHVKCYAS FRARKVHAVR RVYSAKSCAH

Inibidor de tripsina Inibidor de Inibidor de tripsina
de Enterolobium proteinase de dcido de Enterolobium
contortisiliquum aspéartico de Inibidor de protease contortisiliquum

(EcTI) abdbora (SQAPI) serinica de batata (EcTI)

AVRFVKAHRR EFKIPKFKFS SYRIISTFWG AVRFVKAHRR

KFIEPFFSKK SWISFRTGIY RARFRAHVKV

HVKFVAARRR
Inibidor do tipo

Inibidor de protease Bowman-Birk do
serinica de batata feijio mungo

e

SYRIISTFWG VSAAHCYKSR

YSTSWRIIFG VSYCKRHSAA




Inibidor de tripsina

Inibidor do tipo de Enteralobium Inibidor do tipo
Inibidor de protease Bowman-Birk do contortisiliquum Bowman-Birk do
serinica de batata feijdo mungo (EcTI) feijdo mungo
SYRIISTFWG VSAAHCYKSR AVRFVKAHRR CLISGWGNTK
ISIFSWTGRY HASVCRAYKS AVVAKRFHRR GSTLGWEKNCI
o '
Inibidor de tripsina
Inibidor do tipo de Enterolobium Inibidor do tipo
serinica de batata feijio mungo (EcTI) feijdo mungo

SYRIISTFWG

SIGIRFSWTY

VSAAHCYKSR

a
&

AVRFVKAHRR
HKARRRFVVA

Inibidor de tripsina

VSAAHCYKSR
SKCVYARHSA

Inibidor de tripsina

Inibidor do tipo de Enterolobium de Enterolobium
Inibidor de protease Bowman-Birk do contortisiliquum contortisiliquum
serinica de batata feijdo mungo (EcTl)

SYRIISTFWG
SYIGTSRWIF

Inibidor de tripsina
de Enterolobium
contortisiliqguum

(EcTH)

AVRFVKAHRR

VVHKAFRRRA

VSAAHCYKSR

AVRFVKAHRR
VHFKRVARAR

AVRFVKAHRR
VRHKRRAVFA

Fonte: Elaborada pela autora.

As variantes da segunda abordagem contam com 7 estruturas

consideradas predominantemente helicoidais, 8 com predomindncia de

estruturas estendidas e novamente apenas 1 contendo uma folha-beta (Figura
6).

Figura 6 - Estruturas secundarias das variantes dos peptideos gerados a partir
da prospecgdo de regides com potencial antimicrobiano de inibidores de
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proteases vegetais. Nos retangulos pretos estdo informadas as variantes
correspondentes a cada estrutura abaixo.

Inibidor do tipo Inibidor do tipo Inibidor do tipo
Inibidor de protease Bowman-Birk do Inibidor de protease Bowman-Birk do Inibidor de protease Bowman-Birk do
serinica de batata feijdo mungo serinica de batata feijdo mungo serinica de batata feijdo mungo

KVGVVHQNGKRRLALV ll NSCHSACKSCICTR [ KVGVVHQNGKRRLALV NSCHSACKSCICTR NSCHSACKSCICTR
GGKVKRLVHARVQVLN CCSASRHSTNICKC LGKVRRVQHKVGVANL

CSCASCSRKCHITN LGVVVKVGRAQRNKHL CSINTSCSCHKARC
y

L / ,.,...1
Inibidor do tipo Inibidor do tipo Inibidor do tipa
Inibidor de protease Bowman-Birk do Inibidor de protease Bowman-Birk do Inibidor de pr B an-Birk do feijao
serinica de batata feijao mungo serinica de batata feijdo mungo serinica de batata mungo

