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Resumo		
A	resistência	antimicrobiana	representa	um	dos	principais	desafios	contemporâneos	para	
a	 saúde	 pública	 global,	 impulsionando	 a	 busca	 por	 novas	 moléculas	 bioativas	 com	
potencial	 terapêutico.	 Entre	 as	 alternativas	 promissoras,	 destacam-se	 os	 peptídeos	
antimicrobianos	 (AMPs)	de	 origem	vegetal,	 especialmente	 as	 defensinas,	 devido	 à	 sua	
ampla	 atividade	 antimicrobiana,	 elevada	 estabilidade	 estrutural	 e	 potencial	
biotecnológico.	Neste	estudo,	foi	aplicado	um	pipeline	bioinformático	para	prospecção	in	
silico	 de	 peptídeos	 do	 tipo	 defensina	 no	 proteoma	 de	 Handroanthus	 impetiginosus.	
Inicialmente,	 foi	 construído	um	banco	de	 referência	 contendo	392	defensinas	vegetais	
previamente	caracterizadas,	obtidas	no	UniProt,	utilizado	posteriormente	em	análises	de	
similaridade	por	BLASTp	contra	o	proteoma	completo	da	espécie.	As	análises	resultaram	
na	 identificação	 de	 4.819	 sequências	 com	 similaridade	 a	 defensinas	 vegetais,	 as	 quais	
foram	 submetidas	 à	 filtragem	 estrutural	 por	 meio	 da	 identificação	 de	 domínios	
conservados	utilizando	o	Batch	CD-Search.	Essa	etapa	permitiu	selecionar	18	sequências	
contendo	 domínios	 característicos	 de	 defensinas,	 incluindo	 Gamma-thionin,	 Knot-1,	
Knot-1	 superfamily	 e	 Defensin-like.	 A	 caracterização	 físico-química	 revelou	
predominância	de	proteínas	com	caráter	catiônico,	elevados	valores	de	ponto	isoelétrico	
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e	índices	GRAVY	negativos,	compatíveis	com	propriedades	típicas	de	AMPs.	A	predição	de	
peptídeos	sinal	reduziu	o	conjunto	para	sete	sequências	com	arquitetura	compatível	com	
defensinas	maduras	 secretadas.	 Todas	 as	 sequências	 selecionadas	 foram	 classificadas	
como	peptídeos	antimicrobianos	com	probabilidade	máxima	pelo	Antimicrobial	Peptide	
Scanner	v2.	Adicionalmente,	as	análises	estruturais	realizadas	no	HeliQuest	evidenciaram	
hidrofobicidade	 moderada	 e	 organização	 anfipática	 compatível	 com	 interação	 com	
membranas	biológicas.	Em	conjunto,	os	 resultados	demonstram	que	o	proteoma	de	H.	
impetiginosus	 representa	 uma	 fonte	 promissora	 de	 defensinas	 vegetais	 com	 potencial	
antimicrobiano.	Além	disso,	a	estratégia	computacional	empregada	mostrou-se	eficiente	
para	identificação	e	priorização	de	candidatos	biologicamente	plausíveis,	fornecendo	uma	
base	robusta	para	futuras	validações	experimentais	e	aplicações	biotecnológicas.		
	
Palavras-chave:	Peptídeos	antimicrobianos;	Handroanthus	impetiginosus;	prospecção	
in	silico;	bioinformática.	
	
Abstract		
Antimicrobial	 resistance	 represents	 one	 of	 the	main	 contemporary	 challenges	 for	 global	
public	 health,	 driving	 the	 search	 for	new	bioactive	molecules	with	 therapeutic	 potential.	
Among	the	promising	alternatives,	antimicrobial	peptides	(AMPs)	of	plant	origin	stand	out,	
especially	defensins,	due	to	their	broad	antimicrobial	activity,	high	structural	stability,	and	
biotechnological	potential.	In	this	study,	a	bioinformatics	pipeline	was	applied	for	in	silico	
prospecting	 of	 defensin-like	 peptides	 in	 the	 proteome	 of	 Handroanthus	 impetiginosus.	
Initially,	a	reference	bank	containing	392	previously	characterized	plant	defensins,	obtained	
from	 UniProt,	 was	 constructed	 and	 subsequently	 used	 in	 similarity	 analyses	 by	 BLASTp	
against	the	complete	proteome	of	the	species.	The	analyses	resulted	in	the	identification	of	
4,819	 sequences	 with	 similarity	 to	 plant	 defensins,	 which	 were	 subjected	 to	 structural	
filtering	through	the	identification	of	conserved	domains	using	Batch	CD-Search.	This	step	
allowed	 the	 selection	 of	 18	 sequences	 containing	 domains	 characteristic	 of	 defensins,	
including	Gamma-thionin,	Knot-1,	Knot-1	superfamily,	and	Defensin-like.	Physicochemical	
characterization	 revealed	 a	 predominance	 of	 proteins	 with	 cationic	 character,	 high	
isoelectric	point	values,	and	negative	GRAVY	indices,	consistent	with	typical	AMP	properties.	
Signal	peptide	prediction	reduced	the	set	to	seven	sequences	with	architecture	compatible	
with	 mature	 secreted	 defensins.	 All	 selected	 sequences	 were	 classified	 as	 antimicrobial	
peptides	with	maximum	probability	by	the	Antimicrobial	Peptide	Scanner	v2.	Additionally,	
structural	 analyses	 performed	 in	 HeliQuest	 showed	 moderate	 hydrophobicity	 and	
amphipathic	organization	compatible	with	interaction	with	biological	membranes.	Taken	
together,	 the	 results	 demonstrate	 that	 the	 proteome	 of	 H.	 impetiginosus	 represents	 a	
promising	 source	 of	 plant	 defensins	 with	 antimicrobial	 potential.	 Furthermore,	 the	
computational	strategy	employed	proved	efficient	in	identifying	and	prioritizing	biologically	
plausible	 candidates,	 providing	 a	 robust	 basis	 for	 future	 experimental	 validations	 and	
biotechnological	applications.	
	
