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RESUMO

LOCH, Rayane Monique Bernardes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2024. PeptiDuo: desenvolvimento e validacao experimental de um
preditor computacional de peptideos com dupla funcao como penetradores
celulares e antimicrobianos. Orientadora: Maria Cristina Baracat Pereira.
Coorientadores: Sabrina de Azevedo Silveira e Ciro Cesar Rossi.

A permeabilidade na membrana plasmatica € um dos grandes desafios para o
desenvolvimento e aplicacdo de novas moléculas terapéuticas. Peptideos com dupla
funcédo, atuando como penetradores celulares (CPPs) e antimicrobianos (AMPs),
representam uma promissora alternativa para o desenvolvimento de novos
antibiéticos, com a vantagem de serem menos suscetiveis a resisténcia bacteriana.
Nesse contexto, abordagens inovadoras, como o uso de ferramentas
computacionais, tém o potencial de acelerar a descoberta e a identificacdo de novos
farmacos. Este trabalho tem como objetivo realizar a bioprospeccao de peptideos
com fungbes antimicrobiana e de penetracdo celular simultaneamente, a partir de
genomas e proteomas, incluindo tanto sequéncias completas quanto fragmentadas
(criptideos). Para alcangar esse objetivo, foram definidos os seguintes objetivos
especificos: (i) desenvolver um preditor computacional para identificacdo de
peptideos com dupla funcdo (CPPs e AMPSs), incluindo analise de sequéncias
completas e criptideos; (ii) construir e modelar in silico os peptideos mais
promissores, com posterior sintese quimica para avaliagao experimental; (iii) analisar
in vitro as atividades antimicrobianas desses peptideos contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas; (iv) investigar in vitro a permeabilidade dos peptideos
em membranas bacterianas por meio de microscopia confocal; (v) clonar, expressar
e purificar os peptideos com dupla funcdo em sistemas bacterianos; e (vi) validar o
potencial terapéutico dos peptideos expressos por meio de testes antimicrobianos in
vitro. Com uma abordagem que abrange desde a bioprospecgao computacional até
a validacao experimental, este estudo resultou no desenvolvimento de uma
ferramenta computacional eficiente para identificar peptideos com dupla funcgéo.
Nossa estratégia de classificacdo apresentou eficiéncia igual ou superior aos
preditores individuais de CPPs e AMPs disponiveis na literatura. Quatro peptideos
selecionados in silico foram sintetizados e avaliados experimentalmente. Ensaios in
vitro confirmaram suas atividades antimicrobianas contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, enquanto estudos de microscopia confocal demonstraram sua
capacidade de permeabilizar membranas bacterianas. Posteriormente os peptideos
foram clonados e expressos em sistemas bacterianos, comprovando a viabilidade de



produgéo recombinante, embora

desafios como a formagédo de corpos de inclusédo tenham sido observados. Essas
informacgdes confirmam o vasto potencial do preditor construido e da variabilidade de
peptideos com dupla fungdo a serem identificados, e validaram esses peptideos
selecionados como moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos
antibiéticos, ou compostos de defesa, contribuindo para o enfrentamento da
resisténcia bacteriana, alternativas terapéuticas e agricultura sustentavel.

Palavras-chave: ferramentas computacionais; criptideos; microscopia confocal;
clonagem e expressao



ABSTRACT

LOCH, Rayane Monique Bernardes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December, 2024. PeptiDuo: development and experimental validation of a
computational predictor of peptides with dual functions as cell penetrators and
antimicrobials. Adviser: Maria Cristina Baracat Pereira. Co-advisers: Sabrina de
Azevedo Silveira and Ciro Cesar Rossi.

Plasma membrane permeability is one of the major challenges for the development
and application of new therapeutic molecules. Dual-function peptides, acting as cell
penetrators (CPPs) and antimicrobials (AMPs), represent a promising alternative for
the development of new antibiotics, with the advantage of being less susceptible to
bacterial resistance. In this context, innovative approaches, such as the use of
computational tools, have the potential to accelerate the discovery and identification
of new drugs. This work aims to perform the bioprospecting of peptides with
antimicrobial and cell penetrating functions simultaneously, from genomes and
proteomes, including both complete and fragmented sequences (cryptids). To
achieve this goal, the following specific objectives were defined: (i) to develop a
computational predictor for the identification of dual-function peptides (CPPs and
AMPs), including analysis of complete sequences and cryptids; (ii) to construct and
model in silico the most promising peptides, with subsequent chemical synthesis for
experimental evaluation; (iii) to analyze in vitro the antimicrobial activities of these
peptides against Gram-positive and Gram-negative bacteria; (iv) to investigate in vitro
the permeability of the peptides in bacterial membranes by confocal microscopy; (v)
to clone, express and purify the peptides with dual function in bacterial systems; and
(vi) to validate the therapeutic potential of the expressed peptides by in vitro
antimicrobial tests. With an approach that ranges from computational bioprospecting
to experimental validation, this study resulted in the development of an efficient
computational tool to identify peptides with dual function. Our classification strategy
showed efficiency equal to or superior to individual predictors of CPPs and AMPs
available in the literature. Four peptides selected in silico were synthesized and
evaluated experimentally. In vitro assays confirmed their antimicrobial activities
against Gram-positive and Gram-negative bacteria, while confocal microscopy
studies demonstrated their ability to permeabilize bacterial membranes. The peptides
were subsequently cloned and expressed in bacterial systems, proving the viability of
recombinant production, although challenges such as the formation of inclusion
bodies were observed. This information confirms the vast potential of the constructed
predictor and the variability of dual-



function peptides to be identified, and validated these

selected peptides as promising molecules for the development of new antibiotics or
defense compounds, contributing to the fight against bacterial resistance, therapeutic
alternatives and sustainable agriculture.

Keywords: computational tools; cryptids; confocal microscopy; cloning and
expression
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Figura 9. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB1 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibiético canamicina a 30
ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como controle

negativo.

Figura 10. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12

h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB1 nas concentra¢des 700 uM



(C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30 pug.uL”
! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como controle

negativo.

Figura 11. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB1 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30
ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 Meio LB, como controle

negativo.

Figura 12. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB2 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibiético canamicina a 30
ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 Meio LB, como controle

negativo.

Figura 13. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB2 nas concentra¢des 700 uM
(C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30 ug.uL”
! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como controle

negativo.

Figura 14. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bac) e na presenca do peptideo RB2 nas concentracdes 700
uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30 ug.uL”
! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como controle

negativo.

Figura 15. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB3 nas concentracdes

700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,



com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30
ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 Meio LB, como controle

negativo.

Figura 16. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB3 nas concentracdes 700 uM
(C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30 ug.uL”
! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como controle

negativo.

Figura 17. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB3 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibiético canamicina a 30
ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 Meio LB, como controle

negativo.

Figura 18. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (meio+bactéria) e na presenca do peptideo RB4 nas concentragdes 700 uM
(C1), 350 uM (C2) e 175 puM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade 6ptica (DO596) a cada duas horas. O antibidtico canamicina a 30pg.uL”
! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o meio LB (meio), como controle

negativo.

Figura 19. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (meio+bactéria) e na presenca do peptideo RB4 nas concentracdes 600 uM (C1),
400 uM (C2), 300 uM (C3), 200 uM (C4) e 100 uM (C5). O experimento foi realizado em
meio LB a 37°C, com leituras de densidade 6ptica (DO596) a cada duas horas. O antibidtico
canamicina a 30ug.uL"! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 meio LB

(meio), como controle negativo.

Figura 20. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (meio+bactéria) e na presenca do peptideo RB4 nas concentragdes 600 uM
(C1), 400 uM (C2), 300 uM (C3), 200 uM (C4) e 100 uM (C5). O experimento foi realizado

em meio LB a 37°C, com leituras de densidade 6ptica (DO596) a cada duas horas. O antibidtico



canamicina a 30pg.uL"! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o meio LB

(meio), como controle negativo.

Figura 21. Imagem de microscopia confocal do cultivo de Ralstonia solanacearum em meio
LB, na auséncia de peptideos, correspondendo ao tempo Oh de ensaio (controle) para todos os
peptideos analisados. O ensaio continha 20 uL de suspensdo bacteriana (OD=0,5) e os
fluoréforos FTIC (2 pg.uL™!) e iodeto de propidio (20 ug.uL') em meio de cultura LB,
perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis marcadas pelo FTIC. B.
Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas identificadas pelo iodeto de

propidio. C. Sobreposi¢ao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 22. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB1 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™") e iodeto de propidio (20 pg.uL') em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 23. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB1 (175 uM). O ensaio continha 20 uL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™!) e iodeto de propidio (20 pg.uL™") em
meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposi¢ao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 24. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB2 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL') e iodeto de propidio (20 pg.uL™!) em
meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 25. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB2 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™!) e iodeto de propidio (20 pg.uL™") em

meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis



marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicdo das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 26. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB3 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™?) e iodeto de propidio (20 pg.uL!) em
meio de cultura LB, perfazendo 110 puL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 27. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB3 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™) e iodeto de propidio (20 pg.uL') em
meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposi¢ao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 28. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB4 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™!) e iodeto de propidio (20 pg.uL™") em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 29. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB4 (175 uM). O ensaio continha 20 uL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™') e iodeto de propidio (20 pg.uL™!) em
meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C.Sobreposic¢do das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 30. Confirmagdo da clonagem dos genes dfpl, dfp2 e dfgl no vetor de expressao
pET28a. Eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo os produtos de PCR obtidos apds
amplificacdo dos genes inseridos no vetor. MM: marcador molecular de DNA (100 pb 3’RTU).

Controle negativo: 4gua. Controle positivo: gene de 460 pb previamente clonado em pET28a.



Figura 31. Avaliacdo das proteinas expressas por dfpl, dfp2 e dfgl. SDS-Tricina PAGE das
fracdes solivel e de corpos de inclusdo resultantes da expressdo. MM: Marcador molecular
com intervalo de 14,4 a 66,2 kDa. Controle positivo: proteina ji expressa previamente com 15

kDa.

Figura 32. Andlise de expressao das proteinas recombinantes dfp1, dfp2 e dfgl em Escherichia
coli por Western Blot. As amostras corresponderam a 18 puL das fracdes soldveis e de corpos
de inclusdo obtidas apds a indugdo da expressdo, com concentragdes apresentadas na Tabela 9.
MM: marcador de peso molecular. Controle positivo: proteina recombinante previamente

validada.
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AMP: peptideos antimicrobianos
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CPP: peptideos penetradores de célula
FITC: Fluoresceina Isotiocianato
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KNN: k-nearest neighbors
ML: machine learning
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RB1: peptideo sintetizado originado do pimentdo, com dupla fun¢do
RB2: peptideo sintetizado originado do girassol, com dupla fung¢ao
RB3:peptideo sintetizado originado do girassol, sem dupla fun¢do (controle negativo)
RB4: peptideo sintetizado originado da berinjela, com dupla fun¢do
SVN: support vector machine

PeptiDuo: Nome dado para o preditor de dupla funcdo desenvolvido neste trabalho
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1. INTRODUCAO

As terapias baseadas em proteinas, peptideos e dcidos nucleicos t€ém ganhado destaque
devido a sua alta especificidade e capacidade de atingir alvos biolégicos com precisdo, sendo
um campo de estudo promissor, com indmeras possibilidades de investigacdo. Essas
macromoléculas apresentam vantagens significativas que incluem a capacidade de interagir
com sitios complexos que s@o dificeis de atingir com pequenas moléculas. No entanto, sua
aplicagdo clinica enfrenta desafios importantes, entre eles instabilidade in vivo, rdpida
degradacdo enzimdtica, dificuldade de entrega celular e baixa biodisponibilidade
(BRASSEUR; DIVITA, 2010; JURETIC, 2022). Enquanto isso, moléculas pequenas —
compostos quimicos de baixa massa molecular (< 900 Da) — continuam sendo as principais
drogas utilizadas na prética clinica devido a sua estabilidade e facilidade de penetracao celular.
No entanto, apresentam limitacdes como a falta de especificidade, necessidade de altas doses
que podem levar a toxicidade e o risco de gerar efeitos colaterais indesejados (EKINS et al.,
2019). Além disso, o uso prolongado e muitas vezes indiscriminado desses compostos tem
contribuido para o surgimento de mecanismos de resisténcia bacteriana, dificultando a eficicia

dos tratamentos.

As bactérias podem desenvolver resisténcia por diferentes estratégias, incluindo:
modificacdo do alvo do antibiotico, producdo de enzimas inativadoras (como B-lactamases),
reducdo da permeabilidade da membrana, e o uso de bombas de efluxo para expelir o
antimicrobiano do interior da célula. Esses mecanismos podem ocorrer isoladamente ou em
combinagdo, tornando o controle das infeccdes um desafio crescente (MUNITA; ARIAS,
2016). Assim, a busca por novas abordagens terapéuticas, como peptideos funcionais e
ferramentas que integrem caracteristicas das macromoléculas e moléculas pequenas, t€ém sido

fundamentais.

O controle seletivo da permeabilidade das moléculas através da membrana celular
regula a difusdo passiva e o transporte ativo para o meio intracelular, dificultando a entrada de
alguns compostos terapéuticos (DE OLIVEIRA et al., 2021). Como alternativa, peptideos
penetradores de célula (CPP) t€m sido especialmente estudados como uma ferramenta para
melhorar o potencial de acdo de antibidticos, aumentando a permeabilidade nas membranas

(ZEIDERS; CHMIELEWSKI, 2021).
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Os CPPs s@o pequenas sequéncias de aminodcidos capazes de atravessar membranas
celulares e internalizar moléculas bioativas, como farmacos, dcidos nucleicos e proteinas, sem
causar danos significativos as células. Devido a sua versatilidade e eficiéncia, os CPPs surgiram
como ferramentas promissoras para a entrega intracelular controlada, especialmente nas dreas
terapéuticas em que moléculas grandes ou hidrofilicas enfrentam barreiras para atingir seus
alvos intracelulares (XU et al., 2023). Além disso, sua baixa imunogenicidade e capacidade de
modificacdo os tornam uma alternativa atraente em comparacdo a outras tecnologias de

entrega, como lipossomas ou nanoparticulas (GHORALI et al., 2023).

Os peptideos antimicrobianos (AMP) também té€m sido foco de pesquisa como drogas
para defesa por apresentarem um amplo espectro de ag¢do contra diversos microrganismos,
sendo considerados uma promissora classe de biomoléculas contra a resisténcia bacteriana
(BUCATARU; CIOBANASU, 2024). H4 a previsao de que, em 2050, mais de 10 milhdes de
mortes ocorrerdo anualmente como resultado da resisténcia microbiana (WU et al., 2020). Ao
lado da resisténcia bacteriana, a penetracio da membrana em mamiferos € um importante
obstaculo para que os antibidticos alcancem seu potencial terapéutico completo. Por exemplo,
as opgoes para o tratamento de infec¢des por Staphylococcus sao limitadas em funcio da baixa
permeabilidade da membrana de mamiferos apresentada por antibidticos hidrofilicos
(MARCOS; GANDIA, 2008; ZEIDERS; CHMIELEWSKI, 2021). Dessa forma, é urgente a

busca por novas moléculas com potenciais antimicrobianos, dentre elas, peptideos terapéuticos.

Existem desafios importantes em relagdo aos CPPs, como a eficiéncia de internalizagdo
na membrana, a falta de especificidade do alvo e a citotoxicidade. Uma das estratégias para
explorar novas abordagens para melhorar a penetracido celular de CPPs € a sua conjugacao
(KALAFATOVIC; GIRALT, 2017; APOSTOLOPOULOS et al., 2021), e, dadas as
caracteristicas que compartilham, os AMPs podem ser bons candidatos. A dupla funcionalidade
de CPPs e AMPs simultaneamente, em uma unica sequéncia, poderia potencializar ndo apenas
a entrega intracelular de agentes antimicrobianos, mas também atuar diretamente na eliminag¢ao

de patégenos.

A identificacdo de novos peptideos terapéuticos por meio de técnicas experimentais é
frequentemente cara, demorada e demanda o uso de laboratorios e equipamentos. Com o
aumento significativo da disponibilidade de sequéncias em bancos de dados publicos nos
ultimos anos, tornou-se possivel empregar andlises computacionais para acelerar a

bioprospeccao de novos alvos terapéuticos (EKINS et al., 2019). Nesse contexto, o aprendizado
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de méquinas, em inglés machine learning (ML), corresponde a um campo em expansdo da
inteligéncia artificial, e tém se destacado por utilizar algoritmos capazes de identificar padrdes
ocultos em grandes volumes de dado, sem serem explicitamente programados para isso
(EKINS et al., 2019). Aplicado a bioprospec¢do molecular, o ML aprimora a identificacdo e o
desenvolvimento de compostos bioativos, permitindo a andlise rdpida de dados gendmicos e
protedmicos e obtendo propriedades funcionais que seriam dificeis de avaliar manualmente.
Essa abordagem acelera o processo de descoberta e também amplia as possibilidades de
identificacdo de moléculas com diversas funcionalidades, levando a moléculas promissoras

para enfrentar desafios como o combate a resisténcia bacteriana.

