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RESUMO

A resisténcia bacteriana a antibioticos € um dos principais desafios enfrentados nos
setores da saude publica, agropecuaria e meio ambiente. Nesse contexto, as
bacteriocinas, macromoléculas antimicrobianas produzidas naturalmente por
bactérias, surgem como alternativas promissoras por apresentarem atividade
bactericida. Entre elas destaca-se a familia de peptidases M23, enzimas hidrolases
do peptidoglicano que participam de processos vitais como divisdo celular e
viruléncia, além de apresentarem potencial para a descontaminagao de superficies e
o controle de biofilmes. Este trabalho teve como objetivo a prospecgao in silico de
peptidases M23 no género Xanthomonas, um grupo bacteriano de interesse
fitossanitario e biotecnolégico. Foram analisados cem genomas (incluindo trinta e
cinco gerados pelo Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal - LGBYV)
pertencentes a treze espécies, todos disponiveis no banco de dados NCBI. Para
isso, foi desenvolvido um script de mineragao, que identificou noventa sequéncias
contendo o dominio “peptidase M23” contendo sete arquiteturas distintas. A
caracterizagao das propriedades fisico-quimicas e da atividade antimicrobiana
predita in silico foi realizada inicialmente por meio das ferramentas Protein Isoelectric
Point Calculator, Peptide Property Calculator, Antifungal Peptide Prediction e
ToxinPred. As analises revelaram uma variagao significativa no ponto isoelétrico e na
carga liquida das peptidases M23, caracteristicas que influenciam diretamente a
atividade antimicrobiana das proteinas e sdo fundamentais no desenvolvimento de
peptideos antimicrobianos racionalmente modificados RAMPs (Rationally Modified
Antimicrobial Peptides). Além disso, foram identificadas regides com possivel
toxicidade contra bactérias, reforcando o potencial dessas enzimas como candidatas
a engenharia de peptideos antimicrobianos. Na etapa seguinte, foram realizados
alinhamentos multiplos, modelagem estrutural e analise fenética utilizando os
softwares Clustal Omega, AlphaFold3 e MEGA v11.0.13, respectivamente. Os
resultados revelaram alta similaridade estrutural com outras peptidases conhecidas
da mesma familia, como por exemplo: Lysostaphin, Staphylolysin e Zoocin A,
fortalecendo o potencial biotecnolégico dessas moléculas. Os resultados obtidos
comprovam a eficacia do script desenvolvido para a prospecg¢ao de bacteriocinas em

genomas bacterianos, possibilitando a identificacdo de moléculas bioativas com alto



valor biotecnolégico. O estudo também contribui para o avango na compreensao
estrutural e funcional das peptidases M23, destacando seu papel como potentes
agentes antimicrobianos, com aplicagdes potenciais na saude humana e animal,
agricultura e na industria. Assim, o trabalho apresenta contribuigdes relevantes ao
oferecer uma ferramenta computacional eficiente, revelar novos alvos moleculares
com potencial terapéutico/bactericida, e abrir caminhos para o desenvolvimento
racional de novos peptideos antimicrobianos, frente ao cenario crescente de

resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Antimicrobiano, Bioinformatica, Dinamica Molecular, Peptideo,
Modelagem 3D.



ABSTRACT

Bacterial antibiotic resistance is one of the main challenges facing public health,
agriculture, and the environment. In this context, bacteriocins — antimicrobial
macromolecules naturally produced by bacteria — are emerging as promising
alternatives due to their bactericidal activity. Among these, the M23 peptidase family
stands out, which are peptidoglycan hydrolase enzymes that participate in vital
processes such as cell division and virulence, in addition to having potential for
surface decontamination and biofilm control. This study aimed to conduct in silico
prospection of M23 peptidases in the genus Xanthomonas, a bacterial group of
phytosanitary and biotechnological interest. One hundred genomes (including
thirty-five from the Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal - LGBV group)
from thirteen species, all available in the NCBI database, were analyzed. A mining
script was developed and identified ninety sequences containing the "M23 peptidase"
domain organized into seven distinct architectures. The characterization of the
physicochemical properties and predicted in silico antimicrobial potential was initially
performed using the Protein Isoelectric Point Calculator, Peptide Property Calculator,
Antifungal Peptide Prediction, and ToxinPred tools. The analyses revealed significant
variation in the isoelectric point and net charge of M23 peptidases, characteristics
that directly influence the antimicrobial activity of proteins and are fundamental in the
development of rationally modified antimicrobial peptides (RAMPs). Furthermore,
regions with potential toxicity against bacteria were identified, reinforcing the potential
of these enzymes as candidates for antimicrobial peptide engineering. In the next
step, multiple alignments, structural modeling, and phenetic analysis were performed
using Clustal Omega, AlphaFold3, and MEGA v11.0.13 software, respectively. The
results revealed high structural similarity to other known peptidases of the same
family, such as Lysostaphin, Staphylolysin, and Zoocin A, strengthening the evidence
for the biotechnological potential of these molecules. The results obtained
demonstrate the effectiveness of the script developed for prospecting bacteriocins in
bacterial genomes, enabling the identification of bioactive molecules with high
biotechnological value. The study also contributes to the advancement of the
structural and functional understanding of M23 peptidases, highlighting their role as

potent antimicrobial agents, with potential applications in human and animal health,



agriculture, and industry. Thus, the work presents relevant contributions by offering
an efficient computational tool, revealing new molecular targets with
therapeutic/bactericidal potential, and paving the way for the rational development of

new antimicrobial peptides, given the growing scenario of bacterial resistance.

Keywords: 3D Modeling, Antimicrobial, Bioinformatics, Peptide, Molecular

Dynamics.
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1 INTRODUGAO

A resisténcia de microrganismos aos antibioticos figura entre os maiores
desafios enfrentados pela saude publica mundial (Teixeira et al., 2019; Rojas &
Ulate, 2017), com impactos significativos também nos setores agropecuario e
ambiental (Guo et al., 2021; Hossain et al., 2022; Schwarz, Loeffler, Kadlec, 2017). A
principal causa desse fendbmeno tem sido atribuida ao uso incorreto e descontrolado
de antibidticos (Campos & Neto, 2024), especialmente nas areas de saude publica,
pecuaria, avicultura e piscicultura, resultando em prejuizos consideraveis. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e outras entidades internacionais tém
publicado periodicamente listas de microrganismos prioritarios com elevada ameaca
a saude publica (“Resisténcia antimicrobiana - OPAS/OMS | Organizacao
Pan-Americana da Saude”, 2024), com destaque para o agravamento do problema
durante a pandemia de COVID-19 (OPAS/OMS, 2021).

O avancgo nas areas de gendmica, engenharia genética, biologia estrutural e
biotecnologia tem impulsionado a prospecgao e o desenvolvimento de biomoléculas,
destacando seu potencial como alternativas aos antibiéticos convencionais e como
agentes de interesse industrial. Nesse cenario, cresce o interesse por uma
compreensao mais aprofundada dos mecanismos de acao, biossintese e resisténcia
dessas moléculas, com o objetivo de garantir sua eficacia e seguranga em
aplicagbes em larga escala (D. Bauman et al., 2021; Wu et al., 2021).

