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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana representa uma das principais ameagas a satde publica mundial,
destacando-se Pseudomonas aeruginosa como importante patdogeno multirresistente associado a
infecgdes nosocomiais. Nesse contexto, peptideos antimicrobianos vegetais, como tioninas e
snakinas, apresentam potencial biotecnoldgico para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar in silico peptideos
antimicrobianos das classes de tionina e snakina e avaliar seu potencial de interacdo com a
proteina OprF de Pseudomonas aeruginosa. Foram analisadas 146 sequéncias de tioninas e 2.454
de snakinas obtidas do banco oneKP. As sequéncias foram processadas pelo SignalP 6.0 e
avaliadas quanto a presenc¢a de dominios conservados utilizando HMMER. As propriedades
fisico-quimicas e o potencial antimicrobiano foram determinados com Biopython, EMBOSS
Pepstats ¢ CAMPR4. As estruturas tridimensionais foram modeladas pelo AlphaFold2. Os
melhores peptideos foram submetidos a docking molecular com a proteina OprF utilizando
ClusPro, com andlises complementares pelo PDBSum e ChimeraX. Entre as sequéncias
analisadas, 71,2% das tioninas e 92,6% das snakinas apresentaram peptideo sinal. Apos filtragem
por dominios conservados, permaneceram 126 tioninas e 2.351 snakinas. A maioria das
sequéncias apresentou elevada probabilidade de atividade antimicrobiana e baixa tendéncia a
formag¢do de agregados insoluveis. Os estudos de docking evidenciaram forte afinidade
molecular entre os peptideos selecionados e a proteina OprF. Os resultados demonstram que
peptideos das classes de tionina e snakina apresentam caracteristicas estruturais promissoras para
aplicagdes antimicrobianas contra Pseudomonas aeruginosa, destacando seu potencial para

futuros estudos experimentais e desenvolvimento biotecnologico.

Palavras chaves: Peptideos antimicrobianos vegetais; Bioinformatica; Resisténcia bacteriana



ABSTRACT

Antimicrobial resistance represents one of the major threats to global public health, with
Pseudomonas aeruginosa standing out as an important multidrug-resistant pathogen associated
with nosocomial infections. In this context, plant antimicrobial peptides, such as thionins and
snakins, have shown biotechnological potential for the development of new therapeutic strategies.
This study aimed to characterize antimicrobial peptides from the thionin and snakin classes in
silico and evaluate their interaction potential with the OprF protein of Pseudomonas aeruginosa.
A total of 146 thionin sequences and 2,454 snakin sequences obtained from the OneKP database
were analyzed. The sequences were processed using SignalP 6.0 and evaluated for the presence
of conserved domains with HMMER. Physicochemical properties and antimicrobial potential
were determined using Biopython, EMBOSS Pepstats, and CAMPR4. Three-dimensional
structures were predicted using AlphaFold2. The best-performing peptides were subjected to
molecular docking against the OprF protein using ClusPro, followed by complementary analyses
with PDBSum and ChimeraX. Among the analyzed sequences, 71.2% of thionins and 92.6% of
snakins contained signal peptides. After filtering for conserved domains, 126 thionins and 2,351
snakins remained for further analysis. Most sequences exhibited a high probability of
antimicrobial activity and a low tendency to form insoluble aggregates. Docking studies revealed
strong molecular affinity between the selected peptides and the OprF protein. These findings
demonstrate that thionin- and snakin-class peptides possess promising structural characteristics
for antimicrobial applications against Pseudomonas aeruginosa, highlighting their potential for
future experimental studies and biotechnological development.

Keywords: Plant antimicrobial peptides; Bioinformatics; Bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (World Health Organization, 2023), a
resisténcia de microrganismos a antibidticos constitui uma grave ameaca a saude e a economia
global. A resisténcia antimicrobiana ¢ a capacidade de microrganismos, como as bactérias,
desenvolverem resisténcia a medicamentos comumente usados, os permitindo sobreviver e
continuar se proliferando. Essas resisténcias ocorrem por meio da sele¢cdo de microrganismos que
sofreram mutag¢des ou adquiriram genes de resisténcia aos antibioticos (Cdc, 2024; Huan et al.,
2020). Torna-se, portanto, necessario desenvolver novos tratamentos para combater essas
ameacas (Ho et al., 2024).

Dentre esses microrganismos, estd a Pseudomonas aeruginosa que ¢ uma bactéria
patogénica multirresistente, responsavel por provocar infecgdes nosocomiais, com uma alta taxa
de mortalidade (Reynolfs; Kollef, 2021). No Brasil, os principais mecanismos relacionados com
fendtipos multirresistentes de P. aeruginosa sao a presenca da metalobetalactamase (MBL) do
tipo SPM-1, presenca de metilase 16S rRNA RmtD, perda de porina OprF e superexpressdo de
bombas de efluxo, o que pode explicar os altos indices de resisténcia a carbapenémicos e
aminoglicosideos. O surgimento de cepas com essas caracteristicas ¢ preocupante, tendo em vista
a escassez de tratamento contra as infec¢des por esse patogeno (Neves et al., 2011).

Diante desse cenario, ¢ imperativo encontrar novas formas de combater esses
microrganismos resistentes. Uma abordagem promissora ¢ o uso de peptideos antimicrobianos
(AMPs), moléculas encontradas em diferentes formas de vida, desde plantas at¢ humanos
(Martin; Ganz; Lehrer, 1995). Os AMPs s3ao geralmente pequenas moléculas, com 12 a 50
residuos de aminoécidos, possuem cargas positivas e uma estrutura anfipatica, isto ¢, apresentam
uma porcao hidrofilica e outra hidrofobica, apresentando afinidade por ambientes polares ou
apolares (Lai; Gallo, 2009). O AMP possui a capacidade de ser atraido para a bicamada
fosfolipidica devido as diferencas de cargas do peptideo, que ¢ altamente positiva,
desestabilizando a membrana ao criar poros pelos quais o contetido celular ¢ extravasado,
resultando na morte celular (Brogden, 2005).

Os AMPs de origem vegetal podem ser encontrados em qualquer parte da planta, atuando
contra patogenos invasores (Hintz; Matthews; Di, 2015). Esses peptideos sao classificados em

diferentes classes, como snakinas, tioninas, defensinas vegetais, proteinas de transferéncias de
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lipideos (LTPs), ciclotideos, heveinas e knotinas (Hintz; Matthews; Di, 2015). Cada classe ¢
caracterizada pela quantidade e disposi¢ao dos residuos de cisteina, nimero de aminoacidos ¢ a
estrutura tridimensional da sequéncia (Lay; Anderson, 2005). Os peptideos antimicrobianos de
tionina e snakina sdo moléculas pequenas, carregadas positivamente e responsaveis pela defesa
das plantas contra patogenos (Li et al., 2021).

Estudos anteriores demonstraram que as moléculas de tioninas apresentam grande
atividade biologica contra uma diversidade de bactérias, onde Vila-Perello et al. (2003)
demonstrou que elas apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e
positivas vegetais, sendo as negativas a Rhizobium meliloti, Xanthomonas campestris €
Xanthomonas translucens, enquanto as positivas foram Clavibacter michiganensis. As moléculas
de snakina demonstraram atividade contra bactérias da batata, trigo e alface, demonstrando seu
grande potencial como agente antimicrobiano agricola (Almasia et al., 2020). Lima et al. (2022)
demonstraram que o potencial de peptideos antimicrobianos vegetais ndo se limita apenas a
patogenos vegetais. Esses pesquisadores avaliaram a eficacia de 140 peptideos de NCR extraidos
de leguminosas contra as bactérias gram-negativas E. faecalis, S. aureus, L. monocytogenes ¢ P.
aeruginosa € contra as gram-positivas E. coli, K. pneumoniae ¢ K. pneumoniae, onde foi possivel
observar alta eficiéncia na inibi¢do dos patogenos.

Mediante tal cendrio, sao necessarios mais estudos com peptideos de origem vegetal para
expandir o conhecimento sobre as diferentes classes encontradas e aumentar o numero de
peptideos com acdo antimicrobiana para ser utilizado em pesquisas. Além de encontrar novas
moléculas antimicrobianas capazes de suprir a necessidade de novos medicamentos capazes de

combater a resisténcia antimicrobiana.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ a capacidade de um microrganismo, podendo ele
ser uma bactéria, fungo, virus ou um parasita, de desenvolver resisténcia a um medicamento
comumente usado para o seu combate (Cdc, 2024). Em 2023, a OMS elegeu a RAM como uma
das 10 principais ameacas globais a saude publica, onde se tem um numero estimado de 5
milhdes de mortes por resisténcia bacteriana anualmente (World Health Organization, 2023). A
resisténcia a medicamentos ¢ desenvolvida em microrganismos, quando os mesmos sao expostos
a medicamentos de forma excessiva ou descontrolada. A pressdo seletiva acaba selecionando os
microrganismos que possuem resisténcia, natural ou adquirida, permitindo sua sobrevivéncia e
reproducdo (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015).

Além disso, o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos comumente usados,
ocasiona impactos econdmicos, por necessitar do desenvolvimento de novas drogas, muitas vezes
com menor eficiéncia, aumento do tempo de internagdo dos infectados, leitos isolados para evitar
a disseminacdo, sem falar da necessidade de desenvolvimento de novas drogas para suprir essa
resisténcia (Friedman; Temkin; Carmeli, 2016; Dadgostar, 2019). A OMS estima que até¢ 2050 a
RAM ocasionard um prejuizo de 100 trilhdes de dodlares, caso ndo seja controlado (World Health

Organization, 2023).

2.1.1. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

A RAM ocorre pela presenga de mecanismos genéticos de resisténcia, podendo ser obtida
de forma adquirida por mutagdes genéticas ou herdadas dos progenitores (Macgowan,;
Macnaughton, 2017). O processo de aquisicdo de resisténcia a medicamentos ¢ um processo
natural que pode ocorrer com qualquer microrganismo, quer seja pelo uso excessivo e
descontrolado de medicamentos, automedicagdo, higiene pessoal precaria, entre outros fatores
(Chokshi et al., 2019).

A aquisi¢ao de resisténcia pode ocorrer de forma natural, por: 1. Mutagdes genéticas:

modificacdes em pares de bases durante a replicacdo de genes importantes para o organismo,
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como enzimas, proteinas ou moléculas regulatérias, provocando o desenvolvimento de
organismos resistentes; 2. Conjugacao: A resisténcia se da pela transferéncia de material genético
que codifica a resisténcia do plasmideo de um microrganismo para outro por meio de
mecanismos como o pilo ou adesinas na superficie celular; 3. Transformag¢ao: Algumas bactérias
sdo capazes de absorver e expressar fragmentos de DNA que foram liberados no meio
extracelular por bactérias mortas, onde esses fragmentos podem levar a bactéria a expressar
resisténcia aos antibioticos; 4. Transducdo: Os bacteriofagos apresentam a capacidade de
transferir genes especificos do seu DNA cromossdmico ou plasmidial para seu hospedeiro, com o
intuito de auxiliar na sua sobrevivéncia e reproducao do patéogeno (Macgowan; Macnaughton,
2017; Von Wintersdorff et al., 2016).

As pressdes ambientais também podem contribuir para 0 RAM, sdo elas: 1. Pressdo
seletiva: Impacta na resisténcia quando as condi¢cdes ambientais, tais como a utilizagdo de
antimicrobianos, quando seleciona os microrganismos que apresentam genes de resisténcia, os
levando a se proliferarem; 2. Uso inadequado de medicamentos: O uso da medicacao inadequada
para um determinado tipo de microrganismo pode provocar mutagdes nos microrganismos
presentes, os tornando resistentes (Cdc, 2024). Além disso, a automedicagdo pode gerar
imprecisdes na dose e tempo adequados para tratar a infec¢do, culminando no mascaramento da

doenca e no desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos (Skliros et al., 2010).

2.1.3. Resisténcia Microbiana no Brasil

No Brasil a RAM tem sido um problema crescente no pais, sendo as infecgdes
responsaveis por 34 mil mortes anualmente e 138 mil por problemas associados a resisténcia
(Ministério da Satude, 2024). Como forma de enfrentar o crescimento da resisténcia, foi
desenvolvido o estratégia nacional para o controle e a prevencao da resisténcia antimicrobiana
Plano de Acao Nacional de Prevencgdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR),
que consiste em estratégias de monitoramento do desenvolvimento de resisténcia bacteriana,
melhoria das infraestruturas de pesquisa, estimulo a inovagdo e diagndstico e em campanhas de
conscientizagao (Ministério da Saude, 2019).

As principais bactérias resistentes que causam problemas de saide e na economia no

Brasil sdo: (1) Staphylococcus aureus, responsavel por infecgcdes na pele e nas vias respiratorias,
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apresenta resisténcia a multiplos antibidticos, como a oxacilina, clindamicina,
trimetoprima-sulfametoxazol e ciprofloxacino (Gales et al., 2009; Zorzetto, 2024); (2)
Streptococcus pneumoniae, que ocasiona pneumonia, principalmente em criangas com menos de
5 anos de idade, apresenta resisténcia a penicilina, que é o principal antibiotico usado no
combate, porém também apresentou niveis de resisténcia contra tetraciclina, eritromicina e
cloranfenicol (Brandileone et al., 2006; Zorzetto, 2024); (3) Pseudomonas aeruginosa ¢ um
grande causador de infec¢des hospitalares no Brasil e apresenta uma multirresisténcia a diversas

drogas comumente usadas, como os antibidticos carbapenemas (Gales, 2003; Zorzetto, 2024).

2.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria patogénica gram negativa que infecta
individuos, que normalmente apresentam algum tipo de imunocomprometimento, como fibrose
cistica, cancer, queimaduras ou pneumonia (Reynolfs; Kollef, 2021, 2021; Qin ef al., 2022). O
tratamento da P. aeruginosa apresenta dificuldades em decorréncia do rapido desenvolvimento de
resisténcia, onde o patdogeno adquire rapidamente genes de resisténcia por via plasmidial ou
modificagdo do DNA cromossomico (Blomquist; Nix, 2020).

P aeruginosa, por ser um microrganismo gram negativo, apresenta uma membrana
externa rica em lipopolissacarideos, que atua como uma barreira contra antibidticos (Remans et
al., 2010). Além dessa barreira natural, essa espécie apresenta genes de carbapenemases
importantes para sua sobrevivéncia, esses genes sdo responsaveis por codificar enzimas que
hidrolisam as moléculas do carbapenémicos (Blomquist; Nix, 2020). Os principais genes de
carbapenemases encontrados sdo os blagpy, blagpc, blaypy, blayp € blayyy, porém até 2017 so6 foi
identificado o blagp no Brasil (Ministério da Saude, 2024). Diante disso, os peptideos

antimicrobianos vém sendo pesquisados como estratégia no combate ao RAM.

2.3. Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdao moléculas de baixo peso molecular que

apresentam altas taxas de atividade antimicrobiana e que nos ultimos anos se demonstraram como
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uma grande alternativa para o combate das bactérias resistentes, pois apresentam uma baixa taxa
de aquisi¢do de resisténcia por essas moléculas (Jenssen; Hamill; Hancock, 2006; Magana ef al.,
2020). Essas moléculas, normalmente apresentam carater anfipatico e alta carga positiva, o que
permite se ligam a membrana celular de organismos e as destruam por meio da formacao de
poros na membrana (Jenssen; Hamill; Hancock, 2006; Brogden, 2005).

Os AMPs sdo moléculas que podem ser encontradas em diversos organismos, desde
plantas a mamiferos, sendo eles responsaveis pela defesa do organismo contra diferentes
patoégenos, como virus e parasitas (Bahar; Ren, 2013). Normalmente, os AMPs sdo expressos em
orgaos e tecidos que estdo expostos aos patogenos invasores (Zasloff, 2002). Essas moléculas
podem ser classificadas de acordo com sua atividade, podendo ser: (1) Peptideos antivirais; (2)
Peptideos antibacterianos; (3) Peptideos antifingicos; e (4) Peptideos antiparasitarios (Bahar;
Ren, 2013). Os AMPs sdo classificados de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e
estruturais, neste contexto a classe de tioninas e snakinas tem ganhado notoriedade no meio

cientifico.

