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DINÂMICA MOLECULAR DE CELULASES: ESTUDOS DE RECONHECI-

MENTO DE SUBSTRATO E PROPRIEDADES CONFORMACIONAIS

A degradação enzimática da celulose para a produção de bioetanol é real-

izada por um conjunto de proteı́nas denominadas celulases, as quais são pro-

duzidas por vários fungos e bactérias. O mecanismo molecular das interações

fı́sicas entre as celulases e a celulose é pouco conhecido. Para investigar

estas interações, bem como as propriedades conformacionais e dinâmicas,

nesta Tese usamos simulações por dinâmica molecular (MD). Abordamos duas

celulases: a endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum (ThEG3) e a en-

doglucanase de Xanthomas campestris pv. campestris (XccEG). O estudo dos

mecanismos de reconhecimento de substrato por ThEG3 em que falta o módulo

de ligação à celulose (CBM), revela que a ausência de um CBM nesta estru-

tura é compensada pela presença de resı́duos similares aos resı́duos tı́picos

de um CBM. O segundo estudo, sobre seletividade da XccEG, explica por que

esta enzima catalisa a hidrólise somente de oligossacarı́deos de quatro ou mais

unidades. Nossas simulações indicam que os quatro subsı́tios caracterı́sticos

da fenda de ligação ao substrato da XccEG precisam ser simultaneamente es-

tabilizados pelas interações com substrato para promover uma ligação efetiva

substrato-enzima. No terceiro estudo, investigamos as propriedades mecânicas

do linker entre o domı́nio catalı́tico (CCD) e o CBM desta mesma enzima, com-

posto por blocos de Thr e Pro, utilizando a técnica de troca de réplicas (REMD).

Nossos resultados sugerem as bases moleculares da maior rigidez deste linker

em comparação ao linker de celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei. Por fim,

adaptamos o método de ajuste flexı́vel por dinâmica molecular (MDFF) para

gerar modelos de estrutura terciária a partir de dados de SAXS e o aplicamos

para criar um modelo da estrutura intacta CCD-linker-CBM de XccEG.
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MOLECULAR DYNAMICS OF CELLULASES: STUDY OF SUBSTRATE RECOG-

NITION AND CONFORMATIONAL PROPERTIES

The enzymatic degradation of the cellulose for the production of bioethanol

is performed by a group of proteins called cellulases which are produced by

various fungi and bacteria. The molecular mechanism of the physical interac-

tions between the cellulases and a cellulose is not well understood yet. In this

work we use molecular dynamics simulations (MD) to investigate these interac-

tions as well as conformational and dynamic properties. We have studied two

cellulases: the endoglucanase 3 from Trichoderma harzianum (ThEG3) and the

endoglucanase from Xanthomas campestris pv. campestris (XccEG). The study

of the mechanisms of substrate recognition by ThEG3 which lacks the cellulose

binding module (CBM) shows that the absence of a CBM in this structure is

compensated by the presence of residues similar to typical CBM residues. The

second study, on the selectivity of XccEG, explains why this enzyme catalyses

only the hydrolysis of oligosaccharides with four or more units. Our simulations

indicate that the four characteristic subsites of the substrate binding cleft of Xc-

cEG need to be simultaneously stabilized by the interactions with the substrate

to provide effective enzyme-substrate binding. In the third study, we investigated

the mechanical properties of the linker between the catalytic domain (CCD) and

CBM of the same enzyme, composed of Thr-Pro blocks, using the replica ex-

change molecular dynamics (REMD). Our results suggest the molecular basis

of higher rigidity of this linker in comparison to the linker of cellobiohydrolase 2

from Trichoderma reesei. Finally, we have adapted the method of Molecular Dy-

namics Flexible Fitting (MDFF) to generate tertiary structure models from SAXS

data and applied it to create a model of the intact structure CCD-linker-CBM of

the XccEG.
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Capı́tulo 1

Introdução

Com a preocupação de significante parcela do mundo em desacelerar um

possı́vel aquecimento global e reduzir as emissões de gases resultantes da

queima de combustı́veis fósseis, aumentou consideravelmente o interesse na

utilização do bioetanol como uma fonte energética menos poluente e produzida

de uma fonte renovável. No Brasil, um aumento significativo e sustentável na

produção de bioetanol poderia ser alcançado com o melhor aproveitamento

do bagaço da cana-de-açúcar. A celulose, principal componente do bagaço,

é um material insolúvel em água, composto de longas cadeias formadas por

moléculas de glicose unidas por ligações β-1,4-glicosı́dicas. A principal difi-

culdade na utilização eficiente da celulose está na sua grande resistência em

sofrer hidrólise [1].
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1.1 Celulases: Função e importância

A degradação da celulose em açúcares solúveis pode ser alcançada através

da ação de enzimas celulases produzidas por vários fungos e bactérias que

catalisam a hidrólise das ligações glicosı́dicas. Diferentes tipos das glicosi-

dases, endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases, atuam em conjunção

no mecanismo de hidrólise. As exoglucanases clivam as extremidades das

cadeias polissacarı́dicas da celulose, liberando glicose ou celobiose, um dis-

sacarı́deo de glicose. As endoglucanases hidrolisam aleatoriamente ligações

intramoleculares β-1,4- glicosı́dicas da celulose que estão acessı́veis, disponi-

bilizando novas extremidades para o ataque das exoglucanases. E, por fim, as

β-glicosidases realizam a hidrólise da celobiose em glicose, Figura 1.1 [2].

Figura 1.1. Ação das celulases na celulose.

1.2 Mecanismo quı́mico: a hidrólise

As celulases catalisam a hidrólise da celulose ou, mais especificamente,

a ligação glicosı́dica. São proteı́nas que mostram grande diversidade estru-

tural, mas apresentam similaridade na função de hidrólise. A celulose é um

polissacarı́deo constituı́do de monômeros de glicose unidos pelas ligações β-

1,4-glicosı́dicas, Figura 1.2. A celulose pode apresentar regiões cristalinas e
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Figura 1.4. Mecanismos de hidrólise glicosı́dica.

de ligar o glicosı́deo (polissacarı́deo) à enzima, e o segundo passo chama-se

desglicosilação porque este glicosı́deo separa-se da enzima.

No caso do mecanismo da inversão, o papel do nucleófilo pertence a uma

molécula de água que posiciona-se entre o substrato e a enzima. Ela está

desprotonada por um resı́duo da enzima, o catalisador básico, e pronta para

o ataque nucleofı́lico ao carbono anomérico do substrato. A posição do catal-

isador básico impede a formação da configuração inalterada do substrato, man-

tendo a molécula de água nucleofı́lica no lugar certo. Depois da hidrólise, a

enzima fica com um próton trocado entre os resı́duos catalı́ticos e o substrato

com a configuração anomérica invertida. Praticamente, é o mesmo mecanismo

de protonação seguida por um ataque nucleofı́lico com a diferença que, no caso
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da retenção, este processo acontece duas vezes [4, 5].

Os resı́duos catalı́ticos de enzima, como tem sido observado na maioria dos

casos, são aspartato ou glutamato. Ambos possuem o grupo carboxila (-COOH)

na cadeia lateral que pode atuar como um doador de próton na catálise ácida

e também possuem oxigênios ricos em pares de elétrons livres para ataque

nucleofı́lico.

Os grupos ionizáveis são relativamente raros no interior de proteı́nas, mas

eles são essenciais na catálise. Em microambientes altamente polares ou po-

larizáveis, a forma carregada de um grupo ionizável irá predominar. Já em mi-

croambientes menos polares ou polarizáveis, a forma neutra será favorecida e

os valores de pKa serão deslocados em relação aos valores normais em água.

Isto acontece de modo que, para os grupos ácidos, os valores de pKa tendem

a ser superiores aos valores normais de pKa, e para os grupos básicos, os

valores de pKa tendem a ser inferiores aos valores normais [6].

O mecanismo de hidrólise (retenção ou inversão) depende da estrutura da

enzima. As enzimas com o mecanismo de retenção e as enzimas com o

mecanismo de inversão diferem em distância entre os resı́duos catalı́ticos. Am-

bos os mecanismos apresentam a mesma distância entre o catalisador ácido

e o oxigênio glicosı́dico situando-os perto o suficiente para eles formarem a

ligação de hidrogênio. Os dois mecanismos começam a divergir quanto à

distância entre o nucleófilo/base e o carbono anomérico. Como o mecan-

ismo de inversão deve acomodar espaço suficiente para a molécula de água,

o nucleófilo/base está situado mais longe do carbono anomérico. A tabela 1.1

mostra as distâncias médias entre resı́duos catalı́ticos para os quatro tipos de

glicosidases medidas em várias enzimas por vários métodos experimentais [7].
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Tabela 1.1. Distância entre resı́duos catalı́ticos para quatro tipos de glicosi-

dases, adaptado de [7].

Inversão Retenção

(9.0 ± 1.0) Å (5.3 ± 0.2) Å

1.3 Mecanismo fı́sico: reconhecimento de substrato

Fora do mecanismo quı́mico da hidrólise [8], pouco sabe-se a respeito dos

mecanismos moleculares envolvidos na interação fı́sica enzima-substrato que é

a primeira condição para a reação quı́mica ocorrer. Entender tais mecanismos

em nı́vel molecular é necessário para a compreensão de como as celulases fun-

cionam e, portanto, de extrema importância para o desenvolvimento de enzimas

com maior atividade celulolı́tica. Há diferentes modos de atuação das celu-

lases. Estes dependem principalmente da forma da enzima e das interações

hidrofóbicas e hidrofı́licas entre enzimas e substratos e não são dependentes

do mecanismo da reação de hidrólise. Para a hidrólise acontecer, não basta

a existência do sı́tio ativo em uma enzima, é necessário também direcionar e

manter a cadeia polissacarı́dica no sı́tio ativo, e aı́ as interações não covalentes

têm papel importante. As interações não covalentes também podem ser en-

volvidas em reconhecimento e, às vezes, em bloquear substratos.

As enzimas de estruturas tridimensionais similares vão exibir modos de

ligação similares [9]. A topologia geral que determina a atuação das celulases

existe em três classes gerais: 1)fenda, 2)túnel e 3)bolsão [10–13]. Celulases

com as três topologias estão representadas pela superfı́cie molecular na Figura

1.5. As endoglucanases exibem a forma de fenda aberta que permite uma

ligação a cadeia celulósica na posição aleatória [10, 12]. O sı́tio ativo das ex-

oglucanases encontra-se em forma de túnel ou bolsão. O túnel permite que a
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Figura 1.6. Subsı́tios de ligação ao substrato de uma glicosidase ou unidades

monoméricas de polissacarı́deo são denominados por números positivos ou negativos

dependendo do lado em relação a ligação glicosı́dica.

as celulases apresentam uma estrutura complexa e isto traz implicações para

a sua função. Uma caracterı́stica geral da maioria das celulases é a estrutura

modular [5], incluindo módulo catalı́tico (do inglês, catalytic core domain, CCD)

e módulo de ligação ao carboidrato (do inglês, carbohydrate binding module,

CBM), Figura 1.7.

Figura 1.7. Esquema da estrutura bimodal de celulase. O domı́nio onde ocorre

a reação quı́mica (CCD) e o domı́nio menor que interage fisicamente com substrato

(CBM). A terceira parte da molécula é um peptı́deo sem estrutura terciária definida, o

linker.

A hidrólise ocorre no CCD. O CBM tem papel importante na afinidade da

enzima pela celulose.

Os dois domı́nios, CCD e CBM, são conectados por um peptı́deo sem estru-

tura secundária, chamado de linker. A função deste linker não é completamente

conhecida e nesta tese serão exploradas algumas de suas propriedades fı́sico-

quı́micas.

9



1.4.1 Sinergismo

Através dos vários experimentos realizados principalmente em celulases,

foi observado que a atividade coletiva das endo e exoglucanases é maior do

que a das enzimas individuais. Este fenômeno chama-se sinergismo. Foram

relatadas quatro formas de sinergismo [14]:

1) Sinergismo endo/exo entre as endoglucanases e as exoglucanases de

modo que as endoglucanases providenciam novas extremidades do substrato

para as exoglucanases atuarem.

2) Sinergismo exo/exo entre as exoglucanases atuando em extremidades

redutora e não-redutora do substrato.

Uma observação de microscopia de força atômica junto com os ensaios

de atividade enzimática [15] trata um substrato preparado de mistura de celu-

lose cristalina e a celulose amorfa e as celulases de Trichoderma reesei. As

celulases estudadas foram as exoglucanases: a celobiohidrolase I que atua da

extremidade redutora de substrato e a celobiohidrolase II que atua da extremi-

dade não-redutora; e uma endoglucanase. Foi mostrado que a endoglucanase

junto com a celobiohidrolase I fornecem uma superfı́cie da celulose de maior

cristalinidade acessı́vel para a celobiohidrolase II removendo as regiões amor-

fas. Depois, a celobiohidrolase atua liberando cadeias amorfas novas. Além

disso, sem a ação prévia da endoglucanase, as exoglucanases foram pouco

ativas na celulose. A soma das atividades de todas as três enzimas separada-

mente foi menor do que a atividade da mistura das enzimas.

3) Sinergismo entre exoglucanases e β-glicosidases que clivam a celobiose,

o produto das exoglucanases. As β-glicosidases atuam nos substratos de duas

unidades glicosı́dicas, as celobioses, ou seja, precisam de ação prévia das en-

zimas que liberam este produto. Também, as β-glicosidases consomem celo-
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biose, que por uma vez, são inibidores da atividade enzimática das exoglu-

canases e endoglucanases.

4) Sinergismo intramolecular entre o domı́nio catalı́tico e o domı́nio de ligação

ao substrato.

Sabe-se que o domı́nio CBM aumenta adsorção de enzima inteira na su-

perfı́cie da celulose e assim aumenta a atividade da enzima [16]. Por exemplo, a

endoglucanase 2 e a endoglucanase 5 de Thermomonospora fusca expressas

sem CBM exibem uma redução significativa tanto na atividade quanto na ca-

pacidade de interagir com a celulose cristalina [17]. A atividade foi determinada

incubando enzimas com substrato e medindo a quantidade de açúcares redu-

tores que são produto da reação da hidrólise. Para os ensaios da capacidade

de interação, uma solução das enzimas foi misturada com a celulose cristalina

e incubadas. Depois, a quantidade de enzima livre em solução foi medida com

os ensaios de atividade.

1.4.2 Estrutura intacta

Para melhor entender o mecanismo fı́sico da interação enzima-substrato no

caso das enzimas modulares, é preciso modelar a estrutura da enzima intacta.

Nesta tese uma modelagem será feita combinando a estrutura cristalográfica

e estrutura de espalhamento de raios X de baixo ângulo (SAXS) da endoglu-

canase de Xanthomonas campestris pv. campestris.

A estrutura de enzima com resolução atômica é normalmente obtida pela

cristalografia de raios X ou pela Ressonância magnética nuclear. Porém, a

cristalografia é restringida a descrever conformações estáveis de macromoléculas

em cristal. Normalmente os domı́nios muito flexı́veis, como linkers, não são

capturados pela cristalografia e existem estruturas dos domı́nios enzimáticos

apenas separadamente. A Figura 1.8 representa a estrutura cristalográfica

11



dos domı́nios CCD e CBM da Endoglucanase de Xanthomonas campestris pv.

campestris.

Figura 1.8. Estrutura cristalográfica de uma celulose resolvidada separada-

mente para os domı́nios CCD e CBM.

O espalhamento de raios X de baixo ângulo (SAXS) oferece informação

complementar sobre forma de biomolécula em solução e domı́nios flexı́veis com

uma resolução consideravelmente mais baixa. A Figura 1.9 representa estru-

tura SAXS da Endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris..

Figura 1.9. Estrutura de SAXS de uma celulase bimodal.

Juntas, estas técnicas podem fornecer modelo de multi-escalas para criar

uma imagem completa da macromolécula e também descrever mecanismos

alostéricos, supramoleculares etc. No banco de dados PDB [18] existem es-

truturas de domı́nios separados resolvidos em resolução atômica. O problema

é a orientação relativa dos domı́nios no espaço e a conformação em solução

no caso das estruturas cristalográficas. Para combinar resolução atômica com
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os dados de SAXS e obter uma estrutura tridimensional para a enzima intacta

usamos simulações de dinâmica molecular para gerar um grande conjunto de

conformações e calcular espalhamento SAXS teórico que depois será com-

parado com os dados experimentais. Na literatura existem estudos de mode-

lagem em solução com estrutura de baixa resolução como: programas para o

cálculo de curva SAXS teórica baseada em múltiplas conformações [19, 20],

Ajuste Flexı́vel por Dinâmica Molecular (MDFF), que realiza o encaixe de es-

trutura cristalográfica em estrutura de baixa resolução [21], comparação de

curva SAXS teórica com a experimental depois de obter conformações por MD

[22, 23].
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Capı́tulo 2

Objetivos

O objetivo desta tese foi a aplicação de Dinâmica Molecular para o estudo

de proteı́nas envolvidas na conversão de biomassa celulósica em pequenas

moléculas de açucares. A técnica de MD é empregada para explorar mecanis-

mos de interações não-covalentes que precedem a reação de hidrólise. O foco

principal deste trabalho foram quatro problemas diferentes:

1) Endoglucanase sem CBM.

Entender como a endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum é capaz de

reconhecer, ligar-se e hidrolisar as cadeias celulósicas na ausência do domı́nio

de ligação ao carboidrato.

2) Seletividade da Endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris.

Explicar a seletividade da Endoglucanase de Xanthomonas campestris pv.

campestris quanto ao comprimento do substrato. Entender por que a Endoglu-

canase não cliva cadeias de celulase menores que quatro glicoses de compri-

mento.

3) Propriedades mecânicas do linker da XccEG.

Explorar a sequência especı́fica do linker de XccEG, que consiste em doze

blocos de prolina e treonina intercaladas, estudando propriedades mecânicas,
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como a elasticidade.

4) Modelagem com SAXS.

Adaptar a técnica de Ajuste Flexı́vel por Dinâmica Molecular às estruturas

de SAXS para modelagem de estrutura intacta de biomoléculas em solução.

Aplicar à endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris e com-

parar com os resultados experimentais.
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Capı́tulo 3

Metodologia: Dinâmica Molecular

Para o estudo de proteı́nas envolvidas na conversão de biomassa celulósica

em pequenas moléculas de açúcares e suas interações não-covalentes com

substratos, que são investigados nesta tese, a técnica de dinâmica molecular é

empregada.

A dinâmica molecular trata o sistema classicamente em que a estrutura

eletrônica dos átomos é tratada implicitamente. Porém, este modelo simplifi-

cado consegue capturar bem as propriedades fı́sicas porque o campo de força

utilizado é parametrizado por cálculos quânticos e dados experimentais. Não

é possı́vel modelar reações quı́micas ou polarização (no caso dos modelos de

átomos de carga constante), mas é possı́vel modelar interações não-covalentes

que são a base molecular de reconhecimento biomolecular [24].

A dinâmica molecular foi apresentada pela primeira vez na aplicação de es-

feras rı́gidas no ano 1957 [25]. Muitas informações importantes sobre o com-

portamento dos lı́quidos simples surgiu a partir destes estudos. A primeira

simulação de proteı́na apareceu em 1977 no trabalho do inibidor de tripsina

pancreática bovina [26]. Hoje, na literatura, existem simulações de Dinâmica

Molecular de proteı́nas solvatadas, complexos DNA-proteı́na, bem como sis-
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temas de lipı́deos, abordando uma variedade de problemas incluindo a ter-

modinâmica da ligação ao ligante e o enovelamento de proteı́nas pequenas.

