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Resumo

A producao de bioetanol a partir da biomassa lignoceluldsica integra proces-
sos fisico-quimicos e enzimaticos que comprometem sua viabilidade economica. A
biomassa possui uma estrutura recalcitrante composta de celulose, hemicelulose
e lignina. Tal estrutura, bem como os mecanismos de acao das enzimas, nao
sao bem compreendidos. Nesta tese, simulagoes de dinamica molecular e a teoria
mecanico-estatistica 3D-RISM foram utilizadas para investigar aspectos molecula-
res da degradagdo de biomassa, incluindo: (1) dinamica estrutural de celulases; (2)
base molecular da termofilicidade de laminarinases; (3) disrupg¢ao nao-hidrolitica
de biomassa por expansinas; (4) nanoarquitetura da parede celular primaria; e (5)
forgas termodinamicas em paredes celulares secundarias. No tépico (1), observou-se
que a acessibilidade de celulases ao substrato pode ser modulada por alteragoes na
estrutura priméria, com consequéncias para a atividade enzimatica. Observou-se
também que a inibicao por produto esta relacionada a alteragoes conformacionais
de residuos préximos ao sitio de ligacdao. Adicionalmente, alteracdes na dinamica
intrinseca das enzimas ocorrem conforme a etapa do processo de hidrélise. No
tépico (2), os resultados mostraram que a conformagao do sitio de ligagao ao
substrato de laminarinases é sensivel a variagoes de temperatura. No tépico (3),
observou-se que a expansina pode transladar sobre a superficie da celulose e indu-
zir torgoes em cadeias de glucano, sugerindo a possibilidade de romper ligacoes de
hidrogénio celulose-celulose e/ou celulose-xiloglucano como um ziper. No tdpico
(4), observou-se que a agregacao de nanofibrilas de celulose se da através de suas
faces hidrofilicas e que a presenga de hemicelulose estabiliza tal agregacao. No
tépico (5), os resultados mostraram que as forcas de coesao da parede celular se-
cundéria sao de natureza entrépica e que a composicao quimica da lignina modula

as interacoes lignina-lignina e lignina-hemicelulose.
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Abstract

Biofuel production from lignocellulosic biomass involves physico-chemical and
enzymatic processes that challenge its economic viability. The lignocellulosic bio-
mass is recalcitrant against degradation and is made up of cellulose, hemicellulose
and lignin. This structure and the enzyme mechanisms are not fully understood.
In this thesis, molecular dynamics simulations and the statistical mechanical the-
ory 3D-RISM were employed to assess molecular aspects of the biomass degrada-
tion, including: (1) structural dynamics of cellulases; (2) molecular basis of the
thermophilicity of laminarinases; (3) non-hydrolytic disruption of biomass by ex-
pansins; (4) primary cell wall nanoarchitecture; and (5) thermodynamic forces in
secondary cell walls. In the topic (1), we observed that cellulase substrate accessibi-
lity can be modulated through changes in its primary structure, with consequences
to the enzymatic activity. Moreover, the product inhibition is related to conforma-
tional changes of residues located close to the substrate binding site. In addition,
changes of the intrinsic dynamics allow cellulases change their function according
to the hydrolysis step. In the topic (2), we show that the substrate binding site
conformation of laminarinases is sensitive to temperature variations. In the topic
(3), we observed that the expansin can translade over the cellulose surface and
induce torsions in free glucan chains, suggesting the possibility of disruption of
cellulose-cellulose and cellulose-xyloglucan hydrogen bonds as a ziper. In the topic
(4), the results showed that aggregation of cellulose nanofibrils takes place through
their hydrophilic face and that hemicellulose plays roles in stabilizing such aggre-
gation. In the topic (5), we observed that the cohesion forces within the secondary
cell wall are of entropic origin and that the lignin chemical composition modulates

the lignin-lignin and lignin-hemicellulose interactions.
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(a) Residuos envolvidos na formagao do tinel do sitio de ligagao
do produto. O residuo Tyr381, inicialmente voltado para o in-
terior do loop 7, se estende em diregao ao residuo Arg251 do
loop oposto, assim criando o tunel que envolve a celobiose. A
superficie translicida corresponde a superficie dos residuos que
formam o sitio de ligacao da celobiose. (b) Evolugao temporal da
distancia Arg251-Tyr381 na holo-TrCel7A (preto), apo-TrCel7TA
(vermelho) e TrCel7A-SP (azul). (c) Distribuicdo das distancias
Arg251-Tyr381 na holo-TrCelTA, apo-TrCel7A e TrCel7A-SP. A
dinamica do sitio do produto exibe propriedades intermediarias

entre a apo- e holo-TrCel7A. . . . . . . . . ... ... ... ...

(a) Distribuigoes do rmsd da celobiose em relagao a sua estru-
tura média na holo-TrCel7A e TrCel7A-SP, mostrando que nesta

ultima, a celobiose exibe maior flexibilidade em seu sitio de ligagao. 95

Estrutura cristalografica das laminarinases PcLam (PDB: 2CL2)
[233], aNLam (PDB: 2HYK) [231] e RmLam (PDB: 3ILN) [213].
Como membros da familia GH16, estas laminarinases possuem
enovelamento do tipo [-jelly-roll, formado por um sanduiche de
duas folhas (3, dentro do qual reside o nucleo hidrofébico das
proteinas. As folhas  possuem uma concavidade e formam um

canal de ligacao ao substrato, delimitado por vérios loops.

99



LISTA DE FIGURAS

XxXXI1i1

6.2

6.3

6.4

Configuragoes das laminarinases PcLam, aNLam e RmLam to-
madas das simulacoes, mostrando as moléculas de dgua presentes
no nucleo hidrofébico de cada enzima nas temperaturas de 25°C
e 90°C. A 25°C, as moléculas de dgua presentes no nicleo hi-
drofébico sao as mesmas presentes na estrutura cristalografica.
Ao aumentar a temperatura, uma ponte salina facilita a entrada
de até 6 moléculas de agua no nucleo hidrofébico da mesoestavel
PcLam. A auséncia desta ponte salina na termoestdvel aNLam e
na hipertermoestavel RmLam impede a penetracao de dgua em
seus nucleos hidrofébicos, permanecendo, assim, estaveis em altas

temperaturas.

Estados do sitio de ligagao das laminarinases e suas frequéncias.
O estado obstruido possui residuos colapsados ao longo do canal
de ligacao das laminarinases e, por isso, possui o sitio ativo ina-
cessivel ao substrato, sendo, portanto, inativo. O estado aberto,
visto nas estruturas cristalograficas, possui o canal de ligacao ao
substrato completamente exposto, sendo uma forma ativa das en-
zimas. O estado tunel é acessivel ao substrato e possui residuos
formando uma possivel regiao de confinamento para o substrato.
Enquanto a populacao dos estados da mesofilica PcLam é sensivel
ao aumento de temperatura, a populacao das (hiper)termofilicas
aNLam e RmLam é insensivel. As populacoes predominantes em
cada temperatura reflete a atividade relativa de cada uma das

enzimas, conforme descrito no texto.

Contrugao da malha tridimensional de pontos ao longo do canal
catalitico das laminarinases. Somente 0os pontos externos a su-
perficie acessivel ao solvente das enzimas sao considerados para
analise, de maneira que os estados do sitio de ligagao sejam cap-

turados.
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Capitulo 1

Introducao

A producao de bioetanol a partir da biomassa lignoceluldsica de plantas integra pro-
cessos fisico-quimicos e enzimaticos que atualmente comprometem sua viabilidade
economica. A biomassa é constituida majoritariamente por celulose, hemicelulose
e lignina, componentes tais que formam a parede celular das plantas e se arran-
jam numa arquitetura recalcitrante (ou seja, com resisténcia mecanica, quimica e
biolégica), em que fibras de celulose se estruturam dentro de uma matriz protetora
de hemicelulose e lignina. Nas etapas iniciais da conversao da biomassa, severos
tratamentos termoquimicos rompem a barreira ligno-hemicelulésica da parede ce-
lular e expoem a celulose ao alcance das enzimas. Por formar fibras empacotadas e
cristalinas, a celulose, por sua vez, oferece barreiras fisicas ao ataque das enzimas:
estas devem atuar numa interface sélido-liquido para se ligar a cadeias individu-
ais de celulose e hidrolisa-las. Assim, as enzimas nativas sao ineficientes para uso
tecnoldgico.

Estratégias para aumentar a eficiéncia dos processos de degradacao da biomassa
incluem: (i) desenvolvimento racional de novos pré-tratamentos eficientes e pouco
severos; (ii) desenvolvimento de plantas transgénicas com paredes celulares mais
suscetiveis a degradacao; e (iii) engenharia de enzimas mais eficientes e estdveis
termicamente. O avanco destas trés frentes depende da compreensao tanto dos
substratos (estrutura nativa e alteragbes por pré-tratamentos e enzimas), quanto
das enzimas (mecanismos fisicos e quimicos), além da rela¢do entre ambos, ou

seja, de como a estrutura do substrato afeta a atividade enzimatica. A natureza
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fisica de varios processos envolvidos na degradacao da biomassa — por exemplo,
a alteragao estrutural do substrato que precede a hidroélise enzimética — consti-
tui um desafio para as pesquisas: muitas vezes, experimentos biofisicos, e nao
bioquimicos, devem ser realizados com materiais de alta complexidade e de estru-
tura e composicao quimica variaveis. Tais estudos sao multidisciplinares e abordam
problemas em diferentes escalas de tamanho. Técnicas experimentais sofisticadas,
incluindo microscopias eletronicas e de for¢a atomica de alta velocidade, difracao
e espalhamento de raios X e espalhamento de néutrons tém sido empregadas para
o estudo de diferentes aspectos da degradacao de biomassa lignocelulésica. Na
escala atomico-molecular, as técnicas computacionais tém fornecido informacgoes
quantitativas e qualitativas de processos envolvidos na degradacao, principalmente
daqueles dificeis de acessar experimentalmente.

Nesta tese, estudos computacionais de aspectos moleculares da degradacao da
biomassa lignocelulésica sao apresentados. Os topicos abordam tanto a estrutura e
interagoes da parede celular de plantas (substrato) quanto relagoes entre dinamica
e funcao de enzimas e proteinas nao-hidroliticas envolvidas na conversao de bio-
massa lignoceluldsica. Estes estudos representam contribuicgoes cientificas basicas
que podem ser uteis para o desenvolvimento das trés frentes descritas anterior-
mente. Duas técnicas computacionais distintas foram empregadas: simulacoes de
dinamica molecular e a teoria mecanico-estatistica 3D-RISM. As aplicagoes desta
ultima técnica foram realizadas em doutorado-sanduiche no grupo do Dr. Andriy
Kovalenko, National Institute for Nanotechnology /University of Alberta, Canada,
onde parte da teoria foi desenvolvida e implementada computacionalmente.

A tese estd organizada em capitulos independentes, de forma que o leitor po-
derd se direcionar ao topico de seu interesse. O Capitulo 2 tem carater informa-
tivo e fornece detalhes do processo de degradacao de biomassa. Em seguida, os
Capitulos 3 e 4 apresentam os fundamentos tedricos das técnicas computacionais
utilizadas. Os capitulos que seguem apresentam os resultados das pesquisas, co-
brindo os seguintes tépicos: dinadmica de glicosideo hidrolases (Capitulos 5 e 6),
disrupgao nao-hidrolitica de biomassa (Capitulo 7), nanoarquitetura de paredes

celulares primaérias (Capitulo 8) e forgas termodinamicas em paredes celulares se-



cunddrias (Capitulo 9). No Capitulo 10, comentérios finais e perspectivas futuras

sao apresentados.
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Capitulo 2

Degradacao de biomassa

lignoceluldsica

A alta demanda mundial por combustiveis associada com questoes ambientais e de
sustentabilidade tem impulsionado o interesse académico, governamental e corpo-
rativo no desenvolvimento de tecnologias para a producao de bioetanol de segunda
geracao — aquele obtido da degradacao de residuos lignocelulésicos, como o bagaco
de cana-de-agicar — como alternativas para o tradicional uso de petréleo [1, 2]. Ao
contrario da producao de bioetanol de primeira geragao — aquele produzido dire-
tamente da fermentacao dos agucares presentes na matéria-prima —, a produgao
de bioetanol de segunda geracao em larga escala sé serd possivel apds o desenvol-
vimento de tecnologias para vencer a estrutura recalcitrante da parede celular de
plantas [2]. Do ponto de vista econdomico, o desenvolvimento de tais tecnologias
de segunda geracao sao fundamentais para que a producao de biocombustiveis nao
afete a cadeia de produgao de alimentos [3].

Recalcitrancia lignocelulésica ¢ a resisténcia natural da biomassa a degradagao,
e emerge de uma convolucao de fatores que abrangem desde a estrutura nanoscépica
da biomassa ao arranjo de tecidos na planta [2]. Em decorréncia disso, a conversao
de biomassa lignoceluldsica em bioetanol é um processo complexo e lento, en-
volvendo multiplos estagios: pré-tratamentos termoquimicos, hidrélise enzimatica
com um coquetel multifuncional de enzimas e, finalmente, a fermentacao por mi-
crorganismos [4].

Neste capitulo, os fundamentos da degradacao de biomassa lignocelulésica sao

apresentados, com enfoque nos aspectos de estrutura e da hidrélise da biomassa
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associados a recalcitrancia.

2.1 A estrutura microscopica da biomassa: parede celular

A matéria-prima utilizada para a producao de bioetanol esta contida na parede
celular das células vegetais da biomassa — espessa camada de 0.1 a 10 pm, externa
a membrana plasmética, que proporciona rigidez, suporte estrutural e protecao
contra patogenos as plantas. Assim, o processo de degradacao da biomassa consiste
na desconstrucao e hidrélise dos componentes da parede celular de plantas em
agucares fermentéaveis [4].

As paredes celulares se organizam em até trés camadas: a lamela média, a pa-
rede celular primaria e a parede celular secundaria. A lamela média é a camada
mais externa e funciona como um cimento que adere uma célula vegetal a outra.
Por ser rica em pectina (dcidos poligalacturdnicos e derivados, facilmente extraidos
com agentes quelantes), a lamela média nao oferece problemas para a desconstrugao
da parede celular. As paredes celulares primarias ocorrem em todas as células e
estao localizadas numa camada adjacente a lamela média. Sao compostas de po-
lissacarideos (celulose, hemicelulose e pectina), de proteinas e outros componentes
minoritarios. As paredes secundarias, por outro lado, ocorrem em células espe-
cializadas — como as de vasos condutores de plantas vasculares — e contém, além
dos componentes presentes na parede primdria, uma espessa camada de lignina
depositada na matriz polissacaridica. Enquanto as paredes primarias podem so-
frer alteracoes em sua nanoarquitetura durante o crescimento da célula, as paredes
secunddrias sao mecanicamente resistentes e construidas pela célula somente apés
seu completo amadurecimento [4, 5].

Os componentes majoritarios de uma parede celular secundaria sao celulose
(20-50%), hemicelulose (15-35%) e lignina (10-30%). Tal composi¢do varia de
espécie para espécie de planta, e também com o tipo de tecido e com as condigoes
ambientes [6, 7). Na parede celular, estes biopolimeros se arranjam numa arquite-
tura mecanica, quimica e biologicamente resistente, que oferece suporte estrutural
e protecao para plantas. De forma simplificada, esta arquitetura consiste de fi-

bras de celulose imersas numa matriz amorfa de lignina e hemicelulose (figura
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2.1). Os mesmos elementos que permitem as paredes celulares exercerem fungoes
que demandam resisténcia também originam a recalcitrancia a desconstrucao nas

aplicagoes tecnoldgicas [4].

lignina f\

hemicelulose . o
S microfibrila de

celulose

Figura 2.1. Arquitetura da parede celular secundéria. Fibras de celulose
sao envolvidas por uma matriz amorfa de lignina e hemicelulose, que podem formar
os complexos lignina-carboidrato (LCC). Adaptado de [4].

2.1.1 Celulose

A celulose — biopolimero mais abundante da natureza — é um polissacarideo li-
near formado por residuos de glicose unidos por ligacoes glicosidicas G(1 — 4).
Dependendo da planta, o grau de polimerizagao da celulose pode variar de 100 a
10.000 unidades de glicose [4]. Embora seja quimicamente simples, a celulose apre-
senta aspectos estruturais Unicos, o que permite distingui-la de outras classes de
polissacarideos. As cadeias de celulose se empacotam formando complexos supra-
moleculares em forma de fibras, que podem conter dominios cristalinos e amorfos.
Na fase cristalina, a celulose pode assumir diferentes polimorfos: Ia, 15, 11, 111,
Iy, IVy e IV, A celulose nativa, encontrada na natureza, assume os polimorfos
I e 18 (além da fase amorfa), sendo a celulose I3 a mais comum em plantas. Os

outros polimorfos (II, Iy, Iy, IVy e IVyr) sao obtidos através de processos de rege-
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neracao! e mercerizagao?® (celulose I — celulose II), tratamento com amonia liquida
(celulose I — celulose I11;; celulose IT — celulose 111j) e aquecimento (celulose 111
— celulose 1Vy; celulose 1111 — celulose TVy;) [8].

A estrutura da celulose 15 foi determinada por difracao de raios X e de néutrons
em 2002 [9], consistindo de cadeias de glucano empacotadas paralelamente em
varias camadas, com uma célula unitaria monoclinica. As cadeias sao mantidas
unidas por ligacoes de hidrogénio intra- e intermoleculares e interagoes hidrofébicas
intercamadas, conforme ilustrado na figura 2.2. Este empacotamento cristalino ori-
gina uma das facetas da recalcitrancia lignocelulésica. Uma vez que as celulases
hidrolisam cadeias individuais de glucano, toda a rede de ligacoes de hidrogénio
e interacoes hidrofébicas do cristal de celulose deve ser rompida no processo de
hidrolise. A acessibilidade limitada das cadeias de glucano da celulose, portanto,
interfere negativamente na cinética do processo. Simulagoes computacionais mos-
traram que a descristalizagao de cadeias de glucano nao é espontanea (AG > 0), de
forma que as celulases devem realizar trabalho para algé-las a seus sitios ativos [10].
Por outro lado, a recalcitrancia associada a descristalizagao depende da forma po-
limérfica da celulose [11], conforme elucidado por simulagées computacionais, que
mostraram que o trabalho de descristalizagao aumenta na seguinte ordem: II <
I} < I < 1P [12]. Dessa forma, a nanoestrutura da celulose é um dos fatores

determinantes de sua suscetibilidade a hidrélise enzimética.

Sintese da celulose

Nas plantas, a celulose ¢ sintetizada por um complexo de enzimas denominadas ce-
lulose sintases, localizadas na membrana plasmética das células [13]. Cada celulose
sintase sintetiza uma unica cadeia de glucano, e diferentes isoformas de celulose
sintase (al, a2 e ) s@o arranjadas em complexos denominados rosetas. As rose-
tas sao arranjos de celulose sintases organizadas em forma hexagonal, contendo 36

unidades (figuras 2.3a e 2.3b). Dessa forma, uma roseta sintetiza 36 cadeias de

'Regeneracao consiste na solubilizacio da celulose em determinado solvente seguida da preci-
pitagao em agua.

2Mercerizacdo é o processo de intumescimento da celulose nativa com NaOH; a celulose II
aparece com a remo¢ao do agente intumescedor.
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a) Ligacdes de hidrogénio entre cadeias de glucano de uma mesma camada

Figura 2.2. Estrutura da cristalina da celulose 13, mostrando (a) ligagoes
de hidrogénio (linhas tracejadas) intramoleculares e entre cadeias de glucano e (b)
o empacotamento hidrofébico de camadas de glucano.

glucano em paralelo, as quais se agregam em formas também hexagonais, dando
origem a uma fibrila elementar de celulose, como ilustrado na figura 2.4a. De-
pendendo da planta, outros arranjos de roseta podem ocorrer, o que gera fibrilas
elementares de formas diferentes [15, 16]. As rosetas, por sua vez, podem se arran-
jar formando complexos de rosetas (figura 2.3¢c), os quais sintetizam macrofibrilas
de celulose, que sao arranjos de varias fibrilas elementares (figura 2.4b) [14]. A me-
dida que outros componentes da parede celular (hemicelulose, lignina, pectina) sao
sintetizados, as macrofibrilas eventualmente se dissociam, dando origem a fibrilas
elementares de celulose revestidas por hemicelulose — as microfibrilas de celulose.
A forma predominante das fibrilas elementares (agregadas em macrofibrilas ou iso-
ladas como microfibrilas revestidas de hemicelulose) é importante por modular as
propriedades fisicas e quimicas da parede celular [17]. Além disso, a acessibilidade
das enzimas a celulose é dependente da arquitetura das fibrilas, o que, por sua vez,

sofre alteragoes com pré-tratamentos termoquimicos [18].
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a) isoformas da b) roseta: sintetiza
celulose sintase uma fibrila elementar

c) érranjo de rosetas:
sintetiza uma macrofibrila
Figura 2.3. (a) Celulose sintases arranjadas em grupos de diferentes isofor-
mas (al, a2 e f1). (b) Agrupamento de 36 celulose sintases em forma hexagonal,
formando uma roseta, que sintetiza uma fibrila elementar de celulose. (c¢) Arranjo
de rosetas, unidade que forma uma macrofibrila de celulose. Adaptado de [14].
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Figura 2.4. (a) Estrutura de uma fibrila elementar de celulose. (b) Ma-
crofibrila de celulose formada por 7 fibrilas elementares.
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2.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses constituem um grupo heterogénio de polissacarideos ramificados
de pentoses (xilose, arabinose) e hexoses (manose, glicose, galactose) que estao pre-
sentes na matriz nao-celulésica da parede celular [19]. Diferentemente da celulose,
as hemiceluloses sao polimeros amorfos. Para ser incluido no grupo das hemicelulo-
ses, um polissacarideo deve possuir cadeia principal com unidades monossacaridicas
unidas por ligagoes 5(1 — 4) na configuragao equatorial [20].