2.3.1. Snakina e Tionina

Os peptideos antimicrobianos de snakina e tionina sdo moléculas expressas por plantas
com intuito de combater patdogenos invasores (Li et al., 2021). Os AMPs da classe tionina sao
peptideos pequenos, com peso molecular de cerca de 5 kDa, possuem carga liquida positiva em
pH neutro e sdo ricos em aminodcidos de arginina, lisina e cisteina, apresentando 6 ou 8 cisteinas.
Essa classe ¢ subdividida em cinco tipos: Tipo 1 e 2 possuem 45-47 aminoacidos, dos quais oito
sdo cisteinas, e apresentam uma estrutura tridimensional em forma de “L”, com o braco longo
composto por duas regides helicoidais alfa e o brago curto por duas beta folhas antiparalelas;
Tipo 3 apresenta seis cisteinas, sendo obtida do caule e das folhas de plantas da espécie de visco,
como Viscum album; Tipo 4 ¢ encontrado nas plantas Crambe abyssinica, apresentam seis
cisteinas na composi¢ao; Tipo 5 foi isolada das raizes de Helleborus purpurascens, apresentando
oito cisteina (Nawrot et al., 2014; Vernon, 1992). Essa classificagdo, entretanto, encontra-se em
revisdao, com Hong et. al. (2021) propondo uma nova categoriza¢dao ao identificar variagdes nas

sequéncias de tioninas que nao se encaixavam nos tipos anteriormente descritos.
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De maneira semelhante a classificagdo das tioninas, os peptideos da classe snakina
também sdo organizados em subtipos, especificamente a snakina-1 (SN1) e snakina-2 (SN2) que
foram inicialmente isoladas da batata (Segura et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002). A SN1
apresenta peso molecular de 6,9 kDa e 63 residuos de aminoacidos, enquanto a SN2 possui peso
molecular de 7,02 kDa e 66 residuos de aminoacidos, onde 12 desses residuos sao cisteinas, o que
confere grande estabilidade a classe devido a presenga de seis pontes dissulfeto (Segura et al.,
1999; Berrocal-Lobo et al., 2002). As sequéncias de snakina apresentam duas alfa-hélices longas

e uma hélice 3,, curta (Porto; Franco, 2013).
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3. HIPOTESES

H1 - Peptideos antimicrobianos das classes de tioninas e snakinas apresentam caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas compativeis com suas respectivas familias e possuem potencial para
interagir com proteinas essenciais da membrana de Pseudomonas aeruginosa, podendo atuar

como agentes antimicrobianos promissores.

HO - Peptideos antimicrobianos das classes de tioninas e snakinas ndo apresentam caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas compativeis com suas respectivas familias ¢ ndo demonstram

capacidade de interagdo com proteinas essenciais da membrana de Pseudomonas aeruginosa.
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4. JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana ¢ uma grave ameaga global, tornando muitos tratamentos
contra infec¢des bacterianas ineficazes. Peptideos antimicrobianos, como tioninas e snakinas,
destacam-se por seu potencial de combater patdgenos multirresistentes, gracas ao seu mecanismo
de acdo Unico e seu baixo potencial de provocar resisténcia. No entanto, muitos desses peptideos
permanecem pouco explorados, necessitando de analises aprofundadas acerca de suas
caracteristicas e seu potencial.

Este trabalho busca caracterizar, prospectar e validar, por meio de ferramentas
bioinformaticas, o potencial antimicrobiano, juntamente com suas caracteristicas funcionais e
estruturais, dessas moléculas para o combate € o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas contra Pseudomonas aeruginosa multiresistente.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar in silico peptideos antimicrobianos das familias de tionina e snakina a partir do
banco de dados oneKP e avaliar seu potencial terapéutico no combate a infec¢do por

Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar e processar sequéncias de tionina e snakinas presentes no banco de dados
OneKp;

- Identificar os dominios conservados presentes nas sequéncias peptidicas;

- Predizer caracteristicas fisico-quimicas;

- Modelar estruturas tridimensionais dos peptideos elucidando sua possivel conformagao
estrutural;

- Avaliar o potencial antimicrobiano das sequéncias dos peptideos in silico;

- Verificar a interacdo entre os peptideos a alvos proteicos de Pseudomonas aeruginosa

multirresistente.
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6. MATERIAL E METODOS
Selecao dos » Retirada dos » Dominios » Predicao das .
peptideos peptideo sinal conservados sequéncias AMHIETEND
Selecdo dos « Modelagem « Atividade « Agregados « Propriedades
peptideos tridimensional antimicrobiana insoluveis fisico-quimicas
Seleciio do Analise # Docking » Interagio » Visualizacio
alvo topologica molecular intermolecular das estruturas

Figura 1 - Fluxograma da metodologia utilizada

6.1. Seleciio das Sequéncias no Banco de Dados OneKp

Para este estudo, foram selecionadas as sequéncias de peptideos antimicrobianos (AMP)
das familias de tionina e snakina, previamente preditas por Quintans (2019) e ainda nao

caracterizadas, disponiveis no banco de dados oneKP (Carpenter et al., 2019).

6.2. Remocao do Peptideo Sinal

As sequéncias de peptideos antimicrobianos previamente selecionadas, foram maturadas
utilizando o programa SignalP 6.0 (Teufel er al., 2022), onde foram preditos os pontos de

clivagem para a retirada dos peptideos sinais de cada sequéncia.

6.3. Analises de Dominios Conservados

As sequéncias selecionadas das classes de tionina e snakina foram analisadas quanto a
presenca de dominios conservados de suas respectivas classes, por meio do programa HMMER
(Eddy, 1992). As sequéncias que apresentarem tais dominios prosseguiram para as proximas

analises, permitindo identificar e priorizar sequéncias que possivelmente apresentem fungdes
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biologicas importantes e relevantes para o estudo.

6.4. Verificaciao das Predicoes das Sequéncias

Foi utilizado o banco de dados BLASTp (Altschul ef al., 1990) para verificar se as
sequéncias selecionadas foram utilizadas em estudos anteriores, sendo verificadas a presenca de

estruturas tridimensionais (3D), caracteristicas fisico-quimicas e atividade antimicrobiana.

6.5. Alinhamento das Sequéncias Analisadas

As sequéncias de tionina foram alinhadas utilizando as sequéncias de Hong et. al. (2021),
para avaliar a presenca de pro-dominio 4cido entre as sequéncias, essas sequéncias se
caracterizam por apresentarem 14 ou 12 cisteina, sendo respectivamente 8 e 6 delas presentes no
dominio tionina, enquanto o restante faz parte do dominio acido e se faz necessario ser clivado.
Apds a maturagdo, as sequéncias de tionina e snakina foram alinhadas utilizando sua
similaridade, levando em consideragdo o numero ¢ a posi¢ao das cisteinas na sequéncia.

Todos os alinhamentos foram realizados utilizando o programa Clustal Omega (Sievers;
Higgins, 2017) e visualizados pelo jalview (Waterhouse et al., 2009), onde foram aplicadas
coloracdes especificas para facilitar a interpretagdo dos resultados e melhorar a visualiza¢do das

similaridades e diferencas entre as sequéncias.

6.6. Predicao das Caracteristicas Fisico-Quimicas

As propriedades fisico-quimicas das sequéncias de andlise foram realizadas utilizando o
pacote de ferramentas Bio.SeqUtils.ProtParam do Biopython (Cock et al., 2009), sendo avaliada
a composi¢ao de aminoacidos, peso molecular, numero de residuos, carga liquida, ponto
isoelétrico e indice de instabilidade do peptideo. Posteriormente, foi verificado se as

caracteristicas das sequéncias analisadas estdo de acordo com o descrito na literatura.
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6.7. Predicao da Formacao de Agregados Insoliveis

A predi¢ao da probabilidade de formagdo de agregados insoluveis, que sdo formados em
sistemas de expressdo de proteinas recombinantes, foi realizada por meio do programa EMBOSS
Pepstats (Madeira et al., 2022). Essa andlise tem como objetivo a avaliacdo da otimizagao da

expressao desses peptideos em sistemas heter6logos.

6.8. Predicao da Atividade Antimicrobiana

As sequéncias foram submetidas ao programa CAMPg, (Collection of Anti-Microbial
Peptides) (Gawde et al., 2022), onde foi previsto a probabilidade de atividade antimicrobiana cada
peptideo por meio da maquinaria de aprendizagem Random Forest (RF) (Breiman, 2001), onde se
o escore for maior ou igual a 0.5, o peptideo apresenta acdo antimicrobiana (Gawde ef al., 2022).
Essa andlise proporcionou insights valiosos sobre o potencial antimicrobiano das sequéncias das
classes de tionina e snakina, auxiliando na identificagdo de candidatos promissores para futuros

estudos e aplicagdes biomédicas.

6.9. Modelagem Tridimensional dos Peptideos

Os peptideos foram modelados em sua estrutura tridimensional (3D) utilizando o
programa AlphaFold2 (Mirdita et al., 2022), onde foi verificado o grau de confiabilidade da
modelagem por meio do pIDDT (Local Distance Difference Test) (Mirdita et al., 2022). O pIDDT
permite avaliar a qualidade das distancias entre os &tomos de aminoacidos, dando um escore de 0
a 100, onde pontuagdes mais altas, de 70 a 100, indicam as melhores modelagem, ou seja, os
atomos dos aminoacidos estao dispostos nas melhores posigdes, ja os escores mais baixos, de 69

para baixo, os aminoacidos apresentaram piores disposi¢oes atomicas (Mirdita et al., 2022).

6.10. Selecao dos Melhores Peptideos

Foi realizada uma triagem para selecionar os melhores peptideos para as proximas etapas,
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onde foram separadas as sequéncias que apresentarem as caracteristicas fisico-quimicas mais
proximas da descrita na literatura, as menores probabilidades de formacdo de agregados
insoluveis, as maiores probabilidade de atividade antimicrobianas e as estruturas tridimensionais
que apresentarem os maiores plDDTs. Esses peptideos selecionados foram utilizados para a
realizagdo do docking molecular, onde foi possivel analisar a interacao proteina-proteina de

forma mais eficiente.

6.11. Selecao do Alvo

Foi selecionada uma proteina de membrana da bactéria resistente Pseudomonas
aeruginosa do banco de dados PDB. Este banco de dados apresenta estruturas tridimensionais de
proteinas que ja foram validadas (Berman, 2000). Foi buscada uma proteina de membrana que
apresenta caracteristicas essenciais para a sobrevivéncia do patéogeno, como alimentagao,

transporte ou transducao de sinal.

6.11.1. Analise da Topologia da Proteina-Alvo

O programa DeepTMHMM foi utilizado para predizer a topologia das proteinas
receptoras, ou seja, predizer a posi¢cdo dos aminoacidos em relagdo a bicamada fosfolipidica
(Hallgren et al., 2022). Isso permite a selecdo de complexos, gerados no docking, biologicamente
possiveis, pois em um docking entre um peptideo e uma proteina receptora, a interagdo ocorrera
na regido extracelular, entdo saber onde os aminoacidos estdo localizados ¢ de vital importancia

para a sele¢do dos melhores complexos.

6.12. Docking Molecular

A interacdo proteina-peptideo foi realizada utilizando o programa ClusPro 2.0 (Kozakov
et al., 2017). Esse servidor utiliza o método PIPER, ou seja, o método de encaixe de corpo rigido,
onde analisa as possiveis rotagdes e translagdes de uma proteina ligante com um receptor e entao

classifica as interagdes a fim de selecionar os melhores complexos (Kozakov et al., 2006). O
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programa realiza 3 etapas para analisar a interagdo, onde a primeira realiza o encaixe de corpo
rigido com bilhdes de conformacgdes, o segundo agrupa os 1000 complexos com menor energia
gerada e o terceiro refina os complexos com a minimizacao de energia (Kozakov et al., 2017).
Com isso, os peptideos ligantes selecionados das familias de tionina e snakina foram
analisados quanto ao receptor da bactéria Pseudomonas aeruginosa a fim de verificar a interacao

e possivel inibi¢do desse receptor a fim de combater esse microrganismo resistente.

6.12.1. Analise das Ligacoes Formadas na Interacio Peptideo-Proteina

Foram analisadas as ligacdes formadas entre a interagdo das cadeias proteicas por meio do
servidor PDBSum (Laskowski et al., 2017). O algoritmo prediz os tipos de ligagdes formadas
entre os aminoacidos do peptideo ligante com a proteina alvo, retornando um grafico com a
interacdo entre os aminoacidos, indicando se essa interacdo forma uma ligacao de hidrogénio,

contatos nao ligantes ou pontes salinas (Laskowski ef al., 2017).

6.12.2. Visualizacio da Interacio Peptideo-Proteina

O docking molecular foi visualizado por meio do software ChimeraX, que ¢ uma
ferramenta de analise de estruturas tridimensionais, onde o complexo foi colorido e modificado

para melhorar a interpretagao dos dados (Pettersen et al., 2020).
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7. RESULTADOS

7.1. Seleciio das Sequéncias no Banco de Dados oneKp

Foram obtidas 146 sequéncias de peptideos pertencentes a classe das tioninas e 2.454 da
classe das snakinas no banco de dados OneKP. As sequéncias foram recuperadas no formato

FASTA e utilizadas nas analises subsequentes.

7.2. Remoc¢ao do Peptideo Sinal

O programa SignalP 6.0 foi utilizado para identificar e remover os peptideos sinal das
sequéncias analisadas. Entre as 146 sequéncias de tioninas, 71,2% (104 peptideos) apresentaram
peptideo sinal, sendo submetidas a clivagem. Para a classe das snakinas, das 2.454 sequéncias
avaliadas, 92,6% (2.274) continham regides sinal, que também foram clivadas, a fim de obter as

formas maduras das moléculas para as andlises subsequentes.

7.3. Analises de Dominios Conservados

A andlise da presenga de dominios conservados por meio do programa HMMER
demonstrou que 20 sequéncias de tioninas e 56 de snakinas ndo apresentavam os dominios
conservados correspondentes as suas respectivas classes. Essas sequéncias foram, portanto,
excluidas das analises, resultando em um total de 126 sequéncias de tioninas e 2.185 de snakinas

selecionadas para a continuidade do estudo.

7.4. Verificaciao das Predicoes das Sequéncias

A busca realizada no banco de dados BLASTp indicou que as sequéncias selecionadas

ndo haviam sido previamente investigadas ou modeladas em estudos anteriores, reforcando o

carater inédito das analises conduzidas neste trabalho.
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7.5. Alinhamento das Sequéncias Analisadas

No alinhamento das 126 sequéncias de tionina e 2185 de snakina, foram observadas
variagdes na composi¢do em relagdo ao nimero de residuos de cisteina e suas posi¢des na
sequéncia, em comparacao com dados disponiveis na literatura. O Quadro 1 apresenta a
representacao das posicoes das cisteinas em sequéncias de oito e doze cisteinas das classes de
tionina e snakina, respectivamente, de acordo com a literatura, além de suas principais

caracteristicas fisico-quimicas.

Peso .
- .. Posi¢oes dos residuos .
Familia Aminoacidos molecular Carga Referéncias

(kDa) de cisteina

Nawrot et al., 2014;
X{2}-CC-X{7}-C-X{3  Broekaert et al.,
Tionina 45-47 5 Positiva  }-C-X{8}-C-X{3}-C- 1997; Padovan et al.,
X{1}-C-X{8}-C-X {6} 2010; Lay &
Anderson, 2005

C-X{3}-C-X{3}-C-X{
7,11}-C-X{3}-C-X{2}
Snakina 63 6.9 Positiva -CC-X{2}-C-X{1,3}-
C-X{11}-C-X{1,2}-C-
X{11,14}-K-C-P

Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e das posi¢des das cisteinas das classes de tionina e
snakina.