Além do aumento da complexidade dos sistemas abordados, o número de

técnicas de simulação tem expandido. Nos anos setenta do século XX apareceu

uma técnica mista mecânica quântica - mecânica clássica, que é empregada

para estudar as reações enzimáticas no contexto da proteı́na completa [27]. O

prêmio Nobel de Quı́mica de 2013 foi outorgado a três cientistas que desen-

volveram esta técnica [28]. Agora existem muitas técnicas especializadas para

problemas especı́ficos, incluindo cálculos de energia livre, modelagem estrutu-

ral etc. Técnicas de simulação de dinâmica molecular são largamente utilizadas

em processos de refinamento de resultados experimentais, tais como cristalo-

grafia de raios X e a determinação da estrutura de Ressonância Magnética

Nuclear.

Uma simulação de dinâmica molecular exige cálculos muito extensos porque

os processos que ela aborda envolvem um número grande de interações en-

tre átomos e escalas de tempo diferentes. Os métodos atuais e o poder de

computação permitem simulações de sistemas de um milhão de átomos (grande

o suficiente para a maioria das proteı́nas de interesse) por centenas de nanosse-

gundos, os limites que são constantemente superados pela evolução contı́nua

de arquitetura de computadores. Um exemplo de alto custo computacional da

dinâmica molecular é que uma simulação de um microssegundo de um sistema

relativamente pequeno (aproximadamente 25000 átomos) realizado em 24 pro-

cessadores demora vários meses para completar [30].

3.1 Fundamentos teóricos

Dinâmica molecular é uma técnica de simulação computacional que propaga

sistema no tempo com equações baseadas na segunda lei de Newton, para
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cada átomo [31], [32]:

~Fi = mi

d2~ri
dt2

(3.1)

É impossı́vel resolver as integrais devido ao número enorme de partı́culas e

interações, então as equações de movimento são resolvidas discretamente,

passo a passo. O algoritmo mais usado atualmente nas simulações computa-

cionais das biomoléculas é Velocity-Verlet [31]. Este algoritmo é usado por

causa de conveniência de calcular posições e velocidades ao mesmo passo

de tempo, o que significa que todas as propriedades derivadas daqui serão

sincronizadas. As posições de cada átomo em cada passo são calculadas da

seguinte maneira:

~r(t+∆t) = ~r(t) + ~v(t)∆t+
1

2

~F (t)

m
∆t2 (3.2)

Onde t é tempo, ~F a força calculada a partir do potencial V (~r) e m a massa da

partı́cula. A força do próximo passo, ~F (t + ∆t), é obtida a partir da posição do

passo t+∆t:

~F (t+∆t) = −~∇V (~r(t+∆t)) (3.3)

e em seguida as velocidades são calculadas da seguinte maneira:

~v(t+∆t) = ~v(t) +
~F (t) + ~F (t+∆t)

2

∆t

m
(3.4)

Para resolver estas equações, posições e velocidades iniciais são necessárias.

As velocidades iniciais de cada átomo são distribuı́das aleatoriamente assim

que satisfaçam a distribuição de Maxwell-Boltzmann para uma temperatura de-

sejada. As posições iniciais de átomos da proteı́na e do substrato são de-

terminadas experimentalmente, normalmente pela cristalografia de raios X. A

cristalografia de raios X não é suficientemente sensı́vel para detectar raios es-
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palhados de átomos de hidrogênio, por isso as posições de hidrogênios são de-

terminadas computacionalmente em relação ao meio onde se encontram. Os

estados da protonação de aminoácidos ou outras moléculas são determinados

calculando os valores de pKa a um pH desejado.

O campo de força é a energia potencial que descreve interações entre difer-

entes átomos através das interações entre átomos não covalentemente liga-

dos, representadas pelos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb, e das

interações entre átomos ligados, descritas pelos estiramentos e deformações

angulares das ligações covalentes e a torção de diedros como na forma aqui

representada [38]:

V (~R) =
∑

i

∑

j 6=i

(4ǫij[(
σij
rij

)12 − (
σij
rij

)6] +
qiqj

4πǫ0rij
)+

+
∑

lig

kb(b− b0)
2 +

∑

ang

kθ(θ − θ0)
2 +

∑

died

kφn[1 + cos(nφ− δn)]+

+
∑

died−impr

kω(ω − ω0)
2 +

∑

Urey−Bradley

ku(u− u0)
2

(3.5)

O primeiro termo da primeira soma, que é o potencial de Lennard-Jones,

descreve as interações de van der Waals entre dois átomos i e j, separados

por uma distância rij, onde σ é a distância em que o potencial inter partı́culas é

zero e ǫij é a profundidade do potencial. O segundo termo da primeira soma de-

screve as interações eletrostáticas ou Coulômbicas entre dois átomos i e j, com

cargas parciais qi e qj, respectivamente, separados por uma distância rij, onde ǫ0

é a constante de permissividade do vácuo. Na segunda soma da equação, que

representa o estiramento de uma ligação quı́mica, kb é a constante de força, b

a distância entre dois átomos e b0 a distância de equilı́brio entre esses átomos

covalentemente ligados. Na terceira soma, kθ representa a constante de força

associada à deformação angular, θ é o ângulo normal entre os três átomos e
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θ 0 é o ângulo de equilı́brio. Já a quarta soma, de torções diedrais, é descrita

por uma soma de cossenos em que kφ n é a constante relacionada à altura

da barreira potencial; n é a multiplicidade, que determina o número de pontos

mı́nimos na curva ao rotacionar a ligação completamente; φ é o valor do ângulo

diedro; δn é o valor do ângulo de fase, que determina quando o ângulo torsional

passa por uma ponto de mı́nimo. As torções representam a interação entre qua-

tro átomos ligados sucessivamente. A quinta soma, responsável pelas torções

impróprias é usada para tratar distorções fora do plano, como as que ocorrem

nos hidrogênios aromáticos, por exemplo. kω é a constante de força e ω−ω0 é o

ângulo fora do plano. A última soma do potencial interno é o Urey-Bradley, que

é um termo cruzado entre dois átomos separados por duas ligações quı́micas.

Esse termo é usado para que os parâmetros melhor reproduzam o espectro vi-

bracional experimental, dado que apenas os termos harmônicos de estiramento

e deformação angular de alguns átomos podem não ser suficientes.

Parâmetros como σ, ǫ, kb etc. da equação 3.5 para uma grande variedade

de moléculas e átomos encontram-se determinados, incluindo solventes, ı́ons,

polipeptı́deos, bases nucleotı́dicas, lipı́deos, sacarı́deos, etc. Uma caracterı́stica

geral de campos de força é a transferibilidade de parâmetros. Assim os parâmetros

de aminoácidos são usados em todas as proteı́nas.

O sistema a ser simulado computacionalmente é construı́do a partir de estru-

tura cristalográfica das biomoléculas, moléculas de solvente distribuı́das aleato-

riamente em volta das biomoléculas e normalmente NaCl é adicionado para

eletroneutralizar sistema e imitar o ambiente fisiológico. Muitas vezes esta

distribuição espacial de partı́culas resulta em maus contatos entre elas. Antes

de realizar simulações, é necessário minimizar a energia de sistema para elim-

inar a energia repulsiva excessiva entre a estrutura cristalográfica e átomos

adicionados na caixa de simulação. A minimização de energia é um procedi-
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mento de mudança de posições de partı́culas no sentido de diminuir a energia

potencial total do sistema.

Em seguida, o sistema é equilibrado por MD. Isto é preciso porque as posições

dos átomos do solvente de um sistema criado computacionalmente não re-

fletem uma imagem real do sistema. Então, para relaxar o sistema de uma

situação artificial, é preciso simular um tempo até equilibração de algumas

grandezas como temperatura, energia e flutuação de posições. A trajetória

depois deste ponto é considerada em análise de termodinâmica ou dinâmica

do sistema. Uma pré-equilibração é normalmente realizada por partes, fixando

partes do sistema de forma que relaxamento de uma parte não atrapalhe o

relaxamento de uma outra parte do sistema. Por exemplo, sistema é equili-

brado com os átomos da proteı́na fixos e em seguida com os átomos apenas

de cadeia principal de proteı́na fixos, e finalmente com todas as partı́culas livres

para se movimentar.

Nesta tese será usado o programa NAMD [40] que usa o algoritmo Velocity-

Verlet [31] para a resolução das equações de movimento de átomos. O NAMD é

usado tanto para a dinâmica quanto para minimização de energia. A minimização

é feita através do método dos Gradientes Conjugados [42]. As posições dos

hidrogênios são determinadas computacionalmente através da extensão Psf-

gen do programa VMD [34]. Os estados da protonação de aminoácidos são

determinados calculando valores pK a um pH desejado e a aproximação de

solvente contı́nuo usando o servidor H++ [35–37]. O campo de força usado

é CHARMM22 para proteı́nas [38] e CHARMM36 para carboidratos [39]. O

campo de força CHARMM foi desenvolvido tanto a partir de dados experimen-

tais quanto de cálculos quânticos [40]. O modelo para água é TIP3P [38].
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3.2 Aproximações e vı́nculos

A dinâmica molecular trata sistemas de muitas partı́culas que exige um

número enorme de potenciais de pares. Como é impossı́vel resolver analiti-

camente equações de movimento nesta condição e também para diminuir o

custo computacional, várias aproximações são empregadas.

Para aproximar os resultados dos cálculos aos dados experimentais, é pre-

ciso simular um número representativo de partı́culas do estado termodinâmico.

Na MD seria impossı́vel tratar um número de partı́culas tão grande com os

custos computacionais de hoje. Em vez disso, um numero de partı́culas rep-

resentativo é usado junto com a condição de contorno periódico de uma caixa

de simulação. Quando uma partı́cula sai da caixa, ela aparece do lado oposto,

preservando o número de partı́culas e o momento total do sistema. A condição

periódica diminui os efeitos de superfı́cie de lı́quido e assim mimetiza o seio da

solução.

Interações não-covalentes exigem um custo computacional grande porque

teoricamente cada um dos átomos interage com cada um, no espaço infinito.

Interações não-covalentes de curto alcance como as de Van der Waals de-

caem no mı́nimo com r-6. Nos algoritmos de simulações computacionais, es-

tas interações são normalmente truncadas depois de um raio de corte esférico

de magnitude da ordem de 10Å para proteı́nas [33, 42]. Para evitar a queda

abrupta de interação de Van der Waals, são usadas funções suavizantes a partir

de r igual ao raio de corte até um r onde o potencial é zero.

As interações eletrostáticas são de maior alcance, decaem com r-1, então

na borda da caixa de simulação ainda apresentam um valor significativo. Em

vez de corte abrupto de interações, o método baseado em somas de Ewald

(Particle Mesh Ewald) [41] é usado. Este contém um artifı́cio matemático usado

na resolução das equações. Um número infinito de réplicas da caixa em três di-
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mensões é considerado. A soma que representa a energia total eletrostática no

conjunto de infinitas réplicas da caixa diverge, ou converge muito lentamente. O

artifı́cio matemático consiste em multiplicar o membro da soma por uma função

de forma que a soma convirja rapidamente e que a outra parte adicionada para

anular convirja rapidamente no espaço recı́proco. Espaço recı́proco é a trans-

formada de Fourier do espaço real.

Para poupar tempo de computação, o método de múltiplos passos de tempo

é usado. Interações que mudam com velocidades diferentes são calculadas

com frequências diferentes. Um passo de tempo maior corresponde a interação

que muda mais lentamente. Estes passos diferentes hão de ser múltiplos in-

teiros um do outro. Por exemplo, interações Van der Waals são calculadas

a cada passo e as interações eletrostáticas a cada dois passos. O programa

NAMD usa o algoritmo RESPA (reference system propogator algorithm) [42, 43].

O algoritmo RESPA é baseado na solução numérica das equações do sistema

de referência. A essência do algoritmo é de definir um sistema dinâmico de

referência para os movimentos rápidos e derivar equações de movimento para

o desvio das coordenadas rápidas a partir das coordenadas do sistema de re-

ferência. Estes desvios são acoplados às equações de movimento das coorde-

nadas lentas. O sistema dinâmico rápido é integrado por n pequenos passos

de tempo nδt mantendo as coordenadas lentas fixas. As condições iniciais para

cada passo de tempo grande nδt são escolhidas para que este desvio seja sem-

pre mantido pequeno.

Vários vı́nculos são usados para definir propriedades macroscópicas dese-

jadas e assim imitar o sistema real que se quer estudar. Sempre são usados

vı́nculos de conservação de momento e momento angular para sistemas fecha-

dos. Para definir a temperatura, a dinâmica de Langevin é usada, e para definir

pressão usa-se método de Langevin-Hoover [33]. Na dinâmica de Langevin, a
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temperatura é mantida através da modificação suave das equações do movi-

mento de Newton. O acoplamento com o reservatório térmico é modelado pela

adição de dois termos à força que age sobre átomo, uma força dissipativa e

uma força flutuante relacionada com a temperatura desejada. Na dinâmica de

Langevin-Hoover, as equações incluem o volume como uma variável dinâmica.

Da forma similar à dinâmica de Langevin, uma força flutuante age como um

barostato [44]. Estas dinâmicas são estocásticas, então cada nova trajetória

gerada do mesmo ponto inicial será diferente. Isto é importante porque pode

aumentar amostragem do espaço de fase.

Uma outra aproximação empregada para diminuir o custo computacional

é fixar ligações covalentes envolvendo átomo de hidrogênio. A vibração desta

ligação representa a maior frequência sendo o átomo de menor massa, e assim

demanda um passo pequeno em resolução das equações de movimento. As

ligações envolvendo átomos de hidrogênio serão consideradas rı́gidas usando

o método SHAKE [45]. A cada passo de simulação, após aplicar o procedi-

mento normal de integração, a posição do átomo de hidrogênio é ajustada para

reproduzir o comprimento da ligação desejado. Para os grupos moleculares

contendo um átomo de hidrogênio este procedimento é direto, mas no caso de

vários hidrogênios existe um procedimento iterativo de ajuste de cada ligação

hidrogênio-átomo pesado até que todas as ligações estejam dentro de uma

certa tolerância do comprimento desejado. O algoritmo é um pouco diferente

para molécula de água. Uma restrição é aplicada também à distância entre

os dois átomos de hidrogênio e o procedimento de três ligações é seguido, de

modo que o ângulo entre os átomos de hidrogénio é também fixo [46]. Depois

de corrigir as posições atômicas, as velocidades calculadas também devem ser

ajustadas para seguirem as posições alteradas. Sem a correção de velocidade,

a energia cinética é calculada incorretamente. A correção de velocidade é ex-
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ecutada pelo método RATTLE [45]. As velocidades calculadas pela integração

normal são ajustadas através da remoção do componente paralelo à ligação,

sem alterar a velocidade do centro de massa do par de átomos ligados.

3.3 Analise de trajetória

A trajetória gerada pela MD é uma sequência de velocidades e posições de

todas as partı́culas durante o tempo de simulação. A trajetória revela muitas

informações dinâmicas, mecânicas e termodinâmicas do sistema.

Partindo das posições é possı́vel derivar todas as propriedades geométricas

como: raio de giro, estrutura secundária definida para proteı́nas especı́ficas,

solvatação em volta de uma partı́cula, ligação de hidrogênio, raiz do desloca-

mento médio quadrático (RMSD) e energia de interação entre átomos, entre

outros.

A energia potencial entre átomos é obtida diretamente a partir das posições

atômicas porque depende apenas da posição relativa entre os átomos e do

campo de força já definido nas simulações.

A ligação de hidrogênio é considerada existente se a distância entre o doador

e o receptor de hidrogênio é no máximo 3Å e o ângulo doador-hidrogênio-

receptor no mı́nimo 160◦, como usado para proteı́nas pelo programa VMD.

O RMSD (raiz do desvio quadrático médio) é uma medida das diferenças

estruturais em relação a uma referência especı́fica:

RMSD(t) =

√

∑N

i (~ri(t)− ~rreff,i)2

N
(3.6)

Esta grandeza mostra por exemplo, o afastamento estrutural da estrutura crista-

lográfica. Monitorando desvios da raiz quadrada média (RMSD) em relação a

estrutura inicial é possı́vel constatar uma equilibração estrutural do sistema.
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RMSF é uma outra função frequentemente usada. É uma média temporal

do desvio quadrático para cada resı́duo de molécula.

RMSF (i) =

√

∑ttot
t (~rt(i)− ~rreff (i))2

ttot
, (3.7)

onde i representa o número de resı́duo. Para estimar mobilidade de uma

molécula, usa-se o RMSF em relação à estrutura média de blocos pequenos

da simulação. Assim, a mobilidade não depende da estrutura inicial, mas sim

da flutuação de posição.

3.4 Amostragem conformacional

Como as interações entre todos os átomos de um sistema são calculadas, o

tempo de realização de simulação cresce consideravelmente com o número de

átomos de sistema. Sistemas de proteı́nas em água podem conter dezenas de

milhares de átomos.

Com o poder computacional atual obtém-se simulação de proteı́nas de até

microssegundo, levando em muitos casos a uma amostragem inadequada dos

estados conformacionais [30]. Para observar, por exemplo, o enovelamento de

proteı́na partindo de uma conformação qualquer, é preciso simular o tempo na

ordem de segundos. Isto é impossı́vel com recursos atuais [47]. Uma solução

é empregar técnicas de amostragem ampliada que de uma maneira levam sis-

tema às regiões pouco acessı́veis de espaço de fase. A razão da inacessi-

bilidade de uma região é o perfil de energia livre. Para sistemas complexos

como biomoléculas, ele é bastante rugoso incluindo barreiras energéticas altas

entre regiões diferentes. Em princı́pio, a amostragem ampliada é conseguida

por duas maneiras gerais: por mudança do campo de força ou por aumento de

temperatura [48, 49]. O aumento de temperatura providencia uma energia ex-
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tra para o sistema superar barreiras entre as regiões diferentes. A mudança

do campo de força é feita através de atenuação de potencial de diedro ou

atenuação das interações de van der Waals. Estas mudanças implicam em

amostragem não-Boltzmanniana e requerem um reponderamento dos estados

da trajetória resultante para obter médias canônicas das propriedades molecu-

lares. Neste sentido, a técnica de aumento de temperatura é mais direta, mas

requer cuidado na escolha da magnitude do aumento de temperatura, pois a es-

trutura e a função de algumas moléculas são altamente sensı́veis ao aumento

de temperatura.

3.5 Técnica de Troca de Réplicas

Uma maneira de estimular amostragem de espaço de fase é aumentar a

temperatura do sistema. O aumento da temperatura aumenta o módulo de

velocidade média das partı́culas do sistema e assim os átomos ganham en-

ergia para superar barreiras potenciais entre conformações diferentes, e con-

seguem amostrar mais o espaço de fase. Uma das técnicas que aumenta a

amostragem por aumento de temperatura é Troca de Réplicas [50]. Réplicas

são cópias do mesmo sistema a temperaturas diferentes que são simuladas si-

multaneamente, trocando temperaturas entre elas. Por exemplo, uma réplica a

temperatura baixa pode encontrar-se em poço potencial e uma outra réplica a

temperatura alta pode encontrar-se em um pico de energia livre. Elas trocam

temperaturas e a réplica de poço ganha calor que a ajuda a sair do poço. A nova

temperatura da réplica é determinada por reescalamento de velocidade porque

a energia cinética média 3/2NkBT é vinculada a temperatura. As tentativas de

trocas entre réplicas são feitas periodicamente. Trocas são aceitas ou não de

acordo com critério de Metropolis [50]. Este critério tem origem nas simulações

de Monte Carlo onde energia de uma configuração gerada é comparada com a
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energia da configuração anterior e a probabilidade de Boltzmann é comparada

com um número aleatório gerado cada passo.