As hemiceluloses encontradas em plantas terrestres podem ser classificadas em
trés grandes grupos [4, 20]: (i) xiloglucanos (cadeia principal de residuos de glicose
com ramificagdes de xilose e galactose), (ii) xilanos (cadeia principal de xilose com
ramificagbes de arabinose e dcido glucurénico) e (iii) mananos (cadeia principal

de manose com ramificagoes de galactose) (figura 2.5). Embora classificadas em
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trés grupos, as hemiceluloses apresentam alta variabilidade em relacao ao tipo e
quantidade de ramificagoes [22]. Por exemplo, os xilanos podem ter ramificagoes de
arabinose e acido glucuronico em diferentes proporgoes e localizagoes ao longo da
cadeia principal; podem ainda apresentar acetilacoes em pontos aleatérios da ca-
deia [19]. Estas variagoes ocorrem em diferentes espécies de plantas, em diferentes
tecidos e em diferentes condigdes do meio, e permitem a planta modular as pro-
priedades fisicas da matriz hemiceluldsica e sua interagao com outros componentes
da parede celular.

O entendimento das rotas de sintese da hemicelulose tem permitido a mo-
dulacao de sua composicao quimica em plantas transgénicas, gerando potencial
para a produgao de plantas mais suscetiveis a degradacao [20, 22, 23]. Embora
sejam quimicamente bem caracterizadas, os arranjos estruturais da hemicelulose
dentro da parede celular sao pouco compreendidos. Por revestir as fibrilas elemen-
tares de celulose através de interacoes nao-covalentes, as hemiceluloses constituem
uma barreira as celulases. Assim, a hidrélise da celulose requer a remocao de hemi-
celulose por via termoquimica (pré-tratamentos) ou enzimética (com hemicelulases
diversas) [4, 24].

2.1.3 Lignina

A lignina é um polimero fendlico altamente hidrofébico que se deposita na parede
celular secundaria. Seu papel bioldgico inclui protegao contra patogenos, regulacao
da hidrofobicidade de canais condutores de agua e manutencao da integridade es-
trutural da célula vegetal madura [25, 26]. A lignina é considerada o principal
responsavel pela recalcitrancia da parede celular: varios estudos mostram uma
anticorrelagao entre a quantidade de lignina presente na biomassa e sua digestibi-
lidade enzimética [3, 17, 27]. Além de ser uma barreira protetora para a celulose,
a lignina pode ligar enzimas nao-produtivamente, dificultando a degradagao da
biomassa [28].

Através da via dos fenilpropandides, trés diferentes monolignéis (unidades mo-
noméricas precursoras) — os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico — sao

sintetizados a partir do aminoacido L-fenilalanina e posteriormente incorporados
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a lignina através de diferentes tipos de ligagoes quimicas, sendo as ligacoes éter

arflicas (8-O-4’) as mais frequentes (figura 2.6) [3, 29]. Ao serem incorporados
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Figura 2.6. (a) Sintese e estrutura da lignina. Adaptado de [26]. (b) Es-
trutura de um complexo lignina-carboidrato (LCC). Adaptado de [4].

na lignina polimérica, os dlcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico se transfor-
mam, respectivamente, em p-hidroxifenil (subunidade H), guaiacil (subunidade G)
e siringil (subunidade S), que variam no grau de metoxilagdo aromatica (figura
2.6a). O teor relativo das subunidades H, G e S varia em diferentes espécies e
tecidos, o que influencia as propriedades fisicas e quimicas da lignina. Além disso,
a lignina pode se associar covalentemente com as ramificagoes das hemicelulose,

originando os complexos lignina-carboidrato (LCC: lignin-carbohydrate complez)
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(figura 2.6b); estes complexos criam cross-links entre hemicelulose e lignina, o que

reforga a recalcitrancia da parede celular [3].

2.2 Pré-tratamentos

Pré-tratamentos sao processos que reduzem a recalcitrancia da biomassa, conver-
tendo sua estrutura nativa em estruturas mais suscetiveis ao ataque enzimatico
[28]. Esta ¢ uma etapa essencial do processo de degradagdo da biomassa; dificil-
mente a hidrolise enziméatica serd rapida e eficiente sem processos que aumentam
a acessibilidade da biomassa as enzimas. Devido as elevadas demandas energéticas
envolvidas nos pré-tratamentos, um dos desafios atuais é o desenvolvimento de pré-
tratamentos eficientes e ao mesmo tempo de baixo custo, para serem integrados as
operagoes de processamento da biomassa [3].

Dependendo do tipo e severidade do pré-tratamento, varias modificagoes quimi-
cas e fisicas podem ocorrer na biomassa, tais como: solubilizacao de hemice-
lulose [30], quebra das ligagoes lignina-hemicelulose dos LCCs [31], modificagao
e redistribuigdo da lignina [32-36], alteragoes estruturais nas fibrilas de celulose
[34, 37, 38|, rearranjo das micro- e macrofibrilas de celulose [18, 33, 38-40] e au-
mento da porosidade da parede celular [31, 41]. Todas estas modificagoes estao
associadas, em menor ou maior grau, a uma modulacao da recalcitrancia ligno-
celuldsica, que é geralmente medida em termos da digestibilidade enzimética da
biomassa. Por exemplo, a quebra das ligacbes dos LCCs é importante para a
remocao de lignina e hemicelulose; alteragoes estruturais na celulose, como redugao
da cristalinidade, aumentam a acessibilidade das cadeias individuais de glucano as
enzimas; e o aumento da porosidade da biomassa facilita a difusao das enzimas até
o substrato celuldsico [4, 31].

Pré-tratamentos comuns incluem: tratamentos com acido diluido, tratamen-
tos hidrotérmicos, explosao de vapor, tratamentos com alcali e expansao de fibras
por amonia (AFEX) [3, 4, 24, 28]. Estes pré-tratamentos variam quanto a seve-
ridade, que é definida em termos da temperatura, do pH e do tempo duracao do

processo [24, 28]. Em geral, pré-tratamentos dcidos (dcido diluido, hidrotérmico e
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explosio de vapor!) resultam na hidrélise e solubilizagao da hemicelulose, enquanto
somente uma pequena fracao da lignina é removida [3, 30]. Alteracoes na distri-
buigao da lignina sao, contudo, evidentes durante estes pré-tratamentos [32, 34].
Em pH neutro (tratamento hidrotérmico e explosao de vapor em pH controlado),
somente a hemicelulose é removida. Em pH alcalino (tratamentos com élcali e ou-
tros), grande parte da lignina é removida junto com a hemicelulose, com excegao
do pré-tratamento AFEX, que nao remove nem a hemicelulose nem a lignina, mas
causa outras alteracoes na biomassa, como a transformacao da celulose I3 em ce-
lulose III;, aumentando a taxa de hidrdlise enzimatica [30, 42].

Mais recentemente, liquidos i6nicos — sais de cations organicos com ponto de
fusao abaixo de 100 °C — téem sido empregados para solubilizar a celulose e fracionar
os componentes da matriz nao-celuldsica da parede celular [4, 43-46]. Simulagoes
computacionais mostraram que, ao contrario do que se passa em meios aquosos, a
descristalizagao de cadeias de celulose é espontanea em liquidos idnicos (AG < 0)
[10, 47]. Entretanto, problemas com a recuperagao do solvente tornam o processo
inviavel até entao. Outras misturas de solventes mostraram ser capazes de descris-
talizar a celulose e fracionar a lignina e a hemicelulose. A dissolugao instantanea
da celulose em solucoes de eletrélitos organicos, por exemplo, foi reportada em
2011 [48].

Devido a severidade das condigdes quimicas (pH extremos) e termodinamicas
(altas temperaturas) requeridas para o rompimento da parede celular, os pré-
tratamentos frequentemente resultam na formacao de produtos secundarios a partir
de lignina e carboidratos (furfurais, pseudo-lignina) [4, 28, 46, 49, 50]. Tais produ-
tos inibem a atividade enzimética e a fermentacao por microrganismos. Até o mo-
mento, nenhum pré-tratamento é capaz, por si s6, de promover todas as alteracoes
desejadas na parede celular (reducao da cristalinidade da celulose e remogao da
hemicelulose/lignina sem a geragao de produtos secundarios de degradagao). A
hemicelulose é o componente mais sensivel aos pré-tratamentos, podendo ser re-
movida mesmo em condigdes brandas [51]. Em condiges mais severas — necessarias

para remogao da lignina ou alteracoes morfologicas na celulose — a hemicelulose

'Nos tratamentos hidrotérmicos e de explosdo de vapor, o pH se torna 4cido devido & liberacao
de compostos dcidos da hemicelulose [3, 28].



18 Capitulo 2. Degradacao de biomassa lignoceluldsica

pode dar origem a produtos secundarios de degradacao. Uma alternativa para este
problema é a utilizacao de pré-tratamentos em mais de um estégio. Nesse tipo
de estratégia, a hemicelulose é, num primeiro estagio, solubilizada em condigoes
brandas e recuperada; num segundo estagio, a fracao soélida resultante é subme-
tida a tratamentos mais severos para a remoc¢ao da lignina e descristalizacao e/ou
intumescimento da celulose. Assim, maximiza-se a recuperacao de acgtcares fer-
mentaveis da hemicelulose enquanto aumenta-se a suscetibilidade da celulose ao
ataque enzimatico.

Apesar de esforcos constantes estarem sendo feitos para a otimizacao e desen-
volvimento de novos pré-tratamentos, ha pouco entendimento destes processos do
ponto de vista mecanistico, o que é em grande parte associado a falta de entendi-
mento de aspectos moleculares da parede celular nativa. Com isso, o desenvolvi-
mento de pré-tratamentos se baseia em estratégias essencialmente empiricas. Nos
ultimos anos, estudos experimentais e computacionais tém comecado a elucidar
processos moleculares que ocorrem durante os pré-tratamentos [18, 39, 40].

Paralelamente ao desenvolvimento e otimizagao de pré-tratamentos, existem
tentativas de desenvolver plantas transgénicas com alteragoes quimicas e estruturais
em suas paredes celulares para, assim, reduzir a necessidade de pré-tratamentos se-
veros [52]. O entendimento das rotas de sintese da hemicelulose e lignina tem permi-
tido gerar alteragoes na composigao quimica destes componentes [21, 23, 25, 53, 54].
Além disso, mutagoes na celulose sintase podem resultar na sintese de fibrilas de
celulose com menor grau de cristalinidade, aumentando sua digestibilidade en-
zimética [55]. Recentemente, a estrutura cristalografica de uma celulose sintase
bacteriana contendo uma cadeia de celulose nascente foi resolvida, permitindo a
ampliacado do conhecimento ligado a sintese de celulose [56]. Assim, o desenvol-
vimento de paredes celulares geneticamente modificadas parece constituir um dos

pilares da produgao de biocombustiveis em larga escala esperada para o futuro.

2.3 Hidrolise enzimatica

A hidrélise enzimatica segue a etapa de pré-tratamento e envolve a acao de um

coquetel multifuncional de enzimas, capaz de hidrolisar ligacoes glicosidicas dos
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diferentes carboidratos presentes na biomassa pré-tratada (principalmente celulose
e hemicelulose oligomérica) [4, 57]. Agindo em conjunto, enzimas deste coque-
tel transformam os carboidratos em suas formas monoméricas fermentaveis. Em
relagao a degradacgao quimica de biomassa, a hidrélise enzimatica oferece vantagens
como maiores rendimentos, alta seletividade e baixos gastos energéticos [57].

Organismos que degradam biomassa lignoceluldsica naturalmente secretam uma
variedade de enzimas e proteinas auxiliares. Em particular, o sistema enzimatico
secretado pelo fungo Trichoderma reesei é o mais utilizado industrialmente devido
a sua elevada taxa de expressao e a sua eficiéncia relativamente alta em degradar
celulose [57-59]. Dada a sua importancia, as enzimas de Trichoderma reesei tém
recebido atencao especial da comunidade cientifica [4].

As enzimas que hidrolisam ligacoes glicosidicas sao coletivamente denomina-
das de glicosideo hidrolases (GH) (EC 3.2.1.x) [60]. Associada a diversidade de
combinacoes quimicas e variagoes estereoquimicas de carboidratos, ha na natureza
um conjunto enorme de GHs, com diferentes especificidades quimicas e estrutu-
rais [60, 61]. Com base na similaridade de sequéncias primérias — e, portanto,
estrutural —, as GHs sdo classificadas em familias [61]. Atualmente, existem 133
familias de GHs, segundo o banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZymes;
www.cazy.org) [62]. Com frequéncia, enzimas de familias distintas possuem simila-
ridades em suas estruturas terciarias, residuos cataliticos e mecanismo de hidrélise,
sugerindo evolucao a partir de ancestrais comuns. As familias que compartilham
estas trés caracteristicas sao agrupadas em clas [63]. A classificagao das GHs em
familias e clas permite que predicoes de mecanismos e estruturas de GHs recém-
descobertas sejam feitas. Informacgoes sobre todas estas familias estao compiladas

e atualizadas na enciclopédia eletronica cazypedia: www.cazypedia.org.

2.3.1 Mecanismo de hidrodlise

A hidrolise enzimatica de ligagoes glicosidicas ocorre através de catéalise acido-
base geral, com a participacao de um residuo doador de prétons e um residuo
que funciona como base/nucledfilo. Geralmente, residuos de Asp ou Glu em seus

estados protonados e desprotonados assumem estes papéis. As GHs apresentam
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dois mecanismos majoritarios: com inversao ou retencao do carbono anomérico
[64]. O tipo de mecanismo é, em geral, conservado em enzimas de uma mesma
familia [65], com poucas excegdes [66, 67].

O mecanismo com inversao consiste numa tnica etapa de deslocamento simples.
Enquanto a base geral desprotona uma molécula de dgua, esta age como nucledfilo,
atacando o carbono anomérico. Ao mesmo tempo, o acido geral protona a ligacao
glicosidica. A reacao envolve um estado de transicao com estrutura semelhante a
um fon oxocarbénio, o qual evolui para o substrato hidrolisado com a configuracao

do carbono anomérico invertida (figura 2.7).

Mecanismo com inversao
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Figura 2.7. Mecanismo de hidrélise com inversao da configuracao do car-
bono anomérico.

O mecanismo com retengao ocorre em duas etapas (deslocamento duplo). Na
primeira etapa, o acido geral protona o oxigénio da ligacao glicosidica enquanto o
residuo nucledfilo faz um ataque nucleofilico ao carbono anomérico. Ocorre entao a
formacao de um estado de transicao de estrutura semelhante a um fon oxocarbénio,
o qual evolui para um complexo glicosidico enzima-substrato. Esta primeira etapa
¢ denominada glicosilagao. Na etapa seguinte, ocorre a entrada de uma molécula de
agua préxima ao residuo acido desprotonado, o qual passa a funcionar como base
geral que recebe um proton da agua. Ao mesmo tempo, a agua faz um ataque nu-
cleofilico ao carbono anomérico e ocorre a dissociagao da ligacao enzima-substrato.
Passando por outro estado de transicao semelhante a um ion oxocarbénio, o sis-
tema evolui para o estado hidrolisado, com o carbono anomérico do produto na

mesma configuragao do reagente (figura 2.8).
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O tipo de mecanismo adotado pela enzima depende da configuracao relativa
dos residuos cataliticos. No mecanismo com inversao, uma molécula de agua nu-
cleofilica deve estar entre a base geral e o substrato (figura 2.7), enquanto que,
no mecanismo com retenc¢ao, o ataque nucleofilico é realizado pelo proprio residuo
catalitico (figura 2.8). Com isso, a distancia entre os residuos cataliticos é um
indicador do tipo de mecanismo (5,5 A para retencéo e ~10 A para inversao)

[60).
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Figura 2.8. Mecanismo de hidrélise com retencao da configuragao do car-
bono anomérico.

2.3.2 Hidrdlise da celulose: sinergismo classico

A hidrélise enzimatica da celulose envolve a acao de duas classes de enzimas: as
endo-(-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4) e as exo-/3-1,4-glucanases (EC 3.2.1.91). As en-
doglucanases (EG) hidrolisam ligagoes glicosidicas da celulose em pontos aleatérios

das cadeias polissacaridicas, gerando extremidades redutoras e nao-redutoras ao
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longo da cadeia. As exoglucanases, ou celobiohidrolases (CBH), hidrolisam ligagoes
glicosidicas nas extremidades das cadeias polissacaridicas, liberando celobiose como
produto. Juntas, as endoglucanases e celobiohidrolases despolimerizam a celulose
até celobiose. Para completar o processo, a celobiose é degradada a glicose através
das f-1,4-glucosidases (EC 3.2.1.21) [4]. Estes processos estao ilustrados na figura
2.9.

O sistema celulolitico secretado pelo fungo T. reesei é composto por oito en-
doglucanases e duas celobiohidrolases (CBH I e CBH II) [59]. Enzimas destas
duas classes agem sinergisticamente na degradacao da celulose: as extremidades
redutoras e nao-redutoras geradas pelas EGs se tornam subtratos para as CBHs.
A CBH I ataca as extremidades redutoras da celulose enquanto a CBH II ataca
as extremidades nao-redutoras [69]. A medida que a concentracio de celobiose
aumenta no meio, esta inibe a atividade das celulases [70]. As -glucosidades, por
transformarem a celobiose em glicose, potencializam, assim, a agao das celulases
[4, 70]. Além disso, as endoglucanases agem especificamente nos dominios amorfos
da celulose, enquanto as celobiohidrolases agem nos dominios cristalinos. Por isso,
as CBHs, EGs e (-glucosidases exibem sinergismo na degradacao de celulose —

conhecido como sinergismo classico.

2.3.3 Além do sinergismo classico

Além do sinergismo exibido pelas celulases, nos ultimos anos comecaram a ser
descobertas proteinas com atividades auxiliares, que potencializam a acao das ce-
lulases. Estas proteinas pertencem a duas categorias: enzimas com atividades

auxiliares (AA) e proteinas disruptivas nao-hidroliticas.

Proteinas disruptivas nao-hidroliticas

As proteinas disruptivas nao-hidroliticas potencializam a atividade de celulases por
supostamente causarem a amorfizacao da estrutura da celulose e afrouxamento da
arquitetura da parede celular, aumentando a acessibilidade do substrato as enzimas
[71-73]. Quando misturadas com celulases, causam um aumento da liberagao de

agucares soluveis. Na auseéncia de celulases, porém, nao dao indicios de atividade
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Figura 2.9. Sinergismo classico entre endoglucanases (EG), celobiohidro-
lases (CBH I e CBH 1I) e (-glicosidades (BG). Os circulos vazios representam
residuos de glicose na estrutura da celulose, e os circulos cheios representam extre-
midades redutoras. Adaptado de [68] com permissao da Elsevier.

hidrolitica. Proteinas dessa classe ocorrem em plantas, bactérias e fungos, e sao
conhecidas por nomes como expansinas, suoleninas e looseninas [74-77].

Observagoes qualitativas e semi-quantitativas sugerem que o efeito da atuacgao
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de proteinas disruptivas pode se manifestar em diferentes escalas, incluindo dis-
persao de fibras de celulose adjacentes, enfraquecimento de paredes celulares e
descristalizagao de cadeias de celulose [78]. Entretanto, o mecanismo de atuagao

preciso destas proteinas é desconhecido.

Enzimas com atividades auxiliares (AA)

As enzimas com atividades auxiliares (AAs) sdo monooxigenases de clivagem de po-
lissacarideos (LPMO: lytic polysaccharide monoozygenase) que empregam cations
Cu(II) para clivar ligagoes glicosidicas através de um mecanismo oxidativo. Protei-
nas dessa classe foram inicialmente classificadas, no banco de dados CAZy, como
médulos de ligagao ao carboidrato da familia 33 (CBM33) e membros da familia
GHG61 de glicosideo hidrolases [79]. Com a descoberta de seus mecanismos oxidati-
vos, que introduziu um novo paradigma de degradacao de celulose, estas enzimas
foram reclassificadas nas novas classes de AAs [80]. As AAs clivam ligacoes gli-
cosidicas na superficie da celulose, sem a necessidade de descristalizar cadeias indi-
viduais de glucano [79, 81]. Assim, introduzem extremidades em cadeias de glucano
em pontos aleatorios da superficie da celulose e, como consequéncia, potencializam
a agao das celulases [82]. Diferentemente das proteinas disruptivas nao-hidroliticas,
o entendimento mecanistico das AAs tem avancado rapidamente nos 1ltimos anos
[81, 83-85], 0 que certamente é devido a natureza bioquimica de seus efeitos na

biomassa — ao contrario dos efeitos biofisicos das proteinas disruptivas.
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Capitulo 3

Dinamica molecular de

biomoléculas

A dinamica das biomoléculas esta intimamente ligada a suas fungoes e, portanto,
deve ser caracterizada para o entedimento de processos moleculares. No caso de
proteinas, o estado nativo, apto a exercer alguma funcao biomolecular, é caracteri-
zado por um ensemble de conformacoes que, embora sejam globalmente similares,
diferem em detalhes, tais como conformacoes de cadeias laterais e de loops, ou de
posicoes relativas de diferentes dominios. Estes estados conformacionais existem
num equilibrio dinamico, o que esta diretamente ligado aos movimentos funcionais
da proteina.

