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RESUMO

A relagcdo estabelecida entre os micro-organismos causadores de doengas e a
humanidade vem de longa data, sendo as bactérias um dos principais agentes
causadores de doengas na espécie humana, cujo controle pode ser por meio do uso
de antibidticos, entretanto, com o passar do tempo, o surgimento e o aumento da
resisténcia bacteriana ao uso de tais medicamentos tem se tornado uma
preocupacao crescente. Diante de perspectivas negativas ocasionadas pela
multirresisténcia, o investimento em pesquisas que permitam a obtengdo de novos
medicamentos tem se tornado uma necessidade, porém, por mais dinamicas que
sejam as empresas farmacéuticas, a busca por novos antibacterianos ndo tem
acompanhado o desenvolvimento da multirresisténcia. Desta forma, a elaboracéo de
novas estratégias para o combate crescente a essa resisténcia tem recebida maior
atencao, e os peptideos antibacterianos (PAMs) surgem como uma perspectiva.
Muitos PAMs ja foram isolados de animais e plantas apresentando eficacia
comprovada. Além de isolados diretamente de organismo diversos, outra
possibilidade de obtencdo de PAMs é a sintese artificial de peptideos projetados ou
ainda a utilizacdo de peptideos obtidos da fragmentacdo de moléculas organicas
existentes na composigdo biolégica normal dos seres vivos. Modelagdes
computacionais permitem escolhas de peptideos com maior eficacia e que possam
exercer um combate efetivo contra micro-organismos multirresistentes, assim, o
desenvolvimento e a validagao de técnicas que usem a bioinformatica para facilitar a
descoberta desses PAMs e minimizar custos de pesquisa estdo se destacando no
campo da biotecnologia. Neste trabalho, foi selecionada a proteina eritropoetina
humana (EPO) para a obtengdo de PAMs por meio de simulagbes in silico. Os
peptideos obtidos foram avaliados e testados em diferentes modelos computacionais
visando a predigdo de possiveis efeitos antibacterianos, pensando em uma eventual
sintese para testes futuros, com a perspectiva de que esses agentes atuem como
novas armas contra a constante evolugao da resisténcia bacteriana, desde que nao
gerem respostas imunoldgica de rejeicdo, alergenicidade ou citotoxicida ao serem
usados em terapias.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, antibacterianos, predigdo, predigéo in
silico, eritropoetina, antibidticos.



ABSTRACT

The relationship established between the micro-organisms disease causing and
humanity has a long history, the bacteria being one of the main causative agents of
disease in humans, some easily controlled others less, usually through the use of
antibiotics, however, with the passage of time, the emergence and spread of bacterial
resistance to the use of such medications has become a growing concern. In the face
of negative perspectives caused by multi-resistance, investment in research that
allows the obtaining of new drugs has become a necessity, however, even the
pharmaceutical companies had been dynamic, the search for new anti-bacterials has
not accompanied the development of multidrug resistance. Therefore, the
development of new strategies to combat this growing resistance have received more
attention, and antibacterial peptides (PAMs) arise as a perspective. Many PAMs have
been isolated from animals and plants showing proven effectiveness. Beyond directly
isolated from various organisms, another possibility of obtaining PAMs is design
artificial synthesis of peptides or the use of peptides obtained from the fragmentation
of organic molecules in the biological composition existing in the standard of living
beings. Computational modeling allow choices of peptides more effectively and that
may have an effective combat against multidrug-resistant micro-organisms, thus, the
development and validation of techniques that use bioinformatics to facilitate the
discovery of these PAMs and minimize search costs are excelling in the
biotechnology field. In this work, we selected the human erythropoietin protein (EPO)
to obtain PAMs through simulations in silico. The peptides were evaluated and tested
in different computational models aimed at predicting possible antibacterial effects,
considering a possible synthesis for future testing, with the prospect that these
agents act as new weapons against the constant evolution of bacterial resistance,
since there do not generate immune responses of rejection, allergenicity and
cytotoxicity when used in therapies.

Keywords: antimicrobial peptides, antibacterial, prediction, in silico prediction,
erythropoietin, antibiotics.
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1. INTRODUGAO

Desde o surgimento do homem, os micro-oganismos estiveram associados a
doencas inicialmente desconhecidas e incuraveis. Entretanto, as causas destas
doencas comecaram a serem descobertas a partir de 1878 com o trabalho de
Pasteur e Koch (ANDERSSON et al., 2010).

A partir dos trabalhos realizados por Alexander Fleming que leveram a descoberta
da penicilina, inGmeros outros foram desenvolvidos, porém a velocidade de
surgimento de micro-organismos resistentes cria uma grande preocupacdo em
ordem mundial, tornando a busca por novos compostos que possam atuar como
novas drogas e alternativa para tratamento de doencgas causadas por micro-
organismos um fator fundamental na industria farmacéutica.

Segundo Davies (2010), com o melhoramento da producdo em larga escala e a
crescente utilizacdo os agentes antibacterianos contribuiram significantemente com
0 desenvolvimento de resisténcia bacteriana funcionando como um fator
responsavel pela selecdo de bactérias resistentes, por isso, mesmo que esses
antimicrobianos tenham revolucionado a historia da medicina e salvado incontaveis
vidas, a sua utilizacdo vem sendo acompanhada por um rapido aparecimento de
linhagens bacterianas resistentes.

Atualmente, a resisténcia bacteriana vem sendo considerada um crescente
problema de saude publica mundial e o maior obstaculo para o sucesso de um
tratamento, jA que continua a reduzir o nimero de antibidticos validos disponiveis
(OLIVEIRA et al., 2008; BANGHEZAL et al., 2007).

A resisténcia bacteriana € um fenémeno relacionado a formacdo de cepas nédo
sensiveis aos antibibticos, que sao capazes de se multiplicar mesmo na presenca de
concentracfes de antimicrobianos mais elevadas do que as provenientes de doses
terapéuticas convencionais e; ocorre devido a evolucdo natural dos micro-
organismos, além do uso desmedido e irracional destes agentes nas praticas
médicas, agrarias e veterinarias (WANNMACHER, 2004; HOEFLER et al., 2006).
Apesar de todos os esforcos da comunidade cientifica, a descoberta de novos
antibiéticos tem atingido sucesso limitado (WANG et al., 2006).

Nesse contexto, a pesquisa, a purificacdo, e a caracterizagcdo quimica, biologica e
estrutural de novas substancias antimicrobianas provenientes da fauna e da flora

brasileira sdo valiosas, uma vez que a propria evolucdo tratou de selecionar um
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vastissimo espectro de substancias eficientes que defendem contra infec¢des
(FREITAS, 2003).

Nas Ultimas décadas, novas classes de antibioticos, incluindo peptideos ou
proteinas antimicrobianas de origem animal, tém sido extensivamente investigadas
como alternativas a crescente resisténcia observada em diversos tipos de micro-
organismos patogénicos. Esses peptideos sdo elementos primitivos da resposta
imune de todas as espécies de ser vivo, cujas vias de inducdo sdo relativamente
conservadas em vertebrados, insetos e plantas (HOFFMAN et al., 1999, DANGL &
JONES, 2001).

A descoberta da ocorréncia de peptideos antimicrobianos e seu papel importante
como efetores da defesa frente a patdgenos microbianos foram enormemente
motivados pelo surgimento e propagacdo de resisténcia multipla aos antibiéticos.
Nas ultimas décadas, tem merecido destaque as inUmeras pesquisas com 0S
peptideos antimicrobianos relacionados com seu uso potencial na luta contra micro-
organismos multirresistentes (ROTEM & MOR, 2009). Uma série de peptideos
“antibidticos” faz parte do sistema imune inato da maioria das espécies, desde
plantas a mamiferos (ZASLOFF, 2002). Estes peptideos possuem como principal
alvo de interacao os lipidios das membranas celulares dos organismos (PAPO et al.,
2003).

A emergente resisténcia de varios grupos de bactérias aos antibiéticos disponiveis,
inclusive os de ultima geracdo, tem levado os laboratérios produtores a procurar
novas substancias que possam ser utilizadas com eficacia contra bactérias
resistentes. Assim, varios bancos com sequéncias peptidicas, com potencial efeito
microbicida, tém sido criados com a utilizacdo da quimica combinatéria
(HOUGHTEN et al., 1991; BLONDELLE & HOUGHTEN, 1996; HONG et al., 1998).
Embora muitos dos peptideos identificados tenham atividade bactericida menor que
0S agentes antimicrobianos em uso, varios aspectos os tornam uma boa alternativa
como futuros agentes antimicrobianos.

Além de peptideos antimicrobianos de origem animal, muitos de origem vegetal
foram descritos e tem sido constantemente estudados. Embora por um mecanismo
mais complexo, porém semelhante, os peptideos antibiéticos codificados por genes
de plantas mostram um padrdo de expressao que é também consistente com uma
funcéo de resposta ao ataque de patdgenos (GARCIA-OLMEDO et al., 2001).
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Diante das necessidades estabelecidas, buscamos desenvolver um desenho in silico
de ferramentas de bioinformética para a geracéo e caracterizacdo de peptideos com
potencial antibacteriano.

Com o intuito de tentar minimizar os impactos financeiros da sintese de peptideos
pretendemos estabelecer critérios tedricos 0s quais consideramos importantes para
gue uma sequéncia predita tenha atividade in vitro.

Dentro desse contexto, utilizamos como modelo para obtencédo das sequéncias de

peptideos a eritropoetina humana.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Antibidticos
Vuillemin, em 1889, criou o termo antibiose para explicar o processo natural de
selecdo pelo o qual um ser vivo destréi outro para assegurar a sua propria
existéncia. Mais tarde surgiu o conceito atual de antibi6ticos relacionado a
substancias de origem biolégica e que tém efeito deletério sobre micro-organismos
(TORTORA et al., 2005).
O surgimento do primeiro antibiético, a penicilina G ou benzilpenicilina, ocorreu em
1928, no laboratério do St. Mary’s Hospital, em Londres, durante os estudos com
uma cultura de bactérias do género Staphylococcus. O médico e professor de
bacteriologia Alexander Fleming observou a presenca de um bolor contaminando
uma de suas culturas, o qual havia provocado a morte dessas bactérias (GOODMAN
e GILMAN, 2010). Apés essa constatacdo, o bolor foi isolado e descobriu-se que
pertencia ao género Penicillium, atribuindo, assim, o nome de penicilina a substancia
antibacteriana. Em 1939, Florey e Chain isolaram das culturas do Penicillium, a
penicilina, viabilizando assim o primeiro antibiético de uso clinico (apud RAVAT et
al., 2010).
Desde a penicilina, um grande ndmero de antibiéticos foi identificado, desenvolvido e
usado clinicamente como opcdes terapéuticas. Inicialmente, o acesso aos primeiros
antibioticos sistémicos disponiveis (sulfonamidas e penicilina) era restrito, de uso
reservado para as forcas armadas durante a Segunda Guerra Mundial. Contudo,
com o aumento do numero de novos antibiéticos, a simplificacdo do processo de
manufatura e o desenvolvimento de novas formulacdes mais eficazes e econémicas,
0 acesso aos antibidticos foi consideravelmente facilitado (ALANIS, 2005).
Em 1943, Waksman e colaboradores, apods terem estudado diferentes culturas de
fungos, descobriram a estreptomicina que foi obtida a partir de 22 culturas do fungo
Streptomyces griseus e introduzida no uso clinico em 1944. De forma importante, a
estreptomicina mostrou-se eficaz contra bactérias gram-negativas e contra a
Mycobacterium tuberculosis, inovando o tratamento contra a tuberculose (EBRAHIM
et al., 2010).
Nos anos que se seguem, entre 1945 e 1961, novos medicamentos para combate

aos micro-organismos foram descobertos, dentre eles destacam-se: cloranfenicol,
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tetraciclinas, rifamicinas, meticilina, oxacilina e vancomicina (STRYJEWSKI e
COREY 2010).

A producdo do antibidtico em larga escala teve um avanco decisivo a partir do
procedimento de fermentacdo profunda para a biossintese da penicilina. De uma
producgédo inicial total de algumas centenas de milhdes de unidades por més, a
quantidade fabricada atingiu mais de duzentos trilhbes de unidades em 1950
(GOODMAN e GILMAN, 2010).

Nessa época, a primeira penicilina comercializada custava valores dispendiosos por
dose. Em 1976, o pesquisador Beecham descobriu um intermediério biosintético, o
acido 6-amino penicilamico. Com isso, a obtencdo da penicilina passou a ser
semissintética, que reduziu significativamente o0s custos de comercializacéo
(MENEGATTI et al., 2001).

Assim a producédo de antibidticos, incluindo moléculas como as oxazolidinonas (ex:
linezolida) e os lipopeptideos (ex: daptomicina) tem sido estimulada para que seja
possivel o tratamento de infeccbes causadas pelas chamadas vulgarmente de
superbactérias (STRYJEWSKI e COREY 2010 e EBRAHIM et al., 2010).

Pouco tempo depois do inicio da sua aplicacdo a utilizacdo dos antibiéticos
generalizou-se, muito além do tratamento humano e animal. A ampla eficacia dos
antibiéticos foi precisamente o fio condutor para o cenario atual; por serem drogas
muito eficazes no controle dos varios microrganismos, foram ao longo do tempo

cada vez mais massivamente aplicados (DIAS e MONTEIRO et al., 2010).
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2.2 Resisténcia
2.2.1 Aspectos gerais

Atualmente, um dos grandes problemas da saude publica € o uso abusivo e
indiscriminado dos antibioticos, o que pode levar a selecdo de linhagem bacteriana
com resisténcia a esses tipos de medicamentos além de contribuir com o aumento
do numero de intoxica¢des. O uso indevido se deve a fatores como a automedicacao
e ao uso de doses incompletas desses medicamentos, e 0 aumento da resisténcia
ocorre por adaptacdo biologica, processo pelo qual o microrganismo desenvolve
mecanismos de defesa contra a acao do antibiético. Com isso, surge a necessidade
do desenvolvimento frequente de novas drogas, mais potentes e mais ativas.
(CALIXTO e CAVALHEIRO, 2012).

O uso indiscriminado destas drogas tem levado ao surgimento de cepas de micro-
organismos cada vez mais resistentes, onde a emergéncia de micro-organismos
resistentes a multiplas drogas tem se revelado como mais um problema de saude
publica (PARK et al., 2011). Além de causar graves infeccfes hospitalares, afetando
pacientes hospitalizados, recentemente essas bactérias vém se espalhando na
comunidade provocando doencas severas em pacientes previamente saudaveis
(ALANIS, 2005).

Nos anos 60 e 70, o uso indiscriminado de penicilinas semissintéticas resistentes a
penicilinases e de cefalosporinas favoreceu o aparecimento de linhagens de
Staphylococos aureus resistentes a meticilina e na mesma época, 0 uso extensivo
de ampicilina favoreceu o aparecimento de cepas de Escherichia coli ampicilina—
resistentes. Entre os anos 70 e 80, as bactérias Gram—negativas eram o grande
obstaculo terapéutico, mas no novo milénio, as Gram—positivas passaram também a
ocupar um lugar de destaque (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

Segundo Swuartz (2000), uma discrepancia entre o surgimento de bactérias
resistentes e as pesquisas para a descoberta de novos antibiéticos vinha se
estabelecendo, ele destaca que o percentual de artigos relacionados a novas
resisténcias microbianas publicados no Antimicrobial Agents and Chemotherapy
aumentou de 11% no periodo de 1972-1973 para 34% no periodo de 1997-1998. De
acordo com Livemore (2004), nos ultimos anos, a maioria das grandes empresas
farmacéuticas dimiuiu de forma muito significativa a busca por novos compostos

antimicrobianos devido a questbes econdmicas, uma vez que as drogas contra



15

doencas cronicas oferecem um fluxo de receita melhor do que os agentes
antimicrobianos.

A situacdo atual da resisténcia as drogas tem sua origem em muitos fatores,
incluindo a selecdo de mutantes resistentes por exposicdo a agentes
antimicrobianos, transferéncia de determinantes genéticos de resisténcia entre
cepas bacterianas e disseminacdo clonal de cepas resistentes entre pacientes
hospitalizados e entre instituicbes hospitalares. Como consequéncia esta o aumento
da morbidade e mortalidade entre pacientes, a reducdo do numero de drogas
utilizaveis por futuras geracdes de pacientes, além do impacto econdmico trazido
pelos custos com infeccdes (MCGOWAN JR, 2004). Neste contexto, 0 uso incorreto
dos antimicrobianos, uma das principais causas do aparecimento da resisténcia,
pode estar associado a fatores como doses subterapéuticas, inefetividade da droga
selecionada, esquemas terapéuticos curtos, baixa penetracdo no local de infecgéo,
conhecimento inadequado das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
dos farmacos para escolha terapéutica, além de fatores relacionados ao paciente,
como idade, status imunoldgico e ndo adesdo ao tratamento (QUINTILIANI et al.,
1994).

Apesar da emergéncia de bactérias resistentes serem um fendmeno natural e
decorrente do contato dos microrganismos com 0s antibioticos, a rapida evolucéo
verificada acontece na proporcéo da utilizacdo dessas drogas (DIAS e MONTEIRO
et al., 2010).

Tal como Charles Darwin previu um século antes do aparecimento dos antibioéticos,
0S organismos adaptam-se para sobreviver e 0s mais adaptados prevalecem. A
utilizacao intensiva exerceu uma pressao seletiva crescente no meio, acelerando o
desenvolvimento pelas bactérias de formas de adaptacdo e resisténcia aos
principais antibidticos, que sdo transmitidas vertical e horizontalmente (DIAS e
MONTEIRO et al., 2010).

Mundialmente existem cada vez mais bactérias resistentes e ha cada vez um
namero maior de estirpes resistentes a multiplas drogas (particularmente em meio
hospitalar), aumentando a morbilidade, os custos inerentes as prestagées dos
cuidados de saude, bem como as taxas de mortalidade por infecgcbes (KLEVENS,
2002).

O perfil da resisténcia bacteriana aos antibiéticos € muito variavel entre as regides

do globo. Nos varios continentes, e a escala dos paises, existem também
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importantes diferengas que continuam a ser expressivas ao nivel regional, em locais
geograficamente préximos. Desde 2001, a Unido Europeia publica recomendacdes
gue reunem as medidas estratégicas a adotar pelos estados membros no combate a
resisténcia bacteriana, enfatizando, entre outras areas de intervencédo: criacdo de
sistemas de vigilancia epidemioldgica, prevencao da infeccao, optimizacdo do uso
dos antibidticos, investigacdo e desenvolvimento de novos farmacos, bem como a
necessidade da cooperacao internacional (DIAS e MONTEIRO et al., 2010).

Por todo o mundo, existem redes de vigilancia epidemioldgica, que reinem dados
referentes a padrbes de susceptibilidade microbiana, sua variagdo regional e
temporal, de forma a orientar as recomendacfes terapéuticas e a decisdo na pratica
clinica (DIAS e MONTEIRO et al., 2010).

Na Europa, o sistema de monitorizacdo da evolucdo das resisténcias bacterianas,
The European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS), existe desde
1998 e integra atualmente um conjunto de 32 paises. Disponibiliza em tempo real
dados, validados, recolhidos a partir de laboratorios publicos hospitalares, nos varios
paises, sobre a susceptibilidade de sete bactérias relevantes no continente europeu.
Permite assim a analise dos padrdes de resisténcia bacteriana ao longo do tempo,
entre diferentes regides e paises (DIAS e MONTEIRO et al., 2010).

Ha muito tempo a utilizacdo dos antibiticos € alvo de estratégias, visando o seu
emprego adequado e o controle da evolucdo de estirpes resistentes. A optimizacao
dos padrdoes de prescricdo e a reducdo da ma utilizacdo dos antibidticos séo
incontornaveis, mas a diversidade dos fatores (profissionais, culturais, sociais,
econdmicos, entre outros) implicados dificulta 0 sucesso das medidas teoricas. Sao
necessarios estudos de base populacional para avaliacdo dos fatores determinantes
e facilitadores da utilizacdo e nao utilizacdo dos antibiéticos (DIAS e MONTEIRO et
al., 2010).

2.2.2 Bactérias Gram positiva e Gram negativa

As bactérias séo seres unicelulares procariontes, potadores de uma estrutura celular
simplificada, sem a presenca de organelas citoplasmaticas membranosas e com o
material genético disperso pelo citoplasma compondo o nucledide. Além da
membrana plasmatica, do citoplasma, do material genético e dos ribossomos, que

sao constituintes essenciais para qualquer bactéria, a maioria apresenta, também, a
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parede celular. A parede celular é varidvel em sua composicdo quimica o que
determina a existéncia de grupos de bactérias, como as Gram positivas e Gram
negativas, que possuem grande importancia médica.

A parede celular bacteriana é uma estrutura rigida que recobre a membrana
citoplasmatica e confere forma as bactérias. Ela €& constituida por acido
diaminopimérico (DPA), acido muramico e &cido teicdico além de aminoécidos,
carboidratos e lipideos. Todos esses compostos estdo reunidos para formar
substancias poliméricas complexas que por sua vez estruturam a parede celular.
Uma macromolécula complexa denominada peptideoglicana (também chamada de
mucopeptideo ou mureina) forma a estrutura rigida da parede. Além disso, a parede
celular protege a célula, mantém a pressdo osmoética intrabacteriana, impedindo o
rompimento da célula devido a entrada de agua, e funciona como suporte de
antigenos somaticos bacterianos (TRABULSI, 1991; BIER, 1994).

A divisdo das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com sua
resposta a coloracdo de Gram é decorrente das diferencas na composicdo e
estrutura da parede celular (Figura 1).

Bactérias Gram positivas possuem uma quantidade maior de peptideoglicano em
sua parede celular, o que torna a parede dessas bactérias mais espessa e rigida do
que a das bactérias Gram negativas. Composta de proteinas, lipideos,
peptideoglicano e &cidos teicdicos (cadeias de polifosfato com residuos de ribitol e
glicerol), essas bactérias sdo sensiveis a lisozima e sua parede constitui o local de
acdo de alguns antibiéticos além de apresentar elementos basicos para identificacéo
sorolégica. (TRABULSI, 1991; BIER, 1994).

Em bactérias Gram negativas a parede celular € menos espessa e elas sdo mais
complexas do que as Gram positivas por apresentarem uma membrana externa
cobrindo a fina camada de peptideoglicano. A membrana externa é o que distingue
as bactérias Gram negativas, servindo como uma barreira seletiva para a entrada e
saida de algumas substancias da célula e podendo ainda causar efeitos toxicos
sérios em animais infectados. A estrutura da membrana externa é composta por
fosfolipidios, lipoproteinas e lipopolissacarideos (LPSs). Os lipopolissacarideos
estédo localizados exclusivamente na camada externa da membrana, enquanto que
os fosfolipideos estdo presentes quase completamente na camada interna.
(TRABULSI, 1991; BIER, 1994).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da parede celular de bactérias Gram positiva (1) e
Gram negativa (2). Fonte: MIMS et al. (1995), modificado.

2.3Caracterizacao dos peptideos antimicrobianos

Diferentes grupos de peptideos antimicrobianos (PAMs) que ja foram isolados até o
momento apresentam algumas caracteristicas em comum. Geralmente possuem
baixo peso molecular (abaixo de 10kDa), possuindo, normalmente, de 10 a 50
aminoacidos, e se caracterizam por serem moléculas anfipaticas, possuindo tanto
uma regido hidrofobica que interage com lipideos quanto uma regido hidrofilica
carregada positivamente. Sao portadores de alto conteido dos aminoéacidos lisina,
arginina e/ou histidina, sendo moléculas capazes de interagir com residuos
anibnicos. Muitas sdo também ricas em residuos de cisteina, o que favorece a
formacdo de ligacdes dissulfeto na estrutura molecular, tornando-as bastante
resistentes as proteases presentes no soro/plasma (HOFFMAN, 1997; BULET,
2004).

Alguns destes peptideos tendem a se apresentar sem estrutura definida em solucéo
aquosa, adotando uma forma anfipatica ao interagir com membranas, atributo crucial
tanto para atividade quanto para citotoxicidade (OREN et al., 1998). Apesar da
estrutura tridimensional e propriedades fisicas serem bastante semelhantes entre os
diversos peptideos antimicrobianos, os mesmos tem sido classificado normalmente
em familias estruturais baseadas nos padrées de enovelamentos, pois esse grandes
grupos apresentam pouca homologia entre sequéncias primarias (JASON,
KINDRACHUK, 2010).
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Os PAMs participam da primeira linha de defesa de uma grande variedade de
organismos que vao desde procariotas até mamiferos (JENSSEN, 2006). S&o
componentes do sistema imune inato de virtualmente todas as formas e vida, que
foram retidos durante a co-evolucao entre eucariotos e procariotos (PESCHEL et al.,
2006). Nos seres humanos, os PAMs sao componentes essenciais da imunidade
inata onde desempenham papéis chave de defesa e como imunomodulador
(BROWN, 2006).

Para 0s organismos que nao possuem uma resposta imune adaptativa, os peptideos
antimicrobianos formam o componente central do sistema imune inato contra a
invasdo de patégenos. No sistema imune dos organismos mais derivados, 0S
peptideos antimicrobianos fazem parte tanto da resposta inata como adaptativa,
contribuindo significativamente para o combate das infeccbes (VICTOR E NIZET,
2001).

Os peptideos antimicrobianos sdo, em geral, codificados por genes, sintetizados
ribossomalmente e produzidos constitutivamente ou em resposta a eventos
patolégicos (GALLO et al., 2002). Muitos deles séo sintetizados como precursores
inativos, que sdo processados até sua forma ativa por clivagem proteolitica de uma
regido pré-pro-peptidica. Nas plantas, além de agir nos sitios infecciosos, eles
também podem se acumular em diversas estruturas vegetais, em um fenémeno
conhecido como resisténcia sistémica adquirida (BENKO-ISEPPON, GALDINO, et
al., 2010).

Atualmente, é descrita uma grande variedade de organismos vivos capazes de
produzir moléculas de peptideos que atuam na primeira linha de suas defesas. Tais
moléculas podem ser sintetizadas constantemente pelo organismo ou somente apos
uma lesdo ou infeccdo, tendo-se revelado responsaveis pelo sistema imune inato
com amplo espectro de atividade biolégica. Embora o estudo seja relativamente
recente, milhares destas moléculas j4 foram isoladas e tiveram suas atividades
biolégicas comprovadas. Destas, a grande maioria apresenta atividade
antimicrobiana, de grande importancia no sistema de defesa do organismo
(JENSSEN et al.,, 2006; WANG et al., 2008), sdao muito diversificados quanto a
sequéncia de aminoacidos que apresentam, bem como a estrutura secundaria,
porém possuem muita semelhanca quanto a algumas propriedades que levam ao
efeito antimicrobiano desejado. Possuem, por exemplo, afinidade a fosfolipidios

carregados negativamente que estdo presentes na face externa da membrana
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plasmatica de inUmeras espécies de micro-organismos, apresentado um largo
espectro de atividade, sendo descritas atividade contra bactérias (Gram-positiva e
Gram-negativa), fungos, virus, protozoarios além de outras atividades como acao
anti-tumoral, acdo mitdgena e sinalizacdo quimica celular. S&o moléculas
relativamente pequenas de grande acgdo antimicrobiana e, em muitos casos,
apresentam baixa toxicidade para mamiferos. (YEAMAN, 2003; POWERS, 2003;
LOHNER, 2005).