Observemos agora uma troca de temperaturas entre duas réplicas. Para

isso combinaremos fórmula para a distribuição canônica (para as simulações

executadas no ensemble NVT) e a fórmula para balanço detalhado para asse-

gurar uma troca em equilı́brio. O estado total inicial de duas réplicas com as

Figura 3.1. Transição do estado α para o estado β trocando apenas a temper-

atura. Temperatura é denominada por T e a energia total por E.

temperaturas ainda não trocadas será chamado de estado α, e o estado de

duas réplicas com as temperaturas trocadas será chamado de estado β, Figura

3.1. A probabilidade canônica do estado α e β, respectivamente, é:

Pα =
e

−E1

kBT1 e
−E2

kBT2

∑

i e
−Ei
kBT1

∑

i e
−Ei
kBT2

, Pβ =
e

−E1

kBT2 e
−E2

kBT1

∑

i e
−Ei
kBT2

∑

i e
−Ei
kBT1

(3.8)

onde a energia total é denominada E, a temperatura é denominada T , kB é

a constante de Boltzmann e os ı́ndices 1 e 2 se referem às duas réplicas. E a

equação do balanço detalhado entre estes dois estados seria:

PαPα→β = PβPβ→α (3.9)

Combinando estas três expressões, obtemos a fração:

Pα→β

Pβ→α

= exp(−
(E2 − E1)(T2 − T1)

kBT1T2
) = e−∆ (3.10)
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Aqui é usado a convenção de que se uma destas duas probabilidades, Pα→β e

Pβ→α, for maior que outra, ela será igual a 1:

se Pα→β ≥ Pβ→α, Pα→β = 1 (3.11)

se Pβ→α > Pα→β, Pβ→α = 1 (3.12)

Então, a expressão para a probabilidade de troca entre as réplicas 1 e 2, ou

seja, a probabilidade de transição do estado α para o estado β será:

Pα→β =































1, se e−∆ ≥ 1,

e−∆, se e−∆ < 1

(3.13)

ou simplesmente

Pα→β = min(1, e−∆), onde ∆ = (E2 − E1)(T2 − T1)/kBT1T2 (3.14)

Assim simulações andam trocando temperaturas entre pares de réplicas viz-

inhas. Mas antes de simular, é preciso ajustar quatro parâmetros para simulações:

1) Faixa de temperaturas. A faixa deveria abranger a temperatura de in-

teresse até uma temperatura arbitrariamente alta que ajude na superação de

barreiras energéticas. Aqui é preciso tomar cuidado na escolha da temperatura

máxima porque as biomoléculas altamente estruturadas vão perder estrutura

tridimensional e portanto a função com aumento de temperatura.

2) Número de réplicas. O número de réplicas determina quão densamente

as temperaturas são distribuı́das, dada a probabilidade média de troca,< Pα→β >
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e escopo de temperaturas desejados. Como as temperaturas são normalmente

distribuı́das exponencialmente para assegurar constância de probabilidade de

trocas entre diferentes pares de réplicas vizinhas, a fração entre temperaturas

vizinhas é constante.
T2
T1

= c (3.15)

A probabilidade média de troca pode ser estimada usando a expressão para

energia total média de sistema proteı́na-água [51]:

< E >= NatomkBT, (3.16)

onde Natom é número de átomos de sistema. A probabilidade média de troca

seria a probabilidade de troca em função da energia média, em vez da energia

atual:

< Pα→β >= exp(−
(< E2 > − < E1 >)(T2 − T1)

kBT1T2
) (3.17)

< Pα→β >= exp(−
(NatomkBT2 −NatomkBT1)(T2 − T1)

kBT1T2
) (3.18)

< Pα→β >= exp(−
Natom(c− 1)2

c
) (3.19)

Apos calcular a constante c, ela pode ser substituı́da na expressão que conecta

faixa de temperaturas com o número de réplicas

Tmax
Tmin

= cNrep−1, (3.20)

e assim o número de réplicas pode ser calculado.

3) Tempo entre tentativas de troca. O alvo da técnica Troca de Réplicas é

aumentar amostragem de equilı́brio. Por isso é importante o sistema se relaxar

31



entre mudanças de temperatura. O tempo entre tentativas de troca é consider-

ado o tempo de correlação da energia potencial de sistema [52].

4) Tempo total de simulação. Normalmente, a temperatura mais baixa do

conjunto de réplicas é a temperatura de interesse. As réplicas de alta tem-

peratura tem como alvo ampliar a amostragem das partes menos acessı́veis

do espaço de conformações. No entanto, para estas réplicas de temperaturas

altas serem aproveitadas para a amostragem ampliada, elas precisam trocar

temperatura com a réplica de temperatura baixa. Então, um número grande de

réplicas de temperaturas altas não faz sentido na ausência de uma boa mistura

das réplicas porque aumenta o custo computacional sem que a temperatura

máxima seja aproveitada para ajudar a saı́da do poço energético. Abraham e

Gready [52] estimaram o número mı́nimo de tentativas de troca necessário para

satisfazer eficiência de mistura das réplicas. A figura 3.2 mostra este número

(denominado número de trânsito) em função de número de réplicas e a proba-

bilidade média de troca. Dada uma estimativa de taxa de trocas média entre as

réplicas, eles calcularam o número mı́nimo de tentativas de troca de tal maneira

que providencie a probabilidade de 95% de pelo menos uma réplica tenha vis-

itado a temperatura máxima antes de visitar a temperatura mı́nima. Abraham

e Gready recomendaram que o número de tentativas de troca seja de duas

ordens de grandeza maior que o número de trânsito.

Para analisar o sistema a uma temperatura de interesse, é preciso jun-

tar passos de simulações a essa temperatura. Está trajetória concatenada

não representa dinâmica do sistema. Representa um conjunto ampliado de

conformações a essa temperatura. Nesta tese, iremos aplicar a técnica de

Troca de Réplicas para estudar as propriedades elásticas e conformacionais do

linker que conecta o CCD ao CBM.
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Figura 3.2. Número de trânsito como função de probabilidade média de troca.

Os números indicando as retas representam número de réplicas. Adaptado de [52].

3.6 Modelagem estrutural por Dinâmica Molecular

Como foi mencionado na Introdução, Seção 1.4.2, a dinâmica molecular é

usada para combinar uma estrutura cristalográfica com uma estrutura de SAXS

porque ela gera conjunto de conformações assim como uma estrutura de SAXS

representa média temporal das várias conformações de uma molécula. Isto

porque se sabe que as biomoléculas são flexı́veis e representam uma dinâmica

no tempo.

Neste trabalho será feita uma combinação de métodos da literatura, MDFF

[21] e o cálculo de curva SAXS teórica obtida ao longo de uma trajetória inteira

que é depois comparada com a curva experimental. A técnica de MDFF, que

foi originalmente desenvolvida para estruturas de crio-eletromicroscopia, será

primeiro adaptada ao uso de estrutura de SAXS. Está metodologia será apli-

cada à endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris. Aqui será

representado brevemente o princı́pio da técnica de MDFF e o cálculo do espal-

hamento SAXS teórico. Os detalhes do procedimento inteiro da modelagem da

endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris estão no Capı́tulo

7.
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O princı́pio da técnica de MDFF. Uma estrutura tridimensional de SAXS

é obtida pela modelagem computacional a partir da curva unidimensional de

SAXS. A estrutura tridimensional representa apenas a superfı́cie de molécula

sem estrutura interna. Esta superfı́cie é denominada frequentemente envelope

de SAXS. O alvo da modelagem é sobrepor uma estrutura atômica com o en-

velope e mudá-la minimamente assim que ela entrasse no espaço de envelope.

Isto é conseguido através das simulações. A técnica MDFF foi desenvolvida

para combinar a estrutura atômica com a estrutura de crio-eletromicroscopia

[21], mas aqui será adaptada para estruturas de SAXS. Durante a simulação,

cada átomo de biomolécula modelada é restringido ao espaço do envelope us-

ando uma força proporcional ao gradiente da densidade eletrônica do mapa

volumétrico criado a partir do envelope. Praticamente um termo a mais é adi-

cionado ao campo de força para o átomo i [21]:

Ui = UCFi +miξ
φ(r)

φmax
, (3.21)

onde UCFi é a energia potencial que representa um campo de força conven-

cional, ξ é fator de escala arbitrário e φ(r) é a densidade eletrônica de um ponto

r no mapa volumétrico. A força que cada átomo sente é ponderada por sua

massa (mi). Ao mesmo tempo, cada átomo é submetido ao campo de força

convencional que define a relação com outros átomos. A modelagem é resul-

tado de compromisso entre estas duas forças.

Curva SAXS teórica. A curva SAXS é obtida experimentalmente a partir

da intensidade dos raios espalhados e do ângulo de observação. Nesta tese,

o programa CRYSOL foi usado para calcular a curva SAXS teórica a partir do

conjunto de conformações gerado nas simulações. O espalhamento de uma

molécula é calculado como média espacial de espalhamento proveniente de
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todos os átomos [53]:

I(q) =< f(q) >Ω, (3.22)

onde q = 4πsinθ/λ, f(q) é a intensidade de raios espalhados da molécula e

I(q) é a média espacial da intensidade de raios espalhados. O sı́mbolo <>Ω

denota a média de todas as orientações da molécula no espaço recı́proco. A

intensidade f(q) é calculada da seguinte forma:

f(q) = A(~q)∗A(~q), (3.23)

A(q) =
∑

n

bn(q)exp(i~q ~rn), (3.24)

onde bn(q) é o fator de estrutura, n é o ı́ndice de átomo e ~rn é a posição no

espaço real do átomo n. O fator de estrutura para o espalhamento de raios X

encontra-se determinado para cada tipo de átomo [54].

Após a determinação da curva teórica, ela é comparada com a curva exper-

imental. Para avaliar a concordância entre as duas curvas, aqui será usada a

grandeza χ [53]:

χ =

√

1

NP

∑

q

(
cIteor,q − Iexp,q

σq
)2, (3.25)

onde σ(q) é erro da curva experimental, NP é número de pontos experimentais

e c é fator de normalização da intensidade teórica Iteor porque a intensidade de

espalhamento tem valor relativo, não absoluto.
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Capı́tulo 4

Endoglucanase sem CBM

4.1 Introdução

Uma caracterı́stica geral da maioria das celulases é a estrutura modular,

incluindo módulo catalı́tico CCD e módulo de ligação ao carboidrato CBM. A

função e o mecanismo de CBM são ainda muito pouco compreendidos. Sabe-

se que os CBMs têm papel importante na afinidade da enzima pela celulose

[16]. Por exemplo, a endoglucanase 2 e a endoglucanase 5 de Thermomonospora

fusca expressa sem CBM exibe uma redução significativa tanto na atividade

quanto na capacidade de interagir com a celulose cristalina [17]. A atividade foi

determinada incubando enzimas com o substrato e medindo a quantidade de

açúcares redutores que são produto da reação da hidrólise. Para os ensaios

da capacidade de interação, solução das enzimas foi misturada com a celulose

cristalina e incubadas. Depois, a quantidade de enzima livre em solução foi

medida com os ensaios de atividade.

Acredita-se que CBM reconhece e liga-se à superfı́cie celulósica, separa

uma cadeia da celulose disponibilizando para o CCD. Simulações de MD re-

alizadas somente com CBM da celobiohidrolase I do fungo Trichoderma ree-

sei mostram que o CBM movimenta-se livremente na superfı́cie da celulose e

muda de conformação quando encontra a extremidade redutora da celulose.

Três resı́duos de tirosina formam interações hidrofóbicas com a superfı́cie da

37



celulose possibilitando movimentos em ambas as direções, perpendicular e par-

alela, mas ao mesmo tempo sendo firmemente ligados à superfı́cie. Depois de

uma torção da extremidade redutora do substrato, o CBM interage através da

quarta tirosina com a extremidade redutora. Supostamente, a mudança confor-

macional do substrato é necessária para reconhecimento pela enzima [55].

A vantagem de CBM verificou-se diminuı́da pela redução da quantidade de

água no sistema hidrolı́tico [56]. Em uma solução mais concentrada, a probabil-

idade de contato enzima-substrato aumenta. Em baixas concentrações de sub-

strato (1% w/w), CBMs foram mais importantes no desempenho catalı́tico das

celobiohidrolases I e II de Trichoderma reesei, em comparação com as endoglu-

canases Cel5A e Cel7B. O aumento da concentração do substrato, mantendo a

proporção de enzima para substrato, aumenta a adsorção de Cel7A de Tricho-

derma reesei, independente da presença do CBM. No caso da concentração

do substrato de 20% (w/w), o desempenho hidrolı́tico de celulases sem CBM

alcançou o das celulases com CBM. Este fenômeno é provavelmente devido à

adsorção não-produtiva de enzimas.

Há celulases que não contêm CBM e não se conhece como elas são ca-

pazes de reconhecer, ligar-se e hidrolisar as cadeias celulósicas na ausência

de um CBM. Neste trabalho feito em colaboração com outros alunos do grupo,

Érica Teixeira Prates e Rodrigo Leandro Silveira, foi investigada uma dessas

enzimas, a endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum [PDB id: 4H7M, [57]]

(aqui chamada de ThEG3) e aqui estão mostrados apenas os resultados mais

importantes e da maior participação da autora da tese. O alvo é entender

como a ThEG3 interage com o substrato celulósico, que parte da enzima é

responsável para a função de ligação à celulose que é normalmente função do

domı́nio CBM.

A enzima ThEG3 [58] apresenta alta similaridade sequencial (83 %) em
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Figura 4.1. Estruturas de ThEG3 e TrEG3 alinhadas. As diferenças entre os

resı́duos das fendas catalı́ticas são destacadas.

relação a endoglucanase 3 de Trichoderma reesei (TrEG3) [PDB id: 1H8V, [59]]

e apresenta o mesmo tipo da estrutura terciária, o sanduı́che de folhas β, e

por isso foi escolhida como referência de dados experimentais faltantes para a

ThEG3, Figura 4.1. São poucas as diferenças entre as estruturas da ThEG3 e

TrEG3. Os resı́duos da fenda catalı́tica que diferem são destacados na Figura

4.1. A ThEG3 possui um resı́duo carregado, Asp96, na posição de um resı́duo

polar na TrEG3, Asn95. Os outros resı́duos que diferem pertencem ao mesmo

tipo de aminoácidos. O alinhamento estrutural das duas estruturas foi feito por

minimização do valor de RMSD entre as duas estruturas, usando o programa

VMD [34].

Para comparar as interações com a celulose, foi escolhida a endoglucanase

C de Cellulomonas fimi (CfCBM) [PDBid:1GU3, [60] ], Figura 4.2, porque esta
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age principalmente em oligossacarı́deos e celulose amorfa, similarmente à TrEG3,

que interage muito fracamente com substratos cristalinos [61]. A estrutura do

CfCBM apresenta um arranjo de resı́duos aromáticos similar ao da ThEG3, e

esta é a outra razão para usar CfCBM nos estudos comparativos da interação

com substrato.

Sabe-se que os resı́duos aromáticos são importantes para reconhecimento

e ligação ao substrato celulósico. Cadeias laterais de tirosina, triptofano ou feni-

lalanina emparelham-se aos anéis glicosı́dicos de carboidrato [62]. Um estudo

de simulações de MD e análise de modos normais foram usados para exami-

nar o papel funcional de resı́duos aromáticos no túnel da celobiohidrolase 2 de

Trichoderma reesei [63]. A enzima contém três triptofanos que interagem com

substrato e cada um deles foi mutado computacionalmente para alanina. Os

cálculos de energia livre de interação com a celulose foram feitos para a enzima

nativa e para três proteı́nas mutantes. A mudança de energia livre foi positiva

nos casos das três proteı́nas mutantes em relação à proteı́na nativa. Então,

os resı́duos aromáticos associados à aquisição de substrato e estabilização de

produto têm maior influência sobre a energia livre de ligação e, portanto, são

propensos a ter um grande impacto sobre a atividade da enzima. Os resultados

consistentes foram obtidos com ensaios experimentais de NMR que mostraram

proximidade espacial maior entre substrato e resı́duos aromáticos do que entre

substrato e outro tipo de resı́duo no caso da proteı́na mutada [64].

A estrutura do CfCBM apresenta três resı́duos aromáticos caracterı́sticos

posicionados na boca da fenda, o que é uma caracterı́stica geral das celulases

que clivam preferencialmente a celulose amorfa ou oligossacarı́deos solúveis

enquanto existe outro tipo de CBM com resı́duos aromáticos alinhados em

paralelo que age preferencialmente na celulose cristalina [62]. Um exemplo

é o CBM da celobiohidrolase I de Trichoderma reesei (TrCBM), Figura 4.2. A
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Figura 4.2. Estrutura de CBM da endoglucanase C de Celulomonas fimi

Cellulomonas fimi (CfCBM), e da celobiohidrolase I de Trichoderma reesei (TrCBM).

A celulose é representada em cinza como uma cadeia ou como cristalina. Resı́duos

aromáticos (em amarelo) são posicionados diferentemente, dependendo do substrato

em que agem [62].

disposição dos resı́duos na região da ligação facilita acesso ao substrato. A

forma de fenda interage com uma cadeia da celulose, enquanto a região pla-

nar contendo resı́duos aromáticos alinhados interage mais facilmente com a

superfı́cie da celulose cristalina.

O arranjo dos resı́duos aromáticos da ThEG3 está representada em amarelo

na Figura 4.3. Da mesma forma que os resı́duos aromáticos na estrutura do

CfCBM, estes resı́duos formam a entrada da fenda.

4.2 Simulações

As duas proteı́nas, ThEG3 e CfCBM, foram simuladas com substratos em

sua fenda por MD, a fim de identificar similaridades nas interações com sub-

strato. A CfCBM foi simulada com a celopentaose, o oligossacarı́deo com o

qual foi cristalizada. E como a ThEG3 não foi cristalizada em complexo com

substrato, três substratos diferentes foram docados na sua fenda. A celopen-
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Figura 4.3. Posições iniciais dos substratos inseridos na fenda da ThEG3.

A trı́ade catalı́tica, Glu117, Glu201 e Asp100, estão representados em vermelho e os

resı́duos aromáticos na boca da fenda em amarelo.

taose da estrutura cristalográfica da CfCBM foi inserida na fenda da ThEG3

pelo alinhamento estrutural das proteı́nas; a celotetraose da estrutura crista-

lográfica da endoglucanase Cel12A de Thermotoga maritma [65] também foi

inserida pelo alinhamento das proteı́nas e o terceiro substrato foi construı́do

pelo prolongamento da celotetraose em uma unidade glicosı́dica (o substrato

denominado celopentaose*), Figura 4.3. A ThEG3 também foi simulada sem

substrato na sua fenda ao fim de eliminar os possı́veis mecanismos não rela-

cionados à interação com substrato. A trı́ade catalı́tica, o nucleófilo Glu117, o

catalisador ácido Glu201 e o resı́duo auxiliador Asp100, estão representados

em vermelho. (Ver o apêndice com os códigos de aminoácidos, 8.4.) Os três

resı́duos aromáticos na boca da fenda são Tyr7, Trp23 e Tyr112 e estão repre-

sentados em amarelo.
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Os três substratos apresentam diferenças de posição em relação a estes

dois grupos de resı́duos, o sı́tio ativo e os resı́duos aromáticos na boca da

fenda. A celotetraose é posicionada perto do sı́tio ativo, mas não representa

uma boa posição para interagir com os resı́duos aromáticos, ao contrário da

celopentaose que alcança os resı́duos aromáticos, mas não o sı́tio ativo. A

celopentaose* é bem posicionada para interagir com os dois grupos de resı́duos

caracterı́sticos.