Simulagoes de dinamica molecular constituem uma metodologia computacional
utilizada para estudar o movimento de particulas de um sistema atomico-molecular
qualquer [86, 87] e, em particular, de biomoléculas em solucao [88, 89], possibili-
tando a visualizacao das transicoes naturais entre suas varias conformacoes ter-
micamente acessiveis [90]. Desde a publicacao da primeira simulagdo de dinamica
molecular de proteina, em 1977 [91], o progressivo desenvolvimento de algoritmos,
softwares e hardwares tem permitido a consolidagao da dinamica molecular como
uma técnica precisa e acessivel para caracterizagao dinamica de biomoléculas [92].
Frequentemente, as simulagoes de dinamica molecular nao somente reproduzem
medidas experimentais, mas, por conta da alta resolucao espago-temporal, permi-
tem a visualizacao de mecanismos e a formulacao de novas hipdteses acerca de
determinados processos biomoleculares. Hoje em dia, é cada vez mais comum si-

mulacoes na escala de tempo de varios microssegundos e de até milissegundos, que é
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a escala de tempo real de varios eventos moleculares [92]. Devido a desenvolvimen-
tos de métodos multiescala que permitem o acomplamento de dinamica molecular
classica e quantica (QM/MM), hoje é possivel estudar reagoes quimicas em am-
bientes complexos, como no interior de enzimas [93, 94]. Tais desenvolvimentos
renderam a Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh Warshel o Prémio Nobel de
Quimica de 2013.

Na dinamica molecular classica, em que os elétrons nao sao levados em conta
explicitamente [95], a evolucao temporal das posigoes de cada dtomo do sistema é
obtida através das leis da mecanica newtoniana. Cada atomo se move sob forgas
de interagao exercidas por todos os outros atomos do sistema. A magnitude des-
sas forcas depende dos detalhes quimicos do meio. Apds a simulagao por um
determinado tempo, tem-se acesso as posicoes (z,y,2) e velocidades (v, vy, v,)
de cada um dos atomos em resolucao de femtossegundos. Estes dados permitem,
por exemplo, a visualizagao da dinamica estrutural de uma proteina e o calculo
de propriedades estruturais, como flutuagoes médias ou a variagao temporal da
estrutura secundéria. Além disso, através da mecanica estatistica [96], as proprie-
dades termodinamicas do sistema podem ser obtidas, como a temperatura 7', que
¢ uma funcio das velocidades quadriticas médias (v?) dos dtomos (teorema de

equipartigao de energia):
3N

1 2
T = 3NkBZmi<vi>’ (3.1)

%

e a pressao p, que é fungao tanto das coordenadas quanto das velocidades/temperatura
(teorema do virial):

pV = NkgT + % Z;(rij f;). (3.2)
Nestas equagoes, kg ¢ a constante de Boltzmann, N é o nimero total de particulas,
V' ¢ o volume do sistema, m; ¢ a massa do atomo ¢, r;; ¢ o vetor que vai da particula
i até a particula j e f;; é a forca que a particula j exerce sobre a particula i. Pode-
se ainda obter propriedades mais especificas, tais como variagoes de energia livre
associadas a determinados processos, como a complexacao de um ligante a seu

receptor ou efeitos de mutagoes locais na afinidade ligante-receptor [88, 97].
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Em geral, uma propriedade termodinamica A pode ser expressa em termos da

média temporal de seu equivalente microscépico [87]:

ts
A= tl/ AN, pMdt, (3.3)
s JO

onde vV = r¥(t) é o conjunto das posigoes (x,y, 2) das N particulas do sistema no
tempo ¢, e p¥ = pY(¢) é o conjunto dos momentos (p.,p,,p.) das particulas no
tempo t, e t, é o tempo de simulacao. Para a equacao 3.3 ser aplicada, o tempo t;
deve ser longo o suficiente para que a média convirja, o que nem sempre acontece
na prética, principalmente em célculos de energia livre [97].

Neste capitulo, serda apresentada uma visao geral dos fundamentos das si-
mulagoes de dinamica molecular. Por ser uma metodologia muito bem estabe-

lecida, intimeras referéncias fornecem detalhes dos algoritmos e teorias nas quais

se baseia 0 método [86-89, 95, 98].

3.1 Algoritmos

Em dinamica molecular, resolve-se numericamente as equacoes de movimento classi-
cas de cada particula, de acordo com a Segunda Lei de Newton:
F;
a, = —, (3.4)
m;
onde a; é a aceleracao do atomo 7 e F; é a forca resultante atuando sobre o atomo
i, de massa m;. As forcas sdo derivadas de uma fungao energia potencial V (r"),

comumente denominada campo de for¢a, conforme

dVv
F,=——. .
! dri (3 5)

O problema a ser resolvido é: dadas as posig¢oes vV (t) e velocidades v (t) de
todas as N particulas no tempo t, quais serdo as posicoes t™ (t + 6t) e velocidades
vN(t + 6t) dessas particulas apds o intervalo de tempo 0t

Se N > 3, este problema nao possui solugao analitica e métodos aproximados
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sao necessarios. Se 0t é escolhido o pequeno o bastante para que as variagoes nas
posicoes, velocidades e aceleracoes das particulas sejam pequenas, entao os vetores
posicao r;(t) de cada particula i podem ser expandidos numa série até termos de

segunda ordem: .
ri(t + 6t) = r;(t) + v;0t + éai(t)(dt)z (3.6)

Nesta equacao, as aceleragoes a;(t) sao obtidas diretamente do campo de forga,

pela combinacao das equacoes 3.4 e 3.5:

a(t) = — L V(1) (3.7)

my; dI’Z‘

As velocidades em t + 0t, conforme derivado em [95], podem ser obtidas por

a;(t + ot) +a(t) ‘

vi(t + 0t) = vi(t) + 5

(3.8)

Como esta expressao envolve aceleracoes no tempo t + dt, as velocidades v (¢ +6t)
devem ser computadas somente apés a obtengao das posigoes vV (t + §t), usando
1 dV (e (t + dt))

it +0t) = rr— (3.9)

Este esquema é conhecido como algoritmo Velocity- Verlet e é frequentemente uti-
lizado nas simulacoes de biomoléculas.

Teoricamente, as trajetorias geradas com este algoritmo irao apresentar con-
servacao de energia F, e o sistema de N particulas permanecerd, durante toda a
simulagao, com o mesmo volume V. Simulagoes nestas condigoes, portanto, geram
configuragoes correspondentes ao ensemble NVE, ou microcanonico. Na pratica,
porém, simulac¢oes de biomoléculas sdo realizadas em temperatura (T') constante,
em vez de energia constante. Além disso, em muitos casos a pressdo (p) também
é mantida constante, em vez do volume. Assim, simulagoes biomoleculares geram
trajetdrias correspondentes aos ensembles NVT (canonico) ou NpT (isotérmico-
isobérico). Nestes casos, algoritmos especificos devem ser utilizados para o controle

de temperatura e pressao nas simulagoes, como o termostato e pistao de Langevin,
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descritos em [95].

O valor do passo de tempo 0t deve ser pequeno o bastante para permitir a
descricao dos movimentos mais rapidos do sistema, que sao os movimentos de
vibragdo de dtomos leves, da ordem de femtossegundos [86]. Ligagdes quimicas
envolvendo atomos de hidrogénio, por apresentarem frequéncia muito alta, sao
geralmente mantidas rigidas em seus comprimentos de equilibrio, através de algo-
ritmos especificos [95, 99-101]. Nestes casos, é comum a utilizagao de ot = 2 fs.
Isso significa que uma simulagao de, por exemplo, 100 ns, requer a execucao de
50.000.000 passos, envolvendo o calculo das forcas entre todos os pares de atomos
(geralmente 10* — 10° 4tomos, a maioria dos quais sao moléculas de dgua) a cada
passo. Assim, por conta do baixo valor de dt em relacao a escala de tempo dos
processos biomoleculares, as simulacoes de dinamica molecular sao caras compu-

tacionalmente, demandando o uso de supercomputadores em arquitetura paralela.

3.2 Campo de forga

A funcio energia potencial V (r"), ou campo de forca, que descreve as interacoes
entre os diferentes atomos do sistema, determina a qualidade da simulacao. Para
biomoléculas, as formas funcionais dos campos de for¢a devem ser simples — ja que o
calculo das forcas demandam a maior parte do custo computacional envolvido — e ao
mesmo tempo ser capazes de reproduzir dados experimentais. O conjunto de todos
os parametros dessas funcoes sao obtidos através de céalculos quanticos e dados
empiricos, e otimizados para biomoléculas. Varias parametrizagoes existem, como
os campos de forga CHARMM, AMBER e OPLS [102], os quais sdo continuamente
incrementados e otimizados.

O campo de forca CHARMM, utilizado nas simulagoes desta tese, contém ter-
mos de interagoes entre atomos ligados covalentemente e entre atomos nao ligados

covalentemente:
V(I'N) — Vligado (I‘N) + Vné,o-ligado (I'N> ) (3 10)

Os termos de interagoes de atomos ligados incluem vibragoes de liga¢oes quimicas

(figura 3.1a), distor¢ao angular entre trés atomos adjacentes (figura 3.1b) e torgoes
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diedrais envolvendo quatro dtomos adjacentes (figura 3.1c). As vibragoes e dis-

torcoes angulares sao descritas por potenciais harmonicos, como
V(1) = ky(r — 10)?, (3.11)
em que k; é a constante de mola e rg é o comprimento de equilibrio da ligagao, e
Va(0) = k(6 — 60)?, (3.12)

onde ky é a constante de mola e 6y é o angulo de equilibrio. As torgoes diedrais

sao descritas como série de cossenos, que da conta da periodicidade das torgoes:
Vi@) = D ko, [1+ cos(ng — 5,)], (3.13)

onde kg, € uma constante ligada a altura das barreiras torcionais, n ¢ a multi-
plicidade do potencial, que reflete o nimero de minimos ao longo de uma torgao
diedral completa e 9,, ¢ o angulo de fase, que determina a localizacao dos maximos

da barreira torcional.

(a) (b)

(D= (0

Figura 3.1. Termos da parte covalente do campo de forga: (a) estiramento
de ligagoes; (b) distor¢ao angular; (c) torcao diedral. Adaptado de [98].

Além destes trés termos, o campo de forca CHARMM contém, para alguns
grupos de atomos, dois outros potenciais: o de Urey-Bradley e as torcoes diedrais

improprias. O potencial de Urey-Bradley representa interagoes entre dois atomos
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separados por duas ligagbes quimicas (interagoes 1-3), que é modelado por um
potencial harmonico:
VUB == k:UB(u — U0)27 (314)

onde u é a distancia entre os atomos i e k da figura 3.1b. As torcoes diedrais
impréprias sao utilizadas para manter a planaridade e quiralidade de grupos de

quatro atomos ligados, e sao modeladas também por potenciais harmonicos:

Vi = ki(p — ¢0)?, (3.15)

onde ¢ é o angulo diedro improprio formado pelos quatro atomos ligados entre si,
e kr é a constante de forca associada as interagoes.
Os termos nao-covalentes (figura 7.4) incluem interacoes eletrostaticas e de van

der Waals. As interagoes eletrostaticas sao descritas pelo potencial de Coulomb

Vlfra) = > ST (3.16)

em que ¢; ¢ a carga do dtomo 4, r;; ¢ a distancia entre os atomos 7 e j, e € € a
permissividade elétrica no vdacuo multiplicada por 4m. As interagoes de van der

Waals, sao modeladas com o potencial de Lennard-Jones:

12 6
(m> _<Rm)] (317
T'ij T'ij

em que ¢; ¢ a profundidade do poco de potencial associados aos atomos i e j, e

N N-1

Voaw ({745}) = Z Z €ij

Jj=i+1 =1

Ryinj € a distancia em que o potencial é minimo. O termo dependente de 1/ r}f
descreve repulsoes de curto alcance associadas a superposicao de nivens eletronicas,
e o termo dependente de 1/ rfj descreve as atracoes dispersivas de London.

A figura 7.4 ilustra a forma dos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb,
e ressalta o fato de que o primeiro exibe um minimo e decai a zero rapidamente,
enquanto o segundo decai lentamente com a distancia, e é sempre atrativo ou

sempre repulsivo, dependendos das cargas dos atomos.
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Figura 3.2. Potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb.

3.3 Condicoes de contorno peridédicas

As simulacgoes de dinamica molecular sao realizadas com um nimero de atomos da
ordem de 10* — 10°, que é muito menor que o nimero de dtomos de um sistema
macroscépico, da ordem de 10**. Grande parte desses dtomos estarao nas extre-
midades do sistema e, portanto, sujeitos a efeitos de borda. Para contornar este
problema, utiliza-se condi¢oes de contorno periddicas (figura 3.3). O dominio das
simulagoes é geralmente uma caixa retangular. Quando um atomo cruza a fron-
teira dessa caixa, um outro atomo entra pela face oposta da caixa com a mesma
velocidade. Assim, o sistema se torna infinitamente periddico em todas as diregoes

e os efeitos de borda sao minimizados.

Interacgoes de curto alcance: imagem minima

Por serem de curto alcance, as interacoes de van der Waals sao truncadas a par-
tir de uma determinada distancia, ou seja, as interacoes sao computadas somente
para pares de atomos separados por uma distancia menor que uma distancia de
corte (geralmente entre 10 e 12 A). Interacdes entre dtomos mais distantes que esta

distancia sao de magnitude desprezivel e nao necessitam ser computadas. Para pa-
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Figura 3.3. Condicoes de contorno periddicas. Quando um atomo cruza
as fronteiras da caixa de simulacao, um outro atomo entra pela face oposta com a
mesma velocidade.

res de atomos proximos a fronteiras opostas da caixa de simulacao, embora estejam
separados por uma distancia maior que a distancia de corte, devem interagir com
a imagem virtual dos atomos numa caixa de simulacao vizinha. Na figura 3.3,
embora a distancia real dos atomos 1 e 2 seja maior que a distancia de corte, estes
atomos devem interagir um com outro através de suas imagens virtuais; assim, o
atomo 1 deve interagir com o atomo 2’, e o atomo 2 deve interagir com o atomo

1’. Essa ¢é a chamada convencao da imagem minima.

Interacoes de longo alcance: somas de Ewald

Por serem de longo alcance, as interacoes eletrostaticas nao podem ser truncadas.
Um atomo dentro da caixa de simulacao interage com todos os outros atomos da
caixa e também com todos os atomos virtuais das infinitas caixas periédicas em
torno da caixa central [98]. Logo, a energia potencial eletrostética do sistema
periddico é

D0 9) ey 219

n Jj=1 1=
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em que n = (n,L,n,L,n,L) é o vetor que determina a posi¢ao de cada caixa de
simulagao, de dimensoes L x L x L, com ng,n, e n, inteiros. O apéstrofo no
somatorio em n indica que 7 # j para n = 0, ou seja, uma particula nao pode
interagir consigo mesma, mas pode interagir com sua imagem virtual. A soma
3.18 converge muito lentamente e, além disso, é condicionalmente convergente (a
convergéncia depende da ordem em que os termos sao somados), o que dificulta
sua utilizacdo nas simulagoes. As somas de Ewald contornam estes problemas
através da decomposicao da série 3.18 em duas outras séries que convergem mais
rapidamente [103]. A figura 3.4 representa as cargas pontuais ¢; por barras. A
cada uma destas cargas pontuais ¢; adiciona-se uma densidade de carga gaussiana,

do tipo

3
o 2

pi(r) = —qi—— —57 exp(—a®r?), (3.19)

tal que
/drpl-(r) = —q, (3.20)

onde o é um parametro que regula a largura das gaussianas e interfere na con-
vergéncia da série. Ou seja, a densidade de carga engloba a mesma carga total de
¢i, mas com o sinal oposto. Isso tem o efeito de blindar o potencial gerado pelas
cargas pontuais. Para compensar, uma outra densidade de carga gaussiana, equi-
valente a anterior, mas de mesmo sinal das cargas pontuais, é adicionada. O efeito
liquido de adicionar as densidades de carga é, portanto, nulo, e constitui apenas

um artificio matematico. A figura 3.4 ilustra esta construcao.

cargas pontuais cargas pontuais blindadas densidades de carga gaussianas
potencial de longo alcance potencial de curto alcance potencial de longo alcance

N WW

Figura 3.4. Decomposicao de cargas pontuais em densidades de carga.
Adaptado de [98].
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A energia potencial associada as cargas blindadas é

qlq]erfc a|rZJ + n|)
Viea . 3.21

n =1 j=1

A fungao erro complementar, erfc(r), que decai a zero rapidamente, faz com que
este potencial seja de curto alcance, de forma que pode ser truncado a partir de
uma distancia de corte e computado utilizando a convencao da imagem minima.
O potencial devido as densidades de carga gaussianas computado utilizando
a equagao de Poisson da eletrostdtica (V2V(r) = —4mp(r)/e) [104] no espago

reciproco. A solucao da equacao fornece

2
Vo = 20 5 S et (15

i=1 j=1

a 2
- — Zqi’ (3.22)
i=1

onde k = 27n/L sao os vetores reciprocos e i = y/—1. Embora este potencial seja
de longo alcance, a série converge muito mais rapidamente que a série 3.18 [103].

Logo, a energia potencial eletrostatica se escreve como

V; - ‘/Nzal + V;ecfproco

B giqjerfe(alr;; + nl)
__Z ZZ ’ E’rlj+il| +

nzl]l

2
€L3Z ZZ%QJGXP ik - rw)k2 eXp( 4k )+

=1 j=1

o 2
- Z . (3.23)
=1

A soma de Ewald, como apresentada aqui, foi desenvolvida para tratar sistemas
periodicos em fisica do estado solido, e nao para estudos computacionais. Nas im-

plementacgoes computacionais, utiliza-se variagoes que empregam transformadas de
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Fourier discretas. Um dos algoritmos, em que as densidades de carga sao discreti-
zadas numa malha tridimensional, é o particle mesh Ewald (PME), frequentemente

utilizado em simulagao biomolecular [105].

3.4 Aspectos praticos

A simulacao de dinamica molecular deve partir de condicoes iniciais bem definidas.
Para proteinas, as coordenadas iniciais sao obtidas experimentalmente por crista-
lografia de raios X ou ressonancia magnética nuclear. Na maior parte dos casos, o
experimento de difracao de raios X nao resolve atomos de hidrogénio e, portanto,
estes devem ser adicionados a proteina. A biomolécula deve entao ser imersa numa
caixa contendo moléculas de 4gua em excesso, além de fons como Na™ e C1~ em con-
centracoes adequadas para o estudo em questao. Tendo as coordenadas espaciais
de todos os atomos, as velocidades iniciais sao atribuidas aleatoriamente, segundo
a distribuigao de Maxwell-Boltzmann correspondente a temperatura desejada [89].

As coordenadas iniciais do sistema devem ser compativeis com o campo de forga.
Isso significa que possiveis superposicoes entre dois atomos, ou ligacoes quimicas
com comprimentos muito diferentes dos comprimentos de equilibrio ditado pelo
campo de forga, irao gerar forcas muito intensas e causar uma instabilidade na
propagacao numeérica da trajetoria. Para evitar isso, utiliza-se de métodos de mi-
nimizagao de energia para aliviar as distor¢oes do sistema em relagao a um minimo
local da superficie de energia potencial. Métodos de otimizacao como Steepest
descent ou Gradientes Conjugados sao frequentemente utilizados em simulagoes de
biomoléculas [88].

Com o inicio da simulacao, o sistema entrard num regime transiente, durante
o qual ocorrera a relaxacao para a condicao termodinamica de interesse, como
temperatura e pressao. Assim, os instantes iniciais devem ser monitorados até
que as propriedades do sistema comecem a flutuar em torno de valores médios
constantes. A partir dai, a trajetéria pode ser considerada para analises diversas
(se¢do 3.5).

O tempo de simulagao deve ser consistente com a escala de tempo dos proces-

sos moleculares. Em proteinas, movimentos de cadeias laterais dos aminoacidos
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ocorrem na escala de tempo de 10715 a 107 s, enquanto movimentos coletivos de
loops e movimentos entre dominios podem demorar de 107 a 1072 s. Obviamente,
simulagoes longas demandam maiores custos computacionais. Embora simulacoes
de proteinas na ordem dos milissegundos ja tenham sido reportadas [106], a maior
parte dos computadores conseguem atingir a escala de tempo de dezenas de na-
nossegundos a alguns microssegundos [92]. Dadas as limita¢oes computacionais,
diversos métodos que permitem acelerar a escala de tempo dos processos mole-
culares tém sido desenvolvidos nos tultimos anos, conhecidos coletivamente como
métodos de amostragem ampliada. Com isso, o estudo da dinamica biomolecular
em longas escalas de tempo torna-se possivel com baixo custo computacional [107].

Estes métodos, porém, nao foram utilizados nesta tese.

3.5 Analises

Uma vez geradas as trajetorias do sistema, estas podem ser utilizadas para visua-
lizacao dos movimentos dos atomos, utilizando programas de visualizagao como o
VMD [108], ou para a obtengao de propriedades estruturais e termodinadmicas. Em
sistemas bioquimicos, muitas vezes o interesse é estudar a dinamica estrutural da
biomolécula, que é caracterizada por funcoes que dependendem das coordenadas

espaciais do sistema. Abaixo, as analises utilizadas neste tese sao descritas.