Diante desse cendrio, este trabalho teve como objetivo realizar a busca in silico de
peptideos com dupla fun¢do: CPP e AMP. Para isso, foi desenvolvido um preditor capaz de
explorar genomas e proteomas, incluindo a identificacio de criptideos por meio de andlise de
janelas deslizantes de residuos. Os peptideos identificados foram submetidos a validacdo
bioinformadtica e testes antimicrobianos in vitro envolvendo bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, além da avaliacdo de permeabilidade por microscopia confocal. Apds validacdo, os
peptideos mais promissores foram clonados, expressos em sistemas de Escherichia coli e
avaliados quanto ao seu potencial como antibidticos inovadores. Este estudo certamente
contribuird para o desenvolvimento de novas moléculas antibidticas ou compostos de defesa,
ampliando as opcdes terapéuticas contra bactérias resistentes e oferecendo insights sobre a
interacdo entre peptideos e membranas celulares. Ao propor a identificacdo de peptideos
multifuncionais ou quiméricos, este trabalho busca avangar na criagcao de terapias mais eficazes

€ menos suscetiveis a resisténcia bacteriana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Novas abordagens utilizando ferramentas computacionais para a descoberta de
antibidticos sdo empregadas para acelerar a identificacdo de novos potenciais farmacos. Assim,
questionou-se ser possivel fazer a bioprospeccdo de peptideos de penetragdo celular com

atividade antimicrobiana, e vice-versa, a fim de explorar novos antibiéticos.

Nosso objetivo foi realizar a bioprospecc¢ao in silico de peptideos com dupla fungdo —
antimicrobianos (AMPs) e penetradores de célula (CPPs) — em genomas e proteomas,
utilizando ferramentas computacionais, com validacdo experimental para identificar novas

moléculas terap€uticas com potencial para aplicacdo no combate a resisténcia bacteriana.
2.2 Especificos

a. Desenvolver um preditor computacional para identificar peptideos com dupla funcao (CPPs
e AMPs) em genomas e proteomas, incluindo a andlise de sequéncias completas e fragmentadas

(criptideos);

b. Construir e modelar in silico os peptideos mais promissores identificados e sintetiza-los

quimicamente para avaliacdo experimental;

c. Analisar in vitro as atividades antimicrobianas dos peptideos com potenciais de acdo contra

bactérias;

d. Analisar in vitro a permeabilidade dos peptideos em membranas bacterianas por meio de

microscopia confocal, para investigar sua eficiéncia de penetracao;

e. Clonar e expressar os peptideos com dupla fun¢do em sistemas bacterianos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Resisténcia antimicrobiana e membrana plasmatica

O uso indiscriminado e prolongado de antibidticos, tanto na medicina humana,
veterindria e na agricultura, tem contribuido para o desenvolvimento e a disseminagdo de
microrganismos resistentes a medicamentos (MORETTA et al., 2021). Especialmente o uso de
antibidticos na agricultura ndo € regulamentado, o que pode desenvolver resisténcia em
microrganismos que posteriormente poderdo provocar grandes perdas agricolas (BROWNE et
al., 2020). H4 a previsdo de que, em 2050, mais de 10 milhdes de mortes ocorrerdo anualmente

como resultado da resisténcia bacteriana (WU et al., 2020).

Em resposta a essa crescente ameaca, diversas organizagdes internacionais € nacionais
tém estabelecido diretrizes para o uso racional de antimicrobianos. A Organizacdo Pan-
Americana da Satde (OPAS) destaca que a resisténcia antimicrobiana aumenta os custos da
atencdo médica devido a estadias hospitalares mais longas e necessidade de cuidados mais
intensivos, colocando em risco o cumprimento dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel
(ODS). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) implementou o
Programa de Gerenciamento do Uso de Antimicrobianos (PGA), que retine orientacdes sobre
o uso adequado desses medicamentos e mudangas nas prescri¢des, além de monitoramento e

divulgacdo dos resultados (ORGANIZAGAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2023).

Nos ultimos 40 anos, pesquisas levaram ao desenvolvimento de apenas trés novas
classes de antibidticos: lipopeptideos, oxazolidinonas e estreptograminas, € que tratam apenas
bactérias Gram-positivas (AHMED et al., 2024), e o combate a bactérias Gram-negativas €
ainda um desafio (WORLD HEATLH ORGANIZATION, 2017). A Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) alerta que o mundo ainda ndo estd conseguindo desenvolver os tratamentos
antibacterianos necessarios, apesar da crescente conscientizacdo sobre a ameacga urgente da
resisténcia aos antibidticos. Em 2024 a OMS atualizou sua Lista de Patégenos Bacterianos
Prioritérios, destacando 15 familias de bactérias resistentes a antibidticos que representam uma
ameaca significativa a satide humana. Entre os patdgenos de maior preocupagdo estao as

bactérias Gram-negativas multirresistentes, como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa e espécies de Enterobacteriaceae rtesistentes a carbapenémicos. Esses
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microrganismos apresentam niveis de resisténcia que ndo estdo sendo acompanhados pelo

desenvolvimento de novas terapias eficazes, representando um desafio para a satde publica.

Dessa forma, os peptideos bioativos destacam-se como excelentes opc¢des para o
desenvolvimento de compostos terapéuticos em fun¢do de suas diversas funcdes fisiolégicas.
Dependendo do tipo, nimero, sequéncia e propriedades dos aminodcidos que os compdem,
esses peptideos podem apresentar uma ampla gama de atividades bioativas (AKBARIAN et
al., 2022). Entre eles, duas classes promissoras sdo os CPP e AMP. Porém um dos grandes
desafios para a utilizagdo de peptideos como novas moléculas de defesa € a sua permeabilidade

na membrana plasmadtica.

A membrana plasmaética ¢ formada por um complexo de lipidios e proteinas de
membrana, sendo trés classes principais de lipidios: os glicerofosfolipidios, esfingolipidios e
colesterol, que formam uma bicamada de aproximadamente 5 nm de largura (YANG;
HINNER, 2015). Sao responsaveis por regular o fluxo de entrada e saida de nutrientes, dao
forma a célula, atuam na comunicagdo célula-célula e sinalizacdo processos, além de serem
uma barreira para moléculas hidrofilicas, grandes ou carregadas, como proteinas, peptideos e

oligonucleotideos (MATSUZAKI, 2019).

Para entrar nas células, os farmacos precisam cruzar a membrana plasmatica, que
apresenta uma bicamada lipidica composta por fosfolipidios e colesterol. A diversidade de
fosfolipidios € baseada na composicdo dos grupos de cabega polar, esqueleto (glicerol ou
esfingolipideo), tipo de dcido graxo e o grau de insaturacdo (TROFIMENKO, 2021), e suas

caracteristicas influenciam na entrada de compostos nas células.

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular espessa, composta
principalmente por peptidoglicano, que proporciona resisténcia a pressdo osmotica e protege
contra a acdo de substancias externas. Sua membrana plasmatica, mais interna, € envolvida por
essa camada espessa de peptidoglicano, que torna essas bactérias mais suscetiveis a antibiéticos
que interferem na sintese de parede celular (HANCOCK; SAHL, 2006). J4 as bactérias Gram-
negativas apresentam uma camada dupla de membranas, sendo a membrana externa composta
por lipopolissacarideos, que serve como uma barreira adicional contra antibidticos. A
membrana interna contém lipidios e proteinas que controlam a entrada de substancias,
tornando-as mais resistentes a muitos agentes antimicrobianos em fun¢ao de sua capacidade de

impedir a penetracdo de substancias (BLAIR et al., 2015).
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A estrutura complexa das membranas bacterianas influencia diretamente os
mecanismos de acdo de peptideos bioativos, como os antimicrobianos, que interagem de forma
distinta com as membranas de cada tipo bacteriano. Uma das classes estudadas para contornar
esse problema de permeabilidade sdo os peptideos penetradores de célula, que apresentam
grande permeabilidade em membranas, e t€ém sido bem estudados como agentes para delivery

intracelular em doencas como o cancer.
3.2 Peptideos penetradores de célula

Em geral, os CPP apresentam uma sequéncia com no maximo 30 residuos de
aminoécidos, em sua maioria do tipo bdsico, e geralmente catidnicos e/ou anfipdticos
(RUSESKA; ZIMMER, 2020), propriedades desejaveis para um sistema de delivery celular. A
citotoxicidade € um importante fator a ser avaliado para o delivery celular, e os CPP se
destacam por apresentarem até entdo uma baixa citotoxicidade (DERAKHSHANKHAH;
JAFARLI, 2018). Diferente de outros agentes de delivery, os CPP sdo capazes de penetrar células
de uma forma ndo invasiva, e promover o transporte de pequenas drogas, dcidos nucleicos,

proteinas, lipossomos, nanoparticulas e virus (XIE et al., 2020).

Em geral, a entrega do fairmaco por CPP pode ser realizada via conjugagao covalente
das moléculas do farmaco com um CPP; encapsulacio de compostos terapéuticos em
nanocarreadores ao CPP; e por adsor¢do fisica dos agentes terapéuticos com CPPs via

complexacdo de carga.

O nimero de aminodcidos especificos presentes nos CPPs € um fator-chave para a
determinacdo da efici€ncia de sua penetragdo. Em ordem decrescente, o nimero de residuos de
triptofano, histidina, leucina, alanina, glutamina, lisina e arginina sdo importantes na efici€éncia
e hidrofobicidade, e também tém influéncia na eficiéncia, a qual é diretamente proporcional ao

aumento da hidrofobicidade (DAMIATI et al., 2019).

A natureza dos aminodcidos catidnicos nos peptideos determina suas habilidades de
translocacdo. A arginina é um aminodcido béasico carregados positivamente, que contém o
grupo guanidina. A guanidina pode formar duas ligacdes de hidrogénio, que permitem
interacdes eletrostdticas mais estaveis com os componentes da membrana plasmatica, como
polissacarideos, o que por sua vez facilita a insercdo e translocagdo de CPP através da bicamada

lipidica (TROFIMENKO, 2021).
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Os CPPs podem ser classificados principalmente quanto a sua origem, a0 mecanismo
de acdo e as propriedades fisico-quimicas. Na classificacdo em relacdo a origem, podem ser

classificados como quiméricos, derivados de proteinas ou sintéticos.

Em relagdo as propriedades fisico-quimicas, a classe catidnica € a principal, e
compreende peptideos com cargas liquidas altamente positivas em pH fisioldgico, e se
originam principalmente das cadeias curtas bdsicas de argininas e lisinas (GUIDOTTI,
BRAMBILLA; ROSSI, 2017). A posi¢cao e o nimero de residuos de aminodcidos presentes
nos CPPs sdo importantes para a habilidade de penetracdo celular. Residuos de arginina
contribuem muito para a absorcao celular, e uma das hipéteses para isso € a presenca dos grupos
guanidina, capazes de formar ligacOes de hidrogénio bidentado com grupos carboxilicos,
sulfatos e fosfatos carregados negativamente na membrana celular (GUIDOTTI;
BRAMBILLA; ROSSI, 2017). As outras duas classes s@o a anfipdtica, em que as sequéncias
apresentam alto grau de anfipatia, especialmente por causa de residuos de lisina em sua

estrutura, e a classe hidrofobica, que contém apenas residuos hidrofobicos ndo polares.

Apesar de 30 anos da descoberta de CPPs, seu mecanismo de internalizacao celular
ainda ndo € bem descrito, porém ha algumas sugestdes de duas principais vias como
mecanismos de internalizacdo: translocacdo direta e endocitose (RUSESKA; ZIMMER, 2020).
As principais dificuldades para elucidacdo dos mecanismos sdo as diferencas de tamanho,
propriedades fisico-quimicas e a concentragdo dos CPPs (KUMAR et al., 2018). A translocacio
direta € um caminho independente de energia, que inclui mecanismos, como formacao de
poros, carpet-like e inverted-micelle. Em todos esses modelos, o primeiro contato ocorre entre
residuos catidnicos e as cargas negativas de grupos fosfatos e carboidratos presentes na

bicamada lipidica (MADANI et al., 2011).

No modelo de formagao de poros, as translocacdes de CPPs através da membrana sdao
obtidas pela formagdo de poros transitorios causados pela insercio do CPP na membrana em
uma estrutura em forma de anel (YE et. al.,, 2016). Para o carpet-like, os residuos de
aminoécidos com carga positiva se ligam aos grupos de fosfolipidios presentes na membrana,
se associando na forma de um tapete e promovendo uma fluidez transitdria para sua insercao.
Uma concentragdo elevada de CPPs na membrana facilita esse processo de interagdo
eletrostatica e posterior penetracdo na membrana (DERAKHSHANKHAH et al., 2018;
RUSESKA, 2020). No modelo inverted-micelle, ha a interacdio do CPP com a membrana,

causando perturbacdo da bicamada lipidica e, posteriormente, leva a formacdo de estruturas
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hexagonais invertidas, chamadas micelas invertidas. Nesse modelo, o CPP fica preso no meio
hidrofilico do nuicleo da micela, e posteriormente a interagdo entre os componentes da
membrana com o CPP leva a estabilizacdo das micelas formadas, liberando o CPP no citosol

(YE, et. al., 2016).

A endocitose é um caminho dependente de energia, sendo um processo no qual a
membrana plasmadtica se dobra para dentro para transportar materiais originados de fora das

células e absorvé-los (DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018).
3.3 Peptideos antimicrobianos

Os AMPs apresentam um amplo espectro de acdo contra diversos microrganismos,
sendo considerados uma promissora classe de biomoléculas contra a resisténcia bacteriana
(SPLITH; NEUNDOREF, 2011). Sdo definidos como moléculas que apresentam menos de 100
residuos de aminoécidos, derivados de diferentes fontes como plantas, mamiferos, insetos, com
sua carga geralmente positiva e as regides hidrofobicas, importantes para a interacdo com a

membrana plasmatica (PUSHPANATHAN et al.; 2013).

Esses peptideos possuem algumas classificacOes principais: quanto a sua origem,

quanto a estrutura, quanto ao mecanismo de acdo e a sua atividade.

e Origem: AMPs Naturais, que sdo obtidos de fontes bioldgicas, como seres humanos,
animais, plantas ou microrganismos. Entre os exemplos mais conhecidos de AMPs
naturais estio as defensinas (encontradas em humanos e animais) e os lipopolipeptideos
produzidos por microrganismos. AMPs Sintéticos, que sdo projetados e produzidos em
laboratério, muitas vezes com o objetivo de otimizar suas propriedades, tornando-os
mais eficientes (HUAN et al., 2020).

e Estrutura: Peptideos catidnicos, que possuem carga positiva, permitindo interagir com
as membranas celulares negativas de patogenos. Peptideos anidnicos, que possuem
carga negativa e interagem com a superficie das células de patégenos de carga positiva.
Peptideos com estrutura [B-folha ou a-hélice, que podem ter propriedades
antibacterianas e antifingicas, em que essas estruturas facilitam a acdo contra
patogenos (LUO; SONG 2021).

o Mecanismo de acdo: Interferéncia na Membrana, em que interagem com a membrana
do patégeno, formando poros e alterando sua permeabilidade, resultando na morte

celular. Inibi¢dao de Funcdes Intracelulares, penetrando na célula e inibindo processos
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metabodlicos essenciais, como a sintese de proteinas ou DNA. Imunomodulagdo,
modulando respostas imunes, além de combater os patégenos diretamente. (HUAN et
al., 2020).

e Atividade: Sdo divididos em 18 categorias e as principais subclassificacdes sdo de acdo
antibacteriana, antiviral, antifiingica e antitumor. A maior parte sdo de peptideos

antibacterianos (cerca de 60%), seguidos de antiftingicos (26%) (HUAN et al., 2020).

A estrutura secundaria dos AMPs € bem diversa, e sao assim divididos em quatro
grupos. O primeiro grupo ¢ representado por peptideos lineares ou que apresentam a-hélice;
no segundo grupo, peptideos com folhas B conectados por pontes dissulfeto; o terceiro, com
ligacdes dissulfeto, loop e harpins, e o ultimo grupo, com aminodcidos especiais ou

modificados (AVCI; AKBULUT; OZKIRIMLI, 2018).

Bactérias utilizam de varios mecanismos para desenvolver resisténcia a antibioticos, o
que tem sido atualmente uma preocupacdo global (DASSONVILLEKLIMPT; SONNET,
2020). Quando uma coldnia de bactérias € exposta a um antibidtico, uma parte dela pode sofrer
pequenas mutagdes genéticas que as deixem mais resistentes, permitindo assim recolonizar a
infecgdo (WU et al., 2020). Enquanto que essa resisténcia bacteriana tende a ser prontamente
adquirida para antibidticos convencionais, o surgimento dela com peptideos antimicrobianos

pode ser baixa (ZASLOFF, 2002).