Caixas de simulação de lado de 80 Å foram construı́das adicionando 53 Cl-

e 50 Na+ ions, deixando o sistema eletricamente neutro a uma concentração

salina de aproximadamente 0,16M. O estado de protonação da trı́ade catalı́tica

foi determinada de acordo com a sua função na hidrólise [5]. O catalisador

ácido, Glu201, e o resı́duo auxiliador, Asp100, foram considerados protonados,

enquanto o nucleófilo, Glu117, foi mantido na sua forma carregada. O estado

de protonação dos outros resı́duos foi determinado pelo procedimento do pro-

grama H++ [36, 37] considerando o valor de pH 7. Todos os sistemas foram

simulados 3 vezes 40ns à temperatura de 298K e pressão de 1atm. O raio de

corte foi de 12 Å com a função suavizante de 10Å para as interações de van

de Waals.

4.3 Resultados e discussões

Posição e comprimento do substrato. Após as simulações realizadas

com os quatro sistemas da ThEG3, a saber: sem substrato, com a celotetraose,

com a celopentaose e com a celopentaose*, o comportamento dos substratos

durante o tempo de simulação foi monitorado. A Figura 4.4 mostra a posição

dos três substratos em relação aos resı́duos catalı́ticos e anéis aromáticos da

ThEG3, Tyr7, Trp23 e Tyr112, como sobreposição de instantes da simulação.

Na ausência do substrato (apo-ThEG3) os três anéis aromáticos são livres para
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executarem movimentos de larga amplitude.

No complexo com a celotetraose (ThEG3-tt), a celotetraose está adequada-

mente posicionada em relação à trı́ade catalı́tica (representada em amarelo),

mas não é longa o suficiente para interagir simultaneamente com os três resı́duos

aromáticos. Neste sistema, dois dos três resı́duos aromáticos que não inter-

agem com a celotetraose executam movimentos de amplitude maior ainda do

que no sistema apo-ThEG3.

No complexo com a celopentaose (ThEG3-pt), por outro lado, o substrato

interage com os três resı́duos aromáticos na entrada da fenda, mas a ligação

glicosı́dica mais próxima ainda está longe do sı́tio ativo. Na simulação deste

complexo, os resı́duos aromáticos permanecem ligados ao substrato, mesmo

quando o substrato afasta-se da trı́ade catalı́tica e quase sai da fenda da en-

zima. Assim a importância dos anéis aromáticos na ligação ao substrato está

confirmada.

No complexo ThEG3-pt*, entretanto, a posição inicial e comprimento do sub-

strato permite tanto a interação com os resı́duos aromáticos quanto com os

resı́duos catalı́ticos. Percebemos que, para uma ligação enzima-substrato efe-

tiva, a posição e o comprimento do substrato têm papel determinante. O com-

primento mı́nimo de substrato é de cinco unidades glicosı́dicas. Tomando os

dados experimentais da atividade catalı́tica da TrEG3 como os dados faltantes

da ThEG3, este comportamento concorda com a atividade hidrolı́tica de TrEG3 -

ela age apenas em oligossacarı́deos maiores que quatro unidades glicosı́dicas

[61]. Deste modo, as simulações sugerem que a eficiência catalı́tica da ThEG3

depende de um tamanho mı́nimo do substrato que permita uma posição ade-

quada na fenda.

Função do CBM. Análises comparativas de estrutura e de simulações de

MD dos complexos ThEG3-pt* e CfCBM-celopentaose foram realizadas na procura
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Figura 4.4. Movimentos dos resı́duos aromáticos e substratos estão apresen-

tados por instantes sobrepostos das simulações coloridos em uma escala da vermelho

à azul de acordo com o tempo de trajetória.

de similaridades na interação com substrato e possı́vel explicação da ativi-

dade da ThEG3 sem o domı́nio CBM. Tanto a inspeção da estrutura, quanto

as análises das simulações revelam que vários resı́duos da ThEG3 e CfCBM

exibem papéis similares na interação com o substrato. Uma análise foi feita das

interações não-covalentes com substrato, considerando contatos hidrofóbicos

e ligações de hidrogênio. A Figura 4.5 mostra os resı́duos das duas proteı́nas

que interagem hidrofobicamente (A) e hidrofilicamente (B) com o substrato com

frequência no tempo acima de 50% e 10%, respectivamente. O critério de

ligação de hidrogênio é geométrico, como descrito na Seção 3.3 da Metodolo-

gia e os contatos hidrofóbicos foram considerados existentes se qualquer átomo
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Figura 4.5. A: Resı́duos em contato hidrofóbico com substratos por mais

do que 50 % do tempo de simulação. B: Resı́duos que interagem via ligações de

hidrogênio com o substrato por, pelo menos, 10 % do tempo de simulação. Cı́rculos

de mesmas cores destacam resı́duos em posições e papéis correspondentes nas

interações proteı́na-substrato nas duas proteı́nas, ThEG3 e CfCBM.

pesado de um resı́duos de proteı́na encontra-se a distância de 5Å de qualquer

átomo pesado do substrato. Os três resı́duos aromáticos da ThEG3 identifi-

cados como importantes, Y7, W23, Y112, mimetizam os resı́duos Y19, Y43 e

Y85 em termos de posição e função na CfCBM e os resı́duos N152 e E201

mimetizam N81 e R75.

Outras enzimas sem CBM. Este mecanismo de interação com substrato na

ausência do domı́nio CBM pode ser o mesmo para outras glicosidades da estru-

tura terciária similar à estrutura da ThEG3, as glicosidases da famı́lia 12, [66].

As estruturas de todas as glicosidades desta famı́lia que têm sua estrutura re-

solvida com a resolução atômica, [18, 66] foram comparadas. Estas estruturas

são separadas em dois grupos: que contém CBM e que não contém CBM.
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Trata-se de endoglucanases em todos os casos, exceto a xilo-endoglucanase

XEG de Aspergillus aculeatus, Figura 4.6B, que atua em substratos ramificados

como xiloglucano, além na celulose. Após alinhamento estrutural, foi procurado

um padrão de resı́duos aromáticos na mesma posição dos resı́duos aromáticos

que formam contatos com substrato com a maior frequência na ThEG3, os

resı́duos Y112, Y23 e Y7. A Figura 4.6 mostra que as endoglucanases con-

tendo CBM podem ou não conter também os três resı́duos aromáticos carac-

terı́sticos, mas no caso das endoglucanases sem CBM, elas sempre contêm

os três resı́duos aromáticos. A exceção é a xilo-endoglucanase XEG de As-

pergillus aculeatus, Figura 4.6B, que contém dois dos três resı́duos aromáticos

caracterı́sticos. Ela interage com substratos ramificados [67] e pode apresentar

um mecanismo de ligação diferente. Para ligar aos substratos ramificados deve

possuir mais sı́tios de ligação, e assim conter vários outros resı́duos de ligação

ao substrato além dos dois resı́duos aromáticos.

4.4 Conclusão

A endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum (ThEG3) apresenta uma es-

trutura sem domı́nio de ligação ao carboidrato. Sabendo que este domı́nio é

importante na hidrólise da celulose, o alvo deste trabalho foi entender que parte

da estrutura é responsável pela função de um CBM. As simulações de dinâmica

molecular foram realizadas com ThEG3 e o CBM da endoglucanase C de Cel-

lulomonas fimi (CfCBM).

Os modelos da estrutura da ThEG3 complexada com a celotetraose e a

celopentaose foram gerados usando estruturas cristalográficas de proteı́nas

disponı́veis de enovelamento semelhante ligadas a estes substratos. As simulações

sugerem que a ausência de um CBM na estrutura da ThEG3 é compensada

pela presença de resı́duos similares a resı́duos de um CBM que reconhecem o
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Figura 4.6. As estruturas alinhadas das endoglucanases da famı́lia 12. Os

nomes se referem aos nomes dos organismos que produzem as enzimas represen-

tadas. Resı́duos aromáticos representados como barras. A: As endoglucanases da

famı́lia 12 com CBM. B: As endoglucanases da famı́lia 12 sem CBM.

substrato.

Além da explicação da atividade da ThEG3 na ausência de CBM, aqui foi

explicado porque esta enzima age em substratos de no mı́nimo cinco unidades

glicosı́dicas. A trı́ade catalı́tica é espacialmente longe dos resı́duos aromáticos

que mostram-se importantes na interação enzima-substrato, e por isso o sub-

strato precisa ter um comprimento mı́nimo. Este resultado fornece uma base

molecular para a observação experimental de que a enzima não hidrolisa efi-

cientemente oligossacarı́deos curtos como a celotriose.
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Capı́tulo 5

Seletividade da Endoglucanase de

Xanthomonas campestris pv.

campestris

5.1 Introdução

A seletividade das celulases é um ponto importante no mecanismo de hidrólise

destas enzimas. Ela pode ser exibida em relação ao tipo de substrato, ramifi-

cado ou não, cristalino ou solúvel, etc. Quando se trata de substrato solúvel,

oligossacarı́deo, a seletividade pode ser exibida em relação ao seu compri-

mento. As celulases que clivam uma faixa larga de comprimentos de sub-

strato poderiam ser mais eficazes que as seletivas porque são capazes de

promover hidrólise de substrato e, em seguı́da, de seus produtos em vários

passos consecutivos. Desta forma a mesma enzima é reaproveitada para a

hidrólise de substratos de comprimentos diferentes. Por outro lado, uma es-

pecificidade pode ser a propriedade desejada na natureza ou nos processos in-

dustriais. Por exemplo, as β-glicosidases são seletivas para ação em celobiose,

o oligossacarı́deo de duas unidades, e atuam em sinergismo com as endo e

exoglucanases concluindo o processo de produção de glicose na indústria de

bioetanol.
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Os estudos da base molecular da seletividade de comprimento do substrato

referem-se principalmente à estrutura da enzima, ao arranjo dos aminoácidos

dentro dos subsı́tios de ligação. Um exemplo foi apresentado no Capı́tulo 4

desta tese. A explicação da seletividade foi o arranjo espacial relativo en-

tre os subsı́tios diferentes. O sı́tio ativo é espacialmente longe dos resı́duos

aromáticos que mostram-se importantes na interação enzima-substrato, e por

isso o substrato precisa ter um comprimento mı́nimo de cinco unidades gli-

cosı́dicas.

Um estudo de atividade e cristalografia da glicosidase de Streptococcus

mutans mostra que esta enzima liga-se aos substratos mais longos além da

celobiose e mostra as diferenças estruturais entre ela e outras glicosidases da

mesma famı́lia [68]. A glicosidase de Streptococcus mutans não apresenta

um impedimento estérico para a interação com substratos longos realizado por

um loop longo na entrada do bolsão catalı́tico existente em outras enzimas da

famı́lia. Ela também apresenta um resı́duo aromático no subsı́tio +2, W238, que

é relacionado aos substratos longos. Os ensaios de atividade dos mutantes da

região do resı́duo aromático e também da região do loop foram consistentes

com as observações estruturais. Ambos os mutantes, o que não contém o

resı́duo aromático caracterı́stico e o com o loop trocado por um maior exibiram

atividade menor em substratos longos.

Alguns subsı́tios de ligação mostram-se mais importantes que outros, como

no estudo combinado de cristalografia e atividade enzimática da endoglucanase

D de Clostridium cellulovorans [69]. Estudos de cromatografia de produtos da

hidrólise mostram que a enzima cliva preferencialmente substratos de quatro ou

mais unidades glicosı́dicas. Na estrutura cristalográfica do complexo enzima-

celotriose, três subsı́tios da enzima no lado não-redutor são ocupados e os do

lado redutor desocupados pelo substrato. Nesta posição o substrato não é cli-
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vado. Foi sugerido que estes três subsı́tios exibem alta afinidade por substrato

e que, independentemente do comprimento do substrato, eles são sempre ocu-

pados. Assim, um substrato precisa ter no mı́nimo quatro unidades de compri-

mento para alcançar os subsı́tios do lado redutor, ou seja, realizar contato com

o sı́tio ativo e assim ser hidrolisado.

Neste capı́tulo, procuramos explicar o princı́pio da seletividade de uma en-

doglucanase da origem bacteriana, a Endoglucanase de Xanthomonas campestris

pv. campestris (XccEG). Esta enzima cliva preferencialmente substrato de qua-

tro ou mais unidades glicosı́dicas. Estudos utilizando eletroforese capilar [58]

mostraram que a enzima é capaz de promover a hidrólise de dois oligossacarı́deos

formados por cinco e seis unidades de glicose. Inicialmente, os dois polis-

sacarı́deos marcados anteriormente com a sonda fluorescente 8-aminopireno-

1,3,6-ácido trisulfonico (APTS) foram submetidos a hidrólise enzimática. Os

seus produtos foram observados por espectroscopia de fluorescência através

de excitação a 488 nm e as emissões coletadas a 520 nm. Podemos obser-

var, Figura 5.1, que o polissacarı́deo contendo cinco glicoses foi hidrolisado

liberando uma molécula com duas unidades de glicose e a enzima não foi ca-

paz de hidrolisar o substrato restante, com três glicoses (C3). No caso que tem

substrato formado por seis unidades de glicose, observamos o mesmo padrão

de hidrólise (liberando C2), só que neste caso o substrato restante de quatro

unidades de glicose (C4) ainda foi reduzido a C2. Porém, a clivagem do C3,

que também foi formado, não teve continuidade pela ação da enzima. Com o

resultado da hidrólise destes oligossacarı́deos, é possı́vel concluir que o sub-

strato precisa ter no mı́nimo quatro unidades de glicose para ser hidrolisado

pela enzima, já que nos dois casos, quando o substrato foi reduzido a C3, este

se manteve mesmo nos casos em que enzima e substrato ficaram incubados

por tempos mais longos. Além disso, podemos observar que a XccEG cliva no
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Figura 5.1. Espectros de Eletroforese capilar de oligossacarı́deos marcados

com APTS: Hidrólise completa de oligossacarı́deo formado por cinco (A) e seis (B)

glicoses. Os dois oligossacarı́deos estão marcados com APTS pela extremidade não-

redutora e os sı́mbolos C6, C5, C4, C3 e C2 indicam o grau de polimerização dos

oligômeros de glicose.

mı́nimo duas unidades da extremidade do substrato. O esquema desta seletivi-

dade é representado na Figura 5.2.

5.2 Simulações

Para investigar ao nı́vel molecular a seletividade da Endoglucanase de Xan-

thomonas campestris pv. campestris (XccEG), simulações de Dinâmica Molec-

ular foram feitas em complexos com substrato de comprimento mı́nimo para o

qual a enzima é ativa, ou seja a celotetraose, e com substratos mais curtos, a

celobiose e a celotriose. A estrutura cristalográfica da XccEG isenta de sub-
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Figura 5.2. Esquema de seletividade de XccEG. A XccEG não cliva cadeias

menores que quatro unidades glicosı́dicas e não cliva uma unidade da extremidade de

cadeia.

strato foi utilizada como ponto de partida para as simulações. Modelos para a

XccEG com substratos foram gerados por meio da docagem de celotetraose

dentro da fenda através do alinhamento com a enzima da mesma famı́lia, a

famı́lia 5 de glicosidases, a Endoglucanase E1 de Acidothermus cellulolyticus

(pdb: 1ECE, [70]), Figura 5.3A, através do programa VMD [34]. O alinhamento

estrutural das duas proteı́nas foi feito por minimização do valor de RMSD entre

as duas estruturas, usando o programa VMD [34].

Como já mencionado anteriormente, os subsı́tios das enzimas onde se ligam

as unidades glicosı́dicas do carboidrato são enumeradas por inteiros positivos

do lado redutor do ponto de clivagem e de números inteiros negativos do lado

não-redutor do ponto de clivagem. No caso da celotetraose os subsı́tios são:

-2,-1,+1 e +2. Da mesma maneira são denominadas as unidades do substrato,

Figura 5.3B. Os demais três sistemas foram obtidos cortando a celotetraose:

uma celobiose, uma celotriose na posição -2-1+1 e uma celotriose na posição

-1+1+2.

Três simulações independentes de 30ns para cada um dos cinco sistemas
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foram realizadas: XccEG sem substrato, XccEG com celotetraose, XccEG com

celotriose na posição -2-1+1, XccEG com celotriose na posição -1+1+2 e Xc-

cEG com celobiose. Os sistemas foram tratados no ensemble NPT à temper-

atura de 298K e pressão de 1atm. As interações de curta alcance, de van der

Waals, não foram consideradas acima de raio de 12 Å e a função suavizante

foi empregada a partir de 10 Å. De acordo com suas funções na catálise [5], o

catalisador ácido Glu182 foi considerado protonado, o nucleófilo Glu303 despro-

tonado e o resı́duo auxiliador Tyr263 protonado. Isso porque sabe-se que em

sistema real existe uma ligação de hidrogênio entre o grupo -OH do catalisador

ácido (glutamato ou aspartato) e o oxigênio glicosı́dico do carboidrato para

garantir a doação de próton. O nucleófilo ataca o carbono anomérico do sub-

strato e por isso é tratado como desprotonado, e o auxiliador forma ligação de

hidrogênio com o nucleófilo mantendo-o na posição favorável para catálise [5].

Uma caixa de simulação cúbica, de lado de 80Å, foi construı́da, contendo uma

molécula de XccEG, substrato em casos de simulações com substrato e 0.16M

NaCl de densidade de 1g/cm3, usando o programa Packmol [71]. A distância

entre o oxigênio do grupo -OH do catalisador ácido Glu182 e o oxigênio gli-

cosı́dico da celotetraose é 3.61Å, Figura 5.3B, enquanto na estrutura original

(1ECE.pdb) é 3.02Å.

Para os sistemas com substrato, as partes de simulação para cálculos de

propriedades que se referem às interações com substrato, como mobilidade de

loops e energia de interação, foram escolhidas assim que satisfaçam ambas as

condições - de valor RMSD atingir patamar, e de substrato ainda estar presente

na fenda da proteı́na. A Figura 5.4 mostra a distância entre o oxigênio do grupo

-OH de Glu182 e o oxigênio glicosı́dico de substrato. A Figura 5.5 mostra o

RMSD para todas as simulações de todos os sistemas contendo substrato. A

tabela 5.1 mostra os intervalos de tempo escolhidos para análises com base
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nos valores de RMSD e da distância entre o oxigênio do grupo -OH de Glu182

e o oxigênio glicosı́dico. A energia de interação enzima-substrato foi calculada

Figura 5.3. Docagem da celotetraose. A: XccEG (cor de laranja) alinhada

com a endoglucanase E1 de Acidothermus cellulolyticus (azul). O substrato cristalizado

em complexo com a endoglucanase E1 de Acidothermus cellulolyticus B: Esquema da

posição da celotetraose dentro da fenda da XccEG.

como soma de energia potencial de van der Waals e a energia eletrostática

entre cada resı́duo do substrato e cada resı́duo da enzima.

Tabela 5.1. Trechos das simulações usadas nos cálculos das propriedades

médias do sistema, determinadas com as análises de RMSD e a distância entre o

oxigênio do grupo -OH de Glu182 e o oxigênio glicosı́dico de substrato.

sistema/simulação sim A sim B sim C

celobiose (8-15)ns (1-4)ns (6-10)ns

celotriose-2-1+1 (1-3)ns (8-13)ns (1-5)ns

celotriose-1+1+2 (8-13)ns (8-14)ns (1-3)ns

celotetraose (6-24)ns (13-22)ns (21-28)ns

55



Figura 5.4. A evolução temporas da distância entre o oxigênio do grupo -

OH de Glu182 e o oxigênio glicosı́dico de substrato para todos os sistemas simulados

contendo substrato. Algumas curvas são interrompidas por falta de espaço no eixo y.