Keywords:	 Antimicrobial	 peptides;	 Handroanthus	 impetiginosus;	 in	 silico	 screening;	
bioinformatics.	
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1.	Introdução		
A	resistência	antimicrobiana	representa	atualmente	uma	das	maiores	ameaças	à	

saúde	pública	global.	O	aumento	contínuo	de	patógenos	resistentes	a	múltiplas	classes	de	
antibióticos	 tem	 comprometido	 a	 eficácia	 das	 terapias	 antimicrobianas	 convencionais,	
resultando	em	infecções	cada	vez	mais	difíceis	de	tratar	e	em	aumento	significativo	da	
mortalidade	associada	a	doenças	infecciosas.	Estimativas	recentes	indicam	que	milhões	
de	 mortes	 anuais	 podem	 estar	 associadas	 à	 resistência	 antimicrobiana	 nas	 próximas	
décadas	 caso	 novas	 estratégias	 terapêuticas	 não	 sejam	 desenvolvidas	 (Murray	 et	 al.,	
2022).	Diante	desse	cenário,	a	World	Health	Organization	tem	enfatizado	a	necessidade	
urgente	 de	 identificar	 novas	 moléculas	 antimicrobianas	 capazes	 de	 atuar	 contra	
patógenos	resistentes.	

Entre	 as	 alternativas	 promissoras	 aos	 antibióticos	 tradicionais,	 os	 peptídeos	
antimicrobianos	 (AMPs,	 antimicrobial	 peptides)	 têm	 recebido	 crescente	 atenção	 da	
comunidade	científica.	Os	AMPs	são	moléculas	curtas	geralmente	compostas	por	10	a	100	
aminoácidos	 que	 fazem	 parte	 do	 sistema	 imunológico	 inato	 de	 diversos	 organismos,	
incluindo	bactérias,	fungos,	plantas	e	animais	(Hancock	&	Sahl,	2017;	Wang	et	al.,	2016).	
Esses	 peptídeos	 apresentam	 ampla	 atividade	 antimicrobiana	 contra	 bactérias	 Gram-
positivas	e	Gram-negativas,	fungos,	vírus	e	parasitas	(Lei	et	al.,	2019).	Diferentemente	dos	
antibióticos	 convencionais,	 muitos	 AMPs	 atuam	 por	 meio	 da	 interação	 direta	 com	
membranas	 celulares	 microbianas,	 promovendo	 desestabilização	 da	 membrana,	
formação	de	poros	e	consequentemente	lise	celular	(Mookherjee	et	al.,	2020).	

Os	AMPs	apresentam	propriedades	físico-químicas	específicas	que	favorecem	sua	
atividade	 biológica.	 Em	 geral,	 esses	 peptídeos	 possuem	 carga	 líquida	 positiva,	 caráter	
anfipático	e	proporção	significativa	de	resíduos	hidrofóbicos,	características	que	facilitam	
a	 interação	 com	membranas	microbianas	 negativamente	 carregadas	 (Lei	 et	 al.,	 2019).	
Além	 disso,	muitos	 AMPs	 apresentam	 estruturas	 secundárias	 bem	 definidas,	 como	 α-
hélices	 ou	 folhas	 β	 estabilizadas	 por	 pontes	 dissulfeto,	 o	 que	 contribui	 para	 sua	
estabilidade	estrutural	e	atividade	antimicrobiana	(Zhang	et	al.,	2021).	

As	 plantas	 representam	 uma	 importante	 fonte	 natural	 de	 peptídeos	
antimicrobianos.	 Durante	 a	 evolução,	 esses	 organismos	 desenvolveram	 complexos	
sistemas	 de	 defesa	 química	 e	 molecular	 capazes	 de	 protegê-los	 contra	 uma	 ampla	
variedade	de	patógenos	e	estresses	ambientais	(Oliveira	et	al.,	2025;	Ha-Tran	&	Huang,	
2025).	 Entre	 os	 peptídeos	 antimicrobianos	 vegetais,	 destacam-se	 diferentes	 famílias	
estruturais,	 incluindo	 defensinas,	 tioninas,	 proteínas	 de	 transferência	 lipídica	 e	
ciclotídeos	(Slezina	&	Odintsova,	2023).	

As	defensinas	vegetais	 constituem	uma	das	classes	mais	estudadas	de	AMPs	de	
origem	vegetal.	Esses	peptídeos	são	geralmente	pequenos,	ricos	em	resíduos	de	cisteína	
e	caracterizados	por	uma	estrutura	tridimensional	altamente	conservada	estabilizada	por	
múltiplas	 pontes	 dissulfeto	 (Parisi	 et	 al.,	 2019).	 Essa	 organização	 estrutural	 confere	
elevada	estabilidade	térmica	e	resistência	à	degradação	proteolítica,	características	que	
tornam	esses	peptídeos	particularmente	interessantes	para	aplicações	biotecnológicas	e	
farmacêuticas	(Carvalho	&	Gomes,	2020).	

Diversos	 estudos	 demonstram	 que	 defensinas	 vegetais	 apresentam	 atividade	
contra	uma	ampla	gama	de	microrganismos,	incluindo	fungos	fitopatogênicos,	bactérias	
e	alguns	vírus	 (Velivelli	et	al.,	2020).	Os	mecanismos	de	ação	desses	peptídeos	podem	
envolver	 interação	 com	 componentes	 da	 membrana	 celular,	 permeabilização	 de	
membranas,	 geração	 de	 espécies	 reativas	 de	 oxigênio	 e	 interferência	 em	 processos	
metabólicos	essenciais	para	a	sobrevivência	microbiana	(Zou	et	al.,	2023).	Além	disso,	
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alguns	 AMPs	 derivados	 de	 defensinas	 também	 demonstram	 atividade	 antibiofilme	 e	
propriedades	imunomoduladoras	(Zhao	et	al.,	2024).	