Como os AMPs agem sobre a membrana bacteriana, para adquirir resisténcia a dada
bactéria, teria que mudar a composi¢ao e organizacdo de sua membrana, 0 que nem sempre €
vantajoso para a maioria das espécies (ZASLOFF, 2002). No entanto, ja foram descritos
mecanismos bacterianos de resisténcia a peptideos antimicrobianos, incluindo alteracdes na
carga da membrana, secrecdo de proteases que degradam os AMPs, e sistemas de efluxo
(MANGONI et al., 2016). Nesse contexto, a combinagao de diferentes AMPs, com distintos
mecanismos de acdo, pode representar uma abordagem promissora para reduzir o risco de
desenvolvimento de resisténcia e potencializar o efeito antimicrobiano (MISHRA et al., 2017).
O mecanismo de a¢do contra um patégeno nao depende de reconhecimento de alvos, dando
aos AMP um amplo espectro de acdo em que, ao permeabilizar a membrana, leva a morte
celular (JORGE et al., 2012). A maioria das novas classes de antibidticos atuam contra
bactérias Gram positivas, no entanto o maior desafio atualmente sdo as Gram negativas devido

a complexidade de sua parede celular (WORLD HEATLH ORGANIZATION, 2017).
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Semelhante aos CPPs, os AMPs apresentam mecanismos de acdo dependente e
independente de energia. Os AMPs agem interrompendo a integridade das membranas
celulares pela interacdo de suas regides catidnicas com componentes da superficie celular
carregados negativamente, principalmente fosfolipidios (SPLITH; NEUNDOREF, 2011). O
modelo carpet-like é o mais citado, e nele os peptideos se associam a superficie da membrana,
formam um tapete e, assim como para o CPPs, quando a concentragdo especifica necessaria é
atingida, ocorre a permeacdo na membrana e sua ruptura, levando a lise celular

(PUSHPANATHAN et al., 2013).

Além de seu papel natural na resisténcia vegetal, AMPs derivados de plantas vém sendo
cada vez mais investigados como agentes terapéuticos, substitutos ou adjuvantes de
antibidticos convencionais, sendo essa classe alvo de estudo desse trabalho. Sua acao direta
contra microrganismos humanos e a baixa propensao ao desenvolvimento de resisténcia tornam
essas moléculas candidatas atrativas para aplicacdes farmacéuticas e agricolas (TAM et al.,
2015). Ainda, os AMPs vegetais possuem a vantagem de serem considerados seguros,
biodegraddveis e com menor toxicidade em relagdo a compostos sintéticos (YOUNT;

YEAMAN, 2013).

Diversas classes de AMPs foram descritas em plantas, incluindo defensinas, tionainas,
quimarinas, heveinas e ciclopeptideos. Cada grupo apresenta caracteristicas estruturais
especificas, mas geralmente compartilham a capacidade de se ligar a componentes da parede
ou membrana dos patdgenos, provocando sua destruicdo. A diversidade de AMPs em espécies
vegetais reflete a coevolucdo com os microrganismos do ambiente, formando um arsenal

bioquimico eficiente de protecao (SELS et al., 2008).
3.4 Dupla fung¢do: peptideos penetradores de célula e antimicrobianos

Peptideos com dupla funcdo, atuando tanto como CPPs quanto AMPs, tém atraido
atencdo devido a sua capacidade de combinar atividades funcionais distintas em uma Unica
molécula. CPPs e AMPs apresentam algumas caracteristicas em comuns, como uma sequéncia
de aminodcidos curta, carater catidnico e anfifilicidade. Estudos mostraram que o CPP Tat
apresenta atividade antibacteriana potente contra um amplo espectro de patdégenos, incluindo
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como Staphylococcus aureus e também fungos
como Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (SPLITH; NEUNDOREF, 2011). A Tabela

1 apresenta alguns CPPs que possuem também atividade antimicrobiana.
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Tabela 1. Atividades inibitérias de peptideos penetradores de membrana

Peptide BB |y
Gram-nezative Gram-positive Fungi
Tat {48-601) 2 (E cofi KCTC1682) 4 (B, subvilis KCTCI91E) 24 (8 cerevisioe KCTCT2%96)
4 (5 anrens KCTCI621)
Penstratin 2 (E cofi KCTC1682) 0.5 (. swbrifis KCTC306H) =25 (& cerevisiae BY4741)
25 (E eoli K12) I {5 awrens KCTCIA21)
I {8, megaterimm)
pVELC 25 (E eoli K12) =100 (B subvilis 168) =25 (X cerevisiae BY4741)
=10 (5 ey BRINA2Z20)
I {B. megaterfam)
Pep-1 32 E eoli RCTC1682) BB, sulwilis KCTC3068) Mot reporied
64 (5 anrens RCTCIA2T )
TPIO =10 E eali K132) =10 (B subrilis) 8 {8 cerevisioe BY4T41)
4 (5. aurensh
MAP 25 (E. oodi K12) I {B. megateriwm) =25 (& cerevisiae)

Fonte: Splith; Neundorf, 2011

O trabalho de Lee et al. (2019), ao fazer a conjugacdo quimica de um peptideo CPP da
classe de argininas (R9) com AMP (magainin e M15) aumentou de 2 a 4 vezes a atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, e de 4 a 16 vezes contra bactérias Gram-
negativas. Este aumento de eficiéncia antimicrobiana ocorre pelo fato de os peptideos de dupla
func¢do possuirem uma capacidade aprimorada de se ligar e penetrar as membranas celulares, o

que facilita a a¢do contra microrganismos.

Burns et al (2016) e Eksteen et al. (2020) ambém realizaram conjugacdo com
sequéncias catidnicas e obtiveram compostos que apresentaram atividades contra células

cancerigenas.

Nos bases de dados de AMPs e CPPs, a maioria das sequéncias depositadas sdo
originadas de bactérias ou animais. Apenas 0,8% dos CPPs nas bases de dados sdo
correspondentes as plantas (FREIRE et al., 2015), revelando um grande potencial inexplorado,
que inclui a produg¢do de moléculas bioativas para defesa contra patégenos, predadores e

condi¢des ambientais adversas.

Neste trabalho, a bioprospeccdo dos proteomas de girassol (Helianthus annuus) e
pimentdo (Capsicum annuum), assim como do proteoma e genoma da berinjela (Solanum
melongena), busca identificar moléculas com propriedades bioativas que possam ter aplicacdes

biotecnolégicas amplas. Estudos mostram diversas proteinas ou peptideos derivados dessas
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plantas, que apresentam atividade antibacteriana, antifiingica e antitumoral. No caso do
girassol, compostos derivados de seu proteoma tém demonstrado potencial na promog¢do do
crescimento vegetal e na resisténcia a pragas, além de apresentarem propriedades
antimicrobianas, assim como o pimentdo que, pela presenca de capsaicinoides, atua com
atividades antitumorais e antimicrobianas (TAM et al., 2015; LI et al., 2021). J4 a berinjela é
conhecida principalmente por suas propriedades antioxidantes e antifingicas (CHIU;
POUCET; LI, 2022). A identificacdo de peptideos ativos derivados dessas plantas pode
contribuir para o desenvolvimento de produtos inovadores, como antibidticos alternativos,
agentes anticancerigenos e compostos de defesa naturais, promovendo one health: saude

humana, animal, vegetal e ambiental.
3.5 Criptideos

Além das sequéncias completas de proteinas ou peptideos, os criptideos t€m se
destacado como uma fonte promissora de novas moléculas com potencial terapéutico.
Criptideos sdo fragmentos peptidicos biologicamente ativos derivados da clivagem de
proteinas, que podem exibir atividades bioldgicas distintas das de sua proteina precursora
(NER; KOTLINSKA; SILBERRING, 2015; IAVARONE et al., 2018). Contribuindo para o
potencial de exploracdo de novas moléculas, os criptideos também podem ser uma fonte de
novos farmacos. Dessa forma, diferentes fragmentacdes de uma sequéncia proteica podem

apresentar uma atividade de CPP e AMP, que estd ausente em sua sequéncia completa.

Pane et al. (2017), em seu trabalho, identificaram sequéncias intituladas de
“antimicrobianos cripticos”, vindos da andlise de uma proteina GVF27. Essa abordagem
amplia o conjunto de moléculas candidatas a aplicacao terap€utica, uma vez que a maioria das
proteinas codificadas nos genomas ainda ndo teve suas regides internas analisadas com essa

finalidade.

Outra vantagem da utilizacdo da fragmentacdo para a busca de novas moléculas é a
obtencdo de uma sequéncia com menor nimero de residuos de aminodcidos que a sequéncia
funcional original, mas que ainda tenha a atividade bioldgica desejada. Esse minimo tamanho
da sequéncia biologicamente ativa pode ser vantajoso para a producio de moléculas pequenas
em larga escala, diminuindo o custo. Em muitos casos, a sequéncia minima bioativa € menor e
mais estdvel, o que favorece seu uso como firmaco em termos de sintese, solubilidade,
biodisponibilidade e menor custo de producdo (CHEN et al., 2015). A possibilidade de obter

peptideos bioativos curtos com propriedades desejadas a partir de fragmentacdes, € vantajosa
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por aspectos técnicos e econdmicos, € também por permitir a engenharia de peptideos
multifuncionais. Assim, ¢é possivel desenhar criptideos que combinem atividades
antimicrobianas, capacidade de penetracdo celular e outras funcdes terapéuticas, o que os torna

excelentes candidatos a farmacos.
3.6 Machine learning e bioinformética

A fim de facilitar a bioprospec¢io de novas moléculas terapéuticas, ML se apresenta
como uma Otima alternativa para otimizar tempo experimental, diminuir custos em
experimentos € indicar com boa acurdcia quais moléculas apresentam potencial para
determinada atividade bioldgica desejada. Em vez de depender exclusivamente de abordagens
experimentais demoradas e custosas, modelos computacionais treinados com dados biolégicos
permitem prever com boa acurdcia quais moléculas apresentam potencial para desempenhar
determinada atividade biolégica, como propriedades antimicrobianas, penetracdo celular,

imunomodulacdo, entre outras.

Os métodos de ML sdo classificados em trés tipos de técnicas de aprendizagem:
aprendizagem supervisionada, ndo supervisionada, e semi-supervisionada ou reforcada.
Abordagens de aprendizagem supervisionada sdo usadas para desenvolver e treinar modelos
de previsdo com padroes de dados de entrada e saida conhecidos, a fim de obter a previsdao
futura de quaisquer novos dados de entrada (BASITH et al., 2020). Por exemplo, na
identificacdo de CPPs e AMPs, o modelo pode ser treinado com sequéncias rotuladas como
"CPP" ou "ndao-CPP" e "AMP" ou "nao-AMP", permitindo prever a funcionalidade de
sequéncias desconhecidas. Esse tipo de abordagem € muito aplicado para dados bioldgicos,
sendo uma forma de otimizar por exemplo a busca por novas moléculas terapéuticas,

utilizando-se de dados ja disponibilizados.

Durante o treinamento supervisionado, a maquina recebe uma grande quantidade de
dados para identificar padroes especificos. No caso de sequéncias bioldgicas, atributos como
carga, hidrofobicidade e comprimento podem ser utilizados para discriminar entre sequéncias
com diferentes atividades bioldgicas. Apds o treinamento, o modelo € testado com um conjunto
de dados independentes para avaliar sua capacidade de generalizar as previsdes. Normalmente,
cerca de 80% dos dados disponiveis sao utilizados para treinamento, enquanto os 20% restantes
s@o usados para validacao e teste do modelo, garantindo a robustez e a precisio das previsdes

(BONETTA; VALENTINO, 2020).
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A aplicagdo de ML tem se beneficiado enormemente do aumento do volume de dados
publicos disponiveis em bancos como UniProt, PDB, APD3 (Antimicrobial Peptide Database)
e CAMP. Isso tem permitido o treinamento de modelos mais robustos e confidveis. No entanto,
a qualidade dos dados € tdo importante quanto sua quantidade: conjuntos de dados
desbalanceados, redundantes ou com erros de anotagdo podem comprometer a eficicia do

modelo, levando a resultados enviesados ou irreprodutiveis.

Modelos de ML baseados em algoritmos como Random Forest, Support Vector
Machines (SVM), Redes Neurais Artificiais (ANNs) e, mais recentemente, aprendizagem
profunda (Deep Learning) t€ém sido amplamente empregados em ferramentas computacionais
para previsdo de AMPs e CPPs e auxiliam no desenho racional de novos peptideos, aumentando

as chances de sucesso nas etapas experimentais posteriormente.

Além disso, abordagens de in silico como ML permitem a simulacdo de fragmentacdes
de proteinas, busca de criptideos, identificagdo de dominios funcionais ocultos e otimizacao de
propriedades farmacoldgicas, integrando miltiplas fontes de dados com andlise de

bioinformatica avancada (MAURYA; KUSHWAHA ; MANI, 2021).
3.7 Preditores de peptideos bioativos na literatura

A bioprospeccdo de novas moléculas € essencial para o desenvolvimento de terapias
inovadoras, agentes antimicrobianos e aplicacOes agricolas, € o uso de ferramentas
computacionais tem se destacado como uma abordagem estratégica para acelerar novas
descobertas, além da caracterizacdo. Destacamos a seguir as principais ferramentas para

caracterizacdo individual de CPPs e AMPs disponiveis para livre acesso.

O CPPsite é uma ferramenta baseada em aprendizado de mdaquina que utiliza
propriedades fisico-quimicas e a composi¢cdo de aminodcidos para prever peptideos com
capacidade de penetracdo celular. Este preditor oferece uma base de dados manualmente curada
e algoritmos precisos para andlise (GAUTAM et al., 2013). O CPPred utiliza redes neurais € a
incorporagdo de caracteristicas estruturais, como ordem de sequéncia para melhorar a
identificacdo de CPPs, sendo especialmente util para peptideos complexos (QIANG et al.,

2020).

Para os AMPs, o APD3 fornece um banco de dados com informagdes estruturais e
funcionais sobre AMPs conhecidos, incluindo detalhes sobre suas propriedades

antimicrobianas, espectro de acdo e possiveis aplicacdes (WANG et al., 2016). O CAMPR4
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integra algoritmos de aprendizado de maquina para prever AMPs com base em sua composicao,
propriedades fisico-quimicas e estrutura, permitindo a categorizacio de peptideos por tipo de
atividade, como antibacteriana, antifingica e antiviral (GAWDE et al., 2023). O iAMPpred
utiliza-se do método SVM para classificar AMPs, utilizando caracteristicas de composicao,

fisico-quimicas e estruturais (MEHER et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Protedbmica e Bioquimica de Proteinas (LPBP)
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), sob orientacdo da Professora Maria Cristina Baracat-Pereira. O trabalho foi
realizado em colaboragdo com a coorientadora Professora Sabrina Silveira, do Departamento
de Informaética (DPI) da UFV, e com os discentes de graduacdo e de doutorado em Ciéncia da
Computacio, Igor Brasiliano e Gustavo de Oliveira, respectivamente, envolvidos na criacdo da
ferramenta de prospeccdo baseada em Machine Learning (Aprendizado de Mdquinas). O
professor Ciro Rossi, coordenador do LPBP, e a Pés-Doutoranda Geniana da Silva Gomes,
ambos do DBB, participaram nas etapas de andlises bioquimicas, ensaios antimicrobianos e
etapas de clonagem e expressao dos peptideos desenhados. As TNS Karla Veloso e Cristiane
Cesario, do Nucleo de Microscopia e Microandlise, auxiliaram nas anélises de microscopia que

confirmaram a a¢@o antimicrobiana dos peptideos desenhados.

4.1 Bioprospecgdo de CPP e AMP in silico

O preditor desenvolvido - intitulado de PeptiDuo -, foi projetado para identificar
potenciais peptideos de penetragdao celular (CPP) e atividade antimicrobiana (AMP),
isoladamente, além de identificar os peptideos com dupla fungdo, a saber CPP e AMP
simultaneamente. A ferramenta foi construida para analisar sequéncias presentes em genomas
e proteomas de diferentes organismos, com foco especifico em espécies vegetais, com
sequéncias postadas em bases de dados disponiveis livremente na rede mundial de

computadores.

4.1.1 Construga@o dos bancos de dados

Foram utilizados dois bancos de dados curados e validos para a obtenc¢do das sequéncias
de CPP, o CPPsite 2.0 (Gautam et al., 2012; Agrawal et al., 2015), com cerca de 1.883 sequéncias
retiradas da literatura e de patentes, e que continham validacdo experimental

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/cppsite/downloads.php), e o C2Pred Server (Tang et al., 2016),

contendo 411 sequéncias de CPP e 411 ndo-CPP (http://lin-group.cn/server/C2Pred). Sequéncias

de AMPs foram obtidas de trés principais bancos de dados, o DRAMP - Data Repository of

Antimicrobial Peptides (Shi et al., 2022) , com 5.819 sequéncias (http://dramp.cpu-bioinfor.org/),

o APD3 - Antimicrobial Peptide Database (Wang et al., 2016), com 3.273 sequéncias
(https://aps.unmc.edu/), e 0 ‘LAMP2’ (ZHAO et al., 2013,



https://webs.iiitd.edu.in/raghava/cppsite/downloads.php
http://lin-group.cn/server/C2Pred
http://dramp.cpubioinfor.org/
https://aps.unmc.edu/
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https://ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons/database/id/4562) com 23.253 sequéncias. Todos esses

bancos de dados e os niimeros de sequéncias depositadas sdo referentes ao periodo de outubro/2021

a junho/2022.