No entanto, existem varios obstaculos para o uso dos peptideos antibacterianos
como agentes anti-infecciosos. Dentre eles, destaca-se a sua toxidade,
principalmente se forem administrados sistematicamente, e a pequena meia-vida na
circulacdo. A sintese de peptideos contendo D-aminoacidos tem sido sugerida como
uma alternativa ao seu uso sistémico, visto que tais peptideos ndo sdo degradados
pelas enzimas plasmaticas, mantém a atividade antimicrobiana e, muitas vezes,
apresentam reducéo na atividade hemolitica (MANGONI et al., 2006).

O mecanismo de acdo mais bem conhecido é através da sua insercdo na membrana
celular que causa a destruicdo ou a permeabilizacdo da mesma, levando o micro-
organismo a morte. Alternativamente, os peptideos antimicrobianos podem se ligar a
receptores da membrana, levando a uma perda especifica de sua funcdo. Além
disso, ao se translocarem através da membrana, essas moléculas podem atuar
intracelularmente, impedindo a sintese de metabdlitos importantes para o micro-
organismo. Por atuarem em diferentes compartimentos celulares, esses compostos
tornam-se candidatos promissores para 0 desenvolvimento de drogas importantes
no combate a patdgenos resistentes aos antibidticos convencionais (LOHNER,
2001).

De posse das grandes possibilidades de aplicacao que os peptideos antimicrobianos
apresentam pesquisas que buscam a identificacdo, o método de acdo, a
caracterizacéo, a sintese in vivo e in vitro e sua aplicacdo tem sido desenvolvidas.
Inimeros trabalhos tém relatado a existéncia de diversos peptideos em animais e
plantas de uso antimicrobiano, bem como a sintese artificial de peptideos de eficacia
comprovada, e uma das ferramentas mais marcantes para a identificacdo e
caracterizacdo do efeito antimicrobiano € a bioinformatica. Com bancos de dados
que acumulam informacfes a respeito de inUmeros peptideos ja descritos, essa
tecnologia vem se tornando muito eficaz na busca de potenciais peptideos

antimicrobianos antes mesmo de sua sintese para testes in vivo, reduzindo muito os



21

gastos com pesquisas que ndo gerariam resultados satisfatérios além de poupar
muito tempo nas pesquisas.

Informacdes sobre peptideos antimicrobianos tém sido recolhidas e compiladas em
bancos de dados importantes, tais como ANTIMIC, AMSDDb, Peptaibol, GenBank,
EMBL, Swiss-Prot, sapD, RCSB Protein Data Bank entre inUmeros outros. Nesses
bancos podem ser encontradas informac6es quimicas e biolégicas sobre os diversos
peptideos descritos, informacdes sobre sintese e testes, entre outras, de grande
importancia cientifica.

Peptideos antibacterianos sdo moléculas de pouca homologia de sequéncia, apesar
de apresentarem vérias propriedades comuns (HAMCOCK, 1999), sendo dificil o
desenvolvimento de um método para prever os peptideos antibacterianos com base
na semelhanca. Além do que, os métodos experimentais para a identificacdo e
construcéo de peptideos antibacterianos consomem muito tempo e recurso, desta
forma, é cada vez mais crescente a necessidade de desenvolver ferramentas
computacionais para predicdo de peptideos antibacterianos, que poderiam ser
utilizadas para a identificacdo de peptideos que presente potencial efeito contra os
agentes patogénicos bacterianos (LATA, 2007).

Atualmente, os estudos envolvendo os peptideos antimicrobianos estdo cada vez
mais evidentes, justamente pelo fato de serem reconhecidos agentes de elevado
potencial antimicrobiano, produzidos pela maioria das espécies de seres vivos, e
com grande importancia no processo de defesa do organismo. Além do interesse no
potencial antibacteriano, podendo ser eficazes no combate a bactérias resistentes a
varias drogas comerciais, € relatada ainda a possibilidade de utilizacdo junto a
outros antibidticos comerciais ja conhecidos, visando a obtencdo de um efeito
sinergético. Também ha o interesse de uso na industria de alimentos, baseando-se
no fato de que tais peptideos poderiam inibir o desenvolvimento de algumas
bactérias junto aos mesmos.

Devido a alta toxicidade de alguns peptideos antimicrobianos e também devido ao
seu alto custo de producdo, o uso disseminado desta classe terapéutica de
antimicrobianos ainda é limitado (DUVAL et al., 2009), sendo que apenas uma
pequena parcela desses agentes tem sido empregado na medicina (KAMYSZ,
2005).

Nos ultimos anos, tem surgido alternativas que diminuem os custos da sua producdo

(CASTRO et al., 2006) e assim uma ampla gama de utilizacdes clinicas vem sendo
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sugeridas para essa classe de antimicrobianos, como 0 seu uso no tratamento de
Ulceras gastricas (BRAUNSTEIN et al., 2004) e de pele, onde, neste ultimo caso, 0
pexiganan, um analogo da maganaina, se tornou um atrativo candidato no
desenvolvimento de agentes antimicrobianos de uso tépico (GE et al.,, 1999). Ha
também estudos envolvendo o uso destes agentes em doencas da cavidade oral
(KOMATSUZAWA et al., 2007), doencas oftalmicas (MANNIS, 2002), doencas
sexualmente transmissiveis (PENBERTHY et al., 2011), sepse (JERALA & PORRO,
2004), bem como espermicidas (YERDERY & REDDY, 2005).
Os peptideos antimicrobianos podem ser agrupados de acordo com suas
propriedades quimicas e estruturais em 2 classes: lineares e ciclicos. Os lineares,
nao apresentam o0 aminoacido cisteina em sua composicdo, e podem ser
subdivididos nos que formam uma a-hélice anfipatica apds contato com a membrana
celular (por exemplo, magainina de sapo, HARA et al., 2001) e 0s ricos em um
determinado tipo de aminoé&cido, tais como prolina, histidina e triptofano (por
exemplo, indolicidina de bovino, ROZEK et al., 2000). Os ciclicos sdo peptideos que
apresentam residuos de cisteina em sua estrutura, podendo ter as extremidades
aminoterminal abertas (por exemplo, drosomicina da mosca Drosophila
melanogaster, LANDON et al.1997) ou as extremidades fechadas (por exemplo,
tetadefensina de macaco, TRABI et al. 2001).
Os PAMs podem apresentar uma grande diversidade estrutural, porém, de acordo
com Jenssen et al. (2006), os peptideos antibacterianos podem ser agrupados em
quatro classes distintas de estruturas secundarias:
1- Alfa-hélice: sdo as estruturas mais comumente observadas, sendo formadas
apenas quando os peptideos entram em contato com a membrana.
2- Folhas-beta: sdo estruturas estabilizadas por ligacGes dissulfeto 2-4 e podem,
ocasionalmente, apresentar pequenas porc¢des de estrutura alfa-hélice.
3- Estrutura curvada: formadas por ligacGes dissulfeto simples ou devido a
presenca de residuos de prolinas na estrutura (RESENDE et al., 2008)
4- Estruturas estendidas: sdo caracterizadas pela predominancia de um ou dois

residuos de aminoacidos na sequéncia primaria.
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(B)

Figura 2. Em (A) estrutura alfa-helicoidal; em (B) estrutura folha beta; em (C) estrutura estendida; em
(D) estrutura em curva e em (E) peptideo enovelado, nota-se a diversidade das estruturas presentes
na molécula. (Fonte: RCSB — Protein Data Bank, acessivel em <http://www.rcsb.org/pdb>)

Segundo Papo et al. (2003), o principal alvo de interacdo dos peptideos
antibacterianos sé@o os lipidios das membranas celulares dos organismos. A acgao
pode envolver uma desestabilizacdo das membranas plasmaticas, resultando em
lise celular.

A atividade dos peptideos dirigida aos lipidios de membranas representa uma
grande vantagem aos peptideos antibiéticos naturais, devido ao fato da composicéo
lipidica dessas membranas serem altamente conservadas durante a evolucdo dos
organismos e apresentar diferencas significativas, fundamentalmente na parte
lipidica, entre as células procaritticas e eucaritticas (ZALOFF, 2002).

A acéo antimicrobiana dos PAMs depende, em geral, de perturba¢cdes na membrana
bacteriana por interacfes eletrostaticas e hidrofébicas. A desestabilizacdo das
membranas bioldgicas tem sido considerada, por muitos, o mecanismo pelo qual os
peptideos antimicrobianos exercem sua funcdo, agindo como detergentes, ou
formando poros (MEINCKEN et al.,, 2005; MECKE et al., 2005), no entanto,
evidéncias sugerem que tal desestabilizacdo pode ser apenas um dos mecanismos

pelos quais os peptideos antimicrobianos atuam (SAHL et al., 2005).
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De qualquer forma, a interacao entre os peptideos antimicrobianos e as membranas
biolégicas alvo e, aparentemente, imprescindivel para a acdo destes, sendo a
atividade litica independente de receptores na membrana, o que dificulta o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, conferindo a estes peptideos um
grande potencial para serem utilizados como substitutos de antibiéticos
convencionais (POWERS & HANCOCK, 2003; YEAMAN & YOUNT, 2003).

Os fatores determinantes dos mecanismos microbicidas desses peptideos estdo
relacionados as caracteristicas das membranas celulares das células microbianas e
a natureza fisico-quimica do peptideo (LIANG & KIM, 1999). A atividade e a
seletividade dos peptideos catidnicos sdo determinadas pelo modo de interagdo com
as membranas celulares dos microrganismos. A maioria possui carga catiénica e
hidrofobicidade relativamente alta em pH fisiolégico, o que facilita a ligacdo e
inser¢cdo a membrana das células microbianas.

A maior parte dos PAMs caracterizados até hoje apresentam uma carga liquida
positiva, que varia de +2 a +9, podendo conter um dominio catibnico altamente
definido. Esta cationicidade €, sem davida, de grande importancia para a atracao
eletrostatica do PAM pela membrana fosfolipidica carregada negativamente das
bactérias e outros micro-organismos, 0 que garante aos PAMs certa seletividade no
que diz respeito aos tecidos do hospedeiro (YEAMAN & YOUNT, 2003).

Em bactérias Gram-positivas, a interacdo ocorrerd com a Unica membrana
citoplasmatica que envolve a célula bacteriana, enquanto que em bactérias Gram-
negativas a interagdo com a membrana externa e com a membrana citoplasmatica
se faz necesséria para efetivacdo da atividade bactericida.

Os peptideos catibnicos interagem possivelmente com o lipopolissacarideo
(LPS) encontrado na membrana externa das bactérias Gram-negativas e,
subsequentemente, criam uma via de transporte rapida para transporte do proprio
peptideo. Nessa via, a primeira etapa é a interacdo de polications com as moléculas
de LPS da superficie celular. Esse fato aparentemente ocorre devido aos peptideos
possuirem uma afinidade trés vezes maior com as moléculas de LPS do que com 0s
cétions divalentes nativos como Ca?* ou Mg®*. Assim, a propriedade de barreira
seletiva da membrana é destruida e a célula bacteriana fica exposta a passagem de
uma grande variedade de moléculas, incluindo compostos hidrofébicos, pequenas
proteinas e/ou compostos antimicrobianos, e, 0 mais importante, a importacdo do

proprio peptideo que causou o efeito perturbador no envoltério celular. Esse
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mecanismo explica como os peptideos catidnicos ligam-se e inibem a endotoxemia
(LPS liberado) e como eles podem ser utilizados sinergicamente aos antibiéticos
convencionais (BROGDEN, 2005).

Os diferentes peptideos diferem em sua eficacia; certamente alguns deles séo
especificos para bactérias Gram-positivas porque ndo possuem a capacidade de
criar um sistema de transporte proprio, necessario para a atividade bactericida
contra Gram-negativos (CRISTENSEN et al., 1988; TEJADA et al., 1995). A morte
de bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas esta ligada a formacéo de canais na
membrana citoplasmética (LIANG & KIM, 1999). Os agregados moleculares formam
um aglomerado com sua face hidrofobica voltada para o interior da membrana e sua
face hidrofilica voltada para o meio extracelular e para o interior do citoplasma ou
para 0 espaco interplasmatico, formando um canal. Tendo a integridade da
membrana destruida, a célula morre. A capacidade de formar canais é favorecida
pelo grande potencial da membrana, pelo alto nivel de lipideos negativamente
carregados, a falta de lipideos catibnicos e colesterol, caracteristicas da célula
bacteriana. As células eucaridticas, por outro lado, tém baixo potencial de
membrana, altos niveis de colesterol e uma quantidade modesta de lipideos
anidnicos.

Tem sido demonstrado que os PAMs, além da participagéo direta na eliminacdo dos
patdgenos, podem atuar como reguladores da resposta do sistema imune. Eles
podem regular respostas inflamatoérias, como por exemplo, aquelas desencadeadas
por endotoxinas, tais como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas
e suprimir a expressao de genes pro-inflamatorios. Além disso, os PAMs podem
induzir a producdo de diferentes citocinas e quimiocinas, agir como agente
guimioatrativo para determinados tipos de células, como mondcitos, neutrofilos,
linfécitos T e eosindfilos, além de influenciar na diferenciacao de células dendriticas
imaturas. Dessa forma, os PAMs possuem, indiretamente, um papel no
desenvolvimento dos linfocitos e disparo das respostas do sistema imune adaptativo
(MOOKHERJEE & HANCOCK, 2007).

Os micro-organismos tém coexistido, ha milhdes de anos, com seus
hospedeiros e, portanto, desenvolveram estratégias que permitem evitar ou impedir
a atividade microbicida do hospedeiro ao agente microbiano. A resisténcia adquirida
estd frequentemente associada a resisténcia a varios antibiéticos disponiveis ou a

combinacgdes de antibioticos (MURRAY, 1995). Esse tipo de resisténcia parece nao
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ocorrer nos peptideos catibnicos. Por exemplo, ndo foi registrada nenhuma
tendéncia a resisténcia a vancomicina, nos ultimos 30 anos Cooper & Given, 1986 e
o fato parece ser verdade, também para a teicoplanina (WILLIAMS &
CRUNENBERG, 1988). Por outro lado, os agentes patogénicos de insetos Serratia
marsceceus e Bacillus thurigiensis sdo resistentes a cecropina, uma familia de
peptideos presentes na hemolinfa da Cecropia moth e outros insetos. Outro exemplo
€ 0 patégeno Salmonella typhimurium, que possui varios l6cus de resisténcia
peptidica, que permitem a ele colonizar tecidos do hospedeiro ricos em peptideos
antimicrobianos. Consequentemente, a resisténcia a peptideos parece ser inata e/ou
nao adquirida e controlada transcricionalmente.

O determinante para a resisténcia bacteriana aos peptideos antimicrobianos pode
ser dividido em trés tipos ou classes (GRISMAN, 1998): () interferéncia na
capacidade de achar o alvo (ex. modificagdo do LPS); (ll) inibicdo ou destruicdo da
atividade biologica do peptideo (membrana externa ou atividade peptidasica); (1)
restauracdo do balanco fisioldgico perturbado como consequéncia da acédo do
peptideo, controlado por I6cus especifico.

E sabido que ha uma grande diversidade de fosfolipidios nas membranas biolégicas,
e que eles estdo relacionados as func¢des especificas da membrana. O componente
bésico de praticamente todas as biomembranas é a bicamada fosfolipidica. Por
definicdo, tais bicamadas séo anfipaticas, tendo ambos os dominios, hidrofébicos e
hidrofilicos. No entanto, com base em sua composicao, as biomembranas de células
procariotas e eucariotas diferem significativamente. (YEAMAN & YOUNT, 2003).
Especialmente as propriedades fisico-quimicas dos fosfolipidios presentes nas
membranas dos micro-organismos tém despertado um grande interesse, uma vez
gue se sugere que a composicao lipidica das membranas bacterianas tem um papel
importante na interagdo com peptideos antimicrobianos (LOHNER & PRENER,
1999; LOHNER, 2001).

Os PAMs catidnicos se ligam preferencialmente as membranas ricas em cardiolipina
e fosfolipidios acidos, tais como fosfatidilglicerol e fosfatidilserina, devido as fortes
interacdes eletrostaticas (MATSUZAKI et al., 1991; MATSUZAKI, 1998). Em varios
casos, uma correlacdo direta é encontrada entre eficacia em permeabilizar
membranas e a poténcia de destruir bactérias (OREN et al.,, 1997). Da mesma
forma, a fluidez e a curvatura da bicamada lipidica influenciam a interacdo entre os

peptideos e os lipidios. Bicamadas fluidas geralmente sdo mais suscetiveis aos



27

peptideos, como por exemplo, no caso das magaininas, as quais atuam
permeabiliando de forma mais eficaz bicamadas lipidicas em fase liquida do que
aguelas em fase gel (MATSUZAKI et al.,1991). O colesterol afeta a fluidez e o
potencial de dipolo dos fosfolipidios das membranas e, portanto, modula a atividade
de insercao dos peptideos nestas membranas (MATSUZAKI et al., 1995). Conforme
demonstrado por Silvestro et al., o colesterol diminui os efeitos liticos da cecropina
sobre membranas, porém sem aboli-lo. A imposi¢cdo de um obstaculo a insercédo do
peptideo na membrana permite que proteases atuem sobre estes peptideos
removendo-os da superficie celular (RESNICK et al., 1991; SILVESTRO et al., 1997;
ANDREU & RIVAS, 1999).

2.4 Mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos

Diferentemente dos mecanismos de acdo de antibibticos classicos, que se baseiam
em inibic6es enzimaticas, sendo relativamente lentos (LOHNER e PRENNER, 1999),
peptideos antimicrobianos interagem na superficie de células bacterianas causando
perturbacdes na estrutura da bicamada lipidica, ocasionando lise celular (ZASLOFF,
2002).

Atualmente, véarios modelos indicam que o mecanismo de acdo de peptideos
antimicrobianos ocorre pela combinagdo de efeitos hidrofobicos e eletrostaticos
(SANDERSON, 2005). Estes peptideos carregados positivamente sdo atraidos pela
superficie anibnica das membranas bacterianas, onde sofrem mudancas
conformacionais adotando uma estrutura anfipatica (BECHINGER, 2004).
Entretanto, o0 mecanismo pelo qual os peptideos permeabilizam a membrana
bacteriana e como exercem sua atividade antimicrobiana ainda n&do sao
completamente definidos, e varios mecanismos tém sido propostos para descrever a
interacdo entre peptideos e bicamadas lipidicas. (BECHINGER, 1999; SHAI, 2002;
BECHINGER e LOHNER, 2006).

Em principio, dois mecanismos foram propostos para peptideos em a-hélice,
denominados Carpet-like (formacdo de carpete) e barrel-stave (formacéo de barril)
(SHAI, 2002). Outro modelo que define o modo de interacdo da maioria dos
peptideos antimicrobianos é conhecido como Shai, Matsuzaki e Huang (SMH), e
explica como moléculas de colesterol presente em membranas fosfolipidicas
influenciam a atividade biolégica do peptideo (ZASLOFF, 2002b). Mais

recentemente, um mecanismo de acdo denominado de detergent-like ou mecanismo
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de detergente, mostrou-se ainda mais geral, abrangendo um grande numero de
peptideos antimicrobianos (BECHINGER E LOHNER, 2006).

v Modelo Barrel-stave (mecanismo de formacdo de barril): Neste modelo,
peptideos helicoidais ligam-se a superficie da bicamada lipidica orientando-se de
acordo com sua anfipaticidade com a face cationica voltada para os grupos fosfatos
presentes na superficie da bicamada lipidica. Ao atingir uma determinada
concentracdo na superficie da membrana, monémeros do peptideo agregam-se e
inserem-se perpendicularmente na bicamada lipidica, formando um poro linear de
peptideo e lipideo (SANDERSON, 2005; PUKALA et al.,, 2006). Neste estagio, 0
peptideo mantém as regifes hidrofébicas ligadas a regido apolar da membrana
enquanto as regides hidrofilicas ficam expostas para facilitar o fluxo livre de ions e
moléculas pequenas através da bicamada lipidica (SHAI, 2002). O tamanho dos
poros formados pode variar consideravelmente de acordo com a concentragdo de
mondmeros de peptideo na membrana (PUKALA et al., 2006).

v Modelo Carpet-like (formacdo de carpete): Nesse modelo as moléculas de
peptideo sdo adsorvidas paralelamente na superficie da membrana, formando um
agregado que cobre a superficie da bicamada lipidica, como um “carpete” de
moléculas. Inicialmente os peptideos ligam-se ao grupamento fosfato dos
fosfolipidios através de suas faces hidrofilicas. Em seguida, o peptideo se reorienta,
direcionando as cadeias laterais de residuos hidrofébicos para o interior da
bicamada lipidica (regido hidrofébica da membrana). Consequentemente, ocorre
uma redistribuicdo dos lipideos, o que resulta em uma tensdo na curvatura da
membrana. O aumento da concentracdo de peptideo na bicamada leva também a
um aumento desta tensdo, causando a desintegracdo da membrana pelo
rompimento de sua curvatura (REDDY et al., 2004; SANDERSON, 2005)

v O modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) ou Poro Toroidal: O modelo SMH
pode ser explicado como uma combinacgéo de interagdes superficiais e formacao de
poros. O peptideo interage com a superficie da membrana como ocorre no
mecanismo de “carpete” e desloca as moléculas de fosfolipidios, levando a uma
desorganizacao da estrutura da membrana (SHAI, 2002; HUANG, 2006). Em alguns
casos, a desorganizacdo pode levar ao rompimento parcial da estrutura da
bicamada lipidica permitindo a entrada de moléculas de peptideo para o interior da
célula-alvo. Assim, o mecanismo SMH prop6e modos de acgdo distintos para

peptideos antimicrobianos, sendo por rompimento da bicamada lipidica ou ainda por
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interagcdo com alvos intracelulares (WANG et al.,, 2005). Esse modelo aplica-se a
grande parte dos peptideos antimicrobianos, inclusive a peptideos menores, 0s
quais seriam incapazes de formar poros segundo um mecanismo Barrel-stave.
v O mecanismo de detergente (detergent-like): Baseia-se na intercalacdo de
peptideos em bicamadas lipidicas e representa um mecanismo mais geral para a
atividade de moléculas anfipaticas. Sabe-se que moléculas de detergentes acima da
concentracdo micelar critica (CMC) interagem com membranas lipidicas, formando
um estado micelar bastante complexo. Da mesma forma, peptideos antimicrobianos
podem agregar-se formando estruturas oligoméricas que interagem de forma
diferente que seus monémeros e de modo similar a um detergente (BECHINGER e
LOHNER, 2006). Estes oligbmeros formados pelos peptideos agregados ao
chocarem-se com a membrana adsorvem algumas moléculas de fosfolipidios e
podem ainda formar um agregado micelar na prépria bicamada. Ao contrario dos
detergentes que, em concentracdes baixas (abaixo de sua concentracdo micelar
critica) ndo alteram a estrutura da membrana ou ainda as estabilizam, peptideos
antimicrobianos podem desestabilizar a membrana mesmo em concentracfes
intermediarias (MADDEN e CULLIS, 1982). Assim sendo, o fator predominante neste
modelo de detergente € o potencial de agregacdo e cada peptideo deve ser
analisado separadamente de acordo com sua natureza, como carga e carater
hidrofébico, as quais sdo caracteristicas que influenciam diretamente o grau de
agregacado das moléculas.

Além dos mecanismos pelos quais 0os peptideos antimicrobianos exercem
seus efeitos via membrana, ha também aqueles onde seus efeitos provém da
inibicdo da sintese de DNA, blogueios na sintese de RNA, inibicdo de funcdes

ribossémicas e sintese de proteinas, dentre outros.
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Figura 2. Representacdo esquemética de cada um dos modelos de acdo dos peptideos
antibacterianos sobre a membrana dos micro-organismos. Em A, mecanismo de formacgé&o de barril.
Em B, modelo Poro Toroidal. Em C, formacé&o de carpete. (BROGDEN, 2005). Em D o mecanismo de
detergente (BECHINGER, 2006).

2.5 Eritropoetina humana

A eritropoetina (EPO) é um hormonio glicoproteico essencial a vida, que tem como
funcao primordial a regulacao da eritropoiese (SCHMIDT et al., 2003).

Segundo o proposto em UniprotKB, um banco de dados vinculado a RCSB Protein
Data Bank e disponivel em <http://www.uniprot.org/uniprot/>, a eritropoetina humana
€ uma glicoproteina que possui um comprimento de sequéncia de 193 aminoacidos
ao ser sintetizada, porém, ap0s um processamento pds-traducional, a sequéncia
passa a apresentar um total de 166 aminoacidos (forma madura). Possui uma
massa molar que varia entre 34 e 40 kDa, sendo que cerca de 40% sé&o carboidratos
gue contribuem para sua solubilidade, metabolismo in vivo e processamento celular.

Sua estrutura terciaria é globular, caracterizada por 4 alfa hélices (A,B,C e D) e 2
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folhas beta anti-paralela e nela sdo encontrados 3 sitios de N-glicosilacdo
(asparagina nas posigcbes 24, 38 e 83) e um de O-glicosilacao (serina na posicao
126).

Figura 3. Representacéo da estrutura tridimensional da EPO demonstrando as quatro alfa-hélices e
as duas folhas beta, além das regides de glicosilacdo.(Protein Data Bank)

Esse horménio é produzido no individuo adulto principalmente pelas células
peritubulares fibroblasticas do intersticio do cértex renal e também, em menor
guantidade, por células hepaticas. No feto e em recém-natos, € produzido no figado
(JACOBSON et al., 1957; FRIED, 1972; ZANJANI et al., 1981; KOURY et al., 1993;
FISHER et al.,, 1996). A auséncia ou diminuicdo desse hormdnio na corrente
sanguinea pode gerar anemia severa (KAUSHANSKY; KIPPS , 2005).

A EPO possui meia-vida de aproximadamente cinco horas, o que requer uma taxa
de producdo em torno de 2 Ul/Kg/dia. A producdo da EPO é constante; alguns
fatores, como niveis de ferro, status nutricional, condicdes ambientais, estados
patoldgicos e fatores genéticos podem afetar os niveis de EPO circulante (ELLIOTT;
PHAM; MACDOUGALL, 2008).