5.3 Resultados e discussões

Seletividade confirmada nas simulações. As simulações mostram que

os subsı́tios curtos perdem contato com a fenda catalı́tica e consequentemente

poderiam perder a chance de serem hidrolisados. O substrato foi considerado

presente na fenda da proteı́na quando a distância entre o oxigênio do grupo -OH

do catalisador ácido Glu182 e o oxigênio glicosı́dico de substrato fosse menor

que 4 Å [8]. Esta distância foi escolhida como a soma da distância necessária

para o catalisador formar ligação de hidrogênio com o oxigênio glicosı́dico (3 Å)
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Figura 5.5. RMSD para todos os sistemas simulados contendo substrato.

e uma amplitude de flutuações temporais (1 Å). A docagem da celotetraose feita

por alinhamento com a estrutura 1ECE.pdb, Figura 5.3B, fornece uma posição

favorável para o ataque à ligação glicosı́dica pelo catalisador ácido [5]. Durante

as simulações com a celotetraose, esta distância flutua ao redor do valor inicial,

Figura 5.6A, o que mostra a presença da celotetraose dentro da fenda catalı́tica.

Além disso, existe ligação de hidrogênio com a probabilidade de 28.3 % entre

o catalisador ácido e o oxigênio glicosı́dico. Os esquemas dos substratos são

mostrados de baixo dos gráficos na Figura 5.6. No caso dos substratos curtos,

esta distância enzima-substrato aumenta em tempo menor.
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Figura 5.6. A: A distância entre oxigênio do grupo -OH de Glu182 e

oxigênio glicosı́dico de substrato durante as simulações, para sistemas com celobiose,

celotriose-2-1+1, celotriose-1+1+2 e a celotetraose. B: Número de átomos de cada

unidade de substrato a 4 Å de cada subsı́tio, em relação à estrutura inicial docada.

Subsı́tios foram definidos pelo critério de energia de < -5kcal/mol, Figura 5.7. C: RMSD

de cada substrato em relação à estrutura inicial. As linhas vermelhas foram obtidas

como a média de blocos de 20 pontos da curva que representa as propriedades médias

das três simulações. Algumas curvas são interrompidas por falta de espaço no eixo y.

Também foi feita uma contagem dos átomos de cada unidade de substrato

a 4 Å ao redor de cada subsı́tio ao longo do tempo, Figura 5.6B. A soma

destes números para cada subsı́tio foi dividida pela soma inicial, referindo-se

à estrutura inicial docada. Primeiro, os subsı́tios foram definidos pelo critério

de energia de interação com substrato de < -5kcal/mol. A Figura 5.7 mostra
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Figura 5.7. Energia das interações EGXc-celotetraose para cada um dos

subsı́tios. Estão destacados loops compartilhados entre subsı́tios diferentes.

a energia de interação enzima-substrato entre a proteı́na e cada unidade da

celotetraose. A energia da interação entre a XccEG e cada um dos subsı́tios

da celotetraose foi calculada. Por exemplo, entre a unidade -2 da celotetraose

e todos os resı́duos da enzima. Esta analise foi feita somente para o sistema

em equilı́brio contendo a celotetraose, Tabela 5.1. O critério de energia foi es-

colhido com base nas energias calculadas de modo que cada um dos subsı́tios

contenha pelo menos um resı́duo. A hipótese é que os subsı́tios ocupados pe-

los substratos curtos interagem da mesma maneira que os respectivos subsı́tios

com a celotetraose. A energia calculada representa energia de interação não-

covalente entre cada resı́duo da enzima e cada unidade de substrato, como

média no tempo de simulação. Os resı́duos relevantes são aqueles cuja ener-

gia de interação com substrato é negativa. Escolhendo os resı́duos da proteı́na

que representam a energia de interação menor que -5kcal/mol com uma certa
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unidade de substrato, o subsı́tio da proteı́na que refere-se a esta unidade de

substrato foi localizado. Assim o número de átomos do substrato ao redor

do subsı́tio identificado foi determinado. A celotetraose mantem inalternado

o número de resı́duos interagentes com os subsı́tios da enzima.

O RMSD de cada substrato foi calculado durante as simulações em relação

às estruturas iniciais docadas. Em cada sistema, a proteı́na foi alinhada com

ela mesma ao longo do tempo ao fim de calcular o RMSD do substrato, Figura

5.6C. Os substratos curtos, a celobiose e as duas celotrioses, mudam consider-

avelmente a posição, enquanto a celotetraose exibe RMSD de valor baixo, em

torno de 1Å, durante a maior parte do tempo.

Com base nos resultados da Figura 5.6, a celotetraose mantém a distância

da enzima mais curta, o número de átomos dentro da fenda maior e o valor de

RMSD mais baixo em comparação com os substratos mais curtos. Aparente-

mente, a celotetraose exibe a menor tendência de perder contato com a enzima.

Os substratos mais curtos, independentemente da posição, afastam-se do

sı́tio ativo. Aparentemente, a existência simultânea das interações nos dois

subsı́tios -2 e +2 é importante para a fixação do substrato à fenda catalı́tica da

XccEG. Aqui, os resultados teóricos concordam com os experimentais quanto

a ligação ao substrato que é a condição necessária para a hidrólise. Os sub-

stratos mais curtos que quatro unidades perdem contato com a enzima. Se-

gundo nossas simulações, a celotriose poderia ocupar igualmente a posição

-2-1+1 e a posição -1+1+2. Em nenhum dos casos, a celotriose estaria em

posição de ser clivada corroborando os ensaios enzimáticos.

Mobilidade da fenda catalı́tica. Os loops são regiões de enzimas bastante

importantes para interação com substrato, sendo regiões mais móveis e ca-

pazes de mudar a conformação de enzima para receber ou soltar o substrato.

Normalmente encontram-se na superfı́cie da proteı́na onde há acesso fácil para
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o substrato. A fenda de ligação ao substrato da XccEG consiste em seis loops.

Calculando energia de interação com a celotetraose, vemos que 84% desta

energia pertence aos seis loops, Figura 5.7. No resto, são incluı́dos resı́duos

catalı́ticos, Glu303 e Tyr263, que normalmente encontram-se em regiões menos

móveis da proteı́na.

A Figura 5.8 mostra a mobilidade dos seis loops da fenda da XccEG du-

rante o tempo de simulação e a escala de cores que se refere ao valor RMSF

dos resı́duos calculado por blocos de 300ps. Na medida que o número de

Figura 5.8. Mobilidade dos loops da fenda. Os substratos são representados

em núvens brancas. A- sem substrato, B- celobiose, C- celotriose-2-1+1, D- celotriose-

1+1+2, E- celotetraose.

subsı́tios ocupados por substrato aumenta, a mobilidade dos loops diminui. Em

outras palavras, os loops são estabilizados pelas interações com substrato. É

necessário estabilizar os loops dos quatro subsı́tios da fenda da enzima para

o substrato permanecer interagindo com a enzima. Como a XccEG exibe ativi-

dade muito maior em celotetraose do que em substratos curtos, como mostram
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Figura 5.9. XccEG possui somente 4 subsı́tios para ligar à celulose.

os dados de eletroforese capilar, estes resultados teóricos sugerem que é pre-

ciso estabilizar os loops dos quatro subsı́tios da fenda para estabilizar o sub-

strato em posição adequada para a hidrólise.

Se observarmos a estrutura terciária da XccEG, entenderemos porque é

necessário estabilizar exatamente quatro e não mais subsı́tios da enzima, Figura

5.9: a enzima é composta por quatro subsı́tios de ligação à celulose. Em lu-

gar do hipotético subsı́tio -3 encontra-se o loop5 que por meio da sua posição

bloqueia entrada do substrato na fenda, ou seja, ele forma a extremidade da

fenda. No outro lado, em lugar do hipotético subsı́tio +3 não existem interações

com substrato, sendo este lugar o final da fenda da enzima. A XccEG poderia

catalisar hidrólise de cadeias mais longas que quatro unidades glicosı́dicas. No

lado positivo da fenda não existe impedimento espacial para substratos longos

e no lado negativo um substrato longo poderia interagir com a enzima em uma

conformação curvada de forma que evite a barreira espacial do loop5.

Para entender como a mobilidade dos subsı́tios desocupados por substrato

afetam os subsı́tios ocupados, a identificação dos resı́duos que formam os

subsı́tios da enzima foi realizada, Figura 5.7. Os subsı́tios -2 e -1 compartilham

os loops 4 e 6, e os subsı́tios +2 e +1 compartilham os loops 1 e 2, encircu-

lado na Figura 5.7. Assim a mobilidade do subsı́tio -2 pode ser envolvida com

a mobilidade do subsı́tio -1. Eventualmente o subsı́tio -1 perde contato enzima-
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substrato, a ligação glicosı́dica afasta-se do sı́tio ativo e como resultado final a

hidrólise não ocorre. Igual acontece nos subsı́tios de numeração positiva.

Docagem alternativa. Para assegurar a plausibilidade das interações entre

a XccEG e a celotetraose, uma docagem alternativa foi feita. A partir da mesma

configuração inicialmente docada, um procedimento de simulação foi feito us-

ando uma restrição harmônica de constante de força de 10 kcal/mol Å2 e uma

distância de equilı́brio de 3 Å entre o átomo do oxigênio do grupo -OH do catal-

isador ácido Glu182 e o oxigênio glicosı́dico da celotetraose. Desta forma, a

minimização de 1000 passos foi feita apenas com os átomos de proteı́na livres

de se moverem, e em seguida, a equilibração de 10 ps apenas com as cadeias

laterais da proteı́na livres para se moverem. A distância resultante foi 3,05 Å.

Depois disso, o mesmo procedimento de 3 simulações de 30 ns tem sido re-

alizado. Nas simulações, existe uma ligação de hidrogênio entre o grupo -OH

do catalisador ácido Glu182 e o oxigênio glicosı́dico da celotetraose com uma

probabilidade média de 20.5 %. A energia da interação proteı́na-substrato é

muito semelhante para as duas docagens diferentes, Figura 5.10, então pode-

mos considerar a análise da identificação dos subsı́tios confiável.

Seletividade das outras enzimas. A mesma base estrutural de seletivi-

dade pode ser procurada entre as endoglucanases da mesma famı́lia, a famı́lia

5 de glicosidases, [66]. A Figura 5.11 mostra todas as endoglucanases da

famı́lia 5 de glicosidases cristalizadas com substrato e quais contêm um loop

do tipo loop5 da XccEG. Os nomes na figura se referem aos nomes dos organ-

ismos que produzem as enzimas representadas. As enzimas foram alinhadas

com a XccEG ao fim de comparar o tamanho das fendas catalı́ticas. Todas elas

apresentam o loop na mesma posição, representado em cores diferentes para

cada enzima e desenhado como tubo. O tamanho das fendas também é similar

ao da fenda da XccEG. A extremidade das fendas do lado redutor foi determi-
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Figura 5.10. Energia de interação XccEG-celotetraose para cada um dos

subsı́tios. A primeira docagem (azul) e a docagem alternativa (vermelho), onde a

distância entre o átomo de oxigênio do grupo-OH do catalisador ácido Glu182 e o

oxigênio glicosı́dico da celotetraose são 3,61 Å e 3,05 Å, respectivamente.

nado como conjunto de átomos de enzima a 7Å ao redor do último átomo de

substrato do lado redutor, o átomo O1. A extremidade das fendas das enzimas

alinhadas também está representado em cores diferentes para cada enzima e

desenhado como tubo.

A endoglucanase E1 de Acidothermus cellulolyticus [70] e a endocelulase

de Pyrococcus horikoshii [72] foram cristalizadas com a celotetraose e também

com duas moléculas de celobiose que indica o produto da hidrólise. Então, es-

tas duas enzimas atuam na celotetraose e têm duas celobioses como produto.

O mesmo tipo de atividade é exibido pela XccEG.

A endoglucanase E5 de Thermobifida Fusca [PDBid: 2CKR] foi cristalizada
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com a celopentaose que forma uma curvatura na região do loop e não foi cristal-

izada com substratos menores.

As três enzimas comparadas estruturalmente com a XccEG têm como sub-

strato um oligossacarı́deo de quatro ou mais unidades glicosı́dicas da mesma

maneira que a XccEG. Sugere-se que, em base de tamanho da fenda e a

mesma estrutura terciária (enzimas da mesma famı́lia) que poderia implicar em

mobilidade similar, estas três enzimas poderiam exibir o mesmo tipo de sele-

tividade: substrato de quatro ou mais unidades e produto de no mı́nimo duas

unidades glicosı́dicas.

Figura 5.11. Enzimas da famı́lia 5 que possuem um análogo ao loop5 e que

foram cristalizadas com substratos. Os nomes se referem aos nomes dos organismos

que produzem as enzimas representadas. Substratos estão representados em barras

e as fendas (o loop e a extremidade) em tubos. Todas possuem loop do tipo loop5 da

XccEG e fenda de tamanho parecido. A extremidade das fendas de cada enzima foi

determinado como conjunto de átomos de enzima a 7Å ao redor do último átomo de

substrato do lado redutor, o átomo O1.

5.4 Conclusão

Entender a causa de seletividade das celulases poderia ajudar no desenho

de novas enzimas com as atividades desejadas. A endoglucanase de Xan-

thomonas campestris pv. campestris (XccEG) exibe uma seletividade em relação

ao comprimento de substrato. Esta enzima cataliza somente a hidrólise de
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cadeias da celulose de comprimento de quatro ou mais unidades glicosı́dicas e

além disso cliva mais que uma unidade da extremidade de substrato.

Empregando a técnica de simulações de dinâmica molecular e analisando

interações não covalentes com substratos, a base molecular da seletividade da

XccEG foi proposta. A sua fenda catalı́tica é composta por quatro subsı́tios

de ligação à celulose que são constituı́dos por loops altamente móveis. Para

o substrato permanecer ligado dentro da fenda catalı́tica, e assim na posição

adequada para a hidrólise ocorrer, todos os quatro subsı́tios precisam estar

estabilizados pelas interações com substrato. Então, o comprimento mı́nimo de

substrato que possa ser clivado é de quatro unidades glicosı́dicas.

Também foi procurada a mesma base estrutural de seletividade entre as

endoglucanases da mesma famı́lia da XccEG. Sugere-se que, com base no

tamanho da fenda e a mesma estrutura terciária (enzimas da mesma famı́lia)

que poderia implicar em mobilidade similar, outras endoglucanases poderiam

exibir o mesmo tipo de seletividade: substrato de quatro ou mais unidades e

produto de no mı́nimo duas unidades glicosı́dicas.
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Capı́tulo 6

Propriedades mecânicas do linker

da XccEG

6.1 Introdução

O linker é um peptı́deo entre dois domı́nios de uma celulase, que normal-

mente não forma estrutura secundária como hélice α ou fita β. Sabe-se que

ele mantém CCD e CBM conectados ou poderia fixar a distância entre eles.

Um linker rı́gido possui habilidade de manter mais ou menos fixa a distância

entre as pontas e assim promoveria a separação dos domı́nios CCD e CBM,

prevenindo contatos não favoráveis entre eles [73]. Mas, além disso, não se

sabe se possui mais alguma função.

Existem também estudos sobre a elasticidade do linker das celobiohidro-

lases [76, 77]. As análises das simulações de dinâmica molecular mostraram

que estes linkers apresentam um perfil de energia livre parecido com o perfil de

energia potencial de um corpo elástico. Também, a influência da glicosilação

ao comportamento elástico foi investigada. A distância de uma a outra ponta

do linker, que refere-se às conformações de maior frequência nas simulações,

é maior no caso do linker glicosilado do que com o mesmo linker simulado

sem a glicosilação. O perfil geral da energia livre, por outro lado, não foi afe-

tado, somente o valor de comprimento do linker é deslocado para os valores
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maiores. A glicosilação denota moléculas de carboidratos ligados covalente-

mente à proteı́na. É uma modificação pos-translacional frequente em fungos

que protege a enzima de uma possı́vel proteólise dentro da célula. Os car-

boidratos podem ser ligados ao oxigênio do grupo -OH de aminoácidos, a de-

nominada O-glicosilação, ou ao nitrogênio de cadeia lateral de aminoácidos, a

denominada N-glicosilação.

O comprimento do linker mostrou-se importante na função de interação com

a celulose [78]. Enzimas mistas foram expressadas conectando o CBM de uma

celulase com o módulo catalı́tico de uma lipase usando linkers de tamanhos

diferentes, de 4 a 44 resı́duos. A capacidade de ligação à celulose cristalina

foi determinada medindo a absorbância dos raios ultravioleta da solução filtrada

contendo apenas as enzimas não ligadas à celulose. Esta capacidade foi menor

para as enzimas com o linker mais curto. O decrescimento da capacidade de

ligação à celulose poderia ser devido ao impedimento estérico quando o módulo

catalı́tico de lipase aproxima-se à superfı́cie da celulose, impedindo assim o

acesso do CBM aos sı́tios de ligação disponı́veis da celulose.

O linker estudado aqui, da Endoglucanase de Xanthomas campestris pv.

campestris (XccEG), possui uma sequência especı́fica de 12 blocos de prolina

e treonina intercaladas:

AGNTTPTPTPTPTPTPTPTPTPTPTPTP [79]. Na literatura existem mais

duas celulases com um linker como este, a Exoglucanase de Xanthomas campestris

pv. campestris [80] e endoglucanase cenA de Cellulomonas fimi [81], sem es-

tudos computacionais explorando aspectos moleculares desta sequência. A

fim de explorar esta sequência especı́fica, nesta parte do trabalho, o linker de

XccEG (será chamado de (PT)12) foi comparado com um linker de sequência

habitual contendo os resı́duos P,G,A,S,T,R e V, da celobiohidrolase 2 de Tri-

choderma reesei (CBH2), Tabela 6.1, [77]. Este linker foi escolhido para as
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Tabela 6.1. Sequência do linker da celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei.

Aminoácidos da sequência são representados pelo código de uma letra.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

P G A A S S S S S T R A A S T T S R V S P T T S R S S S A T P P P G S T T T R V P P V G S G

simulações Nos baseamos neste linker porque ele já foi abordado na literatura

nos estudos de dinâmica molecular [77].

Propriedades mecânicas, como a rigidez e a elasticidade, foram estudadas

para investigar semelhanças diferenças entre estes dois linkers. Segundo a lei

de Hook para uma mola ideal, a força restitutiva providencia um comportamento

elástico:

~f = −k~x (6.1)

Quanto maior a constante de força k, ou em outras palavras, a rigidez da mola,

maior é a elasticidade. Então, sob a hipótese de que um linker fixa a distância

entre os domı́nios CCD e CBM, a elasticidade seria uma propriedade desejável.

A proposta neste trabalho, é obter perfil de energia livre ao longo da distância

ponta-a-ponta de linker e assim estimar a elasticidade. Para obter o maior

número possı́vel de conformações, é preciso amostrar bastante o espaço de

conformações. Portanto, a técnica de Troca de Réplicas foi usada.

6.2 Simulações

As estruturas iniciais dos dois linkers, (PT)12 e CBH2, foram preparadas por

previsão de estrutura tridimensional em base das propriedades de aminoácidos,

servidor I-TASSER, [82, 83]. O N-terminal dos linkers foi acetilado (adicionando

o grupo −COCH3) e C-terminal foi amidado (adicionando o grupo −CONH2)

para evitar efeito dos terminais carregados.

A celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei é de origem de um fungo, po-
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Tabela 6.2. Glicosilação do linker CBH2. Aminoácidos da sequência são rep-

resentados pelo código de uma letra e unidades manosı́dicas pelo sı́mbolo Ȯ.

