9 QQI@
@if@ %G @
€eNSalos USF
le‘@?ﬁ!ﬁ* e

@Ql@

CARACTERIZACAO DOS MECANISMOS DE CAPTACAO DE
NUTRIENTES DE BACTERIAS RESISTENTES E BUSCA POR

INIBIDORES COM O USO DA BIOINFORMATICA
CHARACTERIZATION OF NUTRIENT UPTAKE MECHANISMS OF RESISTANT
BACTERIA AND SEARCH FOR INHIBITORS USING BIOINFORMATICS

CREMONESI, Aline Sampaio'; NASCIMENTO, Ana Carolina Chiou'; ANTONIO, Heber da
Silva?; CARNEIRO, Geovana Almeida?.

'Docentes do Curso de Biomedicina da Universidade Sao Francisco;
2Graduandos de Biomedicina da Universidade Sdo Francisco.

geovana.carneiro@mail.usf.edu.br | heber.antonio@mail.usf.edu.br

RESUMO

Frequentemente presentes em ambientes hospitalares, Acinetobacter baumannii (ACB) e
Klebsiella pneumoniae (KPN) possuem resisténcia a antibidticos e mecanismos de
comunica¢do celular, mediados por transportadores do tipo ABC. Proteinas ligadoras de
substrato (SBP) estdo envolvidas no transporte através da membrana e absor¢ao de nutrientes
como Poliaminas e Taurina, indispensaveis para a sobrevivéncia celular. Visando a
compreensdo do transporte a favor de possiveis estratégias antimicrobianas, o objetivo do
estudo foi caracterizar e predizer as estruturas dos transportadores ABC de KPN ¢ ACB ¢
suas provaveis interagdes, através dos banco de dados KEGG e PDB, e dos softwares
TMHMM, Alphafold e Dockthor. Também foram testados os transportadores de taurina TauA
e poliaminas PotD e PotF com moléculas potencialmente inibidoras (cistamina,
acetil-espermina, GABA e vigabatrina). Os resultados de energia livre (kcal/mol) indicam a
capacidade de interagdes espontaneamente, além dos aminoacidos conservados. Para o
transportador de taurina em ACB foram obtidos -42.029kcal/mol de energia livre e Q*,G”!,
G®, E*, T'** e D7 apresentavam-se conservados, enquanto KPN, -39.957kcal/mol e Q*, G*,
G, T"" ¢ D'®. Transportadores de poliaminas de KPN, tiveram: W', T'2, E*| Y, S Y%
D'*, E'*, D** e Q** conservados em -30.474kcal/mol para espermidina; e S'?, E¥*, E'*®, D**'¢
Y* em -25.017kcal/mol para putrescina. Em ACB, espermidina apresentou -40.278kcal/mol
e putrescina, -26.499kcal/mol, com um aminoacido conservado (E"). A identifica¢do de
aminoacidos conservados e a possivel interagdo com moléculas sintéticas podem proporcionar
futuros alvos para antimicrobianos.

Palavras-chave: Analises in silico; Resisténcia bacteriana; Biofilmes; Infec¢do hospitalar;
Estratégias bioinformaticas.

ABSTRACT

Frequently found in hospital environments, Acinetobacter baumannii (ACB) and Klebsiella
pneumoniae (KPN) have antibiotic resistance and cell communication mechanisms mediated
ABC-type transporters. Substrate binding proteins (SBP) are involved in the transport across
the membrane and absorption of nutrients such as polyamines and taurine, essential for cell
survival. To understand this transport for possible antimicrobial strategies, the aim of this
study was to characterize and predict the structures of the KPN and ACB ABC transporters
and their probable interactions, using the KEGG and PDB databases and the TMHMM,
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Alphafold and Dockthor software. Taurine transporter TauA and polyamines PotD and PotF
were also tested with other molecules with potentially inhibitory (cystamine, acetyl-spermine,
GABA and vigabatrin). The free energy results (kcal/mol) indicate the capacity to interact
spontaneously, in addition to the conserved amino acids. For the taurine transporter in ACB,
-42.029kcal/mol of free energy was obtained and Q*°, G*', G¥, E*, T'* e¢ D" were
conserved, while in KPN, -39.957kcal/mol and Q®, G*°, G/, T''? and D'®. KPN polyamine
transporters, the results were: W', T'2, EP Y™ S% Y% D' E" D»* and Q** were
conserved at -30.474kcal/mol for spermidine; and S', E*°, EY, D*!' and Y*® at
-25.017kcal/mol for putrescine. In ACB, spermidine showed -40.278kcal/mol, and putrescine,
-26.499kcal/mol, with one conserved amino acid (E"). The identification of conserved amino
acids and their possible interaction with synthetic molecules could provide future targets for
antimicrobials.