A EPO é secretada no plasma e, ao chegar a medula éssea, liga-se a receptores
especificos na superficie de células progenitoras eritroides, estimulando assim, a
diferenciagcdo delas em hemacias. Ela atua como fator hormonal de estimulagéo

mitdtica e diferenciacdo, aumentando a formacgéo de eritrocitos maduros a partir das
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células progenitoras eritrides (Weiss, 2003; FRIED, 2009). Alguns estudos tem
demonstrado ainda que a EPO apresenta atividade antiapoptética (MINAMINO ;
KITAKAZE , 2006).

Em 1972, surge o que conhecemos hoje como tecnologia do DNA recombinante
(rDNA). De forma inédita, Berg utiliza enzimas de restricdo para cortar e reunir
pedacos de DNA de espécies diferentes (MATTE, 1999). Essa tecnologia permite
reproduzir proteinas idénticas as naturais, bem como elaborar outras totalmente
novas, mediante alteracfes correspondentes a insercdo de genes nesses micro-
organismos ou células. Tais moléculas podem se revelar mais vantajosas do que as
naturais para uma determinada fung&o, podendo, por exemplo, apresentar maior
atividade biolégica, meia-vida mais apropriada ao uso terapéutico ou efeitos
colaterais mais brandos.

Desde 1980, esses produtos baseados na tecnologia do DNA recombinante tém sido
produzidos e comercializados. No Brasil, as principais aplicacdes dessa tecnologia
estdo na producdo de medicamentos biologicos, tais como vacinas, reagentes para
diagnésticos e hemoderivados (SOARES, 2005). Os medicamentos bioldgicos,
também chamados de biofarmacos, produtos biol6gicos ou ainda biomedicamentos,
podem ser definidos como aqueles obtidos de fluidos biolégicos ou de tecidos de
origem animal, e de procedimentos biotecnologicos (FARDELONE; BRANCHI, 2006;
BRASIL, 2010).

Em 1977, a EPO foi extraida e purificada da urina de pacientes anémicos.
Utilizando-se da tecnologia do rDNA, baseada na sequencia de aminoacidos dos
dados da purificagcdo, em 1983, o gene da EPO humana foi entdo clonado
permitindo o desenvolvimento da eritropoetina humana recombinante (rhEPO), um
avanco tecnolégico que revolucionou o tratamento da anemia.

A primeira utilizacdo da EPO recombinante com finalidade terapéutica foi em 1989
para o tratamento de anemia associada a doenca cronica dos rins. Além de
fortalecer a producéo de eritrocitos, o tratamento com EPO melhora o bem estar do
paciente e reduz ou elimina a necessidade de transfusdo de sangue. Existem outras
aplicagbes nao-renais para EPO como tratamento da anemia causada pela
quimioterapia e prematuridade, reducao de transfusdo de sangue ap0s uma cirurgia
e prevencao de anemia apos transplante de medula 6ssea (WALSH, 1999).
Disponivel sob os nomes Epogen (Amgen), Epogin (Chugai), Epomax (Elanex),

Eprex (Janssen-Cilag), NeoRecormon ou Recormon (Roche), Dynepo (Shire
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Pharmaceuticals) e Procrit (Ortho Biotech). As variagcdes no padréo de glicosilagao
da EPO distingue estes produtos. Epogen, Epogin, Eprex e Procrit sao
genericamente conhecidos como a epoetina alfa, NeoRecormon e Recormon como
epoetina beta, Dynepo como epoetina delta e Epomax como epoetina
omega. Epoetina zeta é o nome usado para formas de epoetina alfa alguns
"biossimilares” e esta disponivel sob os nomes SILAPO (Stada) e Retacrit
(Hospira). Darbepoetina alfa € uma forma criada por 5 substituicbes (Asn-57, Tre-59,
Val-114, Asn-115 e Thr-117) que criam dois novos locais de N-glicosilacdo. Tem
uma meia-vida de circulacdo mais longa in vivo. Encontra-se disponivel sob o nome
de Aranesp (Amgen). EPO estd sendo muito utilizada como uma droga para
melhorar o desempenho de atletas de endurance (UniProtkKB, 2013)

Antes do desenvolvimento da rhEPO, a transfusdo de sangue foi 0 mais comum
tratamento para pacientes com anemia, contudo, desde o seu advento, a rhEPO
vem sendo amplamente utilizada na pratica clinica, para reducao da necessidade de
transfusdo sanguinea em processos cirdrgicos, para aumentar 0S niveis de
hemoglobina (FARIS; RITTER; ABELS, 1996) e no tratamento de anemias de varias
etiologias, incluindo anemia devido a doenga renal cronica, anemia relacionada ao
cancer ou ao tratamento dele (RIZZO et al., 2001; ELLIOTT; PHAM; MACDOUGALL,
2008), anemia relacionada ao uso de zidovudina, em pacientes infectados pelo HIV
(SAAG; LEVINE; LEITZ, 2002) e anemia relacionada a utilizacdo de ribavirina, em
pacientes portadores de hepatite C (SOLKOWSKY; WASSERMAN; BRAU, 2001).
Existem estudos que avaliaram o uso de rhEPO em outras etiologias, sugerindo a
interacao da rhEPO com seus receptores, 0s quais tem sido identificados em células
tumorais (FANDRY, 2008), e ainda que a rhEPO possa reagir com receptores em
células endoteliais para estimular a angiogénese (RIBATTI et al., 2007). Tais
estudos levantam a possibilidade de fun¢des nao eritréides para a EPO.

Uma pesquisa mostrou que o uso da rhEPO melhora o sistema imune por estar
associada com efeitos em uma variedade de parametros e funcdes imunoldgicas,
sugerindo também uma funcdo antimieloma. (PRUTCHI-SAGIV et al., 2006).
Algumas investigacdes mostraram que a administracdo de rhEPO antes ou logo
depois do inicio da isquemia, reduziu o tamanho do infarto no miocardio e melhorou
a funcéo cardiaca em fases agudas (CALVILLO et al., 2003; HIRATA et al., 2005;
MINAMINO ; KITAKAZE , 2006).
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A rhEPO tem demonstrado ter efeito antioxidante. O exato mecanismo ndo esta
completamente elucidado, porem varias hipoteses tem sido sugeridas. Uma delas e
que a EPO apresenta acdo antioxidante direta pela remocdo de radicais livres
(YANG et al., 2011).

Apesar dos beneficios do uso da EPO, que sédo de grande importancia, é preciso
cautela quanto a sua aplicagdo clinica, uma vez que alguns efeitos colaterais
também podem ser observados com 0 uso, como aumento da hipertensao arterial
pré-existente, crises convulsivas, hiperemia conjuntival, eventos tromboticos e
cefaleia (BIO MANGUINHOS, 2011; ABENSUR, 2000).

De posse da grande aplicabilidade da eritropoetina, buscamos, nesse trabalho
avaliar a possibilidade de uma nova aplicacdo desse hormdnio, com um contexto
antibacteriano. Porém, ao invés do uso da proteina integral, levantamos a
possibilidade do uso de fragmentos de eritropoetina humana como peptideos
antibacterianos. Como a utilizacdo requer uma série de testes de viabilidade,
buscamos uma primeira iniciativa, a andlise in silico para predicdo de efeito
antibacteriano de peptideos obtidos da fragmentacdo da EPO. Uma simulacdo com
base em programas de confiabilidade disponiveis em diversos bancos de dados,
visando uma perspectiva de sintese para testes em cepas bacterianas de interesse
médico.

A escolha da EPO foi realizada pelo fato de nosso laboratério jA apresentar essa
proteina disponivel em quantidade significativa para realizacdo de experimentos,
uma vez que outras linhas de pesquisa com esse horménio jA4 sdo aqui

desenvolvidas, além da facilidade de acesso comercial.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Avaliar por métodos preditivos se peptideos obtidos da fragmentagdo do hormdnio

glicoproteico eritropoetina humana teriam efeito antimicrobiano.

3.2 Objetivos Especificos:

1- Geragao de peptideos antimicrobianos a partir de fragmentacéo in silico da

proteina eritropoetina humana.

2- Analise, in silico, das sequéncias de aminoacidos dos fragmentos obtidos visando
reconhecer 0os que se enquadram nos padrbes compativeis com peptideos

antimicrobianos.

3- Predicdo de estrutura secundaria e terciaria dos peptideos obtidos visando

reconhecer padrodes fisico-quimicos de estabilidade estrutural.

4- Predicao in silico da antigenicidade e alergenicidade dos fragmentos obtidos.
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4. METODOLOGIA:
4.1 Desenho experimental

O experimento foi delineado com o intuito de estabelecermos um sistema de
filtros em todas as analises. Com o propésito de identificarmos nos peptideos
oriundos da fragmentacdo caracteristicas que permitisse que 0s mesmos
pudessem ser utilizados como antimicrobiano efetivo, ou seja, que néao
induzissem nenhum tipo de estimulacdo antigénica, desencadeando possiveis

reacdes alérgicas, inflamatdrias ou de estimulo a produgao de anticorpos.

Alergenicidade

Antigenicidade

Estabilidade

Parametros antimicrobianos

Fragmentacgao in silico

Figura 4. Esquema do desenho experimental demonstrando o sistema de filtros empregado para
geracao dos peptideos antimicrobianos.
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4.2 Analise estrutural da ERITROPOETINA
421 Busca em Banco de Dados da Sequéncia da
Eritropoetina Humana (EPO)

O primeiro passo do trabalho consistiu na busca, em bancos de dados, da sequéncia
de aminoacidos da eritropoetina humana. Para tal tarefa foi usado o banco de dados
‘RCSB Protein Data Bank” (disponivel em <http://www.rcsb.org>) banco usado
inicialmente para reconhecimento da composicdo em aminoacidos da proteina
eritropoetina humana, identificando ser ela uma proteina funcional portadora de 166
residuos de aminoécidos.

No campo de pesquisa, presente na pagina inicial do programa, foi introduzida a
molécula desejada — eritropoetina humana (erythropoietin) — selecionando a opc¢ao
macromolécula (figura 5A). Apds as opcdes fornecidas quanto a EPO, houve a
selecédo apenas da estrutura média minimizada (HUMAN ERYTHROPOIETIN, NMR
MINIMIZED AVERAGE STRUCTURE) (figura 5B).

S ¢ [ wwscborg pdb/home/homedo W

gPDB  newaeh o 1 SPDB | §EMDatabink
1] . . s
o NY :} PDR-101 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures

PROTEIN DATA BANK 5 of Tuesday Jul 09, 2013 2t 5 PM PDT there are 92104 Strucures | POB Statistics 4092

Search Euerything  Author Sequence Lgand @

Advanced ) enythopaietn

Molecule Name

+ Erythropoietin receptor (6) .
+ Erythropoietin-producing . (4) t RCSB PDB News  Hide

+ Erythropoietin (3) Weekly | Quartely | Yearly
b find al

Browse

Customize This Page

B Available on the 0130708

Figura 5A: Nesta figura observa-se o capo de selecao da macromolécula da eritropoet'ina humana
disponivel em <http://www.rcsb.org>. O banco de dados PDB permite que seja feita a busca da

macromolécula desejada, obtendo-se varios niveis de informacgdes a respeito.
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Figura 5B: Selegdo da estrutura desejada para trabalho — HUMAN ERYTROPOIETIN, NMR
MINIMIZED AVERAGE STRTUCTURE, da qual foi realizado o reconhecimento da composi¢céo da
eritropoetina quanto aos aminoacidos constituintes. (disponivel em <http://www.rcsb.org>)

ApOs a selecao da estrutura a ser trabalhada, varios parametros foram abertos para
que a pesquisa pudesse ser iniciada, passando para a etapa inicial desejada — a

determinacdo da sequéncia de aminoacidos a ser usada (Figura 6).

SELEGAO DE PARAMETROS E INFORMAGOES A
SEREM ACESSADAS A RESPEITO DA PROTEINA

PESQUSADA

" \ & Display Files *
‘ HUMAN ERYTHROPOIETIN, NMR MINIMIZED AVERAGE STRUCTURE ‘ 1BUY ¥ Download Files *
L g Share this Page
Sequence Display @ Sequence & Structure Relationships

The sequence display provides a graphical representation of the UniProtkB, PDB - ATOM and PDB - SEQRES sequences. Different 3rd party annotations can be \ﬂ Display Jmm"
graphically mapped on the sequence and displayed in the Imol viewer. D

© Enable Jmol to view annotations in 30.
The structure 1BUY has in total 1 chains.

Currently viewing unique chains only. show all chains
Figura 6: Nessa figura observa-se a barra aberta, como varios pardmetros a serem analisados.
Inicialmente foi identificada a sequéncia de aminoacidos-padrao.

4.2.2 Identificagdo da estrutura funcional da

eritropoetina humana com andalise comparativa

Com a sequéncia de aminoacidos definida, o segundo passo foi selecionar a

estrutura da EPO. A estrtutura secundaria e estrutura terciaria média 3D foram
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obtidas em mesma pégina, alternado as caixas de parametros presentes, de acordo
com o desejado (figura 6).

ApoOs o reconhecimento das estruturas secundarias e de dominio (terciaria), foi
realizada uma analise comparativa, visando o reconhecimento, na estrutura de

dominio, cada segmento de estrutura secundaria da proteina.

4.2.3 Fragmentacdo in silico para obtencdo de

peptideos com efeito antimicrobiano
Com a sequéncia de aminoacidos da EPO selecionada para o trabalho, foi feita a
fragmentacao in silico da mesma usando para isso o programa “Protein Cutter”,
disponivel em <http://citimseskvele.eu/bch/index.php> (figura 7), um cortador de
proteinas que usa um banco de dados com 19 possibilidades de cortes enziméticos,

como pode ser observado na tabela 1.

ENZIMA CORTE ENZIMA CORTE
Tripsina (ap6s KR) Pepsina (apés FL)

Arg-C (ap6s R) Tryp-CNBR (ap6s KMR)
Asp-N (antes BD) TrypChymo (ap6s FKLRWY)
Asp-N_ambic (antes de ED) Tripsina / P (ap6s KR)
Quimiotripsina (ap6s FLWY) V8-DE (ap6s BDEZ)
CNBR (apos M) V8-E (apos EZ)
CNBR + Tripsina (ap6s MRK) semiTrypsin (ap6s KR)
Formic_acid (antes D depois de D) LysC + ASPN (BD antes, depois K)
Lys-C (depois de C) Prolyl_endoprotease (depois PA)
Lys-C/P (ap6s K)

Tabela 1. Enzimas e cortes enziméticos presentes no cortador Protein Cutter usado para obtencéo
dos fragmentos (peptideos).

Foram realizados os cortes da sequéncia de aminoacidos da eritropoetina humana
com todos os cortes enziméticos disponiveis, sem modificagdo nos parédmetros
presentes originalmente no programa, obtendo ao todo 337 fragmentos (anexo 1)
gue passaram a serem analisados um a um em programas que visam a identificacéo
das caracteristicas dos peptideos que apresentassem possivel efeito antibacteriano,
sofrendo um processo de selecdo a partir de parametros reconhecidos como

importantes para peptideos antibacterianos.
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Figura 7. Cortador  utilizado para
http://citimseskvele.eu/bch/index.php.).

4.3. Selegao dos fragmentos

fragmentacgao

da eritropetina  (Fonte:

4.3.1. Selecado por numero de residuos de aminoacidos
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A primeira selecdo foi realizada a partir do namero de aminoacidos. Dos 337

fragmentos obtidos foram selecionados 95, que se enquadravam dentro do niamero

que se considera ideal para um peptideo antimicrobiano, sendo adotado entre 12 e

50 residuos. Os fragmentos que nao se enquadraram nesse parametro foram

descartados da analise.

4.3.2. Selecao por carga total

O proximo passo foi a andlise da carga total dos peptideos e selecionar os que

possuem carga total positiva. Foram descartados todos que possuissem carga total

negativa ou neutra.
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4.3.3. Selecdo por ponto isoelétrico
Foi realizada a analise dos pontos isoelétricos, sendo selecionados apenas 0s
peptideos que apresentassem ponto isoelétrico elevado (acima de 8,0), todos os

outros peptideos foram desconsiderados.

4.3.4. Selecéo pelo indice Boman

O indice Boman é um parametro capaz de predizer o potencial de interacdo de um
determinado peptideo ou proteina com outras proteinas. A ligacdo das proteinas a
membrana € baseada tanto em interagBes hidrofobicas quanto em interacdes de
cargas entre a membrana e as proteinas (BOMAN, 2003). O céalculo do indice de
interacdo € baseado em propriedades termodinamicas de solubilidade das cadeias
laterais dos aminoacidos (RADZEKA, WOLFEDEN, 1988) de modo que a soma dos
valores da solubilidade de todos os residuos de um peptideo representa uma
estimativa geral do seu potencial em se ligar com outras proteinas, inclusive a
diferentes receptores celulares. Desta forma reconhece-se que o indice Boman ndo
estd diretamente ligado a atividade antibacteriana, jA que esta atividade envolve
interacdo do peptideo com lipidios ao invés de proteina. Contudo, pode-se afirmar
que esse calculo consiste em um modo simples e eficiente de distinguir a atividade
antibacteriana de uma possivel agdo hormonal de um peptideo (BOMAN, 2003).

Assim, dentre os peptideos que sobraram, foram selecionados aqueles que

apresentassem indice Boman baixo, sendo adotado indice abaixo de 1,0.

4.3.5. Selegao pelo método descrito por Lata

Visando confirmar se a selecdo até o momento forneceria peptideos com potencial
efeito antibacteriano, para que os mesmos pudessem ser sintetizados futuramente e
testados, algumas propriedades relatadas como boas para a agdo antimicrobiana
foram identificadas. Segundo Lata (2007) certos tipos de residuos sdo preferidos
sobre outros em peptideos antibacterianos, particularmente nas extremidades N e C
terminais. Essas carateristicas foram enumeradas de forma resumida:

1 - Presenca de aminoacidos G, F, V, R na primeira posicao;

2 - Presenca de aminoacidos L, I, W, F na segunda posicao;

3 - Presenca de G, R, K, L como residuos dominantes;

4 - Presenca de c-terminal K, G, C, R;
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5 - Presenca de n-terminal G, F na primeira posicdao e W, I, L, M na 22

posicéo;

6 - Auséncia de residuos D, E, S e P, preferencialmente.
N&o necessariamente todas as caracteristicas descritas estariam presentes nos
fragmentos, porém a presenca de uma ou mais podem favorecer ao potencial
antibacteriano, elevando as chances do fragmento ser reconhecido como
antimicrobiano e consequentemente ser sintetizado para eventuais testes junto a

cepas bacterianas.

4.4. Predicdo de estrutura secundéria:
Uma estabilidade estrutural € um fator importante para que os peptideos possam
exercer o efeito antibacteriano, principalmente com formacédo de alfa-hélice e com a
presenca dos aminoacidos capazes de interagir com a membrana bacteriana na
regido estabilizada de hélice, sendo assim, apés a identificacdo dos peptideos que
se enquadraram nos melhores parametros selecionados, a predicdo de estrutura
secundaria foi feita para cada um deles, usando o programa “The PSIPRED Protein
Sequence Analysis Workbench”, disponivel em <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk>. Além
disso foi realizada uma comparacdo com a estrutura da proteina integral, visando
identificar a localizacdo conformacional de cada peptideo na molécula de EPO,
comparando a sequéncia de aminoacidos do segmento (peptideos) na proteina com
a estrutura prevista em RCSB Protein Data Bank.
Outra opc¢ao usada para predicdo de estrutura 3D esta presente em NCBI — Centro
Nacional de Informagbes  sobre  Biotecnologia —  acessivel em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>, nesse endereco, uma ferramenta para a analise de
estruturas tridimensionais de biomoléculas é o Banco de Dados Modelagem
Molecular (MMDB), um banco de dados que facilita o acesso a dados da estrutura,
ligando-os com a literatura associada. Foi feito 0 acesso a esse banco de dados
obtendo-se a estrutura da eritropoetina humana para analise, identificando a posicdo

dos peptideos na estrutura média de dominio da EPO.
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4.5. Predigao da estabilidade dos peptideos

Uma maior seguranca para identificacdo de estrutura visando eventual sintese se da
por meio de métodos mais precisos de validacdo de estrutura. De posse disso a
estrutura secundaria/terciaria dos peptideos também foi prevista usando o programa
‘BHAGEERATH-H: A Homology ab-intio Hybrid Web server for Protein Tertiary
Structure Prediction”, disponivel em <http://www.scfbio-
iitd.res.in/bhageerath/bhageerath_h.jsp>, sendo realizada a modelacéo de estrutura
secundéaria/terciaria dos quatro peptideos. O programa "Bhageerath-H "aceita uma
sequéncia de aminoacidos e realiza a predicdo de cinco estruturas possiveis para o
peptideo nativo. Esta abordagem é frequentemente referida como um método ab
initio (SCHERAGA, 1992; VASQUEZ, 1994) e baseia-se na hipotese formulada pelo
termodinamico Anfinsen (1973), de acordo com a qual, a estrutura de uma proteina
nativa corresponde ao minimo global da energia livre, sob dadas condicGes
(ANFINSEN, 1973).

4.6. Predicdo de energia livre apds minimizacéo

Outra ferramenta para modelacdo e determinacdo de alguns parametros
bioquimicos de proteina e peptideos € o servidor SWISS-MODEL, um servidor de
homologia de modelagem da estrutura de proteinas totalmente automatizado,
acessivel através do servidor web ExPASy, ou a partir do programa DeepView
(Swiss PDB-Viewer), disponivel em <http://swissmodel.expasy.org/>. O objetivo
deste servidor é fazer modelacdo de proteina acessivel a todos biogquimicos e
bidlogos moleculares a nivel mundial (Fonte: http://swissmodel.expasy.org/). Além da
previsdo de estrutura secundaria e/ou terciaria, de ligacdes de hidrogénio e de
ligacdes dissulfeto, a energia livre ap6s minimizacdo das estruturas também podem
ser previstas no programa DeppView Swiss — Pdb Viewr 4.1.0. (disponivel em
<http://spdbv.vital-it.ch/>).

4.7. Predicdo de antigenicidade
Uma etapa importante a ser realizada antes da sintese dos peptideos para testes é
procurar reconhecer se possuem ou ndo capacidade de estimularem resposta
imunologica junto a MHC classe | e Il e a linfocitos B, de modo que peptideos com

potencial antigénico ndo seriam bons candidatos a serem utilizados como farmacos,


http://swissmodel.expasy.org/
http://spdbv.vital-it.ch/
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desta forma, a predicdo de antigenicidade também se torna um fator importante
antes de uma etapa de sintese.

4.7.1. Previsdo de MHC classe | e classe Il
Durante a Ultima década, uma série de abordagens computacionais tem sido
introduzida na predicdo de ligacdo de peptideos a MHC, reduzindo de forma muito
significativa o numero de candidatos a ligantes que precisam ser testados
experimentalmente. Procurando a realizacdo dessa atividade de predicéo, o servidor
SVMHC, disponivel em <http://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/SVMHC>, se
apresenta como uma das principais opc¢des para predicdo de ligacdo de peptideos
tanto de MHC de classe | como de classe Il. O servidor SYVMHC oferece uma analise
rapida de uma ampla gama de alelos e os resultados de predicdo sdo dados em
varios formatos abrangentes (DONNES, 2006).
Usando o servidor SVMHC foi feita a predicdo de antigenicidade dos peptideos
selecionados com todos os alelos disponiveis. A pagina inicial do servidor fornece os
possiveis alelos de MHC classes | e Il, um campo para introducdo da sequéncia a
ser analisada no banco de dados ou codigo de referéncia, bem como um campo
para analise de polimorfismo de aminoacidos (figura 8). As sequéncias foram
introduzidas no campo devido e testadas para cada um dos alelos.
A previsao utiliza uma abordagem Support Vector Machine (SVM), para a previsao
da ligacdo dos peptideos a MHC classe I. O SVM é uma classe de algoritmos que
efetua padrbes de reconhecimento e regressdo e, por ser muito eficiente para
conjuntos extensos de informacdes, é bastante utilizado em classificacées de dados
bioldgicos (VAPNIK, 1995; MULLER et al., 2001). O desempenho desse método de
predicdo foi avaliado pelo Coeficiente de Correlacdo de Matthews (traducéo livre do
inglés Matthews Correlation Coefficient - MCC), gerando valor 0,82, o que indica que
o0 método possui boa sensibilidade e especificidade.
A previsdo de peptideos de ligacdo a MHC de classe Il baseia-se nas matrizes
descritas por Sturniolo et al.. Brevemente, através de estudos de similaridade de
sequéncia, foram definidos sitios modulares na molécula MHC envolvidos na
interacdo com os peptideos. Estes sitios sdo independentes do resto da fenda de
ligagcdo e um numero limitado de cavidades podem ser combinados em matrizes de
ligacéo virtuais para uma ampla gama de alelos do MHC da classe Il. A previsdo é

disponivel para 51 diferentes alelos de MHC de classe II.
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Dear visitor, welcome to SVMHC.

Prediction Please note, that Epitoolkit also provides SVMIHC as one of it's prediction methods.
Information [MHC class I alleles [MHC class II alleles
Back to SBS A_0201 decamer | A_0lnonamer || [DRB1.0101 [z

A_02071 nonamer |~ A_0201 decamer |~ DRB1_0102

A_0301 decamer A_0201 nonamer DRB1_0301

A_0307 nonamer A_03 nonamer DRB1_0305

A_11071 nonamer A_03 decamer DREB1_0306

A_11 decamer A_1101 nonamer DRB1_0307

A_T11 nonamer A_1101 decamer DRB1_0308

A_1nonamer A_2402 nonamer DRE1_0309

A_2402 nonamer - A_24 nonamer ~| [DRB1_0311 -

(MHCPEP data) (SYFPEITHI data)

Please paste a sequence (only one at a time, plain sequence, no FASTA formatting) or use a database ID.

OR

Input a SWISSPROT AC/ID (e.g P05917/VPX_SIVMI) or RefSeq Id (e.g NP_055147):

Analysis of single amino acid polymorphisms
SVMHC also enables analysis of single point polymorphisms. Paste a sequence or use a database ID together

with a given mutation to perform a comparative analysis. An example of a mutation is A23P, meaning that

an alanine in position 23 of the protein 1s changed to a proline.

Figura 8. Visualizacdo da pagina do SVMHC, mostrando os campos de interagdo para que a
predicdo dos peptideos possa ser realizada.

4.7.2. Previsao para interacdo com linfocito B

Para predicdo de antigenicidade para producdo de resposta de anticorpos por
linfocitos B foi usado o programa PREDICTED ANTIGENIC PEPTIDES, um
programa que prevé quais segmentos dentro de uma proteina ou peptideo séao
susceptiveis a serem antigénicos e induzirem uma resposta de anticorpos. O
programa pode ser acessado em < http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl>.