S5 S6 S7 S8 S9 T10 ... S14 T15 T16 S17 ... S20 ... T22

Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ

Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ

Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ

T23 S24 ... S26 S27 S28 ... T30 ... S35 T36 T37 T38 ... S45

Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ

Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ

Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ Ȯ

dendo então ser glicosilada, por isso o seu linker (CBH2) foi glicosilado na fase

de preparação para simulações. A glicosilação seguiu padrão da Celobiohidro-

lase 1 de Trichoderma reesei [76] onde uma unidade de manose é ligada a Ser

e duas ou três unidades de manose a Thr. Resultados de Espectroscopia de

Massas quanto à quantidade de O-ligadas α(1,2)-manoses [84] mostram que

39-46 unidades no total são ligadas ao linker. Então, as unidades manosı́dicas

foram distribuı́das da seguinte forma: uma unidade ligada a cada Ser e três

unidades ligadas a cada Thr, 41 unidades no total, Tabela 6.2. Como quer-

emos amostrar todas as conformações de linker, até as mais estendidas, a

caixa de simulação teve que ser suficientemente grande. Por isso, para diminuir

o tempo computacional, o solvente implı́cito [85] foi usado, o que dispensa o

uso da condição periódica assim como o método de Ewald no tratamento de

interações eletrostáticas. Para o tratamento das interações eletrostáticas e de

Van der Waals foi usado o raio de corte de 18 Å junto com a função suavizante

a partir de 10 Å.
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Simulação para estimar autocorrelação de energia potencial foi realizada a

298K com o passo de tempo de 2fs. 17ns de simulação de equilı́brio foram

extraı́dos para o linker (PT)12 e 28ns para o linker CBH2. A energia potencial foi

coletada a cada 100 passos de tempo de simulação, ou a cada 0,2ps. O critério

para equilı́brio é convergência de energia potencial e de RMSD. A função de

autocorrelação foi calculada como:

C(t) =
1

tmax

tmax
∑

t0=1

U(t0)U(t0 + t) (6.2)

onde t é intervalo de tempo e t0 é passo de tempo para qual a energia potencial

U foi calculada. Para cada valor de t, o valor de t0 + t não pode ultrapas-

sar o número de U armazenado pela simulação, então tmax é o máximo passo

disponı́vel para o dado intervalo atual t. A função de autocorrelação obtida,

Figura 6.1, foi ajustada à função exponencial:

C(t) ≈ Ae−Bt + Ce−Dt (6.3)

e o tempo de correlação foi calculado como área de baixo da curva normalizada:

τ = ∆t
tcor
∑

t=1

C(t)

C(0)
, (6.4)

onde ∆t representa o intervalo de tempo para qual o valor da energia potencial

foi salva ao longo de simulação e este intervalo é ∆t = 0, 2ps.

Depois de um tempo, o decaimento exponencial de C(t) é dominado pelo

ruı́do constante de simulação, então o C(t) foi truncado depois de 100 passos

de tempo. O tempo de correlação calculado é 2,8ps para o linker (PT)12 e 4,3ps

para o linker CBH2. Este tempo foi usado como o tempo entre as tentativas de

troca de temperatura na técnica de troca de réplicas.
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Figura 6.1. A função de autocorrelação da energia potencial normalizada,

para ambos os linkers, (PT)12 e CBH2.

O número de réplicas foi ajustado para atingir a probabilidade de troca igual

a 0,5. Este número é verificado, durante as simulações, estimando a taxa de

troca. Ela é igual a fração entre o número de trocas e o número total de tentati-

vas de troca, calculado como a média entre todas as réplicas. Para o linker

(PT)12, o número de réplicas é 16 e para o CBH2 é 24. Cada sistema foi

simulado em réplicas de temperatura mı́nima de 298K e máxima de 550K. A

temperatura máxima foi escolhida com base no estudo dos linkers das celo-

biohidrolases [76, 77]. Os sistemas foram tratados no ensemble NVT e cada

réplica primeiro foi equilibrada a temperatura própria por 35ps. O tempo de

correlação da energia potencial para o sistema aquecido à temperatura máxima

foi de 20ps. O número de trocas total para satisfazer a eficiência de mistura foi
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estimado com base na recomendação de Abraham e Grady (vide Figura 1 da

ref. [52]). Para (PT)12 este número é cerca de 20 000 e para o CBH2 30 000.

As trajetórias a 298K foram usadas para todas as análises. Do tempo total

de simulações das réplicas foi extraı́do 32ns para (PT)12 e 38ns para CBH2 a

298K.

6.3 Resultados e discussões

Para testar se o sistema visita adequadamente o espaço de conformações,

uma análise de PCA [86] foi feita. Foram mostrados instantes na simulação no

espaço reduzido de projeção a duas componentes principais, ou seja, de maior

autovalor, Figura 6.2A. Ambos os linkers percorrem o espaço de fase bastante

uniformemente. A distribuição de parâmetro de ordem R, a distância ponta-

aponta de linker, também é ampla ao longo do tempo de simulação, a Figura

6.2B. Se durante o tempo o linker volta a percorrer um subespaço do inı́cio de

simulação, isto significa que a trajetória não contém um subespaço proibı́do e

que pode ser usada para as análises. Portanto, as trajetórias inteiras foram

usadas nas análises.

A diferença entre os dois linkers. O perfil de energia livre em função da

distância ponta-a-ponta R para ambos os linkers foi estimada como

F = −kBT lnW (R) + C, (6.5)

Figura 6.3, onde W (R) é a distribuição da distância ponta-a-ponta R durante

simulação, que foi calculada por meio do histograma de valores de R con-

siderando janelas de 1Å de comprimento, e C é constante.

O erro do perfil de energia livre foi estimado como desvio padrão entre três
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Figura 6.2. A: Espaço de conformação reduzido a duas componentes prin-

cipais a 298K. Cada ponto é posição de sistema no espaço de conformação em

um instante de simulação. B: Distribuição de parâmetro de ordem R não apresenta

mudanças abruptas ao longo do tempo de simulação.

curvas obtidas a partir de três trechos subsequentes de simulação:

∆ =

√

√

√

√

√

3
∑

i=1

(Fi− < F >)2

3
(6.6)

Para comparar comportamento elástico dos 2 linkers, as curvas obtidas
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Figura 6.3. Perfil de energia livre em função da distância ponta-a-ponta R, para

os 2 linkers, (PT)12(vermelho) e CBH2(preto). As linhas finas representam o ajuste à

lei de Hook.

foram ajustadas à expressão da energia potencial da lei de Hook:

F ≈
k

2
(R−R0)

2 + F0, (6.7)

Tabela 6.3. O parâmetro R0/Nres representa o comprimento do linker do mı́nimo

de energia dividido pelo número de resı́duos. Isto porque os dois linker pos-

suem números de resı́duos diferentes.

O perfil de energia livre do linker (PT)12 é levemente bimodal com o modo R1

mais comprimido e o modo R2 mais estendido que o linker CBH2. A diferença

entre os dois comprimentos R1 e R2 é aproximadamente do comprimento de

3 glicoses na cadeia celulósica cristal. O linker (PT)12 é mais rı́gido do que

75



k / cal/molÅ2 R0/Nres

(PT)12, R1 12,47 0,93

(PT)12, R2 7,74 1,46

CBH2 3,21 1,02

Tabela 6.3. Parâmetros das curvas de perfil de energia livre em função de

distância ponta-a-ponta ajustados à lei de Hook, para os dois linkers, (PT)12 e CBH2.

k / cal/molÅ2 Rg0/Nres

(PT)12, R1 330,17 0,42

(PT)12, R2 139,11 0,57

CBH2 164,86 0,47

Tabela 6.4. Parâmetros das curvas de perfil de energia livre em função de raio

de giro ajustadas à lei de Hook, para os dois linkers, (PT)12 e CBH2.

o linker CBH2 porque exibe maior constante de força k. Também podemos

observar que na faixa de flutuação térmica ∆F = kBT o linker CBH2 exibe uma

faixa de extensão de 60 Å e o linker (PT)12 de 40 Å abrangendo os dois modos

R1 e R2, o que significa que o linker (PT)12 é mais especı́fico quanto a manter o

comprimento.

Um outro parâmetro de ordem, o raio de giro, também foi usado na comparação

dos linkers, Figura 6.4. A Tabela 6.4 mostra os parâmetros: a constante de força

k e o raio de giro de mı́nimo de energia Rg0. De novo, o linker (PT)12 exibe uma

leve bimodalidade e a maior rigidez do que o linker CBH2.

A análise de RMSF por blocos também mostra que o linker (PT)12 é mais

rı́gido que o linker CBH2, o que é consistente com a maior elasticidade porque

esta rigidez providencia uma força restitutiva necessária para comportamento
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Figura 6.4. Perfil de energia livre em relação ao raio de giro Rg, para os 2

linkers, (PT)12(vermelho) e CBH2(preto).

elástico. O valor de RMSF computado por blocos de 100ps como média de

todos os resı́duos é 8,79 Å para CBH2 e 6,15Å para (PT)12. Este valor, bem

como a distribuição de ângulos torcionais, Figura 6.6, mostra maior rigidez do

linker (PT)12. A coordenada no eixo x é a raiz quadrada da média sobre todos

os resı́duos da soma dos quadrados dos ângulos:

Σψ,φ =

√

∑

i(ψ
2
i + φ2

i )

Nres

(6.8)

A distribuição é mais estreita para o linker (PT)12, o que significa que ele exibe

variação menor dos ângulos. O esquema dos ângulos torcionais da cadeia

principal da proteı́na é representada na Figura 6.5.
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Figura 6.5.
Ângulos torcionais da

cadeia principal, φ e

ψ.

Figura 6.6. A distribuição de probabil-

idade dos ângulos torcionais da cadeia princi-

pal, vermelho para (PT) 12, preto para CBH2. A

função no eixo x é definida pela equação 6.8.

A rigidez pode ser explicada pela própria sequência do linker (PT)12. A pro-

lina é o aminoácido mais rı́gido devido o anel e este anel envolve a cadeia

principal de proteı́na o que influencia a rigidez de proteı́na, Figura 6.7.

Figura 6.7. Estrutura da prolina.

A treonina, por sua vez, devido a posição do grupo -OH da sua cadeia lateral,

possui a propriedade de formar ligação de hidrogênio com o resı́duo vizinho ou

segundo vizinho, formando assim um “anel” que lembra o da prolina, Figura

6.8. A rigidez exibida pelo linker (PT)12 poderia ter origem na rigidez intra-
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Figura 6.8. Ligação de hidrogênio (amarelo) entre a cadeia lateral da Thr e os

resı́duos vizinhos.

resı́duo (proveniente da Pro) e rigidez inter-resı́duo vizinhos (proveniente da

Thr). As probabilidades de todos os tipos de ligações de hidrogênio presentes

na simulação do linker (PT)12 foram determinadas como função de distância

entre resı́duos na sequência, ∆res, Tabela 6.5. Nesta análise os primeiros três

resı́duos que não são Pro nem Thr não foram considerados. O que se mostra

mais provável são justamente as ligações de hidrogênio entre a cadeia lateral

da Thr e o resı́duo vizinho ou segundo vizinho: Thr(l)-Pro (a cadeia lateral de

Thr com o primeiro vizinho que é Pro), Thr(l)-Thr(p) (a cadeia lateral de Thr com

a cadeia principal da segunda vizinha, Thr) e Thr(l)-Thr(l) (a cadeia lateral de

Thr com a cadeia lateral da segunda vizinha, Thr).

O número total de ligações de hidrogênio em função do tempo foi deter-

minado para ambos os linkers, Figura 6.9. Todas as ligações de hidrogênio

existentes na proteı́na foram contadas, mesmo se mais que uma ligação é for-

mada entre um par de resı́duos. O número médio de ligações de hidrogênio

para (PT) 12 é 0,712, o que significa que em 71,2% do tempo existe ligação de

hidrogênio, Tabela 6.6. Nas simulações de (PT) 12, 99% das todas as ligações

de hidrogênio são da cadeia lateral da treonina (70,5% no tempo dos 71,2%),

enquanto nas simulações de CBH2, mesmo com 9 treoninas presentes – Thr10,

Thr15, Thr16, Thr22, Thr23, Thr30, Thr36, Thr37, Thr38– não existem ligações
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Tabela 6.5. Frequência de ligações de hidrogênio no linker (PT)12 em função

de distância entre resı́duos na sequência. l e p denominam a cadeia lateral e princi-

pal, respectivamente. Por simplicidade, as frequências de baixo de 0,01% não estão

mostradas na tabela. A maior frequência é entre Thr e primeiro(Pro) ou segundo

resı́duo vizinho (Thr).

Ligação de H

%

∆ res

1 2 3 4 5

Thr(l)-Thr(p) 9,40 1,30

Thr(l)-Pro 2,90 0,98 0,17

Thr(l)-Thr(l) 4,10 0,14

Pro-Thr(p) 0,01 0,23 0,01

Thr(p)-Thr(p) 0,14

Pro-Pro 0,02

Tabela 6.6. Porcentagem das ligações de hidrogênio para os dois linkers,

(PT)12 e CBH2, no total, e apenas da cadeia lateral da Thr.

Ligação de H

total Thr(l)

(PT) 12 71,2 % 70,5 %

CBH2 42,0 % 0,0 %

envolvendo a cadeia lateral da treonina, Tabela 6.6. Então, podemos obser-

var que as ligações de hidrogênio envolvendo a cadeia lateral da treonina são

importantes na indução da rigidez do linker (PT)12.

O linker CBH2 é glicosilado, enquanto o (PT)12 não é glicosilado. Existem

estudos computacionais que mostram que a glicosilação do linker CBH2 afeta o
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Figura 6.9. Número total de ligações de hidrogênio em função de tempo.

seu comprimento. Quando na forma glicosilada, este linker exibe maior compri-

mento [77]. A extensão do modo R1 do linker (PT)12 é 0,93 Å por resı́duo e para

o modo R2 1,46 Å por resı́duo, enquanto do linker CBH2 1,02 Å por resı́duo.

O linker (PT)12 chega a ser estendido tanta quanto o linker CBH2 mesmo não

contendo a glicosilação. A prolina e treonina são aminoácidos de natureza difer-

ente, a prolina é apolar e a treonina polar. Prolina é capaz de formar interações

hidrofóbicas com outras prolinas, e treonina de formar ligações de hidrogênio

com cadeias laterais de outras treoninas na cadeia do linker (PT)12. Aqui se

sugere que estes dois resı́duos, quando intercalados, impedem um agrupa-

mento dos resı́duos do mesmo tipo pelas interações hidrofı́licas ou hidrofóbicas

e, assim, impedem uma compressão do linker. Esta poderia ser a razão de

porque o linker (PT)12 é igualmente estendido quanto o linker CBH2, mesmo

sem a glicosilação.

Bimodalidade do perfil de energia livre. Para explorar mais a bimodali-

dade do linker (PT)12, conformações com a distância ponta-a-ponta R = R1 ±

2Å = (25 ± 2)Å e com R = R2 ± 2Å = (41 ± 2)Å foram separadas, bem
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como as conformações relacionadas à barreira de kBT/2, com comprimentos

de R = Rbarreira ± 2Å = (35 ± 2)Å. Na busca de diferença entre os dois modos

da elasticidade, R1 e R2 num lado, e a barreira no outro lado, algumas análises

foram realizadas nestes subespaços conformacionais (definidos pela faixa de 4

Å de distâncias em torno dos três comprimentos caracterı́sticos do linker, R1,

R2 e Rbarreira). A análise de RMSF por blocos de 100ps foi realizada em cima

destes três conjuntos de conformações.

Figura 6.10. Mobilidade estimada por RMSF por blocos de 100ps para dois

modos R1 e R2 e a barreira. A ordem da mobilidade crescente é: R1, R2, barreira. As

linhas horizontais representam a média de RMSF por resı́duos.

A mobilidade é a maior no caso da barreira, depois no caso do modo R2, e a

menor no caso do modo R1, Figura 6.10. Vemos, na Figura 6.3, que a probabili-

dade de conformações diminui nesta mesma ordem. Como a barreira refere-se

a energia mais alta no perfil de energia livre em relação aos mı́nimos, ela rep-
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resenta o número menor de conformações, ou representa subespaço de menor

probabilidade. Em outras palavras, a mobilidade cresce com a diminuição da

probabilidade. Isto significa que no caso do linker (PT)12, o comportamento

flexı́vel é menos provável.

Dependência da temperatura. A técnica de troca de réplicas possibilita

análise de trajetórias a várias temperaturas, dentro da faixa definida nas réplicas.

Aqui será investigado comportamento dos linkers ao longo de temperatura. O

linker (PT)12 não perde a bimodalidade com aumento de temperatura, mas aqui

será tratado como unimodal por simplicidade. Os parâmetros de elasticidade,

k e R0, foram determinados ajustando perfis de energia livre para as temperat-

uras diferentes. Como esperado, a rigidez de um linker regular, CBH2, diminui

com o aumento da temperatura. A constante de força do CBH2 diminui consid-

eravelmente com o aumento da temperatura, até 40%.

O linker (PT)12 exibe maior constante de força k ainda com temperatura e

quase não muda a extensão (distância ponta-a-ponta R0), Figura 6.11. Em out-

Figura 6.11. Mudança relativa dos parâmetros do ajustamento da energia livre

à lei de Hook, constante de força k e a distância ponta-a-ponta R0, com aumento de

temperatura.

ras palavras, este linker aumenta a sua rigidez com a temperatura, exibindo as-
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sim o comportamento da mola mais forte. Este efeito é relativamente modesto

como se pode ver pelos resultados da Figura 6.11. A faixa de temperatura

representada na Figura 6.11 é a região de maior linearidade da curva.

A fim de investigar este aumento da rigidez do (PT)12 com temperatura, a

análise das todas as ligações de hidrogênio em (PT)12 foi realizada como função

da posição do resı́duo na sequência, Figura 6.12. O número de resı́duo na

sequência do linker é plotado nos dois eixos do gráfico e cada ponto representa

uma ligação de hidrogênio existente entre um par de resı́duos. Como 99%

das todas as ligações são da cadeia lateral da treonina, esta análise refere-se

a ela e sua influência na rigidez. À temperatura elevada, 381K, as ligações

de hidrogênio entre resı́duos distantes na sequência são rompidas e aquelas

entre vizinhos são preservadas. Como à temperatura mais alta o linker é mais

rı́gido, podemos concluir que as ligações entre vizinhos são relacionadas com

um processo que contribui à elasticidade, enquanto aquelas entre os resı́duos

afastados na sequência com um processo que tem o efeito oposto.

Figura 6.12. A distribuição espacial das ligações de hidrogênio em (PT)12.

Os pontos pretos representam existência das ligações de hidrogênio entre um par de

resı́duos. À temperatura mais alta, permanecem ligações entre resı́duos vizinhos (as

ligações perto à diagonal do gráfico).
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O comportamento do linker nas duas temperaturas, 298K e 381K, foi vizual-

izado através da representação das estruturas formadas a cada 1ns alinhadas

em relação ao átomo central, o nitrogênio da Thr15. A 298K, o linker apre-

senta uma variedade maior das estruturas executando dobramentos em várias

direções, Figura 6.13A. A diferença entre o tamanho de dobramentos nas duas

temperaturas diferentes também foi representada pelo espaço varrido pelo linker.

O volume que cada sistema ocupa durante o tempo de simulação foi calculado

para a ocupância dos átomos igual ou maior de 4%, Figura 6.13B. No caso da

temperatura de 298K o volume é 10608 Å3, e no caso de 381K o volume é 9214

Å3. O espaço varrido para a temperatura mais baixa é maior porque o linker ex-

ecuta mais dobramentos, em mais direções. Ambas as análises, a vizualização

das estruturas e o volume varrido, são consistentes com o resultado do cálculo

do perfil de energia livre, e mostram a mudança estrutural menor, ou seja, uma

rigidez maior no caso da temperatura mais alta.

À temperatura mais baixa, o linker executa dobramentos em várias direções,

de várias maneiras diferentes de forma que exiba uma faixa maior de compri-

mento R, Figura 6.13A, o que implica em um perfil de energia livre mais largo,

ou seja, a constante de força k menor comparado com as temperaturas altas.

As ligações de hidrogênio entre os resı́duos afastados na sequência são for-

madas durante estes dobramentos.