Keywords: In silico analysis; Bacterial resistance; Biofilms; Hospital infection;
Bioinformatics strategies.

INTRODUCAO

Nos dias atuais as bactérias tém sido reportadas na literatura com a prevaléncia de
multirresisténcia a antibidticos conhecidos e utilizados como tratamento dos pacientes apos o
diagnostico de infec¢do bacteriana. Possivelmente, nas proximas décadas nao serd possivel
usufruir de medicamentos atuais, devido a capacidade de alta prevaléncia de resisténcia
bacteriana. Esse ¢ um fator preocupante assim como a caracterizagao de morbimortalidade na
populagdo (Ribeiro, 2023).

Em geral, bactérias gram negativas como Acinetobacter baumannii e Klebsiella
pneumoniae (KP) também se destacam pelo alto perfil de resisténcia a antimicrobianos. KP ¢é
conhecida por infec¢des do trato urinario, trato respiratorio, sistema nervoso central, corrente
sanguinea, entre outros. Em relacdo aos mecanismos de resisténcia destes microrganismos, K.
pneumoniae ¢ descrita por ser ESBL + (B-lactamases de espectro estendido)
(Stojowska-swedrzynska, 2021), com padrao de multiplo de resisténcia. Ainda, esta presente
em surtos de infecgOes hospitalares a nivel mundial (Dienstmann, 2010) nos pacientes
atendidos em unidades de terapia intensiva (UTI).

Na classe das opgdes terapéuticas, Acinetobacter baumannii ¢ considerado um
carbapenémico resistente (Bartal, 2022), que apresenta um perfil de colonizagdo em
ambientes hospitalares com amplo painel de viruléncia com casos hospitalares da classe dos
gram negativos descritos por A. baumannii. A capacidade de formacdo de biofilmes
possibilita a adesdo e fixagdo deste microrganismo, que ocorre a partir da captagdo de
multiplos nutrientes (Vieira, 2015; Picoli, 2015), o que caracteriza a resisténcia aos
medicamentos utilizados para tratamentos, ocasionando em um maior tempo de subsisténcia
da bactéria.

Existem também nutrientes que sdo indispensaveis para a sobrevivéncia das bactérias,
como as Poliaminas (PAs), moléculas presentes em inumeros tipos celulares, desde
microrganismos até plantas e animais. Possui peso molecular baixo e sua denominagdo sao
cations inorganicos, com alta capacidade de interacdo com moléculas de carga negativa, como
o acido desoxirribonucleico (DNA) e o 4cido ribonucleico (RNA), desta maneira mediam o
crescimento e a proliferacdo celular (Igarashi; Kashiwagi, 2000). A captacdo de poliaminas
pode ser feita por meio de complexos proteicos especificos para captacdo e internalizagao
dessas moléculas. Outro nutriente utilizado ¢ a taurina, molécula organica sulfurada
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biogénica, extensivamente utilizada pelos microrganismos para a assimilacdo de enxofre
(necessario para a biossintese de aminoacidos e de cofatores). A absor¢do da taurina pode
complementar a caréncia do enxofre em diversas bactérias. (Nishikawa, ef al., 2018; Qu, et
al., 2019; Pereira, 2017; Kertsz, 1999).

Entretanto, a utilizagdo desses nutrientes pelos microrganismos so € possivel devido a
presenca de proteinas que realizam o transporte através da membrana, como a familia de
proteinas dos transportadores ABC (ATP-binding cassette). Esses, sdo potencialmente
reconhecedores de solutos de interesse bioldgico (organico ou inorganico) e realizam
transporte de forma ativa através membrana, sendo divididos entre importadores e
exportadores. Estes grupos contém uma estrutura organizacional basica comum, como: dois
dominios ligadores de nucleotideos que utilizam ATP como energia para o transporte
(ATPases) e dois dominios transmembranas (permeases), que formam poros de passagem nas
membranas. Envolvidas na absorcdo de nutrientes, a proteina ligadora de substrato
(substrate-binding proteins — SBPs), ou periplasmatica, que forma uma classe de proteinas
com dominios proteicos ligadores, que transportam valiosos nutrientes (Pereira, 2017; Aratjo
et al., 2013; Kertsz, 1999; Berntsson et al., 2010).