Os peptideos antigénicos sdo determinados usando o método de Kolaskar e
Tongaonkar (1990). As previsdes sdo feitas com base em uma tabela que reflete a

presenca de residuos de aminoacidos reconhecidos como epitopos em segmentos


http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1702393&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1702393&dopt=Abstract
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experimentais. Os segmentos s&o notificados como antigénicos apenas se
apresentarem um tamanho minimo de 8 residuos. A precisdo do método é relatada
de cerca de 75%. (Disponivel em < http://imed.med.ucm.es>, acessado em
24/07/13).

4.8. Analise da alergenicidade
Procurando reconhecer um possivel efeito alergénico dos peptideos analisados,
uma vez que a resposta alérgica poderia ser uma restricdo ao uso de tais peptideos
em possiveis terapias, foi feita a predicdo desse paréametro usando o servidor
AlgPred: Prediction of Allergenic Proteins and Mapping of IgE Epitopes, disponivel
em <www.imtech.res.in/raghava/algpred/>.
As sequéncias foram submetidas a predicdo. O modulo SVM, baseado na

composi¢do de aminoacidos, foi a escolha de abordagem para predicéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Peptideos
O primeiro resultado obtido para busca da sequéncia de aminoacidos da EPO
fornece a sequéncia funcional de aminoacidos e a estrutura secundéria ao longo da
molécula. A exibicdo da sequéncia da eritropoetina pode ser visualizada na figura 9.
Ela mostra um apanhado geral da proteina de estrutura minimizada, apds ser
processada e ter uma sequéncia inicial removida. Nessa representacdo, que sera
usada como base para o trabalho, a cadeia polipeptidica se apresenta com um
comprimento de 166 residuos de aminoacidos, sendo representada pelo servidor
como “estrutura 1BUY”. A representacao obtida mostra uma série de parametros a
serem explorados, porém, houve uma preocupacdo apenas com a analise da
sequéncia de aminoéacidos, de estrutura secundaria e dominios da proteina
simplesmente para uma analise comparativa com o0s peptideos que serdo
selecionados para a predicao de efeito antimicrobiano, uma vez que aqui o foco sera

apenas a analise de tais peptideos obtidos da fragmentacéo dessa proteina.
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Chain A : PROTEIN (ERYTHROPOIETIN)

FASTA | Sequence & DSSP | Image I A S——

Polymer 1

Length: 166 residues Currently displayed: SEQRES

Chain Type: palypeptide(L) sequence.

Reference: UniProtKB PD1588 Display external (UniProtKB)
sequence
Mouse over an annotation to see more
details, Click annotation to enable Imal,

Annotations Add Annotations

Select E
Domain Assignment:SCOP [EMMEM Erythropoietin: 166 residues 77
[hide] [reference]

Secondary Structure:DSSP  56% helical (5 helices; 94 residues)
[hide] [reference] 1% beta sheet (2 strands; 2 residues)
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DSSP Legend
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empty. no secondary structure assigned
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A"A H: alpha helix

Figura 9. Representagéao inicial da estrutura secundaria da eritropoetina a ser trabalhada mostré
uma série de parametros a serem explorados (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).

O primeiro resultado obtido quanto a estrtutura da eritropoetina mostra algumas
informacdes basicas por meio de uma representacdo grafica como pode ser
observado na figura 10. Nessa figura, pode ser notada a representacao da estrtutura
da proteina completa e da proteina processada. A molécula sintetizada inicialmente
apresenta-se como uma sequencia inicial, identificada como “signal peptide”, que
sera removida da cadeia polipeptidica, resultando na molécula funcional, identificada
como erythopoietin. A EPO ¢é sintetizada inicialmente com 193 residuos de
aminoacidos e sofre, posteriormente, um procesamento pés-traducional em que os
27 primeiros residuos de aminoacidos sao removidos dando origem a forma

processada da proteina com 166 residuos de aminoacidos.
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1t Molecular Description Hide
Classification: Cytokine -
Structure Weight: 18454.50 @
Molecule: PROTEIN (ERYTHROPOIETIN)
Polymer: 1 Type: protein Length: 166
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Figura 10. Resultado do primeiro conjunto de informagbes a respeito da descrigdo molecular da

eritropoetina (indicado por signal peptide).

As sequéncias de aminoacidos da proteina completa (193 aminoacidos) e da

proteina processada (166 aminoacidos) estdo represenadas nas figuras 11 e 12.

Apos a identificacao dessas sequéncias, ficou decidido que seria usada apenas a

sequéncia funcional, e todo trabalho de fragmentagao in silico seria feito a partir

dela.

10 20 30 10 50 &0
MGVHECPAWL WLLLSLLSLF LGLEVLGAPP RLICDSRVLE RYLLEAKEAE NITTGCAEHC

70 a0 90 100 110 120
SLNENITVPD TEVNFYAWER MEVGQQAVEV WQRGLALLSEA VLRGRALLVN SSQPWEPLQL

130 140 150 180 170 180
HVDEAVSGLE SLTTLLRALG AQKEATSFPPD ARSAAPLRTI TADTFRELFR VY¥SHNFLRGHL

130
KLYTGEACRT GDR

Figura 11. Sequéncia de amino&cidos da proteina completa, sem processamento, totalizando 193
aminoacidos. (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb)

10 20 30 10 50 &0
MGVHECFAWL WLLLSLLSLF LGLFVLGAPF RLICDSRVLE RYLLEAKFAF NITTGCAEHC

70 20 30 100 110 120
SLNENITVFD TEVNFYAWKR MEVGQQRAVEV WQRGLALLSER VLRGQALLVN SSQEWEFLQL

130 140 150 160 170 180
HVDKAVSGLR SLTTLLEALG AQKEATSPPD AASRAPLRTI TADTFRKLFR VYSNFLRGKL

190
KLYTGEACRT GIDR

Figura 12. A sequéncia inicial com 193 aminoacidos com processamento pds traducional dando
origem a proteina funcional cuja sequéncia passara a apresentar 166 aminoacidos.

(Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).
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5.2 Estrutura secundaria e estrutura média

A estrutura da eritropoetina humana também foi reconhecida usando o banco de
dados RCSB Protein Data Bank. Os resultados para a estrtutura secundaria e de
dominio (estrutura média) sdo demonstrados na figura 13 e 14. Nota-se uma
estrutura secundaria prevista com cerca de 53% da disposicdo protéica em alfa

hélice (4 hélices; 94 residuos) e 1% em cadeia beta (2 filamentos; 2 residuos).

- n AAAAANANAN_N | N ” A
VVVIVVVVVV | 4 v v v vV
POEAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAEKITTGCAEHCS LNEK I TVPDTKVNFYAWKRMEVGQOQA
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DSSP' W W W W W VW WV VWV VW VW WV W W W VW VW VW WV VWV
POEVEVWQGLALLS EAVLRGOQALLVKSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAIS
POE gy 70 50 a0 100 110 120
- n b A A AR A A A M A a

WOW W W W W WV Y WV VWV
FOEPPDAAS AAPLRTITADTFRKLFRVYVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR
FDEY3, 130 140 150 160 166

Legenda para descricde da estrutura secundaria

=, Segmento de rotacdo

Regido sem estrutura secundaria desenvolvida

: Cadeia beta

Curvatura

n N Alfa helice

Figura 13. Descrigdo da estrutura secundaria da proteina funcional (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).

Figura 14. Estrtutura média 3D obtida em RCSB Protein Data Bank (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).

Ainda em RCSB Protein Data Bank foi possivel visualizar a presenca das ligagdes
de hidrogénio e pontes dissulfeto na estrutura principal da eritropoetina, sendo tais
ligacbes representadas na figura 15. Essas ligagdes interferem diretamente na

integridade estrutura da molécula e as suas presencas ou nao nos peptideos terao
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efeito significativo na estrutura secundaria e terciaria. Como a estrutura dos
peptideos pode ter influéncia direta na acédo antibacteriana, uma comparagcao quanto
0 que se observa na proteina integral e nos peptideos formados mostram que as
modificagdes no comprimento da cadeia polipeptidica alteram as interagées entre os

aminoacidos.

«4m ponte dissulfeto

Em destaque
estdo

as
de hidrogénio

ponte dissuffeto

Figura 15. Representacdo da cadeia principal da eritropoetina humana demonstrando a presenca das
ligacdes de hidrogénio e, ao lado, das pontes dissulfeto. (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).

Do Banco de Dados Modelagem Molecular (MMDB), foi obtida a modelagem da
estrutura da eritropoetina identificada na figura 16. Essa modelagem sera utilizada
para uma analise de posicionamento dos peptideos que serdo avaliados com efeito

antimicrobiano.

Figura 16.Estrutura média da eritropoetina humana. (Fonte:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure)
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Apos o reconhecimento da disposi¢ao da estrutura secundaria e de dominio, foi feita
uma comparacao entre elas com o intuito de reconhecer a distribuigdo total das
organizagdes secundarias da proteina. Na figura 17, pode ser observada, a

sequéncia de aminoacidos (A) com a estrutura de dominio (B).

SCOP Erythropoietin (d1buya-)

UniProtkg 28 3P ) 50 6p 7 L 87, B
FOEAPPRLICDS RVLERYLLEAKEAEK I TTGCAEHCS LNEK I TVPDTKVNF YAWKRMEVGQOQA
PDE 10 20 30 0 50 60

SCOP Erythropoietini (d1buya2)

UniProtkp 88 39 100 110 120 130 140 147,
POEVEVWOGLALLSEAVLRGOALLVKSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAIS g
POEgY 70 80 20 100 110 120

SCOP Erythropoietin (d1buya2)

UniProtke 138 160 170 150 130 193
FOEPPDAASAAPLRT I TADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR
PDEy3y 130 140 150 160 166

SCOP: Erythropoietin d1buya_ Jmol_S

Figura 17. Em A, observa-se a sequéncia de aminoacidos da eritropoetina funcional, jA em B a
mesma proteina com representagéo da estrutura de dominio (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).

O préximo passo foi realizar uma analise comparativa da estrutura secundaria,
procurando reconhecer o posicionamento de cada segmento na molécula da
eritropoetina com a analise inicial das regides que ndo possuem defini¢cdo do tipo de
cadeia (alfa-hélice, cadeia beta, cadeia em curva, cadeia estendida). A figura 18

mostra o resultado dessa comparacao.

ossp n A A A AAAGRGRA n ; n & & n.'
UniProtks 28 30 . i) . 50 . 6 . L] ‘ 5 Ll A
POEAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAEK I TTGCAEHCS LNEKITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQA o
FOE { 10 0 3 W0 50 &0 )
P
.................... ANE
i [ AVVVVVVVVVVV —VVVVVVVVV\ — #',' /
UniProtks 58 90 . 100 . 10 . 10 . 130 ‘ 40 47 \
POBEVEVWQGLALLSEAVLRGOALLVKSSOQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEA 1S \ ;-
FDEgy 70 50 90 100 110 120 ’
A N i
Dssp | ——— YV VL VLYY A
UniProthg 138 , . &“ . 170 . 150 . 1% 193
POEPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR
POBTG; 30 130 150 160 166 DS5P: no secondary structure assigned

Figura 18. Nessa representacao observa-se a sequéncia de aminoacidos e a presenca de regides
sem estrutura secundaria com cadeia definida (Fonte:http://www.rcsb.org/pdb).

A analise comparativa da estrutura da eritropoetina humana destacando-se cada
regido de estrutura secundaria definida, e em seguida as regides na molécula 3D
também foi realizada. As regides, na proteina completa, que representam as

variagdes de estrtutura secundaria foram identificadas a partir de RCSB Protein Data
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Bank, possibilitando a comparagdo com as estrutura 3D. A figura 19 mostra a
descrigdo dos padrdes estruturais possiveis: alfa-hélice (alpha helix), cadeia beta

(beta bridge) e cadeia em curva (turn).

beta bridge BRIDGE_1 alpha helix Helix_2
turn Tumn_1 alpha helix Helix_1 turn Tum_2 ‘ turn Turn_ 3. alpha helix Helix_3
pssr—— I NANNNNANNN V
UniProtkp28_3p N 5 . 6p . m . ap , 87
PDBAF‘PRL ICDS RVLERYLLEAKEAEI\ | TTGCAEHCS LN EK 1 TVPDTKVNFYAWKRMEVGQQA
FDE y 10 20 30 40 50 60
alpha helix Helix_3 alpha helix Helix_4
psse AN AVAVAYAYAYAYA AVAYAYAYAYA AVA
UniProtke 88 90 100 110 120 130 140 147,
I’DHVEVWQGLALLS EAVL RGQALLVI\SSQPWEPLQLHVDKAVSGLRS LTTLLRALGAQKEA 15
FDEg) 70 50 a0 100 110 120
turn Turn_5  beta bridge BRIDGE_2 alpha helix Helix_5 turn Tum_6
DSsP n A ANANNANNANNANANN—N-
UniProtkg 138 ﬁi“ 170 180 130 133
FOEP PDAAS AAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR
PDE 34 130 140 150 160 166

Figura 19. Repesentacdo da sequéncia de aminoacidos da eritropoetina humana mostrando a
distribuicdo da diversidade de estrutura secundéaria presente ao longo da cadeia. As setas indicam
cada regido observada, e que serdo comparadas na estrutura de dominio.
(Fonte:http://www.rcsb.org/pdb; imagem modificada).

A analise comparativa da estrutura secundaria na estrutura de dominio pode ser
representada, na cadeia principal da eritropoetina humana. Utilizando a figura 20
como referéncia, cada segmento foi posicionado na estrutura de dominio e o
resultado foi representado na figura 20. A comparagéo tem por finalidade identificar
se a estrutura secundaria € mantida com a mesma conformacao quando na proteina

integral e nos peptideos obtidos por meio da fragmentacgéao in silico da proteina.
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DSSP: turn Tumn_1

DSSP: alpha helix Helix_1

>
t

DSSP: turn Turn_2

DSSP: beta bridge BRIDGE_1

DSSP: turn Turn_3

4
v

DSSP; alpha helix Helix_2

AR
&

(>
S

DSSP: alpha helix Helix_3

DSSP: alpha helix Helix_4

}
v

DSSP: turn Tumn_§

-y

DSSP: turn Tumn_6

STRIDE: alpha helix Helix_5

STRIDE: beta bridge BRIDGE 2

Figura 20. A figura mostra a posicdo de cada segmento de estrutura de alfa-hélice (alpha-helix),
cadeia beta (beta bridge) e regido em curva (turn). As setas indicam as correspondéncias para cada

regido na proteina em

andlise  comparativa

(Fonte:http://www.rcsb.org/pdb; imagem modificada).

com

a

sequéncia de

aminoécidos.
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5.3 Fragmentacao in silico: cortes da sequéncia funcional
da eritropoetina realizados por enzimas em simulagao

computacional

Apds a passagem da sequéncia de aminoacidos da eritropoetina pelo programa
“Protein Cutter’, foram obtidos 337 fragmentos (peptideos), sendo o numero de
fragmentos obtidos a partir da fragmentagao simulada, realizada por todas enzimas
disponiveis no baco de dados, apresentados na tabela 2. Esses fragmentos
passaram a sofrer um processo de selecdo para escolha de potenciais peptideos

antimicrobianos.

N° DE
FRAGMENTOS
OBTIDOS

21
13
7
19
19
3

22

31
23
39
21
18
12
21

15

27

Tabela 2. Indicativo da enzima usada, do local de realizagdo de corte e o numero de
fragmentos obtidos apds a agéo da enzima. (Fonte: Protein Cultter).
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Os resultados obtidos apresentaram alguns dados que foram adotados como
parametro para selecdo ou exclusdo dos peptideos. Eles sdo mostrados em uma
série de tabelas geradas quando da realizagdo dos cortes enzimaticos, podendo ser

vistos em anexo.

5.3.1 Selecé&o por numero de residuos de

aminoacidos
Normalmente os peptideos antimicrobianos sdo moléculas pequenas, de até 5 kDa,
exibindo alto teor de aminoacidos basicos e hidrofébicos. Em geral, séo
caracteristicamente definidos por conterem uma cadeia curta de aminoacidos (10 a
50 a.a.) e por apresentarem atividade antimicrobiana. A maioria apresenta uma
grande quantidade de residuos hidrofébicos e carga total positiva em pH fisiolégico,
devido a grande propor¢ao de residuos de lisina e arginina (KAMYSZ et al., 2003).
Desta forma, a primeira triagem foi feita, adotando como parametro, o nimero de
aminoacidos no peptideo obtido.
Apesar de muitas referéncias da literatura adotar entre 10 e 100 o numero de
residuos de aminoacidos possiveis para acdo antimicrobiana dos peptideos, neste
trabalho foi adotada uma referénca de 12 até 50 residuos de aminoacidos. Foram
descartados todos os peptideos que possuissem menos de 12 e mais de 50
aminoacidos, restando uma amostra de 95 peptideos a serem analisados.

5.3.2 Selecéo pela carga total positiva
Os fatores determinantes dos mecanismos microbicidas dos peptideos
antimicrobianos estdo relacionados as caracteristicas das membranas celulares das
células microbianas e a natureza fisico-quimica do peptideo (Liang & Kim, 1999).
Segundo Park (1998), o principal alvo dos peptideos antimicrobianos seja a
membrana plasmatica, sendo que muitos desses agentes antimicrobianos provocam
a morte celular por meio da lise da membrana, o que proporciona alteracado nas
propriedades da membrana e do balango osmaotico celular. Além desse mecanismo
de lise, outros estudos apontam outros mecanismos cujos alvos séo intracelulares.
Estudos com microscopia de for¢a atdmica e microscopia eletrénica, realizados por
Bechinger e Lohner (2006), mostraram efeito litico desses peptideos em

membranas. Perturbacdo de membranas, mesmo em casos quando o alvo é
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intracelular, deve ser um evento essencial para o processo de morte celular.
(IZADPANAH & GALLO, 2005).

A presenca de residuos com carga positiva € uma propriedade importante para a
acao litica da maioria dos peptideos, pois 0 ajuda a alcancar seu alvo, incluindo
especialmente moléculas anibnicas, como a membrana plasmatica e &cidos
nucléicos (HANCOCK, ROZEK, 2002).

A maior parte dos PAMs caracterizados até hoje apresentam uma carga liquida
positiva, podendo conter um dominio catiénico altamente definido. Esta cationicidade
€, sem duavida, de grande importancia para a atracdo eletrostidtica do PAM pela
membrana fosfolipidica carregada negativamente das bactérias e outros micro-
organismos, 0 que garante aos PAMs certa seletividade no que diz respeito aos
tecidos do hospedeiro (YEAMAN & YOUNT, 2003).

De acordo com Lata et al. (2007), estes peptideos sdo muito diversos em relacéo a
sequéncia de aminoacidos e a estrutura secundéaria, mas partiham certas
propriedades, tais como afinidade para os fosfolipidios carregados negativamente
que estdo presentes nas superficies exteriores da membrana citoplasméatica de
muitas espécies microbianas, além do que, uma maior frequéncia dos residuos
carregados positivamente pode ajudar o C-terminal a interagir com a membrana
bacteriana carregada negativamente, residuos carregados positivamente no
terminal-N pode ajudar na interacdo entre estes peptideos e componentes
intracelulares, como ADN e ARN, prejudicando assim fun¢des cruciais bacterianas.
A proporcao de aminoacidos de carga negativa (D e E) deve ser muito baixa, uma
vez que estes podem interferir durante o curso de penetragdo da membrana da
célula carregada negativamente das bactérias.

Se uma bactéria € exposta a um peptideo, mais e mais peptideos associam-se
sobre a superficie da membrana bacteriana. Finalmente, a membrana colapsa
quando ele esta completamente envolta por moléculas peptidicas. Esta saturacao foi
estimada para ocorrer em torno 1-10.000.000.000 moléculas (STEINER; ANDREU;
MERRIFIELD, 1988). Membranas modelo com e sem colesterol mostram que o
colesterol previne o dano a membrana. Como este lipidio € um componente
essencial nas membranas eucaribticas existe um consenso de que o colesterol na
maioria dos casos explica porque as concentracbes naturais de peptideos
antibacterianos ndo causam dano a célula eucariota (BOMAN, 2003).
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Peptideos catibnicos conseguem se ligar aos lipopolissacarideos, moléculas
carregadas negativamente que constituem o principal componente da parede celular
das bactérias Gram-negativas. A ligacdo desses peptideos aos lipopolissacarideos
envolve o deslocamento de cétions bivalentes (Mg2+ e Ca 2+) essenciais para a
estabilidade da superficie celular, o que resulta no rompimento da camada e facilita
a entrada do peptideo na célula bacteriana. Um mecanismo similar também capaz
de favorecer a passagem desses peptideos pela parede celular de bactérias Gram-
positivas (HANCOCK 1997; PIER E HANCOCK, 1994).

Como a atividade e a seletividade dos peptideos catidnicos sdo determinadas pelo
modo de interagcdo com as membranas celulares dos microrganismos. A maioria
possui carga catiénica e hidrofobicidade relativamente alta em pH fisiologico, o que
facilita a ligacdo e insercdo a membrana das células microbianas. Seguindo esse
principio de cargas positivas, foram descartados 0s que possuissem carga total
negativa ou neutra, selecionando apenas o0s peptideos de carga total positiva,

mantendo-se assim ma propriedade essencial para a acdo antimicrobiana.
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5.3.3 Selecédo dos peptideos pelo ponto

isoelétrico
O valor de pH no qual o aminoacido, peptideo ou proteina ficam eletricamente
neutros (igual nimero de cargas positivas e cargas negativas) corresponde ao ponto
isoelétrico (pl). O valor de pl é uma constante de um composto em particular em
condicdes especificas de forga ibnica e temperatura. Além disso, representa um pH
onde o numero de grupos acidos desprotonados (COQO’) e grupos basicos
protonados (NH3") se igualam, sendo que a relagéo entre o pH e o ponto isoelétrico
possibilita reconhecer a carga liquida de um peptideo ou proteina, de modo que, em
pH menor que o pl, a carga elétrica liquida ser& positiva; em pH maior que o pl, a
carga elétrica liquida sera negativa. (PIHLASALO et al., 2012)
Desta forma, em pH fisiolégico (pH = 7) espera-se peptideos com pl acima de 7,0, o
que proveria uma carga elétrica liquida positiva, tornando esse peptideo viavel para
acdo antibacteriana, uma vez que a membrana plasmética bacteriana tem carga
negativa. Assim, um peptideo de carga liquida positiva teria capacidade de ligacdo a
membrana, possibilitando sua acéo.
Baseado nos critérios apresentados, as sequéncias escolhidas sdo mostradas na
tabela 3.

5.3.4 Selegao pelo indice Boman

O indice Boman representa a soma das energias livres das cadeias laterais
respectivas para transferéncia a partir de ciclohexano para agua tirada e dividido
pelo numero total de residuos de um peptideo antimicrobiano. A base de dados “The
Antimicrobial Peptides Database” definiu como indice Boman, em 2003, em memdria
de Hans Boman, que o chamou de potencial de ligacdo-proteina.

Em experimentos desenvolvidos por Hans Boman (BOMAN, 2003), ficou descrito
que a maioria dos peptideos antimicrobianos apresentava indices baixos, por isso
foram definidos valores abaixo de 1,0 para esse parametro, desta forma, todos os
peptideos selecionados apresentaram indice menor que 1,0 (tabela 3) concluindo-se
que eles tém probabilidade reduzida de interagir com receptores e, portanto, sdo
potenciais candidatos antibacterianos sem muitos efeitos adversos (BOMAN, 2003).
Apesar da preferéncia por indice baixo, existem varios peptideos com indices mais
elevados que sao inteiramente capazes de exercer agao antibacteriana sem

apresentar outras fungdes aparentes.
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NUumero de Potencial

Sequéncia NP " Carga indice Boman
aminoacidos Isoelétrico

AASAAPLRTITA 12 9,79 +1 0,38

EAVLRGQALLVKSSQPW 17 8,85 +1 0,9

AVSGLRSLTTLLRALGAQK 19 12,01 +3 0,89

KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 26 11,00 +3 0,99

Tabela 3. Representagdo das quatro sequéncias escolhidas baseados nos critérios acima
estabelecidos.

5.3.5 Selegdao pelo método descrito por

Lata
Apés a aplicacdo dos parametros finais sobre os quatro peptideos selecionados,
alguns dos parametros reconhecidos como importantes para peptideos
antibacterianos foram observados nos peptideos em analise, de modo que, nao
necessariamente todas as caracteristicas estariam presentes no peptideo
reconhecidos como importantes para a acao antimicrobiana, porém, todos
apresentaram algum ou alguns desses parametros, desta forma uma possivel
sintese desses peptideos se tornaria viavel para eventuais testes da acao
antibacteriana.
Em 2007, Lata et al, desenvolveram um método que utiliza uma abordagem com N-
terminal e C-terminal para reconhecer algumas propriedades consideradas
importantes para a acdo antimicrobiana. A regido C-terminal € responsavel pela
interacdo de membrana e formacdo de poros, enquanto que a regido N-terminal &
importante em processos especificos de interacdo com bactérias (Otvos, 2005),
dessa forma determinaram algumas preferéncias de residuos de aminoacidos em
peptideos antibacterianos quando comparados a peptideos nao antibacterianos.
Inicialmente os residuos N-terminais foram utilizados para predicdo de peptideos
antibacterianos usando Artificial Neural Network (ANN), Quantitative Matrices (QM) e
Support Vector Machine (SVM), o que resultou em uma precisao de 83,63%, 84,78%
e 87,85%, respectivamente. Em seguida, os residuos C-terminais foram usados para
o desenvolvimento de métodos de previsdo, 0 que resultou em uma precisdo de
77,34%, 82,03% e 85,16%, usando ANN, QM e SVM, respectivamente. Finalmente,
os modelos de ANN, QM e SVM foram desenvolvidos utilizando os residuos N e C
terminal, obtendo uma precisdo de 88,17%, 90,37% e 92,11%, respectivamente.
Todos os modelos desenvolvidos neste estudo foram avaliados por meio de cinco
vezes a técnica de validacdo cruzada. Estes modelos foram testados em um

conjunto de dados independentes.
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As conclusdes tiradas por Lata et al (2007) sugerem que entre os peptideos
antibacterianos, existe preferéncia de determinados residuos de N e C terminais, 0
gue ajuda a diferenciacdo de peptideos antibacterianos de ndo antibacterianos e que
ambos os terminais desempenham um papel crucial em conferir a propriedade
antibacteriana para estes peptideos. Entre os métodos desenvolvidos, SVM mostrou
o melhor desempenho na predigdo de peptideos antibacterianos seguido por QM e
ANN, nessa ordem.