Nos	últimos	anos,	o	avanço	das	tecnologias	de	sequenciamento	e	das	ferramentas	
de	bioinformática	tem	possibilitado	a	descoberta	de	novos	peptídeos	antimicrobianos	por	
meio	 de	 abordagens	 in	 silico.	 A	 mineração	 de	 dados	 genômicos,	 transcriptômicos	 e	
proteômicos	 tornou-se	 uma	 estratégia	 eficiente	 para	 a	 identificação	 de	 novos	 AMPs,	
permitindo	a	triagem	rápida	de	grandes	conjuntos	de	sequências	biológicas	(Porto	et	al.,	
2017;	Fjell	et	al.,	2018).	Ferramentas	computacionais	podem	ser	utilizadas	para	prever	
propriedades	físico-químicas,	atividade	antimicrobiana	potencial,	presença	de	peptídeos	
sinal,	estabilidade	molecular	e	estrutura	tridimensional	dessas	moléculas	antes	mesmo	
da	validação	experimental	(Waghu	&	Idicula-Thomas,	2020).	

Nesse	 contexto,	 o	 uso	 de	 dados	 proteômicos	 tem	 se	 destacado	 como	 uma	
abordagem	 particularmente	 útil	 para	 a	 prospecção	 de	 peptídeos	 bioativos.	 A	 análise	
sistemática	 de	 proteomas	 permite	 identificar	 proteínas	 precursoras	 capazes	 de	 gerar	
fragmentos	 peptídicos	 com	 potencial	 atividade	 biológica.	 A	 aplicação	 de	 pipelines	
bioinformáticos	 envolvendo	 filtragem	 por	 tamanho,	 análise	 de	 propriedades	 físico-
químicas,	 identificação	de	peptídeos	sinal	e	predição	estrutural	possibilita	a	seleção	de	
candidatos	promissores	para	desenvolvimento	de	novos	agentes	antimicrobianos.	

A	espécie	Handroanthus	impetiginosus	(H.	impetiginosus),	popularmente	conhecida	
como	ipê-roxo,	é	uma	árvore	nativa	da	América	do	Sul	pertencente	à	família	Bignoniaceae.	
Essa	 espécie	 apresenta	 grande	 importância	 ecológica	 e	medicinal,	 sendo	 amplamente	
utilizada	 na	 medicina	 tradicional	 devido	 às	 suas	 propriedades	 anti-inflamatórias,	
antimicrobianas	e	antioxidantes	(Gómez-Castellanos	et	al.,	2016).	Diversos	metabólitos	
secundários	 isolados	 dessa	 planta,	 incluindo	 naftoquinonas	 como	 o	 lapachol	 e	 a	 β-
lapachona,	 apresentam	 atividade	 biológica	 relevante	 e	 têm	 sido	 investigados	 por	 seu	
potencial	farmacológico	(Silva	et	al.,	2019).	

Apesar	 do	 potencial	 biotecnológico	 de	H.	 impetiginosus,	 estudos	 relacionados	 à	
identificação	 de	 peptídeos	 antimicrobianos	 derivados	 dessa	 espécie	 ainda	 são	
relativamente	 escassos,	 especialmente	 utilizando	 abordagens	 baseadas	 em	
bioinformática	 e	 análise	 proteômica.	 A	 exploração	 do	 proteoma	 dessa	 espécie	 pode	
revelar	 novas	 sequências	 peptídicas	 com	 propriedades	 estruturais	 compatíveis	 com	
AMPs,	 ampliando	 o	 repertório	 de	 moléculas	 bioativas	 disponíveis	 para	 investigação	
farmacológica.	

Dessa	 forma,	 o	 presente	 estudo	 teve	 como	 objetivo	 realizar	 a	 predição	 e	
caracterização	 in	 silico	 de	 peptídeos	 bioativos	 candidatos	 com	 potencial	 atividade	
antimicrobiana	 a	 partir	 do	 proteoma	 de	 H.	 impetiginosus.	 Para	 isso,	 foi	 aplicado	 um	
pipeline	 bioinformático	 envolvendo	 filtragem	 de	 sequências	 proteicas,	 análise	 de	
propriedades	 físico-químicas,	 identificação	 de	 peptídeos	 sinal	 e	 predição	 estrutural,	
visando	 identificar	 candidatos	 promissores	 para	 estudos	 futuros	 de	 validação	
experimental.	
	
2	Metodologia	

	
2.1	Banco	de	dados	de	defensinas	vegetais	

Sequências	de	defensinas	vegetais	foram	obtidas	a	partir	do	UniProt	Consortium	
(https://www.uniprot.org/)	 (release	 2023_05)	 utilizando	 o	 descritor	 “defensin	 AND	
plant”,	com	priorização	de	entradas	revisadas	(Swiss-Prot)	e	inclusão	complementar	de	
registros	 TrEMBL	 com	 evidência	 funcional.	 Após	 exportação	 em	 formato	 FASTA,	 as	
sequências	 foram	 submetidas	 à	 curadoria	 manual	 para	 remoção	 de	 redundâncias	 e	
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exclusão	de	registros	incompletos,	considerando	a	presença	de	cisteínas	conservadas	e	
comprimento	típico	(45–60	aminoácidos).	O	conjunto	 final	 foi	consolidado	em	arquivo	
FASTA	e	utilizado	como	base	de	referência.	

	
2.2	Análise	de	similaridade	contra	o	proteoma	de	Handroanthus	impetiginosus	

A	análise	de	similaridade	foi	realizada	com	BLASTp	(BLAST+	v2.13.0)	em	ambiente	
Linux.	O	proteoma	de	Handroanthus	impetiginosus	 foi	formatado	como	banco	de	dados	
local	 com	 makeblastdb.	 As	 sequências	 de	 referência	 foram	 utilizadas	 como	 query,	
adotando	 parâmetros	 padrão	 (BLOSUM62;	 gap	 open	 11;	 gap	 extend	 1;	 filtro	 de	 baixa	
complexidade	ativado)	e	saída	no	formato	tabular	(-outfmt	7).	