NSCHSACKSCICTR
KASCCTHSCRISCN

KVGVVHQNGKRRLALV

RKVHVARLKGLVVQGN CSIRHCACNTSCKS RLKAKVGHVLRGNQVV
R
. | X

NSCHSACKSCICTR

VKQVKARRLVLGVHNG

Inibidor do tipo Inibidor do tipo Inibidor do tipo
Inibidor de protease Bowman-Birk do Inibidor de protease Bowman-Birk do Bowman-Birk do
serinica de batata feijio mungo serinica de batata feijdo mungo feijdo mungo

KVGVYVHQNGKRRLALV NSCHSACKSCICTR

RISKCCCSATSNHC

KVGVVHQNGKRRLALY NSCHSACKSCICTR NSCHSACKSCICTR
VLQVKRLRNVAGVGKH

VVAKVGHKGVNLRQRL SCNSSRCTCHKIAC TCCCRHNCSKASIS

AN

=

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que o desenvolvimento de novos antimicrobianos seguros e
eficazes ndo é capaz de acompanhar o aumento da resisténcia microbiana,
sendo assim, a pesquisa de peptideos antimicrobianos naturais e/ou sintéticos
bioinspirados em proteinas vegetais €& extremamente necessaria. Esses
peptideos representam uma alternativa terapéutica promissora com potencial
de substituir ou agregar em terapias antimicrobianas atuais. Nesse cenario,
entram as analises in silico como uma ferramenta para otimizar essas
pesquisas (Da Silva e Aquino, 2018; Puentes et al, 2020).

Dentre as diversas fontes de peptideos provenientes de inibidores de
protease de plantas, podemos citar familias que sao os maiores representantes
como Leguminosae, Solanaceae e Cucurbitaceae e esse trabalho conta com
inibidores dessas familias sendo eles o inibidor do tipo Bowman-Birk do feijao
mungo, o inibidor de protease serinica de batata e o Inibidor de proteinase de
acido aspartico de abobora (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
antifungica contra Candida albicans (Cotabarren et al, 2023) e um inibidor de
protease de uma cucurbitacea ter acao antibacteriana contra S. aureus,
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris e Escherichia coli
(Satheesh e Murugan, 2011).

Um grande numero de estudos, como o ja citado de Satheesh e
Murugan (2011), descrevem os mecanismos de agdo 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 (EcTl), que neste estudo deu origem a 4
peptideos 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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antifungica (Zhang et al, 2020), antibacteriana (Martins et al, 2018). Isso
confirma o potencial multifacetado dos peptideos deste trabalho provenientes
do inibidor do feijdo mungo, que foi responsavel por gerar 7 peptideos e 18
variantes que apresentaram potencial antimicrobiano. Ja os inibidores do tipo
Kunitz tém apresentado grande potencial contra microrganismos patogénicos,
incluindo leveduras (Araujo et al, 2019; Dib et al, 2019). E os resultados
encontrados no trabalho sdo condizentes com esse potencial antimicrobiano, ja
que foram obtidos 6 peptideos e 14 variantes com que apresentam potencial
de atividade antimicrobiana ao todo.

No que diz respeito a comparagao dos peptideos com suas variantes,
geradas pelo Scrambled, ha alguns pontos interessantes. Primeiramente,
apesar das variantes terem sido geradas a partir dos peptideos mais
promissores nas analises de potencial antimicrobiano, em ambas as
abordagens, ainda assim houveram variantes que n&o atestaram como
potenciais antimicrobianos o que pode se dever a correlagcado entre a sequéncia
aminoacidica e a atividade desses peptideos ou mesmo a falsos positivos
(Slezina e Odintsova, 2023). Outro ponto seria a repeticdo de parametros
fisico-quimicos como carga, peso molecular e ponto isoelétrico o que faz
sentido ja que a ordem dos aminoacidos no peptideo nado interfere nesses
parametros; diferentemente dos parametros biolégicos como toxicidade e
potencial hemolitico, nos quais as variantes apresentaram divergéncia de
resultados quanto a seus peptideos de origem ou até mesmo entre variantes
de um mesmo peptideos, 0 que pode indicar uma relacdo entre a ordem
aminoacidica e as caracteristicas bioldgicas importantes desses peptideos
(Hao et al, 2022; Yang et al, 2023).