Lata et al. (2007), a fim de demonstrar preferéncia dos 20 residuos de aminoacidos
em diferentes posicbes de peptideos antibacterianos sequenciaram logotipos
utiizando o programa plogo. Identificaram que determinados residuos séo mais
abundantes em posicfes especificas, por exemplo, G, F, V, R na primeira posicao;
L, I, W, F na segunda posicdo, etc. Geralmente, peptideos antibacterianos séo
dominados por certo tipo de residuos como G, R, K, L, etc., estes estdo presentes
na maioria das posi¢cdes. Do mesmo modo, certos residuos sao preferidos no C-
terminal, por exemplo, residuos de K, G, C e R séo os preferidos na maior parte das
posicoes.

A fim de compreender a apresentacdo de residuos nos peptideos antibacterianos,
Lata et al. (2007) calcularam a frequéncia de cada tipo de residuo nos peptideos
antibacterianos e nao antibacteriana e demonstraram que os residuos G e F sao
significativamente mais frequentes na primeira posi¢gdao N-terminal de peptideos
antibacterianos do que a de nao antibacterianos. Da mesma forma os residuos de
W, |, L, F sdo mais frequentes na segunda posi¢cdo do N-terminal de peptideos
antibacterianos em comparacdo com nao antibacterianos. Realizaram também o
calculo de residuos polares, residuos nao polares, residuos de carga positiva, etc.
em diferentes posicbes de peptideos antibacterianos e compararam com néao
bacterianos. Embora ambos os terminais possuisse maior frequéncia de residuos
carregados positivamente (K e R), a diferenga entre a frequéncia destes residuos
entre os peptideos antibacterianos e nado antibacteriana é mais elevada no C-
terminal. A diferenca na frequéncia de residuos carregados positivamente em
relagdo aos carregados negativamente, mostra, por exemplo, um aumento dos
positivos da posicdo 1 a 5 na extremidade N-terminal, enquanto que ela tende a
diminuir a partir da posigdo 1-5 na C-terminal. Enquanto a maior frequéncia dos
residuos carregados positivamente pode ajudar o C-terminal a interagir com a

membrana bacteriana carregada negativamente, residuos carregados positivamente
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no terminal-N pode ajudar na interagdo entre estes peptideos e componentes
intracelulares, como DNA e RNA, prejudicando assim a as fungbes cruciais
bacterianas. A propor¢cao de cisteina é mais elevada no também N-terminal. A
propor¢cao de aminoacidos de carga negativa (D e E) encontrados foi muito baixa,
como esperado, uma vez que estes podem interferir durante o curso de penetracao
da membrana da célula carregada negativamente das bactérias.

Desta forma, foi feita a analise dos peptideos selecionados visando reconhecer a
presenca dessas caracteristicas identificadas como importantes para a agao

antimicrobiana. Os resultados da analise podem ser observados na figura 21.

Portador de dois residuos

preferidos apenas (L,R) além de > AA.AAPLRTFTA
um néo preferido (8).

Portador de 5 reiduos preferidos
lAVLRGQALLVK-QPW <:: (L, R, G), porém com trés residuos
néo preferidos (E, S)

Apesar da presenga de 2 residuos

néo preferidos, esse peptideo porta
9 residuos preferencias, além de K ::> AV.GU‘LTTLLRALGA oK

como c-terminal. Apesar de portador de 4 residuos

néo preferidos (E, S), houve
KAV.GLR.L?TLLRALGAQ’{IA"PP <:: grande presenca de residuos

preferenciais (K, G, L, R)

Figura 21. Identificacdo dos residuos de aminoéacidos determinados pelo descrito por Lata et al.,
2007.

5.4 Estrutura secundaria dos peptideos analisados:

resultado de predicao de estrutura

Os peptideos foram analisados no programa PSIPRED e as previsdes de estruturas
secundarias fornecidas mostram a presenca de alfa-hélice, cadeia beta e cadeia

estendida, podendo ser observadas na figura 22.
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Peptideo 1 Peptideo 2
cont: JINERERz-n=zll conf: IlaaaznzlEEEn-nEEE
Pred: _EE - Pred: ___ — -
Pred: CCCCCCCCHHHC FPred: CCEECCEEEEEECCCCC
AR: ARSERAPLE T]I:T;‘l‘.; Af: EAVLEGDOALLVWEES Z0OPW
10 10
Peptideo 3 Peptideo 4
Prad y FPred: €7 —
Dirmeds -__; ------------------------ - FPred: CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC ZCO
s EZ_ 5'“1_ BaT TTLLEA™ CAMK AR: HAVSGLRS LTTLLRALGAQHEAT SPP
10 10 Z0
Li=genad -
l:::l — h=li= Comnf - 5|=. al II[ — confidence of predictiom

- +
— strand FPred: predicted secondary structuze

— ooil Ax- target Eequence

Figura 22: Resultado da predicdo de estrutura secundaria dos peptideos 1, 2, 3 e 4 obtido em
PSIPRED (Disponivel em <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>).

Além da andlise isolada dos peptideos, a comparacdao dos mesmos com a EPO
integral permite uma visdo de como 0s segmentos analisados se organizam na

proteina integral. Essa comparacao pode ser visualizada na figura 23.
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Figura 23. Inicialmente a EPO integral e posteriormente quatro quadrantes com a demarcacéo, na
EPO, dos peptideos identificados como peptideos 1, peptideo 2, peptideo 3 e peptideo 4.

A andlise individual de cada peptideo permitiu mostrar uma perspectiva de estrutura
secundéria, segundo PSIPRED, com a presenca de algumas caracteristicas
estruturais que poderiam ser favoraveis para a acao antimicrobiana.

O peptideo 1 (AASAAPLRTITA) esta representado, na molécula original de EPO,
pelos residuos de nimero 124 a 135, da cadeia de 166 residuos de aminoécidos.
Apresenta na molécula original uma configuracdo com regides em curva, cadeia
estendida e cadeia beta. A comparacado entre o trecho que caracteriza o peptideo 1
na molécula de eritropoetina, bem como a representacdo de sua estrutura

secundéaria estao representados na figura 24.
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Figura 24. Em A pode ser observada a sequéncia de aminoacidos do peptideo 1 dentro da estrutura
secundaria da molécula de eritropoetina integral. Em B o posicionamento do peptideo na estrututura
de dominio (Fonte: http://www.rcsb.org, imagens modificadas). Em C a representagdo da estrutura
terciaria de EPO destacando a localizacdo do peptideo 1 (Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A previsdo de estrutura secundaria do peptideo 1 no programa PSIPRED foi
realizada (figura 25) e o resultado permitiu a constatacdo de que a estrutura do
peptideo isolado ndo corresponde ao que ocorre com 0 segmento na molécula
completa, havendo o surgimento de um pequeno segmento com capacidade de
formacao de alfa-hélice. No segmento original eram observadas regiées em curva,
regido estendida e cadeia beta (figura 24A). O peptideo apresenta na sua predicao a
estrutura em hélice com trés residuos —TIT— todos os outros foram simulados com
estrutura estendida. Apesar da menor estabilidade dessa estrutura estendida, a
mesma apresenta dois residuos preferenciais bem proximos a hélice prevista, o que

pode favorecer a interagcdo com membranas bioldgicas. Além de ser um peptideo
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bem pequeno, o que viabiliza a sua sintese caso seja realmente previsto como
antibacteriano.

cont: JINmEERn-nmall

Pred: a::j

Pred: CCCCCCCCHHHC
Ah: ARSARPIRTITA

10

Legend:

D — helix Conf: Lj]"[ — confidence of prediction
- +
— gbkrand Pred: predicted gecondary structure

- ooil AR: target cequence

Figura 25. Resultado da predicdo de estrutura secundaria do peptideo 1 obtido em PSIPRED
(Disponivel em <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>).

O peptideo 2 (EAVLRGQALLVKSSQPW) esta representado, na molécula original
da eritropoetina, pelos residuos de numero 72 a 88, da cadeia de 166 residuos de
aminoacidos. A sua estrutura secundaria é representada principalmente por alfa-
hélice na molécula integral, com segmentos sem cadeia definida em curva. A figura
26 representa a distribuicdo da estrutura secundaria na proteina completa e na

estrutura de dominio.
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Figura 26. Em A pode ser observada a sequéncia de aminodcidos do peptideo 2 dentro da
estrutura secundaria da molécula de eritropoetina integral. Em B o posicionamento do peptideo na
estrututura de dominio (Fonte: http://www.rcsb.org, imagens modificadas). Em C a representacao
da estrutura terciaria de EPO destacando a localizacdo do

www.ncbi.nim.nih.gov/).

peptideo 2

(Fonte:

O proposto em PSIPRED para o peptideo 2 (figura 27) € que o mesmo apresente

uma estrutura com alternancia entre estrutura estendida (coil) e folha beta, porém na

molécula original o mesmo peptideo tem uma organizacéo estrutural em alfa-hélice

seguida de um segmento estendido, que na estrutura terciaria origina uma curvatura.

Essa comparacdo nos leva a conclusdo que o peptideo 2 isolado passa a ter as

interacBes entre os residuos de aminoacidos estabelecidas de modo a apresentar

total modificacdo na estrutura prevista. A disposicdo molecular prevista pressupde a

presenca dos residuos VL e QALLVK em folha. Dentre esses, pode-se destacar a

presenca de L e K como residuos dominantes para um bom efeito antimicrobiano,

porém, os residuos E e S, presentes em regifes terminais com cadeia estendida,

poderia promover uma dificuldade de interacdo com as membranas biologicas. A

predicdo desse peptideo para efeito antimicrobiano poderia ser mais bem avaliada.
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Figura 27. Resultado da predicdo de estrutura secundaria do peptideo 2 obtido em PSIPRED
(Disponivel em <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>).

O peptideo 3 (AVSGLRSLTTLLRALGAQK) estéa representado na molécula original
da eritropoetina, pelos residuos de numero 98 a 116, da cadeia de 166 residuos de
aminoacidos, apresentando-se com grande parte de sua sequéncia em alfa-hélice e

um trecho de cadeia estendida (figura 28).
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Figura 28. Em A pode ser observada a sequéncia de aminoacidos do peptideo 3 dentro da estrutura
secundaria da molécula de eritropoetina integral. Em B o posicionamento do peptideo na estrutura de
dominio (Fonte: http://www.rcsb.org, imagens modificadas). Em C a representacdo da estrutura
terciaria de EPO destacando a localizacao do peptideo 3 (Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/).

O proposto para o peptideo 3 em PSIPRED foi mais préximo ao observado na
molécula integral de EPO. Isolado, o peptideo é previsto com uma estrutura
predominantemente alfa-hélice (figura 29), o0 mesmo ocorrendo na proteina integral.
A diferenca se faz quanto ao posicionamento da hélice, que no peptideo isolado é
prevista para em uma posicdo mais centralizada, com cadeias estendidas nas
extremidades terminais, ja na proteina integral a alfa-hélice se dispde no inicio do
segmento com uma continuidade de cadeia estendida. Neste caso as alteragdes néo
mudaram a esséncia estrutural do peptideo, pois essencialmente a alfa-hélice foi
prevista como estrutura provavel, porém o0s aminoacidos responsaveis pela
formacdo das hélices ndo serdo os mesmos, desta forma o peptideo pode
apresentar aminoacidos capazes de interagir com as membranas biologicas de
micro-organismos em posi¢des acessiveis da hélice ou da cadeia estendida, levando

a um efeito antibacteriano possivel. Mesmo assim, a possivel presenca de varios
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residuos preferenciais na hélice favoreceria a uma interagdo com membranas
biologicas, além do terminal K, um residuo preferencial para c-terminal. Desta forma

0 peptideo 3 se mostra como candidato a acdo antimicrobiana.

conf: JlnzNNNNNNNANANNonkt
Pred: _0 )_

Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHCCC
AR: AVSGLRSLTTLLRALGAQK
I

10

Legend:

(L =helix  Conf: ]::I]II[ = confidence of prediction
-4

strand Pred: predicted secondary structure

= coil AA: farget sequence

Figura 29. Resultado da predi¢cdo de estrutura secundéria do peptideo 3 obtido em PSIPRED
(Disponivel em <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>).

O peptideo 4 (KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP) est4d representado na
molécula original da eritropoetina, pelos residuos de nimero 97 a 122, da cadeia de

166 residuos de aminodcidos, alternado alfa-hélice e cadeia estendida (figura 30).
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Figura 30. Em A pode ser observada a sequéncia de aminoacidos do peptideo 4 dentro da estrutura
secundaria da molécula de eritropoetina integral. Em B o posicionamento do peptideo na estrutura de
dominio (Fonte: http://www.rcsb.org, imagens modificadas). Em C a representa¢do da estrutura
terciaria de EPO destacando a localizacdo do peptideo 4 (Fonte: www.nchi.nlm.nih.gov/).

O peptideo 4 teve sua predicdo em PSIPRED com uma estrutura essencialmente
em alfa-hélice, portando apenas as extremidades terminais com pequeno trecho de
cadeia estendida (figura 31). Em relacdo ao observado na EPO integral, a diferenca
diz respeito a maior sequéncia de cadeia estendida na EPO. Inicialmente o
segmento apresenta uma cadeia alfa-hélice, porém a cadeia estendida passa a ser
bem significativa na molécula, interferindo, inclusive, na presenca de uma dobra na
proteina terciaria. A disposi¢do estrutural do peptideo poderia representar uma
estabilidade estrutural para a molécula o que poderia favorecer a interacdo com as
membranas biolégicas de micro-organismos, além de ser um sitio que pode
apresentar grande niumero de aminoacidos que possam exercer efeito interativo com
as membranas. Apesar de a hélice prevista apresentar trés residuos nao
preferenciais (KSE), o niamero de residuos reconhecidos como preferenciais é
elevado (7 residuos) além de um residuo preferencial na extremidade N-terminal,
desta forma uma possivel interacdo com as membranas biologicas poderia ser

favoravel e assim, um agente antibacteriano poderia ser previsto.
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Figura 31. Resultado da predicdo de estrutura secundaria do peptideo 4 obtido em PSIPRED
(Disponivel em <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>).

A andlise das quatro sequéncias de forma comparativa permite reconhecer que as
previsdes de estrutura dos peptideos em PSIPRED mostram diferencas em relacao
ao que se reconhece da estrutura secundaria e terciaria da EPO. Essas diferencas,
logicamente, se d@o devido as interagdes estabelecidas entre os aminoacidos
quando passam a ser organizados em uma proteina integral e em um peptideo, bem
mais curto e consequentemente com menos aminodcidos influenciando as
disposicGes estruturais do peptideo. Essa € uma visdo esperada, havendo a
necessidade de reconhecer que as condi¢cdes do meio em que o peptideo vai atuar
podem interferir na funcionalidade do mesmo, principalmente pensando em
diferentes pH e interagcdes com outros tipos de moléculas presentes no meio.

Os peptideos devem ser portadores de uma estrutura sem grandes modificacdes, ou
seja, bem estabilizadas, e devem apresentar os aminoacidos capazes de prover a
interacdo com as membranas biologicas presentes em sitios expostos e que possam
ser acessiveis a essas membranas.

Os peptideos devem ser sintetizados e testados em cepas bacterianas visando
reconhecer se possuem efeito antimicrobiano, jA que simulagbes s6 fornecem
perspectivas de efeito antimicrobiano. Para que os peptideos sejam sintetizados as
perspectivas devem ser significativas, jA& que o0s custos para sintese sao
relativamente elevados e, 0s testes requerem gastos e tempo, desta forma, testes
com peptideos que ndo conferem perspectivas reais de agao antimicrobiana néo séao
justificados. Até 0 momento boas perspectivas sao conferidas aos peptideos
analisados.

Uma maior seguranga para identificacdo de estrutura visando eventual sintese se da

por meio de métodos mais precisos de validacdo de estrutura. De posse disso a
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estrutura secundaria/terciaria dos peptideos também foi prevista usando o programa
‘BHAGEERATH-H: A Homology ab-intio Hybrid Web server for Protein Tertiary
Structure Prediction”, disponivel em <http://www.scfbio-
iitd.res.in/bhageerath/bhageerath_h.jsp>, sendo realizada a modelacédo de estrutura
secundéaria/terciaria dos quatro peptideos. O programa "Bhageerath-H" aceita uma
sequéncia de aminoacidos e realiza a predi¢cdo de cinco estruturas possiveis para o
peptideo nativo. Esta abordagem é frequentemente referida como um método ab
initio (SCHERAGA, 1992; VASQUEZ, 1994) e baseia-se na hipétese formulada pelo
termodinamico Anfinsen (1973), de acordo com a qual, a estrutura de uma proteina
nativa corresponde ao minimo global da energia livre, sob dadas condi¢cfes
(ANFINSEN, 1973).

Outra ferramenta para modelacdo e determinacdo de alguns parametros
bioquimicos de proteina e peptideos é o servidor SWISS-MODEL, um servidor de
homologia de modelagem da estrutura de proteinas totalmente automatizado,
acessivel através do servidor web ExPASy, ou a partir do programa DeepView
(Swiss PDB-Viewer), disponivel em <http://swissmodel.expasy.org/>. O objetivo
deste servidor é fazer Modelling Protein acessivel a todos bioquimicos e bidlogos
moleculares a nivel mundial (Fonte: http://swissmodel.expasy.org/).

Foi feita a predicdo dos trés peptideos usando trés passos de 100 agitacdes, de
onde foram obtidas, para cada peptideo, 5 possiveis estruturas, cada uma delas
com o minimo de energia livre em cada passo. Os resultados para predicdo de
estrutura secundaria/terciaria para cada um dos quatro peptideos passam a ser
apresentados nas figuras 32, 33, 34 e 35.



74

Hélice: Zero Hélice: Zero Hélice: Zero
Folha: Zero Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 100% Coil: 100% Coil: 100%

SSbonds: 0 SShonds: 0 SShonds: 0

Hélice: Zero Hélice: Zero
Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 100% Coil: 100%
SShonds: 0 SShonds: 0

Figura 32. Visualizagdo das possiveis estruturas secundarias para o peptideo 1. Mostrando
diferentes conformagdes baseadas em no nivel de energia livre. Fonte: SPDB-Viewer.
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Hélice: Zero Hélice: Zero Hélice: 35,29%
Folha: Zero Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 100% Coil: 100% Coil: 64,71%
SShonds: 0 SShonds: 0 SShonds: 0

Hélice: 23,52% Hélice: 23,52%
Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 76,48% Coil: 76,48%
sShonds: 0 SSbhonds: 0

Figura 33. Visualizacdo das possiveis estruturas secundarias para o peptideo 2, mostrando
diferentes conformacgdes baseadas em no nivel de energia livre. Fonte: SPDB-Viewer.
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Hélice: 47,36% Hélice: 63,15% Hélice: 63,15%
Folha: Zero Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 52,64% Coil: 36,85% Coil: 36,85%
SSbonds: 0 SShonds: 0 SSbonds: 0

Hélice: Zero Hélice: 47,36%
Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 100% Coil: 52, 64%
SShonds: 0 SSbonds: 0

Figura 34. Visualizagdo das possiveis estruturas secundarias para o peptideo 3. Mostrando
diferentes conformagdes baseadas em no nivel de energia livre. Fonte: SPDB-Viewer.
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Hélice: 61,53% Hélice: 57,69% Hélice: 15,38%

Folha: Zero Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 38,47% Coil: 42,41% Coil: 82,64%
SSbonds: 0 SsSbonds: 0 SSbonds: 0

Hélice: 42,30% Hélice: 50%
Folha: Zero Folha: Zero
Coil: 57,70% Coil: 50%

SSbonds: 0 SSbonds: 0

Figura 35. Visualizagdo das possiveis estruturas secundarias para o peptideo 4. Mostrando
diferentes conformagbes baseadas em no nivel de energia livre. Fonte: SPDB-Viewer.

A estrutura do peptideo pode auxiliar de forma decisiva na descoberta de um
potencial agente antibacteriano, favorecendo ou dificultando a interacdo com a
membrana das bactérias, o alvo de acéo principal dos peptideos antibacterianos.

A modelagem por homologia é bastante satisfatoria em presumir estruturas 3D de
proteinas, pois se baseia em alguns padrbes gerais observados em nivel molecular,
onde a homologia entre sequéncias de aminoacidos envolve uma semelhanca
estrutural e funcional, além disso, proteinas homadlogas apresentam regides internas
conservadas, mas as regides das alcas, que séo regibes mais externas sdo onde as
principais diferencas estruturais entre proteinas homodlogas ocorrem (FILHO;
ALENCASTRO, 2003). Desta forma os modelos previstos permitem que possa ser
feita uma avaliacdo da possivel eficacia dos peptideos frente a acdo antibacteriana.
A modelagem de proteinas esta baseada na semelhancga entre estruturas primarias
de uma proteina-molde e de proteinas homologas de estruturas 3D conhecidas que
trazem consigo uma similaridade estrutural (CHOTIA; LESK, 1986). Deste modo, um
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modelo 3D de uma proteina alvo pode ser construido a partir de proteinas que
possuem relagao de similaridade estrutural (GINALSKI, 2006).

Além da previséo de estrutura secundaria e/ou terciaria, de ligacdes de hidrogénio e
de ligacbes dissulfeto, a energia livre ap0s minimizacdo das estruturas também
podem ser previstas no programa DeppView Swiss — Pdb Viewr 4.1.0. A presenca
de ligagcOes de hidrogénio e ligagOes dissulfeto favorecem uma estabilidade da
estrutura formada, e caso na regido de estabilidade haja aminoacidos que
possibilitem a interacdo com a membrana, os peptideos podem ser considerados de
boa acdo antimicrobiana, j& que possuirdo sitio de interagdo sempre estaveis. A
tabela 4 apresenta os dados referente a andlise das predigBes estabelecidas,
mostrando para cada estrutura possivel dos quatro peptideos o percentual de hélice,
folha ou coil (estendida), as possiveis ligacdes dissulfeto e ligacfes de hidrogénio. A
tabela 5 apresenta os dados referentes a energia livre apés a minimizacédo de cada

uma das estruturas.



Estruturas

possiveis para
os peptideos

Estrutura 1

Estrutura 2

Estrutura 3

Estrutura 4

Estrutura 5

Estrutura 1

Estrutura 2

Estrutura 3

Estrutura 4

Estrutura 5

Estrutura 1

Estrutura 2

Estrutura 3

Estrutura 4

Estrutura 5

Estrutura 1

Estrutura 2

Estrutura 3

Estrutura 4

Estrutura 5

Estrutura prevista (%)

HELICE FOLHA COIL

35,29
23,52
23,52
47,36
63,15
63,15
0
47,36
61,53
57,69
15,38
42,30

50

0

0

100
100
100
100
100
100
100
64,71
76,48
76,48
52,64
36,85
36,85
100
52,64
38,47
42,41
82,64
57,70

50

LigagGes
dissulfeto

0

0

Ligacoes hidrogénio

14
16
20
6
16
21
26
14
15

19
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Tabela 4. Representacdo do previsto nas estruturas secundarias para os peptideos 1, 2, 3 e 4. Fonte:

SPDB-Viewer.



Estrutura Passo Energia

Peptideo 1 Peptideo 2 Peptideo 3 Peptideo 4

1 (-50.649) (-340.548) (-692.833) (-850.919)

1 2 (-61.018) (-358.089) (-711.202) (-885.907)
3 (-67.426) (-367.778) (-721.494) (-904.078)

1 (-25.918) (-415.875) (-618.090) (-821.686)

2 2 (-35.609) (-435.741) (-646.261) (-850.247)
3 (-42.837) (-447.326) (-666.220) (-862.990)

1 (-12.117) (-484.517) (-658.962) (-613.857)

3 2 (-24.586) (-507.138) (-689.187) (-648.372)
3 (-30.313) (-519.579) (-703.566) (-669.359)

1 (-81.043) (-279.381) (-486.900) (-707.257)

4 2 (-101.523) (-328.350) (-504.666) (-747.313)
3 (-111.882) (-349.336) (-513.588) (-772.289)

1 (-63.466) (-368.332) (-501.939) (-588.858)

5 2 (-87.227) (-418.503) (-535.820) (-637.296)
3 (-98.882) (-440.581) (-548.566) (-666.553)
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Tabela 5. Energia livre apds minimizacdo das cinco estruturas de cada um dos quatro peptideos em

KJ/mol.

Uma comparagédo das estruturas previstas e da energia livre foi realizada com o

intuito de identificar a predicdo mais provavel para os peptideos, visando reconhecer

um possivel candidato para sintese e posteriores testes junto a cepas bacterianas

de interesse médico. As comparacdes podem ser mais bem visualizadas nos

gréficos 1, 2, 3, e 4, construidas a partir da analise dos 3 passos de 100 agitacdes

para minimizagcdo da estrutura, da energia livre em KJ/mol e a comparacao de cada

uma das cinco estruturas previstas como possiveis para os peptideos.



81

Estrutura 1 Estrutura 2 Estrutura 3 Estrutura 4 Estrutura s

0 T T T T 1
Paszo 1 Passo 2 Passo 3

-20.000
=
=]}

-40.000
g — ] s E strutura 1
~ \ e=fll=Estrutura 2
]
5 -60.000 Estrutura 3
= ‘\’
@ = Estrutura 4
€ -80.000 Estrutura
uwj

-100.000 \

-120.000

Grafico 1. Peptideo 1 analisado visando o reconhecimento da estrutura secundaria mais provavel
seguindo a menor energia livre.
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Grafico 2. Peptideo 2 analisado visando o reconhecimento da estrutura secundaria mais provavel
seguindo a menor energia livre. A estrutura 3 foi reconhecido como a mais provavel.
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Grafico 3. Peptideo 3 analisado visando o reconhecimento da estrutura secundaria mais provavel
seguindo a menor energia livre. A estrutura 1 foi reconhecido como a mais provavel.
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Grafico 4. Peptideo 4 analisado visando o reconhecimento da estrutura secundaria mais provavel
seguindo a menor energia livre. A estrutura 1 foi reconhecido como a mais provavel.
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A andlise das energias livres apdés a minimizacdo das estruturas fornece uma
predicdo do que seria mais provavel para o peptideo. Como a estrutura de uma
proteina nativa corresponde ao minimo global da energia livre, a analise dos dados
presentas na tabela 5 permite uma dedugdo mais provavel da estrutura secundaria
de cada um dos peptideos.

O peptideo 1 apresenta-se, mais provavelmente, como o demonstrado na estrutura
4, uma vez que esta possui a menor energia livre apos os trés passos de
minimizacao (-111.882), desta forma a estrutura provavel do peptideo 1 apresenta
uma cadeia estendida (quarto quadrante na figura 33). O peptideo 2 apresentou a
menor energia livre (-519.579) apods os trés passos de minimizagdo com a estrutura
3 (terceiro quadrante na figura 34), desta forma esse peptideo deve se apresentar
com uma regiao de alfa-hélice (35,29%) e o restante da molécula com cadeia
estendida (64,71%). O peptideo 3 apresenta a menor energia livre (-721.494), apos
os trés passos de minimizagédo, com a estrutura 1(primeiro quadrante da figura 35),
que se apresenta com 47,36% de alfa-hélice e 52,64% de estrutura estendida. Ja o
peptideo 4 apresentou a menor energia livre (-904.078) também com a estrutura
1(primeiro quadrante na figura 36), totalizando 61,53% de alfa-hélice e 38,47% de
estrutura estendida.

