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DINAMICA MOLECULAR DE CELULASES: ESTUDOS DE RECONHECI-
MENTO DE SUBSTRATO E PROPRIEDADES CONFORMACIONAIS

A degradacao enzimatica da celulose para a producao de bioetanol é real-
izada por um conjunto de proteinas denominadas celulases, as quais sao pro-
duzidas por varios fungos e bactérias. O mecanismo molecular das interagoes
fisicas entre as celulases e a celulose é pouco conhecido. Para investigar
estas interacoes, bem como as propriedades conformacionais e dinamicas,
nesta Tese usamos simulacdes por dinamica 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 0 modulo
de ligacao a celulose (CBM), revela que a auséncia de um CBM nesta estru-
tura € compensada pela presenca de residuos similares aos residuos tipicos
de um CBM. O segundo estudo, sobre seletividade da XccEG, explica por que
esta enzima catalisa a hidrélise somente de oligossacarideos de quatro ou mais
unidades. Nossas simulac¢oes indicam que os quatro subsitios caracteristicos
da fenda de ligagao ao substrato da XccEG precisam ser simultaneamente es-
tabilizados pelas interagcdes com substrato para promover uma ligacao efetiva
substrato-enzima. No terceiro estudo, investigamos as propriedades mecanicas
do linker entre o dominio catalitico (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 comparagao ao linker de celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei. Por fim,
adaptamos o método de ajuste flexivel por dinamica molecular (MDFF) para
gerar modelos de estrutura terciaria 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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Capitulo 1

Introducao

Com a preocupacgao de significante parcela do mundo em desacelerar um
possivel aquecimento global e reduzir as emissdes de gases resultantes da
queima de combustiveis fésseis, aumentou consideravelmente o interesse na
utilizacao do bioetanol como uma fonte energética menos poluente e produzida
de uma fonte renovavel. No Brasil, um aumento significativo e sustentavel na
producao de bioetanol poderia ser alcancado com o melhor aproveitamento
do bagago da cana-de-agucar. A celulose, principal componente do bagaco,
€ um material insolivel em agua, composto de longas cadeias formadas por
moléculas de glicose unidas por ligacdes 3-1,4-glicosidicas. A principal difi-
culdade na utilizacao eficiente da celulose esta na sua grande resisténcia em

sofrer hidrolise [1].



1.1 Celulases: Funcao e importancia

A degradacao da celulose em acucares sollveis pode ser alcancada através
da acao de enzimas celulases produzidas por varios fungos e bactérias que
catalisam a hidrolise das ligacoes glicosidicas. Diferentes tipos das glicosi-
dases, endoglucanases, exoglucanases e -glicosidases, atuam em conjuncao
no mecanismo de hidrolise. As exoglucanases clivam as extremidades das
cadeias polissacaridicas da celulose, liberando glicose ou celobiose, um dis-
sacarideo de glicose. As endoglucanases hidrolisam aleatoriamente ligacoes
intramoleculares -1,4- glicosidicas da celulose que estao acessiveis, disponi-
bilizando novas extremidades para o ataque das exoglucanases. E, por fim, as

B-glicosidases realizam a hidrdélise da celobiose em glicose, Figura 1.1 [2].

el 278

Figura 1.1. Agéo das celulases na celulose.

1.2 Mecanismo quimico: a hidrdlise

As celulases catalisam a hidrélise da celulose ou, mais especificamente,
a ligacao glicosidica. Sao proteinas que mostram grande diversidade estru-
tural, mas apresentam similaridade na fungao de hidrélise. A celulose é um
polissacarideo constituido de mondémeros de glicose unidos pelas ligacdes -

1,4-glicosidicas, Figura 1.2. A celulose pode apresentar regioes cristalinas e



amorfas [1].

Dependendo da configuragao relativa entre a hidroxila no carbono anomérico
(C1) e a hidroxila no carbono com mais alta numeracao, um monossacarideo
€ chamado de a ou g, Figura 1.3. A extremidade de polissacarideo com car-
bono anomeérico livre € chamada de extremidade redutora porque é capaz de
formar um grupo aldeido em carbono anomérico através de abertura de anel e
atuar como agente redutor. Enquanto isso, a extremidade oposta € chamada

de nao-redutora.

Ligacao glicosidica

OH OH
HO OH .o
HO
9 HON, -

OH

Figura 1.2. Ligacéo 3-1,4-glicosidica, entre os atomos C1 e O4'.

A ligacao (-1,4-glicosidica que ocorre em celulose é uma ligacao entre a
hidroxila do carbono anomérico de uma glicose e a hidroxila na posigao 4 de
outra glicose, com a remocao de uma molécula de agua. Portanto, € uma
ligagdo anidrica e as enzimas que a clivam sdo hidrolases, as enzimas que
requerem agua. Mais especificamente, € uma ligagdo covalente entre o car-
bono anomérico (C1) de uma unidade de glicose e oxigénio da hidroxila 4
da outra, agora chamado de oxigénio glicosidico, Figura 1.2. A liberdade de
movimentacao de uma cadeia de celulose é determinada por esta ligacdo que
€ mais flexivel do que as ligacdes de anéis.

O mecanismo de hidrélise da ligagao glicosidica foi proposta por Koshland
em 1953 [8], Figura 1.4. Esta hidrdlise ocorre através de dois mecanismos prin-
cipais que dao origem a retencao ou inversao integral da configuracdo anomérica

do substrato. Ela ocorre via catalise acida e exige dois residuos criticos: um
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Figura 1.3. Duas configuragcdes anoméricas da glicose.

catalisador acido e um nucledfilo/base. O catalisador acido doa hidrogénio
ao oxigénio glicosidico e quebra a ligacao glicosidica, liberando o produto da
hidrélise. O carbono anomérico que formava a ligagao glicosidica fica com
a carga positiva, portanto sujeito ao ataque nucleofilico. Estes dois residuos
cataliticos junto com um residuo auxiliador que é protonado e forma ligagao de
hidrogénio com o nucledfilo mantendo-o na posi¢ao certa, sdo chamados de
sitio ativo.

No caso do mecanismo de retengao, o papel do nucledfilo pertence a um
residuo da enzima que se liga covalentemente ao carbono anomérico, assim
formando um intermediario covalente com o carboidrato. No segundo passo da
reacao, este intermediario é sujeito a outro ataque nucleofilico de uma molécula
de agua da solucado que, para ser capaz de atuar como nucledfilo, precisa
ser desprotonada. E esta desprotonacao agora é realizada por outro residuo
da enzima que tinha papel de catalisador acido e agora tem papel de catal-
isador basico, estando desprotonado. Depois da hidrélise, a enzima permanece
igual e o substrato, depois de duas inversdes da configuracdo anomérica em
seguida, permanece com a configuragao inalterada. O primeiro passo, em

que o intermediario covalente € formado, chama-se glicosilacdo pelo evento
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Figura 1.4. Mecanismos de hidrélise glicosidica.

de ligar o glicosideo (polissacarideo) a enzima, e 0 segundo passo chama-se
desglicosilacao porque este glicosideo separa-se da enzima.

No caso do mecanismo da inversao, o papel do nucledfilo pertence a uma
molécula de agua que posiciona-se entre o substrato e a enzima. Ela esta
desprotonada por um residuo da enzima, o catalisador basico, e pronta para
o ataque nucleofilico ao carbono anomérico do substrato. A posi¢cdo do catal-
isador basico impede a formagao da configuracao inalterada do substrato, man-
tendo a molécula de agua nucleofilica no lugar certo. Depois da hidrélise, a
enzima fica com um préton trocado entre os residuos cataliticos e o substrato
com a configuracdo anomérica invertida. Praticamente, € 0 mesmo mecanismo

de protonagao seguida por um ataque nucleofilico com a diferenca que, no caso



da retencao, este processo acontece duas vezes [4, 5].

Os residuos cataliticos de enzima, como tem sido observado na maioria dos
casos, sao aspartato ou glutamato. Ambos possuem o grupo carboxila (-COOH)
na cadeia lateral que pode atuar como um doador de préton na catalise acida
e também possuem oxigénios ricos em pares de elétrons livres para ataque
nucleofilico.

Os grupos ionizaveis sao relativamente raros no interior de proteinas, mas
eles sao essenciais na catalise. Em microambientes altamente polares ou po-
larizaveis, a forma carregada de um grupo ionizavel ira predominar. Ja em mi-
croambientes menos polares ou polarizaveis, a forma neutra sera favorecida e
os valores de pK, serao deslocados em relagao aos valores normais em agua.
Isto acontece de modo que, para os grupos acidos, os valores de pK, tendem
a ser superiores aos valores normais de pK,, e para 0s grupos basicos, 0s
valores de pK, tendem a ser inferiores aos valores normais [6].

O mecanismo de hidrdlise (retencao ou inversao) depende da estrutura da
enzima. As enzimas com o mecanismo de retencao e as enzimas com 0O
mecanismo de inversao diferem em distancia entre os residuos cataliticos. Am-
bos 0os mecanismos apresentam a mesma distancia entre o catalisador acido
e 0 oxigénio glicosidico situando-os perto o suficiente para eles formarem a
ligacdo de hidrogénio. Os dois mecanismos comecam a divergir quanto a
distancia entre o nucledfilo/base e o carbono anomérico. Como o mecan-
ismo de inversao deve acomodar espaco suficiente para a molécula de agua,
o nucledfilo/base esta situado mais longe do carbono anomérico. A tabela 1.1
mostra as distancias médias entre residuos cataliticos para os quatro tipos de

glicosidases medidas em varias enzimas por varios métodos experimentais [7].



Tabela 1.1. Distancia entre residuos cataliticos para quatro tipos de glicosi-
dases, adaptado de [7].

f— Inversao Retencao
Iv (9.0+1.00A | (5.3+0.2) A
\{

1.3 Mecanismo fisico: reconhecimento de substrato

Fora do mecanismo quimico da hidrélise [8], pouco sabe-se a respeito dos
mecanismos moleculares envolvidos na interagao fisica enzima-substrato que é
a primeira condi¢ao para a reagao quimica ocorrer. Entender tais mecanismos
em nivel molecular é necessario para a compreensao de como as celulases fun-
cionam e, portanto, de extrema importancia para o desenvolvimento de enzimas
com maior atividade celulolitica. Ha diferentes modos de atuacao das celu-
lases. Estes dependem principalmente da forma da enzima e das interacoes
hidrofébicas e hidrofilicas entre enzimas e substratos e ndo sao dependentes
do mecanismo da reagao de hidrolise. Para a hidrolise acontecer, ndo basta
a existéncia do sitio ativo em uma enzima, é necessario também direcionar e
manter a cadeia polissacaridica no sitio ativo, e ai as interacées nao covalentes
tém papel importante. As interagdes ndo covalentes também podem ser en-
volvidas em reconhecimento e, as vezes, em bloquear substratos.

As enzimas de estruturas tridimensionais similares vao exibir modos de
ligacao similares [9]. A topologia geral que determina a atuacao das celulases
existe em trés classes gerais: 1)fenda, 2)tunel e 3)bolsao [10-13]. Celulases
com as trés topologias estao representadas pela superficie molecular na Figura
1.5. As endoglucanases exibem a forma de fenda aberta que permite uma
ligacao a cadeia celuldsica na posicao aleatoria [10, 12]. O sitio ativo das ex-

oglucanases encontra-se em forma de tunel ou bolsao. O tunel permite que a



enzima libere o produto, permanecendo firmemente ligado a cadeia de polis-
sacarideo [12]. A forma do bolsdo é relacionada aos polissacarideos ramifica-
dos ou cristalinos com poucas extremidades livres. O tamanho do bolsao reflete
0 numero de subsitios, que interagem com o substrato, e 0 comprimento do pro-

duto [10]. Além destas trés topologias, existem as topologias intermediarias.

BOLSAO

Figura 1.5. Trés topologias das celulases relacionadas a interagdo com sub-
strato: fenda, tinel e bolsao. Sitio ativo esta representado em vermelho.

Dentro da regido de ligagao a celulose de uma celulase, os subsitios de
ligacao sao frequentemente determinados. O subsitio é a parte da enzima que
interage com uma unidade glicosidica de substrato. Os subsitios das enzimas
sao enumeradas porcentagem inteiros positivos do lado redutor do ponto de
clivagem de substrato e por inteiros negativos do lado nao-redutor do ponto de
clivagem. Da mesma maneira, enumeram-se as unidades do substrato. Os
subsitios sdo mostrados na Figura 1.6. Esta determinacao de subsitios poderia
ajudar no entendimento de interagao enzima-substrato e assim revelar aspectos

moleculares de atividade de enzima.

1.4 Estrutura modular

A celulose pode apresentar regides cristalinas. Como n&o € soluvel, o

acesso ao substrato cristalino representa um desafio para as enzimas. Por isso
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Figura 1.6. Subsitios de ligagdo ao substrato de uma glicosidase ou unidades

monomeéricas de polissacarideo sao denominados por niUmeros positivos ou negativos
dependendo do lado em relagao a ligacao glicosidica.

as celulases apresentam uma estrutura complexa e isto traz implicagdes para
a sua funcdo. Uma caracteristica geral da maioria das celulases é a estrutura
modular [5], incluindo médulo catalitico (do inglés, catalytic core domain, CCD)
e moddulo de ligagao ao carboidrato (do inglés, carbohydrate binding module,
CBM), Figura 1.7.

CcCD

CBM linker

Figura 1.7. Esquema da estrutura bimodal de celulase. O dominio onde ocorre
a reagao quimica (CCD) e o dominio menor que interage fisicamente com substrato
(CBM). A terceira parte da molécula é um peptideo sem estrutura terciaria definida, o
linker.

A hidrélise ocorre no CCD. O CBM tem papel importante na afinidade da
enzima pela celulose.

Os dois dominios, CCD e CBM, sao conectados por um peptideo sem estru-
tura secundaria, chamado de linker. A fungao deste linker nao € completamente
conhecida e nesta tese serao exploradas algumas de suas propriedades fisico-

quimicas.



1.4.1 Sinergismo

Através dos varios experimentos realizados principalmente em celulases,
foi observado que a atividade coletiva das endo e exoglucanases é maior do
que a das enzimas individuais. Este fendmeno 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 nao-redutora do substrato.

Uma observacado de microscopia de forca atdbmica junto com os ensaios
de atividade enzimatica [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 | que atua da
extremidade redutora de substrato e a celobiohidrolase Il que atua da extremi-
dade nao-redutora; e uma endoglucanase. Foi mostrado que a endoglucanase
junto com a celobiohidrolase | fornecem uma superficie da celulose de maior
cristalinidade acessivel para a celobiohidrolase Il removendo as regides amor-
fas. Depois, a celobiohidrolase atua liberando cadeias amorfas novas. Além
disso, sem a agao prévia da endoglucanase, as exoglucanases foram pouco
ativas na celulose. A soma das atividades de todas as trés enzimas separada-
mente foi menor do que a atividade da mistura das enzimas.

3) Sinergismo entre exoglucanases e 5-glicosidases que clivam a celobiose,
o produto das exoglucanases. As §-glicosidases atuam nos substratos de duas
unidades glicosidicas, as celobioses, ou seja, precisam de agao prévia das en-

zimas que liberam este produto. Também, as j-glicosidases consomem celo-
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biose, que por uma vez, sao inibidores da atividade enzimatica das exoglu-
canases e endoglucanases.

4) Sinergismo intramolecular entre 0 dominio catalitico e 0 dominio de ligacao
ao substrato.

Sabe-se que o dominio CBM aumenta adsorgao de enzima inteira na su-
perficie 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 reducao 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 agucares redu-
tores que sao produto da reagao da hidrolise. Para os ensaios da capacidade
de interagao, uma solugao das enzimas foi misturada com a celulose cristalina
e incubadas. Depois, a quantidade de enzima livre em solugao foi medida com

0S ensaios de atividade.

1.4.2 Estrutura intacta

Para melhor entender o mecanismo fisico da interacdao enzima-substrato no
caso das enzimas modulares, é preciso modelar a estrutura da enzima intacta.
Nesta tese uma modelagem sera feita combinando a estrutura cristalografica
e estrutura de espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS) da endoglu-
canase de Xanthomonas campestris pv. campestris.

A estrutura de enzima com resolucao atdbmica € normalmente obtida pela
cristalografia de raios X ou pela Ressonancia magnética nuclear. Porém, a
cristalografia é restringida a descrever conformagdes estaveis de macromoléculas
em cristal. Normalmente os dominios muito flexiveis, como linkers, nao sao
capturados pela cristalografia e existem estruturas dos dominios enzimaticos

apenas separadamente. A Figura 1.8 representa a estrutura cristalografica
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dos dominios CCD e CBM da Endoglucanase de Xanthomonas campestris pv.

campestris.

Figura 1.8. Estrutura cristalografica de uma celulose resolvidada separada-
mente para os dominios CCD e CBM.

O espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS) oferece informacao
complementar sobre forma de biomolécula em solugao e dominios flexiveis com
uma resolugcao consideravelmente mais baixa. A Figura 1.9 representa estru-

tura SAXS da Endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris..
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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 dominios separados resolvidos em resolugao atomica. O problema
€ a orientacao relativa dos dominios no espaco e a conformacao em solugao

no caso das estruturas cristalograficas. Para combinar resolugao atbmica com
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os dados de SAXS e obter uma estrutura tridimensional para a enzima intacta
usamos simulacdes de dinamica molecular para gerar um grande conjunto de
conformacgdes e calcular espalhamento SAXS teérico que depois sera com-
parado com os dados experimentais. Na literatura existem estudos de mode-
lagem em solugao com estrutura de baixa resolugao como: programas para o
calculo de curva SAXS tedrica baseada em multiplas conformacgdes [19, 20],
Ajuste Flexivel por Dinamica Molecular (MDFF), que realiza o encaixe de es-
trutura cristalografica em estrutura de baixa resolucao [21], comparacao de
curva SAXS teorica com a experimental depois de obter conformagdes por MD
[22, 23].
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Capitulo 2

Objetivos

O objetivo desta tese foi a aplicacao de Dinamica Molecular para o estudo
de proteinas envolvidas na conversdo de biomassa celulésica em pequenas
moléculas de agucares. A técnica de MD é empregada para explorar mecanis-
mos de interagdes nao-covalentes que precedem a reacao de hidrolise. 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 celulésicas na auséncia do dominio
de ligagcao 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 nao cliva cadeias de celulase menores que quatro glicoses de compri-
mento.