3.5.1 Flutuagoes estruturais

A evolucao temporal das flutuagoes de um determinado grupo de atomos €2, como,
por exemplo, o conjunto dos carbonos a de uma proteina ou o conjunto de atomos
de um determinado aminoacido ou ligante, pode ser obtida através da raiz quadrada

do desvio médio quadratico (rmsd: root mean squared deviation):

[SIES

rmsdo(t) = NLQZ [ri(t)—rgefr | (3.24)

f

Nesta equagao, Ng é o nimero de dtomos do grupo €, e r;*’ sdo coordenadas de

referéncia em torno da qual as flutuagoes do grupo €2 sao calculadas. A referéncia
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do rmsd pode ser as coordenadas médias, as coordenadas cristalograficas ou as
coordenadas de um determinado instante da simulacao. Antes de aplicar a equacao
3.24, o ensemble de estruturas da biomolécula ao longo da trajetéria deve ser
alinhado, através da remocao dos movimentos translacionais e rotacionais, para
que somente o movimento interno da biomolécula seja levado em consideracao.

A flutuacao média de um dado residuo da biomolécula pode ser obtido pela
média temporal do rmsd deste residuo. Esta quantidade é denotada por rmsf (root
mean squared fluctuation), e definida por

1 &
rmsfes = (rmsdyes) = A Z rmSd,es (£r,), (3.25)

P n=0

onde N, é o nimero total de configuracoes do ensemble gerado pela simulagao, e t,
¢é o instante correspondente a n-ésima configuracao do ensemble. Para proteinas,
geralmente se plota o rmsf para todos os residuos, o que fornece o perfil de mobi-

lidade ao longo da estrutura primaria da proteina.

3.5.2 Correlacoes dinamicas cruzadas

Correlacoes entre flutuagoes de diferentes regioes da biomolécula podem ser com-
putadas em termos do coeficiente de correlacao dinamica cruzada, que para o par

de dtomos i e j (normalmente pares de carbonos «) é definido por
<AI'Z' . AI’j>
ViAr)/((ary)?)

em que r; é o vetor posigao do dtomo i, e Ar; = r;—(r;) é seu desvio em relagao a sua

: (3.26)

Cij =

posicao média. Os valores de ¢;; sao usualmente plotados numa matriz N x N em
escala de cores, contendo as correlagoes cruzadas entre todos os pares de carbonos
« de uma proteina, o que mostra informacoes sobre sua dinamica intrinseca.

Os valores de ¢;; variam de —1 a +1. Se as flutuacoes de i e j sao independentes,
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entao

(Ar,) - (Ar)
ViAr)A /((Ar,)?)

pois (Ar) = (r — (r)) = (r) — (r) = 0. Se as flutuagoes de i e j sdo, em média,

=0, (3.27)

Cij =

sincronizadas e ocorrem na mesma direcao, entao ¢;; > 0 e os movimentos sao cor-
relacionados. Se as flutuagoes sao sincronizadas, mas ocorrem em diregoes opostas,
entao ¢;; < 0 e os movimentos sao anti-correlacionados.

H4a dois casos em que o coeficiente de correlagao c¢;j, como calculado pela
equacao 3.28, é nulo, mas os movimentos de 7 e j sao ainda correlacionados. O
primeiro é quando os movimentos sao correlacionados, mas ocorrem fora de fase.
Por exemplo, enquanto a flutuacao em torno da média do atomo i aumenta, a do
atomo j diminui, de forma que o produto escalar Ar; - Ar; é sempre préximo de
zero. O outro caso é quando os movimentos sao correlacionados e em fase, mas
ocorrem em direcoes ortogonais entre si. A equagao 3.28 pode ser reescrita como

Cij _ <|AI‘ZHAI'J‘ COS 92]> ’ (328)

ViAr)A /((ar,)?)

em que 0;; ¢ o angulo entre os vetores Ar; e Ar;. Se os movimentos forem per-

pendiculares, entao cosf;; = 0 e, logo, ¢;; = 0. Assim, descorrelacao implica em

¢;; = 0, mas a reciproca nem sempre ¢ verdadeira.

3.5.3 Analise de componentes principais

A dinamica de uma proteina apresenta flutuacoes em diferentes escalas, desde movi-
mentos vibracionais de baixa amplitude até flutuacoes de larga escala, envolvendo
deslocamentos de loops inteiros e movimentos entre dominios. Os movimentos
que permitem as proteinas exercerem suas funcoes, como ligacao ao substrato ou
catalise, sao aqueles de mais alta amplitude, como revelado por intimeros estudos
estruturais [90]. Os movimentos de baixa amplitude funcionam como vinculos que
mantém a integridade estrutural da proteina [109].

A andlise de componentes principais (PCA) consiste num conjunto de operagoes
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matematicas que permitem decompor a trajetoria da biomolécula em modos de
alta e baixa amplitudes, separando os movimentos coletivos de larga escala dos
movimentos vibracionais locais [109]. Assim, esta decomposicao filtra o movimento
aparentemente aleatério de uma biomolécula, mostrando aqueles que sao relevantes
para sua fungao [90, 110]. A trajetéria filtrada, isenta de vibragdes randomicas de
baixa amplitude, é denotada por trajetéria essencial, e numerosos estudos mostram
que esta trajetéria pode ser descrita por um ntimero muito pequeno de modos de
movimento, em relagdo ao nimero total de graus de liberdade do sistema (3N) [90,
109].

Matematicamente, a analise de componentes principais consiste numa trans-
formacao ortogonal que permite representar a trajetéria da biomolécula, original-
mente no sistema de coordenadas Cartesianas, em um novo sistema de coordenadas
coletivas, tal que as flutuagoes de mais alta amplitude ocorrem ao longo do pri-
meiro eixo (PC1: primeiro componente principal), seguido do segundo eixo (PC2),
e assim por diante [90].

O primeiro passo da andlise de componentes principais consiste em computar
a matriz de covariancia C, de dimensao 3N x 3N, entre cada grau de liberdade do

sistema:
C = ((x—(x)(x—x)"), (3.29)
em que x ¢é o vetor coluna, de dimensao 3N, que contém as coordenadas cartesianas

de todas as N particulas:
X=[r1 Y1 21 Ta Y2 22 *** TN YN ZN]T- (3.30)
A matriz C deve entao ser diagonalizada por uma transformacao ortogonal U:
U’CcU = A. (3.31)

As colunas da matriz U sao os autovetores de C, {u;}, e A é a matriz diagonal dos
autovalores de C, {);}. Os autovalores representam a flutuagao quadratica média
ao longo de cada um dos autovetores de C, chamados de componentes principais

(PC1, PC2 etc.). O conjunto dos 3N autovetores de C, {u; }, forma uma nova base
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ortonormal, na qual a trajetoria do sistema pode ser representada. Neste nova base
{u;}, cada coordenada p;, chamada coordenada coletiva, é obtida pela projegao do

vetor x — (X) sobre o autovetor correspondente u;:

pi(t) = w; - (x(t) — (x)), (3.32)

ou, na forma matricial,

p(t) = UT (x(t) — (x)) (3.33)

onde p é o vetor coluna contendo as coordenadas coletivas ao longo dos 3N au-
tovetores de C. As coordenadas coletivas ao longo dos primeiros autovetores
(p1(t), p2(t), . ..) usualmente indicam as principais alteragoes conformacionais que
ocorrem com a proteina.

A trajetoria do sistema pode ser recuperada de volta para o espaco cartesiano

através de

qi(t) = (@) + Z Ui (1), (3.34)

onde ¢g; é um elemento qualquer do vetor de coordenadas cartesianas x. Mais
interessante, a trajetoria ao longo de cada autovetor isolado pode ser expressa no

sistema cartesiano, permitindo a visualizacao da trajetoria ao longo de cada PC:
q/(t) = {a) + Uijp; (1). (3.35)

Além disso, a trajetéria pode ser projetada no subespaco formado pelos M < 3N

primeiros autovetores utilizados para descrever o movimento essencial da proteina:
M

M) = (@) + D Uigps(8). (3.36)
j=1

Com a escolha apropriada de M, a trajetéria obtida pela equacao 3.36 mostra
os movimentos funcionais da proteina sem a presenca dos ruidos dos movimentos
vibracionais locais, e pode ser utilizada para andalises estruturais adicionais.

A distribuigao dos valores de p;(t) pode ainda ser utilizada para obter o perfil
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de energia livre ao longo de cada PC através de [97]

P(p,
AG(p;) = —kpTIn ﬂ, (3.37)
I
ou, ao longo de dois PCs,
P iy Mg
AG(pi,pj) = —kpTIn %, (3.38)
0

em que P(p;) é a distribui¢do de probabilidades da coordenada p;, e P(p;,p;)
¢ a distribuicao conjunta das coordenadas p; e p;. Fy é um valor de referéncia
arbitrario, que pode ser considerado como o valor méximo de P(p;) ou P(p;, p;),

de forma que o minimo de GG coincida com zero.



Capitulo 4

Teoria de Equacoes

Integrais

As simulagoes de dinamica molecular propagam a trajetoria de um sistema ao longo
do espaco de fases, que é o espaco das coordenadas r" e momentos p” de todas
as particulas do sistema. Apds a simulacao por um longo periodo de tempo, tem-
se uma colecao de pontos neste espago de fases, e propriedades termodinamicas
(A) podem ser obtidas por uma média temporal do equivalente microscépico da
propriedade (A(r"™,p")), como na equacao 3.3. Alternativamente, a estes pontos
no espaco de fases pode ser atribuida uma densidade de probabilidade p(r, p¥)
de que o sistema esteja no estado definido por um dado r"V e p’V. Esta colecao de
pontos constitui um ensemble mecanico-estatistico, e propriedades termodinamicas

podem ser obtidas como média sobre todas as suas configuragoes:

(A) = //drNdeA(rN,pN)p(rN,p ). (4.1)

Numa simulacao suficientemente longa para que o sistema passe arbitrariamente
préximo de todos os pontos acessiveis do espaco de fases, tem-se que (A) = A [111].
Assim, o que se faz numa simulacao de dinamica molecular é amostrar o espago de
fases tao bem quanto possivel para se ter uma boa estimativa de p(r™, p").

A teoria de equagbes integrais objetiva resolver, do ponto de vista termo-
dinamico-estatistico, o mesmo problema de uma simulacao de dinamica molecular,
mas por uma rota diferente: obtecao de fungoes de distribuicao diretamente da

mecanica-estatistica de liquidos [112]. A teoria de equagdes integrais na forma

45
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de 3D-RISM (three-dimensional reference interaction site model), que foi usada
nos estudos dos Capitulos 8 e 9, consiste num conjunto de equacoes integrais cu-
jas solucoes, obtidas computacionalmente, sao fungoes de distribuicao de sitios
atomicos de um dado solvente em torno de um soluto qualquer [113]. Estas funcoes
permitem a obtengao das propriedades termodinamicas do sistema através de ex-
pressoes analiticas simples, como descrito neste capitulo.

O fato de ser uma teoria baseada na mecanica estatistica, em que médias sobre
um ensemble sao tomadas explicitamente, esta metodologia nao exibe os proble-
mas de amostragem limitada das simulagoes de dinamica molecular. Assim, pro-
priedades termodinamicas sensiveis a amostragem, como energia livre e entropia,
podem ser facilmente obtidas, evidentemente a custo de aproximagoes, como des-
crito adiante. Propriedades dinamicas estao fora do escopo da teoria de equagoes
integrais. Uma breve descricao da teoria de equagoes integrais sera dada aqui,
comecando pela teoria de liquidos monoatomicos, passando por liquidos molecu-
lares, até chegar na descricao de sistemas soluto-solvente pela teoria 3D-RISM,
também conhecida como teoria molecular da solvatacao. A formulacao completa é
muito envolvida matematicamente para ser desenvolvida aqui, mas pode ser obtida

em outras referéncias [96, 112, 114, 115].

4.1 Funcoes de distribuicao de liquidos monoatémicos

A estrutura de um liquido monoatomico é descrita pela fungao de distribuicao
radial g(r), que é uma medida da probabilidade de encontrar um &tomo do sistema
a uma distancia r de um outro atomo central. Se p é a densidade numérica de
dtomos do liquido, entao 47r?pg(r)dr é o nimero de dtomos presentes numa calota
esférica de espessura dr a uma distancia r do d&tomo central (figura 4.1a), de forma
que pg(r) é a densidade local do liquido a uma distancia r do dtomo central. A
figura 4.1b mostra a forma tipica de g(r) para um liquido monoatoémico (argonio
liquido), onde os picos representam regioes de maior densidade local em relacdo a
uma distribuigdo homogénea dos dtomos do liquido [116].

Se as interacoes do liquido de N atomos puderem ser descritas por potenciais
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b 3

r/o

Figura 4.1. (a) A fungao g(r) é tal que 47r?pg(r)dr é o nimero de dtomos
presentes na calota esférica em cinza em torno de um atomo central (circulo vazio).
(b) Forma de uma funcao de distribuicao radial para argonio liquido, mostrando a
estruturacao dos atomos em torno de um atomo central. A distancia r é plotada
em unidades de o (parametro do potencial de Lennard-Jones).

de pares aditivos, do tipo
VEY) = u(ry), (4.2)
i<j
como o potencial de Lennard-Jones (equacao 3.17), entdo toda a termodinamica
do sistema pode ser obtida através de g(r) [96]. Por exemplo, as fungoes termo-
dinamicas energia interna U a pressao p sao expressas por

_ N

Up,T) = 5 /Ooou(r)g(r;p, T)4rridr (4.3)

2 [e’e]
ppT) = phaT = [ 0)glrs p T)amrr, (4.4)
0

em que kg1 é a constante de Boltzmann multiplicada pela temperatura.

O problema de obter a fungao g(r) a partir de primeiros principios é o objeto da
teoria de equacoes integrais. Ha varias dessas equagoes, como a de Kirkwood, de
Born-Green-Yvon, entre outras, que podem ser encontradas em textos de mecanica
estatistica [96, 115]. Dentre as equagoes integrais, a equacao de Ornstein-Zernike

(OZ), que pode ser obtida através da teoria do funcional de densidade de liquidos



48 Capitulo 4. Teoria de Equacoes Integrais

[112, 117], consitui a base da teoria 3D-RISM. Para liquidos monoatomicos a
equagao de OZ é
h(’f’lg) = C(?”lg) + ,0/6(7”13)]1(7“23)(11‘3. (45)

Nesta equacao, h(ri2) = g(r12)—1 é a fungao de correlagao total, e é uma medida da
influéncia total do 4&tomo 1 sobre o a&tomo 2. A funcao de correlagao total se divide
em duas partes: uma direta e outra indireta. A fungao de correlagao direta, c(r12),
reflete a influéncia direta do atomo 1 sobre o atomo 2 e, assintoticamente, tende
ao potencial de interagao [c(r) — —u(r)/kgT]. A parte indireta, representada pela
integral da equacao 4.5, reflete a influéncia propagada do atomo 1 para o 3, o qual,
por sua vez, exerce influéncia sobre atomo 2, diretamente ou através de outros
atomos. Esta influéncia indireta do 4&tomo 3 é ponderada pela densidade e tomada
como média sobre todas as suas posigoes [96]. E f4cil ver que, substituindo h(ra3)

na equacao 4.5 por sua correspondente equacao de OZ, aparece

h(rig) = c(ri2) + p/c(rlg)c(r23)dr3 +p? // c(ri3)c(rag)h(rsq)drsdry.  (4.6)

Continuando o processo, chega-se numa série de integrais multiplas, que mostra a
propagacao das contribuig¢oes indiretas sobre o atomo 2.

A equagao integral de OZ (4.5) envolve duas fungdes de correlagao: h(r) e ¢(r);
portanto, sua solu¢ao requer uma outra relagao entre ¢(r) e h(r) para fechar uma

equacao que dependa somente de h(r). A forma geral da relagao de fechamento é
h(r) = exp[—u(r)/kgT + h(r) — c(r) + B(r)] — 1, (4.7)

onde B(r) é um funcional representado por uma série infinita de integrais das
funcoes de correlagao que, na pratica, é impossivel de ser computado, fazendo-se
necessario a incorporagao de aproximagoes [112, 117, 118]. H4 varias aproximagoes
para a relacao de fechamento, as quais serao discutidas adiante.

A solucao equagao integral de OZ 4.5 complementada com a relagao de fecha-
mento 4.7 fornece fungao de distribuigao radial do liquido, g(r) = h(r)+ 1, a partir

da qual todas as fungoes termodinamicas do liquido podem ser obtidas.
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4.2 Equacgao de Ornstein-Zernike molecular e RISM

A equacao integral de OZ pode ser generalizada para tratar liquidos moleculares.
Neste caso, cada molécula do liquido ¢ identificada pela posi¢ao de seu centro de
massa r = (z,y, z) e por sua orientacao espacial Q2 = (1,60, ¢) (angulos de Euler).

A equagao de OZ molecular pode ser expressa como
h(ri2, 21, 2) = C(T12791,Q2)+£ // c(r13, 21, 23)h(rsz, 23, 22)drsdQs, (4.8)

onde Q = [ d€Q é um fator de normalizagao geométrico. A aplicacao desta equagao
requer que interacgoes intermoleculares do liquido sejam descritas por potenciais
que dependam da distancia entre os centros de massa de duas moléculas e de
suas orientagoes relativas no espaco. Embora tais desenvolvimentos tenham sido
feitos, possuem aplicagoes limitadas [117]. Além disso, a equagao de OZ molecular
apresenta 6 dimensoes (z,vy, 2,1, 0, ¢), o que dificulta sua solugdo computacional
para sistemas quimicos complexos [119]. Potenciais baseados em sitios de interagao,
como os potenciais intermoleculares utilizados em dinamica molecular, apresentam
faixa de aplicabilidade muito mais ampla. Nos modelos de sitios de interacao, o

potencial de interacao entre duas moléculas é:
Uiz = Uy (r) (4.9)
a7y

onde « sao sitios (dtomos) da molécula 1 e v s@o sitios da molécula 2. Para
incorporar este tipo de potencial, Chandler & Andersen introduziram, em 1972,
aproximacoes na equagcao 4.8 para fazé-la operar com sitios de interacao e reduzir
sua dimensionalidade de 6 para 1 (distancia escalar r entre os sitios atomicos)
[120]. Neste desenvolvimento, para cada par de sitios de interagdo « e v (em vez
de cada par de moléculas) deve haver uma equacao de OZ relacionado as fungoes de
correlagao. Tais correlagoes sitio-sitio sao obtidas fixando a distancia entre cada par
de sitio « e v e fazendo a média das fungoes de correlagao moleculares sobre todas
as possiveis orientacoes das moléculas. Para fazer este processo analiticamente,

a funcao de correlagao direta c(r12, €21, Q22) entre moléculas do liquido deve ser
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aproximada como a soma das correlagoes sitio-sitio das moléculas [117]:
c(r12, 1, Q2) = Y Cay(Ta1 — Ty2) (4.10)
a7’y

Com esta aproximacao, a equacao de OZ molecular pode ser modificada para operar

com modelos de sitio de interagao, fornecendo

SGEDD J [ 10 = v (e = )

X [wyy ([r2y = Toy]) + phuy (|Toy — T2,] driadra,, (4.11)

que geralmente aparece na literatura na forma
Par(r) = W (1) @ (1) @ [y (1) + phas (1)], (4.12)
w,v

onde ® indica os produtos de fungoes dentro das integrais (integrais de convolugao).

Na equacao 4.12, as fungdes wq,(r), definidas por

O(r —lay)

4rl?,

Wary (1) = ay0(r) + (1 — d0y) , (4.13)
sao funcoes de correlacao intramolecular — entre sitios atomicos de uma mesma
molécula — que representam a geometria das moléculas do liquido, com distancias
sitio-sitio l,,. Nesta equagdo, 6(r) é a funcdo delta de Dirac, e d,, é a delta
de Kronecker. Se a = 7, entdo doy = 1 € wo,(r) = 6(r), ou seja, a fungao de
correlagao de um sitio com ele mesmo é uma funcao com um pico de intensidade
infinita centrado em r = 0, mas cuja integral sobre todo o espaco é igual a 1. Se
o # 7, entao oy = 0 € Way (1) = 0(r — lay) /47lZ,,, que é uma distribuicao centrada
na distancia entre os sitios a e vy, r = l,,, e normalizada pela area da esfera de
raio los.

As equagoes 4.12 para cada par de sitio a e v, complementada por uma relagao
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de fechamento do tipo

hoy(1) = exp [—Uary (1) /kBT + hary (1) — Cany(r) + Bay(r)] — 1, (4.14)

consistituem a teoria RISM (reference interaction site model) unidimensional. Sua
solucao fornece as fungoes de correlagao hq (1) € cqo (1) para todos os pares de sitios
a e v das moléculas do liquido, que podem ser utilizadas para obter as funcoes
termodinamicas do sistema. As equagoes da teoria RISM podem ser facilmente ge-
neralizadas para tratar liquidos compostos, com multiplas espécies quimicas [121].

Devido a aproximagoes na teoria RISM, como apresentada aqui, a descri¢ao de
propriedades dielétricas de sistemas contendo espécies polares e carregadas € insa-
tisfatoria. Para eliminar estes defeitos, Perkyns & Pettitt introduziram corregoes
analiticas para que a teoria RISM seja capaz de apresentar consisténcia dielétrica.
Nesta versdo, a teoria é denominada DRISM (dieletrically consistent RISM)
(113, 122, 123].