Os modelos obtidos apresentaram basicamente estrutura com alfa-hélice e
estendida. Nenhum peptideo apresentou potencial de formacdo de folha-beta,
diferentemente do que havia sido previsto em PSIPRED. Em PSIPRED o peptideo 1
foi previsto como formador de alfa-hélice e cadeia estendida, ja na modelacdo com
base a energia livre a estrutura prevista para o peptideo 1 foi de cadeia estendida
apenas. O peptideo 2 foi previsto em PSIPRED como formador de cadeia estendida
e folha beta, porém na modelacdo prevista em Bhageerath-H o peptideo 2
apresentou-se como uma estrutura mais provavel com 35,29% de alfa-hélice e
64,71% de estrutura estendida. Os outros dois peptideos apresentaram, em ambas
as predi¢des, uma alternancia de alfa-hélice e cadeia estendida. Esses resultados
mostram a necessidade de uma avaliacdo mais precisa da predicdo de estrutura
com métodos que permitam resultados mais precisos, e a validacdo por meio da
homologia de estrutura com avaliacdo da energia liberada € uma boa opcéo para
previsdo antes de uma sintese. A juncdo de métodos de predigcdo pode fornecer

mais confiabilidade no momento da escolha de peptideos a serem sintetizados.
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5.5 Resultados para avaliagao de antigenicidade

A andlise de antigenicidade também se faz necessario antes da sintese de um
peptideo com fins antibacterianos. Peptideo que tenham eficacia comprovada contra
bactérias diversas, mas que, ao mesmo tempo, sejam capazes de sensibilizar
resposta imunolodgica junto a MHC classe | e classe Il e junto a linfécitos B néo
seriam bons farmacos para uso em humanos, devido a possivel rejeicdo e
alergenicidade. Desta forma soO se faz racional a producdo de peptideos que tenha
possiblidade de uso sem riscos de rejeicdo aos pacientes.

Visando o reconhecimento desse potencial efeito antigénico e alergénicos a predigéo
de tais efeitos se faz necessaria. Um bom resultado é alcangcado com uma resposta
negativa quanto a predicao de antigenicidade, significando ser o peptideo um agente

que nao sensibiliza resposta imunoldgica de rejeigao.

5.5.1 Previséao de ligacdo a MHC classe |
e MHC classe Il
O trabalho de predi¢cdo de antigenicidade dos peptideos junto ao SVMHC permitiu
que pudesse ser feita uma analise de cada um dos quatro peptideos junto aos alelos
de MHC de classes | e Il, procurando identificar possiveis ligantes. Os resultados

sdo apresentados nas tabelas 6, 7,8 € 9, e representados pelos graficos 5, 6, 7 e 8.

LIGACAO A MHC CLASSE | - PEPTIDEO 1 LIGACAO A MHC CLASSE Il - PEPTIDEO 1

B Previsdo de ndo ligante B Previsdo de ndo ligante

B Previsdo de ligante B Previsdo de ligante

Grafico 5. Representacdo do percentual de previsdo para ligantes em MHC Classe | e Il para o
peptideo | do peptideo 1.
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ALELOS MHC CLASSE | PEPTIDEO RESULTADO DA PREDICAO
A_0201(m)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_0201(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A _0301(m)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A_0301(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A _1101(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A_11(m)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_11(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_1(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A _2402(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A _2(m)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A _2(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A_31(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A_3301(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_3(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_6801(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
B_0702(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_2703(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_2705(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_2706(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_27(m)9mer AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
B_3501(m)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_3501(m)9mer AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
B_35(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_5101(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_5102(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
Posigao Sequéncia Score
B_5103(m)9mer AASAAPLRTITA 4 AAPLRTITA 0.52
2 ASAAPLRTI 0.49
B_51(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
B_5301(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_5401(m)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
Posigao Sequéncia Score
B_7(m)Smer AASAAPLRTITA 2 ASAAPLRTI 0.12
B_8(m)9mer AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
A_01(s)9mer AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
A_0201(s)10mer AASAAPLRTITA 3 SAAPLRTITA 012
A_0201(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_03(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_03(s)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
A_1101(s)9mer AASAAPLRTITA 2 ASAAPLRTI 0.14
A_1101(s)10mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
A_2402(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
A_24(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_25(s)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
A_25(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
2 ASAAPLRTI 0.29
B_07(s)9mer ARSAAPLRTITA 3 SAAPLRTIT 0.02
4 AAPLRTITA 0.02
Posicao Sequéncia Score
B_08(s)9mer AASAAPLRTITA 4 AAPLRTITA 0.38
B_08(s)8mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
B_1501(s)10mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
B_1501(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
B_1801(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
B_1801(s)8mer AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
B_2705(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
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B_27(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
B_27(s)10mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
B_3501(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_3701(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_40(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_44(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
B_5101(s)8mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
B_5101(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
Cw_0401(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
H2_Db(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
H2_Kb(s)8mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
H2_Kd(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
H2_Ld(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante

Posicao Sequéncia Score

H2_Kk(s)8mer AASAAPLRTITA 3 SAAPLRTI 0.45

ALELOS MHC CLASSE II PEPTIDEO RESULTADO DA PREDICAO

A _0201(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0101(II)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0102(II)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0301(II)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0305(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0306(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0307(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0308(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0309(II)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0311(II)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
A _0201(s)9mer AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0401(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0402(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0404(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0405(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0408(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0410(II)9 AASAAPLRTITA Previsdo de nao ligante
DRB1_0423(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_0426(I1)9 AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
DRB1_0701(I1)9 AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
DRB1_0703(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_0801(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_0802(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_0804(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_0806(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_0813(Il)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_0817(I1)9 AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
DRB1_1101(Il)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1102(Il)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1104(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1106(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1107(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1114(l1)9 AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
DRB1_1120(I1)9 AASAAPLRTITA Previsao de ndo ligante
DRB1_1121(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1128(11)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1301(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1302(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1304(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1305(11)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1307(11)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1311(I1)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1321(11)9 AASAAPLRTITA Previsdao de ndo ligante
DRB1_1322(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
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DRB1_1323(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1327(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1328(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1501(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1502(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_1506(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_5_0101(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante
DRB1_5_0105(11)9 AASAAPLRTITA Previsdo de ndo ligante

Tabela 6. Resultado de predicédo de antigenicidade para peptideo 1 em relacdo ao MHC | e L.

Os resultados para predicdo de antigenicidade para o peptideo 1 frente a MHC
classe | e MHC classe Il mostra que apenas 7 alelos, todos eles de MHC classe |,
reconhecem como possiveis ligantes e, consequentemente, promoveriam resposta
imunologica de rejeicdo. Desta forma, o peptideo 1, se mostra como um possivel
agente antimicrobiano sem grandes riscos de promover sensibilizacdo de MHC de

classe | e com auséncia de riscos de classe Il.

LIGACAO A MHC CLASSE | - PEPTIDEO 2 LIGACAO A MHC CLASSE Il - PEPTIDEO 2

B Previsgo de ndo ligante B Previsgo de ndo ligante

B Previsgo de ligante B Previsdo de ligante

Grafico 6. Representacdo do percentual de previsdo para ligantes em MHC Classe | e Il para o
peptideo 2.

ALELOS MHC CLASSE | PEPTIDEO RESULTADO DA PREDICAO
A_01(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
201(s)1 EAVLRGQALLVK
A_0201(s)10mer AVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLVK 0.79
Posicao Sequéncia Score
A_0201(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 117
Posicao Sequéncia Score
A_03(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 0.38
3 VLRGQALLV 0.25
Posicao Sequéncia Score
VLRGQALLVK
A_03(s)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLVK 0.51
A_1101(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
A_1101(s)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLVK 034
A_2402(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_24(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_25(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_25(s)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_07(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Posigdo | Sequéncia Score
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1 EAVLRGQAL 0.63
2 AVLRGQALL 0.43
Posigao Sequéncia Score
B_08(s)8mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALL 0.14
Posigao Sequéncia Score
B_08(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 1 EAVLRGQAL 0.63
2 AVLRGQALL 0.01
B_1501(s)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_1501(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de n3o ligante
B_1801(s)8mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_1801(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequéncia Score
B_2705(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 06
Posigdo Sequéncia Score
B_27(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW n LRGQALLVK 029
Posigdo Sequéncia Score
B_27(s)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGOALLVKS 0.2
Posigao Sequéncia Score
B_3501(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 2 AVLRGQALL 0.22
1 EAVLRGQAL 0.06
Posicao Sequéncia Score
B_3701(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 2 AVLRGQALL 0.1
1 EAVLRGQAL 0.05
B_40(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_44(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_5101(s)8mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_5101(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Cw_0401(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdao de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
H2_Db(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 5 AVLRGQALL 019
H2_Kb(s)8mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
H2_Kd(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
H2_Ld(s)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
H2_Kk(s)8mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_0201(m)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
A_0201(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 0.91
9 LLVKSSQPW 0.07
Posicao Sequéncia Score
A_0301(m)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLVK 2.11
8 ALLVKSSQPW 0.12
Posicao Sequéncia Score
8 ALLVKSSQP 0.29
A_0301(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 2 QALLVKSSQ 0.19
4 LRGQALLVK 0.09
A_1101(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_11(m)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
A_11(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGOALLVK 027
A_1(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_2402(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_2(m)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
A_2(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 055
A_31(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
A_3301(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicdao Sequéncia Score
A_3(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 2 LRGQALLVK 0.76
A_6801(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
B_0702(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
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Posicao Sequéncia Score
B_2703(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW a LRGQALLVK 033
Posigao Sequéncia Score
B_2705(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW n LRGQALLVK 067
Posigao Sequéncia Score
B_2706(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW n LRGQALLVK 041
Posigdo Sequéncia Score
B_27(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW a LRGQALLVK 0.12
B_3501(m)10mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdao de ndo ligante
Posigao Sequéncia Score
B_3501(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 1 EAVLRGQAL 037
Posigao Sequéncia Score
B_35(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 1 EAVLRGQAL 1.03
7 QALLVKSSQ 0.65
Posigdo Sequéncia Score
B_5101(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 1 EAVLRGQAL 041
B_5102(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de nao ligante
Posigao Sequéncia Score
B_5103(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW 1 EAVLRGQAL 0.33
7 QALLVKSSQ 0.16
B_51(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdao de ndo ligante
B_5301(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdao de ndo ligante
B_5401(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdao de ndo ligante
B_7(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de nao ligante
B_8(m)9mer EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de nao ligante
ALELOS MHC-II PEPTIDEO RESULTADO DA PREDICAO
DRB1_0101(II)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0102(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdao de nao ligante
Posicao Sequéncia Score
DRB1_0301(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 2.7
4 LRGQALLVK 2.6
DRB1_0305(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
Posigao Sequéncia Score
DRB1_0306(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 3.0
3 VLRGQALLV 2.2
Posicao Sequéncia Score
DRB1_0307(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 3.0
3 VLRGQALLV 2.2
Posicao Sequéncia Score
DRB1_0308(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 3.0
3 VLRGQALLV 2.2
Posicao Sequéncia Score
DRB1_0309(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLY 17
Posicao Sequéncia Score
DRB1_0311(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 3.0
3 VLRGQALLV 2.2
DRB1_0401(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de n3o ligante
T o~ N - Posicao Sequéncia Score
DRB1_0402(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW . LVKSSQPW ~
DRB1_0404(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0405(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0408(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0410(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0423(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0426(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicdo Sequéncia Score
DRB1_0701(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 3.8
9 LLVKSSQPW 1.7
Posicao Sequéncia Score
DRB1_0703(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 3.8




90

9 | LLVKSSQPW 1.7
DRB1_0801(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de n3o ligante
DRB1_0802(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
DRB1_0804(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequéncia Score
DRB1_0806(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
9 LLVKSSQPW 2.4
DRB1_0813(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de n3o ligante
DRB1_0817(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de n3o ligante
Posigdo Sequéncia Score
DRB1_1101(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 2.4
Posigao Sequéncia Score
DRB1_1102(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 3.3
Posigao Sequéncia Score
DRB1_1104(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 3.4
Posigdo Sequéncia Score
DRB1_1106(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 3.4
Posigao Sequéncia Score
DRB1_1107(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 2.5
3 VLRGQALLV 1.7
Posigao Sequéncia Score
DRB1_1114(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 2.3
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1120(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 2.4
Posigao Sequéncia Score
DRB1_1121(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 33
Posigao Sequéncia Score
DRB1_1128(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 2.5
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1301(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 34
DRB1_1302(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Posicaa Sequéncia Score
- 4 LRGQALLVK 2.4
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1304(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 4 LRGQALLVK 2.6
9 LLVKSSQPW 1.7
DRB1_1305(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Posicao Sequéncia Score
- 4 LRGQALLVK 2.5
DRB1_1307(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1311(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 34
DRB1_1321(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Posicdo Sequéncia Score
- 4 LRGQALLVK 1.7
DRB1_1322(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Posicdo Sequéncia Score
- 4 LRGQALLVK 33
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1323(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 2.3
DRB1_1327(Il)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Posicdo Sequéncia Score
- 4 LRGQALLVK 3.4
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1328(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
- (i LRGQALLVKSSQ 4 LRGQALLVK 3.4
Posicao Sequéncia Score
DRB1_1501(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 3.9
4 LRGQALLVK 2.0
DRB1_1502(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW Posigao Sequéncia Score
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3 VLRGQALLV 2.9
Posicdo Sequéncia Score
DRB1_1506(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW 3 VLRGQALLV 3.9
4 LRGQALLVK 2.0
Posicao Sequéncia Score
DRB1_5_0101(I1)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
4 LRGQALLVK 3.0
Posicao Sequéncia Score
DRB1_5_0105(11)9 EAVLRGQALLVKSSQPW
- 4 LRGQALLVK 3.0

Tabela 7. Resultado de predicédo de antigenicidade do peptideo 2 para o MHC | e Il

Os resultados para predicdo de antigenicidade para o peptideo 2 frente a MHC
classe | e MHC classe Il mostra que existem 28 possibilidades de reconhecimento
de segmentos do peptideo como epitopo por MHC classe | e 34 possibilidades de
reconhecimento de segmentos do peptideo como epitopo por MHC classe Il. Nesse
caso julga-se que ha grande possibilidade de desencadeamento de resposta
imunologica de rejeicdo junto a sensibilidade de MHC, sendo assim, o uso do
peptideo 2 em terapia antimicrobiana deve ser avaliado por meio de compatibilidade
de MHC.

LIGAGAO A MHC CLASSE | - PEPTIDEO 3 LIGACAO A MHC CLASSE Il - PEPTIDEO 3

B Previsdo de ndo ligante B Previsdo de ndo ligante

M Previsdo de ligante M Previsdo de ligante

Gréfico 7. Representacdo do percentual de previsdo para ligantes em MHC Classe | e Il para o
peptideo 3

ALELOS MHC CLASSE | ‘ PEPTIDEO REULTADO DA PREDICAO
A_01(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequence Score
1 AVSGLRSLTT 0.57
A_0201(s)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK > VSGLRSLTTL 0.43
9 TTLLRALGAQ 0.06
Posicao Sequence Score
A_0201(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 7 SLTTLLRAL 0.53
4 GLRSLTTLL 0.47
Posicao Sequence Score
A_03(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK
11 LLRALGAQK 0.78
Posicdao Sequence Score
2 VSGLRSLTTL 0.46
A_03(s)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 2 GLRSLTTLLR o1
9 TTLLRALGAQ 0.04
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A_1101(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
A_1101(s)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
A _2402(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
A _24(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
A _25(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
A_25(s)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
Posicao Sequence Score
B_07(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 7 SLTTLLRAL 0.33
3 SGLRSLTTL 0.06
3 Posicao Sequence Score
B_08(s)8mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLL 01
Posigao Sequence Score
B_08(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 3 SGLRSLTTL 0.37
4 GLRSLTTLL 0.18
B_1501(s)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
B_1501(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
B_1801(s)8mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
Posigao Sequence Score
B_1801(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 SLTTLLRAL 0.12
Posicao Sequence Score
B_2705(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 039
Posicao Sequence Score
B_27(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 051
B_27(s)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
B_3501(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
B_3701(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de n3o ligante
B_40(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de n3o ligante
B_44(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de n3o ligante
B_5101(s)8mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de n3o ligante
B_5101(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
Cw_0401(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
H2_Db(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
H2_Kb(s)8mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
Posicao Sequence Score
H2_Kd(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 SLTTLLRAL 0.03
Posicao Sequence Score
H2_Ld(s)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 SLTTLLRAL 0.07
H2_Kk(s)8mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
A_0201(m)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de n3o ligante
Posi¢ao Sequence Score
A_0201(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 4 GLRSLTTLL 0.84
7 SLTTLLRAL 0.02
Posicao Sequence Score
10 TLLRALGAQK 1.07
A_0301(m)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK a GLRSLTTLLR 031
9 TTLLRALGAQ 0.19
Posicao Sequence Score
A_0301(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 1 LLRALGAQK 013
A_1101(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
A_11(m)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequence Score
A_11(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK T LLRALGAQK 0.46
A_1(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
A_2402(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
A_2(m)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequence Score
A_2(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 7 SLTTLLRAL 0.47
4 GLRSLTTLL 0.38
A_31(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
A_3301(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Posicao Sequence Score
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11 LLRALGAQK 0.5
4 GLRSLTTLL 0.08
Posigao Sequence Score
A_3(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 11 LLRALGAQK 0.84
5 LRSLTTLLR 0.04
Posicao Sequence Score
A _6801(m)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK
-6801(m)Smer 2 11 LLRALGAQK 0.11
B_0702(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
Posica S S
B_2703(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 0slgdo cquence core
5 LRSLTTLLR 0.32
Posica S S
B_2705(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 0slgdo cquence core
5 LRSLTTLLR 0.39
Posica S S
B_2706(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 0slgdo equence core
5 LRSLTTLLR 0.26
Posica S S
B_27(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 0slgdo equence core
5 LRSLTTLLR 0.1
B_3501(m)10mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
B_3501(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
B_35(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
B_5101(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
B_5102(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
Posi¢ao Sequence Score
B 51 AVSGLRSLTTLLRALGAQK
_5103(m)9mer SGLRS GAQ| 3 SGLRSLTTL 023
B_51(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
B_5301(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
B_5401(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
Posi¢ao Sequence Score
B_7(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK 4 GLRSLTTLL 0.25
1 AVSGLRSLT 0.08
B_8(m)9mer AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdao de ndo ligante
ALELOS MHC CLASSE 11 PEPTIDEO RESULTADO DE PREDICAO
DRB1_0101(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de nao ligante
DRB1_0102(II)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequence Score
DRB1_0301(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 39
DRB1_0305(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsao de ndo ligante
Posicao Sequence Score
DRB1_0306(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0307(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0308(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0309(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0311(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 29
Posi¢ao Sequence Score
DRB1_0401(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 38
Posicao Sequence Score
DRB1_0402(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 37
Posigao Sequence Score
DRB1 LRSLTTLLRAL
RB1_0404(11)9 AVSGLRS ALGAQK s LRSLTTLLR 16
Posi¢ao Sequence Score
DRB1_0405(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 36
Posicao Sequence Score
DRB1_0408(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 36
Posicao Sequence Score
DRB1_0410(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 4.6
2 VSGLRSLTT 1.9
DRB1_0423(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Posigdo Sequence Score
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5 LRSLTTLLR 4.6
Posi¢do Sequence Score
DRB1_0426(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK
- i - e 5 LRSLTTLLR 3.8
Posigao Sequence Score
DRB1_0701(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK
- (i - e 5 LRSLTTLLR 1.92
Posigao Sequence Score
DRB1_0703(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 192
DRB1_0801(Il)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
DRB1_0802(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequence Score
DRB1_0804(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 26
Posigao Sequence Score
DRB1_0806(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 2.6
8 LTTLLRALG 2.0
Posi¢do Sequence Score
DRB1_0813(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 22
Posigao Sequence Score
DRB1_0817(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3.4
Posigao Sequence Score
DRB1_1101(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 38
Posicao Sequence Score
DRB1_1102(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 3.0
Posicao Sequence Score
DRB1_1104(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 48
Posi¢ao Sequence Score
DRB1_1106(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 48
Posigao Sequence Score
DRB1_1107(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 24
Posicao Sequence Score
DRB1_1114(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 20
Posi¢ao Sequence Score
DRB1_1120(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3.5
Posigao Sequence Score
DRB1_1121(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3.0
Posicao Sequence Score
DRB1_1128(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3
Posicao Sequence Score
DRB1_1301(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 4.5
8 LTTLLRALG 1.8
Posi¢ao Sequence Score
DRB1_1302(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3.5
Posicao Sequence Score
DRB1_1304(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 3.0
8 LTTLLRALG 1.7
Posicao Sequence Score
DRB1_1305(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR =3
Posicao Sequence Score
DRB1_1307(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 20
Posicao Sequence Score
DRB1_1311(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 48
Posigao Sequence Score
DRB1_1321 LRSLTTLLRAL
RB1_1321(l1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3.8
Posicao Sequence Score
DRB1_1322(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK z LRSLTTLLR 3.0
Posicao Sequence Score
DRB1_1323(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 20
Posigao Sequence Score
DRB1_1327(Il)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 4.5
8 LTTLLRALG 1.8
DRB1_1328(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK Posi¢ao Sequence Score
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5 LRSLTTLLR 4.5
8 LTTLLRALG 1.8

Posigao Sequence Score

DRB1_1501(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 3.76
2 VSGLRSLTT 2.7

Posigao Sequence Score

DRB1_1502(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 2.76
2 VSGLRSLTT 1.7

Posicao Sequence Score

DRB1_1506(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 3.76
2 VSGLRSLTT 2.7

Posigao Sequence Score
DRB1_5_0101(I1)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 4.3
11 LLRALGAQK 3.1

Posicao Sequence Score
DRB1_5_0105(11)9 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 5 LRSLTTLLR 4.3
11 LLRALGAQK 3.1

Tabela 8. Resultado de predigéo de antigenicidade do peptideo 3 parao MHC | e Il.

Os resultados para predicdo de antigenicidade para o peptideo 3 frente a MHC

classe | e MHC classe Il mostra que existem 26 possibilidades de reconhecimento

de segmentos do peptideo como epitopo por MHC classe | e 46 possibilidades de

reconhecimento de segmentos do peptideo como epitopo por MHC classe Il. Nesse

caso julga-se que ha grande possibilidade de desencadeamento de resposta

imunologica de rejeicao junto a sensibilidade de MHC, principalmente MHC classe |,

desta forma, o uso do peptideo 3 em terapia antimicrobiana deve ser avaliado por

meio de compatibilidade de MHC.

LIGACAO A MHC CLASSE | - PEPTIDEO 4

H Previsdo de nzo ligante

B Previsdo de ligante

LIGACAO A MHC CLASSE Il - PEPTIDEO 4

H Previsdo de nzo ligante

B Previsdo de ligante

Grafico 8. Representagdo do percentual de previsdo para ligantes em MHC Classe | e Il para o

peptideo 4.
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ALELOS MHC CLASSE | \ PEPTIDEO RESULTADO DE PREDICAO
A_0201(m)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
Posigao Sequence Score
A_0201(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 5 GLRSLTTLL 0.84
8 SLTTLLRAL 0.02
Posigao Sequence Score
11 TLLRALGAQK 1.07
A_0301(m)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 5 GLRSLTTLLR 0.31
10 TTLLRALGAQ 0.19
12 LLRALGAQKE 0.06
Posigao Sequence Score
A_0301(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP o LLRALGAQK 0.13
A _1101(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A_11(m)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
Posicao Sequence Score
A_11(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 0 LLRALGAQK 0.46
A_1(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A 2402(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A 2(m)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
Posigao Sequence Score
A_2(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 8 SLTTLLRAL 0.47
5 GLRSLTTLL 0.38
A_31(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsao de ndo ligante
Posigao Sequence Score
A_3301(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 12 LLRALGAQK 0.5
5 GLRSLTTLL 0.08
Posigao Sequence Score
A_3(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 12 LLRALGAQK 0.84
6 LRSLTTLLR 0.04
Posicao Sequence Score
A_6801(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 0 LLRALGAQK 011
B_0702(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
Posigao Sequence Score
B_2703(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 032
Posicao Sequence Score
B_2705(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 13 LRALGAQKE 0.63
6 LRSLTTLLR 0.39
Posicao Sequence Score
B_2706(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 13 LRALGAQKE 0.4
6 LRSLTTLLR 0.26
Posicao Sequence Score
B_27(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 0.1
13 LRALGAQKE 0.1
B_3501(m)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdao de ndo ligante
Posicao Sequence Score
B_3501(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 1 KAVSGLRSL 0.25
Posicao Sequence Score
B_35(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 1 KAVSGLRSL 0.42
17 GAQKEAISP 0.14
Posicao Sequence Score
B_5101(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 1 KAVSGLRSL 0.22
B_5102(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequence Score
B_5103(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP a SGLRSLTTL 0.23
B_51(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
B_5301(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
B_5401(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequence Score
B_7(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 5 GLRSLTTLL 0.25
2 AVSGLRSLT 0.08
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B_8(m)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
A_01(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
Posigao Sequence Score
2 AVSGLRSLTT 0.57
A_0201(s)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 3 VSGLRSLTTL 0.43
10 TTLLRALGAQ 0.06
Posicao Sequence Score
A_0201(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 8 SLTTLLRAL 0.53
5 GLRSLTTLL 0.47
Posigao Sequence Score
A_03(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP o LLRALGAQK 0.78
Posigao Sequence Score
3 VSGLRSLTTL 0.46
A_03(s)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP z GLRSLTTLLR o1
10 TTLLRALGAQ 0.04
A_1101(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A _1101(s)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A 2402(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A 24(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A _25(s)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
A_25(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequence Score
1 KAVSGLRSL 0.4
B_07(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 3 SLTTLLRAL 033
4 SGLRSLTTL 0.06
Posigao Sequence Score
B_08(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 4 SGLRSLTTL 0.37
5 GLRSLTTLL 0.18
Posicao Sequence Score
B_08(s)8mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLL 0.1
16 LGAQKEAI 0.05
B_1501(s)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
B_1501(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de nao ligante
Posicao Sequence Score
B_1801(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 3 SLTTLLRAL 0.12
B_1801(s)8mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsao de ndo ligante
Posicao Sequence Score
B_2705(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 13 LRALGAQKE 0.52
6 LRSLTTLLR 0.39
Posi¢ao Sequence Score
B_27(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 13 LRALGAQKE 0.52
6 LRSLTTLLR 0.51
B_27(s)10mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
B_3501(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdao de ndo ligante
B_3701(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdao de ndo ligante
B_40(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
B_44(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
B_5101(s)8mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
B_5101(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsao de ndo ligante
Cw_0401(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsao de ndo ligante
Posigao Sequence Score
H2_Db(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 1 KAVSGLRSL 0.42
H2_Kb(s)8mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequence Score
H2_Kd(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 3 SLTTLLRAL 0.03
Posigao Sequence Score
H2_Ld(s)9mer KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 3 SLTTLLRAL 0.07

H2_Kk(s)8mer

ALELOS MHC CLASSE Il

KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP

PEPTIDEO

Previsdo de nao ligante

RESULTADO DE PREDICAO

DRB1_0101(11)9

KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP

Previsdo de ndo ligante




98

DRB1_0102(11)9

KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP

Previsdo de ndo ligante

Posicao Sequence Score
DRB1_0301(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.9
13 LRALGAQKE 1.8
DRB1_0305(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
Posigao Sequence Score
DRB1_0306(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0307(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 29
Posigao Sequence Score
DRB1_0308(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 29
Posigao Sequence Score
DRB1_0309(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0311(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 29
Posicao Sequence Score
DRB1_0401(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 38
Posigao Sequence Score
DRB1_0402(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.7
Posigao Sequence Score
DRB1_0404(I1)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 5 LRSLTTLLR 16
Posicao Sequence Score
DRB1_0405(I1)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.6
13 LRALGAQKE 3.3
Posigao Sequence Score
DRB1_0408(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.6
Posigao Sequence Score
6 LRSLTTLLR 4.6
DRB1_0410(I1)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 13 LRALGAQKE 13
3 VSGLRSLTT 1.9
Posigao Sequence Score
DRB1_0423(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 26
Posigao Sequence Score
DRB1_0426(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.8
Posicao Sequence Score
DRB1_0701(Il)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 192
Posicao Sequence Score
DRB1_0703(I1)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 1.92
Posicao Sequence Score
DRB1_0801(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 13 LRALGAQKE 20
DRB1_0802(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP Previsdo de ndo ligante
Posicao Sequence Score
DRB1_0804(I1)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 26
Posicao Sequence Score
13 LRALGAQKE 3.0
DRB1_0806(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 26
9 LTTLLRALG 2.0
Posicao Sequence Score
DRB1_0813(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 22
Posicao Sequence Score
DRB1_0817(I1)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.4
13 LRALGAQKE 2.1
Posicao Sequence Score
DRB1_1101(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.8
Posicao Sequence Score
DRB1_1102(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP 6 LRSLTTLLR 3.0
Posigao Sequence Score
DRB1_1104(11)9 KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP
- (n e 6 LRSLTTLLR 4.8

Tabela 9. Resultado de predigdo de antigenicidade do peptideo para o MHC | e II.