3) Propriedades mecanicas do linker da XccEG.

Explorar a sequéncia especifica do linker de XccEG, que consiste em doze

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

4) Modelagem com SAXS.

Adaptar a técnica de Ajuste Flexivel por Dinamica Molecular as estruturas
de SAXS para modelagem de estrutura intacta de biomoléculas em solugao.
Aplicar a endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris € com-

parar com os resultados experimentais.
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Capitulo 3

Metodologia: Dinamica Molecular

Para o estudo de proteinas envolvidas na conversao de biomassa celulésica
em pequenas moléculas de agucares e suas interagées nao-covalentes com
substratos, que sao investigados nesta tese, a técnica de dinamica molecular é
empregada.

A dinamica molecular trata o sistema classicamente em que a estrutura
eletrdnica dos atomos é tratada implicitamente. Porém, este modelo simplifi-
cado consegue capturar bem as propriedades fisicas porque o campo de forca
utilizado é parametrizado por céalculos quanticos e dados experimentais. Nao
€ possivel modelar reagdes quimicas ou polarizacao (no caso dos modelos de
atomos de carga constante), mas € possivel modelar interagdes nao-covalentes
gue sao a base molecular de reconhecimento biomolecular [24].

A dinamica molecular foi apresentada pela primeira vez na aplicagao de es-
feras rigidas no ano 1957 [25]. Muitas informagdes importantes sobre o com-
portamento dos liquidos simples surgiu a partir destes estudos. A primeira
simulacao de proteina apareceu em 1977 no trabalho do inibidor de tripsina
pancreatica bovina [26]. Hoje, na literatura, existem simulagdes de Dinamica

Molecular de proteinas solvatadas, complexos DNA-proteina, bem como sis-
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temas de lipideos, abordando uma variedade de problemas incluindo a ter-
modinamica da ligacao ao ligante e o enovelamento de proteinas pequenas.
Além do aumento da complexidade dos sistemas abordados, o numero de
técnicas de simulacao tem expandido. Nos anos setenta do século XX apareceu
uma técnica mista mecanica quantica - mecanica classica, que é empregada
para estudar as reagdes enzimaticas no contexto da proteina completa [27]. O
prémio Nobel de Quimica de 2013 foi outorgado a trés cientistas que desen-
volveram esta técnica [28]. Agora existem muitas técnicas especializadas para
problemas especificos, incluindo calculos de energia livre, modelagem estrutu-
ral etc. Técnicas de simulagao de dinamica molecular sao largamente utilizadas
em processos de refinamento de resultados experimentais, tais como cristalo-
grafia de raios X e a determinagao da estrutura de Ressonancia Magnética
Nuclear.

Uma simulagao de dinamica molecular exige calculos muito extensos porque
0S processos que ela aborda envolvem um numero grande de interacdes en-
tre atomos e escalas de tempo diferentes. Os métodos atuais e o poder de
computagao permitem simulagdes de sistemas de um milhdo de atomos (grande
o suficiente para a maioria das proteinas de interesse) por centenas de nanosse-
gundos, os limites que sao constantemente superados pela evolugao continua
de arquitetura de computadores. Um exemplo de alto custo computacional da
dinamica molecular é que uma simulacao de um microssegundo de um sistema
relativamente pequeno (aproximadamente 25000 atomos) realizado em 24 pro-

cessadores demora varios meses para completar [30].

3.1 Fundamentos teodricos

Dinamica molecular € uma técnica de simulagao computacional que propaga

sistema no tempo com equagdes baseadas na segunda lei de Newton, para
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cada atomo [31], [32]:
L &7

E impossivel resolver as integrais devido ao nimero enorme de particulas e
interacdes, entao as equacoes de movimento sao resolvidas discretamente,
passo a passo. O algoritmo mais usado atualmente nas simulagées computa-
cionais das biomoléculas é Velocity-Verlet [31]. Este algoritmo é usado por
causa de conveniéncia de calcular posicoes e velocidades ao mesmo passo
de tempo, o que significa que todas as propriedades derivadas daqui serao
sincronizadas. As posicoes de cada atomo em cada passo sao calculadas da

seguinte maneira:

Pt + At) = 7(t) + U(t) At + %@Atz (3.2)
m
Onde ¢ é tempo, F a forca calculada a partir do potencial V (7) e m a massa da
particula. A forga do préximo passo, F(t + At), é obtida a partir da posicao do
passo t + At:
F(t+ At) = —VV(F(t + At)) (3.3)

e em seguida as velocidades sao calculadas da seguinte maneira:

U(t+ At) = 0(t) + F(O) + Ft + At At (3.4)

2 m

Para resolver estas equagoes, posigoes e velocidades iniciais sdo necessarias.
As velocidades iniciais de cada atomo sao distribuidas aleatoriamente assim
que satisfacam a distribuicao de Maxwell-Boltzmann para uma temperatura de-
sejada. As posicdes iniciais de atomos da proteina e do substrato sao de-
terminadas experimentalmente, normalmente pela cristalografia de raios X. A

cristalografia de raios X ndo é suficientemente sensivel para detectar raios es-
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palhados de atomos de hidrogénio, por isso as posicdes de hidrogénios sao de-
terminadas computacionalmente em relacao ao meio onde se encontram. Os
estados da protonacao de aminoacidos ou outras moléculas sao determinados
calculando os valores de pK, a um pH desejado.

O campo de forga é a energia potencial que descreve interacdes entre difer-
entes atomos através das interacées entre atomos nao covalentemente liga-
dos, representadas pelos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb, e das
interacoes entre atomos ligados, descritas pelos estiramentos e deformacoes
angulares das ligacoes covalentes e a torcao de diedros como na forma aqui

representada [38]:

V(R) = ZZ@@-J{(%)” — (T By

- ]75Z ']"Z'j 471-607/'1']‘
+ Z Ky(b — bo)* + Z ko (0 — 0p) + Z kon[l + cos(ng — 6,)]+ (3.5)
lig ang died
+ Z o(w — wp)? + Z Ko (u — ug)?
died—impr Urey—Bradley

O primeiro termo da primeira soma, que é o potencial de Lennard-Jones,
descreve as interacoes de van der Waals entre dois atomos i e j, separados
por uma distancia rjj, onde o € a distancia em que o potencial inter particulas é
zero e ¢;; é a profundidade do potencial. O segundo termo da primeira soma de-
screve as interagdes eletrostaticas ou Couldmbicas entre dois atomos i e j, com
cargas parciais ¢; e g;, respectivamente, separados por uma distancia rj;, onde ¢,
€ a constante de permissividade do vacuo. Na segunda soma da equacao, que
representa o estiramento de uma ligagao quimica, k, € a constante de forga, b
a distancia entre dois atomos e b, a distancia de equilibrio entre esses atomos
covalentemente ligados. Na terceira soma, k, representa a constante de forca

associada a deformacao angular, # € o angulo normal entre os trés atomos e
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0 o € o angulo de equilibrio. Ja a quarta soma, de torgoes diedrais, é descrita
por uma soma de cossenos em que ks, € a constante relacionada a altura
da barreira potencial; n € a multiplicidade, que determina o nimero de pontos
minimos na curva ao rotacionar a ligacao completamente; ¢ € o valor do angulo
diedro; ¢, € o valor do angulo de fase, que determina quando o angulo torsional
passa por uma ponto de minimo. As torgoes representam a interagao entre qua-
tro atomos ligados sucessivamente. A quinta soma, responsavel pelas torcoes
improprias € usada para tratar distorgoes fora do plano, como as que ocorrem
nos hidrogénios aromaticos, por exemplo. &, é a constante de forcae w—wg € 0
angulo fora do plano. A dltima soma do potencial interno € o Urey-Bradley, que
€ um termo cruzado entre dois atomos separados por duas ligagées quimicas.
Esse termo é usado para que os parametros melhor reproduzam o espectro vi-
bracional experimental, dado que apenas os termos harmonicos de estiramento
e deformacao angular de alguns atomos podem nao ser suficientes.

Parametros como o, ¢, k, etc. da equacao 3.5 para uma grande variedade
de moléculas e atomos encontram-se determinados, incluindo solventes, ions,
polipeptideos, bases nucleotidicas, lipideos, sacarideos, etc. Uma caracteristica
geral de campos de forca é a transferibilidade de parametros. Assim os parametros
de aminoacidos sao usados em todas as proteinas.

O sistema a ser simulado computacionalmente é construido a partir de estru-
tura cristalografica das biomoléculas, moléculas de solvente distribuidas aleato-
riamente em volta das biomoléculas e normalmente NaCl é adicionado para
eletroneutralizar sistema e imitar o ambiente fisiolégico. Muitas vezes esta
distribuicao espacial de particulas resulta em maus contatos entre elas. Antes
de realizar simulacdes, € necessario minimizar a energia de sistema para elim-
inar a energia repulsiva excessiva entre a estrutura cristalografica e atomos

adicionados na caixa de simulagdo. A minimizagao de energia € um procedi-
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mento de mudanca de posicdes de particulas no sentido de diminuir a energia
potencial total do sistema.

Em seguida, o sistema é equilibrado por MD. Isto é preciso porque as posigcoes
dos atomos do solvente de um sistema criado computacionalmente nao re-
fletem uma imagem real do sistema. Entao, para relaxar o sistema de uma
situacao artificial, € preciso simular um tempo até equilibracao de algumas
grandezas como temperatura, energia e flutuacdo de posicoes. A trajetéria
depois deste ponto é considerada em analise de termodinamica ou dinamica
do sistema. Uma pré-equilibracao € normalmente realizada por partes, fixando
partes do sistema de forma que relaxamento de uma parte nao atrapalhe o
relaxamento de uma outra parte do sistema. Por exemplo, sistema €& equili-
brado com os atomos da proteina fixos e em seguida com os atomos apenas
de cadeia principal de proteina fixos, e finalmente com todas as particulas livres
para se movimentar.

Nesta tese sera usado o programa NAMD [40] que usa o algoritmo Velocity-
Verlet [31] para a resolucdo das equacdes de movimento de atomos. O NAMD é
usado tanto para a dinamica quanto para minimizagao de energia. A minimizagao
é feita através do método dos Gradientes Conjugados [42]. As posicoes dos
hidrogénios sdo determinadas computacionalmente através da extensao Psf-
gen do programa VMD [34]. Os estados da protonacdo de aminoacidos sao
determinados calculando valores pK a um pH desejado e a aproximagao de
solvente continuo usando o servidor H++ [35-37]. O campo de forca usado
€ CHARMM22 para proteinas [38] e CHARMMS36 para carboidratos [39]. O
campo de forca CHARMM foi desenvolvido tanto a partir de dados experimen-

tais quanto de calculos quanticos [40]. O modelo para agua é TIP3P [38].
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3.2 Aproximacoes e vinculos

A dinamica molecular trata sistemas de muitas particulas que exige um
ndamero enorme de potenciais de pares. Como € impossivel resolver analiti-
camente equacoes de movimento nesta condicdo e também para diminuir o
custo computacional, varias aproximagdes sao empregadas.

Para aproximar os resultados dos calculos aos dados experimentais, € pre-
ciso simular um numero representativo de particulas do estado termodinamico.
Na MD seria impossivel tratar um numero de particulas tdo grande com os
custos computacionais de hoje. Em vez disso, um numero de particulas rep-
resentativo € usado junto com a condigao de contorno periddico de uma caixa
de simulacado. Quando uma particula sai da caixa, ela aparece do lado oposto,
preservando o numero de particulas e o momento total do sistema. A condicao
periddica diminui os efeitos de superficie de liquido e assim mimetiza o seio da
solucao.

InteracOes nao-covalentes exigem um custo computacional grande porque
teoricamente cada um dos atomos interage com cada um, no espaco infinito.
Interagbes nao-covalentes de curto alcance como as de Van der Waals de-
caem no minimo com r®. Nos algoritmos de simulagbes computacionais, es-
tas interacdes sao normalmente truncadas depois de um raio de corte esférico
de magnitude da ordem de 10A para proteinas [33, 42]. Para evitar a queda
abrupta de interacao de Van der Waals, sao usadas fungoes suavizantes a partir
de r igual ao raio de corte até um r onde o potencial é zero.

As interagOes eletrostaticas sdo de maior alcance, decaem com ', entdo
na borda da caixa de simulagao ainda apresentam um valor significativo. Em
vez de corte abrupto de interacées, o0 método baseado em somas de Ewald
(Particle Mesh Ewald) [41] é usado. Este contém um artificio matematico usado

na resolucao das equagdes. Um numero infinito de réplicas da caixa em trés di-
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mensoes é considerado. A soma que representa a energia total eletrostatica no
conjunto de infinitas réplicas da caixa diverge, ou converge muito lentamente. O
artificio matematico consiste em multiplicar o membro da soma por uma funcao
de forma que a soma convirja rapidamente e que a outra parte adicionada para
anular convirja rapidamente no espago reciproco. Espaco reciproco € a trans-
formada de Fourier do espago real.

Para poupar tempo de computagao, o0 método de multiplos passos de tempo
€ usado. Interacdes que mudam com velocidades diferentes sao calculadas
com frequéncias diferentes. Um passo de tempo maior corresponde a interacao
que muda mais lentamente. Estes passos diferentes hao de ser mdultiplos in-
teiros um do outro. Por exemplo, interagcdes Van der Waals sao calculadas
a cada passo e as interagoes eletrostaticas a cada dois passos. O programa
NAMD usa o algoritmo RESPA (reference system propogator algorithm) [42, 43].
O algoritmo RESPA ¢ baseado na solugao numérica das equagoes do sistema
de referéncia. A esséncia do algoritmo € de definir um sistema dinamico de
referéncia para os movimentos rapidos e derivar equagcdes de movimento para
o desvio das coordenadas rapidas a partir das coordenadas do sistema de re-
feréncia. Estes desvios sdo acoplados as equagdes de movimento das coorde-
nadas lentas. O sistema dinamico rapido € integrado por n pequenos passos
de tempo ndot mantendo as coordenadas lentas fixas. As condic¢oes iniciais para
cada passo de tempo grande ndt sao escolhidas para que este desvio seja sem-
pre mantido pequeno.

Varios vinculos sao usados para definir propriedades macroscopicas dese-
jadas e assim imitar o sistema real que se quer estudar. Sempre sao usados
vinculos de conservagcao de momento e momento angular para sistemas fecha-
dos. Para definir a temperatura, a dinamica de Langevin € usada, e para definir

pressao usa-se método de Langevin-Hoover [33]. Na dinamica de Langevin, a
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temperatura € mantida através da modificacao suave das equacoes do movi-
mento de Newton. O acoplamento com o reservatério térmico € modelado pela
adicao de dois termos a forca que age sobre atomo, uma forca dissipativa e
uma forga flutuante relacionada com a temperatura desejada. Na dinamica de
Langevin-Hoover, as equagdes incluem o volume como uma variavel dinamica.
Da forma similar a dindmica de Langevin, uma forga flutuante age como um
barostato [44]. Estas dinamicas sao estocasticas, entdo cada nova trajetoria
gerada do mesmo ponto inicial sera diferente. Isto € importante porque pode
aumentar amostragem do espaco de fase.

Uma outra aproximagao empregada para diminuir o custo computacional
é fixar ligagoes covalentes envolvendo atomo de hidrogénio. A vibragao desta
ligacao representa a maior frequéncia sendo o atomo de menor massa, e assim
demanda um passo pequeno em resolucao das equagoes de movimento. As
ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio serao consideradas rigidas usando
o método SHAKE [45]. A cada passo de simulacao, apds aplicar o procedi-
mento normal de integracao, a posicao do atomo de hidrogénio € ajustada para
reproduzir o comprimento da ligacao desejado. Para os grupos moleculares
contendo um atomo de hidrogénio este procedimento é direto, mas no caso de
varios hidrogénios existe um procedimento iterativo de ajuste de cada ligagao
hidrogénio-atomo pesado até que todas as ligagoes estejam dentro de uma
certa tolerancia do comprimento desejado. O algoritmo € um pouco diferente
para molécula de agua. Uma restricao é aplicada também a distancia entre
os dois atomos de hidrogénio e o procedimento de trés ligacdes € seguido, de
modo que o angulo entre os atomos de hidrogénio é também fixo [46]. Depois
de corrigir as posicdes atdmicas, as velocidades calculadas também devem ser
ajustadas para seguirem as posicoes alteradas. Sem a correcao de velocidade,

a energia cinética é calculada incorretamente. A corre¢éo de velocidade é ex-
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ecutada pelo método RATTLE [45]. As velocidades calculadas pela integracao
normal sdo ajustadas através da remocao do componente paralelo a ligacao,

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

3.3 Analise de trajetoria

A trajetdria gerada pela MD € uma sequéncia de velocidades e posicoes de
todas as particulas durante o tempo de simulacao. A trajetoria revela muitas
informagdes dinamicas, mecanicas e termodinamicas do sistema.

Partindo das posicoes € possivel derivar todas as propriedades geométricas
como: raio de giro, estrutura secundaria definida para proteinas especificas,
solvatacao em volta de uma particula, ligagao de hidrogénio, raiz do desloca-
mento médio quadratico (RMSD) e energia de interacdo entre atomos, entre
outros.

A energia potencial entre atomos é obtida diretamente a partir das posicoes
atdbmicas porque depende apenas da posicao relativa entre os atomos e do
campo de forga ja definido nas simulagoes.

Aligacao de hidrogénio é considerada existente se a distancia entre o doador
e o receptor de hidrogénio € no maximo 3A e o angulo doador-hidrogénio-
receptor no minimo 160°, como usado para proteinas pelo programa VMD.

O RMSD (raiz do desvio quadratico médio) € uma medida das diferencas

estruturais em relagao a uma referéncia especifica:

RMSD(t) = \/ Eﬁv(ﬁ(t)N_ Fretse) (3.6)

Esta grandeza mostra por exemplo, o afastamento estrutural da estrutura crista-
lografica. Monitorando desvios da raiz quadrada média (RMSD) em relacao a

estrutura inicial é possivel constatar uma equilibragao estrutural do sistema.
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RMSF ¢ uma outra fungdo frequentemente usada. E uma média temporal

do desvio quadratico para cada residuo de molécula.