Foram	considerados	apenas	alinhamentos	com	e-value	≤	1e-5,	identidade	≥	30%	e	
cobertura	≥	50%,	com	limite	de	5000	alinhamentos	por	sequência.	

	
2.3	Integração	das	sequências	candidatas	

Os	 resultados	 do	 BLAST	 foram	 processados	 na	 plataforma	 Galaxy	 (v23.1)	
(https://usegalaxy.org/),	com	remoção	de	comentários	e	conversão	para	formato	tabular.	
Os	 identificadores	das	sequências	alvo	 foram	extraídos,	mantendo-se	o	melhor	hit	por	
entrada	com	base	no	menor	e-value.	

O	proteoma	 foi	 convertido	para	 formato	 tabular	e	 integrado	aos	 resultados	por	
meio	de	 inner	 join,	 utilizando	 correspondência	 exata	 entre	 identificadores.	 Sequências	
duplicadas	foram	removidas.	O	conjunto	final	(4.819	sequências)	foi	exportado	em	FASTA	
e	 subdividido	 em	 seis	 arquivos	 (~800	 sequências	 cada)	 para	 otimização	 das	 análises	
subsequentes.	

	
2.4	Identificação	de	domínios	conservados	

A	identificação	de	domínios	foi	realizada	com	Batch	CD-Search	(v3.19;	CDD	v3.19)	
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)	,	utilizando	RPS-BLAST	e	
e-value	 ≤	 0.01.	 Apenas	 sequências	 contendo	 domínios	 característicos	 de	 defensinas,	
incluindo	padrões	ricos	em	cisteína	e	arquitetura	CSαβ,	foram	selecionadas.	

	
2.5	Caracterização	físico-química	das	proteínas	

	
As	 propriedades	 físico-químicas	 foram	 determinadas	 com	 ProtParam	 (ExPASy)	

(https://web.expasy.org/protparam/)	 ,	 incluindo	 peso	 molecular,	 ponto	 isoelétrico,	
resíduos	carregados	(positivos	e	negativos)	e	índice	GRAVY,	conforme	o	método	de	Kyte	
&	Doolittle.	

	
2.6	Predição	de	peptídeos	sina	

A	predição	de	peptídeos	 sinal	 foi	 conduzida	com	SignalP	v5.0	 (modo	eucarioto;	
modelo	DNN)	(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/)	,	considerando	
como	 positivas	 sequências	 com	 alta	 probabilidade	 de	 secreção	 e	 sítio	 de	 clivagem	
definido.	

	
2.7	Predição	de	atividade	antimicrobiana	

O	 potencial	 antimicrobiano	 foi	 avaliado	 com	 Antimicrobial	 Peptide	 Scanner	 v2	
(https://www.dveltri.com/ascan/v2/)	,	utilizando	modelo	de	deep	learning.	Sequências	
com	probabilidade	≥	0,5	foram	classificadas	como	peptídeos	antimicrobianos.	

	
2.8	Análise	estrutural	de	propriedades	anfipáticas	

https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi
https://web.expasy.org/protparam/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://www.dveltri.com/ascan/v2/
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A	 análise	 estrutural	 foi	 realizada	 no	 HeliQuest	

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/index.html)	,	utilizando	janela	de	18	resíduos	e	modelo	α-
hélice.	Foram	avaliados	momento	hidrofóbico,	hidrofobicidade	média	e	distribuição	de	
cargas	para	inferência	de	propriedades	anfipáticas.	

O	pipeline	integrou	etapas	sequenciais	de	prospecção,	filtragem	e	caracterização	
funcional,	 constituindo	 uma	 abordagem	 reprodutível	 para	 identificação	 in	 silico	 de	
defensinas	vegetais.	A	representação	do	fluxo	metodológico	encontra-se	na	Figura	1.	

Figura	1	–	Pipeline	computacional	para	prospecção	in	silico	de	defensinas	
no	proteoma	de	Handroanthus	impetiginosus.	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
O	fluxo	inclui	a	construção	do	banco	de	dados	de	referência	a	partir	do	UniProt,	análise	de	
similaridade	 por	 BLASTp,	 processamento	 e	 integração	 dos	 resultados	 na	 plataforma	
Galaxy,	 seguida	 por	 identificação	 de	 domínios	 conservados	 e	 análises	 funcionais	 e	
estruturais.	

	
3.	Resultados		
	
3.1	Base	de	dados	de	defensinas	vegetais	

A	construção	do	banco	de	dados	de	referência	resultou	em	um	conjunto	contendo	
392	 sequências	 de	 defensinas	 vegetais	 previamente	 caracterizadas.	 Essas	 sequências	
foram	obtidas	a	partir	do	banco	de	dados	UniProt	e	organizadas	em	formato	FASTA	para	
utilização	nas	análises	subsequentes	de	similaridade.	

O	 conjunto	 de	 defensinas	 vegetais	 foi	 utilizado	 como	 base	 comparativa	 para	 a	
identificação	de	proteínas	potencialmente	relacionadas	a	peptídeos	antimicrobianos	no	

https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/index.html
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proteoma	de	Handroanthus	impetiginosus,	permitindo	estabelecer	um	ponto	de	partida	
para	a	prospecção	computacional	dessas	moléculas.	

	
3.2	Análise	de	similaridade	contra	o	proteoma	de	h.	Impetiginosus	

As	 análises	 de	 similaridade	 realizadas	 com	 o	 algoritmo	 BLAST	 permitiram	
identificar	 diversas	 proteínas	 no	 proteoma	 de	 Handroanthus	 impetiginosus	 contendo	
regiões	homólogas	às	defensinas	vegetais	de	referência.	As	buscas	utilizaram	o	proteoma	
completo	da	espécie	disponível	no	NCBI.	

Os	 resultados	 evidenciaram	 um	 amplo	 conjunto	 de	 sequências	 com	 diferentes	
graus	de	similaridade	às	defensinas	vegetais,	sugerindo	a	presença	de	múltiplas	proteínas	
no	 proteoma	 que	 compartilham	 características	 estruturais	 típicas	 dessa	 classe	 de	
peptídeos	antimicrobianos.	