A bioinformatica permite analisar, processar e organizar grande quantidade de
informagdes biologicas, o que seria impossivel de analisar manualmente. As ferramentas
especificas para interpretacao de dados bioldgicos e resolugdes de problemas, contribuem nas
aplicagdes de informatica e ciéncias da informag@o na biologia. Sdo realizadas previsdes da
estrutura e fung¢do das proteinas, acompanhamento de fendémenos genéticos, criacdo de
macromoléculas alteradas para a clinica ou industria, montagem de pequenas moléculas que
podem inibir ou potencializar a sua fungao biologica (Altman, 1998). O docking molecular ¢
excepcional para o desenvolvimentos de farmacos, a fim de observar uma molécula
interagindo com uma proteina a partir de predicdes de andlises da interagdo entre ligantes e
proteinas alvo (Machado, 2011).

METODOLOGIA

Busca de transportadores ABC em A. baumannii e K. pneumoniae

As proteinas transportadoras que compdem os transportadores ABC de poliaminas e
taurina de Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae foram identificadas a partir de
busca no banco de dados Kegg (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomas -
https://www.genome.jp/kegg/), onde foi observado a localizagdo gendmica, assim
possibilitando a sugestiva regidao dos operons nas bactérias.

Identificacdo Inicial das Proteinas

Para maior eficiéncia das andlises de bioinformaticas as sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos de cada proteina foram analisadas por alinhamento de sequéncias do BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - Altschul et al.,
1997). A sequéncia de aminoacidos da proteina funcional foi localizada e encontrada as
regides de peptideo sinal, que posteriormente foram removidas, pelo programa SignalP 5.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ - Armenteros et al., 2019) para realizar as analises
sem essa regido. As proteinas permeases do transportador ABC foram identificadas a partir do
programa on line TMHMM (https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM), avaliando as
caracteristicas dos aminoécidos presentes na sequéncia FASTA das proteinas, buscando por
regides hidrofobicas, caracteristicas de regides transmembranas (Krogh et al., 2001). As
proteinas ATPases tiveram seus dominios identificados a partir do programa Smart Domain,
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que determina os dominios funcionais das proteinas, podendo identificar as regides
conservadas (http://smart.embl-heidelberg.de/ - Letunic et al., 2021).

Modelagem e Docking Molecular
Para a predigdo da estrutura tridimensional das proteina SBP do transportador ABC de

poliaminas e de taurina em Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae, modelos
tridimensionais ab initio foram obtidos através do programa online ColabFold
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb)
predizendo de forma réapida, as coordenadas atomicas de modelos de proteinas gerados
tridimensionalmente (Mirdita, 2022). Posteriormente as sequéncias de aminodcidos das
proteinas foram alinhadas por meio do programa Clustal
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ - Larkin et al., 2007) a fim de comparar com
proteinas que possuem estrutura resolvida. Foi visualizada a posi¢do de aminoacidos
conservados presentes no bolsao pelo programa Pymol (https://pymol.org/2/ - DeLano, 2002),
permitindo assim identificacdo dos aminoacidos ja descritos na literatura com para interagir
com o ligante. Os modelos gerados foram utilizados para a realizagdo do docking molecular,
utilizando o programa Dockthor (https://dockthor.Incc.br/v2/), um preditor online que estima
a interacdo entre proteina e moléculas, a fim de avaliar a energia livre (associacdo entre
moléculas), que contribuem para definir a energia livre da ligacdo (Guedes, 2021). As
possiveis moléculas ligadoras e inibidoras de SBP utilizadas na docking foram identificadas
na literatura ¢ por meio do banco de dados DRUGBANK (DrugBank 5.0 -
https://go.drugbank.com) (WISHART et. al., 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Proteinas do transportador ABC de poliaminas e de taurina de Acinetobacter baumannii
e Klebsiella pneumoniae foram identificadas no banco de dados Kegg a partir do codigo acb e
kpn, respectivamente. Foram organizados em Operon os genes possivelmente relacionados aos
transportadores ABC envolvidos no transporte de poliaminas e taurina (Tabela 1).

Tabela 1: Organizagdo dos dados e informagdes obtidas por meio do KEGG de Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae.