99

Os resultados para predicdo de antigenicidade para o peptideo 4 frente a MHC
classe | e MHC classe Il mostram que existem 31 possibilidades de reconhecimento
de segmentos do peptideo como epitopo por MHC classe | e 24 possibilidades de
reconhecimento de segmentos do peptideo como epitopo por MHC classe Il. Nesse
caso, julga-se que ha grande possibilidade de desencadeamento de resposta
imunolégica de rejeicdo junto a sensibilidade de MHC, sendo assim, o uso do
peptideo 4 em terapia antimicrobiana deve ser avaliado por meio de compatibilidade
de MHC.

O gréfico 9 apresenta os resultados compactados para a predi¢ao de ligagdo a MHC
classes | e Il para os peptideos avaliados.

AVALIACAO DA PREVISAO PARA LIGACAO A MHC CLASSES 1 E Il
3
©
— §
€
8
@
Qo
PEPTIDEO .-'
1 PEPTIDEO
2 PEPTfDEO
PEPTIDEO
4
PEPTIDEO 1 PEPTIDEO 2 PEPTIDEO 3 PEPTIDEO 4
M LIGANTE MHC-I 10,93 43,75 40,63 48,44
B NAO LIGANTE MHC-I 89,07 56,25 59,37 51,56
" LIGANTE MHC-II 0 65,38 88,46 46,16
B NAO LIGANTE MHC-II 100 34,62 11,54 53,84

Grafico 9. Comparacdo dos percentuais de predicdo para ligante ou nao ligante a MHC classe | e Il.

Para que um peptideo tenha um bom resultado como agente antimicrobiano, a nédo
ligacdo com MHC seria um fator positivo, uma vez que dessa forma nao haveria
estimulo de resposta imunologica que pudesse neutralizar rapidamente tais
peptideos.

Os resultados de predicao de antigenicidade sugerem que o peptideo 1 seria 0 mais
provavel candidato a sintese e eventuais testes pois, a partir da predigdo
estabelecida, ele deve ser incapaz de ligagdao a MHC-II e tem baixa capacidade de

ligacdo a MHC-I. Em seguida, o peptideo 3 seria 0 mais favoravel, pois, apesar de
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apresentar uma predicao elevada de ligacédo a MHC-I a chance de ligacdo a MHC-II
foi prevista como reduzida. Os peptideos 2 e 4 apresentaram 0s piores resultados

quanto a predicdo de ligacdo a MHC.

5.5.2 Delimitagao de epitopos de células
B

Para predicdo de antigenicidade foi usado o programa PREDICTED ANTIGENIC
PEPTIDES. Esse programa prevé quais segmentos dentro de uma proteina ou
peptideo sdo suscetiveis a inducdo de uma resposta através da sintese de
anticorpos. @) programa pode ser acessado em <

http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl>.

Os peptideos antigénicos sao determinados usando o método de Kolaskar e
Tongaonkar (1990). As previsdes sao feitas com base em uma tabela que reflete a
presenca de residuos de aminoacidos reconhecidos como epitopos em segmentos
experimentais. Os segmentos sdo notificados como antigénicos apenas se
apresentarem um tamanho minimo de 8 residuos. A precisdo do método relatada é
de cerca de 75%. (Disponivel em < http://imed.med.ucm.es>, acessado em
24/07/13).

Os resultados para a predicdo de epitopos imunogénicos sdo apresentados nos
graficos 10, 11, 12, e 13, que mostram as sequencias com potencial para estimular a

sintese de anticorpos.


http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1702393&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1702393&dopt=Abstract

Your pep_1 sequence is 11 residues long

Average antigenic propensity for this protein is 1.0386

Antigenic plot for sequence pep_1

ACY pep 1 (11 hases)
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Grafico 10. Previsdo de antigenicidade para o peptideo 1 (Fonte:Predicted Antigenic Peptides).

Your pep_2 sequence is 16 residues long

Average antigenic propensity for this protein is 1.0806

Antigenic plot for sequence pep_2

AC: pep 2 (16 bhases)

Average antigenic propensity

24 Jul 2813 at S:21

7 g El

Sequence Humber

There are 1 antigenic determinants in your sequence:

n| Start Position| Sequence |End Position

1 4 LRGQALLVK 12

Grafico 11. Previsdo de antigenicidade para o peptideo 2 (Fonte:Predicted Antigenic Peptides).
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Your pep_3 sequence is 18 residues long
Average antigenic propensity for this protein is 1.0653

Antigenic plot for sequence pep_3

AC: pep 3 018 bhases)

Average antigenic propensity

Seguence MHumber

Wed 24 Jul 2813 at S:21

There are 1 antigenic determinants in your sequence:

Start Position| Sequence |End Position
4 GLRSLTTLLRA 14

Ny =

Grafico 12. Previsdo de antigenicidade para o peptideo 3 (Fonte:Predicted Antigenic Peptides).

Your pep_4 sequence is 25 residues long
Average antigenic propensity for this protein is 1.0472

Antigenic plot for sequence pep_4

AC: pep 4 (25 bases)

Average antigenic propensity
-

.90 1 1 1 1 1 1 1 1
4 [ a2 1@ 1z 14 1e 1z =] =4=}

Sequence Humber

Wed 24 Jul 2813 at S:23

There are 1 antigenic determinants in your sequence:

Start Position Sequence End Position
4 SGLRSLTTLLRALGA 18

- | 3

Grafico 13. Previsdo de antigenicidade para o peptideo 4 (Fonte:Predicted Antigenic Peptides).

Pela observagdo das previsbes de antigenicidade para estimular a producado de
anticorpos por linfocitos B, dos quatro peptideos analisados, pode-se reconhecer
uma tendéncia a acao antigénica para os peptideos 2, 3 e 4. O peptideo 1 nao
apresentaria, segundo a predigao, epitopos para estimulo a produgdo de anticorpos

por linfécito B, sendo assim, seria um potencial peptideo de agao antimicrobiana que
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nao desencadearia resposta imunolégica com linfécitos B para produgédo de

anticorpos.

5.5.3 Previsao para alergenicidade

Procurando reconhecer um possivel efeito alergénico dos peptideos analisados,

uma vez que a resposta alérgica poderia ser uma restricdo ao uso de tais peptideos
em possiveis terapias, foi feita a predicdo desse parametro usando o servidor
AlgPred: Prediction of Allergenic Proteins and Mapping of IgE Epitopes, disponivel
em <www.imtech.res.in/raghava/algpred/>.

A péagina disponivel na internet sugere que a previsao de proteinas alergénicas esta
se tornando muito importante, principalmente devido ao uso de proteinas
modificadas em alimentos, como em alimentos geneticamente modificados, e em
terapéutica e bio-farmacéutica, com o uso dos peptideos antibacterianos, entre
outras aplicagbes. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Organizagado para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) perceberam a importancia da previsdao e
propuseram diretrizes para avaliar o potencial de alergenicidade de proteinas. No
passado, inuUmeras abordagens e métodos foram desenvolvidos para prever
alérgenos, cada um com seus proprios méritos e deméritos. E AlgPred foi feita uma
tentativa sistemética para integrar varias abordagens, a fim de prever proteinas
alergénicas com elevada precisao.

As sequéncias foram submetidas a predicdo. O moddulo SVM, baseado na
composi¢do de aminoacidos, foi a escolha de abordagem para predigdo, e os

resultados estdo representados a seguir, nas figuras 36, 37, 38 e 39.



Score=-0.2792306 [Threshold= -0.4]

Positive Predictive Value= 47.13%

Negative Predictive Value= 89.71%

Resultado: Alérgeno

Figura 36. Predigao de alergenicidade para o peptideo 1.

Score=-0.71832283 [Threshold= -0.4]

Positive Predictive Value= 22.82%

Negative Predictive Value= 92.94%

Resultado: Nao é alérgeno

Figura 37. Predicao de alergenicidade para o peptideo 2.

Score=-0.61637417 [Threshold=-0.4]

Positive Predictive Value= 22.82%

Negative Predictive Value= 92.94%

Resultado: Nao é alérgeno

Figura 38. Predicao de alergenicidade para o peptideo 3.

Score=-1.1946312 [Threshold=-0.4]

Positive Predictive Value= 15.19%

Negative Predictive Value= 94.18%

Resultado: Nao é alérgeno

Figura 39. Predicao de alergenicidade para o peptideo 4.

104

A predicéo de alergenicidade apresentou resultados satisfatérios para os peptideos

2, 3 e 4, porém, o peptideo 1 foi reconhecido com potencial alérgeno, o que leva a

uma necessidade de melhor avaliagdo para o uso, caso seja um peptideo sintetizado

e utilizado como agente antimicrobiano.
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6 CONCLUSAO

Pretendemos com esse trabalho gerar uma rota tedrica para o desenvolvimento de
um meétodo eficiente que condicionasse a sintese racional de peptideos
antibacterianos. E para isso, testamos alguns parametros que consideramos
importantes e ou tivemos possibilidade de acesso. Comegamos o trabalho com a
fragmentacao in silico da eritropoetina humana o qual gerou 337 peptideos. Apds as
andlises de parametros antimicrobianos, foram selecionados quatro fragmentos,
identificados por peptideo 1 (AASAAPLRTITA), peptideo 2
(EAVLRGQALLVKSSQPW), peptideo 3 (AVSGLRSLTTLLRALGAQK) e peptideo 4
(KAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP) que passaram por andlises de estabilidade,
antigenicidade e alergenicidade. Dentre os quatro peptideos que demonstraram
boas propriedades antibacterianas os que apresentaram melhores resultados foram
os peptideos 1 e 3, sendo que, em uma eventual escolha para sintese e posteriores
testes estes seriam os dois peptideos sugeridos, de acordo com o observado nos

resultados das predicdes realizadas.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos da predicéo in silico fornecem muitos indicios de que os
peptideos obtidos da fragmentacdo de proteinas, como neste caso a EPO, podem
ser moléculas de efeito antimicrobiano, criando muitas perspectivas de uso em
substituicdo aos antibioticos atualmente usados, porém, para que o efeito seja
realmente oficializado e os peptideos possam ser vistos como potenciais farmacos,
testes in vitro, usando cepas bacterianas devem ser realizados visando
comprovacgdo de eficacia, bem como testes de citotoxidade se fazem necessérios
para avaliacdo da possivel utilizacao de tais farmacos (caso sejam identificados com
tal) em diversos pacientes, humanos ou ndo humanos. O uso deve ser avaliado
como possivel antimicrobiano de uso oral, uso tépico, uso injetavel, entre outras
possibilidades.

Desta forma, sugere-se, em oportunidades futuras, a validacdo de testes que
possibilitem um proximo passo na busca da eficacia dos peptideos obtidos da
fragmentacdo de EPO, ou outros tipos de peptideos obtidos de outras moléculas,
realizando entdo a sintese de peptideos e os devidos testes de mortalidade
bacteriana e citotoxidade. Além disso, estudos a respeito da farmacocinética e

farmacodinamica precisam ser feitos.
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Anexo 1 — Resultado dos cortes realizados em Protein Cuter

Enzima: Tripsina (apds KR)

118

Com
.~ Fragmento . Hydropa .
Posicao - Mono.mass | Avg.mass | prim ooc Isoel.point
cadeia thicity
ento
1 MGVHECPAWL 3347.8653| 3350.1433 31 0,9871| 0,6129 7,0004
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
R
31, 37, 41, R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104,
131, 138,
159, 167,
171, 178,
190, 194
32 LICDSR 705.3479 705.8336 6 0,3333| 0,3333 6,0347
38 VLOR 514.3227 514.6258 4 0,0000| 0,5000 10,3400
42 YLLEAK 735.4167 735.8788 6 0,1167| 0,5000 6,2037
47, 73, 80, K 146.1055 146.1894 1 -3,9000| 0,0000 9,3700
125, 144,
168, 180,
182
48 EAENITTGCA 2802.2436| 2804.0228 26 -0,7154| 0,1923 3,9712
EHCSLNENNI
TVPDTK
74 VNEYAWK 926.4650 927.0707 7 -0,1143| 0,5714 9,1878
82 MEVGQQAVEV 2525.3311| 2526.9408 23 0,4913| 0,3913 3, 9680
WOGLALLSEA
VLR
105 GOALLVNSSQ 2358.2332| 2359.6682 21 -0,4190| 0,4286 5,2297
PWEPLQLHVD
K
126 AVSGLR 601.3547 601.7040 6 0,6833| 0,3333 10,3400
132 SLTTLLR 802.4912 802.9698 7 0,6714| 0,4286 10,3400
139 ALGAQK 586.3438 586.6894 6 -0,0667| 0,1667 9,3700
145 EAISPPDAAS 1464.7572| 1465.6269 15 -0,0400| 0,3333 4,1860
AAPLR
160 TITADTFR 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
169 LFR 434.2641 434.5390 3 0,7000| 0,6667 10,3400
172 VYSNFLR 897.4708 898.0298 7 0,1000| 0,5714 9,3276
179 GK 203.1270 203.2414 2 -2,1500| 0,0000 9,3700
181 LK 259.1896 259.3489 2 -0,0500| 0,5000 9,3700
183 LYTGEACR 911.4171 912.0347 8 -0,2875| 0,2500 6,0918
191 TGDR 447.2078 447.4486 4 -2,2750| 0,0000 6,1478




Enzima: Arg-c (apos R)

119

Com
Posicao Fragmf:nto Mono.mass | Avg.mass pri Hy(‘lr‘o pa Isoel.point
cadeia men | thicity
to
1 MGVHECPAWL 3347.8653| 3350.1433 31 0,9871| 0,6129 7,0004
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
R
32 LICDSR 705.3479 705.8336 6 0,3333| 0,3333 6,0347
38 VLOR 514.3227 514.6258 4 0,0000| 0,5000| 10,3400
42 YLLEAKEAEN 4584.2053 4587.1294 40 -0,5800| 0,3000 4,7555
ITTGCAEHCS
LNENNITVPD
TKVNFYAWKR
82 MEVGQQAVEV 2525.3311| 2526.9408 23 0,4913| 0,3913 3, 9680
WOGLALLSEA
VLR
105 GOALLVNSSQ 2941.5773| 2943.3570 27 -0,1741| 0,4074 7,1244
PWEPLQLHVD
KAVSGLR
132 SLTTLLR 802.4912 802.9698 7 0,6714| 0,4286 10,3400
139 ALGAQKEATIS 2033.0905| 2034.3010 21 -0,0476| 0,2857 6,2922
PPDAASAAPL
R
160 TITADTFR 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
168 KLFR 562.3591 562.7132 4 -0,4500| 0,5000 11,5112
172 VYSNFLR 897.4708 898.0298 7 0,1000| 0,5714 9,3276
179 GKLKLYTGEA 1337.7125| 1338.5944 12 -0,5583| 0,2500 9,3060
CR
191 TGDR 447.2078 447.4486 4 -2,2750| 0,0000 6,1478




Enzima: Asp-N (antes de BD)

Posicao

Fragmento
cadeia

MGVHECPAWL
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
RLIC

Mono.mass

3677.

0426

Avg.mass

3679.

6071

pri

men

to
34

Hydropa
thicity

1,2176

0,6176

120

Isoel.point

6,9201

35

DSRVLQORYLL
EAKEAENITT
GCAEHCSLNE
NNITVP

4029.

9524

4032.

4834

36

-0,5167

0,2778

4,3884

71

DTKVNEYAWK
RMEVGQQAVE
VWQGLALLSE
AVLRGQALLV
NSSQPWEPLQ
LHV

6031.

1570

6034.

9419

53

-0,0660

0,4151

5,4462

124

DKAVSGLRSL
TTLLRALGAQ
KEAISPP

2791.

5919

2793.

2610

27

-0,0074

0,3333

10,5250

DAASAAPLRT
ITA

1256.

6724

1257.

4099

13

0,4231

0,2308

6,1478

164

DTFRKLERVY
SNFLRGKLKL
YTGEACRTG

3438.

8346

3441.

0219

29

=0, 5103

0,3448

10,6657

193

DR

289.

1386

289.

2916

-4,0000

0,0000

6,1478




Enzima: Asp-N_Ambic (antes de DE)

121

1 MGVH 442.1998 442.5396 4 0,6250| 0,2500 7,1211
5 ECPAWLWLLL 3252.8534 3255.0827 30 1,2967| 0,6667 6,0183
SLLSLPLGLP
VLGAPPRLIC
35 DSRVLQRYLL 1261.7142 1262.4753 10 -0,2500| 0,5000 9,3253
45, 48, 100, EA 218.0903 218.2096 2 -0,8500| 0,0000 3,8600
145, 187
45 EAK 346.1852 346.3838 3 -1,8667| 0,0000 6,2048
50 ENITTGCA 807.3433 807.8801 8 -0,0000| 0,1250 3,8599
58 EHCSLN 701.2803 701.7585 6 -0,7833| 0,1667 5,1326
64 ENNITVP 785.3919 785.8526 7 -0,5857| 0,4286 3,8600
71 RM 1557.7762 1558.8248 12 -0,9583| 0,3333 10,2145
DTKVNEYAWK
83 EVGQQAV 729.3657 729.7884 7 -0,1000| 0,2857 3,8600
90 EVWQGLALLS 1114.6022 1115.2950 10 0,8300| 0,5000 3,8600
100 EAVLRGQALL 1866.9952 1868.1237 17 0,0235| 0,4118 6,2058
VNSSQPW
117 EPLQLHV 834.4599 834.9711 7 0,0000| 0,5714 5,1337
124 DKAVSGLRSL 2197.2906 2198.5955 21 0,0476| 00,2857 11,5106
TTLLRALGAQ
K
145 EAISPP 612.3119 612.6808 6 -0,2000| 0,5000 3,8600
151 DAASAAPLRT 1256.6724 1257.4099 13 0,4231) 00,2308 6,1478
ITA
164 DTFRKLFRVY 2821.5755| 2823.3380 23 -0,4348| 0,4348 11,0549
SNEFLRGKLKL
YTG
187 EACRTG 635.2697 635.6992 6 -0,8000| 0,0000 6,0926
193 DR 289.1386 289.2916 2 -4,0000| 0,0000 6,1478




Enzima: Quimiotripsina (apos FLWY)

122

1 MGVH 442.1998 442 .5396 4 0,6250| 0,2500 7,1211
5 ECPAWLWLLL 3252.8534 3255.0827 30 1,2967| 0,6667 6,0183
SLLSLPLGLP
VLGAPPRLIC
35 DSRVLQRYLL 1261.7142 1262.4753 10 -0,2500| 0,5000 9,3253
45, 48, 100, EA 218.0903 218.2096 2 -0,8500| 00,0000 3,8600
145, 187
45 EAK 346.1852 346.3838 3 -1,8667| 0,0000 6,2048
50 ENITTGCA 807.3433 807.8801 8 -0,0000| 0,1250 3,8599
58 EHCSLN 701.2803 701.7585 6 -0,7833| 00,1667 5,1326
64 ENNITVP 785.3919 785.8526 7 -0,5857| 0,4286 3,8600
71 RM 1557.7762 1558.8248 12 -0,9583| 0,3333 10,2145
DTKVNEYAWK
83 EVGQQAV 729.3657 729.7884 7 -0,1000| 0,2857 3,8600
90 EVWQGLALLS 1114.6022 1115.2950 10 0,8300| 0,5000 3,8600
100 EAVLRGQALL 1866.9952 1868.1237 17 0,0235| 0,4118 6,2058
VNSSQPW
117 EPLQLHV 834.4599 834.9711 7 0,0000| 0,5714 5,1337
124 DKAVSGLRSL 2197.2906| 2198.5955 21 0,0476| 0,2857 11,5106
TTLLRALGAQ
K
145 EATISPP 612.3119 612.6808 6 -0,2000| 0,5000 3,8600
151 DAASAAPLRT 1256.6724 1257.4099 13 0,4231| 00,2308 6,1478
ITA
164 DTFRKLFRVY 2821.5755 2823.3380 23 -0,4348| 0,4348 11,0549
SNEFLRGKLKL
YTG
187 EACRTG 635.2697 635.6992 6 -0,8000| 00,0000 6,0926
193 DR 289.1386 289.2916 2 -4,0000| 0,0000 6,1478




Enzima: CNBr (apos N)

149.0510

149.2139

1,9000

0,0000

123

5, 9250

GVHECPAWLW
LLLSLLSLPL
GLPVLGAPPR
LICDSRVLQR
YLLEAKEAEN
ITTGCAEHCS
LNENNITVPD
TKVNEFYAWKR
M

9097.7096

9103.6862

0,1160

0,4321

6,0805

83

EVGQOOAVEVW
QOGLALLSEAV
LRGOALLVNS
SQPWEPLQLH
VDKAVSGLRS
LTTLLRALGA
QOKEAISPPDA
ASAAPLRTIT
ADTFRKLEFRV
YSNFLRGKLK
LYTGEACRTG
DR

12195.5867

12203.0556

112

-0,0848

0,3571

10,1159




Enzima: CNBr + Tripsina (ap6s MRK)

124

1, 82 M 149.0510 149.2139 1 1,9000| 0,0000 51,9250
2 GVHECPAWLW 3216.8249 3218.9447 30 0,9567| 0,6333 7,0004
LLLSLLSLPL
GLPVLGAPPR
31, 37, 41, R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104, 131,
138, 159,
167, 171,
178, 190, 194
32 LICDSR 705.3479 705.8336 6 0,3888| 0,3333 6,0347
38 VLQOR 514.3227 514.6258 4 0,0000| 0,5000 10,3400
42 YLLEAK 735.4167 735.8788 6 0,1167| 0,5000 6,2037
47, 73, 80, K 146.1055 146.1894 1 -3,9000| 0,0000 9,3700
125, 144,
168, 180, 182
48 EAENITTGCA 2802.2436 2804.0228 26 -0,7154| 0,1923 3,9712
EHCSLNENNI
TVPDTK
7/ VNEYAWK 926.4650 927.0707 7 -0,1143| 0,5714 9,1878
83 EVGOQAVEVW 2394.2907 2395.7422 22 0,4273| 0,4091 3,9680
QOGLALLSEAV
LR
105 GQALLVNSSQ 2356.2332 2359.6682 21 -0,4190| 0,4286 5,2297
PWEPLQLHVD
K
126 AVSGLR 601.3547 601.7040 6 0,6833| 0,3333 10,3400
132 SLTTLLR 802.4912 802.9698 7 0,6714| 0,4286 10,3400
139 ALGAQK 586.3438 586.6894 6 -0,0667| 0,1667 9,3700
145 EATSPPDAAS 1464.7572 1465.6269 15 -0,0400| 0,3333 4,1860
AAPLR
160 TITADTFR 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
169 LFR 434.2641 434.5390 3 0,7000| 0,6667 10,3400
172 VYSNFLR 897.4708 898.0298 7 0,1000| 0,5714 9,3276
179 GK 203.1270 203.2414 2 -2,1500| 0,0000 9,3700
181 LK 259.1896 259.3489 2 -0,0500| 0,5000 9,3700
183 LYTGEACR 911.4171 912.0347 8 -0,2875| 0,2500 6,0918
191 TGDR 447.2078 447.4486 4 -2,2750| 0,0000 6,1478




Enzima: Formic_acid (antes D, depois D)

