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Resumo

Infecgbes flingicas causadas por cepas resistentes tem dificultado o tratamento por meio dos agentes antiflingicos convencionais. Os
peptideos antimicrobianos (PAM’s), em especial as defensinas de plantas (CSaf defensinas), emergem como moléculas em potencial
para o desenvolvimento de farmacos contra essas micoses. Devido ao crescente nimero de informagdes dispostos nos bancos de
dados apés a era gendmica e ao aparecimento de ferramentas computacionais, tornou-se possivel a identificacdo de defensinas
utilizando metodologias como busca por expressdo regular (REGEX). Neste trabalho foi utilizado REGEX em sequéncias nao
caracterizadas no proteoma da Arabidopsis thaliana. Trés sequéncias ndo caracterizadas foram identificadas, sendo as mesmas
definidas por AOMJUS5, A7TREG2 e A7TREG4, e avaliadas estruturalmente através de modelagem e dindmica molecular. Os resultados
mostraram que as trés estruturas sao estabilizadas por quatro pontes dissulfeto e possuem estrutura de CSaf defensinas. Nenhuma
das sequéncias possui a assinatura GXC ou CXG caracteristica no loop que forma o y-core, o qual pode ser associado a atividade
antimicrobiana. Entretanto as sequéncias A7TREG2 e A7TREG4 foram preditas como antimicrobianas, embora testes in vitro seriam
necessarios para a validagéo da predigao.

Palavras-Chave: peptideos antimicrobianos; CSaf defensinas; predigéo estrutural; expressao regular; Arabidopsis thaliana.

Abstract

Fungal infections caused by resistant strains have complicated the treatment by means of conventional antifungal agents. The
antimicrobial peptides (AMP's), in particular plant defensins (CSaf defensins), emerge as potential molecules for developing drugs
against these mycoses. Due to the increasing of information in the sequence databases after the post-genomic era and the emergence
of computational tools, it became possible to identify defensins using computational approaches, such as search by regular expression
(REGEX). In this work REGEX was used in uncharacterized sequences in the Arabidopsis thaliana proteome. Three uncharacterized
sequences were identified, AOMJU5, A7TREG2 and A7REG4, and structurally evaluated through modeling and molecular dynamics. The
results showed that the three structures are stabilized by four disulfide bridges and have CSaf defensins structure. Nevertheless none
of the sequences have signatures GXC or CXG characteristic in the y-core loop , which is commonly associated with antimicrobial
activity. However, the sequences A7TREG2 and A7REG4 were predicted as antimicrobial, although in vitro tests would be needed to
validate the prediction.

Keywords: Antimicrobial Peptides; CSaf defensins; Structural Prediction; Regular Expression; Arabidopsis thaliana.

INTRODUGAO infecgdes causadas por
Cerca de 50% das espécies conhecidas resistentes aos agentes

microrganismos
antifungicos

de fungos podem desenvolver patologias em
humanos’. Apesar disso, a maioria dessas
espécies apresenta habito oportunista, infectando
somente pacientes imunodeprimidos,
representando alto risco em  ambientes
hospitalaresz. No Brasil, por exemplo, cercade 5 a
15% dos pacientes em unidades de terapia
intensiva contraem algum tipo de infecgéo fungica
durante o periodo de internagéos.

O fato de algumas cepas apresentarem
resisténcia a uma série de  agentes
antimicrobianos pode ser outro agravante, pois a
resisténcia dificulta o tratamento e aumenta os
custos de internagao®®. Esta resisténcia, em parte,
se deve a vasta utilizacdo dos agentes
antifungicos tanto por prescrigbes inadequadas,
quanto pelo uso sem prescrigao médica®. Dentre
0s mecanismos de resisténcia presentes em
fungos podem ser citadas as modificagbes de
enzimas alvo seja pela alteracdo da enzima,
diminuindo a afinidade pela droga, ou
superproducdo das mesmas, como a lanosterol 14
a-desmetilase e C-5 esterol, as quais participam
da biossintese do ergosterol7; bem como o
desenvolvimento de bombas de efluxo, diminuindo
a concentracao da droga na célula alvo®.