Nawrot et al., 2014;

Oliveira-Lima et al.,

2017; Silverstein et
al., 2007
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A analise do alinhamento de sequéncias de tioninas revelou que 8,73% das 126
sequéncias possuem o pro-dominio 4cido. A Figura 1 ilustra as sete sequéncias que apresentam
oito residuos de cisteina no dominio de tionina e seis cisteinas no pro-dominio acido. Exce¢do
feita ao peptideo ZMGN_83565, que possui sete cisteinas no pré-dominio acido. Adicionalmente,
trés sequéncias apresentam sete cisteinas no dominio de tionina e seis no pro-dominio acido,
enquanto uma sequéncia apresentou seis cisteinas no dominio de tionina e sete no pré-dominio
acido.

A) 8 Cisteinas no Dominio da tionina

Dominio da tionina Pré-dominio acido

IIO %U GIO 4v0 qu qU 7[0 BVU OIU 100 1|10
TaTH1.3¥1109/1-109 Ks KSTLGRNEIYNLERAR -G - - ACKLEANVEIREIKL TSG L PKDF P VLESNSDEPDTMEYENLGERSSLEDY | VNAA. - ADDEEMK- LYVEQEGDARMVNFEINADAGLTSLDA -
HYTH1.1/1109/1-109 Ks IRSTLGRNEYNLERVR -G - - ACKLEAGVIREIKL TSSGKEPTGF P ALVSNSDEPDTVKYRNLGERASMED YMVNAA - - ADDEEMK- LYLENEGDARVNFEINGDAGLTSLTA-
BTHE/1109/1-109 Ks KDTLARNBIYNTERF AGG - - SRPVEAGARREK | | SGP PSDYP NLLPESGEPDVTQYQT IGETNSVEDNMDN- - - VFRGQEMK- FOMGLEISNABARFEINDGAV IQSVEA -
GBVZ_105851111/1-111 VV| CGPWGRABHTARL | SPVKIPFVTRETTEGEVL - ADQTEPPGYPS|I IPLOSSSASA| IEFEKLGEASSVEIN IGKST - - - - REQVLKGSV IEQENNARSEVITNQGST IALETA
BXBF_599%1110/1-110 KS| PSTSARNEYNVERVTGT - - SOCRTEASLEGEK | | SGNTEPPGFPSD ILDNSGD - -GVNEYRKMGEITSSVGPMTTLQYSDASEIVN-GAVEQEAKARSTFITKGSKLAVETA -
QNIK_96290/1-103 KS| PSTTARNIYNSERFTGG- - SROMBASLSGEK | VNG S KJIP S| AIDNDGD- - VVNNYRTLGEESTVEAG | | SLRNSESSEIVN-GAVEKEVDOVEAAVEINKGS - - - - - - - -
EFCZ_52520/1108/1-108 | S| PDTTKRNEYNVEIRHS - M- - KKE |ANVEIGEIKL VSGV PRDYP NFLPNSDEPDRVEYERFGERSSVEDONISR- - -GYGGKQMK - IGMESEEEARDNFEINGDVSMASNAA -
ZMGN_B83565/1-112 KS| IKNTAGRNEYN |MRRAGG - - SQQVARREGHE | | I TGNREPPNYP SLQPNSGEPNAIEYENLGETSSV] INMNDDAPGFDGEVMK- IDNEREISDARINRFIITGEARF TSVAA -
WCOR_B917%1106/1-106 K S| IKSTMARNBIYN IBIRFK-G- - PRLVEACMEBGEIK | |IGGQKEPSDF P NIPANSGEPDTTEYRKLGERSSVEONMI - - - - - SVGEQME - IDMALESDARDSFEINADAP | KSVAA -
SOHV_B4162/1110/1-110 K S| KSTLARNEIYNVERLR -G - - ARSVIATTHGEIK | | KGTKMPPGYP NLVPNSGEPDAIEYEINLGEVSSMEINTMN - NAPEFVGEE IK- IDMERBISDABIORFIEINGDAR | ASVAA -
Conservation
45745 524.- 3517 44374 14545 35 5014365 2 53721 0246485-42643 358 43 3460101002 -
B) 7 Cisteinas no Dominio da tionina
Dominio da tionina s Pré-dominio acido
2.0 3.0 ‘?0 5:0 6]0 7.0 8‘0 OID 1I00 |‘|0 |‘20

VaTH2.1/1-85 PNTTGRN I YNARRLTGAPRPTIAKLSGEK | | SGSTRPSDYP -J- - - - - -« v v oo v vt KFYRTMGEESSQOEMATNSNGD - - - - - - - - - -« AEAVREKTARSDLEODVDDA - - - - -« - - -
AtTH2.1/1-109 PSNQARNGYSVER IRFS- KGREMQVSGEONS - - DTRPRGWV ILE- - -NSADA-NEHEKLGEETSVEGAMNTLQ - - NSDASEIVNGASEQEAKGES | FRITKSYVVPPGPPKLL
AtTH2.2/1-110 PTKDDRSVYFVEMLSVSSQF YRILLKS KNTSQTIRPPGYTND ILE - - -NSGDAVNEYRKLGEASSVEGALTTLO- -NFDTSKVLSEAVEQETKARSSVEITGGSTAAVKSA- - -
AtTH2.4/1-110 PSIQARTFYNARILFAVGSPSSEIRNSSELD ISESTEPRGYTND ILE - - ~NTGDAVTEYRKLGEVSSVEGALTILQ- -NSDASEIVNGEVE TMARSTVEITKGSMNAVENA
AtTH2.¥1-110 PSQSTRKEFEDEI SEGNLQ | LESAESGERDTYVGYPSGFPYYOSLT- - - - - NSGDVVNVYRKLGEVSSLEGALTSLO- - KLDTSGKVNVAVERBTKARST IRTKGSKTAVETV
EMG_6¥1-112 - PDY IATNKYKVEIRF AGASRAQEASLTGEIHITESTEPSSNP IIDLGDDVRISGDLARI TEYRKLGESSSVEARIAILQTENTEASQVEDGAVEQETNARAAF
OoPZX_7e/1-111 - -SQFQVEAR! RTPTAKT IYNTERNAGGSROMBAKLSGEH | V- VGP PVG.M (VSLQ- - - - -SHDEAVNEYRKLGEASSMEBGALTTLR- -NSDSNEVVS-EVEQEASARAAF
IPWB_14968/1-111 VMVQ | QVEARV] PSLSASNVFMV| 10FP-RSABLSVSGEIQVSGNVIIPSGYSND ILE- - - - - NSGNNVDEYEKLGETSSVIIGAMTNLH - - NSGSNKVVKEAFEQETNANSTF

Conservation

- T AT .
443 -432 53354 425.054 2 01011 -+ -53 3 4 574. .

100

-
11000 12

rrrrrrrrr 010104447 54 37 6363.-------

C) 6 Cisteinas no Dominio da tionina
Dominio da tionina Pré-dominio acido

120 130

L2772 T R PsnaaRNGysVRIRF- - ... .. skeRffuavs - - o ILEN- sap-AneHlKLcfJeTsv- -eamntians. .- -paseivneaseofakclfs i FfTKsvvvererrkLL
ATH2.Y1-110 PsasTRKEFEoflISEG- --LaiLflsAEs- -6 SLTN- seovvnvYlikiollvssL - -leALTsLaKL- - - -DTS6KVNVAVERMTKANS T IMTKGSKTAVETVY. - -
ATH2.2/1-110 PTKDDRSVYFVRMLSY - --safYllLLKs- - ILEN- seoAVNEYKLGlassy- -WeALTTLONF- - - -DTSKVLSEAVEQMTKANSSVETGGSTAAVKSA- - -
AtTH2.4/1-110 PSIQARTFYNARLFAV- --SPSSEIRNS. -S| ILEN- TGDAVTEYEKLGEVSSV- -lGALTILQNS- - - -DASEIVNGEVE TMARISTVEITKG SMNAVENA - - -
VaTH2.1/1-85 PNTTGRNIYNARRL TG - - -PRPTRAKLS- - 6| ----FYRTMGRESSQ - - BATNSNGD - - - - - - - - -« - -« AEAVREIKTARSDLEODVDDA.- - - - - - - -
VQYB_9784/1-100 - PSKLTRTVYNREYRLV - - -SETEQAEWT - - T| S---D--SDEANALEFEKLGEASAV - -lINE | KAAA -VGHEDAVD- - YREGEARYRFETKHVDAA - - - - - . .
WCOR_9204&/1112/1-112 - - PSTTARNIYNARRF AG - - -SRPVEAKLS - - 6| SLHSN- - SDEANVLEFERLGETSSV - - lKNIMQAA -GGTEEVNDVVDREEEARYRFETKQVDTTATAVS - -
08PL_2601/1-110 - PSTTARN I YNTHRVPG-T- - ... ARPVAKLS- -6 sLFPH--5DEVGVIDFMKLGMTsSY- -BNNINA-F -veseevNDAVEHMNNARYRFETKOVD 1PTVVA. - -
08PL_2602/1-115 PsAKAKNLYNVRNGY - soPHYF TKSFANLA- -6 sLFPH--SDEVGVIDFKLGMTSsy. - MNNINA-F- - ... veseevnpAvEHENNARYRFMTKOVD 1P TVVA. - .
GBVZ_74599/1-107 K 1aaRNYFNARLSLG - LRHSNGN TseT11EVKLG ssiiTFanNs---ADVDEEVVKTVEHENNANSE L llTKAS - - - ... ...
VMNH_82046/1-106 PNNLDRKKFOLESATG - ARLS - - €| saDAVAEYKLG GPLTTFLNS----GASEVGDGAVDOHEVKTsTrTNGST - - ... ...
VMNH_22308/1-111 - - - - - - PTTNARH! IDRELAIG - LDTT- -6 SADAVNEYRKLG| GPLTTLQNS- - - -GASEIGDGAVEHRAEARSTLITNGSTKLAVET - - -
PWB_17212/1-100 - PTARARYLFDVESSRR - SGTT 6 SADAVNEYRKLG| GPLTTLQNS- - - -GANEIGDGAVEQEANANS | LET - -
TZWR_39737/1-102 - .- PTDAARDMYFERTYSG - JALLS - - D SGDA | SEYKLG| GAMTTLKNS- - - - DANKIVNGAVE [VKARIS | LT -
GTSV_52026/1-106 QIRVEAWRT| LTVADRD I FSERTYSG - ASLS - - 6 SGD- VNEYEKLG GDMTTLKNS- - - -DASKIVNGAVE (VKARISTLET - - - - -
TZWR_745v/1-111 - - - - - - | QA PTREAHKIFDKEIGGY - ASVS - - 6 SGDAVNE YHKMG) GAMTTLKNS- - - -DESEIMNGAVE VKTRISTLRTKGSMAAFQTA- - -
TIWR_398691-110 - - - - - - - FABMPToAARD 1 FsElTyse- asLs - - ol -sepaanevllkLo ooMTTFKRNS - - - -DASE IMNGAVKKE I KTlsnLllTKesvTaFaTA. - .
eee
Conservation
....... 25 3 31 773 4210-011 32473300000----2001103 36993.. 4363511------101001120126 248 627 50000---------

Figura 2 - Alinhamento das sequéncias de peptideos de tionina com pré-dominio acido. A figura

ilustra as sequéncias que apresentam similaridades com as sequéncias de comparagao (destacadas
em vermelho).
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No alinhamento das sequéncias de tionina e snakina, foi observado que 50% dos 126
peptideos de tionina e 58,1% dos 2.351 peptideos de snakina mostraram similaridade com dados
presentes na literatura.

A Figura 2 ilustra o alinhamento das sequéncias de tionina, agrupadas com base em suas
similaridades, resultando em 18 grupamentos. Desses, cinco grupos apresentaram um nimero de
residuos de cisteina consistente com o reportado na literatura, incluindo 21 sequéncias do tipo 1
(com oito cisteinas), e 42 sequéncias do tipo 2 (com seis cisteinas). Além disso, foram
identificadas variantes dentro desses tipos. No grupo das sequéncias do tipo 1, o peptideo
QNIK 96290 apresentou uma dupla repeticdo de residuos de cisteina, enquanto o peptideo
ZENX 85558 exibiu uma tripla repetigdo. No caso das sequéncias do tipo 2, o peptideo
GJNX 6672 apresentou variagdes nas posi¢des dos residuos de cisteina 4 e 5.

Na Tabela 1, sdo apresentadas as posi¢des dos residuos de cisteina em cada grupamento,
juntamente com a quantidade de peptideos que os compdem. Destaca-se que alguns grupamentos

possuem um numero expressivo de peptideos, o que confere maior confiabilidade aos resultados.
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A) Tionina tipo 1 - 8 cisteinas
20 ® P

cavz_10585/1-47 - - - vvjillocpwoRAlHTAlL 1 spvkipFvTflETTcffvian - - aT]

25NV_216/1-58 - KsillKs -TRvnABRLKF - - - PRETRAS TN KILK.GMj PSGYPKLSGFLNSEEIEEQTNIQ
MVTX_3726/1.58 ~KsiKksTLoRNEYNABRLRL - - - PRKTASTHSHK I LK-oNRllPSGYPKLSGFLNSEE |EEQ-
mvno73tis8 - - - RiIMMKosvARSEFnslaroT- - - PRSVEATTRERT 1s-G- LMPSSYPSVFSLLNTETAEETD - - -
sokv_84167145 - - - KsIKS TLARNEYNVEIRLRG - - - ARSVllaT TR lK 1 (K- o TKPPoYPK
BXBF_5999/1-46 ~KsillPsTsARNEYN 16--7saRT@AsL MoK 1s-onTlPPoFPS

Fux 15163160 - - - ksliks TvoRnlvn Al RF - aravlas TlslK i vo  onaflPRovekvser LnseereaaTo-
KAYP_1155/1-58 ~KksERsTTARNEYNVERLAG - - TPRETHAKLEOM 1 17-6TTHPSGYPKISSLENYGDISD -

ercz 52520145 - - - 1 SEMPOTTRRNEYNVERHSM . . - KKe | lanvilo KL Vs - o vKEPROYPK -

weor_8917¥1-45 - - - KsllKs TmaRNEY N | lRFKG - - - PRL 116-cokllPSDFPK-

surp_24055/1-58 - - - KNEIKTAFGRHEYNLERL TS - - -PRaNMDA | NI RWG - F s PRTYPHLSGF LNPEQTHVE -
2SNV_2434/1-58 -ksEllksasoRREYnVBRLRF - - -pRonBoA | BNE awwasnTllPYFAPYLSGFLNPEDSEE -

B) Variante da

nina tipo 1 - Segunda dupla de cisteinas
10 20 30

33

40
QNIK_96290/1-46 Ks-r;srnu‘w 1vnslRF Téssnm'alASLéslx | \IINGSK-P sHllFK

C) Variante da tionina tipo 1 - Triplo cisteinas

Iy iy 3 g 0
2enx_ssssevr-s6 KsHMs 77 ARN  ynolRaacr sRekBasvsolK 1 veokllKe rloRF sosvEANALE

10

acou_260751-118 KsKs Tve R

10
GMAM_15364/1-112 - - VEADKPJIMT TYNG K|

EDBB_79887/1-86 - - - - - - KsEBVNTTARN
JKAA_169909/1-89 VEAKSEEPSTAARN
28V7_69591-92 QTHVEAKSEEMVNTTARN|
BEKN_287015/1-107 - - - - KAKSEMKT T | KRN
QZBA_103442/1-116 - - - - - - KSEMRNTTARN
ACYX_3449/1-108 - - - - - - KsEKS TVGRN|
ACYX_3452/1-110 - - - - - - KsEKS TVGRN|
JSVC_2506/1-110 - - - - - - KsEKS TVGRN|
SSDU_36709/4-115 - - - - - - RS0 SKAGRN|
FPYZ_28180/4-113 - - - - - - KsElKs TVGRN|
STDO_37608/1-115 - - - - - - KsHllKs TVGRN|