RMSF() \/ A (i) — Foess 1)) 57)

ttot

onde ¢ representa o numero de residuo. Para estimar mobilidade de uma
molécula, usa-se o RMSF em relagcao a estrutura média de blocos pequenos
da simulagdo. Assim, a mobilidade ndao depende da estrutura inicial, mas sim

da flutuacao de posicao.

3.4 Amostragem conformacional

Como as interacdes entre todos os atomos de um sistema sao calculadas, o
tempo de realizagao de simulagao cresce consideravelmente com o numero de
atomos de sistema. Sistemas de proteinas em agua podem conter dezenas de
milhares de atomos.

Com o poder computacional atual obtém-se simulagao de proteinas de até
microssegundo, levando em muitos casos a uma amostragem inadequada dos
estados conformacionais [30]. Para observar, por exemplo, o enovelamento de
proteina partindo de uma conformacao qualquer, é preciso simular o tempo na
ordem de segundos. Isto é impossivel com recursos atuais [47]. Uma solucao
€ empregar técnicas de amostragem ampliada que de uma maneira levam sis-
tema as regides pouco acessiveis de espaco de fase. A razao da inacessi-
bilidade de uma regiao € o perfil de energia livre. Para sistemas complexos
como biomoléculas, ele € bastante rugoso incluindo barreiras energéticas altas
entre regioes diferentes. Em principio, a amostragem ampliada é conseguida
por duas maneiras gerais: por mudanga do campo de forca 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 regides diferentes. A mudanca
do campo de forca € feita através de atenuacdo de potencial de diedro ou
atenuacao das interagoes de van der Waals. Estas mudangas implicam em
amostragem nao-Boltzmanniana e requerem um reponderamento dos estados
da trajetoria resultante para obter médias candnicas das propriedades molecu-
lares. Neste sentido, a técnica de aumento de temperatura € mais direta, mas
requer cuidado na escolha da magnitude do aumento de temperatura, pois a es-
trutura e a funcao de algumas moléculas sao altamente sensiveis ao aumento

de temperatura.

3.5 Técnica de Troca de Réplicas

Uma maneira de estimular amostragem de espaco de fase € aumentar a
temperatura do sistema. O aumento da temperatura aumenta o médulo de
velocidade média das particulas do sistema e assim os atomos ganham en-
ergia para superar barreiras potenciais entre conformacoes diferentes, e con-
seguem amostrar mais o espacgo de fase. Uma das técnicas que aumenta a
amostragem por aumento de temperatura € Troca de Réplicas [50]. Réplicas
sao copias do mesmo sistema a temperaturas diferentes que sao simuladas si-
multaneamente, trocando temperaturas entre elas. Por exemplo, uma réplica a
temperatura baixa pode encontrar-se em poco potencial e uma outra réplica a
temperatura alta pode encontrar-se em um pico de energia livre. Elas trocam
temperaturas e a réplica de poco ganha calor que a ajuda a sair do poco. A nova
temperatura da réplica é determinada por reescalamento de velocidade porque
a energia cinética média 3/2NkgT € vinculada a temperatura. As tentativas de
trocas entre réplicas sao feitas periodicamente. Trocas sao aceitas ou nao de
acordo com critério de Metropolis [50]. Este critério tem origem nas simulacoes

de Monte Carlo onde energia de uma configuracao gerada é comparada com a
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energia da configuragao anterior e a probabilidade de Boltzmann é comparada
com um numero aleatério gerado cada passo.

Observemos agora uma troca de temperaturas entre duas réplicas. Para
isso combinaremos formula para a distribuicao canoénica (para as simulagoes
executadas no ensemble NVT) e a formula para balanco detalhado para asse-

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

Estado a Estado 3

Replical Replica2 Replical Replica2
T1,E1l T2, E2 T2, E1 T1, E2

Figura 3.1. Transicao do estado « para o estado 3 trocando apenas a temper-
atura. Temperatura € denominada por T e a energia total por E.

temperaturas ainda nao trocadas sera chamado de estado «, e o estado de
duas réplicas com as temperaturas trocadas sera chamado de estado 3, Figura

3.1. A probabilidade candnica do estado a e 3, respectivamente, é:

—E) —Eg —E —Eq
e*BT1 ¢kpTa e*BT2 ekpTy
Po= = = b= = — (3.8)
kT kT kT kT
Yo el Y efnT > €Tz Y et

onde a energia total € denominada F, a temperatura € denominada 7', kg é
a constante de Boltzmann e os indices 1 e 2 se referem as duas réplicas. E a

equacao do balango detalhado entre estes dois estados seria:

PaPa—>ﬂ = PﬁPB—>cx (39)

Combinando estas trés expressoes, obtemos a fracao:

Posp _ (_(Ez — BT -T)

_ A
_ ) = (3.10)

P,B—)a
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Aqui é usado a convencao de que se uma destas duas probabilidades, P,_,5 €

Ps_,,, for maior que outra, ela serd igual a 1:

Se Paﬁg Z Pgﬁa, Paﬁg =1 (311)

Entao, a expressao para a probabilidade de troca entre as réplicas 1 e 2, ou

seja, a probabilidade de transicao do estado « para o estado 3 sera:

Pas = (3.13)

ou simplesmente
P,53 =min(1, e ), onde A= (Ey,— E\)(Ty,—T))/ kT T, (3.14)

Assim simulagées andam trocando temperaturas entre pares de réplicas viz-
inhas. Mas antes de simular, € preciso ajustar quatro parametros para simulagdes:

1) Faixa de temperaturas. A faixa deveria abranger a temperatura de in-
teresse até uma temperatura arbitrariamente alta que ajude na superacao de
barreiras energéticas. Aqui € preciso tomar cuidado na escolha da temperatura
maxima porque as biomoléculas altamente estruturadas vao perder estrutura
tridimensional e portanto a fungcao com aumento de temperatura.

2) Numero de réplicas. O numero de réplicas determina quao densamente

as temperaturas sdo distribuidas, dada a probabilidade média de troca, < P, >
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e escopo de temperaturas desejados. Como as temperaturas sao normalmente
distribuidas exponencialmente para assegurar constancia de probabilidade de
trocas entre diferentes pares de réplicas vizinhas, a fracao entre temperaturas
vizinhas é constante.

1y
R A
T c (3.15)

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

energia total média de sistema proteina-agua [51]:
< E >= NatokaTa (316)

onde N..,» € numero de atomos de sistema. A probabilidade média de troca
seria a probabilidade de troca em fungdo da energia média, em vez da energia

atual:
(< By > — < By >)(T2 — T1>
kpT\T5

< P53 >= exp(— ) (3.17)

(NatokaTQ - NatokaT1)<T2 — Tl)
kpTiT,

< P53 >= exp(— ) (3.18)

Natom<c - 1)2

< P53 >= exp(—
c

) (3.19)
Apos calcular a constante ¢, ela pode ser substituida na expressao que conecta

faixa de temperaturas com o nimero de réplicas

Tmaz _
Tmin - CNTGP 17 (320)

e assim o numero de réplicas pode ser calculado.
3) Tempo entre tentativas de troca. O alvo da técnica Troca de Réplicas é

aumentar amostragem de equilibrio. Por isso é importante o sistema se relaxar
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entre mudancas de temperatura. O tempo entre tentativas de troca é consider-
ado o tempo de correlacao da energia potencial de sistema [52].

4) Tempo total de simulagao. 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 acessiveis
do espacgo de conformagdes. No entanto, para estas réplicas de temperaturas
altas serem aproveitadas para a amostragem ampliada, elas precisam trocar
temperatura com a réplica de temperatura baixa. Entdao, um nimero grande de
réplicas de temperaturas altas ndo faz sentido na auséncia de uma boa mistura
das réplicas porque aumenta o custo computacional sem que a temperatura
maxima seja aproveitada para ajudar a saida do pogo energético. Abraham e
Gready [52] estimaram o numero minimo de tentativas de troca necessario para
satisfazer eficiéncia de mistura das réplicas. A figura 3.2 mostra este numero
(denominado numero de transito) em funcdo de numero de réplicas e a proba-
bilidade média de troca. Dada uma estimativa de taxa de trocas média entre as
réplicas, eles calcularam o numero minimo de tentativas de troca de tal maneira
que providencie a probabilidade de 95% de pelo menos uma réplica tenha vis-
itado a temperatura maxima antes de visitar a temperatura minima. Abraham
e Gready recomendaram que 0 numero de tentativas de troca seja de duas
ordens de grandeza maior que 0 numero de transito.

Para analisar o sistema a uma temperatura de interesse, € preciso jun-
tar passos de simulacbes a essa temperatura. Esta trajetéria concatenada
nao representa dinamica do sistema. Representa um conjunto ampliado de
conformacdes a essa temperatura. Nesta tese, iremos aplicar a técnica de
Troca de Réplicas para estudar as propriedades elasticas e conformacionais do

linker que conecta o CCD ao CBM.
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Figura 3.2. Numero de transito como fungado de probabilidade média de troca.
Os numeros indicando as retas representam numero de réplicas. Adaptado de [52].

3.6 Modelagem estrutural por Dinamica Molecular

Como foi mencionado na Introducao, Secao 1.4.2, a dinamica molecular é
usada para combinar uma estrutura cristalografica com uma estrutura de SAXS
porque ela gera conjunto de conformacdes assim como uma estrutura de SAXS
representa média temporal das varias conformacdes de uma molécula. Isto
porque se sabe que as biomoléculas sao flexiveis e representam uma dinamica
no tempo.

Neste trabalho sera feita uma combinacao de métodos da literatura, MDFF
[21] e o calculo de curva SAXS teodrica obtida ao longo de uma trajetéria inteira
que é depois comparada com a curva experimental. A técnica de MDFF, que
foi originalmente desenvolvida para estruturas de crio-eletromicroscopia, sera
primeiro adaptada ao uso de estrutura de SAXS. Esta metodologia sera apli-
cada a endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris. Aqui sera
representado brevemente o principio da técnica de MDFF e o calculo do espal-
hamento SAXS tedrico. Os detalhes do procedimento inteiro da modelagem da
endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris estao no Capitulo
7.
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O principio da técnica de MDFF. Uma estrutura tridimensional de SAXS
€ obtida pela modelagem computacional a partir da curva unidimensional de
SAXS. A estrutura tridimensional representa apenas a superficie de molécula
sem estrutura interna. Esta superficie € denominada frequentemente envelope
de SAXS. O alvo da modelagem é sobrepor uma estrutura atbmica com o en-
velope e muda-la minimamente assim que ela entrasse no espago de envelope.
Isto € conseguido através das simulagdes. A técnica MDFF foi desenvolvida
para combinar a estrutura atbmica com a estrutura de crio-eletromicroscopia
[21], mas aqui sera adaptada para estruturas de SAXS. Durante a simulacao,
cada atomo de biomolécula modelada € restringido ao espaco do envelope us-
ando uma forga proporcional ao gradiente da densidade eletrénica do mapa
volumétrico criado a partir do envelope. Praticamente um termo a mais é adi-

cionado ao campo de forga para o atomo 7 [21]:

¢(r)

Ui =Ucpi + mi§¢ ;

(3.21)

onde Ucr; € a energia potencial que representa um campo de forga conven-
cional, ¢ é fator de escala arbitrario e ¢(r) € a densidade eletrénica de um ponto
r no mapa volumétrico. A forca que cada atomo sente € ponderada por sua
massa (m;). Ao mesmo tempo, cada atomo é submetido ao campo de forca
convencional que define a relagdo com outros atomos. A modelagem é resul-
tado de compromisso entre estas duas forgas.

Curva SAXS teorica. A curva SAXS é obtida experimentalmente a partir
da intensidade dos raios espalhados e do angulo de observacao. Nesta tese,
o programa CRYSOL foi usado para calcular a curva SAXS tedrica a partir do
conjunto de conformacdes gerado nas simulagcées. O espalhamento de uma

molécula é calculado como média espacial de espalhamento proveniente de
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todos os atomos [53]:
1(q) =< f(q) >q, (3.22)

onde ¢ = 4rwsinf/\, f(q) € a intensidade de raios espalhados da molécula e
I(q) é a média espacial da intensidade de raios espalhados. O simbolo <>g
denota a média de todas as orientagées da molécula no espacgo reciproco. A

intensidade f(q) é calculada da seguinte forma:

fg) = A9 A9, (3.23)

Alg) =Y balg)eap(iq 7). (3.24)

onde b,(q) é o fator de estrutura, n € o indice de atomo e 7, é a posi¢ao no
espaco real do atomo n. O fator de estrutura para o espalhamento de raios X
encontra-se determinado para cada tipo de atomo [54].

Apoés a determinagao da curva tedrica, ela € comparada com a curva exper-
imental. Para avaliar a concordancia entre as duas curvas, aqui sera usada a

grandeza y [53]:

1 C]tem"q - Iequ 2
=, | E —_— 3.25
X NP - ( ) Y ( )

Oq

onde o(q) € erro da curva experimental, Np € nUmero de pontos experimentais
e c é fator de normalizagao da intensidade tedrica I,.,, porque a intensidade de

espalhamento tem valor relativo, nao absoluto.
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Capitulo 4

Endoglucanase sem CBM

4.1 Introducao

Uma caracteristica geral da maioria das celulases é a estrutura modular,
incluindo modulo catalitico CCD e médulo de ligagao ao carboidrato CBM. A
funcao e o mecanismo de CBM sao ainda muito pouco compreendidos. Sabe-
se que os CBMs tém 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 reducao 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
acUcares redutores que sao produto da reagao da hidrélise. Para os ensaios
da capacidade de interacao, solucao das enzimas foi misturada com a celulose
cristalina e incubadas. Depois, a quantidade de enzima livre em solugao foi
medida com os ensaios de atividade.

Acredita-se que CBM reconhece e liga-se a superficie celulésica, separa
uma cadeia da celulose disponibilizando para o CCD. Simulagées de MD re-
alizadas somente com CBM da celobiohidrolase | do fungo Trichoderma ree-
sei mostram que o CBM movimenta-se livremente na superficie da celulose e
muda de conformagao quando encontra a extremidade redutora da celulose.

Trés residuos de tirosina formam interagdes hidrofébicas com a superficie da
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celulose possibilitando movimentos em ambas as direcoes, perpendicular e par-
alela, mas ao mesmo tempo sendo firmemente ligados a superficie. Depois de
uma torcao da extremidade redutora do substrato, o CBM interage através da
quarta tirosina com a extremidade redutora. Supostamente, a mudancga confor-
macional do substrato € necessaria para reconhecimento pela enzima [55].

A vantagem de CBM verificou-se diminuida pela reducao da quantidade de
agua no sistema hidrolitico [56]. Em uma solugao mais concentrada, a probabil-
idade de contato enzima-substrato aumenta. Em baixas concentracdes de sub-
strato (1% w/w), CBMs foram mais importantes no desempenho catalitico das
celobiohidrolases | e Il de Trichoderma reesei, em comparagao com as endoglu-
canases Cel5A e Cel7B. O aumento da concentracao do substrato, mantendo a
proporcao de enzima para substrato, aumenta a adsorcao de Cel7A de Tricho-
derma reesei, independente da presenca do CBM. No caso da concentragao
do substrato de 20% (w/w), o desempenho hidrolitico de celulases sem CBM
alcancgou o das celulases com CBM. Este fen6meno € provavelmente devido a
adsorcao nao-produtiva de enzimas.

Ha celulases que ndao contém CBM e nao se conhece como elas sao ca-
pazes de reconhecer, ligar-se e hidrolisar as cadeias celulésicas na auséncia
de um CBM. Neste trabalho feito em colaboragdo com outros alunos do grupo,
Erica 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 estdo mostrados apenas os resultados mais
importantes e da maior participacdo da autora da tese. O alvo é entender
como a ThEGS interage com o substrato celuldsico, que parte da enzima é
responsavel para a funcao de ligacao a celulose que é normalmente fungao do
dominio CBM.

A enzima ThEG3 [58] apresenta alta similaridade sequencial (83 %) em
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@ TrEG3

Figura 4.1. Estruturas de ThEG3 e TrEGS3 alinhadas. As diferengas entre os
residuos das fendas cataliticas sdo destacadas.

relacao a endoglucanase 3 de Trichoderma reesei (TrEG3) [PDB id: 1H8V, [59]]
e apresenta o mesmo tipo da estrutura terciaria, o sanduiche de folhas 3, e
por isso foi escolhida como referéncia de dados experimentais faltantes para a
ThEGS, Figura 4.1. Sao poucas as diferencas entre as estruturas da ThEG3 e
TrEG3. Os residuos da fenda catalitica que diferem sao destacados na Figura
4.1. A ThEG3 possui um residuo carregado, Asp96, na posicao de um residuo
polar na TrEG3, Asn95. Os outros residuos que diferem pertencem ao mesmo
tipo de aminoacidos. O alinhamento estrutural das duas estruturas foi feito por
minimizacao do valor de RMSD entre as duas estruturas, usando o programa
VMD [34].

Para comparar as interagoes com a celulose, foi escolhida a endoglucanase
C de Cellulomonas fimi (CfCBM) [PDBIid:1GUS, [60] ], Figura 4.2, porque esta
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age principalmente em oligossacarideos e celulose amorfa, similarmente a TrEG3,
que interage muito fracamente com substratos cristalinos [61]. A estrutura do
CfCBM apresenta um arranjo de residuos aromaticos similar ao da ThEG3, e
esta € a outra razao para usar CfCBM nos estudos comparativos da interacao
com substrato.

Sabe-se que os residuos aromaticos sdo importantes para reconhecimento
e ligacao ao substrato celulésico. Cadeias laterais de tirosina, triptofano ou feni-
lalanina emparelham-se aos anéis glicosidicos de carboidrato [62]. Um estudo
de simulacdes de MD e andlise de modos normais foram usados para exami-
nar o papel funcional de residuos aromaticos no tinel da celobiohidrolase 2 de
Trichoderma reesei [63]. A enzima contém trés triptofanos que interagem com
substrato e cada um deles foi mutado computacionalmente para alanina. Os
calculos de energia livre de interagdo com a celulose foram feitos para a enzima
nativa e para trés proteinas mutantes. A mudanca de energia livre foi positiva
nos casos das trés proteinas mutantes em relacao a proteina nativa. Entao,
os residuos aromaticos associados a aquisicao de substrato e estabilizacao de
produto tém maior influéncia sobre a energia livre de ligagao e, portanto, sao
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 residuos aromaticos do que entre
substrato e outro tipo de residuo no caso da proteina mutada [64].