Nesse contexto, as bacteriocinas surgem como importantes candidatas a
substituicido ou complementacdo dos antibidticos tradicionais, por apresentarem
atividade antimicrobiana de amplo espectro, incluindo agao antibacteriana, antiviral e
antifungica (Huan et al., 2020). Entre os diversos tipos de proteinas antimicrobianas,
que sdo moléculas de defesa naturais produzidas por diferentes organismos
(Koehbach & Craik, 2019), destacam-se, entre as classes de bacteriocinas, as
peptidases M23. Essas enzimas hidrolisam o peptidoglicano da parede celular
bacteriana, desempenhando fungdes essenciais na fisiologia das bactérias, como
crescimento, divisdo celular e viruléncia (Razew et al., 2022). Além disso, essas
proteinas demonstraram atividade antibacteriana relevante, com potencial aplicacéo
na descontaminagao de superficies e no controle de biofilmes (Kaus-Drobek et al.,
2025).
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Entre os grupos bacterianos de interesse, as bactérias Gram-negativas do
género Xanthomonas tém atraido atengcdo devido a sua relevancia fitossanitaria,
econdmica e biotecnolégica. Com cerca de 68 espécies descritas (LPSN, 2025),
esse clado é reconhecido por sua patogenicidade em aproximadamente 400 culturas
agricolas, incluindo mandioca, banana, feijao, tomate, arroz, trigo, pimenta e frutas
citricas (Jacques et al., 2016; Ryan et al., 2011). Apesar do foco predominante na
patogenicidade, estudos recentes de prospecgdo de compostos bioativos tém
destacado o potencial biotecnoldgico de Xanthomonas, especialmente por sua
capacidade de sintetizar AMPs (Antimicrobial Peptides). Um exemplo notavel € a
glicinecina A, codificada no genoma de X. campestris pv. glycines, que demonstrou
atividade contra X. campestris pv. vesicatoria (Heu et al., 2001; Minsavage et al.,
1990) além de conter o dominio peptidase M23, presente em algumas proteinas
essenciais para a separagao das células-filhas (Pena et al., 2024).

Com a crescente demanda por novos agentes antimicrobianos nos setores da
saude, agricultura e pecuaria, os estudos voltados a identificagdo e caracterizagao
de AMPs tornaram-se cada vez mais representativos. A descoberta destas
moléculas serve como referéncia para a aplicagcdo no desenho racional, permitindo o
desenvolvimento de peptideos bioativos inéditos, com possibilidade de produgao em
sistemas procarioticos ou em plantas geneticamente transformadas. Além disso,
esses compostos podem atuar sinergicamente com antibiéticos convencionais,
contribuindo para mitigar o avango da resisténcia microbiana. Diante desse cenario,
o presente trabalho buscou a prospeccao in silico de peptidases M23 em espécies
do género Xanthomonas, com o objetivo de levantar potenciais candidatos com

atividade antimicrobiana para mitigar a problematica dos microrganismos resistentes.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Identificar e caracterizar proteinas com dominio peptidase M23 com potencial
antimicrobiano em genomas de bactérias Gram-negativas do género Xanthomonas,
avaliando as moléculas candidatas quanto ao seu potencial antimicrobiano,

citotoxico e alergénico com o uso de estratégias in silico.

2.1.1 ESPECIFICO

e |dentificar proteinas da classe das bacteriocinas com dominio peptidase M23
através de prospecgao in silico nos genomas de Xanthomonas, selecionando

candidatos com os dominios e assinaturas conservados;

e Predizer caracteristicas fisico-quimicas das sequéncias candidatas;

e Gerar modelos tridimensionais tedricos dos candidatos com o apoio de
ferramentas de inteligéncia artificial e, se necessario, por modelagem

comparativa,;

e Avaliar a partir de predi¢ao in silico o potencial antimicrobiano (antibacteriano
e antifungico) das sequéncias selecionadas, bem como seu potencial

citotdxico e alergénico.



19

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana a antibidéticos € uma ameaca crescente a saude
publica, segundo a OMS, e compromete os ‘Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel’ (“‘Resisténcia  antimicrobiana - OPAS/OMS | Organizagéo
Pan-Americana da Saude”, 2024). Esse processo, que ocorre de modo natural, esta
cada vez mais acelerado em razdo do uso inadequado de antibidticos na saude
humana e animal (Li et al, 2023). No setor agropecuario, por exemplo, 0s
antimicrobianos sao utilizados tanto na prevencédo de doengas quanto na promocéao
do crescimento de animais destinados a alimentacdo humana. Nos Estados Unidos
estima-se que cerca de 80% do consumo anual de antimicrobianos seja proveniente
do setor pecuario (Van Boeckel et al., 2015), enquanto no Chile aproximadamente
380 toneladas de antibidticos foram utilizados na aquicultura em 2016 (Miranda;
Godoy; Lee, 2018). Entre 30% e 90% dos antibiéticos administrados s&o excretados
do organismo por meio das fezes e urina, poluindo o meio ambiente, alcangando o
solo e a agua, promovendo assim a resisténcia dos microrganismos presentes
nestes ecossistemas (Li et al., 2023; Tian et al., 2021).

Embora em menor escala quando comparado a pecuaria, o uso de
antimicrobianos na agricultura também vem crescendo e contribuindo para a
resisténcia bacteriana (Islam et al., 2024). Antibidticos como o acido oxolinico e a
validamicina-A foram aplicados em campos de morango na Coreia do Sul para o
controle de Xanthomonas fragariae (Kim et al., 2016). J& cepas da espécie
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, que afeta a cultura do arroz, foram identificadas
com resisténcia a estreptomicina na China (Xu; Luo; Zhou, 2013).

Considerando a presencga de antibiéticos no meio ambiente e o surgimento de
cepas resistentes, torna-se essencial aprofundar o conhecimento sobre a ecologia
bacteriana, visando a prospecgcdao de compostos naturais com atividade
antibacteriana. Nesse contexto, destaca-se o género Xanthomonas, devido a sua
ampla distribuicdo, ao impacto que causa em culturas agricolas de importancia

econdmica e a producido de compostos antimicrobianos.

3.2 XANTHOMONAS, FITOPATOGENICIDADE E SISTEMA DE DEFESA
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3.2.1 GENERO XANTHOMONAS

Com cerca de 68 espécies conhecidas (LPSN, 2025), o género Xanthomonas
€ amplamente reconhecido por sua patogenicidade em aproximadamente 400
culturas agricolas, incluindo mandioca, banana, feijao, tomate, arroz, trigo, pimenta e
frutas citricas (Jacques et al., 2016; Ryan et al., 2011). Essas bactérias podem aderir
a uma ampla variedade de agentes dispersores, como sementes, restos de plantas,
solo, equipamentos agricolas, insetos, aves e agua, até alcangarem uma planta
hospedeira sob condi¢des favoraveis a infecgao (An et al., 2020; Bashan, 1986).

O género Xanthomonas compreende microrganismos aerdbicos obrigatérios,
pertencentes ao grupo das bactérias Gram-negativas da classe
Gammaproteobacteria. Sao caracterizados pela formagcdo de colénias com
pigmentacdo amarelada (Fig. 1), morfologia bacilar (em bastonete) (Fig. 2) e,

geralmente, pela presenga de um unico flagelo polar.

Figura 1. Colénias de Xanthomonas sp.

Fonte: Katuzna et al. (2013).
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Figura 2. Microscopia eletronica de transmissdo de Xanthomonas. oryzae pv. oryzae.