Organismo Nutriente  Coédigo KEGG Proteina  Classificacdo

Al1S 1359 PotD SBP

A1S 1360 PotA ATPase
Poliaminas

A1S 1361 - Indeterminado

A. baumannii

Al1S 1362 PotC Permease

AlS 1442 TauA SBP

Al1S 1443 TauB ATPase
Taurina

AlS 1444 TauC Permease
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Organismo Nutriente  Coédigo KEGG Proteina  Classificacdo
KPN_00311 TauA SBP
KPN_ 00312 TauB ATPase
KPN _ 00313 TauC Permease
KPN 01129 PotD SBP
KPN 01130 PotC Permease

K. pneumoniae Espermidina  KPN_01131 PotB Permease
KPN 01132 PotA ATPase
KPN_00885 PotF SBP

Putrescina

KPN_00886 PotG ATPase
KPN_00887 PotH Permease
KPN 00888 Potl Permease

Esta organizac¢do (Figura 1) ¢ comum nas diferentes espécies bacterianas para diferentes
transportadores como o transportador de poliaminas em Xanthomonas citri (Cremonesi, 2021)
e Staphylococcus (Silva et al., 2023) e de taurina em Escherichia coli (Van Der Ploeg, et al.,
1997).

Figura 1: Identificagdo das proteinas dos transportadores ABC de Acinetobacter baumannii e Klebsiella
pneumoniae em seus respectivos operons e posi¢des no genoma. Ilustragdo dos 6perons. Em azul escuro estdo as
SBPs, em azul claro as ATPases e em roxo as permeases. Destacadas em cinza sdo os genes que ndo fazem parte
do 6peron e em vermelho significa que ndo obteve caracterizagdo significativa. (A) TauA, TauB e TauC de 4.
baumannii; (B) TauA, TauB e TauC de K. pneumoniae; (C) PotD, PotA, A1S_1361(indeterminada) e PotC de 4.
baumannii; (D) PotD, PotC, PotB ¢ PotA de K. pneumoniae; (E) PotF, PotG, PotH e Potl de K pneumoniae.
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A A. baumannii - Taurina

1.683.000 1.688.000

Posi¢io

TauA TauB TauC TauD AlS_1446

B K pneumoniae - Taurina

351.000 357.000
Posigao

TauA TauB TauC TauD YhjT

C  A. baumannii - Poliaminas

1.592.000 1.597.000

Posi¢io

AI1S_1361 AlS_1363

D K pneumoniae - Poliaminas

1.284.000 1.289.000

Posi¢ao

E K pneumoniae - Poliaminas
990.000 995.000

Posi¢ao

PotF PotG PotH Potl ybjO

As permeases sdo proteinas transmembranas que contém predominéncia de aminoacidos
hidrofébicos organizados em hélices-alfa para interacdo com as camadas lipidicas (Guna,
2018).

Segundo Alam, 2023, as hélices alfa transmembrana das TMDs formam um poro
transmembrana que pode ser acessado a partir do citoplasma ou da extremidade da célula. De
uma forma geral, as TMDs contém de 6 a 10 hélices alfa transmembrana (comparado a um
total de 12 a 20 segmentos de um transportador inteiro). Além disso, para importadores
bacterianos do tipo I, porg¢des especificas das TMDs estdo envolvidas na ligagdo de substrato,
onde foram visualizados por meio de estudos de cristalografia e mutagénese (Alam, 2023).

Ao realizar a analise, a partir das caracteristicas dos aminoacidos presentes na sequéncia
FASTA das proteinas, foram identificadas proteinas Potl (KPN), PotC (ACB), PotC (KPN),
PotB (KPN), PotH (KPN), TauC (KPN) e TauC (ACB), com dominios transmembrana,
indicadas na Figura 2. As proteinas de TauA se caracterizam homodiméricas por obter
somente um gene codificador da permease no Operon. Diferentemente, as proteinas PotD e
PotC sdo heterodiméricas, pois estdo acompanhadas de dois genes codificadores de proteinas
permeases no mesmo Operon (Figura 1).