SSDU_32671/1-104 K S|
BEKN_18329/1-106 KS

‘vD
JSVC_2507/1-116

ACYX_3798/1-113

GMAM_ 14328/1-117 -
ACYX_379%1-117 - -ATS|
SSDUY_349931-121 VEAPK |
GMAM_15365/1-121 - EAPK |

KSTVGRN - -
PSAYARSTYNL|
PSAYARSTYNL|
PSAYARSTYNL|
MND TRRNRYEV|
MND TRRNRYKD|

20
NN
v NV
v N Al
v NV
u
un
v N Al
v N Al
v N Al
v Al
v N A
v N Al

ks TA-
KSTVGKN.VNA

D) Tlonma tipo 2- 6 ustelnas

50 80
GBVZ_74599/149/1-49 - - - - kn 10 ARnvENARUsLes - srsoffLRsne NI RK- ToaTlfrAnF PR
TIWR_7451147/1-47 PTRE - AHKIFD oviRfasv--sofl i1 -eennflProrTH
TZWR_39737/146/1-46 - - - - PTDA- ARDMYFE opToflaL--sofikio- iwooflProvoH
TZWR_39737/146 PTDA- ARDMYFE opTofaii - -sofikio- iwcollPPovon
GTSV_! 52025/15:/15:|Q|I|VEAWIH LTVA-DRD IFSE iwirllase- -soflkim- PRYs@PPoY I H
TZWR_3986%146/1-46 PTDA-ARDIFSE vwirfasL. -soflain-RyunflproyTh
VMNH_22308/147/1-47 PTTN-ARHI IDRMLAIGI puiiflior- - Tofllvis- TReTfllPPNFPA
IPWB_17212/146/146 - - - - PTAR-ARYLFOVlS SRR -si1iflseT--Toflvei-ropTlPPOYPG
BXBF_97156/14%/149 - - - - R7av. ARN 1 YnRERR TGO siviflvassRo R 1FrocRe@RPPFSF
VQYB_9784/145/1-45 PskL-TRTVYNREYRLVG seTeflaew- - TTkvv- 06 - eflkpPyoH
RXEN_1910/150/1-50 PTEK-ARIsYMFLKSEV nooaL@asa. - sollkia-koR i flProvon
VMNH_82046/148/1-48 PuNL - oRKKFoLEsATGF piksallaRL - -sellkir-ponTllrsorra

E) Variante da tionina tipo 2 - Variagdo na posicdo das cisteinas

cunx_ss71-56 KsElenTTaARN  ynTHRsvaTRAE I YK

10 20 30

© w0
ITGGTISF.AOLSG.KIKKLYLAHTS

F) Tionina com 15 cisteinas

50 60 110

G) Tionina com 14 cisteinas

100
VNA.lLlF Anov.As TlS.KIVGGNR.KIVGGNR.PNGVPKVSGF LNSEEFEGQTOVEDQASA NEV.KLG.VSSE.GDNM | TTPISQTSDEEVQNINNA.LEL.N

JVO 10 7’0 BIU QID IOD IIIU 120 IIJI‘J
RWDGGNKDSEADMEGBKS - - - - - PR- - -DEEKNEQTLLTANDYRKLGEASS V]| SNIVALVESADHTSEL KETVEI INNABIFOFIINKKPDTAAVAA
RLTGT-QAFEANLEGEIHIDGTTEPPDYPK HFEKLGEASSMEST ISTLANSDV - - - - - - - GEEEAVVREINNSESELEN
RLVGTSQTTRASLEMGE I HVDGNTRPPNYPS - -HFEKLGEASSMEST ISTLAONSDV - - - - - - - GEEEAVVREINNSESEL|
RLTGT-QAFEANLEGE I HIDGTTRPPDYPK - ~NFEKLGEASSMEST ISTLONSDV- - - - - - - GEEEAVVREINNSHESEL|
RLKF - SOETHAKTEGETL 106K [PSRNDNI - - VNFLNT - DDSEELGEASFARSN| |ALHOSTGHLTELEEAVKEASDREINNVEISL L
RVPGTPREVIAKARDEK | | SGK [PSDYPS|1--GIFQNT- ET-AAEADIEE-TYTTNEFRKLGEASSVEIGN | | ALOKSAGSVSELDEVVKEAVEHRINKARF HL
RLKF - ARQVEASTESEK | VGGNREIPPGYPKL - - SGFQ- - - - NSEKFEDQANVEE-AYQ INEYRKLGEVASERDONK I TTHLK - -EEEMEREINNARLEL|
RLKF - ARQVIAS TRISEIK | VGGNREPPGYPKL - - SGFQ- - - - NSEKFEDQANVEE-AYQ INEYEKLGEVASERDNK | TTHLK- RKREEEMEREINNANLEL
RLRF - ARQVIAS TRISEIK | VGGNREPRGYPKV - - SGFL- - - -NSEEFEQQTDVEDQASQ INEYEKLGEVSSE@GDONMITTPR - QTSDEEVORENNABMLELEN - - - - - - - - .-
(VTRTGATKLEARSEGERF TRENREPSSHPWAN | SNSQDSVS IGYEFEEQSNVVD-ENKINEYKLGEAF SVIKN INTPHD - - SDEAAVEREINDANMFQLENKN - - - - - - - -
RLRF - ARQOVEASTEISEK | VGGNREIPRGYPKL - - SGFL- - - -NSEDFEEQTNVEDQAYQ INEYSKLGEVSSEGDNI ITTSQSS- - - - - - QKSDQEVERBINNABLELENKN - - - - - - - -
RLRF - ARQOVIAS THISHK | VGONREIPPGYPKL - - SGFL- - - -NSEEFEDQA-VEE-ANLINEYEKLGEVASElONKITTLOK- - - - - - -« SEEEVERBMNNABLELENKNSN I VAVTA

H) Tionina com 13 cisteinas
30 h t':U B]D 7[0 BIU DVD 100 !
!LKFPKKT.ASY NJIK | LKGN PSGYPKLSGFLNSEEIEEQTNIQDQAYQTTEYKLGEI SSElIGDNIATNPQKYSDEEVEQ] NN\/ LEI NKM---
JRLKF - - - - -ARTHSHEK | VGGN PRGYPKLSGYLNSDEFEKQGNVEDQASQ | IEYHKLGEVSSEGDNMITTLQ - - - KSEVEL NNA LEL INKDSND

1) Tionina com 12 cisteinas

20 ) 30 , 0 , 50 . e , 70 , 80 . 2 . 100 ) 110 . 120 , 130
-vevaRavllas THsJK 1 veonRlPRevPKLserFLnsEDFEEKTNVEDQAYQ INEY]JKLGvsseffsoniiTTsar. - . ... sakspEEVERENNARLE LBINKNSNTEAAVTA
SLY-Ksa ! I@ARLSGEILIDGTSEPSNYPK- - - - IVGEE-- - -EE--H-TLOTSDY@KLGEVSSVEHNI IALNKSAGRITEIDDAVKEAAESENNARFKLENKKSLLS - - - - -
SLY-Ksa ! I@ARLSGEILIDGTSEPSNYPK- - - - IVGEE----EE--H-TLOTSDY@KLGEVSYVRMHNI IALNKSAGRITEIDDAVKEAAESHNNARFKLENKKSDVDVAVA -
SLY-Ksa ! I@ARLSGEILIDGTSEPSNYPK- - - - IVGEE----EE--H-TLATSDY@KLGEVSSVEHNI IALNKSAGRITEIDDAVKEAAESENNARFKLENKKSDVDVAVA -
LNTGASVASEAGVSGEL | ISGSVPPNYPH- - - KEVGDE- - - - EKKEQTLAQTANDF@KLGEGSSVENN | | ARYESAGRTSEL- - - - KEAVEREINNARFOF @MNKKSDTAAVAA -
LnToAsVTSHAGVSGHEL IvSeSLPPNYPYPYPNQVGDG - - - - EEKKQTRQTAND YEKLGEMASAVETN IVALYESADRTSEL - - - - KEAAESHNNANF LFEINNKSDTAAVY. - -



34

)) Tionina com 12 cisteinas - Sem dupla cisteina
30 40 50 80 70 80 20 IUD |10

JSVC_27277/1-112 LGRN.VNA.RLRF PRKT.AST.S.KIVRGNR.PSGVSKLSGFLNSEE|EEQTN IQDOAYQTTEY.KLG.VSSE.GDN|TTNPOKVSDEEVEO.NNV.LE IlNKNSNIAAVTA

K) Tionina com 11 cisteina

10 2'0 JID 4[0 50 eu 70 8D 20
-RI KDSVARSEFNSHOP-G- - TPRSVAT TR ITISG L PSSYPSLFSLLNYETAEETDTKEAYATSN? NLGEASS V|
- Ks| EDTTARYEYNVERLPG - - TPROTEAK IMGEI I TTSTTRPSNYPK- - - - - - - - - HFEMLGEAS SM|
- KS| INTT IKRNEIYN | BIRF - K- - FSOQETRAKTRGETL | HG T PNGNIV--NFLNTE- -SGDDDSEELGEASF Al
. . G|

K]

G|

110 120
ACYX_122387/1-81 - - - -
PHOQ_94442/1-60

ACYX_116095/1-70 - - - -
BMRX_127298/180 - - - -
RRID_206431-80

CDFR_52152/1-80 - - - - VE - PsTAARNBYNABRLVG - - TSQTTRASL
G8vZ_14315/1-93 AEIRVEAKPKSEMPGTLORNEYNLERY -66KI TSETRAKTHGMKHVVGRVPPGWAS- -DILG-N

KT TAARNBYNVEIRLTG - - TSRQVAAT iK1 1 SGNKMPRGYDKLNSVLNKE IGEETNLEEAYTTNDFKLGlVSSV|
ks TAARERYNARHSAG- - APRYVEPY | L1 1SeTKEMPPAYRYLNFVPNTEIGGETNIEEAYTTSDFMKLGRVSSY| -
IHVDGNTIPPNYPK- - - - oo oo HFMLGlASSMBSTISTLONSDVGEEEAVY -
s INEYEKLG@ASSV@EAISTLQISDVIR

JOPH_5360/1-102 PSAYARSTYNLESLY- - -Ksa ! |BARLSGEIL IDGTSEPSNYPKIV. - - - - G- -LatsovMKLGRVSSV@HNI IALNKSAGRITEIDDAVKEAAESHINN
SFZX_5691/1-101 - PSTTARN IYNTRIRFGG- -GSRETHAS I SGMRI I TONTEPGOWTN - -DNLE-N- - -« ... .. TGDHAVNEY - BKSSV| GAITTLONSDASE\/VNIA\/EKlSKA SIF.SKGSI
BEKN_55777/1-109 - - - -EA- - PK I [BMND TRRNRYKOMLNTG - - asvTsBacvscllL ivsesLllerenypypy. PravepceekkaTRRaTAND YKL olasavllTnivaLvesaDRTsELKE- - - - aaEsHnn. ... Al

L) Tionina com 10 cisteina
10 20 30 40 50 60 70 80 20

! . ! . ) . h . ) . . ! . ! .
wioy._4521771-91 s KsHMPnTvARTsvorMRsnrore | BllsLescllL i vonc ARBPrO YR LVNTGDAVNEY-KLG.AF svlleavttLanseTeevvneAaEKE

M) Tionina com 10 cisteina - Sem dupla cisteina

1]0 ZIO 30 40 50 BO 7‘0 E‘D 9‘0 1lDO 1.1D 1.2D
OPZX_76/1-103 - - - - - - - - SIS.PSRSARNIYNV RLGGASKNT AQL SG T\ITS\/SRVPTGYQKPTLAQSYD -D---AANAYRKLGEVSSVEIGAMVTLQDSDSSEAVNGLVEQETNTASFAKG - - - - - - -
BERS_226/1-97 - - - - s s s s seesnen NIYNTERFAGGSRDQEAKL SG| KHMDT.V-P-PYTKLTLD-TVG-~G--~AASEY KLGEVSSVEGAMI TLENSVSSEVVDGAVE TNTRAAFEAKGSTAELVI
RXEN_2068/1-100 - - - - = = = = = = = - v v - = o RNIYNARRLAGGSRERMASLAG| KIVSGTT.P-»SSLPNLNDNVHIFGDLDGINEY KLGESSSVEAKLAGLQD - - ASQVEDGAVEQETTARAAFMAKGSSSP - -V
eor_sev-117 Mmsaraveas | slPsRsarRn i vnvlRLecasknTlaaLscllTvTsvsRYPTevakpTLAQSYD- -D- - - AANAYEKLoMvssvlloamaTLaDsDssEAVNGvVEKETNTASFllAKGF TTAV - E

N) Tionina com 9 cisteina

. 10 . Z’IU . C!ID . 40 , SID .\ °|D ., 7[0 , SIO , OIO ,
QMNIK_B89232/1-83 - - - - - - - Ks PSTTARNTYNVEIR - LAGTPRPVIAS | SGEIK | I TGT PKGYEKLSL-DDAA----N--EYEKLGEVSSVIIGAMVTLQDSDSSEAVNG
GBVZ_104/1-78 - - - - - KKKS| PSTLKRNIYNABR - LK-FSOETEAKTSGEKLED - KTRIPEGWQKA IL-ENSGDA- IN- -EYKLGEASSVENAINTLONS - - - - - - - -
MCNW_B681/1-77 - - - - - - - Ks PSTTARNIYNTER - FGGGSRETAS ISGER | I TGNTPGGWTNDHL -ENTG-A-VN- -EYSKLGETSSVEGAITTLANS - - - - - - -
TZWR_5671/1-73 - - - - - - - AV PORYARNFYNFELQLGE IYLPTELSKTGEQ IFP- -M@PK- -DTDDL-ENSGDA-VN- -EFEKLGEESSMEGAMNTLQ - - - - - - - -
FYSJ_17384/1-73 QF RAED T T V| PSTATRNAYTVEV - SGGLSSSDEALVEGEI TQTSSTRESGYDYVTL-EDSGDHTLN- - AY]
ZENX_7808B0/1-63 - - - - - - - Ks| RSTTARNIYNL R-LRR-POQATRASLEGEK | IKGNTRPRDFPKLNLLPNSGDE - PNAVEY|
ZENX_85534/1-58 - - - - - - - KV KTE I DMYRYD V| H.LKR»PDEL JAPLEINEIT IS- -D IlIPPDHPKLNLLPNSGE- - SNAIE -
0) Tionina com 7 cisteina
. 10 . 20 . 30 40 50 80 70 80 ) %0
RQNK_S5714/1-62 - - - - - - - Ks. ------- YNABRL - RF ARKV| AST. .KI\IGGNR.PRGVPKLSGFLNSEDF EEQTN: - ---- CVEDQAYQINE-- -« ----
ZJIDK_45&/1-59 - - - - - - - Ks| PTITARNIYNARRVPGTPRPVIMASL - - - - - - - o oo v ittt NEY| KLGIVSSV.GAMVTLODSDSSEAVNG
HZITS_5985/1-56 - - - - - - - - - oo KS PFAGGSRPMEASLSGEK | VNGN PPGYPHLTLGQTYDDAANAYRIKLGEIVSS - - - - = - = - =« o v v v v vt
LAPO_111776/1-64 - - - - - - KKYBVSTNARKNFNTRILSKG IPSTTRAYDSGEKF TYTNTRPPGYADD ILDNS-GDGVNEYKLG - - - - - - - o o oo i i
XXHP_9498/1-60 - - - - - - - Ks| PTIVARNQYSVERF AGASRPERAKLSGEK | V-DGEMPGGYNRD ILENT-GDAVNEYIK - - - - - - - - - - o oo v v it
OPZX_7&/152/1-52 SQFQVEAR| RTPTAKTIYNTERNAGGSROMEMAKLSGHH | V- VGP| P\/GlNH -----------------------------------------

P) Tionina com 7 cisteina - com uma segunda dupla cisteina
10 20 30 50

IPWB_ 14968/154/1-54 VMV Q IOVEARV-PSLSASNVFMV-IQF PRSA.LSVSG-I OVSGNV.PSGYSN

Q) Tionina com 7 cisteina - Com tripla cisteina

10 20 30 a0
! . i . ) . i .
emc_svr-48 AT KIMP o v 1| ATnKYRVERF AcAsRaclasLtolliniTesTHPsSNP

R) Tionina com 7 cisteina - Sem dupla cisteina
50 80

. 0 2 i . P . ) . 3 .
Gumx_z091-65 1 sBPsasakn i v IMRvacesesallskisollriTioKkTvoovanevlKLlvssvlleamvTLaDsD

Figura 3 - Alinhamento multiplo das sequéncias de peptideos da classe tionina agrupadas
conforme a conservagdo, quantidade e posicionamento dos residuos de cisteina ao longo da
cadeia peptidica



Tabela 1 - Posi¢des dos Residuos de Cisteina em Sequéncias de Tionina.