A estrutura do CfCBM apresenta trés residuos aromaticos caracteristicos
posicionados na boca da fenda, o que € uma caracteristica geral das celulases
que clivam preferencialmente a celulose amorfa ou oligossacarideos soluveis
enquanto existe outro tipo de CBM com residuos aromaticos alinhados em
paralelo que age preferencialmente na celulose cristalina [62]. Um exemplo
€ 0 CBM da celobiohidrolase | 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 | de Trichoderma reesei (TrCBM).
A celulose é representada em cinza como uma cadeia ou como cristalina. Residuos
aromaticos (em amarelo) sao posicionados diferentemente, dependendo do substrato
em que agem [62].

disposicao dos residuos na regiao da ligacao facilita acesso ao substrato. A
forma de fenda interage com uma cadeia da celulose, enquanto a regiao pla-
nar contendo residuos aromaticos alinhados interage mais facilmente com a
superficie da celulose cristalina.

O arranjo dos residuos aromaticos da ThEG3 esta representada em amarelo
na Figura 4.3. Da mesma forma que os residuos aromaticos na estrutura do

CfCBM, estes residuos formam a entrada da fenda.

4.2 Simulacoes

As duas proteinas, ThEG3 e CfCBM, foram simuladas com substratos em
sua fenda por MD, a fim de identificar similaridades nas interacdes com sub-
strato. A CfCBM foi simulada com a celopentaose, o oligossacarideo com o
qual foi cristalizada. E como a ThEG3 nao foi cristalizada em complexo com

substrato, trés substratos diferentes foram docados na sua fenda. A celopen-
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Figura 4.3. Posigoes iniciais dos substratos inseridos na fenda da ThEGS3.
A triade catalitica, Glu117, Glu201 e Asp100, estdo representados em vermelho e os
residuos aromaticos na boca da fenda em amarelo.

taose da estrutura cristalografica da CfCBM foi inserida na fenda da ThEG3
pelo alinhamento estrutural das proteinas; a celotetraose da estrutura crista-
lografica da endoglucanase Cel12A de Thermotoga maritma [65] também foi
inserida pelo alinhamento das proteinas e o terceiro substrato foi construido
pelo prolongamento da celotetraose em uma unidade glicosidica (o substrato
denominado celopentaose*), Figura 4.3. A ThEG3 também foi simulada sem
substrato na sua fenda ao fim de eliminar os possiveis mecanismos nao rela-
cionados a interacao com substrato. A triade catalitica, o nucledfilo Glu117, o
catalisador acido Glu201 e o residuo auxiliador Asp100, estao representados
em vermelho. (Ver o apéndice com os codigos de aminoacidos, 8.4.) Os trés
residuos aromaticos na boca da fenda sao Tyr7, Trp23 e Tyr112 e estao repre-

sentados em amarelo.
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Os trés substratos apresentam diferencas de posicao em relacao a estes
dois grupos de residuos, o sitio ativo e os residuos aromaticos na boca da
fenda. A celotetraose € posicionada perto do sitio ativo, mas nao representa
uma boa posicao para interagir com os residuos aromaticos, ao contrario da
celopentaose que alcanga os residuos aromaticos, mas nao o sitio ativo. A
celopentaose* é bem posicionada para interagir com os dois grupos de residuos
caracteristicos.

Caixas de simulacao de lado de 80 A foram construidas adicionando 53 CI
e 50 Na* ions, deixando o sistema eletricamente neutro a uma concentracao
salina de aproximadamente 0,16M. O estado de protonacao da triade catalitica
foi determinada de acordo com a sua funcao na hidrdlise [5]. O catalisador
acido, Glu201, e o residuo auxiliador, Asp100, foram considerados protonados,
enquanto o nucledfilo, Glu117, foi mantido na sua forma carregada. O estado
de protonacao dos outros residuos foi determinado pelo procedimento do pro-
grama H++ [36, 37] considerando o valor de pH 7. Todos os sistemas foram
simulados 3 vezes 40ns a temperatura de 298K e pressao de 1atm. O raio de
corte foi de 12 A com a funcéo suavizante de 10A para as interacdes de van

de Waals.

4.3 Resultados e discussoes

Posicao e comprimento do substrato. Apo6s as simulacoes realizadas
com os quatro sistemas da ThEGS, a saber: sem substrato, com a celotetraose,
com a celopentaose e com a celopentaose*, o comportamento dos substratos
durante o tempo de simulacao foi monitorado. A Figura 4.4 mostra a posicao
dos trés substratos em relacao aos residuos cataliticos e anéis aromaticos da
ThEGS, Tyr7, Trp23 e Tyr112, como sobreposicao de instantes da simulacao.

Na auséncia do substrato (apo-ThEGS3) os trés anéis aromaticos sao livres para
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executarem movimentos de larga amplitude.

No complexo com a celotetraose (ThEGS-tt), a celotetraose esta adequada-
mente posicionada em relagao a triade catalitica (representada em amarelo),
mas nao é longa o suficiente para interagir simultaneamente com os trés residuos
aromaticos. Neste sistema, dois dos trés residuos aromaticos que nao inter-
agem com a celotetraose executam movimentos de amplitude maior ainda do
que no sistema apo-ThEGS.

No complexo com a celopentaose (ThEGS3-pt), por outro lado, o substrato
interage com os trés residuos aromaticos na entrada da fenda, mas a ligacao
glicosidica mais proxima ainda esta longe do sitio ativo. Na simulagao deste
complexo, os residuos aromaticos permanecem ligados ao substrato, mesmo
quando o substrato afasta-se da triade catalitica e quase sai da fenda da en-
zima. Assim a importancia dos anéis aromaticos na ligagdo ao substrato esta
confirmada.

No complexo ThEG3-pt*, entretanto, a posicao inicial e comprimento do sub-
strato permite tanto a interacdo com os residuos aromaticos quanto com 0s
residuos cataliticos. Percebemos que, para uma ligacao enzima-substrato efe-
tiva, a posicao e o comprimento do substrato tém papel determinante. O com-
primento minimo de substrato € de cinco unidades glicosidicas. Tomando os
dados experimentais da atividade catalitica da TrEG3 como os dados faltantes
da ThEG3, este comportamento concorda com a atividade hidrolitica de TrEG3 -
ela age apenas em oligossacarideos maiores que quatro unidades glicosidicas
[61]. Deste modo, as simulagdes sugerem que a eficiéncia catalitica da ThEG3
depende de um tamanho minimo do substrato que permita uma posi¢cao ade-
quada na fenda.

Funcao do CBM. Analises comparativas de estrutura e de simulagdes de

MD dos complexos ThEGS3-pt* e CICBM-celopentaose foram realizadas na procura
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Figura 4.4. Movimentos dos residuos aromaticos e substratos estao apresen-
tados por instantes sobrepostos das simulagdes coloridos em uma escala da vermelho
a azul de acordo com o tempo de trajetoria.

de similaridades na interacao com substrato e possivel explicacdo da ativi-
dade da ThEG3 sem o dominio CBM. Tanto a inspecao da estrutura, quanto
as analises das simulacoes revelam que varios residuos da ThEG3 e CfCBM
exibem papéis similares na interagdo com o substrato. Uma analise foi feita das
interagcées nao-covalentes com substrato, considerando contatos hidrofébicos
e ligacdes de hidrogénio. A Figura 4.5 mostra os residuos das duas proteinas
que interagem hidrofobicamente (A) e hidrofilicamente (B) com o substrato com
frequéncia no tempo acima de 50% e 10%, respectivamente. O critério de
ligacao de hidrogénio é geométrico, como descrito na Se¢ao 3.3 da Metodolo-

gia e os contatos hidrofébicos foram considerados existentes se qualquer atomo
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Figura 4.5. A: Residuos em contato hidrofébico com substratos por mais
do que 50 % do tempo de simulagdo. B: Residuos que interagem via ligagdes de
hidrogénio com o substrato por, pelo menos, 10 % do tempo de simulagao. Circulos
de mesmas cores destacam residuos em posicoes e papéis correspondentes nas
interagdes proteina-substrato nas duas proteinas, ThEG3 e CfCBM.

pesado de um residuos de proteina encontra-se a distancia de 5A de qualquer
atomo pesado do substrato. Os trés residuos aromaticos da ThEG3 identifi-
cados como importantes, Y7, W23, Y112, mimetizam os residuos Y19, Y43 e
Y85 em termos de posicao e funcao na CfCBM e os residuos N152 e E201
mimetizam N81 e R75.

Outras enzimas sem CBM. Este mecanismo de interagdo com substrato na
auséncia do dominio CBM pode ser o mesmo para outras glicosidades da estru-
tura terciaria similar a estrutura da ThEGS3, as glicosidases da familia 12, [66].
As estruturas de todas as glicosidades desta familia que tém sua estrutura re-
solvida com a resolucao atémica, [18, 66] foram comparadas. Estas estruturas

sao separadas em dois grupos: que contém CBM e que nao 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. Apds alinhamento estrutural, foi procurado
um padrao de residuos aromaticos na mesma posicao dos residuos aromaticos
que formam contatos com substrato com a maior frequéncia na ThEG3, os
residuos Y112, Y23 e Y7. A Figura 4.6 mostra que as endoglucanases con-
tendo CBM podem ou nao conter também os trés residuos aromaticos carac-
teristicos, mas no caso das endoglucanases sem CBM, elas sempre contém
os trés residuos aromaticos. A excecgao € a xilo-endoglucanase XEG de As-
pergillus aculeatus, Figura 4.6B, que contém dois dos trés residuos aromaticos
caracteristicos. Ela interage com substratos ramificados [67] e pode apresentar
um mecanismo de ligacao diferente. Para ligar aos substratos ramificados deve
possuir mais sitios de ligacado, e assim conter varios outros residuos de ligacao

ao substrato além dos dois residuos aromaticos.

4.4 Conclusao

A endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum (ThEG3) apresenta uma es-
trutura sem dominio de ligagao ao carboidrato. Sabendo que este dominio é
importante na hidrdlise da celulose, o alvo deste trabalho foi entender que parte
da estrutura € responsavel pela fungao de um CBM. As simulagdes de dindmica
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 cristalograficas de proteinas
disponiveis de enovelamento semelhante ligadas a estes substratos. As simulacées
sugerem que a auséncia de um CBM na estrutura da ThEG3 é compensada

pela presencga de residuos similares a residuos de um CBM que reconhecem o
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Figura 4.6. As estruturas alinhadas das endoglucanases da familia 12. Os
nomes se referem aos nomes dos organismos que produzem as enzimas represen-
tadas. Residuos aromaticos representados como barras. A: As endoglucanases da
familia 12 com CBM. B: As endoglucanases da familia 12 sem CBM.

substrato.

Além da explicacao da atividade da ThEG3 na auséncia de CBM, aqui foi
explicado porque esta enzima age em substratos de no minimo cinco unidades
glicosidicas. A triade catalitica é espacialmente longe dos residuos aromaticos
que mostram-se importantes na interagcao enzima-substrato, e por isso 0 sub-
strato precisa ter um comprimento minimo. Este resultado fornece uma base
molecular para a observacao experimental de que a enzima nao hidrolisa efi-

cientemente oligossacarideos curtos como a celotriose.
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Capitulo 5

Seletividade da Endoglucanase de
Xanthomonas campestris pv.

campestris

5.1 Introducao

A seletividade das celulases € um ponto importante no mecanismo de hidrélise
destas enzimas. Ela pode ser exibida em relagao ao tipo de substrato, ramifi-
cado ou nao, cristalino ou soluvel, etc. Quando se trata de substrato soluvel,
oligossacarideo, a seletividade pode ser exibida em relacdo ao seu compri-
mento. As celulases que clivam uma faixa larga de comprimentos de sub-
strato poderiam ser mais eficazes que as seletivas porque sao capazes de
promover hidrélise de substrato e, em seguida, de seus produtos em varios
passos consecutivos. Desta forma a mesma enzima € reaproveitada para a
hidrolise 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 g-glicosidases sao seletivas para agao em celobiose,
o oligossacarideo de duas unidades, e atuam em sinergismo com as endo e
exoglucanases concluindo o processo de producao de glicose na industria de

bioetanol.
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Os estudos da base molecular da seletividade de comprimento do substrato
referem-se principalmente a estrutura da enzima, ao arranjo dos aminoacidos
dentro dos subsitios de ligagao. Um exemplo foi apresentado no Capitulo 4
desta tese. A explicagao da seletividade foi o arranjo espacial relativo en-
tre os subsitios diferentes. O sitio ativo é espacialmente longe dos residuos
aromaticos que mostram-se importantes na interagao enzima-substrato, e por
isso 0 substrato precisa ter um comprimento minimo de cinco unidades gli-
cosidicas.

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 diferengas estruturais entre ela e outras glicosidases da
mesma familia [68]. A glicosidase de Streptococcus mutans nao apresenta
um impedimento estérico para a interagdo com substratos longos realizado por
um loop longo na entrada do bolsao catalitico existente em outras enzimas da
familia. Ela também apresenta um residuo aromatico no subsitio +2, W238, que
e relacionado aos substratos longos. Os ensaios de atividade dos mutantes da
regido do residuo aromatico e também da regidao do loop foram consistentes
com as observagdes estruturais. Ambos os mutantes, 0 que nao contém o
residuo aromatico caracteristico e 0 com o loop trocado por um maior exibiram
atividade menor em substratos longos.

Alguns subsitios de ligagao mostram-se mais importantes que outros, como
no estudo combinado de cristalografia e atividade enzimatica da endoglucanase
D de Clostridium cellulovorans [69]. Estudos de cromatografia de produtos da
hidrélise mostram que a enzima cliva preferencialmente substratos de quatro ou
mais unidades glicosidicas. Na estrutura cristalografica do complexo enzima-
celotriose, trés subsitios da enzima no lado nao-redutor sdo ocupados e os do

lado redutor desocupados pelo substrato. Nesta posigdo o substrato nao é cli-
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vado. Foi sugerido que estes trés subsitios exibem alta afinidade por substrato
e que, independentemente do comprimento do substrato, eles sao sempre ocu-
pados. Assim, um substrato precisa ter no minimo quatro unidades de compri-
mento para alcancar os subsitios do lado redutor, ou seja, realizar contato com
o sitio ativo e assim ser hidrolisado.

Neste capitulo, procuramos explicar o principio 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 glicosidicas. Estudos utilizando eletroforese capilar [58]
mostraram que a enzima é capaz de promover a hidrolise de dois oligossacarideos
formados por cinco e seis unidades de glicose. Inicialmente, os dois polis-
sacarideos marcados anteriormente com a sonda fluorescente 8-aminopireno-
1,3,6-acido trisulfonico (APTS) foram submetidos a hidrdlise enzimatica. Os
seus produtos foram observados por espectroscopia de fluorescéncia através
de excitacdo a 488 nm e as emissdes coletadas a 520 nm. Podemos obser-
var, Figura 5.1, que o polissacarideo contendo cinco glicoses foi hidrolisado
liberando uma molécula com duas unidades de glicose e a enzima nao foi ca-
paz de hidrolisar o substrato restante, com trés glicoses (C3). No caso que tem
substrato formado por seis unidades de glicose, observamos o mesmo padrao
de hidrolise (liberando C2), s 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, nao teve continuidade pela acao da enzima. Com o
resultado da hidrélise destes oligossacarideos, é possivel concluir que o sub-
strato precisa ter no minimo quatro unidades de glicose para ser hidrolisado
pela enzima, ja 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 oligossacarideos marcados
com APTS: Hidrolise completa de oligossacarideo formado por cinco (A) e seis (B)
glicoses. Os dois oligossacarideos estdo marcados com APTS pela extremidade nao-
redutora e os simbolos C6, C5, C4, C3 e C2 indicam o grau de polimerizagao dos
oligbmeros de glicose.

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

dade é representado na Figura 5.2.

5.2 Simulacoes

Para investigar ao nivel molecular a seletividade da Endoglucanase de Xan-
thomonas campestris pv. campestris (XccEG), simulagdes de Dinamica Molec-
ular foram feitas em complexos com substrato de comprimento minimo para o
qual a enzima é ativa, ou seja a celotetraose, e com substratos mais curtos, a

celobiose e a celotriose. A estrutura cristalografica da XccEG isenta de sub-
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Figura 5.2. Esquema de seletividade de XccEG. A XccEG nao cliva cadeias
menores que quatro unidades glicosidicas e nao cliva uma unidade da extremidade de
cadeia.

strato foi utilizada como ponto de partida para as simulacoes. 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 familia, a
familia 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 proteinas foi feito por minimizacao do valor de RMSD entre
as duas estruturas, usando o programa VMD [34].

Como ja mencionado anteriormente, os subsitios das enzimas onde se ligam
as unidades glicosidicas do carboidrato sao enumeradas por inteiros positivos
do lado redutor do ponto de clivagem e de nimeros inteiros negativos do lado
nao-redutor do ponto de clivagem. No caso da celotetraose os subsitios sao:
-2,-1,+1 e +2. Da mesma maneira sao denominadas as unidades do substrato,
Figura 5.3B. Os demais trés sistemas foram obtidos cortando a celotetraose:
uma celobiose, uma celotriose na posicao -2-1+1 e uma celotriose na posicao
-1+142.

Trés simulagdes 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 posigao -2-1+1, XccEG com celotriose na posicao -1+1+2 e Xc-
cEG com celobiose. Os sistemas foram tratados no ensemble NPT a temper-
atura de 298K e pressao de 1atm. As interacoes de curta alcance, de van der
Waals, ndo foram consideradas acima de raio de 12 A e a funcdo suavizante
foi empregada a partir de 10 A. De acordo com suas fungdes na catdlise [5], 0
catalisador acido Glu182 foi considerado protonado, o nucleéfilo Glu303 despro-
tonado e o residuo auxiliador Tyr263 protonado. Isso porque sabe-se que em
sistema real existe uma ligacao de hidrogénio entre o grupo -OH do catalisador
acido (glutamato ou aspartato) e o oxigénio glicosidico do carboidrato para
garantir a doacao de proton. O nucledfilo ataca o carbono anomérico do sub-
strato e por isso € tratado como desprotonado, e o auxiliador forma ligagao de
hidrogénio com o nucledfilo mantendo-o na posicao favoravel para catalise [5].
Uma caixa de simulacéo cubica, de lado de 80A, foi construida, contendo uma
molécula de XccEG, substrato em casos de simulagdes com substrato e 0.16M
NaCl de densidade de 1g/cm?3, usando o programa Packmol [71]. A distancia
entre o oxigénio do grupo -OH do catalisador acido Glu182 e o oxigénio gli-
cosidico da celotetraose é 3.61A, Figura 5.3B, enquanto na estrutura original
(1ECE.pdb) é 3.02A.