4.3 3D-RISM: sistemas soluto-solvente

No caso de uma mistura soluto-solvente em que a densidade numérica do so-
luto tende a zero (diluigao infinita), as equagoes de OZ moleculares para todo
o sistema podem ser decompostas em equagoes envolvendo correlagoes solvente-

solvente, soluto-solvente e soluto-soluto [117]:

hvv(Tlg,Ql,Qz) = va(Tlg,Ql,Qz)—F%// va(’f’lg,Ql,Qg)hvv(rgz,gg,,gz)drgdﬂg

) (4.15)

h*(r1, 21, Qa) = CUU(T12,917QQ)+% // (113, Q1, Q3)h" (130, 23, Qa)drsdQg
) (4.16)

H 1z, 22) = iz, O, D2)+ 5 // " (ry3, 0y, Qg B (13, 3, Q) drs €2y
(4.17)

O superindice u se refere ao soluto e v ao solvente, e Q@ = [dQ é um fator

geométrico de normalizagao da integral orientacional. A equagao 4.16, que en-

volve correlagoes entre soluto e solvente, é de particular interesse, pois descreve
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processos de solvatacao. Sua solucao depende do conhecimento a prior: das cor-
relagdes solvente-solvente h'"(rsq, O3, €22), as quais podem ser obtidas pela solugao
da equacao de OZ 4.15, para o solvente puro. No caso de solvente multicompo-
nente, a densidade numérica p” deve ser especificada para cada componente, e
um somatoério sobre os diferentes componentes quimicos deve ser aplicado sobre as
integrais duplas das equacoes acima.

Para converter a equacao 4.16 para a forma de sitios de interacao, pode-se
proceder como na segao anterior, o que dara origem as equagoes RISM unidimensi-
onais (radiais) para as correlagoes soluto-solvente. Este procedimento, entretanto,
nao fornecera uma boa descricao da solvatacao de solutos com formas arbitrarias,
nao-esféricas. Nestes casos, é desejavel ter descrigoes mais detalhadas do soluto.
Sendo assim, em vez de tomar a média sobre os graus de liberdade orientacio-
nais de todo o sistema, como se faz em RISM, pode-se restringir a reducao destes
graus de liberdade apenas ao solvente, mantendo a descri¢ao tridimensional (3D)
do soluto. Com isso, pode-se obter distribuicoes 3D do solvente em torno de um
soluto de forma arbitraria, o que permite a descricao de, por exemplo, interfaces
sélido-liquido [114]. Com este procedimento, as equagoes de OZ soluto-solvente dao

origem a teoria de equagoes integrais 3D-RISM, ou teoria molecular da solvatacao:
h.(r) = Z / dr'co (r") Xasy (|t — 1)) (4.18)

onde h,(r) = g,(r)—1 ¢ a funcao de correlagao total 3D entre o sitio v do solvente e
o soluto. A funcao x.,(|r —1'|) é a suscetibilidade entre os sitios a e vy do solvente,

definida por
Xar (I = ']} = way (It = ') + p"har (|r — 1) (4.19)

Nesta equacio, ha,(|r —r'|) é a func@o de correlacao intermolecular entre os sitios

a e 7 do solvente, e wq,(Jr — 1'|) é a fungdo de distribuicao intramolecular:

O(|r — '] = loy)

4l ’

o (1 — ) = (4.20)

que especifica a geometria das moleculas do solvente, com as distancias inte-
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ratomicas [, como na equacao 4.13. As correlagoes solvente-solvente hq.(|r —1'|)
sao obtidas pela teoria RISM ou DRISM aplicada ao solvente puro (equagoes 4.12).
Portanto, o output da teoria RISM aplicada ao solvente puro é input para a te-
oria 3D-RISM de sistemas soluto-solvente. Isso permite interpretar que a teoria
3D-RISM fornece a perturbacao sofrida pelo solvente puro ao ser introduzido no
campo de potencial gerado pelo soluto [124]. Finalmente, a equagao integral 3D-
RISM deve ser complementada por uma relacao de fechamento, que assume a forma
geral 3D

o (r) = exp [—uy (1) ks T + o (1) — o, (1) + B, (1)) =1, (4.21)

em que u,(r) é o potencial de interacao do soluto com o sitio vy do solvente.

4.4 Relacoes de fechamento

As relagoes de fechamento, conhecidas na literatura como closure, envolvem o fun-
cional B, que, analiticamente, é expresso como uma série infinita de integrais que,
na pratica, é impossivel de ser utilizada. Logo, aproximagoes se fazem necessarias.
Uma das aproximacoes consiste em fazer B = 0, que é a relagao de fechamento

conhecida como 3D-HNC (three-dimensional hypernetted chain):
ho(x) = exp (=, (1) kT + iy (x) — (1)) — 1 (4.22)

Gy(r) = exp [—u,(r)/kpT + hy(r) — cy(1)]. (4.23)

Formas andlogas se amplicam para os casos esféricos. Esta aproximacao é adequada
para descrever a estrutura e termodinamica de liquidos polares [114]. Entretanto,
para sistemas fortemente associativos, com fortes atragoes sitio-sitio, a 3D-HNC
causa divergéncia na solucao das equacoes 3D-RISM.

Uma segunda aproximacgao é a 3D-MSA (three-dimensional mean spherical ap-

prozimation), que consiste na linearizagao da relagdo de fechamento 3D-HNC:

g(r) =1—wu,(r)/kgT + hy(r) — c,(T). (4.24)
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Embora esta relacao nao apresente problemas de convergéncia, é conhecida por for-
necer, para liquidos associativos em alta densidade, fungoes de distribui¢ao com va-
lores negativos nas regioes de baixa densidade local [g(r) < 0], que é fisicamente im-
possivel [114]. Kovalenko & Hirata combinaram a 3D-HNC e 3D-MSA; a primeira
é aplicada em regides de baixa densidade local (g(r) < 1) e a segunda é aplicada
nas regioes de alta densidade (g(r) > 1), onde a 3D-HNC diverge [113, 114, 123].
Esta relagao de fechamento, conhecida como 3D-KH, portanto, combina as vanta-
gens da 3D-HNC e 3D-MSA, reduzindo os problemas de convergéncia. A 3D-KH
¢é expressa por
exp(d,(r)) —1, sed,(r) <0

ho(r) = (4.25)
d(r), se dy(r) >0
onde
1) = =8 (1) — ) (1.26)

A proposta da relacao de fechamento 3D-KH permitiu a popularizacao da teoria
3D-RISM e sua aplicagao a sistemas de interesse pratico, envolvendo complexidades
quimicas, como proteinas [113].

Complementada com a relacao 3D-KH, a teoria 3D-RISM é conhecida como
3D-RISM/KH. Sua solugao é obtida computacionalmente discretizando as fungoes
de correlagao numa malha 3D finita ao redor do soluto. Transformadas de Fourier
rapidas (3D-FFT) sao utilizadas para calcular a integral da equagao 3D-RISM
que, por serem integrais de convolucao, se transformam num conjunto de equagoes
algébricas nao-lineares. Corregoes assintoticas devido a efeitos de longo alcance
sdo obtidas analiticamente [114, 125, 126]. Rotinas computacionais para resolver
as equagoes das teorias RISM/DRISM e 3D-RISM estao implementadas no pacote
computacional AMBER [127].

4.5 Termodinamica de solvatacao em 3D-RISM/KH

Uma vez resolvida as equagoes integrais 3D-RISM/KH, as fungoes de correlagao
h. e ¢y, podem ser utilizadas para obter fungoes termodinamicas. A energia livre

molar de solvatacao, ou potencial quimico de excesso do solvente em relagao ao
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bulk, é expressa por [114]

Ap = kpT / > @, (r)dr, (4.27)

o

onde

Q. (r) = p, Ehi(r)@(—hw(r)) —¢y(r) — %hv(r)cv(r) (4.28)
em que O ¢é a fungao degrau de Heaviside (O(z) = 0 se z < 0; O(x) = 1 se
x > 0). A fungdo @, (r) representa a densidade de energia livre de solvatacao, SFED
(solvation free energy density), que é a funcdo que, quando integrada no espaco,
fornece a energia livre de solvatacao. Ao ser representada tridimensionalmente,
indica regides do espago que concentram interagoes do soluto com o sitio v do
solvente que contribuem mais ou menos para a energia livre de solvatagao. Pode

ainda ser obtida para uma determinada espécie quimica do solvente P por

SFEDp(r) = Y @,(r), (4.29)

yeEP

onde a soma se estende sobre todos os sitios do componente P do solvente. Nesta
forma, a SFED permite estudar as interagoes locais de um dado componente do
solvente com o soluto [128].

A energia livre molar de solvatagao pode ser utilizada para obter a entropia

molar de solvatacao através da relagao termodinamica

1 [0Ap
AS =—= (8—T)V’ (4.30)

enquanto as interagoes soluto-solvente podem ser obtidas por

Ae" = k:BTva/gv(r)uv(r)dr, (4.31)

permitindo a obtencao da energia de reorganizacao do solvente em torno do soluto

Ae% através de
Ap = Ae" + Ae”™ — TAS. (4.32)
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O volume parcial molar do soluto pode ser computado por [113]

V = kgTxr (1 - va / cv(r)dr> : (4.33)

Y

onde xr é a compressibilidade isotérmica do solvente puro, obtida pela fungao de
correlagao direta radial da teoria RISM/KH ou DRISM/KH:

~1
pkpTxT = (1 — Z pa/ cm(r)47rr2dr> (4.34)
0

ayy

A teoria 3D-RISM /KH permite ainda a obtengao do potencial de for¢a média
(PMF) atuando sobre sitios do solvente em torno do soluto [113]. O PMF de um
conjunto de n particulas é o potencial que fornece a forga média atuando sobre essas
particulas numa configuragao fixa r”, com a média tomada sobre o ensemble de
todas as possiveis configuragoes das outras N — n particulas. O PMF corresponde
ao trabalho médio para trazer as n particulas de uma configuracao em que estao
infinitamente separadas para a configuragao r". Isso permite interpretar o PMF
ao longo de um dado parametro de ordem como o perfil de energia livre ao longo
do caminho representado pelo parametro de ordem.

O PMEF relaciona-se diretamente com as fungoes de distribui¢ao [96]. No caso

de sistemas soluto-solvente, o PMF sobre o sitio v do solvente pode ser obtido por
PMF,(r) = —kgT Ing,(r). (4.35)

A associagao do PMF com o perfil de energia livre permite computar o PMF
entre duas moléculas de soluto, a e b, em solucao. Se as moléculas estao separadas
pela distancia ry, e estao nas orientagoes €2, e €, o PMF pode ser obtido por
(114, 126]

PMF(Taby Qm Qb) = uab(raba Qm Qb) + ,uab(raba Qaa Qb) — Ha — Mo, (436)

onde ug, ¢ a energia de interacao entre as moléculas a e b, obtida do campo de
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forga, g € a energia livre de solvatagao da moléculas a e b em solugao, obtida pela
equacao 4.27, e u, € pp sao as energias livres de solvatagao das moléculas a e b
individuais, ou infinitamente separadas. A utilizagao da equagao 4.36 ao longo de
um dado parametro de ordem, permite a obtencao do PMF do processo molecular

que ocorre ao longo deste parametro de ordem.
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Capitulo 5

Dinamica estrutural de

celobiohidrolases

5.1 Introducao

As celobiohidrolases (CBH), ou exo-1,4-5-glucanases (EC 3.2.1.91), hidrolisam pro-
cessivamente as ligagoes f(1 — 4) das extremidades redutoras e nao-redutoras das
cadeias da celulose. O sistema celulolitico secretado pelo fungo Trichoderma re-
esei, que é o mais estudado, possui uma CBH da familia GH6 (TrCel6A) e uma
da familia GH7 (TrCel7A). Estas duas enzimas representam mais de 50% (w/w)
do coquetel secretado por T. reesei, sendo, pois, enzimas-chave [4]. Em termos
funcionais, estas enzimas sao distintas: enquanto a TrCel7A ataca a extremidade
redutora da celulose, a TrCel6A ataca a extremidade nao-redutora [69]. Assim,
ambas sao necessdarias para a degradacao da celulose. Os estudos reportados nesta
tese foram realizados com CBHs da familia GH7; assim, esta introducao sera fo-
cada na TrCel7A. Porém, muito do que esta descrito adiante se aplica também a
CBHs da familia GH6 e CBHs de outros organismos.

5.1.1 Estrutura e funcao

A TrCel7A é uma proteina bimodular, possuindo dois dominios conectados por um
longo linker flexivel e glicosilado (figura 5.1). O dominio N-terminal, denominado
dominio catalitico (CCD: catalytic core domain), é composto por aproximadamente
430 residuos e é onde ocorre a hidrélise do substrato. O dominio C-terminal, o

modulo de ligagao ao carboidrato (CBM: carbohydrate binding module), é uma

61
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pequena porcao da enzima responsavel pela ligacao da proteina a superficie da
celulose [129]. Embora essa seja a estrutura da maioria das CBHs, a estrutura de

uma CBH que possui apenas o CCD foi reportada recentemente [130].

Glicosilagéo

linker o _ St /:
hatoo, A J/ s S i

CBM 4 N
o 2 B DL Glicosilagéo
FEE s} CRTRY S Sl T R TS TR T
- @t o & L 0T A.q)--\ - :
R R L T R A R e P e Tt
e o N i et S g SR SR o -—ps

celulose

Figura 5.1. Modelo tridimensional da estrutura da TrCel7A, mostrando o
CCD, o CBM e o linker glicosilado sobre a superficie da celulose, com uma cadeia
de glucano ligada ao CCD para ser hidrolisada. Adaptado de [131].

Dominio catalitico (CCD)

A primeira estrutura cristalografica do CCD da TrCel7A, obtida em 1994 [132],
revelou que o CCD ¢é formado por um sanduiche de folhas § anti-paralelas, no in-
terior do qual reside um ntcleo fortemente hidrofébico. Acima das folhas 3, ha um
longo canal coberto por loops, que da a TrCel7A um sitio de ligagao ao substrato
na forma de tinel (figuras 5.2 e 5.3). Uma vez que o substrato se liga a TrCel7A,
os loops do tunel catalitico impedem sua dissociacao. Assim, a TrCel7A executa
varios ciclos cataliticos sobre uma tinica cadeia polissacaridica, através de um me-
canismo de hidrélise processiva. Estes longos e numerosos loops da TrCel7A sao os
elementos estruturais que a caracterizam como celobiohidrolase. A endoglucanase
Cel7B de T. reesei apresenta alta identidade sequencial com a TrCel7A, exceto
pelas delegoes nos loops que formam o tinel catalitico. Isso confere a Cel7B, e ou-
tras endoglucanases, uma estrutura completamente aberta, apta a clivar, de forma
nao-processiva, ligacoes glicosidicas através de ataques endoglucoliticos em pontos
aleatdrios da celulose [133].

Uma série de estruturas cristalogréficas de mutantes cataliticamente deficientes

da TrCel7A foram obtidas em 1998 na presenca de oligossacarideos [134]. Tais
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sitio ativo

sitio ativo
Figura 5.2. Estrutura cristalografica do CCD da TrCel7A (PDB: 8CEL
[134]). As folhas (3 (azul) formam um canal acima do qual hé vérios loops (branco)
e a-hélices (amarelo) que formam um tinel. Neste tunel, ha residuos polares e
4 triptofanos (vermelho), onde se liga uma cadeia polissacaridica (verde) para ser
hidrolisada pelos residuos cataliticos (alaranjado).

loops

\

substrato na
entrada to tine

Figura 5.3. Superficie molecular do CCD da TrCel7A, mostrando a topo-
logia de tunel criada pelos loops.

estruturas revelaram a existéncia de 10 subsitios de ligacao ao longo do tunel ca-
talitico, onde se ligam os monomeros de glicose da cadeia polissacaridica (figura
5.3). As principais interagoes enzima-substrato sao ligagdes de hidrogénio envol-
vendo, principalmente, residuos de Gln e Asn, e interacoes hidrofébicas do tipo

stacking com 4 residuos de Trp dispostos ao longo do tinel (figura 5.3). Com base
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nestes estudos de cristalografia, foi sugerido que tais residuos de Trp seriam im-
portantes na processividade, pois permitiriam que o substrato deslizasse ao longo
do tinel catalitico [134].

Médulo de ligacao ao carboidrato (CBM)

Médulos de ligagao ao carboidrato (CBM) sado dominios nao-cataliticos presentes
em glicosideo hidrolases, cuja funcao primaria é o reconhecimento e ligacao da en-
zima ao substrato. Como as GHs, os CBMs sao classificados em familias, com base
em similaridades sequenciais [135]. O CBM da TrCel7A é um pequeno dominio
de 36 residuos [136], adaptado ao reconhecimento da superficie da celulose cris-
talina através de trés residuos aromaticos arranjados de forma planar (figura 5.4)
[135]. CBMs semelhantes ao da TrCel7A ocorrem em outras GHs que se ligam a
superficies cristalinas de celulose ou de quitina, e sao classificados como CBMs do
tipo A [135]. H4 evidéncias de que o CBM esteja envolvido em trés fungoes [4, 71]:
(1) aumento da concentragao da enzima sobre o substrato celuldsico; (2) direcio-
namento da enzima para alguma extremidade de uma cadeia polissacaridica; (3)
modificagoes da estrutura cristalina da celulose. A presenca do CBM ¢é importante
para a atividade da TrCel7A sobre substratos insoliveis, mas nao sobre substratos
soldveis [71]. Simulagdes computacionais mostram que o CBM se liga seletivamente
sobre a face hidrofébica da celulose [137], exibindo minimos de energia a cada uni-
dade de celobiose da superficie da celulose [138], que coincide com o comprimento

de um ciclo processivo da TrCel7A.

Figura 5.4. Estrutura tridimensional do CBM (PDB: 1CBH [136]) da
TrCel7A, mostrando a superficie aromatica de ligacao a celulose.
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Linker

Por ser desestruturado [4, 139], ndo hé estruturas cristalograficas resolvidas para o
linker, mas estudos de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) revelam seu
comprimento em solucao [140], que varia dependendo de seu estado de glicosilagao
e de sua sequéncia primaria, o que, por sua vez, ¢ dependente do microrganismo
[141]. Simulagoes de dindmica molecular mostram que o linker possui propriedades
elasticas em solugao [139, 141, 142], e, dependendo da sequéncia de aminodcidos,
pode exibir uma distribuicao de comprimentos bimodal [143]. Recentemente, si-
mulagoes partindo da configuracao ilustrada na figura 5.1 mostraram que, na escala
de tempo de 1 ps, o linker glicosilado colapsa sobre a superficie da celulose, suge-
rindo seu papel de ligacao da TrCel7A a celulose (figura 5.5) [131]. Experimentos
de calorimetria com CBM isolado e com a construgao CBM-linker mostraram que
este ultimo se liga a celulose com maior afinidade que o CBM isolado, corroborando

os resultados das simulagoes [131].

%
)

A .‘7:“',#* £ _- Glicosilagéo

clle

Figura 5.5. Colapso do linker glicosilado sobre a superficie da celulose
observado em 1 us de dinamica molecular a partir da estrutura ilustrada na figura
5.1. Adaptado da referéncia [131].

5.1.2 Ciclo catalitico

A figura 5.6 ilustra o ciclo catalitico atualmente aceito para TrCel7A e outras CBHs
similares. Inicialmente, a CBH se adsorve sobre a superficie hidrofébica da celulose
com a assisténcia do CBM. O sistema entao se difunde sobre a superficie da celulose
até encontrar uma cadeia polissacaridica descristalizada. Esta cadeia é entao inse-

rida no interior do tinel do CCD para formar o primeiro complexo cataliticamente
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ativo. A cadeia polissacaridica se posiciona de forma que os residuos cataliticos
ficam em contato com a segunda ligacao glicosidica a partir de sua extremidade
redutora (ou nao-redutora na TrCel6A). Neste ponto, ocorre a hidrélise da ligagao
glicosidica e uma molécula de celobiose é formada como produto. A celobiose é
expulsa do CCD e, entao, a enzima desliza ao longo da cadeia polissacaridica para
formar um novo complexo cataliticamente ativo e reiniciar o ciclo. Isso se repete
até que, eventualmente, a cadeia polissacaridica se dissocia da enzima e esta se
dessorve da superficie da celulose [4].

cadeia de glucano ccD

cadeia de glucano

glicosilagéo glicosilagado

UL TRA S AT D
p wl D w o a
VAR b LA AR,

celobiose

ciglos (produto)

processivos

Figura 5.6. Ciclo catalitico da TrCel7A, mostrando o processo de com-
plexacao da cadeia polissacaridica, ciclos processivos, expulsao da celobiose e des-
sorgao da enzima. Adaptado da referéncia [144] com permissao da Elsevier.

Os detalhes de cada uma dessas etapas nao foram ainda completamente eluci-
dados, mas avancos significativos tém sido obtidos nos ultimos anos. Muito pouca
informagao se tem de como o CCD reconhece e insere dentro de seu tinel uma tinica
cadeia polissacaridica da superficie da celulose. Ha duas propostas para este meca-
nismo na literatura. Uma delas ¢ a de que os loops que formam o ttnel catalitico se
abririam momentaneamente, dessa forma permitindo que a cadeia polissacaridica
entre no CCD [145, 146]. Outra proposta é a de que a cadeia polissacaridica en-
traria no CCD através de uma das extremidades do tunel [147, 148]. No entanto,

nao héa um consenso na literatura sobre qual é o mecanismo real.
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Os detalhes da reacgao de hidrélise tém sido extensivamente explorados através
de experimentos de mutacao sitio-dirigida [134] e simulagoes hibridas QM/MM
[149-152]. Estes estudos mostram que a hidrdlise na TrCel7A ocorre com retengao
da configuragao do carbono anomérico (figura 2.8), envolvendo os residuos Glu212
(nucledfilo) e Glu217 (4cido geral).