Devido a dificuldade de tratamento de

convencionais, a descoberta e desenvolvimento
de novas moléculas antimicrobianas sao
necessarias. Neste contexto, os peptideos
antimicrobianos (PAM’s) revelam-se como uma
alternativa no controle de infecgdes, podendo ser
promissores contra microrganismos resistentes®.
Naturalmente, essas moléculas participam da
primeira linha de defesa do hospedeiro, estando
presentes em varios organismos, como plantas,
animais e os proprios fungosg, e possuem amplo
espectro de atividade®.

Dentre o0s peptideos antimicrobianos
envolvidos na resposta antifungica as Csaf-
defensinas de plantas sdo uma das classes com
maior potencial para o desenvolvimento de
farmacos, pois além da atividade antifungica, sdo
biodegradaveis e, por serem estabilizadas por
pontes dissulfeto, resistem a variagbes de
ambiente como temperatura. As defensinas NaD1
e RsAFP2, por exemplo, demostraram eficacia em
testes in vitro e in vivo contra Candida
albicans'®™'?. Csap defensinas so peptideos de
50-60 residuos de aminoacidos que apresentam
uma a-hélice e uma folha B formada por duas ou
trés B-fitas™ interligadas por dois motivos
conservados adicionais incluindo o a-core, que
consiste em um loop que liga a primeira fita B a a-
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hélice, e o y-core, que consiste em um /oop em
gancho que liga a segunda e a terceira fita-g'*"1°.
O y-core esta presente ndo apenas em CSaf
defensinas, mas em outras classes de peptideos
estabilizados  por 7pontes dissulfeto como
heveinas'®, ciclotides'’ e kinotinas'®. Atualmente,
as CSap defensinas podem ser divididas em trés

subclasses incluindo: (i) defensinas de
invertebrados, ancient invertebrate-type defensins
(AITD’s); (ii) defensinas de insetos, classical
insect-type defensins (CITD’s); e (iii) defensinas de
plantas/insetos, plant/insect-type defensins
(PITD's)®?. As classes e suas caracteristicas
estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Descrigao das caracteristicas estruturais das diferentes subclasses de Csaf defensinas.

Classe Padrao de Pontes Caracteristica Estrutural Referéncia

Defensinas de
invertebrados (Ancient ~ Cys'-Cys*, Cys*-Cys’ e Cys®-
invertebrate-type Cys®
defensins - AITD’s)

Defensinas de insetos
(Classical insect-type

Estrutura caracterizada
por um /oop curto no N- 21
terminal e fomagao af3p.

Estrutura caracterizada

Cys'-Cys*, CysZ-BCys5 e Cys*- por um /oop longo no N-

22

defensins - CITD’s) Cys terminal com formacgao
app.
Cys1-CysZ, Cy32-4Cyss,7Cys3-
Defensinas de e ggs s Estrutura caracterizada
plantas/insetos Cys1-Cys1°, Cysz-Cyss, Cys3- pela formacgédo de uma fita 23 24

(Plant/insect-type
defensins - PITD’s)

B adicional no N-terminal

7 4 8 6 9
Cys’, Cys'-Cys” e Cys’-Cys com formagao Bapp.

em defensinas de Petunia

hybrida

No que tange a identificacdo de novas
defensinas, a maioria dos relatos baseia-se na
utilizagado de extratos naturais, que séo purificados
para obtencdo da proteina alvo, seguido da
analise por espectrometria de massa®’. Entretanto,
o processo de purificagdo demanda tempo e ainda
se limita a poucas proteinas alvo®™?’. Por outro
lado, na era péds-genbmica, uma grande
quantidade de dados biolégicos encontra-se
depositada em bancos de dados publicos,
disponibilizando sequéncias de todas as funcbes
celulares essenciais, incluindo defesa contra
patdégenos?®. Alguns trabalhos tém evidenciado a
possibilidade de identificagdo de defensinas por
meio de sequéncias dispostas nos bancos de
dados®®. Em 2008, por exemplo, Zhu®
identificou CSaf defensinas de fungos por meio de
expressdes regulares (REGEX), localizando
motivos conservados nas sequéncias. De forma
semelhante, Porto e colaboradores utilizaram
REGEX para identificagdo de sequéncias nao
anotadas presentes no proteoma do inseto
Mayetiola destructor’®.