Para os sistemas com substrato, as partes de simulagdo para calculos de
propriedades que se referem as interagées com substrato, como mobilidade de
loops e energia de interacao, foram escolhidas assim que satisfacam ambas as
condicoes - de valor RMSD atingir patamar, e de substrato ainda estar presente
na fenda da proteina. A Figura 5.4 mostra a distancia entre o oxigénio do grupo
-OH de Glu182 e o oxigénio glicosidico de substrato. A Figura 5.5 mostra o
RMSD para todas as simulagbes de todos os sistemas contendo substrato. A

tabela 5.1 mostra os intervalos de tempo escolhidos para analises com base
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nos valores de RMSD e da distancia entre o oxigénio do grupo -OH de Glu182

e 0 oxigénio glicosidico. A energia de interacdo 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
posicao da celotetraose dentro da fenda da XccEG.

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

entre cada residuo do substrato e cada residuo da enzima.

Tabela 5.1. Trechos das simulagdes usadas nos calculos das propriedades
médias do sistema, determinadas com as analises de RMSD e a distancia entre o
oxigénio do grupo -OH de Glu182 e o oxigénio glicosidico de substrato.

sistema/simulacao | sim A sim B sim C
celobiose (8-15)ns | (1-4)ns (6-10)ns
celotriose-2-1+1 (1-38)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
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Figura 5.4. A evolugdo temporas da distancia entre o oxigénio do grupo -
OH de Glu182 e o oxigénio glicosidico de substrato para todos os sistemas simulados
contendo substrato. Algumas curvas sao interrompidas por falta de espago no eixo y.

5.3 Resultados e discussoes

Seletividade confirmada nas simulacoes. As simulagcdes mostram que
0s subsitios curtos perdem contato com a fenda catalitica e consequentemente
poderiam perder a chance de serem hidrolisados. O substrato foi considerado
presente na fenda da proteina quando a distancia entre o oxigénio do grupo -OH
do catalisador acido Glu182 e o oxigénio glicosidico de substrato fosse menor
que 4 A [8]. Esta distancia foi escolhida como a soma da distancia necesséria

para o catalisador formar ligacdo de hidrogénio com o oxigénio glicosidico (3 A)
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Figura 5.5. RMSD para todos os sistemas simulados contendo substrato.

e uma amplitude de flutuacdes temporais (1 A). A docagem da celotetraose feita
por alinhamento com a estrutura 1ECE.pdb, Figura 5.3B, fornece uma posicao
favoravel para o ataque a ligacao glicosidica pelo catalisador acido [5]. Durante
as simulacoes com a celotetraose, esta distancia flutua ao redor do valor inicial,
Figura 5.6A, o0 que mostra a presenca da celotetraose dentro da fenda catalitica.
Além disso, existe ligagao de hidrogénio com a probabilidade de 28.3 % entre
o catalisador acido e o oxigénio glicosidico. Os esquemas dos substratos sao
mostrados de baixo dos graficos na Figura 5.6. No caso dos substratos curtos,

esta distancia enzima-substrato aumenta em tempo menor.
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Figura 5.6. A: A distancia entre oxigénio do grupo -OH de Glu182 e
oxigénio glicosidico de substrato durante as simulagdes, para sistemas com celobiose,
celotriose-2-1+1, celotriose-1+1+2 e a celotetraose. B: NUumero de atomos de cada
unidade de substrato a 4 A de cada subsitio, em relacdo & estrutura inicial docada.
Subsitios foram definidos pelo critério de energia de < -5kcal/mol, Figura 5.7. C: RMSD
de cada substrato em relagao a estrutura inicial. As linhas vermelhas foram obtidas
como a média de blocos de 20 pontos da curva que representa as propriedades médias
das trés simulagdes. Algumas curvas sao interrompidas por falta de espago no eixo y.

Também foi feita uma contagem dos atomos de cada unidade de substrato
a4 A ao redor de cada subsitio ao longo do tempo, Figura 5.6B. A soma
destes numeros para cada subsitio foi dividida pela soma inicial, referindo-se
a estrutura inicial docada. Primeiro, os subsitios foram definidos pelo critério

de energia de interacdo com substrato de < -5kcal/mol. A Figura 5.7 mostra
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Figura 5.7. Energia das interagdes EGXc-celotetraose para cada um dos
subsitios. Estdo destacados loops compartilhados entre subsitios diferentes.

a energia de interagao enzima-substrato entre a proteina e cada unidade da
celotetraose. A energia da interagao entre a XccEG e cada um dos subsitios
da celotetraose foi calculada. Por exemplo, entre a unidade -2 da celotetraose
e todos os residuos da enzima. Esta analise foi feita somente para o sistema
em equilibrio contendo a celotetraose, Tabela 5.1. O critério de energia foi es-
colhido com base nas energias calculadas de modo que cada um dos subsitios
contenha pelo menos um residuo. A hipbétese € que os subsitios ocupados pe-
los substratos curtos interagem da mesma maneira que 0s respectivos subsitios
com a celotetraose. A energia calculada representa energia de interacao nao-
covalente entre cada residuo da enzima e cada unidade de substrato, como
média no tempo de simulagao. Os residuos relevantes sao aqueles cuja ener-
gia de interagao com substrato é negativa. Escolhendo os residuos da proteina

que representam a energia de interacao menor que -5kcal/mol com uma certa
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unidade de substrato, o subsitio da proteina que refere-se a esta unidade de
substrato foi localizado. Assim o numero de atomos do substrato ao redor
do subsitio identificado foi determinado. A celotetraose mantem inalternado
0 numero de residuos interagentes com os subsitios da enzima.

O RMSD de cada substrato foi calculado durante as simulagdes em relacao
as estruturas iniciais docadas. Em cada sistema, a proteina 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 posicao, enquanto a celotetraose exibe RMSD de valor baixo, em
torno de 1A, durante a maior parte do tempo.

Com base nos resultados da Figura 5.6, a celotetraose mantém a distancia
da enzima mais curta, o nimero de atomos dentro da fenda maior e o valor de
RMSD mais baixo em comparagao com os substratos mais curtos. Aparente-
mente, a celotetraose exibe a menor tendéncia de perder contato com a enzima.

Os substratos mais curtos, independentemente da posicao, afastam-se do
sitio ativo. Aparentemente, a existéncia simultanea das interagdes nos dois
subsitios -2 e +2 é importante para a fixacao do substrato a fenda catalitica da
XccEG. Aqui, os resultados tedricos concordam com os experimentais quanto
a ligacao ao substrato que € a condicdo necessaria para a hidrdlise. Os sub-
stratos mais curtos que quatro unidades perdem contato com a enzima. Se-
gundo nossas simulacgoes, a celotriose poderia ocupar igualmente a posicao
-2-1+1 e a posicao -1+1+2. Em nenhum dos casos, a celotriose estaria em
posicao de ser clivada corroborando os ensaios enzimaticos.

Mobilidade da fenda catalitica. Os loops sao regides de enzimas bastante
importantes para interacdo com substrato, sendo regides mais modveis e ca-
pazes de mudar a conformacao de enzima para receber ou soltar o substrato.

Normalmente encontram-se na superficie da proteina onde ha acesso facil para
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o substrato. A fenda de ligacao ao substrato da XccEG consiste em seis loops.
Calculando energia de interacao com a celotetraose, vemos que 84% desta
energia pertence aos seis loops, Figura 5.7. No resto, sao incluidos residuos
cataliticos, Glu303 e Tyr263, que normalmente encontram-se em regides menos
moveis da proteina.

A Figura 5.8 mostra a mobilidade dos seis loops da fenda da XccEG du-
rante o tempo de simulacao e a escala de cores que se refere ao valor RMSF

dos residuos calculado por blocos de 300ps. Na medida que o numero de

Figura 5.8. Mobilidade dos loops da fenda. Os substratos sdo representados
em ndvens brancas. A- sem substrato, B- celobiose, C- celotriose-2-1+1, D- celotriose-
1+1+2, E- celotetraose.

subsitios ocupados por substrato aumenta, a mobilidade dos loops diminui. Em
outras palavras, os loops sdo estabilizados pelas interacdes com substrato. E
necessario estabilizar os loops dos quatro subsitios 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 subsitios para ligar a celulose.

os dados de eletroforese capilar, estes resultados tedricos sugerem que é pre-
ciso estabilizar os loops dos quatro subsitios da fenda para estabilizar o sub-
strato em posicao adequada para a hidrolise.

Se observarmos a estrutura terciaria da XccEG, entenderemos porque é
necessario estabilizar exatamente quatro e ndo mais subsitios da enzima, Figura
5.9: a enzima é composta por quatro subsitios de ligacdo a celulose. Em lu-
gar do hipotético subsitio -3 encontra-se o loop5 que por meio da sua posicao
bloqueia entrada do substrato na fenda, ou seja, ele forma a extremidade da
fenda. No outro lado, em lugar do hipotético subsitio +3 ndo existem interagcoes
com substrato, sendo este lugar o final da fenda da enzima. A XccEG poderia
catalisar hidrolise de cadeias mais longas que quatro unidades glicosidicas. No
lado positivo da fenda nao existe impedimento espacial para substratos longos
e no lado negativo um substrato longo poderia interagir com a enzima em uma
conformacao curvada de forma que evite a barreira espacial do loop5.

Para entender como a mobilidade dos subsitios desocupados por substrato
afetam os subsitios ocupados, a identificagao dos residuos que formam os
subsitios da enzima foi realizada, Figura 5.7. Os subsitios -2 e -1 compartilham
os loops 4 e 6, e os subsitios +2 e +1 compartilham os loops 1 e 2, encircu-
lado na Figura 5.7. Assim a mobilidade do subsitio -2 pode ser envolvida com

a mobilidade do subsitio -1. Eventualmente o subsitio -1 perde contato enzima-
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substrato, a ligacao glicosidica afasta-se do sitio ativo e como resultado final a
hidrélise nao ocorre. Igual acontece nos subsitios de numeracgao positiva.

Docagem alternativa. Para assegurar a plausibilidade das interagoes entre
a XccEG e a celotetraose, uma docagem alternativa foi feita. A partir da mesma
configuracao inicialmente docada, um procedimento de simulagao foi feito us-
ando uma restricdo harménica de constante de forca de 10 kcal/mol A2 e uma
distancia de equilibrio de 3 A entre o 4tomo do oxigénio do grupo -OH do catal-
isador acido Glu182 e o oxigénio glicosidico da celotetraose. Desta forma, a
minimizacao de 1000 passos foi feita apenas com os atomos de proteina livres
de se moverem, e em seguida, a equilibracao de 10 ps apenas com as cadeias
laterais da proteina livres para se moverem. A distancia resultante foi 3,05 A.
Depois disso, 0 mesmo procedimento de 3 simulagées de 30 ns tem sido re-
alizado. Nas simulagdes, existe uma ligagao de hidrogénio entre o grupo -OH
do catalisador acido Glu182 e o oxigénio glicosidico da celotetraose com uma
probabilidade média de 20.5 %. A energia da interacao proteina-substrato é
muito semelhante para as duas docagens diferentes, Figura 5.10, entao pode-
mos considerar a analise da identificacao dos subsitios confiavel.

Seletividade das outras enzimas. A mesma base estrutural de seletivi-
dade pode ser procurada entre as endoglucanases da mesma familia, a familia
5 de glicosidases, [66]. A Figura 5.11 mostra todas as endoglucanases da
familia 5 de glicosidases cristalizadas com substrato e quais contém 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 cataliticas. Todas elas
apresentam o loop na mesma posicao, 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 interacdo XccEG-celotetraose para cada um dos
subsitios. A primeira docagem (azul) e a docagem alternativa (vermelho), onde a
distancia entre o atomo de oxigénio do grupo-OH do catalisador acido Glu182 e o
oxigénio glicosidico da celotetraose séo 3,61 A e 3,05 A, respectivamente.

nado como conjunto de 4tomos de enzima a 7A ao redor do Ultimo 4tomo de
substrato do lado redutor, o atomo O1. A extremidade das fendas das enzimas
alinhadas também esta 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 hidrdlise. Entao, es-
tas duas enzimas atuam na celotetraose e tém 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 regiao do loop e nao foi cristal-
izada com substratos menores.

As trés enzimas comparadas estruturalmente com a XccEG tém como sub-
strato um oligossacarideo de quatro ou mais unidades glicosidicas da mesma
maneira que a XccEG. Sugere-se que, em base de tamanho da fenda e a
mesma estrutura terciaria (enzimas da mesma familia) que poderia implicar em
mobilidade similar, estas trés enzimas poderiam exibir o mesmo tipo de sele-
tividade: substrato de quatro ou mais unidades e produto de no minimo duas

unidades glicosidicas.

- \
: e & ® XccEG

h extremidade @ Acidothermus cellulolyticus
da fenda .

N\ ® Thermobifida fusca

® Pyrococcus horikoshii

Figura 5.11. Enzimas da familia 5 que possuem um analogo ao loop5 e que
foram cristalizadas com substratos. Os nomes se referem aos nomes dos organismos
que produzem as enzimas representadas. Substratos estdo 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 dtomos de enzima a 7A ao redor do Gltimo &tomo de
substrato do lado redutor, o atomo Of1.

5.4 Conclusao

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 relacao

ao comprimento de substrato. Esta enzima cataliza somente a hidrolise de
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cadeias da celulose de comprimento de quatro ou mais unidades glicosidicas e
além disso cliva mais que uma unidade da extremidade de substrato.

Empregando a técnica de simulagdes de dinamica molecular e analisando
interacdes nao covalentes com substratos, a base molecular da seletividade da
XccEG foi proposta. A sua fenda catalitica € composta por quatro subsitios
de ligacao a celulose que sao constituidos por loops altamente méveis. Para
o substrato permanecer ligado dentro da fenda catalitica, e assim na posi¢ao
adequada para a hidrélise ocorrer, todos os quatro subsitios precisam estar
estabilizados pelas interagcdes com substrato. Entao, o comprimento minimo de
substrato que possa ser clivado € de quatro unidades glicosidicas.

Também foi procurada a mesma base estrutural de seletividade entre as
endoglucanases da mesma familia da XccEG. Sugere-se que, com base no
tamanho da fenda e a mesma estrutura terciaria (enzimas da mesma familia)
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 minimo duas unidades glicosidicas.
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Capitulo 6

Propriedades mecanicas do linker
da XccEG

6.1 Introducao

O linker é um peptideo entre dois dominios de uma celulase, que normal-
mente nao forma estrutura secundaria como hélice « ou fita 5. Sabe-se que
ele mantém CCD e CBM conectados ou poderia fixar a distancia entre eles.
Um linker rigido possui habilidade de manter mais ou menos fixa a distancia
entre as pontas e assim promoveria a separacao dos dominios CCD e CBM,
prevenindo contatos nao favoraveis entre eles [73]. Mas, além disso, nao se
sabe se possui mais alguma funcgao.

Existem também estudos sobre a elasticidade do linker das celobiohidro-
lases [76, 77]. As analises das simulagcdes de dinamica molecular mostraram
que estes linkers apresentam um perfil de energia livre parecido com o perfil de
energia potencial de um corpo elastico. Também, a influéncia da glicosilagao
ao comportamento elastico foi investigada. A distancia de uma a outra ponta
do linker, que refere-se as conformacdes de maior frequéncia nas simulagdes,
€ maior no caso do linker glicosilado do que com o mesmo linker simulado
sem a glicosilagao. O perfil geral da energia livre, por outro lado, nao foi afe-

tado, somente o valor de comprimento do linker € deslocado para os valores
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maiores. A glicosilacao denota moléculas de carboidratos ligados covalente-
mente a proteina. E uma modificagdo pos-translacional frequente em fungos
que protege a enzima de uma possivel protedlise dentro da célula. Os car-
boidratos podem ser ligados ao oxigénio do grupo -OH de aminoacidos, a de-
nominada O-glicosilacao, ou ao nitrogénio de cadeia lateral de aminoacidos, a
denominada N-glicosilagao.

O comprimento do linker mostrou-se importante na funcao de interacao com
a celulose [78]. Enzimas mistas foram expressadas conectando o CBM de uma
celulase com o médulo catalitico de uma lipase usando linkers de tamanhos
diferentes, de 4 a 44 residuos. A capacidade de ligacao a celulose cristalina
foi determinada medindo a absorbancia dos raios ultravioleta da solucao filtrada
contendo apenas as enzimas nao ligadas a celulose. Esta capacidade foi menor
para as enzimas com o linker mais curto. O decrescimento da capacidade de
ligacao a celulose poderia ser devido ao impedimento estérico quando o modulo
catalitico de lipase aproxima-se a superficie da celulose, impedindo assim o
acesso do CBM aos sitios de ligacao disponiveis da celulose.

O linker estudado aqui, da Endoglucanase de Xanthomas campestris pv.
campestris (XccEG), possui uma sequéncia especifica 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 sequéncia. A
fim de explorar esta sequéncia especifica, nesta parte do trabalho, o linker de
XccEG (sera chamado de (PT)42) foi comparado com um linker de sequéncia
habitual contendo os residuos 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. Sequéncia do linker da celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei.
Aminoacidos da sequéncia sao representados pelo cddigo 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|14014 1|42|43|44(45|46)

PGIAASISSS|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|PPIV|G|S|G

simulacoes Nos baseamos neste linker porque ele ja foi abordado na literatura
nos estudos de dinamica molecular [77].

Propriedades mecanicas, como a rigidez e a elasticidade, foram estudadas
para investigar semelhancas diferengas entre estes dois linkers. Segundo a lei
de Hook para uma mola ideal, a for¢a restitutiva providencia um comportamento
elastico:

f=—kt (6.1)

Quanto maior a constante de forca k, ou em outras palavras, a rigidez da mola,
maior é a elasticidade. Entao, sob a hip6tese de que um linker fixa a distancia
entre os dominios CCD e CBM, a elasticidade seria uma propriedade desejavel.
A proposta neste trabalho, é obter perfil de energia livre ao longo da distancia
ponta-a-ponta de linker e assim estimar a elasticidade. Para obter o maior
namero possivel de conformacgdes, € preciso amostrar bastante o espaco de

conformacgdes. Portanto, a técnica de Troca de Réplicas foi usada.