À temperatura mais alta, o linker exibe menos dobramentos e as ligações de

hidrogênio entre os resı́duos afastados na sequência são formadas em menor

escala, restam apenas as ligações entre os vizinhos que contribuem à rigidez

formando anel entre resı́duos. Devido às flutuações térmicas maiores à temper-

atura mais alta, os resı́duos afastados na sequência afastam-se e as ligações

de hidrogênio entre eles são rompidas, enquanto os resı́duos vizinhos sendo

ligados covalentemente não se afastam e as ligações respectivas permanecem.
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Figura 6.13. A: Instantes na simulação do linker (PT)12 sobrepostos, cada 1ns.

Alinhamento dos instantes foi feito em relação ao átomo central do linker, o nitrogênio

do resı́duo Thr15. Representação de cadeia principal em cores de escala de tempo.

B: Mapa volumétrico com isovalor de ocupância igual a 4%. À 298K, o linker percorre

maior espaço.

6.4 Conclusão

Domı́nios funcionais das celulases que contêm mais que um domı́nio são

conectados covalentemente por um peptı́deo sem estrutura secundária definida,

denominado linker. Além de papel de conectar os domı́nios, a função dos

linkers é ainda pouco compreendida. Na hipótese do linker como fixador de

distância entre os domı́nios de uma celulase, a rigidez poderia ser uma pro-
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priedade desejável.

Aqui foi investigado o linker da endoglucanase de Xanthomonas campestris

pv. campestris ((PT)12) que apresenta uma sequência peculiar, formada por

doze blocos de Pro-Thr.

Na busca de peculiaridades de comportamento do linker (PT)12, o cálculo de

propriedades relacionadas a rigidez foi empregado. Este linker foi comparado

com um linker da sequência habitual, neste caso o linker da celobiohidrolase 2

de Trichoderma reesei (CBH2). O cálculo do perfil de energia livre ao longo de

um parâmetro de ordem relacionado com a extensão do linker (distância ponta-

a-ponta) foi feito. Para obter várias conformações de linker, uma técnica de

amostragem ampliada foi usada nas simulações, a técnica de troca de réplicas.

O perfil de energia livre obtido foi comparado com as equações da lei de

Hook e as informações sobre a rigidez e a extensão dos linkers foram obtidas.

A rigidez foi estimada por outras análises também, como RMSF, a distribuição

dos ângulos torcionais ou espaço varrido pelo linker. O linker (PT)12 é mais

rı́gido que o linker CBH2.

A sequência do linker (PT)12 composta por um resı́duo rı́gido, Pro, e um

resı́duo que induz rigidez, Thr, induz a rigidez do linker como um todo. A prolina

apresenta um anel na sua estrutura, e este anel envolve a cadeia principal da

proteı́na afetando assim a mobilidade da cadeia. A treonina poderia induzir

rigidez pelo fato de que a sua cadeia lateral frequentemente forma ligação de

hidrogênio com os resı́duos vizinhos da cadeia de proteı́na. Desta maneira,

a treonina forma um “anel“ com outros resı́duos, composto em parte por uma

ligação de hidrogênio. A análise de ligações de hidrogênio mostra que estas

ligações da cadeia lateral da treonina com o primeiro ou segundo vizinho da

cadeia ocorrem nas simulações.

Já existem estudos que mostram que a glicosilação de linker aumenta a
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extensão do linker CBH2 [76, 77] e aqui as simulações mostram que o linker

(PT)12 que não é glicosilado chega a ser estendido igualmente devido a sua

sequência especı́fica.

A mesma análise do perfil de energia livre foi realizada para várias temper-

aturas. A rigidez do linker (PT)12 aumenta com o aumento da temperatura o

que não é esperado e não ocorre no caso do linker com a sequência habit-

ual, o CBH2. À temperatura mais baixa, as ligações de hidrogênio tanto entre

resı́duos vizinhos quanto entre os resı́duos afastados na sequência ocorrem.

Enquanto à temperatura mais alta, permanecem apenas as ligações entre os

vizinhos que contribuem à rigidez formando anel entre resı́duos.
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Capı́tulo 7

Modelagem com SAXS

7.1 Introdução

A estrutura da enzima é fundamental para sua função. Para entender melhor

o mecanismo fı́sico das celulases bimodais, ou aquelas que contém domı́nios

muito móveis que não podem ser resolvidos pela cristalografia de raios X, é

desejável obter um modelo estrutural para a enzima inteira. Neste capı́tulo

apresentamos um modelo para a XccEG intacta, combinando dados de SAXS

e modelagem molecular.

A técnica de Ajuste Flexı́vel por Dinâmica Molecular (MDFF) foi desenvolvida

para modelagem computacional a partir de uma estrutura atômica e a estrutura

de crio-eletromicroscopia [21]. A crio-eletromicroscopia é um tipo de micro-

scopia eletrônica de transmissão onde a amostra é estudada em temperaturas

criogênicas (normalmente às temperaturas do nitrogênio lı́quido). Uma even-

tual vantagem desta técnica experimental é o fato de que ela pode fornecer a

estrutura da macromolécula em ambiente nativo em oposição à cristalografia

de raios X que requer a colocação de amostra em um ambiente não-fisiológico

(cristal), o que pode ocasionalmente levar a modificações conformacionais fun-

cionalmente irrelevantes. Recentemente, a estrutura do capsı́deo do vı́rus da

imunodeficiência humana (HIV) foi modelada com a técnica MDFF combinando

a estrutura cristalográfica com a estrutura da crio-eletromicroscopia [87]. O es-
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palhamento de raios X de baixo ângulo (SAXS) também fornece a estrutura da

macromolécula em ambiente nativo, mas em baixa resolução e, ao contrário

da crio-eletromicroscopia não captura a estrutura interna da proteı́na. O SAXS

fornece apenas a superfı́cie da molécula observada.

Aqui, a técnica MDFF será adaptada para ser usada com as estruturas de

SAXS para modelagem de estrutura intacta de biomoléculas em solução. De-

pois disso, esta técnica será aplicada à modelagem da Endoglucanase de Xan-

thomonas campestris pv. campestris intacta (XccEG).

A sequência da XccEG é conhecida [79], mas somente a estrutura do CCD

foi resolvida com resolução atômica por cristalografia de raios X [58]. O alvo é

modelar a estrutura tridimensional intacta.

7.2 Preparação do sistema

Como foi explicado na Seção 3.6, para modelar a XccEG intacta, o método

de Ajuste Flexı́vel por Dinâmica Molecular foi adaptado [21]. Para isso, a curva

SAXS obtida experimentalmente e o envelope SAXS modelado computacional-

mente a partir desta curva [58] foram usados. O envelope de SAXS é uma su-

Figura 7.1. Envelope SAXS da XccEG. Representação de perspectiva.
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perfı́cie da enzima representada pelas esferas fictı́cias equidistantes que preenchem

o volume definido pela superfı́cie, Figura 7.1. No caso da estrutura SAXS da

XccEG, a distância entre esferas é 5,8Å.

Como a cristalografia não é capaz de captar estruturas muito móveis, nor-

malmente o que se tem é a estrutura atômica em partes, ou seja, o CCD e o

CBM de uma celulase separadamente. A modelagem do CBM e do linker da Xc-

cEG foi feita por previsão de estrutura tridimensional com base nas sequências

primárias no servidor I-TASSER, [82, 83]. De posse das estruturas em partes,

partimos para modelar a orientação relativa dos domı́nios.

Docagem rı́gida: Antes da simulação, uma docagem rı́gida de baixa resolução

do CCD e CBM foi realizada de forma independente dentro da estrutura de

SAXS com o programa SITUS [88]. Para a docagem do CBM, o envelope de

SAXS primeiro foi cortado manualmente na sua parte mais estreita e depois a

estrutura atômica do CBM foi docada. A docagem do CCD foi realizada com o

envelope SAXS inteiro.

O procedimento da docagem rı́gida pelo programa SITUS é o seguinte: um

modelo de esferas é construı́do a partir da estrutura atômica e, em seguida,

comparado com o modelo-alvo de esferas (o envelope de SAXS). Uma pesquisa

exaustiva 6D, que é composta por três graus de liberdade translacionais e três

rotacionais, foi feita até que o coeficiente de correlação mı́nimo entre os dois

modelos de esferas fosse alcançado, equação 7.1, onde ρ é a densidade de

pontos do modelo de esferas.

CCC =

∫

ρalvo(~r)ρ(~r)d
3~r (7.1)

As estruturas resultantes de maior coeficiente de correlação são guardadas

para a análise posterior.

Teste de docagem: A fim de testar o uso das estruturas SAXS na mode-
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lagem de biomoléculas modulares, um dı́mero do chiquimato quinase I de Es-

cherichia coli foi escolhido. Sua estrutura já foi resolvida pela cristalografia de

raios X (PDBid: 1KAG [74]) e por SAXS (BIOISISid: 1KINHP [75]) o que pos-

sibilita comparação direta de resultado da modelagem com a estrutura crista-

lográfica.

O envelope SAXS foi cortado pela metade e cada monômero da estrutura

cristalográfica foi docado rigidamente a cada metade do envelope independen-

temente. As docagens com maior coeficiente de correlação foram guardadas.

Após a docagem, todas as combinações de dois monômeros docados inde-

pendentemente foram comparadas com a estrutura cristalográfica tanto visual-

mente quanto calculando o valor de RMSD em relação à estrutura cristalográfica.

Além disso, mais algumas análises foram realizadas para avaliar a docagem.

Foram calculadas a grandeza χ, que apresenta a concordância com a curva

SAXS experimental, a equação 3.25 , e a porcentagem dos átomos pesados

dentro do envelope. O critério para o cálculo da porcentagem dos átomos pe-

sados dentro do envelope será explicado na Seção 7.3.

A Figura 7.2 mostra um arranjo dos monômeros em chiquimato quinase

I de Escherichia coli diferente. É notável que o ângulo entre os eixos dos

dois monômeros é diferente para a estrutura cristalográfica e a de SAXS. Isso

provavelmente se deve ao fato de que proteı́na apresenta empacotamento difer-

ente em cristal e em solução. Por isso, a estrutura cristalográfica não será nec-

essariamente o alvo da modelagem.

O critério para escolher a docagem melhor será o valor mı́nimo de χ. A

Figura 7.3 mostra os valores de χ, a porcentagem dos átomos pesados dentro

do envelope e o RMSD em relação à estrutura cristalográfica para cada uma

das combinações de docagem. O eixo x representa o ı́ndice de combinações

de docagens dos dois monômeros, o primeiro dı́gito é de um monômero e o
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Figura 7.2. A estrutura cristalográfica do dı́mero de chiquimato quinase I de

Escherichia coli (esquerda) e o seu envelope SAXS (direita).

Tabela 7.1. Docagens escolhidas pelo valor mı́nimo de χ. A porcentagem dos

átomos pesados dentro do envelope e RMSD em relação à estrutura cristalográfica

estão representados para cada docagem.

Docagem 48 18 49 46 11 19 68 59

χ 2,91 3,05 3,14 3,22 3,26 3,27 3,35 3,38

N / % 93,38 92,40 95,98 94,79 94,90 95,01 93,70 95,55

RMSD / Å 15,26 13,32 17,38 11,68 9,96 16,69 12,31 14,14

segundo é de outro monômero. Por exemplo: a docagem 43 é a combinação

da quarta docagem independente do primeiro monômero e a terceira docagem

do segundo monômero. As oito estruturas com o menor valor de χ estão rep-

resentadas em barras vermelhas e o mı́nimo global está enquadrado. A Tabela

7.1 mostra valores de χ, a porcentagem dos átomos dentro do envelope e o

RMSD para estas oito melhores docagens. Observamos que o menor valor

de χ não corresponde à porcentagens máxima dos átomos dentro do envelope,

nem aos menores valores de RMSD. Também, os oito menores valores de χ

não correspondem às porcentagens máximas dos átomos pesados, nem aos
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Figura 7.3. Valores de χ, porcentagem dos átomos pesados dentro do enve-

lope e RMSD em relação à estrutura cristalográfica para cada uma das combinações

de docagem. O eixo x apresenta número de combinação de docagens de dois

monômeros, o primeiro dı́gito é de um monômero e o segundo é de outro monômero.

As oito estruturas com o menor valor de χ estão representadas em barras vermelhas e

o mı́nimo global está enquadrado.

valores de RMSD mı́nimos. Ou seja, no caso deste dı́mero, os modelos que

mais concordam com a curva experimental não correspondem a sobreposição

máxima com o envelope nem com a estrutura cristalográfica.

As oito melhores estruturas do dı́mero estão desenhadas na Figura 7.4. Os
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números de baixo de cada estrutura indicam ı́ndices de docagens da Tabela

7.1. Para comparar a semelhança entre os arranjos dos dois monômeros, todas

as estruturas foram alinhadas em relação a um dos monômeros (o monômero

da parte de baixo do dı́mero) e o inı́cio da sequência de cada monômero

foi marcado pela bolinha vermelha. Vemos que os melhores modelos apre-

Figura 7.4. Estrutura cristalográfica do dı́mero do chiquimato quinase I de

Escherichia coli (PDBid: 1KAG) e oito estruturas modeladas de menor valor de χ. Os

números indicam números de docagens da Tabela 7.1. Os modelos estão alinhados

em relação a um dos monômeros (o monômero da parte de baixo do dı́mero). Bolinha

vermelha representa o inı́cio da sequência de cada monômero.

sentam orientação relativa entre os monômeros diferente da estrutura crista-

lográfica e também diferente entre eles. Os dois melhores modelos, 48 e 18,

têm a orientação similar, os inı́cios das sequências apontando à extremidade

da proteı́na, mas os seus monômeros fazem um ângulo de 50 graus aproxi-
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madamente. No caso deste dı́mero, existem várias maneiras diferentes para

docar no envelope com uma faixa estreita de valores de χ. A docagem não é

especı́fica suficientemente para este tipo de proteı́na.

Como o envelope de SAXS representa uma estrutura de resolução muito

baixa, a especificidade da docagem no envelope depende do forma da molécula.

Quanto mais irregularidades existem na forma de molécula, mais especifica-

mente ela se encaixa dentro do envelope SAXS. Uma molécula de alto grau

de simetria pode ser docada em várias maneiras diferentes ao envelope. Além

disso um outro critério baseado nos resultados experimentais ou computacionais

pode ser usado como critério de escolha do melhor modelo junto com o critério

de maior concordância com a curva experimental, χ.

A proteı́na modelada neste capı́tulo, a Endoglucanase de Xanthomonas

campestris pv. campestris, apresenta uma simetria muito mais baixa do que

a do chiquimato quinase I de Escherichia coli, Figura 7.1. Portanto, existe

esperança para especificidade maior da modelagem.

Mapa volumétrico: Para docagem e também para as simulações, um mod-

elo de SAXS no formato de um mapa volumétrico é usado. Portanto, um mod-

elo de esferas de SAXS tem de ser convertido em um mapa volumétrico. A

partir do modelo de esferas da endoglucanase de Xanthomonas campestris pv.

campestris, o mapa volumétrico foi construı́do adicionando uma função gaus-

siana com σ = 2.9Å em cada ponto de uma rede de 1Å de espaçamento. O

valor de σ foi escolhido como metade da distância entre duas esferas vizinhas

que é constante para o modelo inteiro. O mapa volumétrico resultante repre-

senta uma soma de funções gaussianas em todos os pontos do espaço. Os

valores do mapa volumétrico são normalizados de forma que tomem valores

de 1 até 0. Zero representa a máxima densidade de elétrons do modelo de

SAXS. Para definir o envelope, um isovalor especı́fico do mapa volumétrico foi
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determinado. Este valor deveria representar a superfı́cie que abrange todas as

esferas no modelo SAXS. Então, ele foi determinado de tal forma que coincide

com a superfı́cie das esferas sondada com uma esfera de raio igual a metade

da distância entre duas esferas vizinhas. Este isovalor do mapa volumétrico foi

igual a 0,8.

Figura 7.5. Mapa volumétrico de densidades eletrônicas obtidas por SAXS. A:

Envelope SAXS representado como isovalor 0,8 do mapa volumétrico. B: Fatia do mapa

volumétrico que inclui imagem de esferas equidistantes. C: Fatia do mapa volumétrico

com os valores do mapa truncados no 0,8, cada valor de menor que 0,8 foi substituı́do

por 0,8.

Parâmetros para simulações: Como as esferas do modelo SAXS são

fictı́cias, elas foram retiradas após construção do mapa volumétrico, Figura 7.5,

para uso nas simulações. Cada valor do mapa de menor que 0,8 foi substituı́do

por 0,8. Após a docagem rı́gida, a estrutura atômica intacta foi hidratada e

eletroneutralizada em uma caixa de NaCl-água de 1g/cm3 de densidade. Uma

caixa de simulação com água explı́cita de tamanho 140Å x 70Å x 70Å foi

construı́da. A camada de água em volta da enzima é de pelo menos 10Å de

espessura. Simulações foram feitas tratando esta caixa de simulação no en-

semble NPT a 298K e 1atm. No tratamento de interações não-covalentes de

curto alcance foi usado raio de corte de 10Å e a função suavizante depois de

9Å. Na integração das equações de movimento foi usado um passo de tempo
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mais curto, de 1fs, para evitar que a força externa do envelope SAXS causasse

colapso das partı́culas.

7.3 Resultados e discussões

Estrutura inicial. As duas estruturas atômicas, de CCD e CBM, foram do-

cadas rigidamente e independentemente no envelope SAXS através do pro-

grama SITUS [88]. De 20 resultados de cada um dos domı́nios duas combinações

CCD-CBM com os menores valores de χ foram escolhidas, χ = 3, 801 e χ =

3, 699, com as orientacões de CCD diferentes, Figura 7.6. A porcentagem

de átomos pesados O, C, N e S dentro do envelope foi calculada definindo o

envelope como a superfı́cie do mapa volumétrico com isovalor de densidade

eletrônica 0,8. Os modelos representam 81,19% e 79,72% de átomos pesados

dentro do envelope, respectivamente. Este número não precisa ser necessari-

amente 100% porque o envelope representa uma média de conformações em

solução e somente poucas conformações durante a simulação vão estar 100%

dentro do envelope.

Na estrutura do CBM, existem três resı́duos aromáticos que são expostos

ao solvente e poderiam atuar no reconhecimento de substrato. É interessante

observar que em todas as docagens o eixo dos três resı́duos aromáticos do

CBM (em vermelho) encontra-se perpendicular ao eixo da fenda catalı́tica do

CCD. Neste modelo uma cadeia de celulose interagiria apenas com um dos

três resı́duos aromáticos, Figura 7.6.

As estruturas foram completadas com o linker modelado por ITASSER com

pontas fixas às coordenadas dos terminais dos domı́nios já docados no en-

velope. Para escolher entre a estrutura A e B, uma modelagem do complexo

enzima-cadeia de celulose foi feita, considerando a interação dos dois domı́nios

com a mesma cadeia de celulose. A docagem da cadeia de celulose den-
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tro da enzima intacta foi feita prolongando a celotetraose já docada e simu-

lada (Capı́tulo 5) no sentido do CBM. Após uma longa minimização de 20 000

iterações, a celulose da estrutura B formou uma curva na saı́da do CCD. Esta

saı́da é composta por um loop, chamado de loop5, que fecha a fenda catalı́tica

impossibilitando assim passagem do substrato para o outro lado sem estar cur-

vado, ver Figura 5.8 do Capı́tulo 5. Este loop é composto por uma parte alta-

mente móvel e outra que nunca muda de posição e que fecha a fenda (azul). A

estrutura onde o loop5 não impede o substrato de alcançar CBM, Figura 7.6A,

foi escolhida. Entre as enzimas da mesma famı́lia (a famı́lia 5 das glicosidases)

cristalizadas com substrato, todas possuem esse tipo de loop e o substrato não

passa além dele, Figura 7.6C. Entretanto, um substrato pode formar curvatura

na região do loop, similar ao loop5, como no caso da endoglucanase E5 de

Thermobifida Fusca (PDBid: 2CKR). A estrutura escolhida (A) apos acréscimo

do linker apresentou χ = 3, 660. Esta estrutura foi usada como ponto inicial para

as simulações de MDFF.