4.1.2 Atributos de treinamento

Alguns atributos foram selecionados para o treinamento do preditor. Os atributos
carga liquida do peptideo, hidrofobicidade, ponto isoelétrico, nimero de residuos totais e
massa molecular foram calculadas pelo PepDraw (http://pepdraw.com), e razao de residuos
hidrofilicos /  nimero total de residuos, pelo Peptide Calculator

(https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator). Além desses parametros,

calculamos o nimero de residuos de arginina, lisina, glutamina, alanina, leucina, triptofano,
composi¢do dipeptidica e composicdo atdmica, usualmente utilizados para predi¢des

bioldgicas.
4.1.3 Modelo classificador

Foram testados trés classificadores: SVN (support vector machine, VAPNIK;
CHERVONENKIS, 1970), Extra Trees (GEURTS; ERNST; WEHENKEL, 2006) e KNN
(k-nearest neighbors, FIX, 1985) para a obten¢do da maior precisao na previsao dos dados.
Cada classificador possui um conjunto de parametros que deve ser otimizado durante o
treinamento para que as métricas como precis@o e acuricia sejam maiores e proximas de

1.

Para a validagdo cruzada, os bancos de dados foram divididos aleatoriamente em
dez parti¢des, de forma que nove foram usadas para a validagdo do algoritmo, e uma foi
usada para o teste de predicdo. Esse processo foi repetido até que todas as parti¢des

tivessem sido utilizadas para o teste de predicdo.

4.1.4 Entrada de dados e andlise de sequéncia

Para a entrada de dados, o preditor permite arquivos no formato multi-fasta, contendo
sequéncias gendOmicas ou protedOmicas. Estes arquivos podem incluir tanto sequéncias
completas de genomas quanto de proteomas das espécies de interesse, sendo processados para

identificacao de peptideos com potenciais atividades bioldgicas.

A andlise das sequéncias ocorre de duas maneiras, permitindo maior flexibilidade e

precisdo na deteccdo de peptideos com propriedades desejadas:


https://ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons/database/id/4562
https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator
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e Andlise com Janela Deslizante (foco em criptideos): Envolve o uso de uma janela
deslizante, na qual o usudrio determina o intervalo de aminoécidos da sequéncia que
serd analisada. Essa andlise permite examinar sub-regides especificas das sequéncias
em busca de peptideos com caracteristicas de CPP, AMP ou dupla fun¢do. A janela
deslizante possibilita a identifica¢do de regides com potencial funcional, mesmo que as
propriedades desejadas ndo tenham sido detectadas para a sequéncia completa.

e Anidlise da Sequéncia Completa: Para complementar a andlise da sequéncia em
fragmentos, o preditor também realiza a avaliacdo da sequéncia completa. Essa
abordagem ¢ util para identificar peptideos que, quando considerados em sua totalidade,
exibem atividade combinada de CPP e AMP, mas que poderiam ser perdidos na anélise

fragmentada.

A bioprospeccao foi realizada utilizando proteinas de plantas depositadas no banco de

dados NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) até 06/06/2022, e as andlises pelo preditor foram

realizadas por cerca de 2 meses. Foram selecionadas proteinas de espécies vegetais da familia
Solanaceae, como pimentao (Capsicum annuum), tomate (Solanum lycopersicum) e berinjela
(Solanum melongena), e familia Asteraceae, o girassol (Helianthus annuus). No caso da
berinjela, tanto o proteoma quanto o genoma da planta foram utilizados, ampliando as

possibilidades de identificagdo de peptideos com caracteristicas de dupla func¢do.
4.1.5 Classificacdo final

Ap6s a andlise das sequéncias, o preditor utilizou métricas para classificar os peptideos
em trés categorias com base em suas atividades biologicas: CPP, AMP e Dupla Funcdo. Cada
peptideo gerado recebeu scores calculados a partir de parametros fisico-quimicos, como
hidrofobicidade, carga liquida, potencial de interacdo com membranas e outras propriedades

associadas a bioatividade dessas moléculas. Sendo assim, tivemos:

CPP: Classificados como capazes de atravessar membranas celulares com base em scores que

indicam eficiéncia de internaliza¢do em células.

AMP: Avaliados quanto a capacidade de inibir ou matar patégenos, sendo classificados com
scores elevados para caracteristicas antimicrobianas, como potencial de lise da membrana

bacteriana.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Dupla Funcao: Peptideos que atingiram scores altos tanto nos critérios de penetragdo celular

quanto nos de atividade antimicrobiana, sugerindo a dupla funcao.

A comparagdo entre os peptideos gerados e os bancos de sequéncias utilizados para
treinar o modelo foi realizada por meio das métricas de acurécia, precisdo e sensibilidade. Essas
métricas foram aplicadas para avaliar a eficidcia do preditor em identificar corretamente os
peptideos de cada categoria. Os peptideos com os maiores scores de predicao em cada familia
foram ainda analisados por ferramentas de bioinformética para refinamento da bioprospecgao.
A Figura 1 esboca o esquema geral do desenvolvimento do preditor, com o qual, ao final,

obtivemos a classificacao de peptideos como CPPs, AMPs e dupla funcao.

‘ Arquivo multi-fasta ‘

traducio
‘ Genoma I § ‘ Proteoma ‘

‘ Proteina ‘ ‘ Peptideo ‘
[ ]

Analise de sequéncia completa e
fragmentada, de acordo com o
usuario

‘ Criptideos

‘ Algoritmo preditor ‘

CPP ‘ AMP ‘ ‘ Dupla fun¢io

Figura 1. Fluxograma das atividades no preditor de dupla fun¢do, PeptiDuo
4.2 Anadlises de bioinformatica e sintese dos peptideos

Andlises de bioinformdtica foram realizadas para os peptideos melhor pontuados na
predi¢do para cada familia para determinar qual a melhor sequéncia candidata para a sintese
quimica. Dois preditores de CPP, MLCPP - Machine-learning-based prediction of cell-
penetrating peptides (MANAVALAN et al., 2018; http://www.thegleelab.org/MLCPP/) e
C2Pred (TANG et al., 2016, http://lin-group.cn/server/C2Pred) e trés preditores de AMP,
CAMPr4 - Collection of Anti-Microbial Peptides (GAWDE et al, 2023,
http://www.camp.bicnirrh.res.in/predict/), AI4AMP - Identify Anti-Microbial Peptides in Al
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(LIN et al., 2021, https://axp.iis.sinica.edu.tw/AI4AMP/) e iAMPpred - Improved Prediction
of Antimicrobial Peptides (MEHER et al., 2017,

http://cabgrid.res.in:8080/amppred/server.php) foram utilizados para a comparacao de score

obtidos em nosso preditor. Para avaliar carga liquida em pH 7, ponto isoelétrico e massa
molecular, foi utilizado PepCal.com - Peptide property calculator (LEAR; COBB, 2016,
https://pepcalc.com/) e o nimero de residuos de aminodcidos positivos, negativos e

hidrofobicidade, 0 Heliquest (GAUTIER et al., 2008,

https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgibin/ComputParams.py).

A capacidade dos peptideos sintéticos de penetrar na célula, alergenicidade, resisténcia
a protedlise , imunogenicidade, toxicidade e localizacdo celular foram avaliados usando,
respectivamente, as seguintes ferramentas de livre acesso: MLCPP, (MANAVALAN et al.,
2018, http://www.thegleelab.org/MLCPP/); AllerTOP (DIMITROV et al., 2014;
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/); Peptide Cutter (GASTEIGER et al., 2005,

http://web.expasy.org/peptide cutter/), Immunogenicity (CALIS et al., 2013,

http://tools.iedb.org/immunogenicity/), Toxin (GUPTA et al., 2013,

https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/multi_submit.php) e¢ (KROGH et al., 2001,
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0).

Trés peptideos preditos com dupla funcdo e um predito como ndo apresentando

atividade antimicrobiana ou de penetracdo celular foram selecionados para sintese na GeneOne

(Sao Paulo, Brasil, https://geneone-dev.azurewebsites.net/), e a qualidade e pureza foram
analisadas por cromatografia liquida de fase reversa e espectrometria de massa. Os peptideos
foram nomeados RB1 (LLRLHGRYRLWRRRRRRY, origem pimentdo), RB2
(WYKRRQKRRNRR, origem girassol), RB3 (EAIIQEYKEEDE, origem girassol, controle
negativo, sem dupla funcdo) e RB4 (RHRRNRKRPYRN, origem berinjela).

4.2.1 Busca de padroes

Para identificar padroes em peptideos com dupla funcionalidade (CPP e AMP) nas
familias de plantas analisadas, foram realizadas andlises computacionais detalhadas. O
alinhamento de sequéncias foi conduzido utilizando Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS,

2014, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), uma ferramenta para alinhamento multiplo

de sequéncias. As propriedades fisico-quimicas, localizacdo e repeticdo de residuos de
aminoécidos foram visualizadas no Mview (BROWN ; LEROY; SANDER, 1998), permitindo

a identificacdo de padrdes estruturais e funcionais relevantes.
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Além disso, utilizou-se a ferramenta WebLogo (CROOKS et al., 2004,

https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) para criar representacdes grificas que destacassem os

residuos de aminodcidos mais comuns em cada posi¢do da sequéncia. Nessas representacoes,
a altura total das pilhas dos residuos de aminoécidos mostra o grau de conservacdo da posicao
em uma determinada sequéncia, enquanto a altura individual dos residuos de aminodcidos
indica sua frequéncia relativa. Isso permitiu identificar residuos altamente conservados,

sugerindo regides para a funcionalidade dos peptideos.

Para essas andlises, foi preparado um arquivo FASTA contendo apenas um criptideo
por proteina, selecionado com base no maior score preditivo, ou seja, acima de 97% de
probabilidade de apresentar ambas as funcdes (CPP e AMP). Essa abordagem resultou em listas

otimizadas de peptideos tnicos para cada familia de plantas.

4.3 Ensaio antibacteriano com os peptideos sintetizados

Os quatro peptideos sintetizados (RB1, RB2, RB3 e RB4) foram testados in vitro contra
a bactéria patogénica Gram-positiva Staphylococcus aureus (cepa ATCC 29213) e contra as
bactérias patogénicas Gram-negativas Escherichia coli (cepa ATCC 35218) e Ralstonia
solanacearum (cepa LPF 0710). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, de fundo
plano, e foram acrescidos nos pogos meio Luria Bertani (LB), 10 pLL do indculo com densidade
optica (OD) = 0,5 e o peptideo nas concentracdes finais de 700, 350 e 175uM, sendo o volume
do ensaio final de 100 pL. Os ensaios foram realizados a 37°C por 24 h, e a absorvancia a 596
nm foi determinada a cada 2 h, ao longo de todo o experimento. As andlises foram feitas em
triplicata. O antibidtico canamicina (30ug.uL™) foi utilizado como controle positivo para a
morte celular. O controle negativo correspondeu apenas ao meio LB (RODRIGUES et al.,

2023).
4.4 Ensaio de permeabilidade na membrana com os peptideos sintetizados

Para avaliar o efeito dos peptideos preditos na permeabilidade da membrana de células
bacterianas, foram realizados ensaios antimicrobianos utilizando a bactéria Ralstonia
solanacearum, monitorados por microscopia confocal, para os quatro peptideos sintetizados
(RB1, RB2, RB3 e RB4). Esse método permitiu verificar alteracdes na integridade da

membrana celular ao longo do tempo, utilizando marcadores fluorescentes.


https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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Foi preparado um inéculo de Ralstonia solanacearum em meio LB, incubado a 37°C
sob agitacdo lenta, até que a OD a 596 nm alcancasse 0,5. Em Eppendorf, foi realizada a
seguinte preparacao: 20 uL do inéculo de Ralstonia solanacearum (OD = 0,5), 35 uL do
peptideo a ser testado, ajustado para uma concentragao final de 175 uM, e 55 uL. de meio LB,
perfazendo 110 uL por ensaio, tendo sido preparado um ensaio individual para cada tempo
avaliado e o ensaio na auséncia dos peptideos como controle (tempo zero). Cada mistura foi
incubada a temperatura de 37°C, e as leituras foram realizadas em intervalos de 4 e 8 horas
apos a adicao do peptideo, permitindo a avaliagdo de efeitos imediatos e prolongados sobre a

membrana bacteriana.

Para visualizacdo da permeabilidade membranar, cada ensaio de microscopia foi
preparado com a adicdo de uma gota de dois marcadores fluorescentes: Fluoresceina
Isotiocianato (FITC, a 2 pg.uL™!), um marcador que se associa a estruturas celulares intactas e
fluoresce em verde, permitindo visualizar células com membranas preservadas, e lodeto de
Propidio (PI, a 20 pug.uL™), um corante que interage apenas com células com membranas

danificadas, emitindo fluorescéncia vermelha ao se ligar ao DNA intracelular.

Os ensaios foram entdo montados em laminas para andlise de fluorescéncia em
microscopio confocal. A leitura foi realizada imediatamente apds a adicdo dos corantes para o
tempo zero, e em intervalos de 4 e 8 h, para observar a progressao dos danos de permeabilidade

induzidos pelo peptideo ao longo do tempo.

4.5 Clonagem e expressao de proteinas recombinantes

Trés sequéncias de peptideos com dupla funcao, identificadas por predi¢des realizadas
com o PeptiDuo, foram selecionadas para a etapa de clonagem. Duas dessas sequéncias foram
originadas do pimentao, enquanto a terceira foi derivada do girassol. O gene dfp1 foi projetado
a partir do peptideo RB1, cuja sequéncia peptidica ¢ LLRLHGRYRLWRRRRRRY. O gene
dfp2 foi derivado de uma sequéncia peptidica semelhante, LLRLHGRARLRRRRRRRY,
também oriunda do pimentdo. O gene dfgl, por sua vez, foi construido com base na sequéncia
do peptideo RB2, WYKRRQKRRNRR, originado do girassol. Os genes foram sintetizados e
preparados para posterior expressao em sistemas heterélogos, visando a validacao experimental

das funcdes preditas e a avaliagdo de sua atividade bioldgica.
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4.5.1 Obtengdo das sequéncias génicas para a sintese

Como a massa molecular de cada peptideo era inferior a 15 kDa, foram criadas versoes
quiméricas de cada sequéncia, combinando repeticdoes em fandem do peptideo em uma dnica
sequéncia, em que os residuos de aminodcidos aromdticos foram substituidos por residuos
similares ndo arométicos, mantendo-se a dupla funcao prevista. Essa modificacao foi essencial

para permitir a posterior clivagem entre cada sequéncia, usando-se a protease quimotripsina.
Dessa forma, as sequéncias finais obtidas foram:

Quimera dfpl:

LLRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRYLLR
LHGRLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHG
RLRLLRRRRRRY

Quimera dfp2:

LLRLHGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRYLL
RLHGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRYLLRL
HGRARLRRRRRRRY

Quimera dfgl:

WLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRR
QKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRN
RR

Com o objetivo de prever a presenca de peptideos sinal, as trés sequéncias foram
submetidas a andlise utilizando o programa SignalP (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019,
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/). Em paralelo, o software TMHMM
(KROGH et al., 2001, https://services.healthtech.dtu.dk/services-/TMHMM-2.0/) foi usado

para identificar al¢as transmembranas.

Posteriormente, as sequéncias génicas foram clonadas no vetor pET28a (Figura 2), ideal
para expressdo em Escherichia coli DH5a. As inser¢des foram realizadas entre os sitios de
restricdo das enzimas Nhel e Xhol, permitindo a expressdo intracelular das proteinas-alvo com

adicao de uma cauda de hexa histidina (6xHis) na extremidade N-terminal. A inserc¢do correta
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das sequéncias clonadas foi verificada por meio de ferramentas de bioinformaética descritas a

seguir, para assegurar a precisdo e integridade da sequéncia clonada.
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Figura 2. Vetor de expressdo pET-28a usado para clonar as sequéncias preditas de peptideos

com dupla fun¢do, CPP e AMP.

Para maximizar a eficiéncia de expressdo em E.

génicas das proteinas-alvo foram otimizadas utilizando

coli da linhagem DH5a, as sequéncias

a ferramenta IDT Codon Optimization
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Tool  (Integrated DNA  Technologies;  https://www.idtdna.com/pages/tools/codon-

optimization-tool ). Essa ferramenta realiza a adaptacdo dos cédons, ajustando-os para aqueles

mais comumente utilizados por E. coli, o que favorece uma tradu¢do mais eficiente e uma
producdo maior das proteinas recombinantes. Em seguida, as sequéncias geradas foram

analisadas com o NEBcutter (VINCZE et al., 2003, https://nc3.neb.com/NEBcutter/prj/) para

garantir a auséncia de sitios de restri¢cdo indesejados, mantendo a integridade das sequéncias e

facilitando o processo de clonagem.

Para a validacdo final, as sequéncias génicas das proteinas recombinantes foram
submetidas a uma traducgdo in silico e alinhadas com as sequéncias originais, utilizando as
ferramentas Translate Tool (GASTEIGER, E. et al, 2005, https://web.expasy.org/translate/) e
Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Esse

procedimento assegurou que as proteinas clonadas correspondiam as originais, sem alteracoes

prejudiciais nas sequéncias proteicas.

Ap0s as validagdes acima, os genes abaixo foram obtidos e sintetizados pela FastBio

(Sdo Paulo, Brasil, https://fastbio.com.br/).

4.5.2 Confirmacdo das clonagens

Os clones das protefnas-alvo (pET28a/dfpl, pET28a/dfp2 e pET28a/dfgl) foram
introduzidos na cepa Escherichia coli DH5a por meio de transformacao bacteriana utilizando

o método de choque térmico.