" Fonte: Huang et al. (2018).

Além de sua importancia fitopatogénica, o género também possui relevancia
biotecnoldgica, principalmente pela produgao do polissacarideo extracelular xantana.
A xantana é um exopolissacarideo soluvel em agua, ndo téxico, amplamente
utilizado na industria alimenticia como agente espessante e de suspensao, presente
em produtos como polpas de frutas, chocolates, laticinios e molhos. Seu uso
também se estende as industrias petrolifera, quimica e farmacéutica (Palaniraj &
Jayaraman, 2011).

Devido a sua patogenicidade e a especificidade de interagdo com os
hospedeiros, as espécies do género Xanthomonas podem ser classificadas em
patovares, de acordo com a planta hospedeira que infectam. Por exemplo, a espécie
Xanthomonas campestris possui diversos patovares, como: X. campestris pv.
secalis, pv. tamarindi, pv. passiflorae, pv. musacearum, pv. malvacearum, pv.
manihotis, entre outros. Essa divisdo também se aplica a outras espécies do género
(Hayward, 1993; An et al., 2020; Buttner & Bonas, 2010).

3.22 ECOLOGIA DE VIDA E FITOPATOGENICIDADE DO GENERO
XANTHOMONAS

As bactérias do género Xanthomonas apresentam dois estagios durante o

processo de infeccdo: epifitico e endofitico (Fig. 3). Na fase epifitica, a bactéria
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coloniza partes aéreas da planta, como folhas, frutos e flores, até encontrar
condigdes favoraveis para penetrar no tecido vegetal. A entrada ocorre geralmente
por meio de aberturas naturais, como estdbmatos, ou por lesbes. Uma vez no interior
da planta, inicia-se o estagio endofitico, caracterizado pela colonizagdo dos tecidos
do hospedeiro (Zarate-Chaves et al., 2021).

Quando a populagédo bacteriana atinge niveis elevados, as coldénias podem
ressurgir na superficie foliar, de onde sao disseminadas pelo vento, chuva, animais,
equipamentos agricolas, podendo ainda permanecer em folhas caidas e no solo,
bem como em sementes, quando partes reprodutivas da planta sdo colonizadas,
aguardando condigdes para reiniciar o ciclo infectivo na planta hospedeira (An et al.,
2020).

Figura 3. Ciclo de vida de Xanthomonas.
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Fonte: An et al. (2020).

Durante a infecgcao endofitica, bactérias do género Xanthomonas utilizam
diferentes sistemas de secrecado para promover a colonizacao e infeccdo da planta
hospedeira. Acredita-se que o sistema de secrecao tipo Il, responsavel por secretar
toxinas, proteases, lipases e outras enzimas, atue na degradacgao da parede celular
vegetal, facilitando a invasdo tecidual. J&4 o sistema de secrecdo tipo VI injeta
proteinas efetoras toxicas diretamente nas células procaridticas e eucaridticas, de

forma dependente de contato (Bayer-Santos et al., 2019; Timilsina et al., 2024).
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No Brasil, Xanthomonas spp. tém sido responsaveis por importantes perdas
econdmicas em diversas culturas. Entre os registros estédo: surtos em plantagdes de
tomate na regido Centro-Oeste (Quezado-Duval et al., 2004); infecgcbes em videiras
no Vale do Rio Sao Francisco, na Bahia e em Pernambuco (1998), e posteriormente
em Tupi Paulista, Sdo Paulo (2009) (Ferreira et al., 2019; Rodrigues Neto et al.,
2011); perdas em lavouras de milho no Parana (Leite et al., 2019).

Diversas doengas causadas por Xanthomonas tém impacto significativo na
agricultura. Entre elas destacam-se: a ferrugem bacteriana do arroz, causada por
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Niones et al., 2022); a murcha bacteriana da
bananeira e do enset (Ensete ventricosum), provocada por Xanthomonas vasicola
pv. musacearum (Nakato et al., 2021); e a podriddo negra, causada por
Xanthomonas campestris pv. campestris (Greer et al., 2023), entre outras

fitopatologias relevantes (Greer et al., 2025).

3.3 SISTEMA DE DEFESA DO GENERO XANTHOMONAS E PRODUGCAO DE
BACTERIOCINAS

Xanthomonas utiliza diferentes sistemas de secrecdo de macromoléculas nao
apenas como estratégia de infeccdo da planta hospedeira, mas também como
mecanismo de defesa contra microrganismos concorrentes no ambiente
(Alvarez-Martinez et al., 2021). O sistema de secregao do tipo | é utilizado para a
defesa da bactéria e transporta desde pequenas bacteriocinas (<10 kDa) até
proteinas com massa superior a 1 MDa (Smith; Sondermann; O’Toole, 2018). Ja o
sistema de secregao do tipo Il facilita a infecgao da planta hospedeira (Timilsina et
al., 2024) por injetar proteinas efetoras no citosol da célula hospedeira para
manipular processos celulares vegetais, como a defesa basal, em beneficio do
patégeno (Buttner; Bonas, 2010). O sistema do tipo IV, por sua vez, é responsavel
pela secrecdo de macromoléculas diretamente em células procaridticas e
eucariodticas. Esse sistema foi identificado em Xanthomonas citri, conferindo-lhe a
capacidade de matar outras bactérias Gram-negativas de forma dependente de
contato (Sgro et al., 2019).

Espécies de Xanthomonas utilizam diferentes sistemas de secregcdo de
macromoléculas nao apenas como estratégia de infecgao da planta hospedeira, mas

também como mecanismo de defesa contra outros microrganismos presentes no
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ambiente. Esses sistemas permitem a liberagdo de moléculas toxicas no meio
extracelular ou diretamente no interior de células bacterianas competidoras. Entre
essas moléculas destacam-se as bacteriocinas, proteinas e pequenos peptideos
antimicrobianos produzidos por diversas bactérias como forma de inibir o
crescimento de cepas da mesma espécie ou de diferentes espécies (Lahiri et al.,
2022).

Em Xanthomonas, a produgado de bacteriocinas tem sido observada em
condi¢bes controladas, por meio de ensaios de antagonismo bacteriano. Um
exemplo € a espécie Xanthomonas perforans, isolada de campos de tomate na
Florida, que demonstrou capacidade de produzir bacteriocinas eficazes contra
Xanthomonas euvesicatoria, um patdégeno da mesma cultura (Klein-Gordon et al.,
2021). Além disso, foi observada a produgcdo da bacteriocina glicinecina A,
codificada no genoma de Xanthomonas campestris pv. glycines, a qual apresentou

atividade inibitoria contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Heu et al., 2001).

3.4 BACTERIOCINAS: CONCEITO, CLASSES E APLICAGOES

As bacteriocinas podem ser classificadas em duas grandes categorias:
aquelas produzidas por bactérias Gram-positivas e as produzidas por bactérias
Gram-negativas (Negash & Tsehai, 2020; Solis-Balandra & Sanchez-Salas, 2024).
Ambas apresentam subdivisbes com base em caracteristicas estruturais e
propriedades fisico-quimicas.