A processividade da TrCel7A tem sido amplamente estudada nos ultimos anos,
tanto experimentalmente quanto computacionalmente [144]. O fato de haver mini-
mos no perfil de energia de interacao do CBM com a celulose a cada unidade de
celobiose sugere que o CBM estd envolvido com a processividade [138]. Por outro
lado, imagens de microscopia de for¢a atomica de alta velocidade mostram que
tanto a TrCel7A intacta quanto seu CCD isolado podem se deslocar em linha reta
sobre a celulose [153], sugerindo que a fungao de processividade estd contida no
préprio CCD. Posteriormente, simulagoes mostraram que o perfil de energia livre
da penetracao de uma cadeia de glucano no tunel do CCD da TrCel7A favorece
o processo termodinamicamente [147]. Assim, o papel do CBM e do linker na
processividade — se é que possuem algum papel ativo neste processo — nao é claro,
ainda que ambos se movimentem juntamente com o CCD.

Finalmente, a celobiose, quando formada, age como um potente inibidor da
TrCel7A [70]. Por nao ser expulsa imediatamente apds sua formagao, a celobiose
impede o inicio de um novo ciclo processivo. Diferentes CBHs exibem diferentes
graus de inibi¢do pela celobiose, mas as razoes disso nao sao claras [154, 155]. O
desenvolvimento de enzimas menos sensiveis a celobiose depende do entendimento
das bases moleculares da inibi¢ao por produto.

Neste capitulo, sao apresentados trés diferentes estudos focados em entender

diferentes aspectos do funcionamento das celobiohidrolases.

5.2 A Celobiohidrolase Cel7A de Trichoderma

harzianum

5.2.1 Introducao

Trichoderma harzianum é um fungo filamentoso que secreta varias enzimas celu-
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loliticas que, ao contrario das do fungo Trichoderma reesei, somente comecaram a
ser estudadas para aplicagoes biotecnologicas nos tultimos anos. Estudos recentes
mostram que 7. harzianum secreta um coquetel balanceado de celulases, contendo
celobiohidrolases, endoglucanases e [-glucosidases, capaz de clivar completamente
substratos celulésicos em suas formas monoméricas [156-158]. Enzimas deste co-
quetel tém sido estudadas bioquimica, biofisica e estruturalmente por colaborado-
res [140, 159-161], e computacionalmente pelo autor desta tese e outros membros
do grupo [162, 163].

A comparagao da estrutura priméria da CBH Cel7A de T. harzianum (ThCel7A)
com a TrCel7A releva que estas enzimas exibem 81% de identidade sequencial. De-
vido a este alto grau de identidade, estas duas enzimas pertencem a mesma familia
de glicosideo hidrolases: GH7. Logo, espera-se que a TrCel7A e a ThCel7A compar-
tilhem um elevado grau de similaridade estrutural e, por consequéncia, funcional.
Medidas de atividade enzimatica sobre diferentes substratos soluveis, entretanto,
mostraram que, em relacao a TrCel7A, a ThCel7A tende a apresentar valores de
keat € K, uma ordem de grandeza maiores, indicando reagoes de hidrélise mais
rapidas, porém menores afinidades pelo substrato [155, 162, 164-166]. Medidas de
inibicao mostraram que a ThCel7A, como a TrCel7A, é competitivamente inibida
pela celobiose, mas em muito menor grau: enquanto a constante de inibicao K;
medida para a TrCel7A foi de 20 uM [166, 167], a da ThCel7A foi de 720 puM
[162], indicando que uma concentragao 360 vezes maior de celobiose é necessaria
alcancar, na ThCel7A, o mesmo nivel de inibicao da TrCel7A.

Para entender as bases estruturais das diferencas de atividade enzimatica e
inibicao observadas para a TrCel7A e ThCel7A, a estrutura cristalografica desta
tiltima foi obtida com resolucao de 1,67 A por colaboradores e utilizada para estudos
comparativos com a TrCel7A através de simulagoes de dindmica molecular [162],

cujos resultados sao reportados nesta secao .

5.2.2 Metodologia

A estrutura inicial da TrCel7A foi obtida do banco de dados PDB (www.rsch.org)
[168], depositada com o cédigo 8CEL [134], e a da ThCel7A com o cédigo 2YOK



5.2. A Celobiohidrolase Cel7A de Trichoderma harzianum 69

(depositada no PDB por colaboradores). Inicialmente, todos os ligantes (/-glucano
e PEG (polietilenoglicol)) e N-glucosaminas foram removidos para gerar as estru-
turas apo. Atomos de hidrogénio foram adicionados considerando os estados de
protonagcao de residuos acidos e basicos em pH=6, estimados com o servidor H++
(169, 170]. As estruturas foram ent@o solvatadas com uma caixa retangular de
moléculas de dgua de tal forma que a minima distancia entre a proteina e a ex-
tremidade da caixa fosse pelo menos 16 A. Para tornar os sistemas eletricamente
neutros, fons Na™ e C1~ foram adicionados em quantidades tais que a concentragao
total fosse de aproximadamente 0,1 M e o sistema ficasse eletricamente neutro. O
numero total de atomos dos sistemas finais foi de aproximadamente 60.000. A
construcao dos sistemas foi feita utilizando o programa VMD [108].

As simulagoes foram executadas em pressao e temperatura constantes de 1 atm
e 310 K, utilizando o pistao e o termostato de Langevin, respectivamente [171].
O campo de forca CHARMM22 [172, 173] foi usado em conjunto com o modelo
de dgua TIP3P/CHARMM [172, 174]. Para as interagoes de curto alcance, um
raio de corte de 12 A foi utilizado e as interacoes de longo alcance foram compu-
tadas através do algoritmo PME (particle mesh Ewald) [105]. Todas as ligagoes
envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidas rigidas em seus comprimentos de
equilibrio e um passo de integracao de 2.0 fs foi utilizado. Uma série de etapas para
relaxar o sistema foram feitas antes de gerar as trajetérias produtivas, utilizadas
para analise. Inicialmente, aplicando restricoes harmonicas a todos os atomos da
proteina, exceto aos hidrogeénios, foram executados 1000 passos de minimizacao
de energia utilizando o método dos Gradientes Conjugados (CG) [88] seguido de
200 ps de dinamica molecular. Numa segunda etapa, apenas os carbonos o foram
mantidos restringidos e 1000 passos de CG seguidos de 200 ps de dinamica mole-
cular foram executados. Por fim, 600 ps de dinamica molecular foram executados
com todos os atomos completamente livres. Apds esta etapa inicial, 3 simulacgoes
independentes de 60 ns foram executadas para cada sistema. As simulagoes foram

executadas com o programa NAMD [171].
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5.2.3 Resultados
Estruturas cristalograficas das celobiohidrolases ThCel7A e TrCel7A

A comparagao das estruturas cristalograficas das celobiohidrolases ThCel7A e Tr-
Cel7A mostra que a alta identidade sequencial destas enzimas se reflete em ca-
racteristicas estruturais muito parecidas, como mostra a figura 5.7. Exceto por
algumas pequenas diferencas estruturais nos loops 5 e 7 e a delecao do loop 3, as
estruturas sao idénticas. Nos loops que formam o sitio de ligacao, no entanto, ha
algumas alteragoes locais causadas pelas cadeias laterais de residuos. O residuo
Tyr371(r) — residuos da TrCel7A serao identificados por (r) e da ThCel7A por (h)
— localizado no loop 6 corresponde ao residuo Ala384(h). Esta alteragao suposta-
mente afeta as interagoes entre o loop 5 e 6 através dos residuos correspondentes
Tyr247(r) e Tyr260(h). Na TrCel7A, os residuos Tyr247(r) e Tyr371(r) parecem ser
responsaveis por manter os loops 5 e 6 em contato. No caso da ThCel7A, a presenca
da Ala384(h) no lugar da Tyr371(r) enfraquece as interagoes entre os loops e pode-
ria conferir maior liberdade para o residuo Tyr260(h). Embora as estruturas crista-
lograficas revelem que a troca da Tyr371(r) pela Ala384(h) causa apenas um ligeiro
descamento do loop 5 na ThCel7A, o fato das interagoes Ala384(h)-Tyr260(h) se-
rem mais fracas que as interagoes correspondentes Tyr371(r)-Tyr247(r) e, além
disso, o residuo Ala384(h) ser menos volumoso que a Tyr371(r), sugere que as flu-
tuagoes estruturais dos loops 5 e 6 poderiam ser maiores na ThCel7A, resultando
num tinel catalitico mais flexivel e com maior acesso ao substrato comparado ao
tunel da TrCel7A. Para estudar estas flutuagoes, simulagoes de dinamica molecular
foram executadas para a ThCel7A e TrCel7A.

Flutuacoes estruturais locais do tunel catalitico

As simulagoes mostraram que o fato da Ala384(h) substituir a Tyr371(r) leva a
alteragoes dinamicas na regiao dos loop 5 e 6. O residuo Tyr260(h) pode sofrer
varias mudancgas conformacionais ao longo do tempo e modular o grau de ex-
posicao do tinel catalitico da ThCel7A. A figura 5.8a mostra a evolugao temporal

do rmsd (raiz quadrada do deslocamento médio quadratico) dos residuos Tyr260(h)
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Figura 5.7. Estruturas cristalograficas da TrCel7A e ThCel7A superpos-
tas. Entre as poucas diferengas entre as enzimas, observa-se a troca do residuo

Tyr371 (TrCel7A) pelo residuo Ala384 (ThCel7A).

e Tyr247(r) do loop 5, em relacdo as suas estruturas médias. Os valores de rmsd
foram utilizados para discriminar dois estados: estado 1, com rmsd menor que
3,0 A, e estado 2, com rmsd maior 3,0 A A figura 5.8b mostra configuragoes repre-
sentativas dos estados 1 e 2 na regiao dos loops 5 e 6. Os resultados mostram que
a cadeia lateral do residuo Tyr260(h) é substancialmente mais mével que o corres-
pondente Tyr247(r). Além disso, as interagoes da Tyr260(h) com a Ala384(h) sao
regularmente rompidas, fazendo com que a Tyr260(h) frequentemente transite do
estado 1 para o 2. Quando isso acontece, o tunel catalitico da ThCel7A se torna
exposto (estado 2). Por outro lado, as cadeias laterais dos residuos Tyr247(r) e
Tyr371(r) permanecem sempre em contato e nao se observa a abertura dos loops 5
e 6 na TrCel7A. Ainda que o residuo Tyr247(r) possa sofrer mudancas conforma-
cionais e ter acesso ao estado 2, suas flutuacgoes nao sao suficientes para romper o
contato entre os loops 5 e 6, o que impede o tunel catalitico da TrCel7A de ficar
completemente exposto ao solvente. Assim, as simulagdes mostram que os residuos
Tyr260(h) e Tyr247(r) do loop 6 permanecem num equilibrio conformacional, cujas
consequéncias estruturais sao dependentes dos residuos Ala384(h) e Tyr371(r), os

quais determinam a facilidade com que os loops 5 e 6 se abrem.
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Figura 5.8. (a) Evolugao temporal do rmsd dos residuos Tyr247(h) (Th-
Cel7A, em verde) e Tyr260(r) (TrCel7A, em azul) em relagao as suas estruturas
médias. O residuo Tyr260(h) é mais mével que o Tyr247(r), e ambos tém acesso
a valores de rmsd correspondentes a dois estados (1 e 2). (b) Configuragoes repre-
sentativas dos estados 1 e 2, na regiao entre os loops 5 e 6. Devido a presenca da
Ala384(h), o residuo Tyr260(h) é movel e pode abrir a regiao entre os loops 5 e 6
na ThCel7A. O residuo Tyr247(r), por outro lado, é menos mével e volumoso, o
que dificulta a abertura dos loops na TrCel7A.

Flutuacoes globais

A decomposicao das trajetorias das celobiohidrolases ThCel7A e TrCel7A em com-
ponentes principais (PCA) revela que a ThCel7A apresenta uma maior flexibilidade
global que a TrCel7A. A figura 5.9a mostra as flutua¢oes médias quadraticas (msd)
ao longo dos 20 primeiros autovetores de maiores amplitudes. Observa-se que as

diferencas nas flutuagoes dos carbonos a da ThCel7A e TrCel7A sao capturadas
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pelos dois primeiros componentes principais, indicando que movimentos de mais
alta amplitude dos loops, que possivelmente estao associados a funcao regulatoria

destas enzimas, sao diferentes.
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Figura 5.9. (a) Flutuagoes quadratica médias (msd) dos carbonos « da
ThCel7A e TrCel7A ao longo dos 20 primeiros modos de movimento extraidos
da andlise de componentes principais. Observa-se que a ThCel7A exibe maio-
res flutuagoes que a TrCel7A nos dois primeiros modos. (b) Soma cumulativa e
normalizada das flutuacoes ao longo dos 20 primeiros modos, que capturam apro-
ximadamente 60% de todo o movimento das enzimas.

A anédlise das flutuagdes médias por residuo (figura 5.10) mostra a origem das
diferencas de mobilidade. As folhas [, que constituem o core estrutural das enzi-
mas, sao rigidas, apresentando somente flutuacoes locais. A mobilidade do carbono
a dos residuos Tyr260(h) e Tyr247(r) do loop 5, bem como dos residuos Ala384(h)
e Tyr371(r) do loop 6, diferem por um valor menor que 0,5 A. Isso significa que
os efeitos relatados na secao anterior sao devidos as flutuagoes das cadeias laterais
destes residuos, e nao a flutuacoes da estrutura terciaria das enzimas. Estas, por
sua vez, ocorrem no loop 4 e no loop 7. Enquanto o loop 4 é mais movel, o loop 7 é
menos mével na ThCel7A que na TrCel7A. O loop 4 cobre o tunel catalitico e, por
isso, sua flexibilidade pode favorecer a formacao do complexo enzima-substrato. O
loop 7, por outro lado, por estar localizado na saida do tunel catalitico, préximo
ao sitio de ligacao do produto, poderia estar associado as diferentes constantes de
inibicao apresentadas pelas duas enzimas.

A figura 5.11 mostra a matriz de correlagoes cruzadas para a ThCel7TA e

TrCel7A computadas a partir da trajetoria essencial destes sistemas. A trajetéria
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Figura 5.10. Flutuagdes médias dos carbonos « (rmsf) da ThCel7A e da
TrCel7A. O painel superior mostra o rmsf para cada um dos residuos e o painel
inferior mostra estruturas superpostas obtidas das simulagoes e coloridas conforme
a mobilidade de cada residuo (ver escala de cores de rmsf na figura).

essencial foi obtida pela projecao das trajetérias concatenadas de cada sistema no
subespaco formado pelos 20 primeiros autovetores da andlise de PCA. A figura
5.9b mostra a soma cumulativa e normalizada das flutuagoes quadraticas ao longo
desses 20 autovetores. Aproximadamente 60% do movimento é capturado nesse su-
bespaco de dimensao 20. Os outros 40% do movimento estao distribuidos no espacgo
gerado por todos os outros autovetores, de dimensao em torno de 1200. Assim, os
40% do movimento estao diluidos em modos de baixa amplitude. Observa-se que
as enzimas exibem varias regioes correlacionadas; muitas delas, entretanto, envol-
vem residuos das folhas /3, que naturalmente sao correlacionados por participarem
da rede de ligacoes de hidrogénio que forma as estruturas secundarias das enzimas.
Por outro lado, ha correlacoes entre regioes funcionalmente importantes das enzi-
mas. Pares de loops localizados em lados opostos do tinel catalitico — loops 4/6,
4/7,5/6 e 5/7 — exibem correlagoes. O fato dessas correlagdes aparecerem tanto

para a ThCel7A quanto para a TrCel7A sugere que estes movimentos dependem
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Figura 5.11. Matriz de correlacoes cruzadas para ThCel7A e TrCel7A.
Para ambas as enzimas, observa-se movimentos correlacionados entre os pares de
loops 4/6, 5/6, 4/7 e 5/7. De azul a vermelho, as cores representam correlagoes
negativas e positivas, respectivamente.

mais da estrutura terciaria das enzimas que dos detalhes da estrutura primaria,
de forma que tais movimentos devem estar relacionados a fungao intrinseca das
celobiohidrolases. Além disso, o fato do loop 7 — localizado proximo ao sitio do
produto — se correlacionar com loops localizados sobre o sitio ativo, indica uma

possivel conexao entre inibicao por produto e atividade enzimatica.

5.2.4 Discussao

Neste trabalho, estudos comparativos das celobiohidrolases ThCel7A e TrCel7A
foram feitos para entender as bases moleculares das diferencas de atividade en-
zimatica entre tais enzimas. Os resultados mostram que o tunel catalitico da
ThCel7A ¢ mais flexivel que o da TrCel7A. Esta flexibilidade resulta tanto de
flutuagdes locais de cadeias laterais (residuos Tyr260(h) e Tyr247(r)) quanto de
flutuagdes da estrutura tercidria (loop 4). A substituicdo do residuo Tyr371(r)
pela Ala384(h) na ThCel7A confere liberdade conformacional para a Tyr260(h),
resultando num equilibrio entre estados abertos e fechados da regiao entre o loop 5
e 6. O loop 4 é, por sua vez, o maior loop envolvido na formagao do tinel catalitico

e estd localizado na suposta entrada do tunel catalitico, de forma que sua flexibi-



76 Capitulo 5. Dinamica estrutural de celobiohidrolases

lidade pode influenciar a ligacao do substrato. Estas variacoes de flexibilidade do
tunel catalitico da ThCel7A e TrCel7A, associadas ao fato de seus sitios ativos e
residuos vizinhos serem idénticos, sugere que a tendéncia de maiores valores de k..,
e K, da ThCel7A é mais dependente de sua maior acessibilidade ao substrato que
dos detalhes quimicos da reagao de hidrolise.

Estas ideias sao corroboradas pela andlise das estruturas de outras celobiohi-
drolases pertencentes a familia 7. A celobiohidrolase PcCel7D de Phanerochaete
chrysosporium [175] e a TeCel7B de Talaromyces emersonii [176] exibem algu-
mas caracteristicas comuns a ThCel7A quando comparadas a TrCel7A, como uma
maior abertura na entrada do tunel catalitico e um loop 5 mével (TeCel7B) ou
mais curto (PcCel7D), resultando em maiores acessibilidades ao substrato. Con-
sistentemente, a PcCel7D e a TeCel7B também exibem maoires valores de k. e
K,, em relagao a TrCel7A [175, 177]. Dando suporte a estas ideias, a dele¢ao do
loop 5 da TrCel7A — que causa a abertura completa da regiao entre os loops 5 e 6
— resultou em aumentos nos valores de k., e K, [155]

Logo apds a publicagao deste estudo, Payne et al. [178] utilizaram a estru-
tura da ThCel7A para simulacoes na presenca de substrato e mostraram que en-
quanto uma cadeia de celononaose se liga a TrCel7A com afinidade em torno de
—28 kcal/mol, o mesmo substrato se liga & ThCel7A com menor afinidade, em
torno de —24 kcal/mol. Ainda, mostraram que a afinidade da celononaose pela
PcCel7D é cerca de —15 kcal/mol. Estes dados demonstram que a acessibilidade
do tunel determina a afinidade enzima-substrato. Por outro lado, estudos experi-
mentais mostram que CBHs com tinel catalitico mais fechado e rigido possuem
maiores valores de processividade intrinseca (nimero médio de celobiose gerada
por cada cadeia de glucano que se liga a enzima) [146, 179], menores velocidades
de processividade [179] e menores taxas de dissociagao do substrato [180]. Isso
permite dizer que a ThCel7A deve ser menos processiva que a TrCel7A, porém
deve apresentar maiores velocidades de processividade e maiores taxas de disso-
ciacao. A importancia das taxas de dissociacao é que CBHs sao limitadas pelo
comprimento de processividade, que é imposto pela complexidade do substrato:

quando encontram um obstéculo na superficie da celulose (como hemicelulose, lig-
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nina, contatos de outras fibrilas de celulose ou mesmo outras celobiohidrolases),
ficam presas improdutivamente até que se dissociem e voltem a se ligar produtiva-
mente ao substrato [180, 181]. Isso faz com que a velocidade de hidrdlise se reduza
muito rapidamente apds o inicio da catdlise. Assim, embora a ThCel7A e outras
CBHs mais abertas devam apresentar menores valores de processividade intrinseca
que a TrCel7A, as maiores taxas de dissociagao devem resultar numa reducao da
quantidade enzimas ligadas improdutivamente ao substrato.