Simulações de MDFF. A simulação MDFF no envelope foi feita definindo

o fator de força ξ = 0, 3. Este fator é arbitrário e não possui uma importância

desde que seja diferente de zero, porque como a força que um átomo sente

depende somente do gradiente do mapa volumétrico e dentro do envelope o

valor da densidade é constante, esta força serve apenas para átomos fora do

envelope entrarem no envelope. Dentro do volume do envelope não existe gra-

diente. Portanto, não existe a força MDFF e os átomos são submetidos a uma

simulação convencional. Porém, esta força não deveria ser grande demais para

não perturbar de modo significativo a energia potencial do sistema. Aqui o valor

de 0,3 foi escolhido de modo que represente uma força da ordem das forças

interatômicas.

Simulações direcionadas. O alvo é chegar a uma boa concordância com
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Figura 7.6. Modelos feitos pela docagem dos domı́nios separadamente.

Resı́duos catalı́ticos e resı́duos aromáticos do CBM são representados em vermelho.

A: O loop5 nao impede a saı́da do substrato. B: O loop5 impede a saı́da do substrato.

C: Enzimas da famı́lia 5 de glicosidases possuem um análogo ao loop5 e substratos

que não ultrapassam esta barreira.

a curva SAXS experimental, ou seja, a um baixo valor de χ, simulando com

vı́nculos de envelope. O valor ideal de χ seria χ=1 o que significa que o modelo

tem acurácia dentro do erro experimental de curva unidimensional SAXS. Na

prática, é razoável chegar a um valor de χ similar ao da modelagem do próprio

envelope tridimensional, χ= 2,299.

Podemos ver na Figura 7.7, a primeira curva preta, que à temperatura ambi-

ente e com a MD convencional, o χ não consegue abaixar em tempo razoável.

Uma maneira de estimular amostragem é aumentar a temperatura do sistema.

O aumento da temperatura aumenta módulo de velocidade média de sistema

e assim os átomos ganham energia cinêtica para superar barreiras potenciais

entre conformações diferentes, e conseguem amostrar mais o espaço dentro

do envelope. Para amostragem ampliada não se pode usar temperatura alta
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porque esta proteı́na possui estrutura secundária e pode acontecer desenovel-

amento (parcial ou total). No máximo podemos aplicar temperatura alta ao linker

que não é bem estruturado. Uma vez atingido o subespaço de conformações de

Figura 7.7. Concordância com a curva SAXS experimental durante o tempo de

simulação MDFF. As curvas vermelhas representam simulação à 1000K de temperatura

em que somente o linker foi livre para movimentos.

baixo χ, podemos resfriar o sistema à temperatura ambiente de novo e assim

“congelar” a estrutura favorável, deixando o sistema inteiro executar movimen-

tos dentro do espaço do envelope. Desta simulação à temperatura ambiente, a

conformação com o χ mı́nimo é escolhida como ponto inicial para simular, es-

quentando somente o linker a 1000K de novo e assim por diante favorecendo a

ida em direção ao χ baixo, sem usar nenhum potencial tendencioso. Este pro-

cedimento aqui usado assemelha à Amostragem de Fluxo de Ida [89]. A técnica

de Amostragem de Fluxo de Ida escolhe uma grandeza discreta que represente

a coordenada desejada de um evento simulado e para cado passo ao longo da

coordenada, os trechos das simulações que não atingiram um valor da coorde-
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nada são descartados. A diferença é que aqui a coordenada χ foi tratada como

uma grandeza contı́nua.

Durante o procedimento de modelagem por MDFF, as estruturas internas

dos domı́nios são preservadas, que mostra valor baixo de RMSD e a porcent-

agem dos átomos pesados dentro do envelope cresce até 82%, Figura 7.8. O

valor de RMSD foi calculado em relação à estrutura inicial da Figura 7.6A.

Figura 7.8. Durante o procedimento de modelagem por MDFF, estruturas inter-

nas dos domı́nios são preservadas, que mostra valor baixo de RMSD e a porcentagem

dos átomos pesados dentro do envelope cresce até 82%.

Equilı́brio. A fim de testar o modelo obtido é necessário checar a sua esta-

bilidade estrutural após interromper a aplicação da força vinculada ao envelope

SAXS. Após o valor mı́nimo de χ obtido por esta técnica de escolher ponto de

χmin de cada trecho de trajetória, foi realizada uma simulação convencional sem

força aplicada. A simulação foi realizada até chegar no equilı́brio representado
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Figura 7.9. Sem vı́nculos de envelope, o sistema é capaz de manter χ em

torno de 3,3 enquanto o RMSD e a porcentagem de átomos pesados dentro do enve-

lope exibiram patamar de valores razoáveis.

pelo patamar de RMSD e a porcentagem de átomos pesados dentro do enve-

lope. O sistema manteve χ em torno de 3,3 e um valor baixo de RMSD dos

dois domı́nios. A porcentagem de átomos pesados dentro do envelope alcança

77% após atingir patamar em menos de 1ns, Figura 7.9. A Figura 7.10 mostra

a estrutura inicial e final depois da modelagem com a técnica MDFF.

O modelo resultante. Depois das simulações, os resı́duos aromáticos do

CBM permaneceram igual à docagem inicial, ou seja, perpendiculares à fenda

do CCD, Figura 7.11. Cada subsı́tio em CCD consiste em pelo menos um

resı́duo aromático. Estes resı́duos foram identificados calculando a energia

de interação com substrato, Figura 5.7 do Capı́tulo 5, e são: Phe50, Tyr337,

Trp237 e Phe268, representados em vermelho.
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Figura 7.10. A estrutura inicial (à esquerda) e final (à direita) da modelagem

da XccEG intacta em solução.

Figura 7.11. O modelo final. Os resı́duos aromáticos estão em vermelho. As

linhas vermelhas representam os eixos de CCD e CBM.

O domı́nio CBM da XccEG apresenta um arranjo de resı́duos aromáticos

caracterı́stico para celulases ativas em celulose cristalina [66]. Em contato com

a celulose cristalina, a XccEG poderia interagir com mais de uma cadeia da

celulose, Figura 7.12A. O modelo obtido da XccEG foi posicionado em cima

da celulose cristalina de forma que o eixo do CCD, representado pelos quatro

resı́duos aromáticos da fenda catalı́tica, esteja alinhado com uma cadeia da

celulose. Nesta situação, o eixo do CBM encontra-se perpendicular às cadeias

da celulose abrangendo assim cinco cadeias da celulose. O modelo da celulose

foi construı́do através do programa Cellulose-builder [90].

Esta orientação relativa dos domı́nios é diferente daquela do modelo pro-

104



Figura 7.12. A: O modelo final da modelagem da XccEG posicionado em

cima da celulose cristalina. B: O modelo de CBM da celobiohidrolase I de Trichoderma

reesei [92] inicial (azul) e após simulação (vermelho). CBM desenhado como faixa e

os resı́duos aromáticos como barras.

posto para a celobiohidrolase I de Trichoderma reesei, [91, 92]. A celobiohidro-

lase I de Trichoderma reesei foi modelada conectando manualmente as pontas

do CCD e CBM com um linker previamente modelado e relaxado pela MD. Este

modelo apresentou os eixos de CCD e CBM paralelos. A Figura 7.12B foi adap-

tada de [92] e representa a estrutura apenas do CBM em cima da celulose

cristalina. A estrutura azul é a estrutura inicial docada na celulose e a estru-

tura vermelha é a estrutura final depois de simulação de 1,5ns. Partindo da

estrutura inicial que interage com duas cadeias da celulose, o CBM deslocou-
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se para a posição em que interage com apenas uma cadeia da celulose através

dos resı́duos aromáticos caracterı́sticos.

A fim de testar estabilidade das interações com a celulose na orientação

proposta pelo nosso modelo, simulamos somente o domı́nio CBM em cima de

uma camada de celulose. O CBM foi posicionado manualmente na superfı́cie

de uma camada de celulose cristalina de tamanho de sete cadeias contendo

sete unidades glicosı́dicas. O posicionamento foi feito de forma que os três

resı́duos aromáticos caracterı́sticos se encontrem na distância de no mı́nimo 2

Å do substrato, Figura 7.13(azul). O complexo CBM-camada de celulose foi

hidratado por água em caixa de aproximadamente (45 x 62 x 50)Å3. A posição

da camada de celulose estava fixa durante a simulação.

Figura 7.13. Posição do CBM da endoglucanase de Xantomonas campestris

pv. campestris em cima da camada da celulose, inicial (azul) e após 40ns de simulação

(vermelho). CBM desenhado como faixa e os resı́duos aromáticos como barras.

Depois de 40ns de simulação o CBM permaneceu na posição perpendicular

às cadeias da celulose, Figura 7.13(vermelho), ou seja, perpendicular à fenda

catalı́tica do CCD. Os três resı́duos aromáticos permaneceram na distância de

no mı́nimo 3 Å do substrato. As simulações sugerem que tanto em solução

quanto em complexo com substrato, a orientação do CBM da endoglucanase

de Xantomonas campestris pv. campestris é perpendicular à fenda catalı́tica do
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CCD.

Comparação de CCD em solução e cristal. Para investigar as diferenças

entre a estrutura cristalográfica e o resultado da modelagem pelo ajuste ao en-

velope SAXS, algumas análises comparativas de estrutura e dinâmica foram

realizadas. As trajetórias usadas são a parte equilibrada do modelo após ajuste

com SAXS, Figura 7.9, e a simulação partindo da estrutura cristalográfica,

Capı́tulo 5. Para a atribuição da diferença estrutural, a função RMSF foi empre-

gada, e a estrutura de referência para as duas trajetórias foi a estrutura crista-

lográfica. As mudanças estruturais são presentes especialmente nas regiões

de contato com outras moléculas da unidade simétrica em cristal, Figura 7.14

em cores. A análise de RMSF por blocos não mostra maiores diferenças na

mobilidade da enzima, Figura 7.14, painel de baixo.

Figura 7.14. Diferenças estruturais (RMSF) e dinâmicas (RMSFblocos) entre o

modelo após ajuste com SAXS e cristalográfico do CCD da XccEG. A unidade simétrica

cristalográfica (direito).

Docagem alternativa. Uma modelagem em que o eixo dos três resı́duos

aromáticos do CBM é paralelo com o eixo da fenda do CCD foi realizada ao fim
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de descartar a possibilidade desta posição, Figura 7.15.

Figura 7.15. O instante inicial e final de uma simulação MDFF de 1ns, partindo

do modelo do CBM paralelo à fenda do CCD. Eixo do CCD e resı́duos aromáticos do

CBM são representados em vermelho.

Nesta posição, todos os três resı́duos aromáticos de CBM interagiriam com

a mesma cadeia da celulose. A porcentagem dos átomos pesados dentro do

envelope neste modelo inicial é 44,7. O mesmo procedimento de simulação

por MDFF foi realizado por 1ns. Durante esta simulação, o CBM abandonou

a posição inicial entrando no envelope até 73,98 % dos átomos pesados. A

mudança da estrutura do CBM foi maior que no caso da docagem original, rep-

resentando o valor de RMSD em relação ao modelo inicial de eixos paralelos

igual a 3,60 Å. A mudança da estrutura do CBM na docagem original é no

máximo 3,25 Å. Isto significa que o CBM saiu de uma posição não-favorável em

pouco tempo e distorceu sua estrutura em relação à cristalográfica.

As simulações realizadas aqui sugerem que o CBM da endoglucanase de

Xanthomonas campestris pv. campestris prefere a posição em que o seu eixo
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é perpendicular ao eixo do CCD e assim possa interagir com cinco cadeias

celulósicas diferentes. Isto se contrasta ao modelo da celobiohidrolase I de

Trichoderma reesei e uma expectativa geral de que os dois domı́nios sejam

ligados a uma cadeia de celulose.

7.4 Conclusão

O conhecimento da estrutura de uma enzima intacta, contendo todos os

domı́nios, é fundamental para o conhecimento do seu mecanismo. Atualmente

não existem estruturas intactas para celulases com resolução atômica. Para

este fim, a combinação de uma estrutura intacta de baixa resolução e uma

estrutura incompleta de alta resolução pode ser útil.

A técnica de Ajuste Flexı́vel por Dinâmica Molecular (MDFF) originalmente

foi desenvolvida para as estruturas de crio-eletromicroscopia, mas aqui foi adap-

tada a ser usada com as estruturas de espalhamento de raios X de baixo ângulo

(SAXS). Uma estrutura de SAXS apresenta resolução mais baixa do que uma

estrutura de crio-eletromicroscopia, mais especificamente, ela apresenta ape-

nas a superfı́cie de molécula sem a sua estrutura interna. Por isso, no proced-

imento de criação do mapa volumétrico usado nas simulações de MDFF, toda

a estrutura interna do mapa foi retirado: os valores do mapa que representam

a densidade eletrônica SAXS maior que na superfı́cie foram substituı́dos pelo

valor da superfı́cie.

Além disso, uma continuação do procedimento da modelagem com SAXS

foi proposto. Ela consiste da verificação da concordância do modelo obtido

com os dados experimentais, em cada passo da simulação de MDFF. Esta con-

cordância é medida pela função χ, que mede a diferença entre a curva uni-

dimensional experimental de SAXS e a curva de espalhamento teórico obtido

com base na estrutura modelada.
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A modelagem da endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris

(XccEG) intacta foi realizada combinando a estrutura cristalográfica e a estru-

tura de SAXS da XccEG, utilizando a técnica de MDFF adaptada. O ponto inicial

para simulações normalmente afeta muito os resultados porque a MD conven-

cional não é capaz de amostrar o espaço de fase inteiro em tempo razoável. Por

isso, primeiro foi docada a estrutura de resolução atômica no envelope SAXS e

a orientação relativa dos domı́nios foi escolhida com cuidado. Depois disso, a

simulação de MDFF foi realizada. A fim de acelerar a modelagem, um proced-

imento de direcionar simulações no sentido de melhorar a concordância com a

curva 1D experimental foi feito. A meta foi atingida: foi obtida a estrutura da Xc-

cEG em solução em concordância com curva experimental razoável em tempo

menor que 4ns. A estrutura final da XccEG apresenta uma orientação do CBM

perpendicular ao eixo do CCD. Assim, a enzima poderia interagir com mais que

uma cadeia da celulose no estado cristalino.
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Capı́tulo 8

Conclusões gerais

Foram investigados quatro sistemas relacionados aos mecanismos enzimáticos

para a hidrólise da celulose. Um deles, o estudo dos mecanismos de recon-

hecimento de substrato por endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum foi

publicado [57]. O trabalho sobre a seletividade da Endoglucanase de Xan-

thomas campestris pv. campestris foi concluı́do e será submetido em breve

para publicação. O trabalho sobre a elasticidade de linker e o trabalho sobre a

modelagem com SAXS estão em fase de preparação.

8.1 Endoglucanase sem CBM

A presença do domı́nio de ligação ao carboidrato (CBM) nas celulases mostrou-

se importante para o mecanismo de ligação não-covalente ao substrato. Simulações

de Dinâmica Molecular foram realizadas com uma celulase que não possui

CBM, a Endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum. As análises de interações

não covalentes enzima-substrato mostraram que a ausência de CBM é com-

pensada pela presença de resı́duos similares aos resı́duos que reconhecem o

substrato em um CBM.

Além da explicação da atividade na ausência de CBM, foi explicado porque

esta enzima age em substratos com no mı́nimo cinco unidades glicosı́dicas.

A trı́ade catalı́tica encontra-se espacialmente longe dos resı́duos aromáticos

que mostram-se importantes para a interação enzima-substrato, e por isso o
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substrato precisa ter um comprimento mı́nimo.

8.2 Seletividade da Endoglucanase Xcc

Uma questão importante para desenhar enzimas de maior eficácia é enten-

der as causas de seletividade e eventualmente mudá-las. As simulações de

MD explicaram a causa da seletividade da Endoglucanase de Xanthomonas

campestris pv. campestris. Esta enzima cataliza a hidrólise de cadeias de celu-

lose de comprimento de quatro ou mais unidades glicosı́dicas. A fenda da enz-

ima é composta por quatro subsı́tios de ligação à celulose que são constituı́dos

por loops altamente móveis. Para o substrato permanecer ligado dentro da

fenda catalı́tica, e assim na posição certa para a hidrólise acontecer, todos os

subsı́tios precisam estar estabilizados pelas interações com substrato.

8.3 Propriedades mecânicas do linker da XccEG

A sequência especı́fica de 12 blocos de Thr-Pro do linker da Endoglucanase

de Xanthomonas campestris pv. campestris (XccEG) foi investigada calculando

propriedades mecânicas extraı́das da simulação de amostragem ampliada. O

linker foi comparado com um linker de sequência habitual contendo os resı́duos

P,G,A,S,T,R e V, da celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei (CBH2). O linker

(PT)12 é mais rı́gido e essa rigidez cresce ligeiramente com aumento de tem-

peratura. O resı́duo rı́gido Pro e a Thr induzem uma rigidez do linker como todo.

Existem evidências computacionais provas de que a glicosilação aumenta a ex-

tensão do linker CBH2 [77]. Nossos estudos apontam que o linker (PT)12, que

não é glicosilado, chega a ser estendido igualmente por causa da sua sequência

especı́fica.
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8.4 Modelagem com SAXS

A técnica de Ajuste Flexı́vel por Dinâmica Molecular originalmente desen-

volvida para as estruturas da crio-eletromicroscopia foi aplicada para a estrutura

SAXS. Como esta estrutura representa apenas a superfı́cie da macromolécula

preenchida pelos átomos fictı́cios, toda a estrutura interna de mapa volumétrico

é retirada no procedimento de preparação de força adicional. O procedimento

aqui desenvolvido segue no sentido de comparação com a curva SAXS ex-

perimental e maximização desta similaridade obtida por uma simulação dire-

cionada. Este procedimento foi aplicado à modelagem da endoglucanase de

Xanthomonas campestris pv. campestris XccEG intacta combinando a estru-

tura cristalográfica com a estrutura de SAXS. A meta foi atingida: foi obtida es-

trutura da XccEG em solução com uma concordância com curva experimental

razoável. O modelo aqui proposto, ao contrário do outro disponı́vel na literatura,

tem o CBM interagindo com três cadeias de celulose paralelas.
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Alanina Ala A Leucina Leu L Glutamina Gln Q Serina Ser S

Arginina Arg R Lisina Lys K Glutamato Glu E Treonina Thr T

Asparagina Asn N Metionina Met M Glicina Gly G Triptofano Trp W

Aspartato Asp D Fenilalanina Phe F Histidina His H Tirosina Tyr Y

Cisteı́na Cys C Prolina Pro P Isoleucina Ile I Valina Val V

Apêndice A

Códigos de aminoácidos de uma e três letras
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[57] Prates É. T., Stankovic I., Silveira R. L., Liberato M. V., Henrique-Silva F.,
Pereira N. Jr., Polikarpov I., and Skaf M. S. X-ray structure and molecular
dynamics simulations of endoglucanase 3 from Trichoderma harzianum:
Structural organization and substrate recognition by endoglucanases that
lack cellulose binding module. Plos One, 8:e59069, 2013.

[58] Grupo colaborador de cristalografia, Centro de biotecnologia molecular es-
trutural, Instituto de Fı́sica de São Carlos, Universidade de São Paulo.

[59] Sandgren M. Shaw A., Ropp T. H., Wu S., Bott R., Cameron A. D.,
Stahlberg J., Mitchinson C. and Jones T. A. The X-ray crystal structure of
the Trichoderma reesei, family 12 endoglucanase 3, Cel12A, at 1.9 Å res-
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