Para as transformagoes, foram preparadas aliquotas de 100 puL de células competentes
de E. coli DH5a. Apos retiradas do ultra-freezer, 100 ng de DNA plasmidial de cada clone
foram adicionados as células competentes. As amostras foram mantidas em banho de gelo por
30 min e, em seguida, submetidas a um choque térmico a 42 °C por 45 s em banho-maria.
Imediatamente apds, as células foram resfriadas em banho de gelo por 2 min. Apds o tratamento
térmico, as células transformadas foram ressuspendidas em 1 mL de meio LB sem antibi6tico
e incubadas sob agitacdo a 180 rpm, a 37 °C, durante 2 h para recuperagdo celular, e entdao
centrifugadas a 2.795 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado, mantendo-se um volume de
aproximadamente 100 pL, utilizado para ressuspender o pellet celular. Essa suspensao foi entao
distribuida em placas de LB-agar contendo canamicina (50 pg.mL™!) como agente de sele¢io.
As células foram espalhadas com uma alca de Drigalski e as placas foram incubadas a 37 °C

por 16 h para permitir o desenvolvimento das colonias. Os clones transformantes foram
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selecionados com base na resisténcia a canamicina, e a extracdo do DNA plasmidial foi

realizada seguindo o protocolo de minipreparagdo de plasmideos.
4.5.3 Extracdo do DNA plasmidial

Para a extracdo do DNA plasmidial pelo método de miniprep, foram utilizados 5 mL de
cada cultura bacteriana contendo os clones de DNA das proteinas-alvo. As culturas derivadas
de colonias isoladas foram cultivadas em meio LB e selecionadas previamente durante as
transformagdes. Essas culturas foram centrifugadas a 11.180 g por 2 min, e o pellet celular
resultante foi ressuspendido em 200 pL da Solucdo 1 (contendo 25 mM de Tris-HCI, 10 mM
de EDTA, 50 mM de glicose) com a adicdo de 5 uL de RNase (10 mg.mL™), seguida de

incubagdo a temperatura ambiente por 10 min.

Ap6s a incubacdo inicial, 200 pL da Solugdo 2 (200 mM de NaOH e SDS 10%) foram
adicionados a suspensdo, que foi misturada suavemente por inversao e incubada em banho de
gelo por 5 min. Em seguida, 200 pL da Solug¢do 3 (5 M de acetato de potassio e 2 M de acido
acético) foram acrescentados, € a amostra foi centrifugada a 11.180 g por 10 min. O
sobrenadante foi cuidadosamente recolhido para a etapa de precipitacdo do DNA plasmidial,
utilizando 800 pL de isopropanol, com uma incubagdo a -20 °C por 2 h. Apds esse periodo, as
amostras foram novamente centrifugadas a 11.180 g, e o sobrenadante foi descartado. O pellet
de DNA foi lavado com 500 pL de etanol a 70% v/v e submetido a uma ultima centrifugacdo
a 11.180 g. Finalmente, o pellet de DNA plasmidial foi eluido em 20 uL. de 4gua livre de RNase

e armazenado a -20 °C.
4.5.4 PCR

A clonagem dos DNAs plasmidiais em E. coli DH5a foi confirmada por PCR, que visou
amplificar um fragmento correspondente a regiao do promotor T7 do vetor pET28a, que
engloba a drea do sitio de clonagem em que as proteinas-alvo foram inseridas. Os primers
utilizados estdo apresentados na Tabela 2, e a composi¢cdo da reacdo de PCR encontra-se
detalhada na Tabela 3. As reacOes foram realizadas no termociclador sob as condigdes
padronizadas: 95 °C por 5 min para desnaturacdo inicial, 35 ciclos de: 95 °C por 30 s para
desnaturagdo, 48 °C por 30 s para anelamento e 72 °C por 1 min para extensao, e por fim 7 min
a 72 °C para completar a extensio final. Agua foi usada como controle negativo e DNA de uma
proteina previamente clonada em pET28a (460 pb), como controle positivo. Cada reacdo de

PCR utilizou 2 uL. de DNA da amostra em um volume final de 25 uL por reagdo.
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Tabela 2. Sequéncias de primers promotor T7 vetor pET28a

Primers Sequéncia Amplicon

T7 promotor (forword - F) 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 300 pb (vetor vazio)

T7 terminador (reverse - R) 5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'

Tabela 3. Reacdo padrio utilizada para preparo de PCR

Reagente Volume (uL)
Tampdo Taq DNA polimerase com Mg?* 5,00
dNTPs 1,00
Primer F 1,00
Primer R 1,00
DNA a ser avaliado 2,00
Taq DNA polimerase 0,25
Agua nuclease free 39,75
Total 50,00

Os produtos de PCR de cada amostra de DNA foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 2%, para confirmar a presenca das bandas amplificadas especificas
correspondentes a cada clone. Apds a corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de

etidio e visualizado sob luz ultravioleta para verificar as bandas amplificadas.
4.5.5 Expressdo de proteinas

Para a expressdo das proteinas recombinantes, cada DNA plasmidial pET28a/dfpl,
pET28a/dfp2 ou pET28a/dfgl foi introduzido nas cepas de expressdo Escherichia coli
SHuffle® T7 e ArcticExpress. Realizou-se uma transformacao por choque térmico para cada
proteina em ambas as cepas, conforme ja descrito, com algumas adaptacdes especificas para as

cepas de expressao.
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Primeiramente, as culturas selvagens de E. coli SHuffle® T7 e ArcticExpress foram
cultivadas em 5 mL de meio LB sem antibiético por 16 h a 37 °C, sob agitacdo a 180 rpm.
Durante esse processo, a cepa E. coli ArcticExpress foi suplementada com gentamicina (35
mg.mL"), em funcdo da sua resisténcia intrinseca ao antibiético. Em seguida, ambas as cepas

foram tratadas com cloreto de célcio (CaCl.) para aumentar a competéncia celular.

O pré-tratamento com CaCl: foi realizado utilizando uma solugao de CaCl. 0,1 M. Para
isso, 1 mL de cada cultura foi centrifugado a 7.155 g por 5 min, e o sobrenadante foi descartado.
Em seguida, o pellet celular foi lavado com CaCl: 0,1 M e mantido em banho de gelo. Apds
nova centrifuga¢do nas mesmas condi¢des, o sobrenadante foi novamente descartado, e o pellet

foi ressuspendido em 100 pL de CaCl: 0,1 M.

As coldnias selecionadas foram cultivadas em 5 mL de meio LB com canamicina (50
mg.mL') a 37 °C, sob agitagiio a 180 rpm por 16 h. Apés o crescimento, realizou-se a extragio
do DNA plasmidial e a confirmagdo da correta inser¢ao dos genes das proteinas-alvo nas cepas
de expressdo por meio de PCR. Isso garantiu a presenca e a integridade das construcoes

plasmidiais para a etapa de expressdo das proteinas recombinantes nas cepas selecionadas.
4.5.6 Inducdo e expressdo das proteinas recombinantes

Para garantir a qualidade do in6culo, iniciou-se com um pré-indculo utilizando clones
positivos de pET28a/dfpl (E. coli SHuffle® T7), pET28a/dfp2 e pET28a/dfgl (E. coli
ArcticExpress). Cada cultura foi iniciada com 20 pL de estoques de clones, armazenados em
glicerol a 20% v/v, em 15 mL de meio LB contendo os antibidticos canamicina (50 mg.mL'l,
2 uL) e gentamicina (35 mg.mL"', 1 uL) para a E. coli SHuffle® T7 e apenas canamicina (50
mg.mL!, 2 uL) para E. coli ArcticExpress. As culturas foram incubadas a 37 °C, sob agitagio

de 180 rpm, por 16 h.

Ap6s essa etapa, todo o volume de cada pré-indculo foi transferido para 500 mL de
meio LB, suplementado com as mesmas concentracdes de canamicina e gentamicina, e
incubado a 30 °C com agitag@o a 180 rpm até que a densidade 6ptica a 600 nm atingisse entre
0,4 e 0,6. Em seguida, a expressdo proteica foi induzida com a adi¢ao de 500 pL de Isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) a 1 mM nas culturas, que foram mantidas a 12 °C e
agitacdo de 180 rpm durante 24 h (E. coli SHuffle) e por 37 °C e agitagdo de 180 rpm por 3 h
(E. coli ArcticExpress). Ao final do cultivo, as células foram centrifugadas a 11.180 g por 15

min a 4 °C, e os pellets resultantes foram armazenados a -20 °C para posterior andlise.
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4.5.7 Lise celular e preparo das fragdes solivel e de corpo de inclusao

Para anélise da expressdo das proteinas, os pellets foram lisados com tampao PBS (137
mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na:HPOs, 1,8 mM de KH2PO4) contendo 5% v/v de
glicerol, 1 mM de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF, inibidor de serino proteases) e 200
u g.mL'1 de lisozima. Para cada 30 mL de cultura, foram adicionados 6 mL do tampao de lise,
e as amostras foram incubadas em banho de gelo por 15 min. A ruptura celular foi realizada

por sonicagdo (a 100% de amplitude por 5 min, com intervalos de 30 s).

ApOs a sonicagdo, as amostras foram centrifugadas a 11.180 g por 15 min a 4 °C. A
fracdo soluvel, obtida do sobrenadante, foi separada, e o pellet, contendo o corpo de inclusdo,
foi ressuspendido em 3 mL da solu¢@o anterior. A concentracio de proteinas nas fracdes foi
determinada pela metodologia Qubit Fluorometric Quantification (Thermo Fisher Scientific,

MA, USA).
4.5.8 Andlise das fragdes por eletroforese monodimensional e Western blotting

A fragdo soluvel e a fragdo contendo os corpos de inclusdo das proteinas foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%. A confirmagao da expressao foi
realizada por Western blotting, utilizando anticorpos especificos para a marcag¢do da cauda

6xHis, permitindo a identificacio das proteinas recombinantes.

SDS-Tricina PAGE (SCHAGGER e von JAGOW, 1987), foi utilizada para a separacao
de proteinas de baixa massa molecular. Nesse gel, dispomos de trés camadas: empilhamento
(5% T e 2,6% C), espacador (10% T e 3% C) e separagdo (16,5% T e 3% C). Para cada corrida,
foram separados 18 puL das amostras, previamente misturados com tampdo de amostra
contendo SDS e B-mercaptoetanol, garantindo a carga negativa e a desnaturacdo das proteinas,

respectivamente.

A corrente elétrica foi mantida constante a 80 V até que as proteinas atingissem a
extremidade inferior do gel. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R250 por 30

min, seguido de descolora¢do em solucdo de dcido acético 7,5% v/v e metanol 25% v/v.

Para a confirmacdo da expressdo das proteinas recombinantes, foi realizada a técnica
de Western blotting, em que 18 puL das fragdes solivel e de corpos de inclusdo provenientes da

N

expressdao das protefnas foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida, como
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descrito anteriormente. Apds a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) utilizando um sistema
semisseco a 400 mA por 1 h, em tampao de transferéncia composto por 39 mM de glicina, 48

mM de Tris base € 20% v/v de metanol.

Ap6s a transferéncia, as membranas foram lavadas trés vezes por 5 min em tampao
PBS-T (PBS contendo 0,1% v/v de Tween 20) para remover excesso de reagente. A seguir, a
membrana foi corada com solugdo de Ponceau S (0,1% Ponceau S em 4cido acético glacial
10% v/v) para visualizacdo das proteinas transferidas, permitindo a confirmag¢do da

transferéncia eficiente para a membrana.

Em seguida, a membrana foi incubada por 1 h em uma solucdo de bloqueio contendo
450 mg de albumina sérica bovina (BSA) diluida em PBS-T para bloquear sitios nao
especificos. Para a imunodeteccdo das proteinas de interesse, a membrana foi incubada por 1 h
com o anticorpo primario anti-HIS produzido em camundongo, diluido na propor¢do 1:3000
em PBS-T. Posteriormente, a membrana foi incubada com o anticorpo secunddrio anti-IgG de
camundongo, diluido 1:5000 em PBS-T, por 1 h. Apds cada incubac¢do com os anticorpos, a

membrana foi lavada trés vezes por 5 min em PBS-T para remover os anticorpos nao ligados.

A deteccdo das proteinas foi realizada pela incubagdo da membrana com solugdo de
revelagdo, contendo 10 mg do reagente 3,3-diaminobenzidina (DAB) dissolvido em 10 mL de
Tris-HCl a 100 mM, pH 7,6, com 0,1% de NiCl: e adi¢ao de 10 puL de peroxido de hidrogénio
(H20.). As bandas de proteinas de interesse foram visualizadas e registradas para analises

posteriores.

S. RESULTADOS
5.1 Bioprospeccao de CPP e AMP in silico

Para a construcido dos bancos de dados utilizados no desenvolvimento do preditor de dupla
funcdo, foram coletadas 1.460 sequéncias nao-CPP e 871 sequéncias CPP, além de 21.074
sequéncias ndo-AMP e 6.783 sequéncias AMP. As sequéncias redundantes foram removidas para

garantir a qualidade nos bancos finais.

Considerando a natureza bioldgica do sistema, os atributos escolhidos para as andlises
basearam-se em propriedades fisico-quimicas caracteristicas das familias de CPP e AMP. Entre

essas propriedades, destacam-se a carga cationica e o grau de hidrofobicidade, que sdo padrdes
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comuns a esses peptideos. A selecdo dos atributos foi fundamentada em estudos prévios sobre a
construcdo de preditores, garantindo que as caracteristicas selecionadas fossem relevantes para a

classificacao.

O treinamento inicial foi realizado para a classe CPP, que apresentava menor
disponibilidade de informacdes. Apds a obtengdo de métricas satisfatorias de acurécia, precisdo e
revocagdo, 0os mesmos atributos foram testados para a classe AMP. Nesse caso, ndo foram

necessdrias alteracdes, e 0 modelo apresentou desempenho igualmente robusto.

No entanto, foi observado um desbalanceamento entre o nimero de sequéncias negativas
(n30-CPPs e nao-AMPs) e positivas (CPPs e AMPs), particularmente para AMP, pois as sequéncias
nao-AMPs superaram em quantidade as AMPs. Esse desbalanceamento poderia influenciar na
classificac@o, favorecendo a predi¢do de novas sequéncias como negativas. Para diminuir esse
problema, foi utilizada uma estratégia de reorganizacdo do dataset baseada em técnicas de
ensemble learning. As sequéncias negativas para AMP foram divididas em duas partes, enquanto
o total de sequéncias positivas foi mantido intacto, resultando em dois subconjuntos mais
equilibrados. O treinamento foi realizado separadamente em cada subconjunto, e as métricas finais
foram obtidas pela média do desempenho nesses subconjuntos. Essa abordagem permitiu que tanto
o preditor CPP quanto o preditor AMP alcancassem resultados consistentes, mesmo em cenarios

de desbalanceamento, assegurando uma alta qualidade de predicdo para ambos os casos.

5.2 Sele¢ao do modelo

A escolha do modelo foi realizada por meio da otimizacdo de parametros durante o
treinamento, com o objetivo de maximizar métricas de desempenho, como acuricia, precisdao
e revocacao, para os classificadores testados. Esses parametros foram ajustados para alcancar
valores proximos de 1, garantindo previsdes mais assertivas. Apds a aplicagdo de validacdo
cruzada para os modelos testados, o modelo Extra Trees se destacou pelo melhor desempenho.
Este método apresentou uma acurédcia de 98% para a predicdo de AMPs e 96% para CPPs,
sendo a acurdcia definida como a proporc¢ao de previsdes corretas (positivas e negativas) em
relacdo ao total de previsdes realizadas. Além disso, 0 modelo demonstrou métricas adicionais
de desempenho significativas. Para a métrica de precisdo, que avalia a propor¢do de
classificagdes positivas que foram realmente corretas, os valores obtidos foram 96% para
AMPs e 80% para CPPs. Ja a revocagdo, que mede a propor¢dao de rétulos positivos

corretamente classificados, apresentou 98% para AMPs e 75% para CPPs.
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O modelo Extra Trees utiliza a construcdo de multiplas drvores de decisdo aleatdrias,
agregando os resultados por meio de uma média para obter a classificacdo final. Essa
abordagem € vantajosa por reduzir vieses, resultado da aleatoriedade na geracdo de drvores
(GEURTS et al., 2006).

A andlise das métricas avaliadas indicou um desempenho superior para a predicao dos
AMPs, possivelmente em funcdo da maior disponibilidade de sequéncias positivas em seu
conjunto de dados de treinamento. No caso da predicao dos CPPs, apesar de métricas um pouco
inferiores, os valores foram considerados satisfatérios, dada a menor disponibilidade de
informacdes e a novidade do tema na literatura. O classificador foi projetado para operar em
dois filtros sequenciais: inicialmente classifica as sequéncias como CPPs, e posteriormente
como AMPs. Sequéncias positivas em ambas as categorias sdo listadas separadamente,
apresentando as respectivas porcentagens para cada classe.