Figura 2: Os resultados obtidos no programa TMHMM apontaram possiveis regides transmembranas, conforme
visualizado (A) Potl (KPN); (B) PotC (ACB); (C) PotC (KPN); (D) PotB (KPN); (E) PotH (KPN); (F) TauC
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(KPN); (G) TauC (ACB). Regides intermembranas em vermelho. Regides citoplasmaticas em rosa. Regides
externas & membrana em azul. Regides transmembranas identificadas, caracterizando as proteinas como
possiveis permeases.
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O programa Smart Domain identificou o dominio AAA nas proteinas PotA (ABC);
TauB (ACB); TauB (KPN); PotA (KPN) PotG (KPN), caracteristico de ATPases, indicando
sequéncias especificas da proteina que participam de atividades celulares que sdo dependentes
da energia de hidrélise de ATP (Jones, 2013).

Outra comum na estrutura dos transportadores ABC sdo as SBP (substrate-binding
protein), que foram identificadas nas proteinas que necessitam de uma regido que sinaliza seu
direcionamento até o local de atuagdo, esta regido € o peptideo sinal e, geralmente se encontra
na regido N-terminal das proteinas, sendo clivado quando a proteina chega ao seu destino
(Von Heijne, 1990). Foi identificado na proteina TauA de KPN e de ACB a mesma regido de
peptideo sinal, que cliva na posi¢do 24-25. Para a PotD de ACB e PotF de KPN o sitio de
clivagem ¢ entre a posi¢cdo 26-27. A PotD de KPN cliva na posi¢do 23-24. Isso sugere que a
proteina ¢ uma SBP. A partir desses resultados foi sugerido que as proteinas citadas
possivelmente sdo proteinas SBPs pois elas precisam ser externalizadas. Foram identificadas
como proteinas SBPs e entdo utilizadas para a modelagem tridimensional.




http://ensaios.usf.edu.br - ISSN 2595-1300

Um fator de métrica de qualidade ¢ o IDDT (Local Distance Difference Test - Teste de
Diferenca de Distancia Local), que avalia a distancia entre &tomos de uma estrutura conhecida
e de extrema qualidade. Segundo as analises de Mariani et al., 2013) o IDDT ¢é uma
ferramenta robusta com boa correlagao de avaliacado de um modelo, de forma automatizada.
Os graficos do IDDT apresentam a visualizagdo de um modelo de proteina em que as cores

quentes indicam areas menos favordveis e as areas de cores frias indicam alto nivel de
confiabilidade do modelo (Mariani ef al., 2013).

Figura 3: Resultados das proteinas SBPs gerados pelo programa online ColabFold. Modelo tridimensional
utilizado para realizar as analises. Identidade das sequéncias apresentadas por indices em azul que contém alta
confiabilidade, enquanto regides em vermelho obtém menor indice de favorecimento. (A) TauA de A.
baumannii; (B) TauA de K. pneumoniae; (C) PotF de K. pneumoniae; (D) PotD de K. pneumoniae; (E) PotD de
A. baumannii.
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Para estabelecer a relagdo entre a sequéncia de aminoacidos das proteinas encontradas
em outros microrganismos, os modelos foram comparados com estruturas proteicas que foram
previamente resolvidas por cristalografia de raios X. Foram escolhidas as proteinas de
Escherichia coli (ECO) com estruturas resolvidas como PotD de E. coli (1POT), PotF de E.
coli k-12 (6YESR) e a TauA de E. coli k-12 (6STO0) apresentadas na Tabela 2. Contendo um alto
indice de Query Cover (QC) e Percentual Ident (PI), catalogadas em bancos de dados como
transportadoras de nutrientes especificos (poliaminas e taurina), onde existem aminoacidos
suscetiveis de serem conservados, por conta de estruturas semelhantes (Taylor, 1986), sendo
indicativo de especificidade entre as proteinas.

Tabela 2: Descricao das proteinas SBPs ja apresentadas na literatura como transportadoras de
poliaminas e taurina, detalhados pelo PDB (Protein Data Bank). Resultado do alinhamento
com as proteinas TauA, PotD e PotF evidenciando as porcentagens de cobertura e identidade.
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Organismo Cadigo Alinhado com Cobertura Identidade
PDB (Query Cover) (Percentual Ident)
ECO 6STO TauA (ACB) 94% 55,89%
ECO 6STO TauA (KPN) 99% 88,89%
ECO 6YESR PotD (ACB) 41% 25%
ECO 1POT PotD (KPN) 93% 91,69%
ECO 1POT PotF (KPN) 92% 91,86%