Grupos

Quantidade de sequéncias

Posicoes dos residuos de cisteina

Tionina Tipo 1 - 8 Cisteina

8 Cisteina - Com triplo residuo de
cisteina

Tionina Tipo 2 - 6 cisteinas

15 Cisteina

14 Cisteina

13 Cisteina

13 Cisteinas - Com triplo residuo
de cisteina

12 Cisteina

13

28

38

X{2,5}-CC-X{3,7}-C-X{3}-C-X{8,9}-C-X{3}-C-X{1}-
C-X{6,8}-C-X{18,25}

X{2}-CCC-X{10}-C-X{9}-C-X{5}-C-X {6}-C-X {3}-C-
X{13}

X{2,31-CC-X{11,12}-C-X{8,12}-C-X{5,9}-C-X{5,8}-C-
X{5,18}

X{2}-CC-X{7}-C-X{3}-C-X{8,9}-C-X{3}-C-X{1}-C-X
(71-C-X{7,21}-C-X{3,32}-C-X{3,4}-C-X{0,4}-C-X {19,
20}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{1,11}

X{2,8}-CC-X{7,11}-C-X{3,9}-C-X{5,11}-C-X{2,7}-C-
X{1,2}-C-X{0,7}-C-X{8,37}-C-X{3}-C-X {4}-C-X{15,2
6}-C-X{31-C-X{3}-C-X{0,11}

X{2,11}-CC-X{4,11}-C-X{0,9}-C-X{3,7}-C-X{1,7}-C-
X{7,19}-C-X{3,32}-C-X{3,4}-C-X {4,1}-C-X{15,21}-C-
X{3}-C-X{3}-C-X{1,7}

X{3}-CCC-X{11}-C-X{9}-C-X{5}-C-X{7}-C-X{24}-C-
X{3}-C-X{41-C-X{23}-C-X{3}-C-X {3}-C-X {4}

X{1,9}-CC-X{11,14}-C-X{3,14}-C-X{1,7}-C-X{5,8}-C-



12 cisteinas - Sem duplo residuos
de cisteina

11 Cisteina

10 Cisteina

10 cisteinas - Sem duplo residuos
de cisteina

9 Cisteinas

7 Cisteina

7 Cisteina - sem a da posi¢ao 3

10

X{14,32}-C-X{3}-C-X {4}-C-X{17,26}-C-X{3}-C-X {3}
C-X{1,12}

X {4}-C-X{3}-C-X{8}-C-X {3}-C-X{1}-C-X{7}-C-X{32
}-C-X{3}-C-X{4}-C-X {18}-C-X{3}-C-X{3}-C-X {11}

X{0,11}-CC-X{7,11}-C-X{3,9}-C-X{5,10}-C-X{3,7}-C-
X{1,29}-C-X{3,7}-C-X{4,30}-C-X{3,26}-C-X {3,4}-C-
X{0,19}

X{3}-CC-X{11}-C-X{9}-C-X{5}-C-X{8}-C-X{17}-C-X
(31-C-X{4}-C-X{21}-C

X{3,11}-C-X{9,11}-C-X{5,9}-C-X{5,7}-C-X{19,28}-C-
X{3}-C-X{4}-C-X{19,21}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{3,10}

X{2,9}-CC-X{7,11}-C-X{3,10}-C-X{1,8}-C-X{1,7}-C-
X{1,19}-C-X{1,20}-C-X{3,22}-C-X{1,20}

X{2,3}-CC-X{3,11}-C-X{5,9}-C-X{3,7}-C-X {1,20}-C-
X{3,19}-C-X{1,31}

X{2}-C-X{11}-C-X{9}-C-X{5}-C-X{15}-C-X{3}-C-X{
41-C-X{10}

36

Legenda: Agrupamentos estruturais das sequéncias de tionina com base na quantidade, distribui¢dao e padrao de posicionamento dos
residuos de cisteina identificados apds alinhamento multiplo das sequéncias analisadas. A tabela apresenta a quantidade de sequéncias
em cada grupo, juntamente com as respectivas posicoes dos residuos de cisteina, evidenciando as variagdes estruturais observadas nas

diferentes classes de tioninas.
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Os grupamentos das sequéncias com 6 cisteinas corresponde a 33,3% dos peptideos de
tionina  analisados, com 41 peptideos apresentando cisteinas nas  posicoes
X{1,9}-CC-X{11,12}-C-X{6,14}-C-X{5,7}-C-X{5,8}-C-X{1,18}. Uma das sequéncias, no
entanto, apresentou uma variagdo, com variacdes nas posi¢cdes dos residuos, resultando em
cisteinas nas posi¢oes X{2}-CC-X{11}-C-X{12}-C-X{9}-C-X{5}-C-X{11}.

As sequéncias contendo 14 cisteinas representam 17,4% dos peptideos analisados, com os
residuos de cisteina localizados nas posicdes
X{2,8}-CC-X{7}-C-X{3}-C-X{8,9}-C-X{2,3}-C-X{1}-C-X{2,7}-C-X{8,37}-C-X{3}-C-X
{4}-C-X{15,26}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{0,11}. Ja as sequéncias do tipo 1, que possuem &
cisteinas, correspondem a 16,6% dos peptideos, com 19 dessas sequéncias seguindo o padrio
descrito  na  literatura. = Nessas, as  cisteinas  encontram-se  nas  posi¢des
X{2,5}-CC-X{3,7}-C-X{3}-C-X{8,11}-C-X{3}-C-X{1}-C-X{6,8}-C-X{6,25}. No
entanto, duas sequéncias apresentaram variagdes: uma com dois duplos residuos de cisteina,
seguindo o padrao X{2}-CC-X{I11}-C-X{9}-C-X{5}-C-X{7}-C-X{2}-CC-X{2}, e outra com
um triplo residuo de cisteina, com 0 padrao
X{2}-CCC-X{10}-C-X{9}-C-X{5}-C-X{6}-C-X{3}-C-X{13}.

As sequéncias da classe snakina foram agrupadas em 18 grupos distintos, conforme
ilustrado na Figura 3. Dois desses grupos apresentaram caracteristicas consistentes com a
literatura, ou seja, contendo 12 residuos de cisteina. No entanto, uma variacao foi observada no
peptideo UFQC 49922, que ndo apresentou o duplo residuo de cisteina. Os demais grupos
apresentaram variagdes tanto no numero quanto nas posi¢des dos residuos de cisteina. Alguns
desses grupamentos destacaram-se pela quantidade significativa de peptideos, como mostrado na

Tabela 2.
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Tabela 2 - Posicdes dos Residuos de Cisteina em Sequéncias de Snakina

Grupos

Quantidade de sequéncias

Posicoes dos residuos de cisteina

Snakina - 12 Cisteina

12 Cisteina - Sem duplo
residuos de cisteina

14 Cisteina

13 Cisteina

11 Cisteina

11 Cisteina - Sem duplo
residuos de cisteina

10 Cisteina

10 Cisteina - Sem duplo
residuos de cisteina

9 Cisteina

9 Cisteina - Sem duplo
residuos de cisteina
8 Cisteina

1270

224

40

476

&3

X{0,60}-C-X{3,0}-C-X{1,8}-C-X{0,9}-C-X{2,3}-C-X{0,2}-C-X{0,2
1 -C-X{0,2}-C-X{1,10}-C-X{0,17}-C-X {1,11}-C-X{1,15}-C-X{0,1}

X{31-C-X{3}-C-X {3}-C-X{13}-C-X {3}-C-X {3}-C-X{12}-C-X {3}-
C-X{4}-C-X{12}-C-X{3}-C-X{3}-C

X{8,23}-C-X{1,14}-C-X{3,17}-C-X{3,8}-C-X {3}-C-X {2,8}-C-X {0,
31-C-X{2}-C-X{0,1}-C-X{2,11}-C-X{1}-C-X{3,11}-C-X{1}-C-X{1
21-C-X{1}
X{0,25}-C-X{3,38}-C-X{3}-C-X{0,8}-C-X{3,8}-C-X{0,3}-C-X{0,2
}-C-X{0,2}-C-X{1,2}-C-X{1,9}-C-X{11}-C-X{1,2}-C-X {12}-C-X {1
}
X{0,63}-C-X{3,12}-C-X{3,8}-C-X{3,9}-C-X{0,3}-C-X {0,7}-C-X {0,
31-C-X{1,2}-C-X{0,13}-C-X{1,13}-C-X{1,12}-C-X{0,13}
X{3,32}-C-X{3}-C-X{3}-C-X {8}-C-X{3}-C-X{1,3}-C-X{1,3}-C-X{
1}-C-X{11}-C-X{1,2}-C-X{12}-C-X {1}
X{2,36}-C-X{3,45}-C-X{3,12}-C-X{2,8}-C-X{0,8}-C-X{0,3}-C-X {
0,2}-C-X{0,11}-C-X{1,16}-C-X{1,21}-C-X{0,9}
X{9,42}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{8}-C-X{3}-C-X{2,3}-C-X{1}-C-X{1
1}-C-X{1}-C-X{12}-C-X {1}
X{1,48}-C-X{3,21}-C-X{2,6}-C-X{0,10}-C-X{0,8}-C-X{1,3}-C-X{
0,11}-C-X{0,11}-C-X{1,12}-C-X{0,15}

X {18,28}-C-X{3,7}-C-X{3,8}-C-X{3,8}-C-X{2,3}-C-X {1,2}-C-X {9,
13}-C-X{1,2}-C-X{12}-C-X {1}

X {4,42}-C-X{2,36}-C-X{0,8}-C-X{2,9}-C-X{0,8}-C-X{0,3}-C-X {0,
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21-C-X{0,11}-C-X{0,11}

8 Cisteina - Sem duplo X{14,17}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{8,10}-C-X{3}-C-X{1,3}-C-X{1,2}-

residuos de cisteina C-X{L,11}-C-X{1,10}
7 Cisteina 120 X{13,39}-C-X{3,8}-C-X{3}-C-X{2,8}-C-X{0,3}-C-X{2}-C-X{0,1}-
C-X{0,12}
7 Cisteina - Sem duplo 3 X{17,20}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{8}-C-X{1,3}-C-X{1,10}-C-X{1,11}-
residuos de cisteina C-X{1,4}
6 Cisteina 1 X{40}-C-X{3}-C-X{2}-CC-X{2}-C-X{1}-C-X {4}
6 Cisteina - Sem duplo 26 X{19,38}-C-X{2,3}-C-X{1,3}-C-X{8,11}-C-X{1,3}-C-X{2,12}-C-X
residuos de cisteina {0,1}
5 Cisteina 56 X{24,57}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{8,14}-C-X{1,3}-C-X{0,6}
4 Cisteina 23 X{15,42}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{8}-C-X{1,3}

Legenda: Distribuicdo dos grupamentos estruturais das sequéncias de snakina conforme o numero, posicionamento e conservagao dos
residuos de cisteina apds alinhamento das sequéncias peptidicas. A tabela apresenta a quantidade de sequéncias em cada grupo,
juntamente com as respectivas posi¢des dos residuos de cisteina, destacando a variabilidade na composi¢ao e as caracteristicas
especificas de cada grupamento.
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O grupamento com 12 cisteinas foi o mais representativo, contendo 54,06% das 2.351
sequéncias analisadas, totalizando 1.270 peptideos. Nesses, os residuos de cisteina foram
localizados nas posicdes
X{0,60}-C-X{3,0}-C-X{1,8}-C-X{0,9}-C-X{2,3}-C-X{0,2}-C-X{0,2}-C-X{0,2}-C-X{1,10}-C
-X{0,17}-C-X{1,11}-C-X{1,15}-C-X{0,1}. Uma variante, contudo, ndo apresentou o duplo

residuo de cisteina, sendo a sequéncia
X{3}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{13}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{12}-C-X{3}-C-X{4}-C-X{12}-C-X{3}-
C-X{3}-C.

O grupamento contendo 9 cisteinas compreendeu 20,37% dos peptideos, com 476
sequéncias exibindo residuos de cisteina nas posigoes
X{1,48}-C-X{3,21}-C-X{2,6}-C-X{0,10}-C-X{0,8}-C-X{1,3}-C-X{0,11}-C-X{0,11}-C-X{1,1
2}4-C-X{0,15}. Outras trés sequéncias  apresentaram  variacdes nas  posi¢des
X{18,28}-C-X{3,7}-C-X{3,8}-C-X{3,8}-C-X{2,3}-C-X{1,2}-C-X{9,13}-C-X{1,2}-C-X{12}-
C-X{1}.

As sequéncias com 11 cisteinas representaram 9,78% dos peptideos analisados, com 224
deles exibindo cisteinas nas posicdes
X{0,63}-C-X{3,12}-C-X{3,8}-C-X{3,9}-C-X{0,3}-C-X{0,7}-C-X{0,3}-C-X{1,2}-C-X{0,13}-
C-X{1,13}-C-X{1,12}-C-X{0,13}. Seis dessas sequéncias ndo apresentaram o duplo residuo de
cisteina, com suas cisteinas localizadas nas posicdes
X{3,32}-C-X{3}-C-X{3}-C-X{8}-C-X{3}-C-X{1,3}-C-X{1,3}-C-X{1}-C-X{11}-C-X{1,2}-C-
X{12}-C-X{1}.