A estratégia de classificacdo utilizada neste trabalho demonstrou eficiéncia similar ou
superior a de preditores individuais de CPPs e AMPs reportados na literatura. Esses resultados
indicaram que o modelo Extra Trees pode ser aplicado de forma eficaz em cendrios de
bioprospeccdo, mesmo em condi¢des de dados desbalanceados. A Tabela 4 compara os
resultados de acuricia obtidos com o preditor aqui desenvolvido, nomeado PeptiDuo, com os
resultados de preditores ja descritos, evidenciando a competitividade do método proposto.
Tabela 4 - Performance de comparacdo dos preditores de AMP e de CPP reportados na

literatura com o preditor desenvolvido neste trabalho, nomeado PeptiDuo

Preditor % de Acuricia
1AMPred 90
AMP AI4AMP 88
CAMPR4 93
PeptiDuo 98
C2Pred 83
CPP MLCPP 93
PeptiDuo 96
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Os descritores mais relevantes identificados pelo modelo preditivo desenvolvido foram
o ponto isoelétrico, a carga liquida e os residuos de aminodcidos especificos K (lisina), R
(arginina) e L (leucina). A composi¢do de dipeptideos, como RN (arginina-asparagina), KG
(lisina-glicina) e RG (arginina-glicina), apresentou alta prevaléncia em peptideos de dupla
funcdo. Esses atributos estdo diretamente ligados com as propriedades fisico-quimicas e

estruturais associadas aos CPPs e AMPs.

Para sua funcionalidade, na entrada de dados, o preditor permite arquivos multi-fasta
contendo sequéncias gendmicas ou protedmicas das espécies de interesse, sendo processadas

para identificacdo de peptideos com potenciais atividades bioldgicas.

Empregando a valiosa funcdo do preditor de analisar arquivos multi-fasta com
sequéncias gendmicas ou protedmicas de espécies de interesse, foram aqui processadas
independentemente as sequéncias completas de um genoma e de trés proteomas para identificar
peptideos com potenciais atividades bioldgicas, conforme a seguir. Além de avaliar as
sequéncias completas, pelo método de janela deslizante, foram examinadas sub-regides
especificas de sequéncias gendOmicas ou protedOmicas. Essa abordagem possibilitou a
identificacdo de criptideos pequenos, com potencial funcional, localizados dentro das
sequéncias maiores funcionais, permitindo identificar os peptideos cuja atividade bioldgica s6
poderia ser observada se a sequéncia integra fosse analisada, otimizando dessa forma a busca
de peptideos de dupla funcao. O resultado final dos peptideos preditos € gerado em uma tabela
no formato "CSV" (Comma-Separated Values), contendo os dados preditos para cada

sequéncia analisada do genoma ou proteoma.

Embora as andlises tenham sido realizadas apenas em espécies vegetais neste trabalho,
o preditor foi treinado utilizando um conjunto abrangente de sequéncias depositadas em bancos
de dados contendo sequéncias de organismos diversos. Isso confere amplitude a nossa
ferramenta, permitindo sua aplicacdo para a avaliagdo de peptideos de diferentes organismos e
levando a possibilidades de exploracdo e bioprospec¢do de uma grande abrangéncia de novas

moléculas bioativas.
5.3 Andlises in silico

Apo6s todas as andlises dos proteomas do pimentdo, do girassol e da berinjela pelo
preditor para identificar peptideos de dupla funcdo, utilizamos ferramentas de bioinformética

para selecionar os melhores candidatos para que a sintese quimica fosse realizada. A Tabela 5
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mostra alguns dos parametros utilizados para a comparacao e sele¢do dos peptideos. Ao final,
selecionamos trés peptideos que foram preditos com dupla fun¢ao (RB1, RB2 e RB4) e um que
foi predito como ndo funcional, intitulado como controle negativo (RB3). Esses peptideos
tiveram como origem o proteoma de pimentao, girassol e berinjela. A Tabela 6 apresenta mais
algumas sequéncias preditas como promisssoras pelo PeptiDuo, porém que ndo foram

sintetizadas.



Tabela 5. Alguns parametros analisados para a escolha das sequéncias sintetizadas nesse trabalho (RB1, RB2, RB3 e RB4), preditas pelo PeptiDuo
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Peptideos preditos pelo PeptiDuo Preditor Dupla Funcio Outros preditores Outros preditores Atributos
(Score, %)* de CPP (Score, %)* de AMP (Score, %)*
Origem Sequéncia Obtida PeptiDuo PeptiDuo MLCPP | C2PRED | CAMP | iAMPred | AI4AMP Carga pl MW toxicidade
para CPP | para AMP R3 liquida teérico |(g.mol)
em pH 7
Pimentao LLRLHGRYRLWWWWW 98,59 98,5 99,04 99,28 99,9 79 98,84 3 10,9 2763,21 ndo-
(RB1) WWY téxico
Girassol WYKRRQKRRNRR 98,8 99,5 98,7 98,8 99,7 79 94,54 8 12,41 1803,09 néo-
(RB2) téxico
Girassol EAIIQEYKEEDE 10,95 11,2 15,9 12,7 5 3,2 1 -5 3,83 1495,54 nio-
Controle toxico
negativo,
sem dupla
funcdo
(RB3)
Berinjela RHRRNRKRPYRN 95 97,6 98,71 98,6 99,5 0,64 74,8 7 12,41 1708,94 ndo-
(RB4) toxico

* Os valores obtidos para cada preditor, em %, correspondem a pontuacdo (score) para classificacdo quanto a probabilidade de funcionalidade
como CPP (por MLCPP e C2Pred) ou AMP (por CAMP R3, iAMPred e AI4AMP) ou peptideo dupla funcdo (por PeptiDuo, valores individuais
para CPP e AMP).




Tabela 6. Outros criptideos obtidos com melhores avaliagdes pelo PeptiDuo
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Preditor Dupla Funcio Outros preditores de CPP (Score, | Outros preditores de AMP (Score, Atributos
(Score, %) %) %)
Origem Sequéncia PeptiDuo PeptiDuo | MLCPP | C2PRED | eficacia de CAMP iAMPred | AI4AMP Carga pl MW toxicidade
Obtida para CPP para penetracio R3 liquida em | tedrico | (g/mol)
AMP pH7

Pimentao [ RRHCRRRRW 97,2 96 99,3 99,2 alta 99,5 70 99 7 12,5 1724,02 | nio- téxico
WR
ARRNKRKRA 97,1 95,3 98,5 99,4 alta 97,7 61 97,7 10 12,8 2361,89 | ndo- toxico
NLRAKKLLR
L
REKCRRSRE 97 95,4 98,2 98,8 baixa 86,1 77 86 7.9 12,1 194429 | nio- téxico
RRRKK

Girassol WWRWWRKL 98,1 97,6 93,8 97,6 alta 1 81 99 6,9 12,1 2892,4 | ndo- toxico
RWCWRWRW
CR
PHHHRHRHR 98,1 96,7 92,2 92,2 alta 99 66 91 7,6 12,5 2271,55 | ndo- téxico
HCRRHRR
RKKLKRNRR 98,1 95,4 99,4 99 alta 98 68 87 9,1 12,81 2375,84 | nido- téxico
HRRWWWL

Berinjela | RRKGRIGSRK 95,3 97,6 98,16 29,6 baixa 90,2 91 90 8 12,81 1653,94 | ndo- téxico
GARR
RCRKSCRLR 95,2 96,8 94 97,9 alta 91,4 82 67,6 8 11,85 | 2655,21 | ndo- téxico
WLNYLRPHI
KR




55

Valores de score positivos, individualmente para CPP e AMP, foram obtidos na
predicao dos peptideos de interesse pela nossa ferramenta, PeptiDuo. Valores de score
similares foram também obtidos para outros preditores individuais de CPP ou AMP da
literatura, refor¢cando os valiosos resultados obtidos por nossa ferramenta. As caracteristicas
fisico-quimicas descritas como padrdo para essas moléculas, como carga liquida, ponto
isoelétrico e hidrofobicidade, foram determinantes na escolha final para a sintese quimica. De
forma complementar, sinais de toxicidade ou alergenicidade foram critérios eliminatérios, ja

que o objetivo € aplicar essas moléculas em sistemas bioldgicos.
5.3.1 Avaliagdo dos padrdes das sequéncias peptidicas obtidas pelo preditor

As sequéncias geradas pelo preditor PeptiDuo, com criptideos tnicos e acuricia
superior a 96% para dupla funcdo (CPP e AMP), foram submetidas a alinhamentos e andlises
para identificacdo de padrdes. Para o pimentdo, analisamos 19 sequéncias unicas, 38 para o
girassol e 27 para berinjela. A seguir, estdo descritos os principais resultados para cada

proteoma e genoma analisado usando PeptiDuo.

5.3.1.1 Sequéncias do Proteoma de Pimentao

No proteoma de pimentdo, os alinhamentos revelaram que 90% das sequéncias
apresentaram residuos catidnicos nas posi¢oes 14 e 16 (Figura 3). Esses padroes foram
confirmados pela andlise no WebLogo, que mostrou alta frequéncia de residuos de arginina e,
em menor proporcao, glicina nas sequéncias (Figura 4). A arginina contribui significativamente
para a anfifilicidade e a carga positiva das sequéncias, caracteristicas essenciais para as funcoes

de penetracao celular e atividade antimicrobiana.
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Figura 3. Alinhamento das 19 sequéncias dnicas de criptideos preditas no proteoma do

pimentdo (NCBI) com probabilidade acima de 96% para dupla fungdo (CPP e AMP).

watiogo berkeley edu

Figura 4. Andlise de frequéncia, utilizando WebLogo, dos residuos de aminodcidos das 19

sequéncias unicas de criptideos preditas no proteoma do pimentdao (NCBI) com probabilidade

acima de 96% para dupla funcio (CPP e AMP)

5.3.1.2 Sequéncias do Proteoma de Girassol

O proteoma do girassol apresentou o maior nimero de sequéncias com alta predi¢do

para dupla funcionalidade (acima de 96% de probabilidade). Nos alinhamentos, 90% das

sequéncias exibiram residuos hidrofébicos na posicdo 19 e arginina na posicdo 21 do

alinhamento (Figura 5). Esses padrdes sugerem uma forte conservacdo de residuos associados

a interacdo com membranas. A andlise complementar no WebLogo corroborou a intensa
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presenca de residuos de argininas e glicinas, destacando padrdes semelhantes aos encontrados

nas sequéncias do pimentdo, mas com maior variacdo em posicOes adjacentes (Figura 6).

cov pid
1 XP_021980373.1 100.0% 100.0%
2 XP_021976454.1 56.2% 35.3%
3 XP_022015155.1 56.2% 37.5%
4 XP_021975899.1 37.5% 13.3%
5 XP_235836023.1 37.5% 12.5% R
6 XP_022029037.1 50.0% 10.0% ---RGG(GDK--GRRGGR‘D‘-GRRG --------
7 XP_021981924.1 62.5% S5.9%  ----e----- RSRSRSRSLR‘SRSKSI. ------
8 XP_021981925.1 62.5% S5.9%¥  --c-ccee-- RSRSRSRSLRISRSKSL - ==~~~
9 XP_021989849.1 50.0% 15.0% - -GGGGRGR - -G - - -GGG -GRG&] -------
10 XP_021990405.1 31.2% 10.5% @ ----- GRGRGRGRGR - - - JGIGRG == = = == = =~
11 XP_021995331.1 43.8% 6.7%  ------ RGRGRGRGRGGRY% ------------
12 XP_021986978.1 43.8% 6.7%  ------ RGRGRGRGRGGRYQ,. ------------
13 XP_0220087905.1 31.2% 7.1% -=-=-~RGRGR - RGRGRGGS. --------------
14 XP_021986874.1 25.0% 10.0%  ----RGRGRG-GRG----& CGRGR- -~ ==~~~
15 XP_035842618.1 50.0% 11.8%  -------- RGRGRGREGS LGRGR - = = === ==
16 XP_022009993.1 56.2% 10.5% @ ------- GRGRGRGQSGG.G.GRGKK -------
17 XP_035840047.1 56.2% 11.8%  ---------GRGRGQSGGIGIGRGKK-~~~~~~
18 XP_021971246.1 37.5% 11.8% ----RYRGR--GRSR-- ----------
19 XP_021974826.1 37.5% 10.5% ---RRGRGQ--GRGR - -GFGIGRG- -~~~ == -~
20 XP_022009263.1 37.5% 10.5% ---GGGRGR--GRGR--% LGRG === === =
21 XP_021971784.1 37.5% 11.1% --YSRGRGR - -SRGR - -G '6 -----------
22 XP_022008371.1 37.5% 13.3%  ------ RGR--SRGR--G.G.-GR ----------
23 XP_@35839935.1 37.5% 11.8% ----RGRGR--SRGR- -GAGIGR~ ===~~~ ==~
24 XP_022042435.1 43.8% 17.6% ----RGRGYIRGRGR({I ------------
25 XP_022004114.1 50.0% 10.0% - - - ~GGRGRGGGRGR AGRG === === ===
26 XP_022033248.1 50.0% 16.7% --RGRGHGR--GRGR({ R
27 XP_022018909.1 25.0% 0.0% - -RGGGRGRGRGRGRGRS - -~ = = = == = = = = = = -
28 XP_022035155.1 43.8% 12.5%  ----- GRGRGRGR - - R R
29 XP_035835734.1 43.8% 12.5%  ----- GRGRGRGR - -GRG '6 -----------
30 XP_021988778.1 50.80% 10.9% - -GGGRGRGRGRGRGRGIGIGR = = = = = = = = = =
31 XP_022022439.1 37.5% 11.8%  ------ RGRGRGRGR - -GIGIGS -~~~ == ===~
32 XP_035844376.1 37.5% 12.5%  ------ RGRGRGRGR - -G3GIG -~~~ ===~~~
33 XP_035839204.1 43.8% 7.7%  ccc-cee-a- HYKRRQ ----------
34 XP_035844747.1 43.8% 14.3% CIRRNS-----~~-- P‘R -----------
35 XP_021999416.1 43.8% 9.5% -IKKSRKAERRPERRA l\R -----------
36 XP_022003483.1 68.8% 18.8%  --ccccccceee- LRRWRSSGK - - - -
37 XP_022003736.1 50.0% 15.4%  ---cc-cceeoo-- \rRKR. SRGYYH -~~~ =~~
38 XP_021974382.1 62.5% 13.3%  --cccccceea-- RRK-RLRZRRWWMILC-----
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Figura 5. Alinhamento das 38 sequéncias tnicas de criptideos preditas no proteoma do girassol

com probabilidade acima de 96% para dupla funcao.
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Figura 6. Andlise de frequéncia, utilizando WebLogo, dos residuos de aminoacidos das 38
sequéncias unicas de criptideos preditas no proteoma do girassol com probabilidade acima de

96% para dupla funcdo (CPP e AMP).
5.3.1.3 Sequéncias do Proteoma e do Genoma de Berinjela

Nas sequéncias analisadas da berinjela, os residuos hidrofébicos nas posi¢des 16 e 18
apresentaram maior diversidade quando comparados as outras familias. Foram observados
residuos como arginina, lisina e histidina, sugerindo maior variacdo estrutural entre os
criptideos identificados (Figura 7). Essa andlise foi realizada com dados derivados
majoritariamente do genoma, uma vez que o proteoma apresentou nimero limitado de

proteinas disponiveis para bioprospeccao.

Os padrdes identificados no WebLogo mostraram maior variagdo de aminodacidos,
refletindo uma menor conservagao das sequéncias (Figura 8). Os valores no eixo das ordenadas,
que representa a conservacao em posicoes especificas, foram os menores entre todas as andlises

realizadas, reforcando o cardter mais diversificado das sequéncias oriundas da berinjela.
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Figura 7. Alinhamento das 27 sequéncias tnicas de criptideos preditas no genoma da berinjela

com probabilidade acima de 96% para dupla funcio.
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Figura 8. Andlise de frequéncia, utilizando WebLogo, dos residuos de aminodcidos das 27
sequéncias Unicas de criptideos preditas no proteoma e genoma da berinjela com probabilidade

acima de 96% para dupla fungdo (CPP e AMP).
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5.4 Validacdo da atividade antibacteriana dos peptideos preditos com dupla fungao

Os peptideos RB1 (origem pimentdo e predito com dupla fun¢do), RB2 (origem girassol
e predito com dupla fun¢do), RB3 (origem girassol, controle negativo, sem dupla fungdo) e
RB4 (origem berinjela e predito com dupla funcio) foram avaliados quanto a sua capacidade
de inibicdo de crescimento bacteriano contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
e as bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Ralstonia solanacearum. As andlises foram
realizadas por 12 horas de cultivo, tempo apds o qual as bactérias encontravam-se em suas
fases estaciondrias de crescimento. Os resultados indicaram haver variabilidade na eficécia dos

peptideos, dependente tanto da concentragdo quanto da espécie bacteriana testada.

