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Resumo 
A saúde mundial enfrenta um grande problema causados por infecções geradas por bactérias multirresistentes, 
o desenho racional é uma alternativa viável para estudar maneiras para combater a problemática. O objetivo 
principal do trabalho é desenhar racionalmente alterando parâmetros físico-químicos peptídeos antimicrobianos 
análogos a toxinas da serpente Bothrops, visando selecionar candidatos para sintese e testes in vitro no futuro. 
Para o trabalho primeiramente as sequências foram procuradas no Antimicrobial Peptide Databse, após isso foi 
feito um alinhamento múltiplo usando ClustalW e foi realizada a caracterização físico- química avaliando 
hidrofobicidade, hidrofilicidade, carga e gravy. O diagrama de hélice, estrutura tridimensional e a validação 
foram avaliadas pelos progrmas Helical Wheels, I-TASSER e Procheck14 e Prosa-web respectivamente. Diante 
dos resultados obtidos foi possível identificar padrões fisico-químicos com potencial antibacteriano para os 
peptídeos.  
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Introdução 
A descoberta de substâncias bacteriostáticas e bactericidas foram essenciais para a manutenção da vida 
humana, desde que a sociedade começou a utilizar esses compostos o número de óbitos devido a infecções 
bacterianas diminuiu (Oliveira et al, 2017). Com o advento dessas moléculas é possível realizar cirurgias, 
transplante de órgãos e tecidos,  fazer a manutenção da qualidade de vida de pacientes imunodeprimidos 
(pacientes HIV positivos, vítimas de câncer), melhorar setores da industrias alimentícia como o setor de criação 
de aves e bovinos e suínos (Cars et al., 2011; Lucena et al., 2013; Loureeiro et al.,2016).  

Entretanto a população realiza o uso indiscriminado e inadequado de substâncias antibióticas e isso faz com 
que se desenvolva bactérias super-resistentes, organismos que são capazes de resistir o tratamento com 
antibióticos de ultima geração que somente são utilizados em ambientes hospitalares em último caso (Peter 
Vikesland et al., 2019). Instituições de todo o mundo alertam que caso nada seja feito o número de mortes por 

esses organismos irão crescer demasiadamente (Mei-TingGuo & CenKong, 2019). 

Uma das respostas para o combate dessa problemática pode ser encontrada na bioinformática, pois com ela é 
possível construir moléculas que possam atuar como potenciaiscandidatos a antibióticos. Alterando parâmetros 
como hidrofobicidade e carga é possível obter uma molécula proteica que seja capaz de ter efeito antibiótico 
(Migliolo et al., 2016). O trabalho pretende por meio dessas ferramentas analisar in silico o desenvolvimento de 
moléculas análogas a  fosfolipase2 presentes na toxina da serpente pertencente ao gênero Bothrops, a 
molécula possui propriedades citotótixica e antibacteriana. O trabalho visa assim selecionar candidatos que 
possam combater essas enfermidades que acometem a saúde global. 
 
Metodologia 
A pesquisa foi realizada na Universidade Católica Dom Bosco (UCDB) nos laboratórios de bioquímica e 
biologia molecular e no laboratório de informática pertencentes ao programa de pós graduação em 
Biotecnologia. Participaram da pesquisa o acadêmico de biomedicina Odaias Pereira e o Pesquisador 
Dr.Ludovico Migliolo. Primeiramente foi feita uma pesquisa de sequências primarias de proteínas no banco de 
dados Antimicrobial Peptide Databse (APD), após o processo as sequências foram submetidas ao alinhamento 
múltiplo no software Clustal Omega. As regiões conservadas foram submetidas ao software de predição de 
pradões por hidrofobicidade Antimicrobial Pattern Prediction (aplica 
http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgitivo em processo de proteção pelo INPI). Uma vez com as 
sequências alvo de estudo foi feita a caracterização físico- químico pelo APD sendo os parâmetros carga, 
hidrofobicidade, hidrofilicidade e  gravy. Os conhecimentos acerca dos aminoácidos e como esses podem 
interagir na cadeia peptídica, alguns resíduos de aminoácidos foram excluídos ou trocados. Uma vez realizada 
o desenho racional das moléculas essas foram avaliadas pelo programa Helical Wheels 
(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi) gerando o diagrama de hélice. A estrutura tridimensional obtida foi 
visualizada pelos progrmas I-Tasser (site) e Pymol, respectivamente. A estrutura resultante foi em α-hélice. 
Obtidas as estruturas tridimensionais os modelos tridimensionais tiveram suas validações feita pela plataforma 
Procheck 14 por meio do Gráfico de Ramachandran. Em adição foi avaliado a qualidade geral do modelo 
comparando com dados obtidos em banco de dados de proteínas resolvidas por metodologias in vitro, para 
isso foi utilizado o valor de z-score obtido pelo gráfico prosa web (site)que calcula o valor de z-score indicando 
um valor de normalidade da cadeia peptídica.  
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Resultados e Discussão 
Após a pesquisa no Antimicrobial Peptide Database (APD), foram encontradas três sequências análogas  a 
fosfolipase2 (AP02667; AP02668; AP02669) ao ser submetidas ao alinhamento foram encontradas regiões com 
forte similaridade e o padrão  “HHHKHHK”  foi encontrado pelo programa Antimicrobial Pattern Prediction, a 
letra “H” representa um aminoácido hidrofóbico e a letra “K”  é a representação de um aminoácido hidrofílico.  