O fato da ThCel7A ser menos inibida pela celobiose que a TrCel7A e, ao mesmo
tempo, exibir sitios de ligacao a celobiose estruturalmente idénticos, como infe-
rido pelas estruturas cristalograficas, indica que a inibigao por produto deve ser
afetada por alteracoes estruturais e dinamicas distantes do sitio do produto. A
andlise de correlacoes cruzadas mostrou que o loop 7, localizado na saida do ttnel
catalitico, exibe movimentos correlacionados com os loops 4 e 5, sugerindo uma
possivel conexao entre elementos que regulam a inibicao pelo produto com ele-
mentos que regulam a atividade enzimatica dentro do tunel catalitico. De fato,
observa-se que celobiohidrolases cujas estruturas apresentam tinel catalitico mais
aberto que a da TrCel7A exibem também constantes de inibicao uma ordem de
grandeza maiores: K;(TrCel7A) = 20 uM [166, 167], K;(ThCel7A) = 360 uM [162],
K;(PcCel7D) = 180 uM [155] e K;(TeCel7B) = 180 uM [177]. Por outro lado, a
celobiohidrolase MaCel7B, de Melanocarpus albomyces, exibe menor constante de
inibi¢do [K;(MaCel7B) = 6 uM] que a TrCel7A, associado a um maior valor kg
[182]. Consistentemente, o tinel catalitico da MaCel7B exibe mais similaridades
com a TrCel7A que com a ThCel7A em termos de acessibilidade ao substrato [183].
A mesma tendéncia é observada para a TrCel7A contendo a dele¢ao no loop 5 [155].
Logo, a inibigao por produto em celobiohidrolases é influenciada por fatores que
governam também a atividade enzimatica; isso parece ocorrer através do acopla-
mento dos loops do tinel catalitico (loop 4, 5 e 6) com o loop do sitio do produto

(loop 7), como evidenciado pelas anédlises de correlagao entre residuos.
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5.3 Dinamica intrinseca da TrCel7A

5.3.1 Introducao

A formagao do complexo ativo enzima-substrato é uma etapa do ciclo catalitico
das celobiohidrolases pouco entendida. De alguma forma, as celobiohidrolases des-
cristalizam cadeias individuais de glucano na superficie da celulose e as alcam para
dentro do tunel catalitico. Como mostra as estruturas cristalograficas, as celobiohi-
drolases possuem um enovelamento que dificulta a dissociacao do substrato, uma
vez que este é complexado a enzima (figura 5.12). Isso permite que as CBHs fun-
cionem de forma processiva, hidrolisando varias ligagoes glicosidicas de uma tnica
cadeia de glucano sem que esta se dissocie. Ao mesmo tempo, este tipo de enove-
lamento faz com que a primeira associacao produtiva entre a enzima e o substrato
seja extremamente dificil. Com base na andlise de estruturas cristalograficas de
CBHs ligadas a oligossacarideos, tem sido proposto que as CBHs inserem a cadeia
de glucano dentro do tunel catalitico através de uma de suas entradas [4, 134].
Com efeito, varios estudos sugerem indicios de que isso ocorre. Imagens obtidas
por microscopia de forca atomica de alta velocidade mostraram que, enquanto a
TrCel7A nativa caminha sobre a superficie da celulose cristalina, mutagoes sobre o
residuo catalitico Glu212 e sobre o residuo Trp40, localizado na suposta entrada do
tunel catalitico (figura 5.12), impediram a atividade processiva da TrCel7A sobre
celulose. Isso mostra que tanto a atividade quimica quanto interagoes do substrato
com o residuo Trp40 na entrada do tinel sao necessérias para a atividade processiva
das celobiohidrolases [153]. Em outro estudo, imagens de microcopia eletronica de
transmissao mostraram que, durante a atividade enzimatica da TrCel7A, as fibrilas
de celulose se afinam em uma de suas extremidades [145], evidenciando a atuagao
processiva da TrCel7A, bem como sua seletividade por uma das extremidades da
celulose, sugerindo que cadeias de glucano sao lancadas para dentro do tinel ca-
talitico. O mesmo foi observado por microscopia de for¢a atomica [181]. O papel do
residuo Trp40 da entrada do tunel é ainda suportado por simulagoes de dinamica
molecular, que mostraram que uma cadeia de glucano, inicialmente posicionada

sobre o residuo Trp40, desliza para dentro do tunel catalitico na TrCel7A nativa,
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mas dissocia para o meio no mutante Trp40Ala, o que reflete a menor atividade
enzimatica deste mutante em celulose cristalina [148]. O potencial de for¢a média
para inserir uma cadeia oligossacaridica dentro do tinel da TrCel7A também sugere

que o residuo Trp40 é essencial para a complexacao do substrato [147].

entrada
do tunel

Figura 5.12. Superficie molecular da TrCel7A mostrando o residuo Trp40
localizado na entrada do tunel.

No entanto, existem controvérsias a respeito deste mecanismo. Ha dados que
suportam a hipdtese de que o primeiro contato da celobiohidrolase com a celulose
seja do tipo endoglucolitico e, uma vez formado o complexo ativo enzima-substrato,
a atividade processiva siga naturalmente. O uso de sondas fluorescentes nas ex-
tremidades redutoras da celulose cristalina revelou duas possibilidades de iniciagao
da hidrdlise por celobiohidrolases: (1) exo-iniciagao, em que a celobiohidrolase se
liga a uma extremidade da cadeia de glucano e (2) endo-iniciagdo, em que a ce-
lobiohidrolase cria extremidades em pontos aleatorios da celulose e se liga a uma
delas, conforme sua afinidade por extremidades redutoras ou nao-redutoras. A
probabilidade de endo-iniciacao da TrCel7A aumenta com a concentracao da en-
zima, podendo chegar a mais que 50% em celulose cristalina e a mais que 90% em
celulose amorfa. Para a PcCel7D, com loops mais curtos sobre o tinel catalitico,
as probabilidades sao ainda maiores: > 80% em celulose cristalina e > 90% em

celulose amorfa. Para as endoglucanases TrCel5A e TrCel12A, as probabilidades
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de endo-iniciagao sdo maiores que 97% em celulose amorfa [146]. Estes dados suge-
rem que CBHs possuem habilidade de criar seus proprios substratos através de uma
atividade endoglucolitica inicial. Medidas de atividade enzimatica reportadas em
diferentes trabalhos mostram as CBHs exibem, também, atividade endoglucolitica,
que é maior para a TrCel6A e menor para a TrCel7A, provavelmente devido ao
maior nimero de loops desta tltima [145, 184, 185]. Isso necessariamente implica
na abertura dos loops das celobiohidrolases e a consequente exposi¢ao completa do
canal catalitico. A hidrolise de tetrassacarideos funcionalizados com cromoéforos
volumosos em ambas as extremidades fornece uma evidéncia funcional da aber-
tura dos loops em celobiohidrolases [186]. Estruturas cristalogréficas na auséncia
e presenca de substrato da CBH Cel6A de Humicula insolens mostrou alteragoes
conformacionais dos loops que cobrem o sitio ativo (mas nao a ponto de abrir o
tunel catalitico), fornecendo uma indicac¢do estrutural da possibilidade de aber-
tura de loops para a endo-iniciagao [187, 188]. Estudos computacionais de diversas
CBHs também mostram flutuagoes locais dos loops [10, 130, 162, 189] e, além disso,
mostram que as flutuagdes dos loops aumentam no pH étimo das CBHs TrCel6A
e TrCel7A, como revelado por simulacoes de dinamica molecular em pH constante
[190], em concordancia com dados de SANS [191]. Apesar da existéncia de vérias
evidéncias de endo-inicia¢ao, tanto experimentais quanto computacionais, a aber-
tura completa do tinel catalitico das celobiohidrolases nunca foi observada.

O processo de complexacao com substrato em celobiohidrolases é, portanto,
uma questao aberta do ponto de vista molecular. Ao mesmo tempo, de todas as
etapas, fisicas e quimicas, da digestao enzimatica da celulose, a complexacao com
o substrato é a que limita a velocidade do processo de hidrdlise [192]. Isso significa
que estratégias de engenharia de enzimas devem focar nesta etapa, mas a falta
do entendimento mecanistico do processo retarda tais desenvolvimentos. Dada a
multiplicidade de funcgoes da celobiohidrolase, é improvavel que esta assuma uma
unica conformacao ao longo do ciclo catalitico, como sugerido por anélises de es-
truturas cristalograficas. Evidentemente, as alteragoes estruturais necessarias para
um evento particular do processo catalitico deve acontecer nos loops que cobrem

o tunel catalitico. Na auséncia de substrato, os loops devem exibir movimentos
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caracteristicos relacionados a ligacao do substrato e tais movimentos devem se alte-
rar na presenca do substrato para permitir a enzima realizar outras fungoes, como
processividade, hidrélise de ligagoes glicosidicas, liberacao do produto e a eventual
dissociacao substrato. Nesta segdo, simulagdes da TrCel7A na auséncia (denotada
por apo-TrCel7A) e na presenca (denotada por holo-TrCel7A) de substrato foram
realizadas para estudar a dinamica intrinseca da enzima antes e apds a complexac¢ao

com o substrato, e relagoes entre funcao e dinamica nesta celobiohidrolase.

5.3.2 Metodologia

Para estudar a dinamica da apo-TrCel7A, uma das simulacoes de 60 ns do estudo
da secao 5.2 foi estendida até 150 ns. Para a holo-TrCel7A, a estrutura deposi-
tada no PDB [168] com o cidigo 8CEL [134] foi utilizada. Esta estrutura contém
uma cadeia de glucano ocupando todo o tinel catalitico [134]. Os mesmos pro-
cedimentos descritos na secao anterior foram utilizados para construir o sistema
com substrato. O campo de forca CHARMMS36 [193] foi usado para modelar as
interacoes envolvendo a cadeia de glucano, e uma simulacao de 150 ns foi executada

apods as etapas iniciais de relaxacao descritas na secao 5.2.

5.3.3 Resultados
Dinamica da apo-TrCel7A

A dinamica da TrCel7A foi analisada em termos de correlagoes de movimentos
através da matriz de correlacao cruzada das flutuacoes dos carbonos «, obtidas
através da trajetéria essencial do sistema (movimento ao longo dos 20 primeiros
autovetores obtidos com andlise de componentes principais). Valores positivos
de correlacao indicam dois residuos com movimentos sincronizados e na mesma
direcao; valores negativos indicam residuos em movimentos sincronizados e em
direcoes opostas; auséncia de correlagoes indica independéncia dos movimentos en-
tre dois residuos. O mapa de correlacao cruzada da apo-TrCel7A estda mostrado
na figura 5.13a e nao difere significativamente do mapa da figura 5.11, obtido de

simulagoes mais curtas. Para melhor visualizacao, os dados de correlagao foram
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representados graficamente atribuindo uma ligacao entre os residuos que exibem
correlagao positiva (figura 5.13b) e negativa (figura 5.13c) de médulo acima de 0,7.
A dinamica estrutural da apo-TrCel7A é altamente acoplada; alguns dos movi-
mentos correlacionados refletem vinculos geométricos decorrentes da proximidade
espacial dos residuos e outros se originam de acoplamentos estruturais nao-triviais
da proteina. A 5.13b mostra que as correlagdes positivas ocorrem, em sua maio-
ria, entre residuos proximos entre si e reflete os vinculos estruturais da proteina.
Isso pode ser observado, por exemplo, na regiao das folhas 3, onde ha numerosas
ligacoes de hidrogénio inter-residuos. Mais interessante, observa-se que os loops
localizados no mesmo lado da proteina estao fortemente acoplados. Isso significa
que é mais provavel que loops vizinhos se movimentem concertadamente, como
um corpo rigido, que de forma aleatéria e independente um dos outros. Por outro
lado, as correlagoes negativas aparecem entre loops localizados em lados opostos
do canal de folhas 3. Isso indica que, em média, os loops se movimentam sincro-
nizadamente em dire¢oes opostas. Além disso, as correlagoes sao de longo alcance,
o que significa que suas origens nao sao simplesmente os contatos diretos entre
residuos, mas um efeito cooperativo complexo dependente da estrutura terciaria
da enzima.

Andlise de componentes principais — utilizada para decompor o movimento
da proteina em diferentes modos coletivos [109] — mostra que as correlagoes po-
dem ser interpretadas em termos dos movimentos de mais alta amplitude e menor
frequéncia da proteina. A figura 5.14a, mostra que a flutuagao associada ao pri-
meiro modo de movimento é muito maior que os modos seguintes, e a figura 5.14b
mostra as diregoes das flutuacoes ao longo do primeiro modo. Observa-se que loops
vizinhos se movimentam na mesma direcao e os opostos se movem em direcoes
opostas. Estes resultados mostram que a dinamica intrinseca da apo-TrCel7A é
dominada por flutuagoes do tipo abre-fecha, de tal modo que a acessibilidade da
fenda de ligagdo ao substrato pode mudar. A figura 5.14d mostra as estruturas
correspondentes aos dois extremos de flutuacao ao longo do primeiro modo de mo-
vimento, mostrando o movimento abre-fecha, e a figura 5.14c mostra a existéncia

de dois minimos ao longo do movimento de abre-fecha, indicando que existem
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Figura 5.13. (a) Matriz de correlagoes cruzadas da apo-TrCel7A. Pares de
residuos que exibem correlagoes (b) positivas e (¢) negativas de médulo maior que
0,7 sao conectados. Observa-se que os loops vizinhos sao positivamente correlaci-
onados e os loops opostos sao negativamente correlacionados.

interacoes que estabilizam estados mais abertos e mais fechados dos loops.

Dinamica da holo-TrCel7A

Quando aplicadas ao complexo enzima-substrato (holo-TrCel7A), as andlises de

correlagao mostram que os movimentos anticorrelacionados dos loops opostos sao

completamente extinguidos na presenca do substrato, enquanto os movimentos

correlacionados entre loops vizinhos sdo apenas parcialmente extinguidos (figura

5.15). Isso indica que a dinamica dos loops da TrCel7A é fortemente determi-

nada pela presenca ou auséncia do substrato. A decomposicao da trajetéria da
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Figura 5.14. Dinamica essencial da apo-TrCel7A. (a) Flutuagoes
quadréticas médias ao longo dos 20 primeiros modos de movimento. (b) Diregao
do modo de movimento dominante, indicando flutuagées do tipo abre-fecha. (c)
Distribuicao da coordenada conformacional ao longo do movimento de abre-fecha,
mostrando a existéncia de interacoes que estabilizam conformacgoes abertas e fe-
chadas. (d) Estrutura da apo-TrCel7A correspondente ao méximo e minimo da
coordenada conformacional do movimento de abre-fecha.

holo-TrCel7A em componentes principais mostra que o modo de mais alta am-
plitude exibe menor flutuagao (=~ 28 AQ) quando comparado ao modo de maior
amplitude da apo-TrCel7A (=~ 41 AQ), indicando que o substrato induz uma esta-
biliza¢ao dos movimentos dos loops (figura 5.16). No lugar dos movimentos do tipo
abre-fecha observado para os loops da apo-TrCel7A, os movimentos funcionais da
holo-TrCel7A se concentram apenas nos loop 1 e 4, que passam a se movimentar
paralelamente ao tunel catalitico, conforme mostrado na figura 5.16b. A figura
5.16¢ mostra que, durante o curso da simulagao, os loops 1 e 4 visitam dois estados

distintos — estabilizados por interagoes especificas da proteina com o substrato —,
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Figura 5.15. (a) Matriz de correlagdes cruzadas da holo-TrCel7A. Pares
de residuos que exibem correlages (b) positivas e (c¢) negativas de médulo maior
que 0,7 sdo conectados. Observa-se que a ligagdo do substrato extingue (b) parci-
almente as correlagoes positivas entre loops vizinhos e extigue (c¢) completamente
as correlagoes negativas entre loops opostos.

os quais sao mostrados na figura 5.16d.

5.3.4 Discussao

Mecanismos de associagao e dissociagao do substrato

As estruturas cristalograficas da TrCel7A e outras celobiohidrolases apresentam

um longo e estreito tunel cujas paredes interagem fortemente com o substrato.

Com base nestas estruturas, foi proposta a hipdtese de que a cadeia polissacaridica
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Figura 5.16. Dinamica essencial da holo-TrCel7A. (a) Flutuagoes
quadraticas médias ao longo dos 20 primeiros modos de movimento. (b) Diregao do
modo de movimento dominante, indicando flutuagoes dos loops 1 e 4 em direcoes
paralelas ao tunel catalitico. (c) Distribuigdo da coordenada conformacional ao
longo do movimento dos loops 1 e 4, mostrando dois estados estaveis de flutuagoes
ao longo do tinel. (d) Estrutura da holo-TrCel7TA correspondente ao maximo e
minimo da coordenada conformacional, destacando os loops 1 e 4.

deveria se ligar a celobiohidrolase através da penetracao neste longo e estreito tinel
[132, 134]. Entretanto, este seria um evento muito pouco provavel, a nao ser que a
enzima fosse capaz de exercer forgas muito especificas sobre a cadeia polissacaridica
para inseri-la ao sitio ativo. Uma hipo6tese alternativa seria a de que a estrutura
eventualmente se abriria para a ligacao do substrato. Uma vez ligado o substrato,
as interagoes enzima-substrato estabilizariam a conformacao fechada do tinel. Os
movimentos correlacionados observados para os loops da apo-TrCel7A dao suporte
a esta segunda hipdtese, indicando que loops localizados em lados opostos exi-

bem movimentos anti-correlacionados — se movem sincronizadamente em direcoes
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opostas — e loops localizados no mesmo lado estao correlacionados — se movem
sincronizadamente na mesma direcao. Segundo a analise de componentes princi-
pais, as flutuacoes de maior amplitude ocorrem ao longo da direcao de abre-fecha,
mostrando que os movimentos correlacionados dos loops sao resultado do modo
de movimento dominante da TrCel7A. Estes resultados indicam que a superficie
de energia livre sobre a qual a enzima se movimenta oferece baixas penalidades
para movimentos do tipo abre-fecha, e altas para movimentos em outras diregoes,
e sugere que a abertura dos loops pode ocorrer numa escala de tempo maior do
que a acessada pelas simulagoes. O fato dos loops vizinhos exibirem flutuacoes
dinamicas altamente correlacionadas mostra que a abertura simultanea de todos
os loops opostos ao longo do canal catalitico nao é um evento de probabilidade
baixa. Posto que a abertura apenas parcial dos loops seria um estado improdu-
tivo da apo-TrCel7A, os movimentos correlacionados reduzem a probabilidade da
enzima acessar estados que nao a permite exercer sua funcao que, neste caso, é a
ligagao ao substrato.

Com a ligacao do substrato, os movimentos anti-correlacionados dos loops opos-
tos desaparecem e os loops 1 e 4 passam a se mover paralelamente ao canal do tunel
catalitico. Curiosamente, a direcao das flutuacoes da holo-TrCel7A coincide com
a direcao do movimento relativo entre a enzima e o substrato durante a atividade
processiva (deslizamento do substrato dentro do tunel), mostrando que a enzima
realiza movimentos que favorecem a processividade. A dinamica da TrCel7A, por-
tanto, se altera conforme a funcao que deve exercer em cada etapa do processo de
hidrélise.

A mudanga da dinamica intrinseca da TrCel7A quando esta passa do estado
apo ao estado holo é reflexo da alteracao da superficie de energia livre sobre a qual
a enzima se movimenta. A figura 5.17 ilustra, de forma qualitativa, as superficies
de energia livre antes e apds a complexacao com o subtrato, e representagoes de di-
ferentes estados da enzima com suas possiveis transi¢oes. No estado apo (curva ver-
melha), hd dois estados, A e B, correspondentes as conformagoes fechada e aberta,
respectivamente. A simulacao da apo-TrCel7A explora subestados em torno do

ponto A na figura e indica movimentos na direcao da transicao A — B. A barreira
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entre A e B é demasiadamente alta para ser vencida na escala de tempo de 150 ns.
No estado B, a enzima pode eventualmente voltar para o estado A, ou pode se

ligar ao substrato (estado C), o que induz uma mudanga da superficie de ener-

' : /2 :
/ { \\
A / \ | )
\ ] ——— \\ /
\ , \ r
- - B ~~ — _—
o C i
2 K o k' .
o 2
2 >
9] B — , — )
/ - K's // \ N
apo-TrCel7A ‘// ) — | . \
holo-TrCel7A \ ‘ ks /
> D\\, - //// C\\,, -— /
estado fechado estado aberto —

: rocessividade
coordenada conformacional Cp

Figura 5.17. Ilustragao da superficie de energia livre da TrCel7A antes e
apos a complexacao do substrato, com as possiveis transicoes ilustradas a direita.
A complexacao do substrato é provavel de ocorrer através do caminho A — B —
C — D, e nao pelo caminho A — D. Para a dissociacao, o inverso parece ser
verdadeiro: dissociacao preferencial pelo caminho D — A.

gia livre. Do estado C' (enzima aberta ligada ao substrato), devido as interagoes
enzima-substrato altamente especificas, o sistema pode transitar com facilidade
para o estado D, que corresponde a enzima fechada ligada ao substrato — condicao
em que a enzima se encontra nos cristais utilizados nos experimentos de difragao
de raios X. Neste ponto, ocorre a formagao do primeiro complexo ativo enzima-
substrato e comecam os ciclos cataliticos processivos. Eventualmente, o substrato
ainda nao hidrolisado deve se dissociar da enzima, o que pode ocorrer por dois
caminhos: D — C — B ou D — A. Embora, segundo as simulagbes, o caminho
de associacao com o substrato parece ocorrer através da abertura do tiunel ca-
talitico (A — B — C — D), é provével que a dissocia¢do ocorra através da etapa
elementar D — A. Em primeiro lugar, as simulagbes mostram que os movimen-
tos de abre-fecha nao dominam os movimentos da holo-TrCel7A, sugerindo que a
superficie de energia potencial nao é rasa nesta direcao e que, portanto, ha altas
penalidades energéticas associadas a este tipo de movimento. Em segundo, vérios
experimentos revelam que CBHs que apresentam maiores taxas de processividade

apresentam também maiores taxas de dissociagao [179, 180]. Isso sugere que fato-
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res que favorecem o movimento do substrato dentro do tinel catalitico favorecem
também a dissociacao do substrato, o que leva a hipétese de que o substrato deixa o
tunel catalitico sem que ocorra a abertura dos loops. A cada uma dessas etapas ele-
mentares estd associada uma constante de velocidade (k/k', ki /Ky, ka/K) e ks/kS),
conforme ilustrado na figura 5.17, e, logo, determinam a cinética do processo de
hidrolise.