Deste modo, o presente trabalho tem como
objetivo a identificagdo de defensinas néao
caracterizadas de Arabidopisis thaliana, organismo
modelo de estudos em plantas, utilizando
ferramentas computacionais para buscas em
bancos de dados.

Material e Métodos
Busca por expressao regular e analise das
sequéncias

O sistema de busca esta descrito na Figura 1.
Inicialmente foi obtido o proteoma de A. thaliana
no banco de proteinas UniProt (Universal Protein
Resource - [//http://www.uniprot.org/proteomes).

Nesse grupo de sequéncias, foi realizada uma
busca por meio da expressdo regular: CXo.
1gCX3CX2_10[GAPS|DERYW]X1CX4_17CXC, onde
em cada posigdo os aminoacidos séo
representados por seu cédigo de uma letra; “X”
representa um coringa, que indica qualquer
aminoacido proteinogénico naquela posicéo; e os
colchetes indicam uma regido ambigua, onde
apenas um daqueles aminoacidos entre os
colchetes pode ocupar aquela posi¢ao, elaborada
por zhu®. Das sequéncias resultantes, foram
selecionados todos os peptideos com: 130
residuos de aminoacidos ou menos e auséncia de
validagdo funcional. Foram consideradas sem
validagdo sequéncias com as anotagdes:
hypothetical,  uncharacterized, = unnamed e
unknown. Do grupo remanescente foram retiradas
todas as sequéncias fracionadas, sem peptideo
sinal (PS) ou com regides transmembranares
(TM). As predigcbes de presenca de peptideo sinal
e regides transbmembranares foram feitas pelo
Phobius (http://phobius.sbc.su.se’). As
sequéncias restantes foram avaliadas quanto a
presenga de dominios conservados através dos

programas InterPro Scan
(https://www.ebi.ac.uk/interpro®?) e CDD
(Conserveded Domains Database;

www.ncbi.nlm.nig.gov/cdd) e quanto a similaridade
com proteinas de estrutura resolvida depositadas
no Protein Data Bank (PDB; www.rcsd.org/pdb).
Para tal foi utilizada a ferramenta BLAST
(www.blast.ncbi.nim.nig.gov®®) utilizando o PDB
como banco. Sequéncias com identidade maior
que 30% foram descartadas®. Todas as etapas
descritas foram realizadas por meio de scripts em
PERL.

Simpdsio de TCC e Seminario de IC , 2016/ 1°

77



Modelagem Molecular

A selecao dos moldes estruturais foi realizada
utilizando o] servidor HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred35)
baseando-se no alinhamento gerado pelo servidor.
Em seguida os peptideos foram modelados
através do MODELLER 9.16%. Foram construidos
100 modelos para cada sequéncia, sendo o
melhor modelo selecionado pelo DOPE (Discrete
Optimized Protein Structure) score que indica o
modelo mais aceitavel. Os modelos selecionados
foram ainda avaliados pelo Prosa 1, que analisa
a qualidade do modelo comparando-o com
proteinas presentes no PDB; e PROCHECK®, que
avalia a qualidade estereoquimica através do
mapa de Ramachandran. A visualizagdo dos
modelos foi feita pelo PyMOL (www.pymol.org).
Dinamica Molecular