E descrito na literatura que cerca de 16% das sequéncias
antimicrobianas registradas em bancos de dados s&o provenientes de plantas,
porém, vale ressaltar que muitos desses peptideos ndo foram testados em
ensaios clinicos, e/ou falharam na fase clinica devido a toxicidade alta ou a
baixa eficacia por terem sido inativados em condigdes fisioldgicas. Ademais,
essas desvantagens podem ser resolvidas quando peptideos naturais s&o
modificados estruturalmente e diversos estudos demonstraram o sucesso de

peptideos sintéticos bioinspirados em peptideos naturais ou proteinas
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antimicrobianas para o controle de bactérias e leveduras resistentes (Mustafa
et al, 2022).

O estudo de peptideos provenientes de moléculas vegetais tem se
tornado um campo de estudo cada vez mais promissor, ndo € a toa que 25 a
50% dos produtos farmacéuticos atuais sdo de origem vegetal (ECDC, 2022).
Além das vantagens inerentes aos peptideos como estabilidade, estrutura
compacta, alta especificidade e baixo potencial toxico, além de serem capazes
de atuar na regulagcdo da imunidade inata e adaptativa e na regulagao dos
processos inflamatoérios do hospedeiro (Mahlapuu et al, 2016), aqui temos o
alinhamento das vantagens de se trabalhar com inibidores de protease
vegetais, que em esséncia sdo moléculas que compdem o sistema de defesa
das plantas o que acarreta num potencial notavel na area da saude para a
geracao de potenciais ferramentas clinicas (Parisi et al, 2024).

Os inibidores de protease representam um grande grupo de moléculas
vegetais com alto valor agregado agrondémico, biotecnoldgico e biomédico.
Muitas atividades biologicas ja foram relatadas para inibidores de proteases,
como antitumorais, antioxidantes, anticoagulantes e inseticidas (Cotabarren et
al, 2020). Portanto, os IPs oferecem uma notavel oportunidade para a
descoberta e o desenvolvimento de farmacos. Nesse sentido, considerando
sua diversidade ja identificada (> 6.700 IPs proteicos derivados de plantas) e
aqueles ainda inexplorados, determinar os efeitos potenciais de cada novo
peptideo na saude humana é de grande interesse (Hellinger e Gruber, 2019).

Os IPPs sdo notavelmente estaveis a temperatura, pH, agentes
quimicos (detergentes, redutores e oxidantes), forca ibnica e protedlise. Essas
caracteristicas estdo relacionadas a sua estrutura tridimensional compacta,
ligada por ligagdes dissulfeto. Interagbes ndo covalentes (como, ligagbes de
hidrogénio e interagcbes eletrostaticas) também s&o responsaveis pelo
enovelamento de proteinas e estabilidade geral das moléculas (Joshi et al,
2013).

Na analise das estruturas tridimensionais dos peptideos de estudo, &
interessante destacar a predominancia de conformagdes helicoidais, ja que a
helicidade do peptideo e sua face apolar da estrutura em alfa-hélice também
sao vitais para a insercao bem-sucedida na membrana e, em seguida, para a

formagao dos poros (Sun et al, 2017). Além dessa conformagao, a segunda
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mais presente no trabalho foi a espiral estendida que apesar de ndo ser a mais
comum em peptideos antimicrobianos, segundo os estudos de Su et al (2010),
peptideos rico em arginina com essa caracterizagao estrutural que penetram na
célula sao capazes de um rapido deslocamento pela membrana lipidica sem
consideraveis efeitos adversos a membrana.