7.6. Predicao das Caracteristicas Fisico-Quimicas

A analise das 126 sequéncias de tioninas e 2.351 de snakina avaliadas revelou dados
relevantes sobre suas caracteristicas fisico-quimicas, incluindo composi¢ao de aminoacidos, peso
molecular, tamanho das sequéncias, carga liquida, ponto isoelétrico e indice de instabilidade.
Essas informagdes sdo cruciais para entender a funcionalidade e estabilidade dessas moléculas,
uma vez que tais propriedades influenciam diretamente sua interagdo com alvos biologicos e sua

aplicabilidade terapéutica.
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Os resultados obtidos para as tioninas estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, que detalham

os maiores e menores valores observados para cada grupamento analisado, juntamente com as

respectivas médias e a composi¢ao de aminoacidos.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas das sequéncias de peptideos de tionina.

indice Peso Molecular Comprimento Carga Ponto indice de
(kDa) Isoelétrico  Instabilidade
Tionina Tipo 1 - 8 Cisteina
Valores 4,76+7,22 45465 -2,65+9,34 4,93+9,65 28,52+68,32
M¢édia 6,03 54,94 4,15 8,59 48,97
Tionina Tipo 1 - Com segunda dupla cisteina
Valores 5,95 56 2,35 8,5 28,18
8 Cisteina - Com triplo residuo de cisteina
Valores 4,82 46 5,35 9,1 62,28
Tionina Tipo 2 - 6 cisteinas
Valores 4,29+6,09 40+56 -6,56+9,41  4,05+11,17 18,46+68,86
Média 5,19 48,22 2,44 8,51 46,51
Tionina Tipo 2 - Variac¢io na posicao das cisteinas

Valores 5,9 56 -1,57 5,62 49,75

15 Cisteina
Valores 13 118 1,18 7,94 47,48

14 Cisteina
Valores 9,21+13,37 86122 -3,843,23 5,14+8.,4 34,02+64,75
Média 12,17 110,82 -0,59 6,77 53,25

13 Cisteina
Valores 11,58+11,67 104+106 -0,79+0,22 6,43+7,54 49,13+65,66
Média 11,63 105 -0,29 6,99 57,39

12 Cisteina
Valores 12,15+12,98 113121 -2,75+-0,64  5,18+6,87 41,84+62.41
Média 12,64 117,50 -1,85 5,89 51,96

12 cisteinas - Sem duplo residuos de cisteina

Valores 12,44 112 -1,75 5,46 62,82

11 Cisteina
Valores 6,51+11,73 60+109 -4,00+3,36 5,21+8,55 21,04+68,05
Média 9,15 85,60 0,58 7,45 44,83

10 Cisteina
Valores 9,62 91 -3,66 491 27,98
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10 cisteinas - Sem duplo residuos de cisteina

Valores 10,03+12,20 97+£117 -1,67+0,99 5,67+8,03 16,07+59,52
Média 10,78 104,25 -0,58 6,71 42,86
9 Cisteinas
Valores 6,47+8,60 58+83 -5,63+5,32 4,23+9,00 28,96+63,03
Média 7,76 72,14 -0,36 6,79 42,39
7 Cisteina
Valores 5,57+7,00 52+64 0,36+4,15 7,7£9,05 16,01+59,65
Média 6,31 58,83 1,51 8,17 37,58
7 Cisteina - Com segunda dupla cisteina
Valores 5,67 54 0,35 7,71 38,76
7 Cisteina - Com triplo residuo de cisteina
Valores 6,7 66 -0,63 6,26 56,29
7 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 5,17 48 3,41 8,81 42,36

Legenda: A tabela inclui os valores observados para peso molecular, comprimento, carga liquida,
ponto isoelétrico e indice de instabilidade, fornecendo uma visdo detalhada das propriedades das
diferentes variantes de tionina analisadas.

Tabela 4 - Composicdo de aminoacidos das sequéncias de peptideos de tionina

tidade d
Residuo (il:::?n:)éii;ose Frequéncia de aparecimento

Lisina (K) 571 6,27%
Serina (S) 895 9,84%
Cisteina (C) 1135 12,47%
Valina (V) 431 4,74%
Asparagina (N) 664 7,30%
Treonina (T) 648 7,12%
Alanina (A) 663 7,29%
Arginina (R) 489 5,37%
Tirosina (Y) 325 3,57%
Leucina (L) 447 4,91%
Glicina (G) 607 6,67%
Glutamina (Q) 238 2,62%
Fenilalanina (F) 191 2,10%

Isoleucina (I) 434 4,77%
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Histidina (H) 85 0,93%
Acido aspértico (D) 299 3,29%
Prolina (P) 412 4,53%
Metionina (M) 49 0,54%
Acido glutamico (E) 494 5,43%
Triptofano (W) 23 0,25%
Total 9100 100%

Legenda: A tabela apresenta a frequéncia de ocorréncia de cada residuo de aminoacido nas 126
sequéncias analisadas, destacando a predominancia de cisteinas e outros residuos relevantes para
a funcionalidade dos peptideos.

A composicdo de aminoacidos das 126 sequéncias de tioninas contaram com 9.100
residuos de aminoacidos, sendo o residuo de cisteina o mais frequente, com um total de 1.135
residuos, correspondendo a uma frequéncia de aparecimento de 12.47%. A serina foi o segundo
aminoacido mais frequente, com 895 residuos e uma frequéncia de 9.84%. Em contraste, o
triptofano foi o aminoacido menos presente, com apenas 23 residuos e uma frequéncia de 0.25%.

O peso molecular variou entre 4.29 kDa, observado no peptideo CSUV 16040 das
sequéncias do tipo 2 com seis cisteinas, e 13.37 kDa, encontrado no peptideo BEKN 282920 do
grupamento de quatorze cisteinas. O peso médio foi de 7,86 kDa, com desvio padrao de 3,02. As
sequéncias do tipo 2 apresentaram o peso mais proximo desse valor, com o peso meédio de 5.19
kDa, seguido pela variante de 7 cisteina sem duplo residuo, com 5,17 kDa, porém a sequéncia
com 15 residuos apresentou o maior peso, com 13 kDa.

O tamanho das sequéncias de aminoacidos variou entre um minimo de 40 residuos para o
peptideo CSUV 16040, do grupo do tipo 2, ¢ um maximo de 122 residuos para o
BEKN 282920, pertencente ao grupamento com de quatorze cisteinas. A média de tamanho foi
de aproximadamente 72,63 residuos de aminoacidos, com um desvio padrio de 27.61.
Observou-se que a sequéncia variante do tipo 1, com triplo residuo de cisteina apresentou o
comprimento médio mais proximo ao descrito na literatura, com 46 residuos, seguido pelo
grupamento variante de 7 cisteina, sem duplo residuo, com 48 residuos. Em contrapartida, o
grupamento com quinze cisteinas apresentou o maior tamanho, com um comprimento médio de

115 residuos de aminoacidos.
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A carga liquida dos peptideos apresentou uma variagdo significativa, variando de -6.56,
observada no peptideo TZWR 39737, a um méximo de 9,41 no peptideo BXBF 97156, ambas
das sequéncias do tipo 2. A carga média foi de 1,41, com um desvio padrdo de 2,75. Observou-se
que a sequéncia variante do tipo 1, com triplo residuo de cisteina, apresentou a maior carga
liquida, 5,35, seguido pelo grupamento do tipo 1, com carga 4,15. Em contrapartida, o grupo com
dez cisteinas apresentou a menor carga liquida, com uma média de -3.66.

O ponto isoelétrico (pl) variou de 4.05, observado no peptideo TZWR 39737, a 11.17,
encontrado no peptideo BXBF 97156, ambos os peptideos das sequéncias do tipo 2. O pl médio
foi de 7.72, com um desvio padrao de 1.43. Na analise realizada, constatou-se que peptideos que
apresentaram variagcdes na carga liquida também demonstraram variagdes correspondentes em
seus pls. Isso indica uma correlagdo direta entre a carga liquida dos peptideos e seus respectivos
pontos isoelétricos.

O indice de instabilidade (II) das sequéncias analisadas apresentou uma variagao
consideravel, oscilando entre 16.01 para o peptideo LAPO 111776 do grupamento com sete
cisteinas e 68.86 para o peptideo OINM 23796, pertencente as tioninas do tipo 2. O indice de
instabilidade médio foi de 47,56, com um desvio padrdo 12.11. Observou-se que a sequéncia com
dez cisteinas apresentou um II de 27.98, seguido pela variante do tipo 1, com um segundo duplo
residuo de cisteina, com um II de 28.18. No entanto, a variante de doze cisteinas, sem duplo
residuo, apresentou o maior indice de instabilidade, com a média de 62,82.

De maneira semelhante as sequéncias de tionina, as 2.351 sequéncias da classe de snakina
foram analisadas quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, podendo ser visualizado na
Tabela 5 e 6, onde ¢ apresentado as caracteristicas fisico quimicas dos diferentes grupamentos

encontrados nas sequéncias de snakina, como também a composi¢do de aminoacidos.

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas das sequéncias de peptideos de snakina

indice Peso Molecular Comprimento Caroa Ponto Indice de
(kDa) P g Isoelétrico Instabilidade
Snakina - 12 Cisteina
Valores 6,19+13,38 56+120 -2,67+£16,05 5,66+10,0 17,08+108,2
Média 8,77 80,05 7,51 8,99 50,35

12 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 8,30 77 0,24 7,56 42,38
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14 Cisteina

Valores 8,34+12,64 77115 -0,72+12,31  6,83+9,52 36,16+70,23
Média 10,88 99,00 8,92 8,87 51,60
13 Cisteina
Valores 6,53£12,15 59+£113 4,9549,21  8,71£9,12 13,62+76,81
M¢édia 8,83 81,40 6,80 8,90 41,21
11 Cisteina
Valores 5,29+12,87 50+118 -0,68+13,42  6,71£9,75 15,67+£102,25
Média 6,91 62,89 6,66 8,97 45,16
11 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 6,44+10,0 60+92 4,35+12,12  8,72+9,48 36,85+56,66
Média 8,67 78,33 8,95 9,23 49,01
10 Cisteina
Valores 5,02+9,65 47+86 0,11£11,07  7,49+9,58 11,18+94,99
Média 7,04 64,45 5,01 8,74 53,11
10 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 7,38+10,69 65+97 9,13£11,32  9,3849,56 47,6+63,2
Média 9,04 81,00 10,23 9,47 55,40
9 Cisteina
Valores 3,9849,13 37+£80 -1,66£11,43  5,15+9,88 20,26+111,78
Média 6,42 58,82 5,26 8,89 54,45
9 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 8,3948,71 76+80 3,44+11,35  8,67+9,58 27,86+60,77
Média 8,60 78,00 8,41 9,25 48,44
8 Cisteina
Valores 5,38+8,93 51+80 -2,59+17,62  4,77£10,29 4,04+99,21
Média 6,46 58,65 5,32 8,91 57,30
8 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 6,10+£6,35 56+57 5,3549,07  9,08+9,57 65,64+73,71
Média 6,26 56,33 7,51 9,36 3.55
7 Cisteina
Valores 4,52+7,64 40+67 -2,54+13,09 5,15+10,27 24,92+110,44
Média 6,38 57,54 5,49 9,05 56,36
7 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina
Valores 5,66+6,18 55+57 2,45+6,37  8,59+9,36 47,57+74,94
Média 5,98 56,00 4,97 9,09 61,95
6 Cisteina
Valores 6,12 58,00 2,43 8,63 61,54
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6 Cisteina - Sem duplo residuos de cisteina

Valores 5,89+7,03 53463 -5,51£11,20 4,67+10,26 39,48+92.81
Média 6,41 57,69 4,29 8,92 63,96

5 Cisteina
Valores 5,72+9,24 52480 -4,49+8,74  4,97+9,98 10,54+95,66
Média 6,35 57,39 2,98 8,64 62,84

4 Cisteina
Valores 4,16+6,97 36162 -5,50+8,47 4,67+10,06 33,58+125,47
Média 6,29 56,61 2,99 8,64 64,93

Legenda: A tabela apresenta os valores observados para peso molecular, comprimento, carga
liquida, ponto isoelétrico e indice de instabilidade, oferecendo uma visdo abrangente das
propriedades das diferentes variantes de snakina analisadas.

Tabela 6 - Composi¢do de aminoacidos das sequéncias de peptideos de snakina

Residuo Quantidade de aminoacidos Frequéncia de aparecimento
Lisina (K) 9.015 7.97%
Serina (S) 11.229 4.48%

Cisteina (C) 8.772 7.32%
Valina (V) 3.965 3.80%
Asparagina (N) 24.785 11.87%
Treonina (T) 4.709 5.89%
Alanina (A) 7.253 2.50%
Arginina (R) 14.462 6.78%
Tirosina (Y) 4.327 0.96%
Leucina (L) 2.675 4.60%
Glicina (G) 7.147 5.17%
Glutamina (Q) 14.540 5.94%
Fenilalanina (F) 2.733 0.74%
Isoleucina (I) 3.475 2.09%
Histidina (H) 13.913 3.80%
Acido aspartico (D) 11.232 9.97%
Prolina (P) 9.862 7.22%

Metionina (M) 747 0.20%
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Acido glutamico (E) 6.011 3.20%
Triptofano (W) 5.852 5.48%
Total 166.704 100%

Legenda: A tabela apresenta a frequéncia de ocorréncia de cada residuo de aminoacido nas 2.351
sequéncias de snakina analisadas, destacando a abundancia de cisteinas e outros aminoacidos
relevantes para a atividade biologica dos peptideos.

A composi¢do dos aminoacidos das sequéncias de snakina contou com 166.704 residuos
de aminoacidos, sendo os residuos de cisteina o mais frequente na composi¢do, com 24.785
residuos e uma frequéncia de aparecimento de 11.87%. O segundo aminoacido mais frequente foi
a lisina, com 14.540 residuos e uma frequéncia de 5.94%. Em contraste, o triptofano apresentou a
menor quantidade de residuos, com 747 residuos e uma frequéncia de 0.20%.

O peso molecular das sequéncias variou de 3.98 kDa para o peptideo SUAK 6871, do
grupamento de sequéncias com nove cisteinas, a 13.38 para o peptideo GHLP 54852, do
grupamento com doze cisteinas. O peso médio das sequéncias de snakina foi de 7.7 kDa, com o
desvio padrao de 1.52. Observou-se que as sequéncias com onze cisteinas apresentaram o peso
molecular médio correspondente ao descrito na literatura, seguido pelo grupamento com dez
cisteinas, com um peso médio de 7.04 kDa.

O comprimento das sequéncias variou de 36 aminoacido no peptideo OBTI 37445, do
grupamento das sequéncias com quatro cisteinas, a 120 residuos nos peptideos GHLP 54852 e
SKNL 69568, do grupamento dos peptideos com doze cisteinas. A média foi de 70,91 residuos,
com um desvio padrao de 13.79. Isso pode ser observado nos grupamentos de sequéncias com
onze e dez cisteinas, que apresentam um comprimento médio proximo ao da literatura, com 62,89
e 64,45 residuos, respectivamente.

A carga liquida variou de -5.51 para o peptideo TVSH 15322, do grupamento das
sequéncias variantes de seis cisteinas, a 17.62 no peptideo QAUE 31192, do grupamento de oito
cisteinas. A carga liquida média foi de 6.57, com o desvio padrdo de 3.01.

O ponto isoelétrico (pl) variou de 4.67, observado nos peptideos TVSH 15322, do
grupamento variante de seis cisteinas e TVSH 16768, do grupamento de quatro cisteina, até

10.29 no peptideo QAUE 31192, do grupamento com oito cisteinas. O pl médio foi de 8,95, com
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um desvio padrdo de 0.52. Assim, para neutralizar os peptideos TVSH 15322 ¢ TVSH 16768,
seria necessario um pl de 4.67, enquanto para o QAUE 31192, seria necessario um pl de 10.29.
Ja o indice de instabilidade (II) variou de 4.04 para o peptideo VZCI 9518, do
grupamento com oito cisteinas, a 125.47 para o peptideo WWQZ 29991, do grupamento com
quatro cisteinas. O II médio foi de 51,88, com um desvio padrao de 14.16. Observa-se que os
peptideos dos grupamentos de sequéncias com treze e variante de doze cisteinas apresentaram os

melhores indices de instabilidade, sendo de 41.21 e 42.38, respectivamente.

7.7. Presenca de Agregados de Peptideos Insoluveis

Os resultados da andlise das sequéncias de tioninas e snakinas evidenciam o potencial de
expressao heterdloga desses peptideos antimicrobianos. Conforme ilustrado na Figura 4, a anélise
revelou que 89,7% das tioninas e 65,9% das snakinas apresentaram baixa probabilidade de
formagdo de corpos de inclusdo, indicando uma tendéncia favoravel a expressao na forma solavel
e, consequentemente, a reducdo da formacao de agregados insoltiveis. Em contrapartida, apenas
10,3% das tioninas e 34,1% das snakinas demonstraram uma propensao elevada a formacao de
corpos de inclusdo, sugerindo uma maior tendéncia a agregagao insoluvel durante a expressao

heter6loga.
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Improbabilidade das sequéncias de tionina expressarem
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Figura 5 - Probabilidade de formacao de corpos de inclusdo para as sequéncias de peptideos de
tionina e snakina.