As simulagdes de dindmica molecular foram
conduzidas pelo software GROMACS 4, utilizando
o campo de forga GROMOS96 43A1%. Cada
estrutura foi imersa em uma caixa cubica de agua,
com distancia de 8 A para os limites da caixa. A
caixa foi preenchida com o modelo de agua single
point charge4°. fons cloro foram adicionados aos
sistemas para neutralizar as cargas positivas dos
peptideos. A geometria das moléculas de é%]ua foi
forcada através do algoritmo SETTLE ' as
ligagcbes atbmicas foram feitas através do
algoritmo LINCS*, e as correlagdes eletrostaticas
foram calculadas pelo algoritmo Particle Mesh
Ewa/d43, com um limiar de 1,4 nm para minimizar o
tempo computacional. O mesmo limiar foi aplicado
para interagdes de van der Waals. O algoritmo de
steepest descent foi aplicado para minimizar a
energia do sistema por 50.000 passos. Apos a
minimizacdo de energia, a temperatura (conjunto
NVT) e a pressao (conjunto NPT) do sistema
foram normalizadas para 300 K e 1 bar,
respectivamente, por 100 ps cada. A simulagéo
completa do sistema foi feita por 300 ns utilizando
o algoritmo leap-frog como integrador.

Ne de
Sequéncias
Restantes

o Proteoma

Arabidopsis thaliana 86.486

B = a
o usca por Expressao 387
Regular
o Tamanho (<130 a.a) 285
Anotacgdo: Hypothetical,
Unnamed, Unknow e 15
Uncharacterized

e Sequéncias Completas 9

SeUISUjaQ ap easNg

7

e Com PSesem TM
(Phobius)

Sem Dominio Conservado
o (InterPro / CDD)

o Sem Similaridade

BLAST - PDB
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Figura 1. Fluxograma da metodologia aplicada
para a busca de defensinas. O numero de
sequéncias resultante esta descrito ao lado da
etapa respectiva.
Analise das Simulagdes de Dinamica Molecular
As simulagcées foram avaliadas quanto ao
desvio de raiz quadrada média (RMSD), e
flutuacdo meédia da raiz quadrada por residuo
(RMSF) dos peptideos ao longo da simulagao por
meio das ferramentas g _rms e g_rmsf do pacote
GROMACS, respectivamente. Os calculos de
RMSD foram feitos em relacdo a estrutura inicial a
0 ns de simulagdo. Os peptideos também foram
avaliados quanto a conservagdo estrutural por
meio do DSSP 2.0, utilizando a ferramenta
do_dssp do GROMACS.
Predi¢ao da atividade antimicrobiana
As sequéncias foram submetidas a predigdo de
atividade antimicrobiana em dois programas:
Collection of Antimicrobial Peptides SCAMP)
(http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php;4 ) o]
qual é dividido em quatro algoritmos: Support
Vector Machine (SVM), Randon Forest (RF), e
Discriminat Analysis (DA); e CS-AMPPred, para
peptideos estabilizados por pontes dissulfeto®.
Utilizando os parametros padrdes.
Resultados

Identificagdao de Defensinas

Diversas sequéncias resultantes de
anotacdes automaticas e sem anotagdo funcional
estdo presentes nos bancos de dados de
sequéncias biolégicas, deste modo, podem ser
uma fonte de defensinas ndo caracterizadas. A
partir de 86.486 sequéncias presentes no
proteoma da A. thaliana (passo 1, Figura 1) foi
feito busca por REGEX obtendo-se 387
sequéncias (passo 2, Figura 1). Destas, 285
possuiam até 130 residuos de aminoacidos (passo
3, Figura 1). Dentre 285 sequéncias, um script em
PERL foi utilizado para selecionar aquelas com as
anotacgdes: hypothetical, unknow, unnamed e
uncharacterized (passo 4, Figura 1), restando um
total de 15 sequéncias, sendo que seiseram
incompletas e foram retiradas (passo 5, Figura 1).
Das nove sequéncias restantes, as que nao
apresentavam PS ou continham dominios TM
foram excluidas (passo 6, Figura 1). As
sequéncias que exibiam dominio conservado
(passo 7, Figura 1) e ainda aquelas com >30% de
identidade com proteinas resolvidas presentes no
PDB (passo 8, Figura 1) também foram excluidas,
chegando a um numero final de trés sequéncias
descritas na Figura 2.
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AOMJUS GARETRMMEQTCPVFWPMVPCDANKCEQMCRDYYGSVP-SYCNRIGTPIAECACSLTPCG-------—-——-—-————=——————- 59