	
3.3	Integração	das	sequências	candidatas	

Os	resultados	das	análises	de	similaridade	 foram	 integrados	ao	banco	de	dados	
proteômico	da	espécie	por	meio	da	ferramenta	Join,	disponível	na	plataforma	Galaxy.	Esse	
processo	possibilitou	a	associação	dos	 identificadores	obtidos	no	BLAST	às	sequências	
proteicas	completas	correspondentes	no	proteoma	de	Handroanthus	impetiginosus.	

Como	resultado,	foi	gerado	um	conjunto	contendo	4.819	sequências	proteicas	em	
formato	 FASTA,	 correspondente	 às	 proteínas	 que	 apresentaram	 algum	 grau	 de	
similaridade	com	defensinas	vegetais	previamente	caracterizadas.	

Devido	ao	elevado	número	de	sequências,	o	conjunto	foi	subdividido	em	grupos	
com	 aproximadamente	 800	 sequências	 cada,	 a	 fim	 de	 viabilizar	 o	 processamento	 das	
análises	subsequentes	de	domínios	conservados.	

	
3.4	Identificação	de	domínios	conservados	

Cada	subconjunto	de	sequências	foi	submetido	à	análise	de	domínios	conservados	
utilizando	 a	 ferramenta	 Batch	 CD-Search.	 Essa	 análise	 teve	 como	 objetivo	 identificar	
regiões	 estruturais	 características	 de	 proteínas	 pertencentes	 à	 família	 das	 defensinas	
vegetais.	

A	 triagem	estrutural	 revelou	 a	presença	de	domínios	 conservados	 associados	 a	
peptídeos	antimicrobianos	em	um	subconjunto	das	proteínas	analisadas.	Em	particular,	
foram	 identificadas	 sequências	 contendo	 domínios	 pertencentes	 às	 famílias	 Gamma-
thionin,	Knot-1,	Knot-1	superfamily	e	Defensin-like,	estruturas	tipicamente	associadas	a	
proteínas	ricas	em	resíduos	de	cisteína	estabilizadas	por	pontes	dissulfeto.	

Ao	 final	 dessa	 etapa	 de	 filtragem	 estrutural	 foram	 identificadas	 18	 sequências	
proteicas	 contendo	 domínios	 compatíveis	 com	 defensinas	 vegetais,	 as	 quais	 foram	
selecionadas	para	análises	subsequentes	de	caracterização	molecular.	

	
3.5	Caracterização	físico-química	das	proteínas	

	
As	 18	 sequências	 contendo	 domínios	 relacionados	 a	 defensinas	 vegetais	 foram	

submetidas	à	análise	de	propriedades	físico-químicas,	incluindo	a	determinação	do	ponto	
isoelétrico	teórico	(pI),	o	número	de	resíduos	carregados	negativamente	e	positivamente,	
além	do	índice	GRAVY	(Grand	Average	of	Hydropathy),	conforme	apresentado	na	Tabela	
1.	

	
	

https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0
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Tabela	1	–	Propriedades	físico-químicas	das	sequências	contendo	domínios	
relacionados	a	defensinas	vegetais	

	
ID	 pI	 Resíduos	negativos	 Resíduos	positivos	 GRAVY	

PIM97690.1	 9.14	 2	 8	 -0.702	
PIM99519.1	 4.33	 16	 9	 -0.515	
PIM99520.1	 4.55	 18	 11	 -0.795	
PIM99521.1	 4.81	 11	 7	 -0.037	
PIM99587.1	 9.17	 4	 10	 -0.549	
PIM99588.1	 8.53	 4	 7	 -0.249	
PIN01663.1	 9.00	 7	 13	 -0.656	
PIN01664.1	 9.13	 7	 14	 -0.702	
PIN04961.1	 9.63	 2	 11	 -0.843	
PIN06150.1	 9.49	 1	 9	 -0.532	
PIN07346.1	 8.22	 6	 8	 -0.428	
PIN07347.1	 8.97	 4	 9	 -1.053	
PIN07348.1	 8.69	 9	 17	 -0.574	
PIN14865.1	 7.68	 7	 8	 -0.298	
PIN11367.1	 7.13	 6	 6	 -0.435	
PIN15343.1	 9.19	 2	 8	 -0.637	
PIN15344.1	 9.19	 2	 8	 -0.637	
PIN20527.1	 8.10	 4	 6	 -0.741	

	
A	avaliação	desses	parâmetros	evidenciou	ampla	variação	nas	propriedades	físico-

químicas	 das	 proteínas.	 Observou-se	 que	 diversas	 sequências	 apresentam	 valores	
elevados	de	pI,	frequentemente	superiores	a	8,0,	indicando	caráter	predominantemente	
catiônico.	Adicionalmente,	a	maioria	apresentou	valores	negativos	de	GRAVY,	sugerindo	
caráter	globalmente	hidrofílico.	

	
3.6	Predição	de	peptídeos	sinal	

As	18	sequências	selecionadas	foram	submetidas	à	análise	de	peptídeo	sinal	por	
meio	 da	 ferramenta	 SignalP,	 com	 o	 objetivo	 de	 identificar	 proteínas	 potencialmente	
direcionadas	 à	 via	 secretória	 celular.	 Os	 peptídeos	 sinal	 correspondem	 a	 curtas	
sequências	 de	 aminoácidos,	 geralmente	 localizadas	 na	 extremidade	 N-terminal,	
responsáveis	pelo	direcionamento	de	proteínas	para	secreção	ou	inserção	em	membranas	
.	

A	 análise	 indicou	 a	 presença	 de	 regiões	 compatíveis	 com	 peptídeos	 sinal	 em	
diversas	sequências.	Contudo,	após	avaliação	do	comprimento	das	cadeias	polipeptídicas	
e	da	posição	do	sítio	de	clivagem,	apenas	sete	apresentaram	arquitetura	compatível	com	
peptídeos	antimicrobianos	maduros.	