6.2 Simulacoes

As estruturas iniciais dos dois linkers, (PT);> e CBH2, foram preparadas por
previsao de estrutura tridimensional em base das propriedades de aminoacidos,
servidor I-TASSER, [82, 83]. O N-terminal dos linkers foi acetilado (adicionando
0 grupo —COC H;) e C-terminal foi amidado (adicionando o grupo —CON H,)
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. Glicosilagéo do linker CBH2. Aminoacidos da sequéncia séo rep-
resentados pelo codigo de uma letra e unidades manosidicas pelo simbolo O.

S5 | S6 |S7| S8 | S9 | T10 | .. |S14 | T15 | T16 | S17 | .. | S20 | .. | T22

O] 0|0 0| 0| O 0| o0| 0|0 o) o)
o) 0| O o)
o) 0| O o)

T23 | S24 | .. | S26 | S27 | S28 | .. | T30 | ... | S35 | T36 | T37 | T38 | ... | S45

O | O O] 0| O 0 O| 0| 0| O 0

o) 0 0| 0] O

o) o) 0| o] O

dendo entao ser glicosilada, por isso o seu linker (CBH2) foi glicosilado na fase
de preparacao para simulacoes. A glicosilacao seguiu padrao da Celobiohidro-
lase 1 de Trichoderma reesei [76] onde uma unidade de manose ¢€ ligada a Ser
e duas ou trés unidades de manose a Thr. Resultados de Espectroscopia de
Massas quanto a quantidade de O-ligadas «(1,2)-manoses [84] mostram que
39-46 unidades no total sao ligadas ao linker. Entao, as unidades manosidicas
foram distribuidas da seguinte forma: uma unidade ligada a cada Ser e trés
unidades ligadas a cada Thr, 41 unidades no total, Tabela 6.2. Como quer-
emos amostrar todas as conformacoes de linker, até as mais estendidas, a
caixa de simulacao teve que ser suficientemente grande. Por isso, para diminuir
o tempo computacional, o solvente implicito [85] foi usado, o que dispensa o
uso da condicao periédica assim como o método de Ewald no tratamento de
interacoes eletrostaticas. Para o tratamento das interagdes eletrostaticas e de
Van der Waals foi usado o raio de corte de 18 A junto com a funcéo suavizante
a partir de 10 A.
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Simulagao para estimar autocorrelacao de energia potencial foi realizada a
298K com o passo de tempo de 2fs. 17ns de simulagao de equilibrio foram
extraidos para o linker (PT)2 e 28ns para o linker CBH2. A energia potencial foi
coletada a cada 100 passos de tempo de simulagao, ou a cada 0,2ps. O critério
para equilibrio € convergéncia de energia potencial e de RMSD. A fungao de
autocorrelacao foi calculada como:

1 tmazx

C(t) = > Uto)U(to +t) (6.2)

max t():].

onde t é intervalo de tempo e ¢, é passo de tempo para qual a energia potencial
U foi calculada. Para cada valor de ¢, o valor de t, + t nao pode ultrapas-
sar o numero de U armazenado pela simulacao, entao ¢,,,, € 0 maximo passo
disponivel para o dado intervalo atual ¢. A funcado de autocorrelacao obtida,

Figura 6.1, foi ajustada a fungao exponencial:
C(t) = Ae™ B + Ce™" (6.3)

e o tempo de correlacao foi calculado como area de baixo da curva normalizada:

B teor C(t)
T = At ; c0) (6.4)

onde At representa o intervalo de tempo para qual o valor da energia potencial
foi salva ao longo de simulagao e este intervalo é At = 0, 2ps.

Depois de um tempo, o decaimento exponencial de C(t) € dominado pelo
ruido constante de simulagao, entdo o C(t) foi truncado depois de 100 passos
de tempo. O tempo de correlacao calculado é 2,8ps para o linker (PT)2 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 funcao de autocorrelacdo da energia potencial normalizada,
para ambos os linkers, (PT)12 e CBH2.

O numero de réplicas foi ajustado para atingir a probabilidade de troca igual
a 0,5. Este numero é verificado, durante as simulagdes, estimando a taxa de
troca. Ela é igual a fracao entre o nimero de trocas e o nimero total de tentati-
vas de troca, calculado como a média entre todas as réplicas. Para o linker
(PT)12, 0 nimero de réplicas é 16 e para o CBH2 é 24. Cada sistema foi
simulado em réplicas de temperatura minima de 298K e maxima de 550K. A
temperatura maxima 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 propria por 35ps. O tempo de
correlacao da energia potencial para o sistema aquecido a temperatura maxima

foi de 20ps. O numero de trocas total para satisfazer a eficiéncia de mistura foi
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estimado com base na recomendacao de Abraham e Grady (vide Figura 1 da
ref. [52]). Para (PT);2 este numero é cerca de 20 000 e para o CBH2 30 000.

As trajetorias a 298K foram usadas para todas as analises. Do tempo total
de simulacdes das réplicas foi extraido 32ns para (PT);, e 38ns para CBH2 a
298K.

6.3 Resultados e discussoes

Para testar se o sistema visita adequadamente o espaco de conformacgées,
uma analise de PCA [86] foi feita. Foram mostrados instantes na simulagao no
espaco reduzido de projecao a duas componentes principais, ou seja, de maior
autovalor, Figura 6.2A. Ambos os linkers percorrem o espago de fase bastante
uniformemente. A distribuicdo de parametro de ordem R, a distancia ponta-
aponta de linker, também é ampla ao longo do tempo de simulagao, a Figura
6.2B. Se durante o tempo o linker volta a percorrer um subespaco do inicio de
simulacao, isto significa que a trajetéria nao contém um subespaco proibido e
que pode ser usada para as analises. Portanto, as trajetérias inteiras foram
usadas nas andlises.

A diferenca entre os dois linkers. O perfil de energia livre em fungao da

distancia ponta-a-ponta R para ambos os linkers foi estimada como
F = —kgTinW(R) + C, (6.5)

Figura 6.3, onde W (R) é a distribuicao da distancia ponta-a-ponta R durante
simulacao, que foi calculada por meio do histograma de valores de R con-
siderando janelas de 1A de comprimento, e C' é constante.

O erro do perfil de energia livre foi estimado como desvio padrao entre trés
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Figura 6.2. A: Espago de conformagdo reduzido a duas componentes prin-
cipais a 298K. Cada ponto € posicao de sistema no espaco de conformacdao em
um instante de simulagao. B: Distribuicdo de parametro de ordem R nao apresenta
mudancas abruptas ao longo do tempo de simulacao.

curvas obtidas a partir de trés trechos subsequentes de simulacao:

S (e < F >)2

_ oy | i=t
A= 3 (6.6)

Para comparar comportamento elastico dos 2 linkers, as curvas obtidas
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Figura 6.3. Perfil de energia livre em fungéo da distancia ponta-a-ponta R, para
os 2 linkers, (PT)i2(vermelho) e CBH2(preto). As linhas finas representam o ajuste a
lei de Hook.

foram ajustadas a expressao da energia potencial da lei de Hook:
k 2
F = i(R_RO) +F0, (67)

Tabela 6.3. O parametro R,/N,.., representa o comprimento do linker do minimo
de energia dividido pelo numero de residuos. Isto porque os dois linker pos-
suem numeros de residuos diferentes.

O perfil de energia livre do linker (PT)> € levemente bimodal com o modo R,
mais comprimido e 0 modo R, mais estendido que o linker CBH2. A diferenca
entre os dois comprimentos R, e R, € aproximadamente do comprimento de

3 glicoses na cadeia celulosica cristal. O linker (PT)s2 € mais rigido do que
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k / cal/molA? | Ry/Nyes

(PT)12, R1 12,47 0,93
(PT)12, R2 7,74 1,46
CBH2 3,21 1,02

Tabela 6.3. Parametros das curvas de perfil de energia livre em funcao de
distancia ponta-a-ponta ajustados a lei de Hook, para os dois linkers, (PT)2 e CBH2.

k/ cal/mol;l2 Ry0/Nyes

(PT)12, R1 330,17 0,42
(PT)12, R2 139,11 0,57
CBH2 164,86 0,47

Tabela 6.4. Parametros das curvas de perfil de energia livre em funcéo de raio
de giro ajustadas a lei de Hook, para os dois linkers, (PT)» e CBH2.

o linker CBH2 porque exibe maior constante de forca k. Também podemos
observar que na faixa de flutuacao térmica AF = kgT o linker CBH2 exibe uma
faixa de extenséo de 60 A e o linker (PT)s, de 40 A abrangendo os dois modos
Ry e Ry, 0 que significa que o linker (PT);2 € mais especifico quanto a manter o
comprimento.

Um outro parametro de ordem, o raio de giro, também foi usado na comparagao
dos linkers, Figura 6.4. A Tabela 6.4 mostra os parametros: a constante de forca
k e o raio de giro de minimo de energia R,. De novo, o linker (PT), exibe uma
leve bimodalidade e a maior rigidez do que o linker CBH2.

A andlise de RMSF por blocos também mostra que o linker (PT);2 € mais
rigido que o linker CBH2, o0 que é consistente com a maior elasticidade porque

esta rigidez providencia uma forga restitutiva necessaria para comportamento
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Figura 6.4. Perfil de energia livre em relagdo ao raio de giro R,, para os 2
linkers, (PT){2(vermelho) e CBH2(preto).

elastico. O valor de RMSF computado por blocos de 100ps como média de
todos os residuos é 8,79 A para CBH2 e 6,15A para (PT);,. Este valor, bem
como a distribuicao de angulos torcionais, Figura 6.6, mostra maior rigidez do
linker (PT)s2. A coordenada no eixo x € a raiz quadrada da média sobre todos
os residuos da soma dos quadrados dos angulos:

2 4 42
wa — Ez(zf\; + ¢z> (68)

A distribuicao é mais estreita para o linker (PT)42, 0 que significa que ele exibe
variagao menor dos angulos. O esquema dos angulos torcionais da cadeia

principal da proteina é representada na Figura 6.5.
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Figura 6.6. A distribuicdo de probabil-
idade dos angulos torcionais da cadeia princi-
pal, vermelho para (PT) 12, preto para CBH2. A
funcao no eixo x é definida pela equacao 6.8.

A rigidez pode ser explicada pela prépria sequéncia do linker (PT)2. A pro-
lina € o aminoacido mais rigido devido o anel e este anel envolve a cadeia

principal de proteina o que influencia a rigidez de proteina, Figura 6.7.

H
o) | o
N\ |
C— ca — Nt

¢ i 3

H,c Prolina cH,

N

CH,

Figura 6.7. Estrutura da prolina.
A treonina, por sua vez, devido a posicao do grupo -OH da sua cadeia lateral,
possui a propriedade de formar ligagao de hidrogénio com o residuo vizinho ou

segundo vizinho, formando assim um “anel” que lembra o da prolina, Figura

6.8. A rigidez exibida pelo linker (PT),> poderia ter origem na rigidez intra-
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Figura 6.8. Ligagao de hidrogénio (amarelo) entre a cadeia lateral da Thr e os
residuos vizinhos.

residuo (proveniente da Pro) e rigidez inter-residuo vizinhos (proveniente da
Thr). As probabilidades de todos os tipos de ligacdes de hidrogénio presentes
na simulagao do linker (PT)y, foram determinadas como fungao de distancia
entre residuos na sequéncia, Ares, Tabela 6.5. Nesta andlise os primeiros trés
residuos que nao sao Pro nem Thr nao foram considerados. O que se mostra
mais provavel sao justamente as ligacées de hidrogénio entre a cadeia lateral
da Thr e o residuo vizinho ou segundo vizinho: Thr(l)-Pro (a cadeia lateral de
Thr com o primeiro vizinho que € Pro), Thr(l)-Thr(p) (a cadeia lateral de Thr com
a cadeia principal da segunda vizinha, Thr) e Thr(I)-Thr(l) (a cadeia lateral de
Thr com a cadeia lateral da segunda vizinha, Thr).

O numero total de ligacées de hidrogénio em funcao do tempo foi deter-
minado para ambos os linkers, Figura 6.9. Todas as ligacdes de hidrogénio
existentes na proteina foram contadas, mesmo se mais que uma ligagao é for-
mada entre um par de residuos. O nimero médio de ligagdes de hidrogénio
para (PT) 12 é 0,712, o que significa que em 71,2% do tempo existe ligacéo de
hidrogénio, Tabela 6.6. Nas simulacdes de (PT) 12, 99% das todas as ligacoes
de hidrogénio sao da cadeia lateral da treonina (70,5% no tempo dos 71,2%),
enquanto nas simulacées de CBH2, mesmo com 9 treoninas presentes — Thr10,
Thr15, Thr16, Thr22, Thr23, Thr30, Thr36, Thr37, Thr38— nao existem ligagoes
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Tabela 6.5. Frequéncia de ligagdes de hidrogénio no linker (PT);> em funcao
de distancia entre residuos na sequéncia. [ e p denominam a cadeia lateral e princi-
pal, respectivamente. Por simplicidade, as frequéncias de baixo de 0,01% nao estao
mostradas na tabela. A maior frequéncia € entre Thr e primeiro(Pro) ou segundo
residuo vizinho (Thr).

Y%

Ligagao de H A 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 ligagdes de hidrogénio para os dois linkers,
(PT)12 e CBH2, no total, e apenas da cadeia lateral da Thr.

Ligagao 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. Entao, podemos obser-
var que as ligagdes de hidrogénio envolvendo a cadeia lateral da treonina sao
importantes na inducao da rigidez do linker (PT)12.

O linker CBH2 ¢ glicosilado, enquanto o (PT);2 nao é glicosilado. Existem

estudos computacionais que mostram que a glicosilagao do linker CBH2 afeta o
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tempo / ns

Figura 6.9. Numero total de ligagdes de hidrogénio em fungao de tempo.

seu comprimento. Quando na forma glicosilada, este linker exibe maior compri-
mento [77]. A extensdo do modo R; do linker (PT)2 é 0,93 A por residuo e para
o0 modo R, 1,46 A por residuo, enquanto do linker CBH2 1,02 A por residuo.
O linker (PT)42 chega a ser estendido tanta quanto o linker CBH2 mesmo néo
contendo a glicosilagdo. A prolina e treonina sdo aminoacidos de natureza difer-
ente, a prolina é apolar e a treonina polar. Prolina é capaz de formar interagoes
hidrofobicas com outras prolinas, e treonina de formar ligacdes de hidrogénio
com cadeias laterais de outras treoninas na cadeia do linker (PT);.. Aqui se
sugere que estes dois residuos, quando intercalados, impedem um agrupa-
mento dos residuos do mesmo tipo pelas interagdes hidrofilicas ou hidrofébicas
e, assim, impedem uma compressao do linker. Esta poderia ser a razao de
porque o linker (PT), é igualmente estendido quanto o linker CBH2, mesmo
sem a glicosilacao.

Bimodalidade do perfil de energia livre. Para explorar mais a bimodali-
dade do linker (PT);2, conformacdes com a distancia ponta-a-ponta R = R; +
24 = (25 £2)A e com R = R, + 24 = (41 + 2)A foram separadas, bem
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como as conformagdes relacionadas a barreira de kz7'/2, com comprimentos
de R = Ryqrreira £ 24 = (35 + 2) A. Na busca de diferenca entre os dois modos
da elasticidade, R; e R, num lado, e a barreira no outro lado, algumas analises
foram realizadas nestes subespacos conformacionais (definidos pela faixa de 4
A de distancias em torno dos trés comprimentos caracteristicos do linker, Ry,
Ry € Rparreira).- A analise de RMSF por blocos de 100ps foi realizada em cima

destes trés conjuntos de conformagdes.

8 L] I 1 I 1 I 1 I L] I 1 I L]
— RI
5 — R2 -
— barreira
o T -
& | 1
Q
=
= A A—/‘" ‘ 5.71
) BT W ATSSNSN/A 7S AW S S
5 - -
L I L I L I L I L l 1 I L
0 5 10 15 20 25 30 35

residuo

Figura 6.10. Mobilidade estimada por RMSF por blocos de 100ps para dois
modos R; e R, e a barreira. A ordem da mobilidade crescente é: R, Rs, barreira. As
linhas horizontais representam a média de RMSF por residuos.

A mobilidade € a maior no caso da barreira, depois no caso do modo R, e a
menor no caso do modo R;, Figura 6.10. Vemos, na Figura 6.3, que a probabili-
dade de conformacoes diminui nesta mesma ordem. Como a barreira refere-se

a energia mais alta no perfil de energia livre em relagao aos minimos, ela rep-
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resenta 0 niumero menor de conformagdes, ou representa subespaco de menor
probabilidade. Em outras palavras, a mobilidade cresce com a diminuicao da
probabilidade. Isto significa que no caso do linker (PT)y2, 0 comportamento
flexivel € menos provavel.

Dependéncia da temperatura. A técnica de troca de réplicas possibilita
analise de trajetérias a varias temperaturas, dentro da faixa definida nas réplicas.
Aqui sera investigado comportamento dos linkers ao longo de temperatura. O
linker (PT)12 nao perde a bimodalidade com aumento de temperatura, mas aqui
sera tratado como unimodal por simplicidade. Os parametros de elasticidade,
k e Ry, 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 forca do CBH2 diminui consid-
eravelmente com o aumento da temperatura, até 40%.

O linker (PT)42 exibe maior constante de forga k& ainda com temperatura e

quase nao muda a extensao (distancia ponta-a-ponta Ry), Figura 6.11. Em out-
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Figura 6.11. Mudanga relativa dos parametros do ajustamento da energia livre
a lei de Hook, constante de forca k e a distancia ponta-a-ponta Ry, 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 regido de maior linearidade da curva.