Na classe das tioninas, os peptideos MCNW 8681, OINM 23796, HZTS 5985 e
BJSW 9651 apresentaram os maiores escores de improbabilidade de formagdo de corpos de
inclusdo, com os dois primeiros apresentando um escore de 0,979 e os dois segundos, 0,978. Em
contrapartida, os peptideos TZWR 39737, SOHV 84162 ¢ BXBF 97156 demonstraram os
maiores escores de probabilidade de formacdo de corpos de inclusdo, sendo, respectivamente,
0,979, 0,977 e 0,904.

Na classe das snakinas, os peptideos IPWB 8895, TZWR 35498 e SNBI 89872
apresentaram os maiores escores de improbabilidade de expressdo, com um escore de 0,91. Por
outro lado, os peptideos SUAK 6871, MRKX 76110 ¢ QAUE 31192 evidenciaram os maiores

escores de probabilidade de expressdo, alcangando 0,979.

7.8. Predicao da Atividade Antimicrobiana
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A predi¢do da atividade antimicrobiana das sequéncias de tioninas e snakinas revelou um
elevado potencial desses peptideos como agentes antimicrobianos. Os resultados indicam que
92,1% das tioninas e 93,7% das snakinas apresentam alta probabilidade de serem peptideos
antimicrobianos, com escores iguais ou superiores a 0,5. Em contrapartida, 7,9% das tioninas e
6,3% das snakinas exibiram escores inferiores a 0,5, sugerindo uma baixa probabilidade de
apresentarem atividade antimicrobiana.

A Figura 5 apresenta um grafico de dispersdo que ilustra a predigdo da atividade
antimicrobiana das sequéncias de tioninas e snakinas, destacando a distribui¢do dos escores e a

concentragdo das sequéncias.
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Figura 6 - Distribuicdao dos escores de atividade antimicrobiana das sequéncias de peptideos de
tionina e snakina.

Pode-se observar que a maioria das sequéncias de tioninas concentrou-se em torno do
escore 0,8. No entanto, algumas sequéncias apresentaram escores superiores, aproximando-se de
1, enquanto outras exibiram escores proximos a 0. Os peptideos SOHV 84162, ZMGN_ 83565 e
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WCOR 89173 destacaram-se com os maiores escores de atividade antimicrobiana, sendo o

primeiro com um escore de 0,99 e os outros dois com 0,97. Em contrapartida, os peptideos
TZWR 5671, TZWR 39737 e VMNH_22308 apresentaram os menores escores, com valores de
0,15, 0,22 e 0,32, respectivamente.

Ja as sequéncias de snakina, também apresentaram sequéncias em torno do escore 0,8,
porém pode-se observar uma alta concentracdo de sequéncias em escores superiores. Os
peptideos SUAK 6871, HOKG 103849 e TUSR 21097 apresentaram os maiores escores de
atividade antimicrobiana, sendo o primeiro 0,98, enquanto os outros dois 0,96. Entretanto os
peptideos PCNH_10701, KTWL 86002 ¢ ULKT 16876 apresentaram os menores escores de

atividade, sendo respectivamente, 0,07, 0,09 ¢ 0,10.

7.9. Modelagem Tridimensional dos Peptideos

A modelagem tridimensional das sequéncias de tionina e snakina oferece insights
importantes sobre a qualidade estrutural e o potencial funcional desses peptideos
antimicrobianos. A andlise das 126 sequéncias de tionina indicou que 31% das sequéncias foram
classificadas no nivel “Ok”, com valores de pLDDT entre 70-79, o que reflete uma modelagem
de qualidade moderada. Além disso, 27,8% das sequéncias atingiram o nivel “Bom” (pLDDT
entre 80-89), e 4% foram classificadas como “Muito Bom”, com pLDDT superior a 90, sugerindo
um alto grau de estabilidade estrutural. No entanto, um percentual consideravel das sequéncias
apresentou desafios de dobramento, com 31% classificados como “Ruim” (pLDDT entre 50-59) e
6,4% no nivel “Muito Ruim”, com valores de pLDDT abaixo de 50.

Em contraste, as 2.351 sequéncias de snakina demonstraram uma modelagem
tridimensional predominantemente de alta qualidade, com 45,3% das sequéncias classificadas
como “Bom” (pLDDT entre 80-89), 32,1% como “Ok” (pLDDT entre 70-79), e 14,3% no nivel
“Muito Bom” (pLDDT superior a 90). Apenas 7,4% das sequéncias apresentaram modelagem de
baixa qualidade, com indices de pLDDT entre 60-69, e uma parcela minima de 0,6% foi
classificada como “Muito Ruim” (pLDDT inferior a 60).

Na Figura 6, sdo destacados os peptideos que obtiveram os maiores valores de pLDDT
entre as sequéncias de tionina e snakina, bem como os tipos de dobramento observados. Entre as

tioninas, os peptideos XWMS 50300, PDIE 6005 ¢ CSUV_16040 apresentaram os melhores
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indices, com pLDDTs de 93.20, 92.90 e 92.40, respectivamente. Por sua vez, as sequéncias de
snakina destacam-se pelos peptideos GCFE 50513, XSSD 77024 e HGSM 67416, com escores
de 97,20 e 97,10 para os dois ultimos.

pLDDT=93.20 pLDDT=92.90 pLDDT=92.40

a2
B1
a2
al

A) XWMS_50300 - Tionina B) PDIE_6005 - Tionina C) CSUV_16040 - Tionina
Tipo 2 - 6 cisteina Tipo 2 - 6 cisteina Tipo 2 - 6 cisteina

pLDDT=97.20 pLDDT=97.10 pLDDT=97.10

3
310 10
a2 3
10
a2 a2
al al al

D) GCFE_50513 - Snakina E) XSSD_77024 - Snakina F) HGSM_67416 - Snakina
12 cisteina 12 cisteina 12 cisteina

a2

/3

B1
a

1 al

Figura 7 - Peptideos da classe de tionina e snakina com os melhores escores de pLDDT entre as
sequéncias analisadas.

Pode-se observar que as sequéncias de tionina apresentaram duas alfas hélices
antiparalelas e duas folhas betas nas extremidades das sequéncias formando um “L”. J& as
snakinas apresentaram duas alfas hélices paralelas e uma hélice 3, curta.

Na Figura 7, sdo apresentados os peptideos que obtiveram os maiores valores de pLDDT
para cada grupamento de tionina identificado, destacando aqueles com altos indices e estruturas
tridimensionais compativeis com as descrigdes da literatura. Entre eles, encontram-se os
peptideos BXBF 5999, QNIK 96290, XWMS 50300, IPWB 14968 e EMIG 63, que
representam, respectivamente, os grupamentos de tioninas do tipo 1, variante do tipo 1 (com duas
duplas cisteinas), tipo 2 e variantes de 7 cisteinas (com dois duplos residuos e sem dupla

cisteina).
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Figura 8 - Peptideos de cada grupamento de tionina que apresentaram os maiores escores de
pLDDT.

Além disso, € possivel observar variagdes estruturais significativas em algumas
sequéncias, como nos peptideos SSDU 32671, GMAM 15365, JSVC 27277, JOPH 5360,
WKCY 45217 e OPZX 76. Estes peptideos correspondem, respectivamente, aos grupamentos
com 13 cisteinas, 12 cisteinas, variante de 12 cisteinas (sem duplo residuo de cisteina), 11
cisteinas, 10 cisteinas e sua variante (sem duplo residuo).

A Figura 8 apresenta os peptideos de snakina que obtiveram os melhores indices de
modelagem em cada grupamento. Observa-se que os peptideos GCFE 50513, YCKE 54557,
ENQF 16339, GDZS 29494 ¢ GMHZ 1390 destacaram-se entre os diferentes grupamentos,
pois, além de exibirem uma estrutura compativel com as descri¢des da literatura, apresentaram os
maiores valores de pLDDT. Esses peptideos representam, respectivamente, os grupamentos com

12 cisteinas, 13 cisteinas, 11 cisteinas e sua variante (sem duplo residuo de cisteina).
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Figura 9 - Peptideos de cada grupamento de snakina que apresentaram os maiores escores de
pLDDT.

Em contraste, os peptideos UFQC 49922, WTKZ 8989, XXYA 8843 ¢ KYNE 7907
mostraram variagdes estruturais significativas em relacdo a literatura. Esses peptideos
correspondem aos grupamentos de variante de 12 cisteinas (sem duplo residuo de cisteina), 7

cisteinas, variante de 7 cisteinas (sem duplo residuo) e 6 cisteinas, respectivamente.

7.10. Selecao dos Melhores Peptideos
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Foram selecionados seis peptideos, sendo desses seis, trés pertencentes a classe de tionina
e trés de snakina. Esses peptideos foram analisados como apresentando as caracteristicas
fisico-quimicas mais proximas da descrita na literatura, as menores probabilidades de formacao
de agregados insoluveis, as maiores probabilidade de atividade antimicrobiana e as estruturas

tridimensionais que apresentarem os maiores pIDDTs, como pode ser observado na Tabela 7.
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Tabela 7 - Peptideos antimicrobianos das classes tionina e snakina selecionados com base nos pardmetros estruturais, fisico-quimicos e
nos escores preditivos de atividade antimicrobiana obtidos por andlises in silico. A tabela apresenta os peptideos das classes tionina e
snakina selecionados para as etapas subsequentes do estudo com base na combinacdo de critérios bioinformaticos, incluindo
probabilidade predita de atividade antimicrobiana, caracteristicas fisico-quimicas compativeis com peptideos antimicrobianos descritos
na literatura, baixa propensdao a formacdo de agregados insoluveis e elevada confiabilidade estrutural obtida nas modelagens
tridimensionais. Os escores apresentados refletem o potencial biotecnologico das sequéncias para interagdo com alvos proteicos de
Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

Improbabilidade
i Quantidade  Peso . Carga Ponto Indice de Classe de formacao de
Pept PLDDT t
eptideo de Cisteina molecular Comprimento liquida isoelétrico instabilidade AMP corpos de
inclusao
Tionina
92,40 (Muito AMP  Improbabilidade
CSUV_16040 6 4,29 40 3,05 8,88 37,96
- Bom) ’ ’ ’ ’ (0,74) (0,613)
AMP  Improbabilidade
BXBF 5999 89,30 (B 8 4,76 46 4,35 8,95 37,16
B ,30 (Bom) ; ; ) ’ (0,7) (0,889)
AMP  Improbabilidade
NIK 96290 80,80 (B 8 5,95 56 2,35 8,5 28,18
QNIK_ ,80 (Bom) ’ ’ ’ ’ (0,73) (0,889)
Snakina
97,1 (Muito AMP  Improbabilidade
XSSD 77024 12 6,9 62 2,97 8,46 36,01
- Bom) ’ ’ ’ ’ (0,89) (0,856)
96,7 (Muito AMP  Improbabilidade
UTQR 12466 12 6,96 63 5,28 8,76 30,54
QR_ Bom) ’ ’ ’ ’ (0,84) (0,683)
NUZN 54167 0> (Muito 12 6,91 63 424 8,62 3921  AMP - Improbabilidade

Bom) (0,89) (0,817)
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Na classe das tioninas, foram selecionados os peptideos CSUV 16040, BXBF 5999 e
QNIK 9629, enquanto na classe das snakinas foram escolhidos XSSD 77024, UTQR 12466 e
NUZN 54167, por apresentarem elevados indices de confiabilidade estrutural, com valores de
pLDDT superiores a 80, sendo entdo classificados como bons e muito bons.

As sequéncias selecionadas demonstraram caracteristicas compativeis com a literatura.
Entre as tioninas, o peptideo CSUV 16040 apresentou seis residuos de cisteinas, enquanto
BXBF 5999 e QNIK 9629 apresentaram oito residuos. Ja nas snakinas, as trés moléculas
apresentaram doze residuos de cisteinas. O peso molecular variou entre 4,9 e 5,95 kDa nas
tioninas e entre 6,9 e 6,96 nas snakinas, com comprimento entre 40 e 56 residuos nas tioninas e
62 e 63 nas snakinas.

Em ambas as classes, observou-se carga liquida positiva e pontos isoelétricos. Os indices
de instabilidade foram inferiores a 40 para todos os peptideos, indicando boa estabilidade,
conforme proposto por Guruprasad. Adicionalmente, todas as moléculas foram classificadas
como peptideos antimicrobianos, com escores superiores a 0,5. Por fim, a predi¢ao da
improbabilidade de formagdo de corpos de inclusdo sugere que as moléculas apresentam alta

probabilidade de se expressarem em sistemas recombinantes.

7.11. Selecio do Alvo

Como proteina receptora foi selecionada a proteina OprF, sob o cddigo de acesso 4RLC.

Essa proteina ¢ a principal porina da membrana externa da Pseudomonas aeruginosa.

7.11.1. Analise da Topologia da Proteina-Alvo

A analise topologica da proteina OprF indicou que ela ¢ uma proteina de membrana do
tipo P, caracterizada pela presenga de estruturas em p-folha que atravessam a membrana. A
predi¢do mostrou a presenga de oito regides transmembranas com conformagdo em [-folha,
localizadas nos intervalos de residuos 22-29, 43-52, 5663, 84-91, 100-108, 128-136, 143—-150
e 165-173. Além dessas regides transmembranares, foram identificadas cinco regides
periplasmaticas, indo dos residuos 11-21, 53-55, 92-99, 137-142 ¢ 174—175. Também foram

observadas quatro regides extracelulares, localizadas entre os residuos 3042, 64-83, 109-127 ¢
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151-164, sendo essa regido escolhida para realizar o acoplamento dos peptideos antimicrobianos

no docking molecular.

7.12. Docking Molecular

A andlise da interacdo proteina—peptideo obtida por meio do docking molecular
demonstrou afinidade favoravel entre os peptideos das familias de tioninas e snakinas e o
receptor OprF da bactéria Pseudomonas aeruginosa. Esses resultados podem ser observados na
Figura 9 e na Tabela 8, que apresentam, respectivamente, a representacdo grafica das interacoes

formadas no docking e os escores de energia associados aos complexos gerados.

Figura 10 - Acoplamento molecular entre a proteina receptora OprF e os peptideos: A)
CSUV_16040; B) BXBF 5999; C) QNIK 96290; D) XSSD 77024; E) UTQR 12466; F)
NUZN_54167.



61

Tabela 8 - Complexos moleculares preditos entre a proteina de membrana OprF de Pseudomonas
aeruginosa ¢ peptideos antimicrobianos das classes tionina e snakina obtidos por docking
molecular in silico. A figura apresenta os complexos proteina-peptideo gerados por docking
molecular entre a proteina OprF de Pseudomonas aeruginosa e os peptideos antimicrobianos
selecionados das classes tionina e snakina. As interagdoes foram obtidas utilizando o servidor
ClusPro 2.0, considerando os complexos com maior estabilidade energética e compatibilidade
estrutural. A representacdo tridimensional evidencia as regides de interagdo entre os peptideos e
os dominios extracelulares da proteina-alvo, permitindo inferir possiveis mecanismos de ligacao
associados ao potencial antimicrobiano das moléculas analisadas.

Peptideos Cluster Membros Representante  Escore ponderado
Tioninas
Média -1003.9
CSUV_16040 0 182

- Menor energia -1164.5
Médi -929.5

BXBF_5999 0 342 e
- Menor energia -1090.3
Média -989.9

NIK 96290 0 388
QNIK_ Menor energia -1242.7
Snakinas

Médi -1026.8

XSSD 77024 2 68 e .
Menor energia -1114.3
Médi -992.5

UTQR_12466 0 227 N
- Menor energia -1251.3
Médi -1116.7

NUZN_54167 1 08 e
Menor energia -1116.7

Como pode ser observado nas interacdes apresentadas na Tabela 9, os peptideos da classe
das tioninas demonstraram interagdes favoraveis com o receptor proteico OprF. Nos trés casos
analisados, foi selecionado o cluster 0, por apresentar interagdes localizadas no sitio de ligagao
esperado, ou seja, na regido extracelular do receptor, considerada biologicamente mais plausivel.
Também foi possivel observar um numero expressivo de membros nesses clusters, onde o
complexo OprF—QNIK 96290 apresentou o maior nimero de conformacdes nessa posi¢do, com
388 membros no cluster, seguido pelo OprF-BXBF 5999, com 342 membros, e pelo
OprF—CSUV 16040, com 182 membros.