No grupo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas,
destacam-se trés classes principais (Kaur & Kaur, 2015): Classe | (Lantibi6ticos):
moléculas termoestaveis com peso molecular inferior a 5 kDa, subdivididas em: la:
com carga positiva e Ib: com carga neutra ou negativa. Classe Il (peptideos que nao
contém lantionina): com peso molecular inferior a 10 kDa, sdo subdivididas em: lla:
com atividade anti-Listeria, llb: diméricos que atuam de forma sinérgica, llc: com
estrutura circular e lld: peptideos lineares que nido apresentam atividade contra
Listeria. Classe lll: proteinas termolabeis com peso molecular superior a 30 kDa.
Podem incluir bacteriocinas de Gram-negativas. Nessa classe, a estrutura da
proteina esta relacionada a sua funcao.

No grupo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas, as

principais subclasses s&o: Colicinas: com peso molecular entre 30 e 80 kDa,
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geralmente produzidas por Escherichia coli, Microcinas: menores, com peso
molecular entre 1 e 10 kDa (Urszula & Jagoda, 2016) e Bacteriocinas semelhantes
a cauda de fago: moléculas que apresentam atividade antimicrobiana com base em
sua estrutura (Solis-Balandra & Sanchez-Salas, 2024).

As bacteriocinas apresentam uma ampla gama de aplicagdes biotecnoldgicas,
incluindo a promogéo do crescimento de animais de produg¢do, como aves e suinos
(Ben Lagha et al., 2017), a conservagao de alimentos por meio da inibicado de
patégenos bacterianos (Anacarso et al., 2014), e o estimulo ao crescimento vegetal
(Nazari; Yaghoubian; Smith, 2022), entre outras aplicagbes emergentes nas areas

meédica, agricola e ambiental (Sugrue; Ross; Hill, 2024).

3.4.1 PEPTIDASE M23

O dominio peptidase M23 pertence a uma familia de metaloendopeptidases
do tipo exolisina, dependentes do ion zinco como cofator. Essa familia é
caracterizada por dois motivos cataliticos conservados, HxxxD e HxH, em que "X"
representa qualquer aminoacido. A topologia € marcada por um nucleo conservado
de 1 folha beta composta por aproximadamente 5 fitas beta (Fig. 4). Atualmente,
dezoito representantes desse dominio estdo registrados no banco de dados de

peptidases e enzimas proteoliticas MEROPS (Rawlings et al., 2008).

Figura 4. Peptidoglicano hidrolase LytM, membro da familia peptidase M23. As estruturas secundarias
de alfa hélice, fitas beta e coil estdo destacadas em vermelho, amarelo e verde, respectivamente.

Fonte: O autor (2025).
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As exolisinas, hidrolases do peptidoglicano, sdo moléculas secretadas com a
finalidade de eliminar outras células bacterianas presentes no mesmo nicho
ecoldgico (Vermassen et al., 2019). Além da atividade endopeptidase — ou seja, a
clivagem interna do peptidoglicano — essas enzimas também desempenham papéis
importantes no crescimento e divisdo celular, na determinagdo da morfologia
bacteriana, na maturagao de esporos, na viruléncia, no ciclo fagolitico e na atuagao
como bacteriocinas (Razew et al., 2022).

Estudos com dominios da familia peptidase M23 destacam seu potencial
como agentes antibacterianos. Por exemplo, a enzima LytM, uma autolisina de
Staphylococcus aureus, ao ser fundida a um dominio de ligagdo a parede celular
proveniente da enzima bacteriocina ssLys, demonstrou um aumento expressivo em
sua atividade antibacteriana. Essa modificagdo resultou em um ganho de até 540
vezes na cinética de lise bacteriana em relacdo a forma nativa, além de conferir a
proteina quimérica a capacidade de inibir biofilmes e reduzir a concentragdo minima
inibitéria (MIC - Minimum Inhibitory Concentration) a niveis compativeis com os de
antibiéticos convencionais (Osipovitch & Griswold, 2015).

De forma semelhante, a enzima LytU, também pertencente a familia M23 e
recém-identificada como autolisina de S. aureus, foi expressa heterologamente em
E. coli. Embora sua forma nativa tenha apresentado baixa atividade contra cepas de
S. aureus, a fusdao com o dominio SH3b, responsavel por ancorar enzimas a parede
celular, resultou na proteina quimérica LytU-SH3b, que exibiu atividade
antimicrobiana 421 vezes superior a versdao nao modificada. Os testes incluiram
ensaios de lise em placa, redugcdo de turbidez e determinagcdo de MIC,
(Taheri-Anganeh et al., 2019). Estes resultados reforcam o papel promissor das
peptidases M23 como base para o desenvolvimento de biomoléculas com potencial

antimicrobiano.
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4 METODOLOGIA
4.1 MINERAGAO DE BACTERIOCINAS

Foram utilizados cem genomas de bactérias do género Xanthomonas
depositados no NCBI — incluindo 35 genomas sequenciados pelo Laboratério de
Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV-UFPE) — para a mineragao in silico via
servidor Bagel4 (Van Heel et al., 2018). No entanto, forneceu poucas sequéncias
candidatas. Uma segunda alternativa de mineracdo foi realizada pelo servidor
AntiSmash (Blin et al., 2023), todavia também forneceu poucas sequéncias. Assim,
uma nova abordagem de mineragao foi desenvolvida e implementada localmente na
workstation do LGBV, empregando script em linguagem Python e método de busca
via BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool, direcionado a proteinas).

O script foi desenvolvido para realizar até 10 substituicdes de acordo com
ambiguidades encontradas nos genomas, bem como a tradugdo de sequéncias de
nucleotideos para proteinas (aminoacidos). Sequéncias-sonda (seed-sequences)
retiradas do Bagel4 foram incluidas no script juntamente com o BLASTp para

identificacdo de bacteriocinas.

4.2 PREDICAO DE CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Foram realizadas predicbes de caracteristicas a partir da sequéncia de
aminoacidos dos candidatos, destacando-se o ponto isoelétrico e massa molecular
(ambos pelo servidor Protein isoelectric point calculator - IPC), porcentagem de
residuos hidrofébicos e carga liquida (ambos pelo Antimicrobial Peptides Database —
APD3 e Peptide Property Calculator 3.1) (Kozlowski, 2021; Wang, Li & Wang, 2016).

Para predigao in silico do potencial antimicrobiano seguiu-se um pipeline de
analises desenvolvido pelo nosso grupo (Santos-Silva et al. 2020) incluindo bancos
de dados curados e modelos de aprendizagem supervisionada de maior
reprodutibilidade como CAMPr4 (Colection of Antimicrobial Peptides), Antimicrobial
Peptide Scanner vr.2 e Antifp (Antifungal peptide Prediction) (Agrawal et al., 2018;
Gawde et al., 2023; Thomas et al., 2010). A avaliagdo da toxicidade foi conduzida
usando ferramentas do TOXINPRED 3 (Rathore et al., 2024).

4.3 ANALISE FENETICA
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As sequéncias passaram por uma analise de redundancia com o objetivo de
identificar sequéncias uUnicas nos genomas de cada espécie. Em seguida, foi
realizada uma nova analise de redundancia para identificar sequéncias unicas entre
os diferentes genomas. Com esse resultado, as sequéncias foram submetidas a uma
busca BLASTp no NCBI, utilizando como parametro o taxon Bacteria (taxonid: 2,
também conhecido como Dominio Bacteria ou Eubacteria) e excluindo-se
sequéncias do género Xanthomonas (taxonid: 338), a fim de selecionar, para cada
sequéncia, pelo menos trés correspondéncias com baixo e-value e alto percentual
de identidade. Entdo, foi construida uma arvore fenética com a abordagem de
Neighbor-Joining pelo software MEGA v11.0.13, a partir de 1.000 réplicas de
bootstrap e pelo método Dayhoff de substituicdo de aminoacidos. A visualizagao da
arvore foi feita por meio da plataforma iTOL (Interactive Tree Of Life) (Letunic & Bork,
2024). Um alinhamento multiplo foi realizado para cada cluster de peptidases M23

de Xanthomonas a fim de observar os motivos compartilhados.