ATREG2 ~==-LVEQNMGCNDYIVGDVCVH--CRERCLRYYPVTRKAECYRN-~~~~ HCLC-IGPCPDDRPHKRFQMLNSSKNVKAQIL- 71
ATREG4 3  -------- NTGCFDYDVYQPCDH--CRERCLKYYPVTRKAICRKN----- HCVC-IGPCPDDKAIPDVKLF---KNVKEQILS 64
I II Im v A VI VII VIII

Figura 2. Alinhamento das sequéncias maduras de defensinas obtidas ao final da busca automatica.

Sequéncias com ID no UniProt: AOMJU5, ATREG2
e A7YTREG4. As cisteinas estido destacadas em
amarelo e as linhas acima do alinhamento indicam
0 padrao de pontes entre as mesmas. Os nimeros
ao final do alinhamento indicam o tamanho das
sequéncias maduras. Nenhuma das sequéncias
apresenta o y-core caracteristico GXCX;4C, entre
as cisteinas IV e VI.
Modelagem Molecular

A escolha dos moldes para cada sequéncia

foi feita com base na cobertura entre 0 molde e a
sequéncia alvo. Os modelos selecionados foram
avaliados quanto a sua qualidade através dos
softwares ProSA Il e PROCHECK. Ambos os trés
modelos foram considerados de boa qualidade,
apresentando 90% dos residuos ou mais nas
regides favoraveis e permitidas e o Z-score
equivalente a estruturas resolvidas por NMR do
PDB (Tabela 2).

Tabela 2. Sumario de avaliagdo da qualidade dos modelos

Mapa de Ramachandran (%)

ID no ID do molde Dope Prosa ll — — —
UniProt no PDB Score Z-score Reg|9es_ Reg!o_es Regu_)es
Favoraveis Permitidas Proibidas

A7REG4 2KPY -4332,84 -4.33 91,8% 6,5% 1,6%

A7REG2 2KSK -4451,89 -2.91 88,4% 5,8% 5,8%

AOMJU5S 1B3C -4616,94 -5.14 87,7% 8,8% 3,5%

As estruturas das sequéncias AOMJUS5 e A7REG2 apresentaram a formacdo Bapf, comum a
defensinas de plantas (PITD’s), enquanto a estrutura da sequéncia A7TREG4 nao apresentou a primeira fita
B, sendo composta apenas pela a-hélice interligada a segunda e terceira fitas B. Porém, todas as
sequéncias contém as quatro pontes dissulfeto que estabilizam a estrutura, possuindo como padrdo as
ligacdes entre Cys'-Cys®, Cys®-Cys®, Cys*-Cys® e Cys*-Cys’ (Figura 3).

Figura 3. Modelos moleculares tridimensionais das sequéncias (A) AOMJU5, (B) A7TREG2 e (C)
A7REG4. As pontes dissulfeto foram destacadas em esferas e varetas.

Dindmica Molecular

Os modelos gerados foram entédo
submetidos a simulagbes de dinamica molecular
de 300 ns. O RMSD indicou uma variagdo em até
8 A para as estruturas de A7TREG4 e A7TREG2, e
7,5 A para a estrutura AOMJU5. O RMSF mostrou
uma variagéo de até 4 A entre os residuos 12-50
das estruturas. As maiores variagdes se deram no
N-terminal e C-terminal. Na estrutura A7TREG4 os
residuos do C-terminal chegaram a uma variagao
de 8 A, na estrutura A7TREG2 a variacéo foi de 5
A tanto para os residuos do N-terminal, quanto do