Em relagdo aos escores ponderados de energia de ligacao utilizados na formagdo dos
complexos, o complexo OprF—CSUV 16040 apresentou a menor média de energia entre as

tioninas, com valor de —1003,9 e energia minima no cluster de —1164,5. Em seguida, destacou-se
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o complexo OprF—QNIK 96290, com média de —989,9 e energia minima de —1242,7, enquanto o
complexo OprF-BXBF 5999 apresentou energia média de —929,5 e energia minima de —1090,3.

Para a classe das snakinas, foram selecionados os clusters 0, 1 e 2 para os peptideos
UTQR 12466, NUZN 54167 e XSSD 77024, respectivamente, por apresentarem interagdes
estruturalmente mais plausiveis com o receptor. Esses clusters também exibiram um nimero
consideravel de membros, indicando estabilidade das conformagdes geradas. O complexo
OprF-UTQR 12466 apresentou o maior nimero de membros entre as snakinas, com 227
conformagdes no cluster, seguido por OprF-NUZN 54167, com 98 membros, e
OprF—XSSD_77024, com 68 membros.

Quanto as energias de interagdo, os complexos também apresentaram valores baixos,
sugerindo interagdes favoraveis. O complexo OprF—NUZN 54167 apresentou a menor média
ponderada da classe, com valor de —1116,7, sendo também a menor energia observada no cluster.
Em seguida, destacou-se o complexo OprF—XSSD 77024, com média de —1026,8 e menor
energia de —1114,3. Por fim, o complexo OprF-UTQR 12466 apresentou energia média de
—992,5 e energia minima de —1251,3, indicando também forte afinidade de interagdo com o

receptor OprF.

7.12.1. Analise das Ligacoes Formadas na Interacio Peptideo-Proteina

A andlise das interag¢des intermoleculares formadas entre os peptideos das classes tionina
e snakina e a proteina receptora OprF, obtidas por meio do docking molecular levou a formacao
de diferentes tipos de interagdes, como as ligagdes de hidrogénio, contatos ndo ligantes e pontes
salinas entre os residuos de aminoacidos presentes nas moléculas. Por outro lado, ndo foi
observado a formagdo de pontes dissulfeto entre as moléculas. Esses resultados podem ser
visualizados na Figura 10 e na Tabela 9, que apresentam, respectivamente, a representacao

grafica das interacoes e a descri¢ao dessas interacoes.
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Figura 11 - Representagdo das interacdes intermoleculares preditas entre a proteina OprF de
Pseudomonas aeruginosa e os peptideos antimicrobianos selecionados das classes tionina e
snakina. A figura apresenta os principais residuos envolvidos nas interagdes proteina-peptideo

obtidas por docking molecular entre a proteina OprF e os peptideos selecionados:

A)

CSUV _16040; B) BXBF 5999; C) QNIK 96290; D) XSSD _77024; E) UTQR 12466; F)
NUZN 54167. As andlises evidenciam liga¢des intermoleculares potencialmente relevantes para
a estabilidade dos complexos formados, incluindo ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas
e contatos eletrostaticos entre os aminoacidos do receptor e dos peptideos ligantes.

Tabela 9: Andlise das interagdes proteina-peptideo entre a proteina OprF de Pseudomonas
aeruginosa e peptideos antimicrobianos das classes tionina e snakina obtidas por docking
molecular. A figura ilustra os complexos moleculares formados entre a proteina de membrana
OprF e os peptideos antimicrobianos selecionados das classes tionina e snakina, destacando as
regides de interface molecular identificadas apds as andlises de docking. Os resultados
demonstram diferentes padrdes de interacdo entre receptor e ligantes, sugerindo potencial
afinidade estrutural dos peptideos com regides funcionalmente importantes da proteina-alvo

bacteriana.
. Nimero de Numero de Nimero de pontes Numero de contatos
Cadeias . . . . n I
pontes salinas ligacoes dissulfeto  de hidrogénio nio ligados
Tioninas
OprF

\O

N
N
-
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CSUV_16040
OprF
BXBF_5999 : ) 25 200
OprF
pr 3 ; 28 236
QNIK 96290
Snakinas
OprF
5 - 25 242
XSSD 77024
OprF
2 - 35 286
UTQR_12466
OprF
3 - 24 272
NUZN 54167

A anélise das interagdes intermoleculares mostrou a formacgao de um elevado nimero de
interagdes entre os peptideos antimicrobianos e a proteina OprF. Entre as tioninas, pode-se
observar que o peptideo QNIK 96290 apresentou o maior numero de pontes de hidrogénios e
pontes salinas dentro dessa classe, com 28 ligacdes de hidrogénio e 3 pontes salinas. O peptideo
CSUV_16040, por sua vez, apresentou a maior quantidade de contatos ndo ligantes, tendo 664
interagdes desse tipo, além de formar 9 ligagdes de hidrogénio, porém ndo apresentou nenhuma
ponte salina. J& o peptideo BXBF 5999 formou 25 ligagdes de hidrogénio, 200 contatos ndo
ligantes e 1 ponte salina.

Entre os peptideos da classe de snakina, o UTQR 12466 destacou-se por apresentar o
maior numero de pontes de hidrogénio e contatos nao ligantes, com 35 ligagdes de hidrogénio e
286 contatos nao ligantes, além de formar 2 pontes salinas. O peptideo XSSD 77024 apresentou
o maior numero de interagdes salinas dentro dessa classe, com 5 pontes salinas, além de
estabelecer 25 ligacdes de hidrogénio e 242 contatos ndo ligantes. Por fim, o peptideo

NUZN 54167 formou 24 pontes de hidrogénio, 272 contatos ndo ligantes e 3 pontes salinas.
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8. DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana aos antibidticos amplamente utilizados tem se tornado uma
séria ameaca a saude publica global, motivando a busca por novas moléculas com potencial
terap€utico capazes de combater microrganismos resistentes, em especial a Pseudomonas
aeruginosa (World Health Organization, 2023; Reynolfs; Kollef, 2021, 2021). Com isso, o
presente estudo utilizou ferramentas de bioinformatica para realizar uma triagem de sequéncias
peptidicas, com o objetivo de identificar e selecionar moléculas que apresentassem caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas favoraveis a atuagdo como agentes antimicrobianos.

O estudo apresentou elevada robustez, decorrente da grande quantidade de peptideos
avaliados. Inicialmente, a andlise da presenga de peptideos sinal revelou uma alta concentragao
de sequéncias contendo essa regido sinalizadora. No contexto bioldgico, os peptideos sinais
desempenham papel fundamental em diferentes etapas do desenvolvimento celular, desde a
sintese do peptideo até o direcionamento da molécula para compartimentos especificos ou para
secre¢do extracelular (Zhang et al., 2025). Dessa forma, em analises in silico, torna-se essencial a
remocdo dessas sequéncias sinalizadoras para garantir a precisdo e a validacao dos modelos nas
analises posteriores, uma vez que o peptideo sinal ndo faz parte da forma funcional madura da
proteina (Teufel et al., 2022).

A andlise da presenca de dominios conservados permitiu realizar uma triagem e
selecionar apenas os peptideos que apresentassem regides conservadas durante a evolucdo e
assim indicar que as moléculas fizessem parte das suas respectivas classes (Fong;
Marchler-Bauer, 2008).

O alinhamento global das sequéncias revelou que uma parcela significativa dos peptideos
analisados apresentou variagdes tanto no numero de residuos de cisteina quanto em suas posigdes
ao longo da sequéncia. No caso das tioninas, algumas sequéncias apresentaram a presenca de um
pro-dominio acido, o qual contribuiu para o aumento na quantidade de cisteinas nas moléculas,
como evidenciado por Hong ef al. (2021). Apesar dessas variagdes, observou-se que uma grande
proporcao das sequéncias manteve caracteristicas compativeis com aquelas descritas na literatura,
ou seja, as tioninas exibiram seis ou oito residuos de cisteina em suas sequéncias, enquanto as

snakinas apresentaram doze residuos de cisteina (Nawrot et al., 2014; Segura et al., 1999).
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A variagdo observada no numero de residuos de cisteina entre as sequéncias analisadas
pode estar relacionada, em partes, pela escassez de estudos sobre peptideos antimicrobianos de
origem vegetal. Além disso, investigagdes mais recentes, como a conduzida por Hong et al.
(2021), propdem uma reclassificacdo da familia das tioninas com base na identificacdo de
variacoes estruturais, incluindo diferengas no niumero de cisteinas presentes nas sequéncias.

As caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos analisados mostraram variagdes
relevantes em sua composicdo. Na classe de tionina, observou-se variagdes na abundancia de
determinados residuos de aminoacidos, divergindo parcialmente do padrao descrito por Broekaert
et al. (1997), que caracteriza as tioninas como predominantemente ricas em arginina, lisina e
cisteina. O peso molecular também apresentou variagdes entre as sequéncias, onde sdo
tipicamente descritas com um baixo peso molecular, em torno de 5 kDa (Nawrot ef al., 2014). De
modo semelhante, o comprimento das sequéncias também divergiu da literatura, onde geralmente
apresentam 45 a 47 residuos, enquanto a média do estudo apresentou um comprimento maior
(Broekaert et al., 1997; Padovan et al., 2010).

Por outro lado, a carga liquida média obtida corroborou com a literatura, j& que as tioninas
tendem a apresentar carga positiva em pH neutro (Nawrot et al., 2014). As cargas positivas sdo
corroboradas pelos valores de ponto isoelétrico, definido como o pH no qual a molécula
apresenta carga liquida nula (Bhatia et al., 2015). J4 em relacao ao indice de instabilidade, os
resultados indicaram tendéncia a menor estabilidade média entre as sequéncias da classe, uma
vez que o valor médio obtido (47,56) ultrapassa o limite de 40 proposto por Guruprasad et al.
(1990).

Na classe das snakina por sua vez, também foram observadas divergéncias nas
caracteristicas fisico-quimicas das sequéncias analisadas quando comparadas com a literatura. No
entanto, quanto a composicao dos residuos de aminoéacidos, os dados mostraram concordancia
com a literatura, os quais indicam que as snakinas sdo geralmente ricas em residuos de cisteinas
(Nawrot et al., 2014). Foram identificadas variagdes no peso molecular médio das sequéncias,
onde de acordo com Nawrot ef al. (2014), o peso molecular tipico das sequéncias de snakinas ¢
de 6.9 kDa. De forma semelhante, o comprimento das sequéncias também apresentou
discrepancias, onde essa classe é caracterizada por possuir cerca de 63 residuos de aminoacidos

(Nawrot et al., 2014).
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Por outro lado, observou-se convergéncia quanto a carga liquida, ja que os peptideos
dessa classe tendem a apresentar carga positiva em pH neutro (Oliveira-Lima ef al., 2017). Esses
resultados sdo corroborados pelos valores dos pontos isoelétricos das sequéncias, definido como
o pH no qual a molécula apresenta carga liquida nula (Bhatia et al., 2015). Em relagdo ao indice
de instabilidade, os valores médios obtidos indicaram tendéncia a menor estabilidade das
sequéncias de snakina, uma vez que, de acordo com Guruprasad et al. (1990), proteinas com
indice superiores a 40 sdo consideradas pouco estaveis.

A andlise da probabilidade de formagdo de corpos de inclusdo indicou que a maioria das
sequéncias de tioninas e snakinas apresentaram uma alta probabilidade de expressdo soluvel,
reduzindo a probabilidade de agregagao proteica e favorecendo seu uso em sistemas de expressao
heter6loga em E. coli (Bhatwa et al., 2021).

A predicdo de probabilidade das moléculas serem AMP, mostrou uma alta taxa de
peptideos de ambas as classes com potencial acdo antimicrobiana. Esse aspecto ¢ especialmente
relevante no contexto da crescente resisténcia bacteriana, uma vez que indica que esses peptideos
podem ser eficazes contra microrganismos resistentes, conforme observado em estudos com
AMPs de origem vegetal (Hintz et al., 2015).

A modelagem tridimensional das sequéncias mostrou uma alta robustez estrutural, com
peptideos apresentando altos escores de estruturagdo, em especial entre as sequéncias de snakinas
(Mirdita et al., 2022). Essa andlise também permitiu verificar que as modelagens que
apresentaram os melhores escores de estruturagdo apresentaram estruturas tridimensionais
semelhantes a descricao da literatura para essas classes, sendo a tionina em um formato de “L”
com duas alfas hélices antiparalelas e duas folhas betas nas extremidades e ja as snakinas com
duas alfas hélices paralelas e uma hélice 3, curta (Stec, 2006; Porto; Franco, 2013).

Para as analises de docking molecular, a proteina OprF foi selecionada como receptor por
se tratar de uma proteina de membrana externa da bactéria Pseudomonas aeruginosa,
desempenhando fungdes essenciais para o desenvolvimento, integridade estrutural e viruléncia
deste microrganismo (Bouffartigues et al., 2012). A analise topoldgica da OprF indicou a
presenga de regides expostas ao meio extracelular, o que as torna acessiveis a interacdo com
moléculas externas, incluindo peptideos antimicrobianos. Dessa forma, esses segmentos foram
considerados alvos adequados para o acoplamento molecular, uma vez que refletem locais

biologicamente plausiveis de interacdo (Mishra et al., 2025).
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A andlise das interagdes proteina—peptideo entre o receptor OprF e os peptideos
antimicrobianos demonstrou que todas as moléculas avaliadas foram capazes de estabelecer
multiplos contatos intermoleculares com a proteina alvo. Os complexos gerados apresentaram
clusters com elevado nimero de membros e baixas energias de ligacdo, parametros que indicam
maior estabilidade conformacional das interagdes preditas (Kozakov et al., 2017).

Os resultados obtidos reforcam o potencial biotecnoldgico de tioninas e snakinas como
candidatos promissores para o desenvolvimento de novas estratégias antimicrobianas. Entretanto,
por se tratar de um estudo exclusivamente in silico, torna-se necessaria a realizagao de validacdes
experimentais adicionais, incluindo ensaios microbiologicos, estudos de citotoxicidade e analises
funcionais, a fim de confirmar a atividade biologica predita computacionalmente.

Dessa forma, este trabalho contribui para a prospeccdo racional de peptideos
antimicrobianos vegetais e amplia as perspectivas para futuras aplicacdes biotecnoldgicas no

combate a bactérias multirresistentes.
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9. CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a caracterizagdo in silico de peptideos antimicrobianos das
classes tionina e snakina obtidos do banco de dados oneKP, evidenciando ampla diversidade
estrutural entre as sequéncias analisadas, especialmente em relacdo ao nimero e posicionamento
dos residuos de cisteina. Parte significativa das sequéncias apresentou padrdes compativeis com
aqueles descritos na literatura, enquanto outras revelaram variantes estruturais potencialmente
inéditas, ampliando o conhecimento acerca da diversidade molecular dessas familias de
peptideos.

As andlises bioinformaticas demonstraram que diversos peptideos selecionados
apresentam caracteristicas fisico-quimicas compativeis com peptideos antimicrobianos, elevada
probabilidade predita de atividade antimicrobiana e estruturas tridimensionais com boa
confiabilidade. Além disso, os estudos de docking molecular indicaram potencial capacidade de
interacao entre os peptideos analisados e a proteina OprF de Pseudomonas aeruginosa, sugerindo
possivel relevancia funcional dessas moléculas frente a alvos bacterianos associados a resisténcia

antimicrobiana.
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