A predicdo da interagdo entre receptores e ligantes ocorre pelo docking molecular. Este
método avalia a possibilidade de ligacdo entre duas moléculas onde no sitio de ativagao
acontecem as ligagdes (Machado, 2014). A forca da reacdo precisa de um tipo de energia
favoravel que se chama energia livre (free energy of binding - FEB), que em um nivel
atdmico, quanto menor a energia livre, mais espontdnea ¢ a reacdo. As andlises geraram
posicdes diferentes de interacdo de cada molécula, em relagdo a proteina. Foi avaliado a
interagdo das proteinas SBPs com seus respectivos ligantes (poliaminas e taurina) com o
intuito de reforcar a proposta de suas fungdes no transporte desses nutrientes. Além dessa
predicdo, foi avaliada uma possivel interacdo das proteinas com as moléculas de cistamina e
acetil-espermina, A cistamina ¢ uma molécula provavel de inibicdo competitiva pela
putrescina (Hoet, 1993). Estudos com a acetil-espermina conjugada demonstram que a
molécula contém uma possivel habilidade de inibir poliaminas (Burns, 2001). Sabe-se que o
GABA ¢ um substrato para o TauT, um transportador de taurina. Um estudo realizado por
Rasmussen et al., 2016, investigou a capacidade dos miméticos basicos do GABA interagirem
com TauT, por meio da correlacdo entre taxas de absor¢cdo e dados moleculares. Foi
demonstrado que os miméticos do GABA como a vigabatrina (farmaco utilizado como
antiepilético) inibiram a captagdo de taurina em células SKPT renais hiperosmoticas de ratos.
H4 pouca informag¢do sobre os miméticos do GABA quando relacionados com os
transportadores ABC de taurina em bactérias. Por este motivo foi avaliado a relacdo da
GABA ¢ da vigabatrina com as proteinas TauA de KPN e ACB. Foi observado que ambas as
moléculas tém potencial de interagdo, devido aos resultados de energia livre negativa obtidos
na docking molecular.

Os resultados das andlises indicam que muito provavelmente as proteinas sao
transportadoras especificas, como descritas. Além disso, analises com outras moléculas foram
testadas para proteinas ja descritas, a fim de apresentar as sugestdes que possam ser
funcionais e impedir o transporte dos nutrientes (Figura 4).

Figura 4: Modelos tridimensionais de potenciais resultados das interagdes entre aminoacidos-ligantes..
Destacados em sticks: aminoacidos interagindo na cavidade de cada proteina SBP. Interacdes da PotD e PotF
com espermidina (SPD), cistamina (CYS) e putrescina (PUT). Interagdo da TauA com Taurina (TAU),
Vigabatrina (VIG) e GABA. Valores de energia livre (kcal/mol) abaixo de cada figura de interag@o. (A) Proteina
PotD de A. baumannii; (B) PotF de K. pneumoniae; (C) PotD de K. pneumoniae; (D) TauA de A. baumannii;

(E) TauA de K. pneumoniae.
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C  PotD - Klebsiella pneumoniae
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D  TauA - Acinetobacter baumannii
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2 e e
Sr

E  TauA - Klebsiella pneumoniae

237 N LT

ot 7T N A

-39.957 kcal/mol -72.994 kcal/mol -38.799 kcal/mol

PotD e TauA de A. baumannii resultaram em energia livre de -40.278 kcal/mol e
-42.029 kcal/mol, com espermidina e taurina, respectivamente. A energia livre calculada para
os transportadores de K. pneumoniae resultou em PotD (-14.582 kcal/mol), PotF (-25.551
kcal/mol para putrescina e -30.474kcal/mol para espermidina) e TauA (-39.957 kcal/mol) com
interagdo com espermidina, putrescina e taurina, respectivamente. A interagdo das proteinas
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SPBs com outras moléculas obtiveram indice de energia livre consideraveis e aminoacidos
interagiram com os ligantes (Figura 4). Em geral, as proteinas apresentam aminoacidos
conservados nas sequéncias, quando comparados as proteinas descritas e resolvidas na
literatura, o que indica a alta probabilidade de serem transportadoras dos respectivos
nutrientes. Os aminoacidos destacados na Figura 4 indicam, em grande parte, a sequéncia
conservada dos respectivos nutrientes. Na Tabela 3 estdo apresentadas as correlagdes entre os
aminodacidos.