Outro fator que se relaciona com essas caracteristicas € a necessidade
de uma carga positiva para o peptideo e isso se deve ao fato de que para
atuarem na préopria membrana plasmatica os peptideos precisam apresentar
uma carga liquida positiva para uma boa interagdo com as cargas negativas
presentes dos fosfolipidios (Travkova, Moehwald e Brezesinski, 2017),isso n&o
€ uma via de regra ja que peptideos com carga negativa ou neutra podem
apresentar atividade antimicrobiana igualmente, mas sdo menos frequentes
(Zhu et al, 2015). Apesar dessa preferéncia por uma carga total positiva do
peptideos, as interagdes eletrostaticas e hidrofobicas s&o igualmente
importantes, principalmente se o peptideo precisa atravessar a camada da
membrana plasmatica e atuar no interior da célula; porém casos em que esses
valores sdo muito altos geralmente acarretam em um potencial hemolitico
maior (Pirtskhalava et al, 2021).

Os estudos ADMET foram realizados para avaliar os parametros
farmacocinéticos dos peptideos vegetais, com foco na absorgcdo e
metabolismo. A Absorgao Intestinal Humana (AIH) foi avaliada como um fator
importante que afeta a biodisponibilidade (Radchenko et al, 2016); e quase
todos os peptideos (com excecdo 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-Houlgin, Frau e
Glossman-Mitnik (2021). Ainda nesse cenario, a atividade das enzimas do
citocromo P450 (CYPs) tem impacto significativo na farmacocinética do
medicamento, alterando clinicamente a eficacia do medicamento administrado
ou resultando em varios efeitos colaterais adversos devido a interagdes
medicamentosas, como no caso da administracdo multipla de medicamentos,
por isso apesar de terem sido a minoria (17 peptideos 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 figado 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, € 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 geragdo dos peptideos
propriamente ditos, que € o principio que caracteriza cada abordagem e o
ponto base do trabalho; como a metodologia mostrada em AB2 se baseia em
uma analise criteriosa de padrbes estruturais conservados com base em
bancos de dados robustos e constantemente alimentados isso confere uma
probabilidade maior de confianga 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 peptideos mais promissores foram selecionados para o desenho de
peptideos variantes, buscando estruturas com atividade antimicrobiana igual ou
superior a dos peptideos originais (Bozovicar e Bratikovic, 2019). Sabe-se que
as caracteristicas estruturais de um peptideo sdo determinantes para sua
atividade bioldgica, entdo foram analisadas diferentes combinagdes possiveis
de sequéncias peptidicas das moléculas mais promissoras a fim de explorar o
impacto que esse fator teria nas caracteristicas 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
aminoacidos positivos como arginina em sua estrutura primaria, o que favorece
a interagdo eletrostatica dos peptideos com os grupos fosfato de carga
negativa presentes na superficie das membranas microbianas (Ebbensgaard et
al, 2018). A alta afinidade dos peptideos para realizar esse tipo de interagao
também foi atestada através do calculo do indice de Bowman, os resultados
positivos e até 2.5 indicam esse bom potencial de ligagdo a membranas (Yin et
al, 2012) das variantes; assim como a taxa hidrofébica média entre 40-50%, o
que permite suas interacbes com 0 meio aquoso € com a membrana
microbiana, facilitando assim a incorporagao na estrutura das membranas das
células (Gagat et al, 2024).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se portanto, a partir dos resultados obtidos, que o uso de
abordagens computacionais integradas € uma estratégia eficaz para a triagem,
obtencdo e caracterizagdo de peptideos antimicrobianos derivados de
inibidores de proteases de plantas. A utilizacdo de duas abordagens distintas
permitiu explorar mais profundamente a sequéncia aminoacidica dos inibidores
em busca de peptideos com potencial antimicrobiano, assim como, a geragao
de bibliotecas de variantes dos peptideos mais promissores quanto a atividade
antimicrobiano atribuiu robustez e explorou o impacto das diferentes

sequéncias de aminoacidos na funcgao e caracteristicas dos peptideos.
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