C-terminal, a estrutura AOMJUS foi a que mais
variou, chegando a 8 A as variagdes dos residuos
do N-terminal e C-terminal (Figura 4).
Provavelmente essa movimentagédo dos terminais
possa ter ocasionado a elevagdo do RMSD. A
analise do DSSP mostrou que o motivo CSaf3 se
manteve estavel nas trés sequéncias durante
toda a simulagado de dinamica molecular, apenas
a sequéncia ATREG2 teve alteragdo em relagéo a
estrutura inicial, formando trés B-fitas adicionais
no C-terminal ao final da simulagéo (Figura 5).
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Figura 4. Avaliagdo da dindmica molecular das estruturas teéricas de AOMJU5, A7TREG2 e A7TREGA4.
(A) Desvio da raiz quadrada média (RMSD), mostrando a variagdo média das posi¢cées das cadeias
principais dos aminoacidos no decorrer do tempo, e (B) Flutuagdo média da raiz quadrada por residuo
(RMSF), mostrando as variagdes das posicdes de cada residuo de aminoacido durante a dinamica.
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Figura 5. Analises dos graficos de evolugao da estrutura secundaria (DSSP) e modelos

tridimensionais das sequéncias (A) AOMJU5, (B) A7TREG2 e (C) A7TREG4 apds a dinamica molecular.
Pontes dissulfeto foram representadas em esferas e varetas.
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Predicédo da Atividade Antimicrobiana

Ao final de todas as etapas, as sequéncias
foram submetidas a predicdo de atividade
antimicrobiana em dois preditores diferentes
(CAMP e CS-AMPPred). As sequéncias ATREG2
e A7TREG4 foram preditas como PAMs pelos dois

programas utilizados, pois provavelmente
possuem caracteristicas  fisico quimicas
semelhantes as de PAM’'s. Entretanto a

sequéncia AOMJU5 nao foi predita como PAM em
nenhum dos dois programas (Tabela 3).

Tabela 3. Sumario da predi¢ao antimicrobiana das estruturas.

CAMP
CS-AMPPred
Sequéncia SVM RF DA

Score Predigdo Score Predigdo Score Predicdo Score Predigao
AOMJUS 0,138 Nao PAM 0,364 Nao PAM 0,204 Nao PAM -0,547 Nao PAM

A7REG2 0,777 PAM 0,302 Nao PAM 0,618 PAM -0,011 PAM

A7REG4 0,754 PAM 0,69 PAM 0,973 PAM -0,004 PAM

Discussao

Defensinas de plantas sédo caracterizadas
por possuirem uma folha B composta por trés
fitas B, interligadas a uma a-hélice, estabilizadas
por quatro ou cinco pontes dissulfeto (Tabela 1).
Neste trabalho, essas caracteristicas foram
utilizadas para a identificagcdo de defensinas em
sequéncias anotadas como  hypothetical,
uncharacterized, unnamed e unknown no
proteoma da A. thaliana, a qual foi escolhida por
ser organismo modelo, o que faz com que a
quantidade de dados genbmicos e protedmicos
dessa espécie seja maior em comparagao a
outras espécies de plantas.

O tamanho de até 130 residuos de
aminoacidos foi usado como critério, pois no
geral, peptideos antimicrobianos possuem até
100 residuos de aminoacidos em sua cadeia
madura®®. A primeira parte da sequéncia foi
composta pelo peptideo sinal, que possui
aproximadamente 30 residuos de aminoacidos, o
qual pode ser responsavel pelo enderecamento
da defensina ao reticulo endoplasmatico e apds,
ao meio extracelular’’, (Figura 1). Apds a
exclusdo das sequéncias sem peptideo sinal, as
sequéncias remanescentes foram submetidas a
analise quanto a presenga de dominio
conservado, isso porque proteinas sao agrupadas
conforme o dominio que apresentam, CSaf
defensinas fazem parte das y-tioninas*. Logo, a
presenca do dominio conservado indicaria qual a
provavel estrutura da sequéncia, deste modo, a
sequéncia nao estaria completamente
descaracterizada (Figura 1).