Tabela 3: Relagcdo dos aminoacidos identificados no docking molecular que possivelmente
interagem com as moléculas de taurina, GABA e Vigabatrina, em proteinas TauA de A.
baumannii ¢ K. pneumoniae. Foi correlacionado com aminoacidos da proteina TauA de E.
coli que atuam no transporte de taurina, ja descritos na literatura.

Organismo  Proteina Molécula  Aminoacidos com interaciao

ECO TauA  Taurina QP G GP° E® T3 pos
TauA Taurina Q* G' G® E° T DY
ACB TauA GABA Q* - - - - D'

TauA Vigabatrina Q* G G® E* T DY

TauA Taurina Q? G¥ G7 - T!"* D'
KPN TauA GABA Q? - - - - D'®
TauA Vigabatrina - G* - E¥ T D'

Por meio do docking molecular, foi notado outros possiveis aminoacidos que podem
realizar a interagdo no transporte. Em TauA de KPN foi visualizado os aminoacidos S, S* e
N?** interagindo com a molécula GABA. No caso da proteina TauA de ACB analisada com a
molécula de Vigabatrina, foi visto também a interagdo do aminoacido V*.

Tabela 4: Os aminodcidos identificados na docking molecular que interagiram com as
moléculas de espermidina, putrescina e cistamina, em proteinas PotD A de A. baumannii ¢ K.
pneumoniae. Foi correlacionado com aminodcidos das proteinas PotD de E. coli que atuam no
transporte de espermidina.

Organismo Proteina Molécula Aminoacidos com interacio

ECO PotD SPD E¥ Y¥ S® ys D¢ R p¥ QY
SPD EY - - - - - - -
19 _ _ _ _ _ _ _
ACB pop  PUT E

CYS EY
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SPD EB Y4 - _ D4 D34
KPN PotD PUT - Y4 L - D45 R4 234
CYS _ Y14 S60 Y62 D145 E148 D234 _

Neste docking, outros possiveis aminodcidos foram visualizados que podem realizar a
interagdo no transporte (Tabela 4). Em PotD de ACB foi visualizado os aminoécidos A'7, D*,
S* e E*" interagindo com a molécula Cistamina. No caso da proteina PotD de KPN analisada
com Cistamina, a interagdo foi com os aminoacidos D%, Q” e T?7.

Tabela 5: Os aminodcidos identificados na docking molecular que interagiram com as
moléculas de espermidina, putrescina e cistamina, em proteinas PotF A de K. pneumoniae.
Foi correlacionado com aminoécidos das proteinas PotF de E. coli que atuam no transporte de

putrescina.
Organismo Proteina Molécula  Aminoacidos com interacio
ECO PotF PUT q38 E185 D7 3
SPD - EI15 3 )
KPN PotF PUT - EP° - -
CYS Sz E!%° D! 288

A PotF de KPN ¢ apresentada como um duplo transportador (Cremonesi, 2021), por
obter interacdo com espermidina e putrescina. No docking molecular, aminoacidos foram
caracterizados na possivel intera¢do no transporte. Em PotF de KPN foram visualizados os
aminodcidos D*", E*, S°' ¢ L** interagindo com a molécula Cistamina (Tabela 5).

No geral, ndo foi encontrado na literatura estudos que mencionem a atuagdo dos
aminoacidos excedentes no transporte de taurina (Tabela 3), espermidina (Tabela 4) e
putrescina (Tabela 5). As andlises realizadas neste trabalho sdo feitas de forma preditiva, os
dados obtidos podem ser explorados no futuro em pesquisas voltadas a antagonistas da
taurina.

CONCLUSAO

Por meio das analises realizadas, certamente ha um padrao na organizacao dos genes dos
transportadores na forma de Operon visualizados pelo Kegg. As proteinas identificadas
apresentam padrdes caracteristicos dos transportadores ABC, o que permitiu classifica-las em
permeases, ATPases e SBPs. Com base nas energias livres negativas dos dockings realizados,
¢ possivel sugerir que a PotD de A. baumannii € ligadora de espermidina, bem como a PotD
de K. pneumoniae. Enquanto na PotF de K. pneumoniae sugere-se a ligacdo com putrescina.
Para TauA de A. baumannii e K. pneumoniae é sugerido que o transporte seja realizado por
taurina. Moléculas como GABA e Vigabatrina apresentaram uma potencial interagdo com
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TauA de KPN e TauA de ACB. A molécula de cistamina apresentou um potencial interagao
com as proteinas PotD e PotF de KPN e PotD de ACB.
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