O peptideo RB1, predito com dupla funcdo, demonstrou um perfil de inibicdo
bacteriana promissor apds 12 h de cultivo, com destaque para sua alta atividade contra as
bactérias Gram-negativas e inibicdo crescente com a concentracdo. Contra para Ralstonia
solanacearum (Figura 9), observou-se que a concentragdao de 175 uM promoveu a inibi¢ao
parcial (34%) do crescimento bacteriano, enquanto que as concentragdes de 350 uM e 700 uM
de RB1 foram suficientes para inibir totalmente o crescimento, indicando uma resposta muito
eficiente de RB1 para este fitopatégeno. Contra Escherichia coli (Figura 10), o peptideo RB1
mostrou uma atividade crescente e consistente, com inibicdo de 67% para 175 pM, de 94%
para 350 uM e inibicdo total para 700 uM, demonstrando uma correlagdo positiva entre a
concentragdo e a eficdcia. J4 em relagdo a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
(Figura 11), RB1 inibiu o crescimento de forma parcial e ndo proporcional as concentragdes
testadas, com 92% de inibic@o para a concentragdo de 175 uM de RB1, 67% para 350 uM e
70% para 700 uM. Observa-se que os valores de absorvancia menores que o inicial detectados
ao longo do crescimento podem estar relacionados a morte bacteriana. RB1 apresentou portanto
um comportamento mais efetivo para bactérias Gram-negativas, inferindo-se que o tipo de
membrana bacteriana pode interferir diretamente na acdo de penetracdo celular e
antimicrobiana. Para a bactéria Gram positiva, indica-se estudar se esse comportamento
poderia estar relacionado a saturacdo ou a interagdes que favorecem a acdo em concentragdes

intermediarias.
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Figura 9. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB1 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibiético canamicina a
30 pg.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como

controle negativo.
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Peptideo RB1 x Escherichiacoli
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Figura 10. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB1 nas concentra¢des 700 uM
(C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como

controle negativo.
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Peptideo RB1 x Sraphviococciis aureus
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Figura 11. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB1 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibitico canamicina a
30 ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como

controle negativo.

O peptideo RB2, também predito com dupla funcdo, apés 12h de cultivo, mostrou
contra R. solanacearum (Figura 12) a maior inibicao, de 71%, na maior concentragdo testada,
700 uM, enquanto que as concentracdes de 350 uM e 175 uM resultaram em 34% e 19% de
inibicdo, respectivamente, havendo inibicdo de forma proporcional a concentracdo de RB2.
Contra E. coli (Figura 13), a 700 uM, o peptideo inibiu 74%, contra 48% e 46% para a
concentragdo de 350 e 175 uM, respectivamente, indicando que para bactérias Gram-negativas,
as inibi¢des pelo peptideo foram mais promissoras. Por fim, para S. aureus a inibi¢do ocorreu
de forma ndo proporcional as concentragdes, com 31% de inibi¢ao para 175 uM de RB2, 65%

para 350 uM e 39% para 700 uM (Figura 14).
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Figura 12. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB2 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como

controle negativo.



65

Peptideo RB2 x Escherichiacoli
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Figura 13. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB2 nas concentracdes 700 uM
(C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 Meio LB, como

controle negativo.
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Peptideo RB2 x Staphylococcus aureus
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Figura 14. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB2 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 pg.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o0 Meio LB, como

controle negativo.

O peptideo RB3, predito como negativo para CPP e AMP, foi usado como controle
negativo e apresentou os resultados esperados, com baixa ou nenhuma atividade
antimicrobiana. Mesmo na presenga da maior concentragdo, 700 uM, as 12 h de cultivo, a
inibicdo do crescimento foi nula ou inferior a 10% para R. solanacearum (Figura 15), E. coli
(Figura 16) e S. aureus (Figura 17). Esses resultados validam o uso de RB3 como um controle
negativo para a predicao de peptideos dupla fungdo (CPP e AMP), apropriado para as andlises,

e evidenciam a especificidade dos demais peptideos.
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Peptideo RB3 x Ralstonia solanacearum
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Figura 15. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB3 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como

controle negativo.
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Peptideo RB3 x Escherichiacoli
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Figura 16. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB3 nas concentracdes 700 uM
(CI), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C, com
leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 pg.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o Meio LB, como

controle negativo.
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Peptideo RB3 x Staphviococcus aureus
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Figura 17. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presen¢a do peptideo RB3 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a
30 pg.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 Meio LB, como

controle negativo.

O peptideo RB4, também predito com dupla fun¢do, mostrou melhor desempenho
contra S. aureus e E. coli em concentracdes mais altas e de forma proporcional a concentracao,
exceto para E. coli na menor concentragdo testada, 100 uM. Contra R. solanacearum (Figura
18), a inibicdo foi de aproximadamente 50% (52% e 57% 47%) para as tré€s concentracoes
testadas (700, 350 e 175 uM, respectivamente). A 600 uM, a inibicao foi de 37% para E. coli
(Figura 19) e 43% para S. aureus (Figura 20).
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Peptideo RB4 x Ralstonia solanacearum
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Figura 18. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB4 nas concentracdes
700 uM (C1), 350 uM (C2) e 175 uM (C3). O experimento foi realizado em meio LB a 37°C,
com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico canamicina a

30 ug.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e 0 meio LB (meio), como

controle negativo.
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Figura 19. Curva de crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli ao longo de 12
h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenca do peptideo RB4 nas concentragdes 600 uM
(C1), 400 uM (C2), 300 uM (C3), 200 uM (C4) e 100 uM (C5). O experimento foi realizado
em meio LB a 37°C, com leituras de densidade 6ptica a 596 nm a cada duas horas. O antibidtico
canamicina a 30 pg.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular, e o meio LB

(meio), como controle negativo.
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Figura 20. Curva de crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ao longo
de 12 h na auséncia (Meio LB + bactéria) e na presenga do peptideo RB4 nas concentracdes
600 uM (C1), 400 uM (C2), 300 uM (C3), 200 uM (C4) e 100 uM (C5). O experimento foi
realizado em meio LB a 37°C, com leituras de densidade Optica a 596 nm a cada duas horas. O
antibiético canamicina a 30 pg.uL! foi utilizado como controle positivo para a morte celular,

e o meio LB (meio), como controle negativo.

Os valores de MIC (concentracdo minima inibitoria) para os peptideos RB1, RB2, RB3
e RB4 foram avaliados contra as bactérias Ralstonia solanacearum, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus ap6s 10 horas de ensaio. Os resultados revelam variacdes na eficicia

dos peptideos, dependendo da bactéria alvo e da concentracao utilizada (Tabela 7)
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Tabela 7. Calculo de Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) do crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Ralstonia solanacearum em 10 h de cultivo. As

equagoes lineares ajustadas para o cdlculo do MIC estao apresentadas.

Bactéria-teste MIC por RB1 MIC por RB2 MIC por RB3 MIC por RB4
(M) (UM) (UM) (M)
S. aureus ND!-9 NDU ND!-2) 1.092,85©
E. coli 370,437 1180,56® ND!-2) 1519,71®
R. solanacearum 233,711 907,114D ND!2) ND->)

1. ND — MIC nio determinado pela falta de linearidade da inibicdo em relacdo a concentragdo do
peptideo. 2. RB3 € controle negativo, com crescimento bacteriano similar a ausé€ncia de peptideos.3.
Inibi¢do do crescimento de de 92%, 67% e 70% nas concentragdes de 175, 350 e 700 uM de RB1. 4.
Inibi¢do do crescimento de 31%, 65% e 39% nas concentragdes de 175, 350 e 700 uM de RB2. 5.
Inibi¢do do crescimento de 52%, 57% e 47% para as concentragdes de 175, 350 e 700 uM de RB4. 6.y
=0,1068x -16,716; R2=0,9149. 7. y = 0,149x + 44,806. R?2 = 0,9966. 8. y = 0,0537x + 36,604. R? =
0,9995. 9.y =0,0659x - 1,492. R =0,9667. 10. y = 0,3138x + 26,662. R? = 0,8741. 11. y = 0,1052x +
4,5722. R2=0,9961.

O peptideo RB1 apresentou valores de MIC diferentes para as bactérias testadas. Contra
R. solanacearum, o MIC foi de 233,71 uM, enquanto para E. coli, foi de 370,43 uM. RB1
apresentou os maiores valores de atividade antimicrobiana contra ambas as bactérias Gram-
negativas, especialmente contra R. solanacearum, em que a concentracdo necessdria para
atingir a inibi¢do total foi menor. Por outro lado, contra S. aureus, ndo foi possivel calcular o
MIC, uma vez que a inibi¢do variou de 55% a 80%, mas de forma ndo proporcional as
concentracoes testadas. Esse comportamento ndo linear sugere uma interacdo diferente com a
célula bacteriana, possivelmente dependente de condicdes especificas do ambiente ou da

membrana celular da bactéria Gram-positiva.

O peptideo RB2 demonstrou menor eficidcia em comparagdo ao RB1. O MIC contra

R. solanacearum foi de 907,11 uM, enquanto contra E. coli foi de 1.108,56 uM. Para S. aureus,
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embora o MIC nao tenha sido calculado devido a falta de proporcionalidade na inibigao,

observou-se até 65% de inibi¢ao na menor concentracao (175 uM).

O controle negativo RB3, classificado como sem dupla funcdo predita, confirmou a
auséncia de atividade antimicrobiana relevante contra R. solanacearum, E. coli e S. aureus, ndo
apresentando inibi¢do nessas condicdes. Esses resultados reforcam o papel de RB3 como um
controle, evidenciando que sua estrutura nao possui caracteristicas favordveis a atividade

antimicrobiana, e reafirmando mais uma vez a validacdo do nosso preditor.

O peptideo RB4 apresentou uma resposta diferente contra R. solanacearum, inibindo
cerca de 50% do crescimento bacteriano para todas as concentragdes testadas, mas sem
proporcionalidade suficiente para o calculo do MIC, possivelmente ndo estando relacionada
com a concentracdo utilizada, mas as suas caracteristicas. Contra E. coli, o MIC foi de

1.519,71 uM, enquanto para S. aureus foi de 1.092,85 uM.

Os resultados de acdo dos peptideos preditos sobre diferentes bactérias evidenciaram
respostas diferentes e sem um padrdo aparente para peptideos, bactérias e concentragdes
avaliadas. Esse comportamento sugere que diferentes peptideos preditos podem atuar de
formas e em concentracdes variadas sobre diferentes bactérias, sejam Gram-positivas ou Gram-
negativas, sejam patogenos com diferentes atuacdes (de humanos ou fitopatdgenos), o que
reforca a importincia de ferramentas como o PeptiDuo para uma mais rdpida e eficiente

prospeccao de novos agentes de defesa para fins diversos, tdo necessdrios nos dias atuais.
5.4 Validacdo da permeabilidade da membrana por microscopia confocal

Pelas andlises da microscopia confocal para os peptideos RB1 (origem pimentdo e
predito com dupla funcdo), RB2 (origem girassol e predito com dupla fun¢do), RB3 (origem
girassol, controle negativo, sem dupla funcdo) e RB4 (origem berinjela e predito com dupla
funcdo), em diferentes tempos de incubagdo (Oh, 4h e 8h) com R. solanacearum, visualizou-se
ter ocorrido a permeabilidade dos peptideos selecionados em membrana bacteriana. No tempo
Oh (Figura 21), utilizado como controle, o experimento incluiu apenas o meio LB, a suspensao
da bactéria R. solanacearum e os fluoréforos FTIC (marcador de células viaveis) e iodeto de
propidio (marcador de células comprometidas). Como esperado, foram detectados
pouquissimos sinais fluorescentes nas células, indicando a auséncia de interagao inicial com os

peptideos e confirmando que, nesse tempo, nenhuma internalizagdo ocorreu.
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Figura 21. Imagem de microscopia confocal do cultivo de Ralstonia solanacearum em meio
LB, na auséncia de peptideos, correspondendo ao tempo Oh de ensaio (controle) para todos os
peptideos analisados. O ensaio continha 20 pL. de suspensdo bacteriana (OD=0,5) e os
fluoréforos FTIC (2 pg.uL™!) e iodeto de propidio (20 ug.uL') em meio de cultura LB,
perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis marcadas pelo FTIC. B.
Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas identificadas pelo iodeto de

propidio. C. Sobreposi¢ao das fluorescéncias verde e vermelha.

Ap6s quatro horas de incubagdo, foi observada uma boa internalizacdo de RBI,
evidenciada pela localizacdo intracelular do marcador fluorescente (Figura 22). Essa
internalizacdo foi ainda mais acentuada no tempo de 8 horas (Figura 23), demonstrando
claramente a capacidade de RB1 de penetrar membrana plasmética bacteriana. Esses resultados
confirmam experimentalmente o potencial de RB1 como peptideo de penetragdo celular,

predito pela ferramenta desenvolvida.

Para RB2, ap6s 4 horas de ensaio observamos também um aumento na presenca de
células marcadas por iodeto de propidio (vermelho), indicando que houveram danos
significativos na membrana bacteriana (Figura 24), o que estd de acordo com os resultados
antimicrobianos quantitativos para essa bactéria. No tempo de 8h apds o inicio do ensaio,
(Figura 25) observamos uma reduc¢do no nimero de células vidveis (verde), mostrando o

impacto cumulativo do RB2 sobre o indculo de R. solanacearum.
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Figura 22. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB1 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™") e iodeto de propidio (20 pg.uL') em
meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposi¢ao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 23. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB1 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 pug.uL™!) e iodeto de propidio (20 pg.uL") em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.
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Figura 24. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB2 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 u g.pL'l) e 1odeto de propidio (20 p g.pL'l) em
meio de cultura LB, perfazendo 110 pL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 25. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB2 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 pug.uL™!) e iodeto de propidio (20 pg.uL") em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

RB3, peptideo classificado como nao-CPP e nao-AMP pelo PeptiDuo, nos tempos de
4h (Figura 26) e 8h (Figura 27), apresentou pouquissimos sinais de internalizacdo, e a

predominancia de viabilidade celular, a semelhanga do que foi observado para o controle
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(Figura 21). Esses resultados, mais uma vez, reforcam que RB3 nao possui caracteristicas de

CPP, validando sua classificacdo como controle negativo em nossa ferramenta.

Figura 26. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB3 (175 uM). O ensaio continha 20 pL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 pug.uL™?) e iodeto de propidio (20 pg.uL!) em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 27. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia

solanacearum na presenca do peptideo RB3 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 pug.uL!) e iodeto de propidio (20 ug.uL™!) em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Comparado com os demais peptideos, RB4 foi o que apresentou menor presenca de

danos a membrana para os tempos de 4 h (Figura 28) e 8h (Figura 29). Em nossa bioprospec¢do
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no PeptiDuo, essa sequéncia era a que havia obtido o menor score de CPP, e na microscopia

conseguimos observar isso também.

Figura 28. Imagem de microscopia confocal capturada apds 4 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB4 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 ug.uL™) e iodeto de propidio (20 pg.uL') em
meio de cultura LB, perfazendo 110 puL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.

Figura 29. Imagem de microscopia confocal capturada apds 8 horas de cultivo de Ralstonia
solanacearum na presenca do peptideo RB4 (175 uM). O ensaio continha 20 puL de suspensao
bacteriana (OD=0,5) e os fluoréforos FTIC (2 pug.uL™!) e iodeto de propidio (20 pg.uL") em
meio de cultura LB, perfazendo 110 uL. A. Fluorescéncia verde indica células vidveis
marcadas pelo FTIC. B. Fluorescéncia vermelha representa células comprometidas

identificadas pelo iodeto de propidio. C. Sobreposicao das fluorescéncias verde e vermelha.
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5.5 Construcgio e clonagem dos genes para sintese de peptideos dupla funcio

Com o objetivo de desenvolver produtos finais voltados para a indistria biotecnoldgica,
foram projetados trés genes para a expressao individual de trés peptideos selecionados pelo
nosso preditor por sua dupla fun¢do, CPP e AMP simultaneamente. Os genes projetados neste
estudo foram dfpl, dfp2 e dfgl, com sequéncias peptidicas derivadas de diferentes fontes
naturais. Os genes dfpl e dfp2 foram baseados em sequéncias originadas do pimentdo,
enquanto dfgl teve como origem o girassol. O gene dfpl foi derivado do peptideo RB1, cuja
sequéncia ¢ LLRLHGRYRLWRRRRRRY; o gene dfp2 foi baseado em uma sequéncia
peptidica semelhante (LLRLHGRARLRRRRRRRY); e o gene dfgl foi projetado a partir da
sequéncia do peptideo RB2 (WYKRRQKRRNRR). Decidimos ndo clonar a sequéncia RB4
(derivada da berinjela), pois tanto as andlises de bioinformética quanto o0s ensaios
antimicrobianos indicaram que ela possuia uma eficiéncia menor em comparagdo as outras
sequéncias. Dessa forma, optamos por clonar uma segunda proteina derivada do pimentao

(dfp2), que apresentou um score de predi¢ao superior ao da sequéncia da berinjela.

Para atender ao requisito de aproximadamente 15 kDa de tamanho necessario para a
clonagem de genes, foram criadas quimeras consistindo, respectivamente, em sete, sete € nove

unidades repetidas das sequéncias peptidicas selecionadas (Tabela 8).

Tabela 8. Sequéncias proteicas das trés quimeras correspondentes aos genes projetados dfpl,
dfp2 e dfgl, formadas por repeti¢des de peptideos com dupla fun¢do, que sdo respectivamente

peptideo RB1, peptideo similar a RB1 e peptideo RB2

Quimeras | Sequéncia protéicas clonadas, com peptideos que se repete hachurados

dfpl LLRLHGRLRLLRRRRRRYLILRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLR
RRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRYLLRLHG
RLRLLRRRRRRYLLRLHGRLRLLRRRRRRY

dfp2 LLRLHGRARLRRRRRRRYLILRLHGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLR
RRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRYLLRL
HGRARLRRRRRRRYLLRLHGRARLRRRRRRRY

dfgl WLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRR
NRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQKRRNRRWLKRRQ
KRRNRRWLKRRQKRRNRR
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Andlises in silico indicaram que nenhuma das proteinas possui predi¢do de algas
transmembrana, o que favorece a expressao eficiente em sistemas intracelulares, minimizando
problemas relacionados a inser¢do na membrana. Além disso, a auséncia de peptideos-sinal nas

sequéncias contribui para a clonagem bem-sucedida e para a correta expressdo das proteinas

recombinantes.