As	demais	foram	descartadas	por	exibirem	cadeias	polipeptídicas	excessivamente	
longas	ou	regiões	sinal	incompatíveis	com	a	identificação	precisa	do	peptídeo	maduro.	

	
3.7	Predição	de	atividade	antimicrobiana	

As	 sete	 sequências	 selecionadas	 foram	 submetidas	 à	 predição	 de	 atividade	
antimicrobiana	por	meio	da	ferramenta	Antimicrobial	Peptide	Scanner	v2.	

https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0
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Todas	as	sequências	foram	classificadas	como	peptídeos	antimicrobianos	(AMP),	
apresentando	 probabilidade	 de	 predição	 igual	 a	 1,0.	 As	 propriedades	 físico-químicas	
correspondentes	estão	apresentadas	na	Tabela	2.	

	
Tabela	2	–	Sequências	selecionadas	com	potencial	antimicrobiano	
	

ID	 Classificação	 Probabilidade	 pI	 Resíduos	
negativos	

Resíduos	
positivos	 GRAVY	

PIM97690.1	 AMP	 1.0	 9.14	 2	 8	 -0.702	
PIN04961.1	 AMP	 1.0	 9.63	 2	 11	 -0.843	
PIN06150.1	 AMP	 1.0	 9.49	 1	 9	 -0.532	
PIN07346.1	 AMP	 1.0	 8.22	 6	 8	 -0.428	
PIN07347.1	 AMP	 1.0	 8.97	 4	 9	 -1.053	
PIN15343.1	 AMP	 1.0	 9.19	 2	 8	 -0.637	
PIN15344.1	 AMP	 1.0	 9.19	 2	 8	 +-0.637	

	
3.8	Análise	estrutural	de	propriedades	anfipáticas	

As	 sete	 sequências	 classificadas	 como	 peptídeos	 antimicrobianos	 foram	
submetidas	à	análise	estrutural	por	meio	da	ferramenta	HeliQuest.	

Essa	abordagem	permitiu	avaliar	parâmetros	relacionados	à	formação	de	hélices	
anfipáticas,	 incluindo	 hidrofobicidade	 média,	 momento	 hidrofóbico	 e	 a	 proporção	 de	
resíduos	polares	 e	não	polares	 ao	 longo	das	 regiões	 analisadas.	Os	 resultados	obtidos	
estão	apresentados	na	Tabela	3.	

	
Tabela	3	–	Propriedades	estruturais	preditas	por	HeliQuest	
	

ID	 Hidrofobicidade	
média	

Momento	
hidrofóbico	

Resíduos	
polares	(%)	

Resíduos	não	
polares	(%)	

PIM97690.1	 0.41	 0.22	 67	 33	
PIN04961.1	 0.55	 0.30	 61	 39	
PIN06150.1	 0.34	 0.18	 65	 35	
PIN07346.1	 0.17	 0.02	 72	 28	
PIN07347.1	 0.29	 0.14	 70	 30	
PIN15343.1	 0.46	 0.25	 66	 34	
PIN15344.1	 0.46	 0.25	 66	 34	

	
Os	resultados	indicam	que	as	sequências	apresentam	hidrofobicidade	moderada	e	

distribuição	equilibrada	entre	resíduos	polares	e	não	polares,	sugerindo	potencial	para	a	
formação	de	 superfícies	 anfipáticas,	 característica	 típica	de	peptídeos	 antimicrobianos	
com	capacidade	de	interação	com	membranas	celulares.		

De	 forma	 integrada,	 os	 achados	 indicam	 que	 o	 proteoma	 de	 Handroanthus	
impetiginosus	 abriga	 um	 repertório	 consistente	 de	 proteínas	 com	 potencial	 função	
antimicrobiana.	 A	 estratégia	 de	 filtragem	 progressiva,	 baseada	 em	 similaridade	 de	
sequência,	 presença	de	domínios	 conservados,	 arquitetura	 compatível	 com	 secreção	 e	
propriedades	 físico-químicas,	permitiu	a	 seleção	de	um	conjunto	restrito	de	peptídeos	
que	reúnem	características	clássicas	de	defensinas	vegetais.		

https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0
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Destaca-se	o	predomínio	de	caráter	catiônico,	aliado	à	hidrofobicidade	moderada	
e	 à	 organização	 anfipática,	 propriedades	 diretamente	 relacionadas	 à	 interação	 com	
membranas	 biológicas	 e	 à	 atividade	 antimicrobiana	 descrita	 para	 essa	 classe	 de	
moléculas.	Adicionalmente,	a	presença	de	peptídeos	sinal	e	a	compatibilidade	estrutural	
com	 formas	 maduras	 reforçam	 a	 possibilidade	 de	 atuação	 no	 ambiente	 extracelular,	
sugerindo	 envolvimento	 nos	 mecanismos	 de	 defesa	 da	 planta.	 Em	 conjunto,	 esses	
resultados	não	apenas	validam	a	abordagem	computacional	empregada,	como	também	
apontam	 para	 o	 potencial	 funcional	 e	 biotecnológico	 das	 sequências	 identificadas,	
aspectos	que	serão	explorados	em	maior	profundidade	na	seção	de	discussão.	

	
4.	Discussão	

A	prospecção	in	silico	de	defensinas	no	proteoma	de	Handroanthus	impetiginosus	
evidenciou	 um	 padrão	 recorrente	 em	 pipelines	modernos	 de	mineração	 de	 peptídeos	
antimicrobianos	 (AMPs),	 caracterizado	 por	 uma	 expansão	 inicial	 ampla	 de	 candidatos	
baseada	 em	 similaridade	 de	 sequência,	 seguida	 por	 um	 refinamento	 progressivo	 e	
altamente	restritivo.	A	identificação	de	4.819	sequências	com	similaridade	a	defensinas	
vegetais,	conforme	observado	nos	resultados,	deve	ser	interpretada	com	cautela,	uma	vez	
que	 abordagens	 baseadas	 exclusivamente	 em	 homologia	 tendem	 a	 superestimar	
candidatos	funcionais,	especialmente	em	famílias	proteicas	ricas	em	cisteína	amplamente	
distribuídas	 em	 genomas	 vegetais	 (Zou	 et	 al.,	 2023).	 Esse	 comportamento	 reflete	 a	
limitação	intrínseca	de	ferramentas	como	o	BLAST	em	discriminar	função	biológica	diante	
de	conservação	estrutural	associada	à	divergência	funcional.	