4.4 MODELAGEM ESTRUTURAL

A estrutura tridimensional dos candidatos sucedeu-se por inteligéncia artificial
do algoritmo AlphaFold3 (Abramson et al.,, 2024). "Foram selecionados nove
sequéncias candidatas que representassem cada um dos clusters formados na
analise fenética, comparando o dominio peptidase M23 encontrado com os descritos
na literatura, observando o teste de diferenca de distancia local prevista (pLDDT),
uma medida de confianga local por residuo. Os modelos tedricos foram avaliados
quanto a qualidade estereoquimica através do plot de Ramachandran (Laskowski et
al., 1993).
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5 RESULTADOS
5.1 MINERACAO DE BACTERIOCINAS

Os cem genomas analisados pertencem a treze espécies do género
Xanthomonas, distribuidas da seguinte forma: Xanthomonas arboricola (1),
Xanthomonas vasicola pv. arecae (1), Xanthomonas vasicola pv. musacearum (1),
Xanthomonas citri pv. anacardii (3), Xanthomonas citri pv. vignicola (3

Xanthomonas citri pv. aurantifolii (4), Xanthomonas campestris pv. raphani (6

)
)
)
)
Xanthomonas citri pv. fuscans (8), Xanthomonas citri subsp. malvacearum (8),
Xanthomonas citri pv. glycines (9), Xanthomonas campestris pv. campestris (10),
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans (13) e Xanthomonas citri subsp. citri (33),
selecionados considerando vinte genomas completos depositados no NCBI e oitenta
provenientes de trabalhos anteriores do LGBV.

Apds a mineragdo gendmica, o script identificou trinta e seis categorias
distintas de bacteriocinas (dados nao mostrados). Dentre essas, apenas uma
apresentou a presenga da peptidase M23: a categoria Zoocin A, que contém dois
dominios funcionais — um dominio de reconhecimento de alvo (TRD — Target
Recognition Domain) e um dominio catalitico (Peptidase M23) (Fig. 5). Foram
identificadas noventa sequéncias de aminoacidos relacionadas a essa categoria,

distribuidas entre as treze espécies analisadas.
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Figura 5. A. Modelo estrutural de uma proteina precursora Zoocin A da cepa 4881 de Streptococcus
zooepidemicus (GENBANK: AAC46072.1). O modelo da proteina precursora foi gerado pelo
AlphaFold3 utilizando a sequéncia completa. B. Divisdo da proteina em peptideo sinal (1) e dominios
peptidase M23 (2) e TRD (3), de acordo com o Interpro e CDSearch. O modelo foi colorido de acordo
com o indice de confiabilidade pIDDT(Azul escuro: Muito alto, >90; Azul claro: Confiante, 90 > pIDDT
> 70; Amarelo: Baixo, 70 > pIDDT > 50 e Laranja: Muito baixo, < 50).
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Fonte: O autor (2025).

5.2 PREDICAO DE CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

As noventa sequéncias foram submetidas as ferramentas InterPro e
CD-Search para a verificagdo da presenca, posi¢cao e tamanho do dominio peptidase
M23. Durante a analise, também foram identificados outros dominios e superfamilias
de proteinas associados a algumas das sequéncias. Foram observadas sete
arquiteturas distintas, descritas a seguir: LysM-M23-Zoocin A-Like (Fig. 6), proteina
similar a Zoocin A, porém com dominios invertidos, apresenta LysM (Lysin motif) na
regiao N-terminal; este € um dominio de ligagdo a parede celular que reconhece o
amino monossacarideo N-acetilglucosamina (GlcNac) presente no peptidoglicano
(Razew et al., 2022) e o dominio peptidase M23 na regido C-terminal. Ao todo, foram

identificadas treze sequéncias com essa arquitetura.
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Figura 6. A. Modelo estrutural de uma proteina precursora Zoocin A com dominios LysM e Peptidase
M23 de Xanthomonas citri pv. phaseoli var. Fuscans. O modelo da proteina precursora foi gerado pelo
AlphaFold3 utilizando a sequéncia completa. B. Divisdo dos dominios em LysM (1) e peptidase M23
(2) de acordo com o Interpro e CDSearch, com as sequéncias isoladas. O modelo foi colorido de
acordo com o indice de confiabilidade pIDDT(Azul escuro: Muito alto, >90; Azul claro: Confiante, 90 >
pIDDT > 70; Amarelo: Baixo, 70 > pIDDT > 50 e Laranja: Muito baixo, < 50).
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Fonte: O autor (2025).

As proteinas precursoras OapA—Csd3—-M23-Zoocin A-like (n= 18) (Fig. 7)
apresentam dois dominios N-terminais que antecedem a M23. O primeiro, OapA
(Opacity-associated protein A), originalmente descrito em Haemophilus influenzae
(Prasadarao et al., 1999), é funcionalmente semelhante ao dominio LysM, com
capacidade de se ligar ao esqueleto do peptidoglicano, independentemente da
presenga de peptideos-tronco (Jorgenson & Young, 2018). O segundo dominio,
Csd3, corresponde a uma enzima bifuncional com atividade de D,D-endopeptidase,
capaz de clivar a ligagao peptidica entre o quarto residuo D-alanina (D-Ala*) e o
terceiro residuo acido meso-diaminopimélico (m-DAP?) em tetrapeptideos muramil
reticulados e pentapeptideos. Além disso, também atua como D,D-carboxipeptidase,
clivando o D-Ala® terminal dos pentapeptideos muramil em Helicobacter pylori (An et
al., 2015).
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Figura 7. A. Modelo estrutural de uma proteina precursora Zoocin A com dominios OapA, Csd3 e
Peptidase M23 de Xanthomonas arboricola. O modelo da proteina precursora foi gerado pelo
AlphaFold3 utilizando a sequéncia completa. B. Divisdo dos dominios em OapA (1), Csd3 (2) e
peptidase M23 (3) de acordo com o Interpro e CDSearch, com as sequéncias isoladas. O modelo foi
colorido de acordo com o indice de confiabilidade pIDDT(Azul escuro: Muito alto, >90; Azul claro:
Confiante, 90 > pIDDT > 70; Amarelo: Baixo, 70 > pIDDT > 50 e Laranja: Muito baixo, < 50).
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Fonte: O autor (2025).