A fim de investigar este aumento da rigidez do (PT);> com temperatura, a
analise das todas as ligagdes de hidrogénio em (PT), foi realizada como fungao
da posi¢ao do residuo na sequéncia, Figura 6.12. O numero de residuo na
sequéncia do linker é plotado nos dois eixos do grafico e cada ponto representa
uma ligagao de hidrogénio existente entre um par de residuos. Como 99%
das todas as ligacdes sao da cadeia lateral da treonina, esta analise refere-se
a ela e sua influéncia na rigidez. A temperatura elevada, 381K, as ligacdes
de hidrogénio entre residuos distantes na sequéncia sao rompidas e aquelas
entre vizinhos sao preservadas. Como a temperatura mais alta o linker &€ mais
rigido, podemos concluir que as ligagoes entre vizinhos sao relacionadas com
um processo que contribui a elasticidade, enquanto aquelas entre os residuos

afastados na sequéncia com um processo que tem o efeito oposto.
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Figura 6.12. A distribuicao espacial das ligagoes de hidrogénio em (PT);2.
Os pontos pretos representam existéncia das ligacoes de hidrogénio entre um par de
residuos. A temperatura mais alta, permanecem ligagdes entre residuos vizinhos (as
ligacdes perto a diagonal do grafico).
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O comportamento do linker nas duas temperaturas, 298K e 381K, foi vizual-
izado através da representacao das estruturas formadas a cada 1ns alinhadas
em relagdo ao atomo central, o nitrogénio da Thr15. A 298K, o linker apre-
senta uma variedade maior das estruturas executando dobramentos em varias
direcoes, Figura 6.13A. A diferenca entre o tamanho de dobramentos nas duas
temperaturas diferentes também foi representada pelo espaco varrido pelo linker.
O volume que cada sistema ocupa durante o tempo de simulagao foi calculado
para a ocupancia dos atomos igual ou maior de 4%, Figura 6.13B. No caso da
temperatura de 298K o volume é 10608 A%, e no caso de 381K o volume é 9214
A3, O espaco varrido para a temperatura mais baixa é maior porque o linker ex-
ecuta mais dobramentos, em mais direcdes. Ambas as analises, a vizualizacao
das estruturas e o volume varrido, sédo consistentes com o resultado do calculo
do perfil de energia livre, e mostram a mudancga estrutural menor, ou seja, uma
rigidez maior no caso da temperatura mais alta.

A temperatura mais baixa, o linker executa dobramentos em varias direcées,
de varias 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 forca £ menor comparado com as temperaturas altas.
As ligagoes de hidrogénio entre os residuos afastados na sequéncia sao for-
madas durante estes dobramentos.

A temperatura mais alta, o linker exibe menos dobramentos e as ligagdes de
hidrogénio entre os residuos afastados na sequéncia sao formadas em menor
escala, restam apenas as ligacoes entre os vizinhos que contribuem a rigidez
formando anel entre residuos. Devido as flutuagdes térmicas maiores a temper-
atura mais alta, os residuos afastados na sequéncia afastam-se e as ligacoes
de hidrogénio entre eles sao rompidas, enquanto os residuos vizinhos sendo

ligados covalentemente nao se afastam e as ligacoes respectivas permanecem.
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Figura 6.13. A: Instantes na simulagao do linker (PT)2 sobrepostos, cada 1ns.
Alinhamento dos instantes foi feito em relacdo ao atomo central do linker, o nitrogénio
do residuo Thr15. Representacao de cadeia principal em cores de escala de tempo.
B: Mapa volumétrico com isovalor de ocupancia igual a 4%. A 298K, o linker percorre
maior espaco.

6.4 Conclusao

Dominios funcionais das celulases que contém mais que um dominio sao
conectados covalentemente por um peptideo sem estrutura secundaria definida,
denominado linker. Além de papel de conectar os dominios, a fungao dos
linkers € ainda pouco compreendida. Na hipotese do linker como fixador de

distancia entre os dominios de uma celulase, a rigidez poderia ser uma pro-
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priedade desejavel.

Aqui foi investigado o linker da endoglucanase de Xanthomonas campestris
pv. campestris ((PT)12) que apresenta uma sequéncia peculiar, formada por
doze blocos de Pro-Thr.

Na busca de peculiaridades de comportamento do linker (PT);2, o célculo de
propriedades relacionadas a rigidez foi empregado. Este linker foi comparado
com um linker da sequéncia habitual, neste caso o linker da celobiohidrolase 2
de Trichoderma reesei (CBH2). O calculo do perfil de energia livre ao longo de
um parametro de ordem relacionado com a extensao do linker (distancia ponta-
a-ponta) foi feito. Para obter varias conformagdes de linker, uma técnica de
amostragem ampliada foi usada nas simulagoes, a técnica de troca de réplicas.

O perfil de energia livre obtido foi comparado com as equagdes da lei de
Hook e as informag0des sobre a rigidez e a extensao dos linkers foram obtidas.
A rigidez foi estimada por outras analises também, como RMSF, a distribuicao
dos angulos torcionais ou espago varrido pelo linker. O linker (PT)i>» é mais
rigido que o linker CBH2.

A sequéncia do linker (PT){2 composta por um residuo rigido, Pro, e um
residuo 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
proteina afetando assim a mobilidade da cadeia. A treonina poderia induzir
rigidez pelo fato de que a sua cadeia lateral frequentemente forma ligacao de
hidrogénio com os residuos vizinhos da cadeia de proteina. Desta maneira,
a treonina forma um “anel“ com outros residuos, composto em parte por uma
ligacdo de hidrogénio. A analise de ligacbes de hidrogénio mostra que estas
ligagOes da cadeia lateral da treonina com o primeiro ou segundo vizinho da
cadeia ocorrem nas simulagoes.

Ja existem estudos que mostram que a glicosilagdo de linker aumenta a
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extensao do linker CBH2 [76, 77] e aqui as simulacées mostram que o linker
(PT)12 que nao é glicosilado chega a ser estendido igualmente devido a sua
sequéncia especifica.

A mesma analise do perfil de energia livre foi realizada para varias temper-
aturas. A rigidez do linker (PT);>, aumenta com o aumento da temperatura o
que nao é esperado e nao ocorre no caso do linker com a sequéncia habit-
ual, 0 CBH2. A temperatura mais baixa, as ligacdes de hidrogénio tanto entre
residuos vizinhos quanto entre os residuos afastados na sequéncia ocorrem.
Enquanto a temperatura mais alta, permanecem apenas as ligacdes entre os

vizinhos que contribuem a rigidez formando anel entre residuos.
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Capitulo 7

Modelagem com SAXS

7.1 Introducao

A estrutura da enzima é fundamental para sua fungao. Para entender melhor
o0 mecanismo fisico das celulases bimodais, ou aquelas que contém dominios
muito moveis que ndo podem ser resolvidos pela cristalografia de raios X, é
desejavel obter um modelo estrutural para a enzima inteira. Neste capitulo
apresentamos um modelo para a XccEG intacta, combinando dados de SAXS
e modelagem molecular.

A técnica de Ajuste Flexivel por Dindmica Molecular (MDFF) foi desenvolvida
para modelagem computacional a partir de uma estrutura atbmica e a estrutura
de crio-eletromicroscopia [21]. A crio-eletromicroscopia € um tipo de micro-
scopia eletronica de transmissao onde a amostra é estudada em temperaturas
criogénicas (normalmente as temperaturas do nitrogénio liquido). Uma even-
tual vantagem desta técnica experimental € o fato de que ela pode fornecer a
estrutura da macromolécula em ambiente nativo em oposicao a cristalografia
de raios X que requer a colocagao de amostra em um ambiente nao-fisiologico
(cristal), o que pode ocasionalmente levar a modificacées conformacionais fun-
cionalmente irrelevantes. Recentemente, a estrutura do capsideo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) foi modelada com a técnica MDFF combinando

a estrutura cristalografica com a estrutura da crio-eletromicroscopia [87]. O es-
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palhamento de raios X de baixo angulo (SAXS) também fornece a estrutura da
macromolécula em ambiente nativo, mas em baixa resolucao e, ao contrario
da crio-eletromicroscopia nao captura a estrutura interna da proteina. O SAXS
fornece apenas a superficie da molécula observada.

Aqui, a técnica MDFF sera adaptada para ser usada com as estruturas de
SAXS para modelagem de estrutura intacta de biomoléculas em solugao. De-
pois disso, esta técnica sera aplicada a modelagem da Endoglucanase de Xan-
thomonas campestris pv. campestris intacta (XccEG).

A sequéncia da XccEG é conhecida [79], mas somente a estrutura do CCD
foi resolvida com resolugao atdmica por cristalografia de raios X [58]. O alvo é

modelar a estrutura tridimensional intacta.

7.2 Preparacao do sistema

Como foi explicado na Secao 3.6, para modelar a XccEG intacta, o método
de Ajuste Flexivel por Dinamica 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-
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Figura 7.1. Envelope SAXS da XccEG. Representagao de perspectiva.
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perficie da enzima representada pelas esferas ficticias equidistantes que preenchem
o volume definido pela superficie, Figura 7.1. No caso da estrutura SAXS da
XccEG, a distancia entre esferas é 5,8A.

Como a cristalografia nao é capaz de captar estruturas muito moveis, nor-
malmente o que se tem é a estrutura atbmica 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 previsao de estrutura tridimensional com base nas sequéncias
primarias no servidor I-TASSER, [82, 83]. De posse das estruturas em partes,
partimos para modelar a orientagao relativa dos dominios.

Docagem rigida: Antes da simulagdo, uma docagem rigida de baixa resolugao
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 atbmica do CBM foi docada. A docagem do CCD foi realizada com o
envelope SAXS inteiro.

O procedimento da docagem rigida pelo programa SITUS é o seguinte: um
modelo de esferas & construido a partir da estrutura atbmica e, em seguida,
comparado com o modelo-alvo de esferas (o envelope de SAXS). Uma pesquisa
exaustiva 6D, que é composta por trés graus de liberdade translacionais e trés
rotacionais, foi feita até que o coeficiente de correlagdo minimo entre os dois
modelos de esferas fosse alcancado, equacao 7.1, onde p € a densidade de

pontos do modelo de esferas.

coe = / Patsol (P T (7.1)

As estruturas resultantes de maior coeficiente de correlacao sao guardadas
para a analise posterior.

Teste de docagem: A fim de testar o uso das estruturas SAXS na mode-
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lagem de biomoléculas modulares, um dimero do chigquimato quinase | de Es-
cherichia coli foi escolhido. Sua estrutura ja foi resolvida pela cristalografia de
raios X (PDBid: 1KAG [74]) e por SAXS (BIOISISid: 1KINHP [75]) o que pos-
sibilita comparacao direta de resultado da modelagem com a estrutura crista-
lografica.

O envelope SAXS foi cortado pela metade e cada mondémero da estrutura
cristalografica foi docado rigidamente a cada metade do envelope independen-
temente. As docagens com maior coeficiente de correlagao foram guardadas.
Apo6s a docagem, todas as combinacdes de dois monémeros docados inde-
pendentemente foram comparadas com a estrutura cristalografica tanto visual-
mente quanto calculando o valor de RMSD em relacao a estrutura cristalografica.
Além disso, mais algumas analises foram realizadas para avaliar a docagem.
Foram calculadas a grandeza y, que apresenta a concordancia com a curva
SAXS experimental, a equacao 3.25 , e a porcentagem dos atomos pesados
dentro do envelope. O critério para o calculo da porcentagem dos atomos pe-
sados dentro do envelope sera explicado na Secao 7.3.

A Figura 7.2 mostra um arranjo dos mondmeros em chiquimato quinase
| de Escherichia coli diferente. E notavel que o angulo entre os eixos dos
dois monoémeros é diferente para a estrutura cristalografica e a de SAXS. Isso
provavelmente se deve ao fato de que proteina apresenta empacotamento difer-
ente em cristal e em solugao. Por isso, a estrutura cristalografica nao sera nec-
essariamente o alvo da modelagem.

O critério para escolher a docagem melhor sera o valor minimo de y. A
Figura 7.3 mostra os valores de y, a porcentagem dos atomos pesados dentro
do envelope e o RMSD em relagao a estrutura cristalografica para cada uma
das combinacdes de docagem. O eixo x representa o indice de combinacgdes

de docagens dos dois mondmeros, o primeiro digito € de um mondmero e o
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Figura 7.2. A estrutura cristalografica do dimero de chiquimato quinase | de
Escherichia coli (esquerda) e o seu envelope SAXS (direita).

Tabela 7.1. Docagens escolhidas pelo valor minimo de . A porcentagem dos
atomos pesados dentro do envelope e RMSD em relagao a estrutura cristalografica
estao representados para cada docagem.

Docagem | 48 18 49 46 11 19 68 59

X 291 | 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 /A | 15,26 | 13,32 | 17,38 | 11,68 | 9,96 | 16,69 | 12,31 | 14,14

segundo é de outro monémero. Por exemplo: a docagem 43 é a combinacgao
da quarta docagem independente do primeiro monémero e a terceira docagem
do segundo mondémero. As oito estruturas com o menor valor de y estao rep-
resentadas em barras vermelhas e o minimo global esta enquadrado. A Tabela
7.1 mostra valores de y, a porcentagem dos atomos dentro do envelope € 0
RMSD para estas oito melhores docagens. Observamos que o menor valor
de x nao corresponde a porcentagens maxima dos atomos dentro do envelope,
nem aos menores valores de RMSD. Também, os oito menores valores de y

nao correspondem as porcentagens maximas dos atomos pesados, nem aos
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Figura 7.3. Valores de y, porcentagem dos atomos pesados dentro do enve-
lope e RMSD em relagao a estrutura cristalografica para cada uma das combinacoes
de docagem. O eixo = apresenta numero de combinagdo de docagens de dois
monomeros, o primeiro digito € de um mon6émero e o segundo € de outro mondémero.
As oito estruturas com o menor valor de x estao representadas em barras vermelhas e

o minimo global esta enquadrado.

valores de RMSD minimos. Ou seja, no caso deste dimero, os modelos que

mais concordam com a curva experimental nao correspondem a sobreposicao

maxima com o envelope nem com a estrutura cristalografica.

As oito melhores estruturas do dimero estdo desenhadas na Figura 7.4. Os
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nameros de baixo de cada estrutura indicam indices de docagens da Tabela
7.1. Para comparar a semelhanca entre os arranjos dos dois monémeros, todas
as estruturas foram alinhadas em relagdo a um dos mondmeros (0 monémero
da parte de baixo do dimero) e o inicio da sequéncia de cada monémero

foi marcado pela bolinha vermelha. Vemos que os melhores modelos apre-

cristalografica

Figura 7.4. Estrutura cristalografica do dimero do chiquimato quinase | de
Escherichia coli (PDBid: 1KAG) e oito estruturas modeladas de menor valor de x. Os
nameros indicam numeros de docagens da Tabela 7.1. Os modelos estao alinhados
em relagdo a um dos mondmeros (o0 mondmero da parte de baixo do dimero). Bolinha
vermelha representa o inicio da sequéncia de cada monémero.

sentam orientagao relativa entre os mondémeros diferente da estrutura crista-
lografica e também diferente entre eles. Os dois melhores modelos, 48 e 18,
tém a orientacao similar, os inicios das sequéncias apontando a extremidade

da proteina, mas os seus mon6meros fazem um angulo de 50 graus aproxi-
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madamente. No caso deste dimero, existem varias maneiras diferentes para
docar no envelope com uma faixa estreita de valores de y. A docagem nao é
especifica suficientemente para este tipo de proteina.

Como o envelope de SAXS representa uma estrutura de resolugao 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 varias 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 concordancia com a curva experimental, .

A proteina modelada neste capitulo, a Endoglucanase de Xanthomonas
campestris pv. campestris, apresenta uma simetria muito mais baixa do que
a do chiguimato quinase | de Escherichia coli, Figura 7.1. Portanto, existe
esperanca para especificidade maior da modelagem.

Mapa volumétrico: Para docagem e também para as simulagdes, 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, 0 mapa volumétrico foi construido adicionando uma funcao gaus-
siana com ¢ = 2.94 em cada ponto de uma rede de 1A de espacamento. O
valor de o foi escolhido como metade da distancia entre duas esferas vizinhas
que é constante para o modelo inteiro. O mapa volumétrico resultante repre-
senta uma soma de fungdes gaussianas em todos os pontos do espacgo. Os
valores do mapa volumétrico sdo normalizados de forma que tomem valores
de 1 até 0. Zero representa a maxima densidade de elétrons do modelo de

SAXS. Para definir o envelope, um isovalor especifico do mapa volumétrico foi
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determinado. Este valor deveria representar a superficie que abrange todas as
esferas no modelo SAXS. Entdo, ele foi determinado de tal forma que coincide
com a superficie das esferas sondada com uma esfera de raio igual a metade
da distancia entre duas esferas vizinhas. Este isovalor do mapa volumétrico foi

igual a 0,8.

Figura 7.5. Mapa volumétrico de densidades eletronicas 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 substituido
por 0,8.

Parametros para simulagoes: Como as esferas do modelo SAXS sao
ficticias, elas foram retiradas ap6s construcao do mapa volumétrico, Figura 7.5,
para uso nas simulagdes. Cada valor do mapa de menor que 0,8 foi substituido
por 0,8. Apds a docagem rigida, a estrutura atdbmica intacta foi hidratada e
eletroneutralizada em uma caixa de NaCl-agua de 1g/cm? de densidade. Uma
caixa de simulacdo com agua explicita de tamanho 140A x 70A x 70A foi
construida. A camada de agua em volta da enzima é de pelo menos 10A de
espessura. Simulagdes foram feitas tratando esta caixa de simulagcao no en-
semble NPT a 298K e 1atm. No tratamento de interagcdes nao-covalentes de
curto alcance foi usado raio de corte de 10A e a funcéo suavizante depois de

9A. Na integracédo das equacdes de movimento foi usado um passo de tempo
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mais curto, de 1fs, para evitar que a forca externa do envelope SAXS causasse

colapso das particulas.

7.3 Resultados e discussoes

Estrutura inicial. As duas estruturas atdmicas, 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 dominios duas combinacgdes
CCD-CBM com os menores valores de x foram escolhidas, x = 3,801 e x =
3,699, com as orientacoes de CCD diferentes, Figura 7.6. A porcentagem
de atomos pesados O, C, N e S dentro do envelope foi calculada definindo o
envelope como a superficie do mapa volumétrico com isovalor de densidade
eletrénica 0,8. Os modelos representam 81,19% e 79,72% de atomos pesados
dentro do envelope, respectivamente. Este nUmero nao precisa ser necessari-
amente 100% porque o envelope representa uma média de conformacdes em
solucao e somente poucas conformacdes durante a simulacao vao estar 100%
dentro do envelope.