Nesse	 contexto,	 a	 identificação	 de	 domínios	 conservados	 desempenhou	 papel	
central	na	redução	de	falsos	positivos,	permitindo	restringir	o	conjunto	a	sequências	com	
assinaturas	estruturais	compatíveis	com	defensinas,	como	os	domínios	Gamma-thionin,	
Knot-1	e	Defensin-like.	Essas	estruturas,	 ricas	em	resíduos	de	cisteína,	 formam	pontes	
dissulfeto	intramoleculares	que	conferem	elevada	estabilidade	estrutural	e	resistência	à	
degradação	 proteolítica	 ,	 propriedades	 essenciais	 para	 atuação	 em	 ambientes	
extracelulares	(Slezina	&	Odintsova,	2023).	Além	disso,	tais	domínios	estão	diretamente	
relacionados	 à	 manutenção	 da	 conformação	 tridimensional	 necessária	 para	 interação	
com	alvos	microbianos,	reforçando	a	relevância	funcional	das	sequências	selecionadas.	

A	caracterização	físico-química	revelou	um	perfil	amplamente	consistente	com	o	
modelo	clássico	de	AMPs,	mas	também	evidenciou	nuances	relevantes.	O	predomínio	de	
valores	 elevados	de	ponto	 isoelétrico	 (pI	>	8,0),	 observado	na	maioria	das	 sequências	
selecionadas,	indica	caráter	catiônico	e	favorece	a	interação	eletrostática	com	membranas	
microbianas	 negativamente	 carregadas.	 Esse	 mecanismo	 constitui	 uma	 etapa	 inicial	
crítica	 para	 a	 atividade	 antimicrobiana,	 promovendo	 o	 acúmulo	 dos	 peptídeos	 na	
superfície	 celular	 (Zou	et	al.,	2023;	Tang	et	al.,	2023).	No	entanto,	evidências	 recentes	
indicam	que	a	carga	positiva,	isoladamente,	não	determina	a	atividade	biológica,	sendo	
necessária	 a	 integração	 com	 propriedades	 estruturais	 e	 dinâmicas	 (Farvardin	 et	 al.,	
2024).	

Os	 valores	 negativos	 de	 GRAVY,	 predominantes	 nas	 sequências	 analisadas,	
indicam	caráter	globalmente	hidrofílico,	o	que,	à	primeira	vista,	contrasta	com	modelos	
clássicos	 de	 AMPs	 altamente	 hidrofóbicos.	 Contudo,	 esse	 padrão	 é	 compatível	 com	
defensinas	vegetais,	que	apresentam	hidrofobicidade	global	moderada,	mas	organização	
espacial	 capaz	de	gerar	 superfícies	anfipáticas	 funcionais	 (Slezina	&	Odintsova,	2023).	
Essa	configuração	permite	manter	solubilidade	em	meio	aquoso,	ao	mesmo	tempo	em	que	
preserva	 regiões	 aptas	 à	 interação	 com	 membranas.	 Além	 disso,	 defensinas	 vegetais	
podem	 atuar	 por	 mecanismos	 alternativos,	 como	 ligação	 a	 componentes	 da	 parede	
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celular,	modulação	metabólica	e	indução	de	respostas	celulares	em	patógenos,	ampliando	
seu	espectro	funcional	(Tang	et	al.,	2023;	Montesinos,	2023).	

A	 análise	 estrutural	 das	 propriedades	 anfipáticas	 reforça	 essa	 interpretação,	
evidenciando	 hidrofobicidade	 moderada	 e	 distribuição	 equilibrada	 entre	 resíduos	
polares	 e	 não	 polares,	 conforme	 descrito	 nos	 resultados.	 Esse	 perfil	 sugere	 que	 as	
sequências	 identificadas	 não	 dependem	 exclusivamente	 da	 formação	 de	 hélices	
anfipáticas	 clássicas,	 mas	 provavelmente	 adotam	 estruturas	 tridimensionais	
estabilizadas	 por	 pontes	 dissulfeto,	 nas	 quais	 a	 anfipaticidade	 emerge	 da	 organização	
global	da	molécula.	Esse	padrão	é	característico	de	defensinas	vegetais	e	está	associado	a	
mecanismos	 de	 ação	 mais	 específicos	 e	 seletivos,	 frequentemente	 com	 menor	
citotoxicidade	 em	 células	 hospedeiras	 (Zou	 et	 al.,	 2023).	Nesse	 contexto,	 variações	 no	
momento	hidrofóbico,	como	observado	para	a	sequência	PIN04961.1	—	podem	refletir	
diferenças	no	modo	de	interação	com	membranas	ou	até	indicar	mecanismos	alternativos	
de	ação.	

Um	aspecto	particularmente	relevante	evidenciado	nos	resultados	foi	a	presença	
de	 sequências	 com	 propriedades	 físico-químicas	 idênticas,	 como	 PIN15343.1	 e	
PIN15344.1.	Essa	duplicidade	pode	refletir	tanto	fenômenos	biológicos	quanto	limitações	
técnicas.	 Em	 plantas,	 a	 expansão	 de	 famílias	 de	 defensinas	 por	 duplicação	 gênica	 é	
amplamente	 documentada	 e	 frequentemente	 associada	 à	 diversificação	 funcional	 e	
adaptação	a	pressões	seletivas	(Oliveira	et	al.,	2024).	No	entanto,	a	identidade	completa	
entre	os	parâmetros	observados	sugere	também	a	possibilidade	de	redundância	no	banco	
de	 dados,	 como	 registros	 duplicados	 ou	múltiplos	 identificadores	 atribuídos	 à	mesma	
proteína.	Dessa	forma,	essa	ambiguidade	deve	ser	considerada	como	uma	limitação	do	
estudo,	uma	vez	que	pode	levar	à	superestimação	do	número	de	candidatos.	Para	mitigar	
esse	 viés,	 análises	 adicionais	 são	 recomendadas,	 incluindo	 alinhamento	 múltiplo	 de	
sequências,	avaliação	de	identidade	global,	mapeamento	em	loci	genômicos	e	análise	de	
redundância	 em	 nível	 de	 proteoma.	 Essas	 abordagens	 permitirão	 distinguir	 entre	
isoformas	 verdadeiras	 e	 artefatos	 de	 anotação,	 refinando	 a	 interpretação	 dos	 dados	 e	
aumentando	a	robustez	das	conclusões.	