As proteinas precursoras PcsB—M23—-Zoocin A-like (n= 5) apresentam um
dominio coiled-coil (CC) N-terminal, associado ao dominio PcsB (Protein required for
cell wall separation of group B Streptococcus). Essa proteina se localiza no septo de
divisdo celular, onde atua na separac¢do das células-filhas. O dominio CC abrange
uma regido catalitica responsavel pela clivagem do peptidoglicano (Bartual et al.,

2014). Essa arquitetura apresenta trés variagdes distintas (Fig. 8—10).
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Figura 8. A. Modelo estrutural de uma proteina precursora Zoocin A com dominios PcsB e Peptidase
M23 de Xanthomonas campestris pv. raphani. O modelo da proteina precursora foi gerado pelo
AlphaFold3. B. Divisdo dos dominios em PcsB (1) e peptidase M23 (2) de acordo com o Interpro e
CDSearch, com as sequéncias isoladas. O modelo foi colorido de acordo com o indice de
confiabilidade pIDDT(Azul escuro: Muito alto, >90; Azul claro: Confiante, 90 > pIDDT > 70; Amarelo:
Baixo, 70 > pIDDT > 50 e Laranja: Muito baixo, < 50).
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Figura 9. A. Modelo estrutural de uma proteina precursora Zoocin A com dominios PcsB e Peptidase
M23 de Xanthomonas citri subsp. citri. O modelo da proteina precursora foi gerado pelo AlphaFold3.
B. Divisdo dos dominios em PcsB (1) e Peptidase M23 (2) de acordo com o Interpro e CDSearch,
com as sequéncias isoladas. O modelo foi colorido de acordo com o indice de confiabilidade
pIDDT(Azul escuro: Muito alto, >90; Azul claro: Confiante, 90 > pIDDT > 70; Amarelo: Baixo, 70 >
pIDDT > 50 e Laranja: Muito baixo, < 50).
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Figura 10. A. Modelo estrutural de uma proteina precursora Zoocin A com dominios PcsB e Peptidase
M23 de Xanthomonas citri pv. anacardii. O modelo da proteina precursora foi gerado pelo AlphaFold3.
B. Divisdo dos dominios em PcsB (1) e Peptidase M23 (2) de acordo com o Interpro e CDSearch,
com as sequéncias isoladas. O modelo foi colorido de acordo com o indice de confiabilidade
pIDDT(Azul escuro: Muito alto, >90; Azul claro: Confiante, 90 > pIDDT > 70; Amarelo: Baixo, 70 >
pIDDT > 50 e Laranja: Muito baixo, < 50).
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As sequéncias restantes ndao apresentaram arquiteturas claras com dominios
N-terminais bem definidos. Quarenta e uma sequéncias continham apenas o
dominio peptidase M23, sem a presenca de outros dominios associados. Outras
treze sequéncias exibiram dominios adicionais, incluindo aminoacil-tRNA sintetase
classe Il, PksD (dominio de aciltransferase presente em enzimas do tipo policetideo
sintase) e PRK10118 (proteina FliK, envolvida no controle do comprimento do
gancho flagelar). No entanto, esses dominios apresentaram valores altos de e-value,
indicando baixa confiabilidade na predicdo. Apenas o dominio peptidase M23
mostrou e-value baixo (E<le-5), sendo considerado estatisticamente significativo.

Todas as peptidases M23 tiveram suas propriedades fisico-quimicas
calculadas, incluindo peso molecular, ponto isoelétrico, carga liquida em pH 7,4 e
hidrofobicidade. O ponto isoelétrico variou de 5,37 a 9,9, a carga liquida oscilou
entre —4,4 e +7, enquanto a hidrofobicidade variou de 36,46% a 45,54% entre as
sequéncias analisadas (apéndice). Em seguida, foi realizada uma analise in silico do
potencial antimicrobiano, na qual as sequéncias demonstraram potencial
antibacteriano, mas nao apresentaram potencial antifungico. Adicionalmente, o
software ToxinPred3 identificou regides com potencial toxicidade contra bactérias

nas peptidases analisadas (dados ndo mostrados).
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5.3 ANALISE FENETICA

Com o objetivo de verificar a redundancia de sequéncias entre as espécies
nos genomas analisados, foi realizado um BLAST do tipo tBLASTn contra os
genomas de Xanthomonas, a fim de confirmar se as noventa sequéncias
identificadas eram unicas em cada genoma. Dos noventa peptideos analisados,

oitenta e um se mostraram como sequéncias unicas em cada genoma (Tab. 1).
Tabela 1. Peptidases M23 por espécies do género Xanthomonas em ordem decrescente.

Espécies de Xanthomonas Nimero de Peptidases M23 encontradas
Xanthomonas campestris pv. Campestris 11

Xanthomonas campestris pv. Raphani
Xanthomonas citri subsp. Citri
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. Fuscans

Xanthomonas citri pv. Vignicola

> N oo © o

Xanthomonas citri pv. Aurantifolii

(0]

Xanthomonas arboricola
Xanthomonas citri pv. Anacardii
Xanthomonas citri pv. Fuscans
Xanthomonas citri pv. Glycines

Xanthomonas citri subsp. Malvacearum

A~ OO0 1 o0 O

Xanthomonas vasicola pv. Musacearum
Xanthomonas vasicola pv. Arecae 1

TOTAL: 81

Fonte: O autor (2025).

Para a construgdo da arvore fenética, foi realizada uma nova analise de
redundancia com o objetivo de verificar se as oitenta e uma sequéncias eram
idénticas entre os cem genomas analisados. Apds a filtragem, constatou-se que
apenas 75 sequéncias eram unicas. Em seguida, foi realizado um BLAST utilizando

esse quantitativo de sequéncias, resultando na selegdo de 225 sequéncias com o
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dominio peptidase M23. Apo6s nova analise de redundancia, 119 sequéncias unicas
foram selecionadas. Em seguida, a arvore fenética foi construida (Fig. 11) com base
no alinhamento das 194 sequéncias finais — sendo 75 do género Xanthomonas e
119 de outros representantes bacterianos como  Stenotrophomonas,
Pseudoxanthomonas, Xylella, Pseudomonas, Klebsiella, Salmonella enterica,
Lysobacter, Aeromonas, Arenimonas, Thermomonas, Escherichia coli, Candidatus
Contendobacter, Endomicrobiaceae bacterium, Novilysobacter, Crenobacter,
Rhodospirillaceae bacterium, Achromobacter dolens, Luteimonas,
Gammaproteobacteria bacterium, Lysobacteraceae bacterium e Lysobacterales
bacterium, todos disponiveis no banco de dados NCBI.

A analise revelou a formagdo de nove agrupamentos principais (clusters),
denominados de | a IX, evidenciando diversidade de sequéncias. Com excec¢ao do
cluster 'Xanthomonas MZ23-I', os demais grupos apresentaram bom suporte

estatistico de bootstrap que variou entre 70-100%.
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Figura 11. Arvore fenética Neighbor-Joining baseada em 194 sequéncias da familia de peptidases
M23. As sequéncias candidatas de Xanthomonas foram divididas em nove grupos principais
(clusters). Os valores de suporte (bootstrap) dos agrupamentos variam de 0,70 a 1,00.
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Fonte: O autor (2025).

Foi realizado um alinhamento multiplo (dados n&o mostrados) das sequéncias
de peptidases M23 de representantes do género Xanthomonas de cada cluster
identificado. Os clusters | a VII, apresentaram alta conservacéo, ja os clusters Vlll e
IX ndo conservaram os motivos cataliticos tipicos das peptidases M23, indicando

possivel divergéncia funcional ou estrutural.