Na estrutura do CBM, existem trés residuos aromaticos que sao expostos
ao solvente e poderiam atuar no reconhecimento de substrato. E interessante
observar que em todas as docagens o eixo dos trés residuos aromaticos do
CBM (em vermelho) encontra-se perpendicular ao eixo da fenda catalitica do
CCD. Neste modelo uma cadeia de celulose interagiria apenas com um dos
trés residuos aromaticos, Figura 7.6.

As estruturas foram completadas com o linker modelado por ITASSER com
pontas fixas as coordenadas dos terminais dos dominios ja docados no en-
velope. Para escolher entre a estrutura A e B, uma modelagem do complexo
enzima-cadeia de celulose foi feita, considerando a interacao dos dois dominios

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 ja docada e simu-
lada (Capitulo 5) no sentido do CBM. Apds uma longa minimizagao de 20 000
iteracoes, a celulose da estrutura B formou uma curva na saida do CCD. Esta
saida é composta por um loop, chamado de loop5, que fecha a fenda catalitica
impossibilitando assim passagem do substrato para o outro lado sem estar cur-
vado, ver Figura 5.8 do Capitulo 5. Este loop é composto por uma parte alta-
mente mdvel e outra que nunca muda de posi¢ao e que fecha a fenda (azul). A
estrutura onde o loop5 ndo impede o substrato de alcangar CBM, Figura 7.6A,
foi escolhida. Entre as enzimas da mesma familia (a familia 5 das glicosidases)
cristalizadas com substrato, todas possuem esse tipo de loop e o0 substrato nao
passa além dele, Figura 7.6C. Entretanto, um substrato pode formar curvatura
na regiao 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 y = 3, 660. Esta estrutura foi usada como ponto inicial para
as simulacoes de MDFF.

Simulacoes de MDFF. A simulagao MDFF no envelope foi feita definindo
o fator de forca £ = 0,3. Este fator € arbitrario e ndo possui uma importancia
desde que seja diferente de zero, porque como a forca que um atomo sente
depende somente do gradiente do mapa volumétrico e dentro do envelope o
valor da densidade é constante, esta forca serve apenas para atomos fora do
envelope entrarem no envelope. Dentro do volume do envelope nao existe gra-
diente. Portanto, ndo existe a forca MDFF e os atomos sao submetidos a uma
simulacao convencional. Porém, esta forca nao deveria ser grande demais para
nao perturbar de modo significativo a energia potencial do sistema. Aqui o valor
de 0,3 foi escolhido de modo que represente uma forca da ordem das forgas
interatdbmicas.

Simulacoes direcionadas. O alvo é chegar a uma boa concordancia com
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Figura 7.6. Modelos feitos pela docagem dos dominios separadamente.
Residuos cataliticos e residuos aromaticos do CBM sao representados em vermelho.
A: O loop5 nao impede a saida do substrato. B: O loop5 impede a saida do substrato.
C: Enzimas da familia 5 de glicosidases possuem um analogo ao loop5 e substratos
que nao ultrapassam esta barreira.

a curva SAXS experimental, ou seja, a um baixo valor de y, simulando com
vinculos de envelope. O valor ideal de y seria y=1 o que significa que o modelo
tem acuracia dentro do erro experimental de curva unidimensional SAXS. Na
pratica, € razoavel chegar a um valor de y similar ao da modelagem do préprio
envelope tridimensional, y= 2,299.

Podemos ver na Figura 7.7, a primeira curva preta, que a temperatura ambi-
ente e com a MD convencional, o x ndo consegue abaixar em tempo razoavel.
Uma maneira de estimular amostragem é aumentar a temperatura do sistema.
O aumento da temperatura aumenta modulo de velocidade média de sistema
e assim os atomos ganham energia cinética para superar barreiras potenciais
entre conformacoes diferentes, e conseguem amostrar mais o espaco dentro

do envelope. Para amostragem ampliada nao se pode usar temperatura alta
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porque esta proteina possui estrutura secundaria e pode acontecer desenovel-
amento (parcial ou total). No maximo podemos aplicar temperatura alta ao linker

que nao é bem estruturado. Uma vez atingido o subespaco de conformacdes de
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Figura 7.7. Concordancia com a curva SAXS experimental durante o tempo de
simulacao MDFF. As curvas vermelhas representam simulagao a 1000K de temperatura
em que somente o linker foi livre para movimentos.

baixo y, podemos resfriar o sistema a temperatura ambiente de novo e assim
“congelar” a estrutura favoravel, deixando o sistema inteiro executar movimen-
tos dentro do espaco do envelope. Desta simulacao a temperatura ambiente, a
conformacao com o y minimo é escolhida como ponto inicial para simular, es-
quentando somente o linker a 1000K de novo e assim por diante favorecendo a
ida em diregao ao y baixo, sem usar nenhum potencial tendencioso. Este pro-
cedimento aqui usado assemelha a 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 simulagdes que nao atingiram um valor da coorde-
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nada sao descartados. A diferenca é que aqui a coordenada y foi tratada como
uma grandeza continua.

Durante o procedimento de modelagem por MDFF, as estruturas internas
dos dominios sao preservadas, que mostra valor baixo de RMSD e a porcent-
agem dos atomos pesados dentro do envelope cresce até 82%, Figura 7.8. O

valor de RMSD foi calculado em relagdo a estrutura inicial da Figura 7.6A.
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Figura 7.8. Durante o procedimento de modelagem por MDFF, estruturas inter-
nas dos dominios sdo preservadas, que mostra valor baixo de RMSD e a porcentagem
dos atomos pesados dentro do envelope cresce até 82%.

Equilibrio. A fim de testar o modelo obtido € necessario checar a sua esta-
bilidade estrutural apos interromper a aplicagao da forgca vinculada ao envelope
SAXS. Apéds o valor minimo de y obtido por esta técnica de escolher ponto de
Xmin d€ cada trecho de trajetoria, foi realizada uma simulagcao convencional sem

forca aplicada. A simulacéo foi realizada até chegar no equilibrio representado
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Figura 7.9. Sem vinculos de envelope, o sistema é capaz de manter y em
torno de 3,3 enquanto o RMSD e a porcentagem de atomos pesados dentro do enve-
lope exibiram patamar de valores razoaveis.

pelo patamar de RMSD e a porcentagem de atomos pesados dentro do enve-
lope. O sistema manteve xy em torno de 3,3 e um valor baixo de RMSD dos
dois dominios. A porcentagem de atomos pesados dentro do envelope alcanca
77% apods 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 simulagoes, os residuos aromaticos do
CBM permaneceram igual a docagem inicial, ou seja, perpendiculares a fenda
do CCD, Figura 7.11. Cada subsitio em CCD consiste em pelo menos um
residuo aromatico. Estes residuos foram identificados calculando a energia
de interacao com substrato, Figura 5.7 do Capitulo 5, e sdo: Phe50, Tyr337,

Trp237 e Phe268, representados em vermelho.
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Figura 7.10. A estrutura inicial (a esquerda) e final (a direita) da modelagem
da XccEG intacta em solugao.

Figura 7.11. O modelo final. Os residuos aromaticos estdo em vermelho. As
linhas vermelhas representam os eixos de CCD e CBM.

O dominio CBM da XccEG apresenta um arranjo de residuos aromaticos
caracteristico 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
residuos aromaticos da fenda catalitica, esteja alinhado com uma cadeia da
celulose. Nesta situacao, o eixo do CBM encontra-se perpendicular as cadeias
da celulose abrangendo assim cinco cadeias da celulose. O modelo da celulose
foi construido através do programa Cellulose-builder [90].

Esta orientacao relativa dos dominios é diferente daquela do modelo pro-
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Figura 7.12. A: O modelo final da modelagem da XccEG posicionado em
cima da celulose cristalina. B: O modelo de CBM da celobiohidrolase | de Trichoderma
reesei [92] inicial (azul) e ap6s simulagao (vermelho). CBM desenhado como faixa e
os residuos aromaticos como barras.

posto para a celobiohidrolase | de Trichoderma reesei, [91, 92]. A celobiohidro-
lase | 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 simulacdo de 1,5ns. Partindo da

estrutura inicial que interage com duas cadeias da celulose, o0 CBM deslocou-
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se para a posi¢cao em que interage com apenas uma cadeia da celulose através
dos residuos aromaticos caracteristicos.

A fim de testar estabilidade das interagdes com a celulose na orientacao
proposta pelo nosso modelo, simulamos somente o dominio CBM em cima de
uma camada de celulose. O CBM foi posicionado manualmente na superficie
de uma camada de celulose cristalina de tamanho de sete cadeias contendo
sete unidades glicosidicas. O posicionamento foi feito de forma que os trés
residuos aromaticos caracteristicos se encontrem na distancia de no minimo 2
A do substrato, Figura 7.13(azul). O complexo CBM-camada de celulose foi
hidratado por agua em caixa de aproximadamente (45 x 62 x 50)A%. A posicdo

da camada de celulose estava fixa durante a simulagao.

Figura 7.13. Posigdo do CBM da endoglucanase de Xantomonas campestris
pv. campestris em cima da camada da celulose, inicial (azul) e apds 40ns de simulagao
(vermelho). CBM desenhado como faixa e os residuos aromaticos como barras.

Depois de 40ns de simulacado o CBM permaneceu na posicao perpendicular
as cadeias da celulose, Figura 7.13(vermelho), ou seja, perpendicular a fenda
catalitica do CCD. Os trés residuos aromaticos permaneceram na distancia de
no minimo 3 A do substrato. As simulacdes sugerem que tanto em solucdo
quanto em complexo com substrato, a orientacao do CBM da endoglucanase

de Xantomonas campestris pv. campestris é perpendicular a fenda catalitica do
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CCD.

Comparacao de CCD em solucao e cristal. Para investigar as diferengas
entre a estrutura cristalografica e o resultado da modelagem pelo ajuste ao en-
velope SAXS, algumas analises comparativas de estrutura e dinamica foram
realizadas. As trajetérias usadas sao a parte equilibrada do modelo ap6s ajuste
com SAXS, Figura 7.9, e a simulagao partindo da estrutura cristalografica,
Capitulo 5. Para a atribuicao da diferenca estrutural, a fungcao RMSF foi empre-
gada, e a estrutura de referéncia para as duas trajetérias foi a estrutura crista-
lografica. As mudancas estruturais sdo presentes especialmente nas regioes
de contato com outras moléculas da unidade simétrica em cristal, Figura 7.14
em cores. A analise de RMSF por blocos ndo mostra maiores diferengas na

mobilidade da enzima, Figura 7.14, painel de baixo.

solu.
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Figura 7.14. Diferencas estruturais (RMSF) e dinamicas (RMSFblocos) entre o
modelo apos ajuste com SAXS e cristalografico do CCD da XccEG. A unidade simétrica
cristalografica (direito).

Docagem alternativa. Uma modelagem em que o eixo dos trés residuos

aromaticos do CBM ¢é paralelo com o eixo da fenda do CCD foi realizada ao fim
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de descartar a possibilidade desta posicao, Figura 7.15.

Figura 7.15. O instante inicial e final de uma simulagdo MDFF de 1ns, partindo
do modelo do CBM paralelo a fenda do CCD. Eixo do CCD e residuos aromaticos do
CBM sao representados em vermelho.

Nesta posi¢cao, todos os trés residuos aromaticos de CBM interagiriam com
a mesma cadeia da celulose. A porcentagem dos atomos pesados dentro do
envelope neste modelo inicial & 44,7. O mesmo procedimento de simulacao
por MDFF foi realizado por 1ns. Durante esta simulagao, o CBM abandonou
a posicao inicial entrando no envelope até 73,98 % dos atomos pesados. A
mudanca da estrutura do CBM foi maior que no caso da docagem original, rep-
resentando o valor de RMSD em relagdo ao modelo inicial de eixos paralelos
igual a 3,60 A. A mudanca da estrutura do CBM na docagem original é no
maximo 3,25 A. Isto significa que o CBM saiu de uma posicdo nao-favoravel em
pouco tempo e distorceu sua estrutura em relacao a cristalografica.

As simulacoes realizadas aqui sugerem que o CBM da endoglucanase de

Xanthomonas campestris pv. campestris prefere a posicao em que 0 seu €ixo
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€ perpendicular ao eixo do CCD e assim possa interagir com cinco cadeias
celulésicas diferentes. Isto se contrasta ao modelo da celobiohidrolase | de
Trichoderma reesei e uma expectativa geral de que os dois dominios sejam

ligados a uma cadeia de celulose.

7.4 Conclusao

O conhecimento da estrutura de uma enzima intacta, contendo todos os
dominios, é fundamental para o conhecimento do seu mecanismo. Atualmente
nao existem estruturas intactas para celulases com resolugao atomica. Para
este fim, a combinagao de uma estrutura intacta de baixa resolucdo e uma
estrutura incompleta de alta resolucao pode ser util.

A técnica de Ajuste Flexivel por Dinamica 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 angulo
(SAXS). Uma estrutura de SAXS apresenta resolugdo mais baixa do que uma
estrutura de crio-eletromicroscopia, mais especificamente, ela apresenta ape-
nas a superficie de molécula sem a sua estrutura interna. Por isso, no proced-
imento de criacao do mapa volumétrico usado nas simulacdes de MDFF, toda
a estrutura interna do mapa foi retirado: os valores do mapa que representam
a densidade eletronica SAXS maior que na superficie foram substituidos pelo
valor da superficie.

Além disso, uma continuacdo do procedimento da modelagem com SAXS
foi proposto. Ela consiste da verificagdo da concordancia do modelo obtido
com os dados experimentais, em cada passo da simulacao de MDFF. Esta con-
cordancia é medida pela fungao y, que mede a diferenga entre a curva uni-
dimensional experimental de SAXS e a curva de espalhamento teorico obtido

com base na estrutura modelada.
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A modelagem da endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. campestris
(XccEQ) intacta foi realizada combinando a estrutura cristalografica e a estru-
tura de SAXS da XccEG, utilizando a técnica de MDFF adaptada. O ponto inicial
para simulacoes normalmente afeta muito os resultados porque a MD conven-
cional nao é capaz de amostrar o espaco de fase inteiro em tempo razoavel. Por
isso, primeiro foi docada a estrutura de resolugdo atdbmica no envelope SAXS e
a orientagao relativa dos dominios foi escolhida com cuidado. Depois disso, a
simulacao de MDFF foi realizada. A fim de acelerar a modelagem, um proced-
imento de direcionar simulagdes no sentido de melhorar a concordancia com a
curva 1D experimental foi feito. A meta foi atingida: foi obtida a estrutura da Xc-
cEG em solugao em concordancia com curva experimental razoavel em tempo
menor que 4ns. A estrutura final da XccEG apresenta uma orientagao 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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Capitulo 8

Conclusoes gerais

Foram investigados quatro sistemas relacionados aos mecanismos enzimaticos
para a hidrélise 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 concluido e sera submetido em breve
para publicacdo. O trabalho sobre a elasticidade de linker e o trabalho sobre a

modelagem com SAXS estao em fase de preparagao.

8.1 Endoglucanase sem CBM

A presenca do dominio de ligacao ao carboidrato (CBM) nas celulases mostrou-
se importante para o mecanismo de ligacao nao-covalente ao substrato. Simulacdes
de Dinamica Molecular foram realizadas com uma celulase que nao possui
CBM, a Endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum. As andlises de interacoes
nao covalentes enzima-substrato mostraram que a auséncia de CBM é com-
pensada pela presenca de residuos similares aos residuos que reconhecem o
substrato em um CBM.

Além da explicacao da atividade na auséncia de CBM, foi explicado porque
esta enzima age em substratos com no minimo cinco unidades glicosidicas.

A triade catalitica encontra-se espacialmente longe dos residuos aromaticos

que mostram-se importantes para a interagcao enzima-substrato, e por isso o

111



substrato precisa ter um comprimento minimo.

8.2 Seletividade da Endoglucanase Xcc

Uma questao importante para desenhar enzimas de maior eficacia é enten-
der as causas de seletividade e eventualmente muda-las. As simulagdes de
MD explicaram a causa da seletividade da Endoglucanase de Xanthomonas
campestris pv. campestris. Esta enzima cataliza a hidrélise de cadeias de celu-
lose de comprimento de quatro ou mais unidades glicosidicas. A fenda da enz-
ima é composta por quatro subsitios de ligacao a celulose que sao constituidos
por loops altamente moéveis. Para o substrato permanecer ligado dentro da
fenda catalitica, e assim na posicao certa para a hidrélise acontecer, todos os

subsitios precisam estar estabilizados pelas interagdes com substrato.

8.3 Propriedades mecanicas do linker da XccEG

A sequéncia especifica de 12 blocos de Thr-Pro do linker da Endoglucanase
de Xanthomonas campestris pv. campestris (XccEQG) foi investigada calculando
propriedades mecanicas extraidas da simulacdo de amostragem ampliada. O
linker foi comparado com um linker de sequéncia habitual contendo os residuos
P,G,A,S,T,R e V, da celobiohidrolase 2 de Trichoderma reesei (CBH2). O linker
(PT);2 é mais rigido e essa rigidez cresce ligeiramente com aumento de tem-
peratura. O residuo rigido Pro e a Thr induzem uma rigidez do linker como todo.
Existem evidéncias computacionais provas de que a glicosilacao aumenta a ex-
tensao do linker CBH2 [77]. Nossos estudos apontam que o linker (PT)2, que
nao é glicosilado, chega a ser estendido igualmente por causa da sua sequéncia

especifica.
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8.4 Modelagem com SAXS

A técnica de Ajuste Flexivel por Dinamica Molecular originalmente desen-
volvida para as estruturas da crio-eletromicroscopia foi aplicada para a estrutura
SAXS. Como esta estrutura representa apenas a superficie da macromolécula
preenchida pelos atomos ficticios, toda a estrutura interna de mapa volumétrico
é retirada no procedimento de preparacgao de forca adicional. O procedimento
aqui desenvolvido segue no sentido de comparagao com a curva SAXS ex-
perimental e maximizagao desta similaridade obtida por uma simulagao dire-
cionada. Este procedimento foi aplicado a modelagem da endoglucanase de
Xanthomonas campestris pv. campestris XccEG intacta combinando a estru-
tura cristalografica com a estrutura de SAXS. A meta foi atingida: foi obtida es-
trutura da XccEG em solugdo com uma concordancia com curva experimental
razoavel. O modelo aqui proposto, ao contrario do outro disponivel na literatura,

tem o CBM interagindo com trés cadeias de celulose paralelas.
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Asparagina
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Arg
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