A	predição	de	peptídeo	sinal	foi	determinante	para	a	seleção	final	dos	candidatos,	
reduzindo	o	conjunto	para	sete	sequências	com	arquitetura	compatível	com	peptídeos	
antimicrobianos	maduros.	Esse	resultado	é	biologicamente	coerente,	considerando	que	
defensinas	 vegetais	 são	 sintetizadas	 como	 pré-pró-peptídeos	 contendo	 peptídeo	 sinal,	
pró-domínio	e	peptídeo	maduro	ativo	(Slezina	&	Odintsova,	2023).	No	entanto,	a	exclusão	
de	 sequências	 mais	 longas	 pode	 introduzir	 um	 viés	 metodológico,	 uma	 vez	 que	
fragmentos	 derivados	 de	 proteínas	 maiores	 também	 podem	 apresentar	 atividade	
antimicrobiana	 após	 processamento	 proteolítico	 (Montesinos,	 2023),	 sugerindo	 que	 o	
pipeline	adotado	pode	ter	sido	conservador.	

A	predição	de	atividade	antimicrobiana	com	probabilidade	máxima	para	todas	as	
sete	 sequências	 indica	 alta	 consistência	 entre	 as	 ferramentas	 utilizadas.	 Ainda	 assim,	
modelos	 baseados	 em	 aprendizado	 de	 máquina	 podem	 apresentar	 viés	 em	 relação	 a	
conjuntos	de	treinamento	enriquecidos	em	peptídeos	catiônicos	e	ricos	em	cisteína,	o	que	
pode	 superestimar	 a	 atividade	 predita	 (Farvardin	 et	 al.,	 2024).	 Assim,	 a	 validação	
experimental	permanece	essencial.	

De	 forma	 geral,	 os	 resultados	 obtidos	 em	 consonância	 com	 a	 interpretação	
apresentada	na	 seção	 anterior	 reforçam	que	 a	 atividade	 antimicrobiana	 em	peptídeos	
vegetais	emerge	da	 integração	entre	carga,	hidrofobicidade,	distribuição	de	 resíduos	e	
organização	 estrutural	 tridimensional.	 A	 abordagem	 empregada	 demonstrou	 alta	
eficiência	 na	 priorização	 de	 candidatos	 com	 plausibilidade	 biológica,	 mas	 limitações	
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inerentes,	 como	 redundância	 de	 dados,	 viés	 de	 predição	 e	 ausência	 de	 validação	
experimental,	 devem	 ser	 consideradas.	 Nesse	 cenário,	 a	 combinação	 de	 refinamento	
bioinformático	 adicional	 e	 validação	 experimental	 representa	 o	 próximo	 passo	
fundamental	para	consolidar	o	potencial	biotecnológico	das	sequências	identificadas.	
	
5.	Conclusão		

A	 prospecção	 in	 silico	 conduzida	 no	 proteoma	 de	 Handroanthus	 impetiginosus	
permitiu	a	 identificação	de	um	conjunto	de	peptídeos	com	características	estruturais	e	
funcionais	compatíveis	com	defensinas	vegetais.	A	abordagem	integrativa	empregada	—	
combinando	 análise	 de	 similaridade,	 identificação	 de	 domínios	 conservados,	
caracterização	 físico-química,	 predição	 de	 peptídeo	 sinal	 e	 avaliação	 estrutural	 —	
mostrou-se	 eficaz	 na	 triagem	 e	 priorização	 de	 candidatos	 com	 elevada	 plausibilidade	
biológica.	

A	 redução	progressiva	do	conjunto	 inicial	de	 sequências	 resultou	na	 seleção	de	
sete	peptídeos	 com	 forte	potencial	 antimicrobiano,	 os	quais	 apresentam	propriedades	
clássicas	dessa	classe,	como	caráter	catiônico,	hidrofobicidade	moderada	e	organização	
anfipática.	Essas	características	estão	diretamente	associadas	à	capacidade	de	interação	
com	membranas	celulares	e	à	atividade	antimicrobiana	descrita	para	defensinas	vegetais.	

Entretanto,	 limitações	 inerentes	 à	 abordagem	 computacional	 devem	 ser	
consideradas,	incluindo	possíveis	redundâncias	no	conjunto	de	dados,	vieses	associados	
a	 ferramentas	 preditivas	 e	 a	 ausência	 de	 validação	 experimental.	 Em	 particular,	 a	
presença	de	 sequências	 com	propriedades	 idênticas	destaca	a	necessidade	de	análises	
adicionais	para	distinção	entre	duplicações	gênicas	reais	e	artefatos	de	anotação.	

Dessa	 forma,	 os	 resultados	 obtidos	 fornecem	 uma	 base	 robusta	 para	 estudos	
futuros,	 incluindo	 validação	 experimental	 da	 atividade	 antimicrobiana,	 análises	
estruturais	 tridimensionais	 e	 investigação	 dos	 mecanismos	 de	 ação.	 Em	 conjunto,	 os	
peptídeos	 identificados	 representam	 candidatos	 promissores	 para	 aplicações	
biotecnológicas,	especialmente	no	desenvolvimento	de	novos	agentes	antimicrobianos	de	
origem	vegetal.	
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