Após triagens dos padrões foram obtidas 4 sequências todas apresentando 15 resíduos de aminoácidos 
denominadas: >cro_cr; >cro_01; >cro_02; >cro_03. Todas foram submetidas a caracterização físico-química 
pelo software APD (Tabela 1), avaliando os valores de hidrofobicidade, carga e gravy (grau de apatia).   

Tabela 1. Predição de características físico químicas dos peptídeos gerado pelo software APD (Antimicrobial peptide database). 

Análise 

computacional 
>Cro_cr >Cro_01 >Cro_02 >Cro_03 

Sequência SLFELGKMILQETGK SLFKLGKMILQKTGK SLFELGKMILQKTGK SLFKLGKMILQETGK 

Resíduos 15 15 15 15 

Carga 0 +4 +2 +2 

Hidrofobicidade 40% 40% 40% 40% 

Gravy -1.77 -0.053 -0.026 -0.026 

Massa teórica 1694.021 1692.129 1693.075 1694.021 

 
Não é aconselhável o peptídeo ter uma carga muito alta ou baixa pois pode influenciar e deixar a molécula 
hemolítica e citotóxica (Dathe et al., 2001), a hidrofobicidade é de 40% não tornando as amostras citotóxicas e 
a carga varia de 0 a +4, indicando parâmetros dentro da média encontrada na literatura. 
 
O potencial gravy é o valor de apatia a soma da hidrofobicidade de cada aminoácido dividido pela 
hidrofobicidade total da amostra o valor aconselhável é mais próximo a 0 pois caracteriza uma maior 
confiabilidade (Chellasamy; Devarajan, 2019), a sequência cro_cr obteve o maior valor de gravy, enquanto das 
três outras sequências apresentaram valores mais próximos a 0.  

Foi utilizado o helical wheels para visualização espacial dos aminoácidos, foram gerados 4 diagramas de hélice 
uma conformação α-helicoidal conformação que melhora a interação com membranas e consequentemente a 
atividade antimicrobiana (Migliolo et al., 2016).  

Para visualização da estrutura tridimensional dos peptídeos foi utilizado a plataforma I-Tasser(Tabela 2). Todas 
sequências apresentaram estrutura tridimensional de α-hélice. O valor de c-score representa a confiabilidade 
do modelo e varia de -5 a +2 quanto mais próximo ao valor máximo mais confiável o modelo pode ser. Os 
valores variaram entre -0,02 e -0,06 para as 4 sequências indicando assim uma boa confiabilidade. TM-score 
avalia a acurácia do modelo medindo a similaridade entre estruturas o valor de 0,5 a 1 indica uma topologia 
correta e um valor abaixo de <0,17 indica uma similaridade aleatória, o cálculo do RMSD é feita pela distância 
média de todos os pares de resíduos em duas estruturas, caso a estrutura apresente um erro local o valor 
desse parâmetro pode aumentar ((Yang; Yan; Roy; Xu; Poisson;  Zhang, 2015)). Os modelos apresentaram 
topologia correta os valores de TM-score variaram entre 0,71±0,12 e não indica um erro local pois o valor do 
RMSD variou de 0.7±0.7Å. 

Tabela 2: Estruturas tridimensionais construídas pelo servidor I-TASSER para o peptídeo controle e os três análogos. Visualização pelo 

programa PyMol. Adicionar porcentagem de hélice 

 

* A extremidade em azul nos cartoons indicam o N-terminal enquanto as extremidades em laranja indicam o C-terminal. Os valores do TM-

score e RMSD estão indicados por média e desvio padrão da média. 
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O gráfico de ramachandran (Figura 1) concede a validação dos modelos preditos ao realizar uma análise dos 
ângulos phi e psi, a partir desses valores os dados são distribuídos em um gráfico com quatro quadrantes. O 
primeiro quadrante representa a estrutura α-hélice esquerda, o segundo β, o terceiro quadrante α-hélice direita 
e o terceiro quadrante as curvas ou laços (loops). O gráfico é também separado em regiões permitidas, 
favorecidas, permitidas e não permitidas podendo elucidar um erro estrutural (Ramachandran; Ramakrishnan; 
Sasisekharan, 1963). Em todas as sequências 100% dos aminoácidos estão em regiões permitidas ou 
favorecidas indicando validação dos modelos.  

 
Figura 1. Resultado do gráfico de Ramachandran para os peptídeos cro_cr(A), cro_01(B), cro_02(C), cro_03(D),desenhados racionalmente.   

Os quadrados negros representam os aminoácidos comuns e os triângulos negros representam o aminoácido glicina e prolina. Legenda: 

Vermelho: Região favorecida; Amarelo forte: Amarelo pálido; RG: Região generosamente permitida; Branco: Região isolada.  

O gráfico prosa-web gera um gráfico em que é possível observar o valor de z-score de diversas proteínas 
derivadas de diferentes fontes como Raio-X e RMN (Figura 2).  

 
Figura 2. Gráfico exibindo z-score gerado pela plataforma Prosa-web dos peptídeos cro_cr(A), cro_01(B), cro_02(C), cro_03(D), 

desenhados racionalmente.   

Assim é possível obter um valor de normalidade comparadas com moléculas nativas (Wiederstein; Sippl, 2007). 
Todas as sequências apresentaram valores de z-score dentro do valor permitido assim não indicando erro 
estrutural.   

Conclusões 

 Portanto foi possível identificar padrões fisico-químicos com potencial antibacteriano para os peptídeos 
análogos desenhados racionalmente, a metodologia utilizada é suficiente ao desenvolvimento de candidatos do 
ponto de vista teórico. É necessário para a próxima etapa a sintese e a realização dos testes antibacterianos. 
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