5.4 MODELAGEM ESTRUTURAL
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Com o objetivo de comparar as peptidases M23 identificadas nos genomas de
Xanthomonas com aquelas previamente descritas na literatura, foi realizada a
modelagem estrutural preditiva por meio da plataforma AlphaFold3. Uma sequéncia
representativa de Xanthomonas arboricola foi selecionada e comparada com outros
membros da familia M23, incluindo: Lysostaphin (PDB: 4QPB), o dominio catalitico
da Zoocin A (PDB: 5KVP) e Staphylolysin (PDB: 3IT5) (Fig. 12). De modo geral,
observou-se uma conservagao estrutural nas regides compostas por fitas beta,

caracteristicas dessa familia.

Figura 19. Backbone estrutural das peptidases M23 de diferentes representantes. As estruturas
secundarias de alfa hélice, fitas beta e coil estdo destacadas em vermelho, amarelo e verde,
respectivamente.

Peptidase M23 putativa Lysostaphin Peptidase M23 de Staphylolysin
Xanthomonas arboricola (PDB: 4QPB) Zoocin A (PDB: 3IT5)
(PDB: 5KVP)

Fonte: O autor (2025).

Um representante de peptidase M23 de Xanthomonas foi selecionado de cada um
dos nove agrupamentos (clusters) identificados e submetido a modelagem estrutural
na plataforma AlphaFold3 (Fig. 13), seguida da analise Ramachandran (Fig. 14) para
verificar a qualidade dos modelos. Os representantes de cada cluster apresentaram
as seguintes porcentagens de residuos favoraveis a torgéo: Cluster |, 90.8%; cluster
I, 89.5%; cluster lll, 94.7%:; cluster IV, 91.8%; cluster V, 90.4%; cluster VI, 90.1%;
cluster VII, 92.6%; cluster VIIlI, 90.5%:; cluster IX, 92.3%. As estruturas modeladas
mantiveram o centro conservado de folha beta, caracteristica tipica da familia M23.
Observou-se que o representante do cluster IV (Xcitphafus_9) apresentou uma fita
beta central mais curta (ultima fita da estrutura) em comparagdo aos demais,
enquanto o do cluster VII exibiu uma pequena alfa hélice na regidao coil entre os

aminoacidos D36 e G40. Além disso, o alinhamento dos modelos revelou a presenca
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de uma regido desordenada em conformacgédo coil, sugerindo variagbes estruturais

que podem estar relacionadas a sua funcionalidade.

Figura 20. A. Modelagem tridimensional de um representante de peptidase M23 de cada cluster
identificado na arvore fenética. B. Alinhamento estrutural dos nove modelos representativos. A regido
destacada com um circulo preto indica a presenca de uma conformacao em coil.
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Figura 21. Analise de Ramachandran dos representantes de peptidase M23 de cada um dos clusters,
onde mais de 89% dos residuos de todos os modelos, estéo favoraveis a torgéo.
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6 DISCUSSAO

O género Xanthomonas apresenta um ciclo de vida dinamico, interagindo com
diversas outras bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Essas interacdes
frequentemente envolvem competicdo por espaco e recursos, o que favorece a
producéo de bacteriocinas como um mecanismo natural de defesa (Riley & Wertz,
2002). Diante da crescente demanda por biomoléculas com potencial antimicrobiano,
as bacteriocinas tém se destacado por seu amplo espectro de acao e especificidade,
tornando-se alvos promissores em estratégias alternativas aos antibidticos
convencionais. Nesse cenario, a aplicacdo de ferramentas in silico torna-se
essencial para uma triagem mais eficiente e direcionada dessas moléculas.

No presente estudo, evidenciou-se a eficiéncia das ferramentas utilizadas,
uma vez que o script desenvolvido foi capaz de identificar noventa sequéncias de
peptidases M23, mesmo com a aplicacdo de apenas trés sondas do BAGEL4,
destacando a diversidade e o potencial biotecnolégico do género Xanthomonas.
Além da diversidade observada nas sequéncias, as peptidases M23 conservaram

sua estrutura central e apresentam regides com potencial atividade antimicrobiana.

6.1 DIVERSIDADE FUNCIONAL DA PEPTIDASE M23

Segundo Razew et al. (2022) hidrolases do peptidoglicano, proteinas que
contém o dominio peptidase M23 podem se combinar com outros diferentes
dominios cataliticos e dominios de ligacdo a parede celular. Essas caracteristicas
refletem os processos evolutivos envolvidos na diversificagdo funcional das
proteinas.

Na bacteriocina Zoocin A, a peptidase M23 atua clivando o peptidoglicano na
ponte cruzada do tetrapeptideo (também chamado de peptideo tronco), o qual esta
ancorado a uma cadeia formada por repeticbes dos amino monossacarideos
N-acetilglucosamina (GIcNAc) e &acido N-acetiimuramico (MurNAc). O peptideo
tronco é constituido, verticalmente, pelos seguintes aminoacidos: L-alanina (L-Ala),
D-isoGlutamina (D-iGIn), L-lisina (L-Lys) e D-alanina (D-Ala). A ponte cruzada se
forma quando dois ou trés residuos de L-Ala se ligam a D-Ala de um peptideo tronco
e a L-Lys do peptideo adjacente, promovendo a reticulacdo da parede celular (Fig.
22) (Gargis et al. 2009).
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Figura 22. Estrutura tipica do peptidoglicano estreptocdcico.
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Fonte: Gargis et al. (2009)

D-Ala

Outro aspecto interessante observado nos modelos PcsB-M23—-Zoocin A-like
€ que a peptidase M23 esta associada a ativagdo de EnvC, um fator ortélogo de
LytM, assim como NIpD (nova lipoproteina D) em outros modelos. Tanto EnvC
quanto NIpD s&o conhecidos por ativar N-acetilmuramil-L-alanina amidases
periplasmaticas do tipo LytC, como AmiA e AmiB (ativadas por EnvC) e AmiC
(ativada por NIpD), que atuam hidrolisando a mureina durante o processo de
separagao das células-filhas (Heidrich et al., 2001). Esses achados sugerem que a
peptidase M23 pode atuar ndo apenas diretamente na clivagem do peptidoglicano,
mas também participar da ativagdo de outras enzimas hidroliticas, potencializando
sua agao antimicrobiana.

Apesar da diversidade nas sequéncias de aminoacidos, na qual a analise
fenética revelou a formacao de 9 clusters de peptidases M23, os modelos estruturais
tedricos indicaram uma topologia similar e conservada. Uma hipétese para essa
diversidade na sequéncia é que a peptidase M23 pode atuar em contextos
funcionais distintos: em algumas espécies, como hidrolase do peptidoglicano,
integrando a maquinaria de divisdo celular, cuja regulagao é estritamente controlada
pela bactéria (Vermassen et al., 2019); em outras, pode atuar como bacteriocina
(Gargis et al., 2009), com fungdo especializada na inibicdo de bactérias

competidoras.

6.2 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DA PEPTIDASE M23
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As andlises realizadas com o ToxinPred3 revelaram regides das peptidases
M23 de Xanthomonas com potencial toxicidade contra bactérias (dados néo
mostrados). Essas regides podem ser exploradas em conjunto com as analises
fisico-quimicas, que evidenciaram ampla variagdo na carga liquida e no ponto
isoelétrico das sequéncias, parametros fundamentais para a escolha mais assertiva
no desenvolvimento de peptideos antimicrobianos racionalmente modificados
(RAMPs — Rationally Modified Antimicrobial Peptides). Essas caracteristicas,
especialmente as relacionadas as interagcdes eletrostaticas e a hidrofobicidade,
desempenham papel direto na eficacia antimicrobiana dos peptideos (Du et al.,
2024; Jiang et al., 2008). Tais informag¢des fornecem base para futuras avaliagdes
experimentais in vitro do potencial antimicrobiano dessas moléculas.