125

Com
Posicao Fragmf:nto Mono.mass | Avg.mass pn Hy(‘lr‘o pa Isoel.point
cadeia men | thicity
to
1 MGVHECPAWL 3677.0426 | 3679.6071 34 1,2176| 0,6176 6,9201
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
RLIC
31, 37, 41, |R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104, 131,
138, 159,
167, 171,
178, 190, 194
35, 71, 124, |D 133.0375 133.1039 1 -3,5000| 0,0000 3,7750
151, 164, 193
36 SRVLORYLLE 3914.9254 | 3917.3948 35 -0,4314| 0,2857 4,6936
AKEAENITTG
CAEHCSLNEN
NITVP
72 TKVNFYAWKR 5916.1300| 5919.8532 52 0,0000| 0,4231 7,1279
MEVGQQAVEV
WOGLALLSEA
VLRGOALLVN
SSOQPWEPLQOL
HV
125 KAVSGLRSLT 2676.5650 | 2678.1724 26 0,1269| 0,3462 11,5106
TLLRALGAQK
EAISPP
152 AASAAPLRTI 1141.6455 1142.3213 12 0,7500| 0,2500 10,3400
TA
165 TFRKLFRVYS 3323.8077| 3325.9332 28 -0,4036| 0,3571 11,0403
NFLRGKLKLY
TGEACRTG




Enzima: Lys-c (depois K)

Posicao

Fragmento
cadeia

MGVHECPAWL
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
RLICDSRVLQ
RYLLEAK

Com
pri | Hydropa

men | thicity
to

5252.4356 47

Mono.mass | Avg.mass

5248.9210 0,7085

0,5932

126

Isoel.point

8,0127

48

EAENITTGCA
EHCSLNENNI
TVPDTK

2802.2436 2804.0228 26 -0,7154

0,1923

3,9712

74

VNEYAWK

926.4650 927.0707 7 -0,1143

0,5714

9,1878

81

RMEVGQQAVE
VWQGLALLSE
AVLRGQALLV
NSSQPWEPLQ
LHVDK

5021.6548 5024.7814 45 -0,0444

0,4000

4,6672

126

AVSGLRSLTT
LLRALGAQK

1954.1687 1955.3327 19 0,4421

0,3158

12,4897

EATISPPDAAS
AAPLRTITAD
TFRK

2498.3128 2499.8076 24 -0,2292

0,2917

6,3545

169

LEFRVYSNFLR
GK

1498.8408 1499.7796 12 =0, 1250

0,5000

11,4914

LK

259.1896 259.3489 2 -0,0500

0,5000

9,3700

LYTGEACRTG
DR

1340.6143 1341.4680 12 =0, 9500

0,1667

6,1791




Enzima: Ly_C/P (ap6s K)

Posicao

Fragmento
cadeia

MGVHECPAWL
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
RLICDSRVLQ
RYLLEAK

Com
pri | Hydropa

men | thicity
to

5252.4356 47

Mono.mass | Avg.mass

5248.9210 0,7085

0,5932

127

Isoel.point

8,0127

48

EAENITTGCA
EHCSLNENNI
TVPDTK

2802.2436 2804.0228 26 -0,7154

0,1923

3,9712

74

VNEYAWK

926.4650 927.0707 7 -0,1143

0,5714

9,1878

81

RMEVGQQAVE
VWQGLALLSE
AVLRGQALLV
NSSQPWEPLQ
LHVDK

5021.6548 5024.7814 45 -0,0444

0,4000

4,6672

126

AVSGLRSLTT
LLRALGAQK

1954.1687 1955.3327 19 0,4421

0,3158

12,4897

EATISPPDAAS
AAPLRTITAD
TFRK

2498.3128 2499.8076 24 -0,2292

0,2917

6,3545

169

LEFRVYSNFLR
GK

1498.8408 1499.7796 12 =0, 1250

0,5000

11,4914

LK

259.1896 259.3489 2 -0,0500

0,5000

9,3700

LYTGEACRTG
DR

1340.6143 1341.4680 12 =0, 9500

0,1667

6,1791




Enzima: PepsinA (apo6s FL)

128

1 MGVHECPAWL 1141.5048 1142.3683 10 0,4600| 0,4000 5,1326

9, 11 WL 317.1739 317.3880 2 1,4500| 1,0000 5,9250

10, 12, 13, L 131.0946 131.1748 1 3,8000| 1,0000 5,9250

14, 16, 17,

19, 21, 23,

26, 32, 39,

43, 44, 62,

95, 97, 98,

103, 108,

109, 119,

121, 130,

133, 136,

137, 140,

158, 169,

177, 181, 183

12, 13, 1s, LL 244.1787 244 .3342 2 3,8000| 1,0000 5,9250

43, 97, 108,

136

15, 18, 61, SL 218.1267 218.2530 2 1,5000| 0,5000 5,9250

132

20, 118, 157 |PL 228.1474 228.2915 2 1,1000| 1,0000 5,9250

22, 94, 129 GL 188.1161 188.2267 2 1,7000| 0,5000 5,9250

24 PVL 327.2158 327.4241 3 2,1333| 1,0000 5,9250

27 GAPPRL 609.3598 609.7266 6 -0,4167| 0,5000 10,3400

33 TICDSRVL 804.4164 804.9662 7 0,8857| 0,4286 6,0347

40 QRYL 578.3176 578.6692 4 -1,3750| 0,5000 9,3276

45 EFAKEAENITT 1904.8244 1906.0822 18 -0,4722| 0,1111 4,1660
GCAEHCSL

63 NENNITVPDT 1603.7842 1604.7375 14 -0,8714| 0,3571 4,1860
KVNEF

76, 166, 170, | F 165.0790 165.1919 1 2,8000| 1,0000 5,9250

176

77 YAWKRMEVGQ 2277.1364 2278.6206 19 -0,4158 | 00,3684 6,3229
QAVEVWQGL

96, 107, 139 |AL 202.1317 202.2536 2 2,8000| 0,5000 5,9250

99 SEAVL 517.2748 517.5800 5 1,1000| 0,4000 3,8600

104 RGQAL 543.3129 543.6240 5 -0,5600| 0,2000 10,3400

110 VNSSQPWEPL 1155.5560 1156.2608 10 -0,8200| 0,5000 3,8600

120 QL 259.1532 259.3056 2 0,1500| 0,5000 5,9250

122 HVDKAVSGL 924.5029 925.0530 9 0,2444| 0,3333 7,1217

131 RSL 374.2278 374.4406 3 -0,5000| 0,3333 10,3400

134 PP, 333.1900 333.3850 3 0,8000| 0,3333 5,9250

138 RAT, 358.2328 358.4412 3 0,3667| 0,3333 10,3400

141 GAQKEAISPP 1692.8682 1693.8750 18 -0,1167| 0,2778 4,1860




129

DAASAAPL
159 RTITADTF 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
167 RKL 415.2907 415.5366 3 -1,5333| 0,3333 11,5112
168, 180, 182 | KL 259.1896 259.3489 2 -0,0500| 0,5000 9,3700
171 RVYSNF 784.3868 784.8703 6 -0,5167| 0,5000 9,3276
178 RGKL 472.3122 472.5885 4 -1,2500| 0,2500 11,5112
184 YTGEACRTGD 1227.5302 1228.3086 11 -1,3818| 0,0909 6,1791
R
Enzima: Tryp-CNBr (apés KMR)
! D C ' . . ' 4
PosICAC > ONO. M3 .43 P DGO
A(C14d
1, 82 M 149.0510 149.2139 1 1,9000| 00,0000 5,9250
2 GVHECPAWLW 3216.8249 3218.9447 30 0,9567| 0,6333 7,0004
LLLSLLSLPL
GLPVLGAPPR
31, 37, 41, R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104, 131,
138, 159,
167, 171,
178, 190, 194
32 LICDSR 705.3479 705.8336 6 0,3333| 0,3333 6,0347
38 VLOR 514.3227 514.6258 4 0,0000| 00,5000 10,3400
42 YLLEAK 735.4167 735.8788 6 0,1167| 0,5000 6,2037
47, 73, 80, K 146.1055 146.1894 1 -3,9000| 00,0000 9,3700
125, 144,
168, 180, 182
48 EAENITTGCA 2802.2436 2804.0228 26 -0,7154| 0,1923 3,9712
EHCSLNENNI
TVPDTK
74 VNEYAWK 926.4650 927.0707 7 -0,1143| 0,5714 9,1878
83 EVGQQAVEVW 2394.2907 2395.7422 22 0,4273| 0,4091 3,9680
OGLALLSEAV
LR
105 GOALLVNSSOQ 2358.2332 2359.6682 21 -0,4190| 0,4286 5,2297
PWEPLQLHVD
K
126 AVSGLR 601.3547 601.7040 6 0,6833| 0,3333 10,3400
132 SLTTLLR 802.4912 802.9698 7 0,6714| 0,4286 10,3400
139 ALGAQK 586.3438 586.6894 6 -0,0667| 0,1667 9,3700
145 EAISPPDAAS 1464.7572 1465.6269 15 -0,0400| 0,3333 4,1860
AAPLR
160 TITADTFR 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
169 LFR 434.2641 434.5390 3 0,7000| 0,6667 10,3400




130

172 VYSNFLR 897.4708 898.0298 7 0,1000| 0,5714 9,3276
179 GK 203.1270 203.2414 2 -2,1500| 0,0000 9,3700
181 LK 259.1896 259.3489 2 -0,0500| 0,5000 9,3700
183 LYTGEACR 911.4171 912.0347 8 -0,2875| 0,2500 6,0918
191 TGDR 447.2078 447.4486 4 -2,2750| 0,0000 6,1478
Enzima: TrypChymo (apds FKRLWY)
190 C 0 Aropa4a
Posicaa ONO.M3 .43 P pel.pa
A0€13
1 MGVHECPAW 1028.4208 1029.2088 9 0,0889| 0,3333 5,1326
8, 78 AW 275.1270 275.3074 2 0,4500| 0,5000 5,9250
9, 11, 179, N 204.0899 204.2286 1 -0,9000| 1,0000 5, 9250
92, 116
10, 12, 13, i 131.0946 131.1748 1 3,8000| 1,0000 5,9250
14, 16, 17,
19, 21, 23,
26, 32, 39,
43, 44, 62,
95, 97, 98,
103, 108,
109, 119,
121, 130,
133, 136,
137, 140,
158, 169,
177, 181, 183
12, 13, 16, L 244.1787 244.3342 2 3,8000| 1,0000 5,9250
43, 97, 108,
136
15, 18, 61, SL 218.1267 218.2530 2 1,5000| 0,5000 5,9250
132
18 ST.PL 428.2635 428.5292 4 1,3000| 0,7500 5,9250
22 GLPVL 497.3213 497.6355 5 1,9600| 0,8000 5,9250
25, 38, 102 AV 230.1630 230.3074 2 4,0000| 1,0000 5,9250
27 GAPPR 496.2758 496.5672 5 -1,2600| 0,4000 10,3400
31, 37, 41, R 174.1117 174.2029 1 -4.5000| 0.0000 10.3400
81, 104, 131,
138, 159,
167, 171,
178, 190, 194
33 ICDSR 592.2639 592.6741 5 -0.3600| 0.2000 6.0347
40 OR 302.1703 302.3337 2 -4.0000| 0.0000 10.3400
42, 77, 173, |y 181.0739 181.1913 1 -1.3000| 1.0000 5.9238
184
45 EAK 346.1852 346.3838 3 -1.8667 0.0000 6.2048
47, 73, 80, K 146.1055 146.1894 1 -3.9000| 0.0000 9.3700
125, 144,
168, 180, 182
48 EAENITTGCA 1576.6497 1577.7137 15 -0.1933| 0.1333 3.9641
EHCSL




131

63 NENNITVPDT 1243.6044 1244.3244 11 -1.4273| 0.2727 4.1860
K
74 VNF 378.1903 378.4284 3 1.1667| 0.6667 5.9250
76, 166, 170, |F 165.0790 165.1919 1 2.8000| 1.0000 5.9250
176
82 MEVGQQAVEV 1274.5965 1275.4484 11 0.0909| 0.3636 3.6155
W
93 QGL 316.1747 316.3575 3 -0.0333| 0.3333 5.9250
96, 107, 139 |AIL 202.1317 202.2536 2 2.8000| 0.5000 5.9250
99 SEAVL 517.2748 517.5800 5 1.1000| 0.4000 3.8600
105 GQAL 387.2118 387.4364 4 0.4250| 0.2500 5.9250
110 VNSSQPW 816.3766 816.8691 7 -0.9857 | 0.4286 5.9250
117 EPL 357.1900 357.4070 3 -0.4333| 0.6667 3.8600
120 QL 259.1532 259.3056 2 0.1500| 0.5000 5.9250
122 HVDK 497.2598 497.5519 4 -1.6000| 0.2500 7.1217
126 AVSGL 445.2536 445.5164 5 1.7200| 0.4000 5.9250
134 U 333.1900 333.3850 3 0.8000| 0.3333 5.9250
141 GAQK 402.2227 402.4510 4 -1.5000| 0.0000 9.3700
145 EATISPPDAAS 1308.6561 1309.4392 14 0.2786| 0.3571 3.5613
AAPL
160 TITADTFEF 767.3701 767.8342 7 0.5000| 0.2857 3.7750
172 VY 280.1423 280.3239 2 1.4500| 1.0000 5.9238
174 SNF 366.1539 366.3740 3 -0.5000| 0.3333 5.9250
179 GK 203.1270 203.2414 2 -2.1500| 0.0000 9.3700
185 TGEACR 635.2697 635.6992 6 -0.8000| 0.0000 6.0926
191 TGDR 447.2078 447.4486 4 -2.2750| 0.0000 6.1478

Tripsina / P (ap6s KR)

.~ Fragmento ri | Hydropa .
Posicao gme Mono.mass | Avg.mass P yarop NPS | Isoel.point
cadeia m thicity
to
1 MGVHECPAWL 3347.8653| 3350.1433 31 0,9871| 0,6129 7,0004
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
R
31, 37, 41, |R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104, 131,
138, 159,
167, 171,
178, 190, 194
32 LICDSR 705.3479 705.8336 6 0,3333| 0,3333 6,0347
38 VLOR 514.3227 514.6258 4 0,0000| 0,5000 10,3400
42 YLLEAK 735.4167 735.8788 6 0,1167| 0,5000 6,2037
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47, 73, 80, K 146.1055 146.1894 1 -3,9000| 0,0000 9,3700
125, 144,
168, 180, 182
48 EAENITTGCA 2802.2436 2804.0228 26 -0,7154| 0,1923 3,9712
EHCSLNENNI
TVPDTK
74 VNEYAWK 926.4650 927.0707 7 -0,1143| 0,5714 9,1878
82 MEVGQQAVEV 2525.3311 2526.9408 23 0,4913| 0,3913 3,9680
WOGLALLSEA
VLR
105 GQALLVNSSQ 2358.2332 2359.6682 21 -0,4190| 0,4286 5,2297
PWEPLQLHVD
K
126 AVSGLR 601.3547 601.7040 6 0,6833| 0,3333 10,3400
132 SLTTLLR 802.4912 802.9698 7 0,6714| 0,4286 10,3400
139 ALGAQK 586.3438 586.6894 6 -0,0667| 0,1667 9,3700
145 EAISPPDAAS 1464.7572 1465.6269 15 -0,0400| 00,3333 4,1860
AAPLR
160 TITADTFR 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
169 LFR 434.2641 434.5390 3 0,7000| 0,6667 10,3400
172 VYSNFLR 897.4708 898.0298 7 0,1000| 0,5714 9,3276
179 GK 203.1270 203.2414 2 -2,1500| 0,0000 9,3700
181 LK 259.1896 259.3489 2 -0,0500| 0,5000 9,3700
183 LYTGEACR 911.4171 912.0347 8 -0,2875| 0,2500 6,0918
191 TGDR 447.2078 4455, 44816 4 -2,2750| 0,0000 6,1478
Enzima: V8-DE (ap6s BDEZ)
(0
agmento ) aropa
P0sicac N DNO.MA g.m? P pel.po
A(0Cl1d C
0
1 MGVHE 571.2424 571.6552 5 -0,2000| 0,2000 5,1337
6 CPAWLWLLLS 3238.8377 3241.0558 30 1,2967| 0,6667 5,9606
LLSLPLGLPV
LGAPPRLICD
31, 37, 41, R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104, 131,
138, 159,
le7, 171,
178, 190, 194
36 SRVLQORYLLE 1275.7299 1276.5022 10 -0,2500| 0,5000 9,3253
46 AKE 346.1852 346.3838 3 -1,8667| 0,0000 6,2048
49, 57 AE 218.0903 218.2096 2 -0,8500| 0,0000 3,8600
51 NITTGCAE 807.3433 807.8801 8 0,0000| 0,1250 3,8599
59 HCSLNE 701.2803 701.7585 6 -0,7833| 0,1667 5,1326
65 NNITVPD 771.3763 771.8257 7 -0,5857| 0,4286 3,7750
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72 TKVNEYAWKR 1571.7918 1572.8517 12 -0,9583| 00,3333 10,2145
ME
84 VGQQAVE 729.3657 729.7884 7 -0,1000| 0,2857 3,8600
91 VWQGLALLSE 1114.6022 1115.2950 10 0,8300| 0,5000 3,8600
101 AVLRGQALLV 2669.4289 2671.0526 24 0,0167| 0,4583 5,2298
NSSQPWEPLQ
LHVD
125 KAVSGLRSLT 2211.3062 2212.6224 21 0,0476| 0,2857 11,5106
TLLRALGAQK
E
146 ATISPPD 598.2962 598.6539 6 -0,2000| 0,5000 3,7750
152 AASAAPLRTI 1256.6724 1257.4099 13 0,4231| 00,2308 6,1478
TAD
165 TFRKLFRVYS 2835.5911 2837.3648 23 -0,4348 | 0,4348 11,0549
NFLRGKLKLY
TGE
188 ACRTGD 621.2540 621.6723 6 -0,8000| 0,0000 6,0347
Enzima: V8-E (apds EZ)
AZINC 0 Arop4 ' 0€1.PC
| 1100 } o ;
adela
1 MGVHE 571.2424 571.6552 5 -0,2000 0,2000 5,1337
6 CPAWLWLLLS 4496.5571 4499.5427 40 0,9100 0,6250 8,0077
LLSLPLGLPV
LGAPPRLICD
SRVLQRYLLE
46 AKE 346.1852 346.3838 3 -1,8667 0,0000 6,2048
49, 57 AFE 218.0903 218.2096 2 -0,8500 0,0000 3,8600
51 NITTGCAE 807.3433 807.8801 8 0,0000 0,1250 3,8599
59 HCSLNE 701.2803 701.7585 6 -0,7833 0,1667 5,1326
65 NNITVPDTKV 2325.1576 2326.6621 19 -0,8211 0,3684 9,0990
NEYAWKRME
84 VGQQAVE 729.3657 729.7884 7 -0,1000 0,2857 3,8600
91 VWQGLALLSE 1114.6022 1115.2950 10 0,8300 0,5000 3,8600
101 AVLRGQALLV 4862.7246 4865.6597 45 0,0311 0,3778 10,5162
NSSQPWEPLQ
LHVDKAVSGL
RSLTTLLRAL
GAQKE
146 ATISPPDAASA 4654.5387 4657.3981 42 =0,1357% 0,3810 10,6640
APLRTITADT
FRKLFRVYSN
FLRGKLKLYT

GE
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188

ACRTGDR

777.3552|

777.8600|

’]

-1,3286

0,0000

8,2850

Enzima:

semiTrypsin (apos KR)

.~ Fragmento Hydropa .
Posicao s Mono.mass | Avg.mass yerop NPS Isoel.point
cadeia thicity
1 MGVHECPAWL 3347.8653 3350.1433 31 0,9871| 0,6129 7,0004
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
R
31, 37, 41, R 174.1117 174.2029 1 -4,5000| 0,0000 10,3400
81, 104, 131,
138, 159,
167, 171,
178, 190, 194
32 LICDSR 705.3479 705.8336 6 0,3333| 0,3333 6,0347
38 VLOR 514.3227 514.6258 4 0,0000( 0,5000 10,3400
42 YLLEAK 735.4167 735.8788 6 0,1167| 0,5000 6,2037
47, 73, 80, K 146.1055 146.1894 1 -3,9000| 0,0000 9,3700
125, 144,
168, 180, 182
48 EAENITTGCA 2802.2436| 2804.0228 26 -0,7154| 0,1923 3,9712
EHCSLNENNI
TVPDTK
74 VNEYAWK 926.4650 927.0707 7 -0,1143 0,5714 9,1878
82 MEVGQQAVEV 2525.3311| 2526.9408 23 0,4913| 10,3913 3, 9680
WQGLALLSEA
VLR
105 GOALLVNSSQ 2358.2332 2359.6682 21 -0,4190| 0,4286 5,2297
PWEPLQLHVD
K
126 AVSGLR 601.3547 601.7040 6 0,6833| 0,3333 10,3400
132 SLTTLLR 802.4912 802.9698 7 0,6714| 0,4286 10,3400
139 ALGAQK 586.3438 586.6894 6 -0,0667| 0,1667 9,3700
145 EATSPPDAAS 1464.7572 1465.6269 15 -0,0400| 0,3333 4,1860
AAPLR
160 TITADTFR 923.4712 924.0218 8 -0,1250| 0,2500 6,1478
169 LFR 434.2641 434.5390 3 0,7000| 0,6667 10,3400
172 VYSNFLR 897.4708 898.0298 7 0,1000| 0,5714 9,3276
179 GK 203.1270 203.2414 2 -2,1500| 0,0000 9,3700
181 LK 259.1896 259.3489 2 -0,0500| 0,5000 9,3700
183 LYTGEACR 911.4171 912.0347 8 -0,2875| 0,2500 6,0918
191 TGDR 447.2078 447.4486 4 -2,2750| 0,0000 6,1478




Enzima: LysC + ASPN (antes de BD e depois de K)
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Posicao Fragm?nto Mono.mass | Avg.mass Hy(.lr.o pa Isoel.point
cadeia thicity
1 MGVHECPAWL 3677.0426 3679.6071 34 1,2176 0,6176 6,9201
WLLLSLLSLP
LGLPVLGAPP
RLIC
35 DSRVLORYLL 1589.8889 1590.8438 13 -0,6231 0,3846 9,1853
EAK
48 EAENITTGCA 2458.0740 2459.6549 23 -0,4565 0,2174 3,8041
EHCSLNENNI
TVP
71 DTK 362.1801 362.3832 3 -2,7000 0,0000 6,1467
74 VNFYAWK 926.4650 927.0707 7 -0,1143 0,5714 9,1878
81 RMEVGQQAVE 4778.5329 4781.5186 43 0,1256 0,4186 4,5880
VWQGLALLSE
AVLRGQALLV
NSSQPWEPLQ
LHV
124 DK 261.1325 261.2781 2 -3,7000 0,0000 6,1467
126 AVSGLRSLTT 1954.1687 1955.3327 19 0,4421 0,3158 12,4897
LLRALGAQK
145 EAISPP 612.3119 612.6808 6 -0,2000 0,5000 3,8600
151 DAASAAPLRT 1256.6724 1257.4099 13 0,4231 0,2308 6,1478
ITA
164 DTFRK 665.3497 665.7474 5 -1,9600 0,2000 9,3672
169 LFRVYSNFLR 1498.8408 1499.7796 12 =0, 1250 0,5000 11,4914
GK
181 LK 259.1896 259.3489 2 -0,0500 0,5000 9,3700
183 LYTGEACRTG 1069.4862 1070.1918 10 -0, 3400 0,2000 6,0918
193 DR 289.1386 289.2916 2 -4,0000 0,0000 6,1478




Enzima: Prolyl Endoprotease (apos PA)
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1 MGVHECP 771.3044 771.9167 7 -0,0143 0,2857 5,1326

7, 20, 24, P 115.0633 115.1320 1 -1,6000 1,0000 5,9250

29, 30, 70,

115, 118,

149, 150, 157

8, 28, 46, A 89,0477 89,0941 1 1,8000 0,0000 5, 9250

49, 57, 78,

88, 96, 1O,

107, 126,

139, 142,

l46, 152,

153, 155,

156, 163, 188

9 WLWLLLSLLS 1452.8744 1453.8314 12 1,8000 0,8333 5,9250
LP

21 LGLP 398.2529 398.5029 4 1,4000 0,7500 5,9250

25 VLGA 358.2216 358.4382 4 2,3500 0,5000 5,9250

26, 140 LGA 259.1532 259.3056 3 1,7333 0,3333 5,9250

31 RLICDSRVLO 1947.0724 1948.3211 16 0,1313 0,4375 8,2792
RYLLEA

47, 144 KEA 346.1852 346.3838 3 -1,8667 0,0000 6,2048

50 ENITTGCA 807.3433 807.8801 8 -0,0000 0,1250 3,8599

58 EHCSLNENNT 1468.6616 1469.5958 13 -0,6769 0,3077 4,2369
TVP

71 DTKVNFEYA 956.4603 957.0512 8 -0,5125 0,3750 6,1456

79 WKRMEVGQOA 1231.6131 1232.4295 10 -1,2300 0,2000 9,3672

89 VEVWQGLA 900.4705 901.0304 8 0,7125 0,5000 3,8600

97 LLSEA 531.2904 531.6068 5 1,0200 0,4000 3,8600

102 VLRGOQA 642.3813 642.7566 6 0,2333 0,3333 10,3400

108 LLVNSSQP 856.4654 856.9748 8 0,2000 0,5000 5,9250

116 WEP 430.1852 430.4608 3 -2,0000 0,6667 3,8600

119 LOLHVDKA 922.5236 923.0805 8 -0,0625 0,3750 7,1217

127 VSGLRSLTTL 1385.8354 1386.6586 13 0,6769 0,3846 12,4800
LRA

143 QKEA 474.2438 474.5146 4 -2,2750 0,0000 6,2048

147 ISP 315.1794 315.3697 3 0,7000 0,6667 5,9250

151 DA 204.0746 204.1828 2 -0,8500 0,0000 3,7750

154 SA 176.0797 176.1724 2 0,5000 0,0000 5,9250

158 LRTITA 673.4123 673.8110 6 0,7000 0,3333 10,3400

164 DTFRKLFRVY 3021.6552 3023.5323 25 -0,4680 0,4000 10,6691
SNFLRGKLKL

YTGEA
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189

| CRTGDR

706.3180

706.7811| 6|

—l,8500| o,oooo“

8,2850

Anexo 2: Representagédo dos simbolos e massa monoisotdpica dos 20 aminoacidos

Aminosicido Simbolo de Sil"l"lb(llﬂ de }fFass;f’l '
uma letra tres letras monoisotopica
Acido aspartico D Asp 115.026
Acido glutamico E Glu 129.042
Alanina A Ala 71.037
Arginina R Arg 156.101
Asparagina N Asp 114.042
Cisteina C Cys 103.009
Fenilalanina F Phe 147.068
Glicina G Gly 57.021
Glutamina Q Gln 128.058
Histidina H His 137.058
Isoleucina I Ile 113,084
Leucina Leu 113.084
Lisina K Lys 128.094
Metionina M Met 131.040
Prolina P Pro 97.052
Serina S Ser 87.032
Tirosina Y Tvr 163.063
Treonina T Thr 101.047
Triptofano W Trp 186.079
Valina V Val 99.068