A amplificagdo dos genes foi confirmada por PCR, e os produtos amplificados foram
inseridos no vetor de expressdo pET28a. A Figura 30 apresenta as bandas amplificadas
correspondentes as cepas de expressdao Escherichia coli SHuffle® T7 e ArcticExpress, para
todos os clones, evidenciando diferencas. A selecdo das cepas foi assim baseada na eficiéncia
de amplificacdo observada, sendo a cepa de expressdo E. coli SHuffle® T7 utilizada para o

clone pET28a/dfpl e a E. coli ArcticExpress empregada para os clones pET28a/dfp2 e
pET28a/dfgl.

2AR
1AR
3AR
2AR
1AR
3AR
2AR
1AR
3SFL
2 SFL
1 SFL
3SFL
2 SFL
1SFL
Controle positivo

MM RTU 100 pb
Controle negativo
dfp2 3 DHSa
dfp2 2 DH5a
dfp2 1 DHSa
dfpl 3 DH5e
dfpl 2 DH5a
dfpl 1 DHSa
dfgl 3 DH5a

500 pb

100pb

Figura 30. Confirmagdo da clonagem dos genes dfpl, dfp2 e dfgl no vetor de expressao
pET28a. Eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo os produtos de PCR obtidos apds
amplificacdo dos genes inseridos no vetor. MM: marcador molecular de DNA (100 pb 3’RTU).

Controle negativo: dgua. Controle positivo: gene de 460 pb previamente clonado em pET28a.

Bandas amplificadas foram entdo observadas no padriao esperado para os trés clones,
na faixa de aproximadamente 600 pb. O par de primers referente ao promotor T7 do vetor
amplifica um fragmento de DNA de cerca de 300 pb. Com a inser¢do do gene de interesse no
vetor, o fragmento amplificado aumenta proporcionalmente ao tamanho do gene, resultando
em produtos de PCR maiores, como esperado para os clones positivos. Esses resultados

confirmam a inser¢ao dos genes nos vetores de expressao.
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5.6 Expressdo das proteinas

A expressdo das proteinas foi induzida com 1 mM de IPTG, e a andlise da expressio
foi feita com o tempo de 24 h para a E. coli SHuffle® T7, e 3h para E. coli ArcticExpress. A
Figura 31 apresenta o resultado da separacdo, por SDS-PAGE, das proteinas presentes nas
fracOes solivel e corpo de inclusdo da expressao de dfpl, dfp2 e dfgl. Bandas foram

observadas em aproximadamente 15 kDa, que correspondem a massa molecular esperada para

as proteinas recombinantes.
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Fragido solavel dfgl
Corpo de inclusio dfgl
Fragfo solivel dfpl
Corpo de incluséio dfpl
Fragiio solivel dfp2
Corpo de inclusiio dfp2

Figura 31. Avaliacdo das proteinas expressas por dfpl, dfp2 e dfgl. SDS-Tricina PAGE das
fracOes solivel e de corpos de inclusdo resultantes da expressdo. MM: Marcador molecular

com intervalo de 14,4 a 66,2 kDa. Controle positivo: proteina ja expressa previamente com 15
kDa.

As proteinas recombinantes dfpl, dfp2 e dfgl foram analisadas por Western Blot
(Figura 32) para confirmar sua expressdo e avaliar a distribuicdo das proteinas de interesse
expressas entre as fracdes soluvel e corpos de inclusdo, que foram observadas proximas a 15
kDa, conforme esperado. Nas fragdes soldveis, as bandas foram pouco visiveis, indicando
menor expressdo das proteinas em sua forma solivel, devendo ser observado que a

concentracdo protéica das fragdes soliveis no gel era de 2 a 3 vezes menor do que a
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concentragdo das fragdes contendo os corpos de inclusdo (Tabela 9). Comparando-se com as
fragdes soldveis, as fracdes referentes aos corpos de inclusdo apresentaram bandas intensas,
demonstrando que as proteinas foram mais intensamente expressas na forma insoldvel, porém
tendo ocorrido também alta expressdo nas fragdes soltveis. O padriao de expressdo em corpos
de inclusdo € caracteristico de proteinas recombinantes expressas em sistemas bacterianos,
especialmente quando em altas concentra¢des, podendo resultar em agregacdo e formacgao de
corpos de inclusdo. A andlise do controle positivo validou a funcionalidade do ensaio, com
bandas bem definidas no gel. Esses dados reforcam que as proteinas recombinantes foram

corretamente expressas e oferecem um ponto de partida para estudos futuros de purificagdo e

aplicagdo biotecnoldgica.
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Corpo de inclusiio dfpl
Corpo de inclusiio dfp2
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Figura 32. Andlise de expressao das proteinas recombinantes dfp1, dfp2 e dfgl em Escherichia
coli por Western Blot. As amostras corresponderam a 18 puL das fracdes soluveis e de corpos
de inclusdo obtidas apds a indugdo da expressdo, com concentragdes apresentadas na Tabela 9.
MM: marcador de peso molecular. Controle positivo: proteina recombinante previamente

validada.

Tabela 9. Concentracdo de proteinas nas fragdes expressas dos clones dfpl, dfp2 e dfgl,

determinada pela metodologia Qubit Fluorometric Quantification (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA)
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Clonagem Proteina na fragdo solivel Proteina na fra¢do corpos de inclusao
(ng.uL™ (nguLh)
dfpl 1,86 4,16
dfp2 2,68 4,18
dfgl 1,82

2,92
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a eficiéncia do preditor desenvolvido
para identificar peptideos com dupla funcdo, a saber, peptideos de penetracdo celular (CPPs) e
peptideos antimicrobianos (AMPs) simultaneamente. De acordo com a literatura atual, ndo
existem ferramentas de predi¢des duplas especificas para peptideos com atividades
antimicrobiana e de penetracdo celular simultaneamente. As abordagens experimentais
descritas na literatura, em sua maioria, buscam criar moléculas multifuncionais por meio da
fusdo de sequéncias distintas de CPPs e AMPs. Descrevemos, assim, a primeira proposta de
preditor de dupla fungdo para CPPs e AMPs, e peptideos aqui descritos foram ensaiados e o
preditor foi validado por ensaios antimicrobianos e microscopia, buscando-se também sua

expressao para aplicacdo biotecnoldgica.

Uma das grandes dificuldades dos peptideos com mais de uma funcdo € integrar
diversas propriedades em uma unica sequéncia de forma eficiente. Estratégias tradicionais
muitas vezes envolvem a fusdo de diferentes peptideos por meio de linkers ou a adi¢do de
propriedades adicionais em peptideos ja caracterizados, o que pode limitar o desempenho final
e a eficiéncia do design racional (HSUEH et al., 2023), além de custos de produgdo e
dificuldades adicionais na sintese em larga escala. Dessa forma o uso de aprendizado de
maquina (machine learning, em inglés) surge como uma abordagem eficiente, permitindo o
desenho de sequéncias peptidicas que combinem simultaneamente multiplas caracteristicas
desejadas, como atividades antimicrobianas e de penetracao celular. Essa abordagem facilita a
identificacdo de novos candidatos, com maior potencial terapéutico, e reduz a dependéncia de

técnicas laboratoriais, em geral demoradas e de alto custo.

A validacao in silico revelou que os peptideos selecionados apresentaram caracteristicas
esperadas para atividades antimicrobiana e de penetracao celular, como carga positiva elevada
e presenga de residuos hidrofébicos, propriedades essenciais para a interagio com membranas
celulares (BUCATARU; CIOBANASU, 2024; HUANG; LI, 2023). Residuos catidnicos e
hidrofébicos estdo muito presentes nas sequéncias peptidicas obtidas, como era esperado, visto
que aumentam tanto a interacdo eletrostatica com a membrana plasmética, quanto a penetragao
celular. Apesar de arginina e lisina serem residuos de aminodcidos catidnicos, a presenga da
arginina mostra-se mais eficiente para a penetracdo na membrana, o que foi também obtido em

nossas andlises. Além disso, a arginina apresenta um maior volume de ligacdes de hidrogénio
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nas interagdes cation—m, o que facilita a interacdo com as cargas negativas presentes na

membrana bacteriana (CHAN et al., 2006).

Esses resultados destacam o potencial do PeptiDuo como ferramenta para acelerar a
descoberta de novos peptideos terapéuticos, conforme os trabalhos recentes na bioinformética
para explorar sequéncias protedmicas e/ou genOmicas em busca de novos candidatos

antimicrobianos.

Além disso, um diferencial importante do preditor desenvolvido neste trabalho foi a
capacidade de identificar criptideos, ou seja, fragmentos de sequéncias, caso o usudrio opte por
essa abordagem. Essa funcionalidade amplia vastamente as possibilidades de bioprospec¢ao,
permitindo a andlise de partes de sequéncias de proteinas ou de genes que possam conter
regides funcionalmente relevantes, mesmo que a sequéncia completa ndo apresente
propriedades antimicrobianas ou de penetracdo celular evidentes ou ainda descritas. Neste
trabalho, todas as sequéncias peptidicas obtidas com alta predi¢cdo para dupla funcdo
sintetizadas tiveram entre 12 e 18 residuos de aminodcidos, um tamanho protéico relativamente
pequeno, que pode diminuir os custos de produgcdo em larga escala quando da aplicagcdo
biotecnoldgica. Além disso, sequéncias curtas podem apresentar maior estabilidade e menor

potencial de respostas imunogénicas (STROM et al., 2003).

A atividade antimicrobiana dos peptideos foi confirmada por ensaios in vitro, com
inibi¢do significativa do crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Esse
resultado reforca a eficicia dos peptideos identificados, que provavelmente agem
desestabilizando a membrana bacteriana, um mecanismo amplamente descrito para AMPs
(XUAN et al., 2023). Além disso, a microscopia confocal evidenciou a interacdo dos peptideos
com as membranas bacterianas, confirmando a permeabilizacdo. Estudos prévios ja apontam
que CPPs e AMPs compartilham caracteristicas estruturais que facilitam a translocagdo e

inser¢do em membranas bacterianas (BUCCINI; CARDOSO; FRANCO, 2021).

Os AMPs apresentam um risco menor de induzir resisténcia em microrganismos, €
quando combinados com fragmentos de CPPs, sua capacidade de penetracdo celular &
amplificada, permitindo a entrega intracelular eficiente, tanto de AMPs quanto de outros
agentes terapéuticos. Essa integracdo entre AMPs e CPPs representa um campo de pesquisa

em evidéncia, com grande potencial para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
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e diagndsticas (KRAVCHENKO et al., 2023). A identificagao de peptideos com dupla fun¢do

em nosso trabalho mostra um método mais eficiente e simplificado para enfrentar patégenos.

Continuando essa abordagem, a clonagem e expressdo das proteinas recombinantes
dfpl, dfp2 e dfgl possibilitaram a producdo de moléculas que aliam atividade antimicrobiana
a capacidade de penetracdo celular em sistemas heter6logos. Todas as proteinas foram
expressas, embora com maior presenga no corpo de inclusao. Este resultado pode ser comum
em proteinas recombinantes expressas em Escherichia coli, ocorrendo por exemplo devido ao
dobramento incorreto das proteinas (ROSANO; CECCARELLI, 2014), ou como sdo pequenos,
da interacdo entre grupamento hidrofobicos de regides ndo dobradas. Uma forma de reduzir a
formacao de corpos de inclusdo em proteinas recombinantes € interromper a expressao proteica
apo6s a inducao inicial. Isso pode ser realizado removendo o indutor e substituindo o meio por
um fresco, suplementado com cloranfenicol, um inibidor da sintese proteica. Esse
procedimento promove o recrutamento de chaperonas moleculares, que auxiliam no
dobramento correto dos polipeptideos recém-sintetizados, melhorando a solubilidade das
proteinas recombinantes (CARRIO; VILLAVERDE, 2002). Ainda sim, a presenca de proteinas
nas fragdes soliveis foi promissora, e indica a possibilidade de otimizacdo do processo para
aumentar a solubilidade. A confirma¢do da identidade das proteinas recombinantes por

Western blotting refor¢ou a especificidade e eficiéncia do sistema de expressao utilizado.

A integracdo das abordagens in silico e in vitro permitiu uma andlise abrangente das
caracteristicas e do potencial terapéutico dos peptideos estudados. A capacidade de identificar
e expressar proteinas ou peptideos com propriedades antimicrobianas e de penetragdo celular
representa um avanco significativo na busca por alternativas aos antibidticos convencionais,
especialmente em um cendrio de aumento da resisténcia bacteriana (DEL RIO; TREJO

PEREZ; BRIZUELA, 2022).

Além das aplicacOes terapéuticas, os peptideos propostos no trabalho também
apresentam potencial significativo em outras dreas, como a agricultura. AMPs tém sido
amplamente explorados como compostos de defesa em culturas agricolas devido a sua
capacidade de atuar contra patégenos flingicos e bacterianos que causam prejuizos econdmicos
relevantes (MONTESINOS, 2007). As defensinas, por exemplo, tém sido empregadas em
plantas transgénicas para aumentar a resisténcia a doengas e reduzir o uso de pesticidas
quimicos, contribuindo para agriculturas mais sustentiveis (MARCOS; GANDIA, 2008).

Neste contexto, os peptideos com dupla funcdo identificados no presente estudo poderiam ser
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aplicados como agentes antimicrobianos em tratamentos topicos ou em sistemas de liberagdao
controlada, protegendo as plantas de infec¢des enquanto minimizam os impactos ambientais.
Essa versatilidade refor¢ca a importincia de integrar abordagens computacionais, como 0
preditor desenvolvido, para acelerar a descoberta de moléculas bioativas com multiplas

aplicacdes, desde a saide humana até a prote¢ao ambiental.

7. CONCLUSAO

Este estudo abordou de forma abrangente a identificacio e caracterizagdo de peptideos
bioativos com dupla funcdo, atuando tanto como penetradores celulares quanto como
antimicrobianos. Por meio de uma abordagem envolvendo a bioprospeccdo in silico de
genomas e proteomas de espécies vegetais, incluindo berinjela, girassol e pimentdo, foi
possivel identificar novas sequéncias peptidicas promissoras. Até onde se sabe, ndo existem
ferramentas que realizem a predi¢do integrada de dupla funcionalidade, sendo capaz de
explorar as propriedades compartilhadas por CPPs e AMPs. Essas caracteristicas permitem a
interacdo com membranas celulares, e também facilitam a atuacdo antimicrobiana. A inclusdo
de sequéncias minimas no processo de predi¢do apresenta uma vantagem significativa,
especialmente na redugdo de custos de sintese e na viabilidade de producdo em larga escala. O
desenvolvimento do PeptiDuo, ferramenta aqui proposta, um preditor baseado em aprendizado
de maquina capaz de classificar eficientemente peptideos com essas fungdes, representou um
avancgo significativo em relacdo aos preditores existentes, mostrando alta precisdo na andlise
de sequéncias completas e fragmentadas (criptideos). Essa inovacdo destaca o potencial dos
criptideos como fontes de moléculas bioativas, ampliando as possibilidades para aplicag¢des

biotecnoldgicas e terapéuticas.

Os peptideos selecionados apresentaram propriedades caracteristicas de CPPs e AMPs,
como carga positiva elevada e anfifilicidade, confirmadas por andlises in silico e validagdes
experimentais in vitro. Os ensaios demonstraram atividade antimicrobiana significativa contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de capacidade de permeabilizagdo de
membranas bacterianas, confirmada por microscopia confocal. Além disso, a clonagem e
expressdo dos peptideos em sistemas heter6logos possibilitaram a obtencdo de proteinas

recombinantes, embora ainda que com desafios relacionados a formagao de corpos de inclusao.
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Os resultados obtidos ressaltam o potencial dos peptideos bioativos identificados para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, particularmente no combate a resisténcia
bacteriana, um dos maiores desafios da saide publica global. Em paralelo, suas aplicacdes na
agricultura como agentes antimicrobianos sustentdveis oferecem uma alternativa promissora

para a protecdo de culturas contra patégenos, reduzindo a dependéncia de pesticidas quimicos.

A abordagem ampla deste trabalho, integrando bioinformadtica, bioquimica de proteinas,
biotecnologia e andlises laboratoriais, reforca a importancia da utilizacdo de ferramentas
computacionais para acelerar a descoberta de novas moléculas bioativas. Os resultados obtidos
fornecem informacdes para estudos futuros, incluindo a otimizacdo dos peptideos
identificados, a avaliacdo de suas aplicagcdes em modelos in vivo e o desenvolvimento de
produtos para uso clinico e agricola. Assim, este estudo contribui de maneira relevante para a
exploracdo do potencial biotecnoldgico de peptideos vegetais, ampliando o conhecimento

sobre sua funcionalidade e suas aplicagdes praticas em diferentes dreas.
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