Ao final do processo de busca, trés
sequéncias obedeciam a todos os parametros:
AOMJUS, ATREG2 e A7TREG4, contendo 59, 71 e
64 residuos de aminoacidos em sua cadeia
madura, respectivamente (Figura 2).
Metodologias semelhantes foram utilizadas por
Porto, o qual encontrou uma nova defensina de
Mayetiola destructor (MdesDEF-2) em meio a
doze sequéncias classificadas como hypotetical’®;
e por Zhu, na identificagdo de 25 novas
defensinas a partir de 18 genes de 25 espécies

de fungoszo. Todas as sequéncias encontradas
neste trabalho s&o estabilizadas por quatro
pontes dissulfeto com padrédo de ligagédo idéntico
ao padrao de PITD’s (Tabela 1). Todos os moldes
escolhidos para as trés sequéncias possuiam
formacgao estrutural Bapp. As sequéncias AOMJUS
e ATREG2 apresentaram estrutura de PITD’s,
com uma a-hélice ligada paralelamente a trés
fitas B (Figura 3). As estruturas de A7TREG2 e
A7REG4 possuiam ainda, uma regidao formada
por um grande loop no C-terminal:
*°*PCPDDRPHKRFQMLNSSKNVKAQILS e
“PDDKAIPDVKLFKNVKEQILS®,
respectivamente (Figura 2). Essas regides nao
foram consideradas pré-dominio, pois de acordo
com Lay & Anderson®®, o pro-dominio do C-
terminal apresenta carga negativa, nao
correspondendo a carga das regides em questao.
Além disso, defensina Sd5 de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum) também apresenta um
loop no C-terminal®.

Para avaliar a flexibilidade, movimento e
formagao de estrutura secundaria dos modelos,
foi feita a dindmica molecular com 300 ns. O
grafico do RMSF (Figura 4B) mostra que os
residuos no N-terminal e C-terminal sdo os que
sofrem maior variagdo, geralmente, esses
terminais sdo compostos por loops, 0s quais
ficam livres na estrutura e deste modo, sofrem
maior movimentagao que os motivos compactos
dentro da estrutura. Essas variagbes no RMSF
podem ser as responsaveis pelas variagdes
acima de 4 A no RMSD (Figura 4A), como
mostrado por Porto”®. Entretanto, mesmo com
grandes variagdes no RMSD, os graficos da
evolugao da estrutura secundaria (DSSP) (Figura
5), mostraram que as estruturas AOMJU5 e
A7REG4 (Figura 5, A e C) se mantiveram no
decorrer da simulagdo, ndo havendo ganho ou
perda de estrutura. Apenas a sequéncia A7TREG2
apresentou ganho de estrutura no C-terminal,
onde anteriormente formava um loop (Figura 5B).

Em relagdo a atividade antimicrobiana,
apenas a estrutura AOMJUS5 néo foi predita como
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PAM (Tabela 3). Nenhuma das trés sequéncias
possui 0 y-core em nenhuma de suas formas,
seja ela dextromérica ou levomérica'. O motivo
GXC presente nas sequéncias esta entre as
cisteinas VIl e VIII (Figura 2), normalmente, este
motivo que faz parte do y-core se encontra entre
as cisteinas IV e VI, compondo o /loop que liga a
segunda fita B com a terceira °"2.
Conclusao

Neste trabalho, ferramentas
computacionais foram utilizadas para a
identificacdo de novas defensinas de A. thaliana.
Essa metodologia reforga o fato de que os bancos
de dados podem ser a fonte para encontrar
defensinas n&o caracterizadas, mesmo em
organismos estudados extensamente como tem
sido o caso da A. thaliana. Duas das trés
sequéncias encontradas aqui, apesar de nao
conterem o y-core, foram preditas com atividade
antimicrobiana, predicdo que pode ser validada
por meio de testes in vitro. Caso o resultado dos
testes sejam positivos, essas moléculas tornam-
se promissoras para o desenvolvimento de
farmacos antifungicos.
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