Os resultados desta pesquisa evidenciam o potencial do script desenvolvido
para prospecc¢ao de bacteriocinas, destacando as peptidases M23 como candidatos
a novos agentes antimicrobianos, bem como sua aplicabilidade na engenharia de

RAMPs, com vistas a otimizagao da sintese peptidica para uso biotecnoldgico.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo, evidenciou o potencial biotecnolégico do género
Xanthomonas na prospecgcao in silico de peptidase M23 com potencial
antimicrobiano. Os resultados demonstram que as proteinas encontradas possuem
caracteristicas diversas, reveladas pela fenética e alinhamento dos clusters, porém
mantendo um centro de folha beta, tipico dessa familia. Os resultados do
ToxinPred3, revelaram amplo potencial antimicrobiano em todas as sequéncias. Tais
achados contribuem para a compreensdo estrutural e funcional dessas enzimas e
abrem perspectivas para estudos futuros voltados a engenharia de novos agentes
antimicrobianos. Assim, para os préoximos trabalhos pretende-se realizar simulagoes
de dindmica molecular para avaliar o comportamento estrutural dos modelos,
identificando os candidatos mais promissores. A partir desses, sera planejada a
producédo heterdloga ou produgado sintética para posterior avaliacdo da atividade

antimicrobiana in vitro.
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APENDICE A - TABELA — CARACTERIZAGAO DA PEPTIDASE M23

Peptidase N¢ de residuos Ponto isoelétrico Peso molecular P(Irtm]:?(i?
Xar_1 95 8.64 10,10 kDa 42.11
Xar 2 97 9.3 10.46 kDa 7 41.24
Xar_3 96 06.04 9.97 kDa -2 43.75
Xar_4 99 6.77 10,37 kDa 0 41.41
Xar_5 105 537 11,57 kDa -4.4 4286
Xar 6 101 6.39 10.54 kDa -0.9 43.56

Xcame 1 97 9.26 10.42 kDa 7 40.21
Xeame 31 102 6.17 11,33 kDa -1.5 4412
Xcamec 4 95 6.61 10,29 kDa -0.5 45.26
Xcame 8 0 95 864 10,10 kDa 19 4211
Xcame 8 1 96 06.04 10.00 kDa -2 43.75
Kcame 8 2 100 06.09 10,33 kDa -1.9 44
Xcame 9 0 96 8.64 10,23 kDa 1.9 41.67
Xecamc 9 1 100 06.09 10.30 kDa -1.9 43
Xcamr_1_0 95 8.64 10.13 kDa 19 42.11
Xeamr 1 1 96 06.04 10,00 kDa -2 4375
Xcamrl_2 100 6.44 10.21 kDa -0.9 44
Xecamr 2 0 97 9.26 10,45 kDa 7 40.21
Xcamr2 1 102 6.16 11,31 kDa -1.5 4412
Keamr_3 97 926 10,42 kDa T 4021
Xeamr 4 2 94 6.55 9.73 kDa -0.1 42.55
XKeitana_1 97 926 10,43 kDa 7 40.21
Xcitana 2 0 101 .73 10.77 kDa 0.9 40.59
Xcitana 2 2 96 06.04 9.97 kDa -2 43.75
Xcitana_3 94 6.55 9,73 kDa -0.1 42.55
Xertaur 1 0 96 06.04 9.97 kDa -2 43.75
Xeitaurl 1 95 88 9,89 kDa 4 43.16
Xeitaur 2 0 97 926 10.43 kDa 7 40.21
Xcitaur2_2 101 06.01 10,48 kDa -1.9 45.54
Xeitaur3 102 5.19 11,23 kDa 2.3 42.16
Xeiteit 1 0 94 &.J3 10.23 kDa -24 43.62
Xeiteat_1_1 95 7.82 9,90 kDa 1 40
Kciteit 1 2 95 88 9.82 kDa 4 4421
Keiteit 2 0 100 6.77 10,50 kDa 0.1 42
Keiteit 2 2 94 343 10.21 kDa -2.4 43.62
Xeiteit 4 97 9.0 10,36 kDa 6 4021
Xciteit_10_0 95 8.64 10,15 kDa 1.9 40
Xerteit 10 1 97 9.26 10.43 kDa 7 40.21
Xcitcit_10_2 96 06.04 9.97 kDa -2 42.71
Xeiteit 17 94 6.55 9.75 kDa -0.1 42.55
Xcitfus_1_0 87 8.74 9.29 kDa 5 42.53
Xattus 11 102 379 11,24 kDa -2.5 42.16
Xcitfusl 2 101 06.01 10,48 kDa -1.9 45.54
XKcitfusl_3 90 6.2 9.45kDa -1 37.78
Xecitfus 4 96 06.04 9.97 kDa -2 43.75
Xeitgly 1.0 95 8.64 10,15 kDa 19 40
Xeitgly 1 1 97 926 10.43 kDa 7 40.21
Keitgly 1 2 96 06.04 9.97 kDa -2 4271
Xaitgly 2 94 373 10,20 kDa -2.4 43.62
Xeitgly 3 100 8.39 10,44 kDa 11.1] 42
Xcitmal _1_0 95 8.64 10,15 kDa 1.9 40
Xeitmall 1 96 06.04 9.94 kDa -2 42.71
Xeitmal 2 100 6.77 10,50 kDa 0.1 42
Xcitmal 3 97 5.51 10.50 kDa -3.4 42.27
Xcitmal 5 94 6.55 9.75 kDa -0.1 42.55

Xeitthatus 1 0 95 8.64 10.13 kDa 1.9 41.05

Xeitfhafus 1 1 101 629 10,53 kDa -0.9 4455

Keitthafus 1 2 101 06.01 10,48 kDa =18 45.54

Xcitfhafus 2 0 102 579 11,24 kDa -2.5 42.16

Xecitthatus 2 1 102 399 11,25 kDa 2.5 42.16

Xeitphafus 6 1 97 9.26 10,43 kDa 7 40.21

Xcitthatus 6 2 96 06.04 9.97 kDa -2 43.75

Xcitfhafus_9 95 7.82 9.90 kDa 1 40
Xeitvig 1 0 100 6.28 10.46 kDa -0.9 44
Keitvig 1 1 101 06.01 10,48 kDa -1.9 45.54
Keitvig 1 2 96 8.17 9.85 kDa 1 36.46
Keitvig 2 0 95 .64 10,13 kDa 1.9 41.05
Xeatvig 2 1 96 06.04 9.97 kDa -2 43.75
Xcitvig? 2 102 599 11,24 kDa -2.5 4216
Xecitvig 3 97 9:26 10,43 kDa 7 40.21
Xvasare 1 97 8.76 10.49 kDa 5 40.21

Xvasmus 1 0 95 8.64 10.12 kDa 1.9 41.05

Kvasmus 1 1 97 09.09 10,44 kDa 6 41.24

Xvasmus_1_2 96 577 10,03 kDa -3 43.75

Kvasmus 1 3 102 5.56 11,21 kDa -3.4 42.16
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