Conforme mencionado no inicio desta secao, ha dados experimentais que su-
gerem que a cadeia de glucano é inserida dentro do tunel catalitico das CBHs.
Estudos de microscopia eletronica de varredura e microscopia de forca atomica
mostram que as CBHs degradam as extremidades da fibrila de celulose [145, 181].
Entretanto, isso nao necessariamente significa que a complexagao com o substrato
ocorra pela entrada do tunel. As extremidades da celulose s@ao regioes com baixo
grau de cristalinidade, de forma que a probabilidade das CBHs encontrarem ca-
deias de glucano descristalinizadas é maior nas extremidades que em outros pontos
da fibrila. As CBHs podem se ligar as extremidades das cadeias de glucano através
da abertura dos loops e, entao, proceder com a catalise processiva, causando os
efeitos observados por microscopia. Além disso, o residuo aromaético localizado na
entrada do tunel catalitico — Trp40 (TrCel7A) e Trp272 (TrCel6A) — é essencial
para a degradagao de celulose cristalina e para a atividade processiva [153, 194].
Entretanto, tais residuos impactam pouco [194] ou negativamente [148] a hidrdlise
de celulose amorfa. Isso mostra que, para substratos mais acessiveis, a complexacao
nao depende de interacoes com tais residuos e, portanto, devem estar mais relacio-
nados com a indugao de modificagoes na celulose cristalina que com o processo de
complexacao em si. Mais estudos focados nos residuos Trp40 (TrCel7A) ou Trp272

(TrCel6A) sao necessarios para revelar seus papeis na hidrélise da celulose.

Movimentos funcionais e estrutura terciaria

A dinamica intrinseca da TrCel7A em diferentes estagios do processo enzimatico,
como caracterizada aqui, provavelmente vale para outros membros de celobiohidro-
lases da familia GH7. A razao disso é que os movimentos funcionais de uma enzima

sao deteminados pelos vinculos impostos pelo tipo de enovelamento [195]. Os ma-
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pas de correlacao cruzada da apo-TrCel7A e da apo-ThCel7a (figura 5.11) mostram
a semelhanca da dinamica dessas duas enzimas que compartilham o mesmo enovela-
mento. Além disso, modelos de redes elasticas, que nao levam em conta a natureza
dos aminoacidos explicitamente, capturam os modos funcionais de proteinas, indi-
cando que tais modos de movimento sao caracteristicos do tipo de enovelamento
[196]. Os detalhes da estrutura primadria, apesar de ter poucos efeitos sobre os
movimentos caracteristicos da enzima, devem ter influéncia nas taxas de transicao
entre diferentes estados. Por exemplo, como mostrado na segao 5.2, por conta de
diferencas de cadeiais laterais nos loops 5 e 6, a ThCel7A deve sofrer abertura do
tunel catalitico com uma taxa superior a da TrCel7A. Entretanto, ambas devem
exibir o mesmo tipo de movimento global.

Estudos com outras proteinas mostram que flutuagoes estruturais observadas
em diferentes estruturas cristalograficas e ensembles de estruturas obtidas por res-
sonancia magnética nuclear no estado apo se correlacionam com as alteracoes estru-
turais necessérias para o processo de complexacao [90, 197]. Além disso, andlise de
modos normais — em que os movimentos sao restringidos num potencial harmonico
— mostra que, para varias proteinas com diferentes enovelamentos, um tinico modo
de baixa frequéncia e alta amplitude é capaz de predizer a direcao das mudacas
conformacionais necessdrias para o processo de complexacao [198]. Ainda mais,
flutuagoes harmonicas em torno de estruturas cristalograficas obtidas com analise
de modos normais ou redes elasticas predizem as direcoes de mudancas conformaci-
onais obtidas com simulagoes de varios microssegundos a milissegundos executadas
no supercomputador Anton [92, 106, 199]. Todos estes estudos suportam a hipdtese
de que as diregoes das flutuagoes observadas na simulagao da apo-TrCel7TA corres-
pondem ao inicio da transicao para a conformacao aberta, necessaria para a ligagao
do substrato.

Finalmente, segundo o mecanismo ilustrado na figura 5.17, a apo-TrCel7A tem
acesso a um ensemble de subestados entre os estados aberto e fechado. Den-
tre estes estados, hé aqueles que reconhecem o substrato — originando complexos
enzima(aberta)-substrato cataliticamente inativos — e aqueles incapazes de reco-

nhecer o substrato — estado fechado. O substrato, ao se ligar a apo-TrCel7A, deve
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induzir a transicao do estado aberto para o fechado para criar o complexo cata-
liticamente ativo (observado nas estruturas cristalogréficas). Esta tltima etapa
¢é explicada pelo modelo do encaixe induzido proposto por Koshland, em 1958
(197, 200, 201]. O mecanismo de associa¢do do substrato através da entrada da
cadeia de glucano pelo tunel da TrCel7A estd mais proximo do antigo modelo da
chave e fechadura proposto por Fischer em 1894 [202], que superenfatiza, muitas
vezes de forma nao-realistica, a complementaridade geométrica entre a enzima e o

substrato na forma ativa.

5.4 Base estrutural da inibicao da TrCel7A por celobiose

5.4.1 Introducao

Celobiohidrolases clivam ligagoes glicosidicas nas extremidades da celulose e geram
celobiose como produto. A celobiose, por sua vez, inibe a atividade das celulases,
tanto celobiohidrolases quanto endoglucanases [70]. Experimentos e simulagoes
computacionais mostram que, dentre as celulases, as CBHs da familia GH7 sao as
mais sensiveis a inibi¢ao por produto, seguidas por CBHs da familia GH6 e por en-
doglucanases [154, 203]. As CBHs da familia GH7, entao, constituem os principais
alvos de inibicao pela celobiose. [-glucosidases sao usadas para reduzir hidrolisar
moléculas de celobiose em glicose e, assim, reduzir a inibicao das celobiohidrola-
ses [204]. A suplementacao de diferentes coquetéis celuloliticos com S-glucosidases
reduz suas diferencas de eficiéncia, sugerindo que a inibicao por celobiose é um
limitante do processo de hidrdlise [205]. Logo, entender as razoes moleculares da
inibicao constitui um passo importante para desenvolvimentos focados em reduzir
a inibicao.

A estrutura cristalografica da TrCel7A na presenca de oligossacarideos [134]
mostra que a enzima é adaptada para efetuar a hidrélise da ligacao glicosidica
que une uma unidade de celobiose ligada aos sitios +1 e +2 (figura 5.18), com o
restante do polimero, ligado aos sitios (-). O sitio +1 contém um residuo de Trp e
o sitio +2 contém varios residuos polares; juntos, estes residuos exercem a funcao

de orientar a cadeia polissacaridica em torno do ponto de clivagem [132, 134, 206,
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207], sendo, portanto, essenciais para a hidrdlise. No entanto, as interagoes que
prendem o substrato para a catélise dificultam também a dissociacao do produto,
o que retarda o inicio de um novo ciclo catalitico. Para estudar as interagoes que
dificultam a expulsao da celobiose da TrCel7A, simulagGes de dinamica molecular
foram realizadas com o complexo TrCel7A-substrato-produto (TrCel7A-SP), como

ilustrado na figura 5.18.

Figura 5.18. Complexo TrCel7A-substrato-produto (TrCel7A-SP). A ce-
lobiose (produto) é mostrada em alaranjado e o substrato em verde. A numeragao
se refere aos sitios de ligagao de cada unidade de glicose da cadeia polissacaridica.
Sitios (+) ficam do lado da extremidade redutora (a esquerda do ponto de hidrélise)
e sitios (-) ficam do lado da extremidade ndo redutora (a direita do ponto de

hidrdlise) [208].

5.4.2 Metodologia

Para gerar o complexo TrCel7A-SP, uma configuragao do sistema holo-TrCel7A,
da secao anterior, foi tomada e a ligacao glicosidica que une a unidade de celobiose
da extremidade redutora ao restante da cadeia foi removida. Coordenadas internas
do campo de forca CHARMMS36 [193] foram utillzadas para adicionar os grupos
OH e H ao oligossacarideo hidrolisado. Os mesmos procedimentos descritos nas

segoes anteriores foram empregados para gerar uma trajetéria de 150 ns para o
complexo TrCel7A-SP.
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5.4.3 Resultados e discussao

A andlise da trajetoria da TrCel7A-SP revela uma flexibilidade do sitio de ligagao
do produto, que pode assumir duas conformagdes (figura 5.19). Além da con-
formacao cristalografica, a simulagao mostra uma outra conformacao em forma de
tinel. Enquanto a conformacao cristalografica exibe o sitio do produto completa-
mente exposto ao solvente, a conformacao em forma de tunel reduz substancial-

mente a exposi¢ao da celobiose ao meio.

Figura 5.19. Configuracoes do sitio de ligacao da celobiose vistas na
simulacao. A configuracao a esquerda é semelhante a estrutura cristalografica. A
configuracao a direita exibe um tiunel sobre o sitio de ligagao da celulose, e nao é
vista na estrutura cristalografica. A TrCel7A-SP tem acesso a ambos os estados.

A formacao do tunel sobre o sitio do produto é, conforme ilustrado na figura
5.20a, dependente dos residuos Arg251 (loop 5) e Tyr381 (loop 7). Quando o sitio
do produto esté exposto ao solvente, o residuo Tyr381 fica numa conformagao mais
voltada para o interior do loop 7 (mostrado em verde na figura 5.20a). Sempre que
a cadeia lateral da Tyr381 se volta para o residuo Arg251, assumindo a configuragao
representada em lilas na figura 5.20a, no interior da superficie translicida, o tunel
se forma sobre a celobiose.

A figura 5.20b mostra a distancia entre os residuos Arg251 e Tyr381 em fungao
do tempo no complexo TrCel7A-SP e, para comparacao, na apo-TrCel7A e na holo-
TrCel7A. Estes dados sao representados na forma de distribui¢do na figura 5.19c.
Observa-se que a distancia Arg251-Tyr381 varia entre 2 ¢ 6 A na TrCel7A-SP,
indicando transigoes frequentes entre a conformagao de tunel (distancias menores

que 4 A) e a conformacio aberta (distancias maiores que 4 A). Por outro lado,
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Figura 5.20. (a) Residuos envolvidos na formacao do tinel do sitio de
ligacao do produto. O residuo Tyr381, inicialmente voltado para o interior do
loop 7, se estende em direcao ao residuo Arg251 do loop oposto, assim criando o
tunel que envolve a celobiose. A superficie translicida corresponde a superficie
dos residuos que formam o sitio de ligacdo da celobiose. (b) Evolu¢do tempo-
ral da distancia Arg251-Tyr381 na holo-TrCel7A (preto), apo-TrCel7A (verme-
lho) e TrCel7A-SP (azul). (c) Distribuicao das distancias Arg251-Tyr381 na holo-
TrCel7A, apo-TrCel7A e TrCel7A-SP. A dinamica do sitio do produto exibe pro-
priedades intermedidrias entre a apo- e holo-TrCel7A.

na holo-TrCel7A esta distancia flutua estritamente em torno de 6 A, enquanto na
apo-TrCel7A a distancia Arg251-Tyr381 raramente atinge 6 A. Isso mostra que a
conformacgao de tunel, muito pouco (ou nunca) visitada pela holo-TrCel7A, é a
conformagao predominante na apo-TrCel7A. Logo, o sitio de ligagao da celobiose
possui propriedades conformacionais intermediarias entre a holo-TrCel7A e a apo-
TrCel7A. A incorporagao da conformacao de tinel da apo-TrCel7A na TrCel7A-SP
deve ser consequéncia de interacoes enzima-substrato-produto menos estaveis que
as interagoes enzima-substrato na holo-TrCel7A. De fato, uma anélise do rmsd da

celobiose na holo-TrCel7A e na TrCel7A-SP mostra que esta fica mais mével apds
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a hidrélise (figura 5.21), sugerindo uma reducao do acoplamento da celobiose com
a enzima apos a hidrolise. Como consequéncia, a conformacgao de tinel passa a ser

acessivel, dificultando a dissociacao da celobiose.
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Figura 5.21. (a) Distribuigoes do rmsd da celobiose em relacao a sua
estrutura média na holo-TrCel7A e TrCel7A-SP, mostrando que nesta ultima, a
celobiose exibe maior flexibilidade em seu sitio de ligacao.

Estes resultados sugerem que a inibicao da TrCel7A pela celobiose é dependente
da dinamica da enzima. Além disso, apontam trés mutagoes que deveriam resultar
num menor grau de inibicao: Arg251Ala, Tyr381Ala e a dupla mutagao Arg251Ala-
Tyr381Ala. Estes mutantes devem exibir menores graus de inibicao por produto,
mas medidas de atividade enzimatica devem ser feitas para saber se tais residuos
sao importantes para catalise. Simulagoes computacionais publicadas durante a
realizacao deste trabalho mostraram que a energia livre de ligacao da celobiose, de
fato, ¢ menor nos mutantes Arg251Ala e Tyr381Ala [209].

Finalmente, de acordo com a estrutura cristalografica da TrCel7A [134] e de
outras CBHs como ThCel7A [162] e PcCel7D [175, 210], o sitio de ligacao da
celobiose é completamente exposto ao solvente, mas as simulagoes indicam que a
dinamica desta regiao na TrCel7A pode dificultar a dissociagao do produto. O
papel da dinamica do sitio do produto é particularmente importante em CBHs que
possuem um loop colapsado sobre o sitio do produto [211]. Logo, as diferengas
de inibigao exibidas por CBHs que possuem sitios de ligacao ao produto idénticos,
segundo estruturas cristalograficas, podem ser explicadas por possiveis variagoes

na dinamica do sitio do produto.
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5.5 Consideracoes finais

Neste estudo, um extensivo conjunto de simulacoes de dinamica molecular foi uti-
lizado para entender aspectos fisicos do ciclo catalitico de CBHs da familia GH7,
abordando os seguintes tépicos: (i) associagao e dissociagao do substrato, (ii) pro-
cessividade e (iii) expulsdo do produto.

Enquanto o estudo da dinamica intrinseca da TrCel7A mostra que CBHs exi-
bem movimentos caracteristicos que facilitam a associacao do substrato pela aber-
tura dos loops, o estudo comparativo da ThCel7A e TrCel7A sugere que a am-
plitude/taxa de transigdo de tais movimentos sao determinados por detalhes da
estrutura priméria. As maiores flutuagoes exibidas pela ThCel7A em relagao a
TrCel7A devem facilitar sua associagdo com o substrato, o que explica sua maior
eficiéncia catalitica.

Com a ligacao ao substrato, a dinamica da TrCel7A se altera: a enzima deixa de
executar movimentos abre-fecha e passa a exibir flutuacoes caracteristicas do movi-
mento processivo. Por esta razao, a dissociacao do substrato provavelmente ocorre
nao pela abertura dos loops, j4 que a enzima nao mais exibe estes movimentos,
mas pela saida através do tiunel catalitico.

Por fim, simulacoes da TrCel7A na presenca da celobiose mostram que a enzima
incorpora uma dinamica local no sitio do produto que é intermediaria entre a apo-
TrCel7A — que exibe conformacoes na forma de tinel — e a holo-TrCel7A — que exibe
conformagoes abertas —, resultado do menor acoplamento celobiose-enzima quando
o substrato ¢é hidrolisado. Como consequéncia, estados que dificultam estericamene
a dissociacao do produto sao termicamente acessiveis pela enzima, o que deve ser
parte da causa da potente inibicao pela celobiose observada experimentalmente.

Estes resultados revelam uma pequena fragao da enorme complexidade do me-
canismo enzimatico das celobiohidrolases. Estudos adicionais, tanto experimentais
quanto computacionais, sao necessarios para compreender mais detalhadamente as
etapas moleculares da digestao enzimatica da biomassa, o que vem sendo feito com

sucesso nos ultimos anos [4, 144].



Capitulo 6

Base molecular da
termofilicidade de

laminarinases

6.1 Introducao

Laminaranos sao polissacarideos formados por residuos de glicose unidos por liga-
¢oes glicosidicas (1 — 3). S@o encontrados em paredes celulares de algas, fungos
e leveduras; logo, apresentam potencial para utilizacgao como matéria-prima para
a produgao de agucares fermentéveis [212, 213]. Isso depende da despolimerizagao
do laminarano, que pode ser efetivamente alcancada com laminarinases. Enquanto
as celulases atacam ligagoes glicosidicas f(1 — 4), laminarinases sdo glicosideo
hidrolases que clivam ligagoes S(1 — 3), sendo, portanto, classificadas como exo-
ou endo-f-1,3-glucanases [212].

Nas aplicagoes praticas, é desejavel que as glicosideo hidrolases apresentem esta-
bilidade em altas temperaturas. Enzimas termoestdveis e termofilicas' apresentam
maiores atividades especificas, maiores estabilidades, menos inibicao por produto
e proporcionam flexibilidade para a otimizacao de processos industriais [154, 215].
Estratégias de engenharia de proteinas tém sido aplicadas para aumentar a esta-
bilidade térmica de enzimas, o que muitas vezes requer o conhecimento de fatores
que regulam seus comportamentos térmicos [216-218]. Em intimeros casos, enzi-
mas similares, com poucas diferencas estruturais, apresentam diferentes graus de

estabilidade térmica [217, 219, 220, 220]. Isso sugere que aspectos dindmicos im-

ITermoestabilidade é a capacidade da enzima de permanecer na ativa em altas temperaturas; é
medida pela meia-vida da enzima em altas temperaturas [214, 215]. Termofilicidade é capacidade
da enzima de apresentar atividade em altas temperaturas; é medida em termos de atividade
enzimdtica sobre dado substrato em altas temperaturas [214].

97
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portantes para a termoestabilidade e termofilicidade podem emergir de diferencas
estruturais sutis. Assim, o estudo das bases moleculares da termoestabilidade e
termofilicidade de glicosideo hidrolases e outras enzimas de interesse biotecnolégico
tem sido assunto de amplo interesse [221-224].

Por serem adaptados a sobreviver em ambientes extremos, organismos ex-
tremofilos sao fontes de enzimas termofilicas, embora organismos mesofilicos mui-
tas vezes também expressam enzimas termofilicas [215]. A bactéria gram-negativa
Rhodotermus marinus é conhecida por sobreviver em condigoes inéspitas — altas
temperaturas e salinidade — de habitats geotérmicos [225]. Como tal, suas enzi-
mas apresentam atividade e estabilidade em altas temperaturas, podendo alcancar
temperaturas 6timas de até 100 °C, que é o caso de algumas de suas celulases [226].
A estrutura cristalografica da laminarinase de Rhodothermus marinus (RmLam)
foi resolvida por colaboradores em 2011. A caracterizacao bioquimica desta en-
zima, feita em 1998 por Krah et al. [227], mostrou que sua temperatura 6tima
é de 88 °C e apresenta temperatura de desnaturacao acima de 90 °C. A RmLam
é, pois, hipertermoestével e hipertermofilica?, possuindo caracteristicas desejdveis
para aplicagoes biotecnologicas.

Laminarinases estruturalmente similares de outros organismos, no entanto, nao
sao hipertermofilicas. E o caso da laminarinase mesofilica de Phanerochaete chry-
sosporium (PcLam) [229, 230], e da termofilica de alcaliphilic Nocardiopsis sp. (aN-
Lam) [231, 232]. A figura 6.1 mostra a estrutura cristalografica das laminarinases
PcLam [233], aNLam [231] e RmLam [213]. Como membros da familia GH16, es-
tas laminarinases possuem enovelamento do tipo (-jelly-roll, em que duas camadas
de folhas B se unem formando um sanduiche, dentro do qual reside o nicleo hi-
drofébico da proteina. Apesar das razoes moleculares da termoestabilidade serem
multiplas e variarem de proteina para proteina [217, 220], hé intimeros casos em
que enzimas mesoestaveis sao estabilizadas através da introdugao de elementros ob-
tidos de homologas (hiper)termofilicas [217, 234]. Assim, a detecgao de elementos
termoestabilizadores em enzimas naturalmente termoestaveis podem fornecer uma

plataforma para a incorporacao destes elementos em outras homologas, visando ao

2Enzimas mesofilicas sdo aquelas que apresentam atividade étima entre 11 °C e 45 °C, as
termofilicas entre 46 °C e 75 °C e as hipertermofilicas acima de 75 °C [228].
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PcLam aNLam RmLam
mesofilica termofilica hipertermofilica

Figura 6.1. Estrutura cristalogrifica das laminarinases PcLam (PDB:
2CL2) [233], aNLam (PDB: 2HYK) [231] ¢ RmLam (PDB: 3ILN) [213]. Como
membros da familia GH16, estas laminarinases possuem enovelamento do tipo (-
jelly-roll, formado por um sanduiche de duas folhas 3, dentro do qual reside o
nucleo hidrofébico das proteinas. As folhas 8 possuem uma concavidade e formam
um canal de ligacao ao substrato, delimitado por vérios loops.

aumento de estabilidade térmica.

Neste trabalho, simulagoes de dinamica molecular foram executadas visando
contribuir para o entendimento das bases moleculares da hipertermoestabilidade e
hipertermofilicidade da laminarinase RmLam através de estudos comparativos com
as enzimas homélogas PcLam (mesofilica) e aNLam (termofilica). Este estudo foi
realizado em conjunto com outros membros do grupo; os resultados reportados
aqui dizem respeito as partes das quais o autor desta tese participou. Resultados
e detalhes adicionais estao reportados no artigo resultante desta pesquisa [213] e

nas teses de doutorado dos outros autores do trabalho [235, 236]
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6.2 Metodologia

Simulagoes de dinamica molecular foram executadas para as enzimas PcLam, aN-
Lam e RmLam nas temperaturas de 25 °C e 90 °C, sob pressao constante de 1 bar,
utilizando o programa NAMD [171]. As estruturas iniciais destas enzimas foram
tomadas do banco de dados PDB (www.rcsb.org) [168], identificadas pelos seguin-
tes codigos: 2CL2 (PcLam) [233], 2HYK (aNLam) [231] e 3ILN (RmLam) [213].
Atomos de hidrogeénio foram adicionados as estruturas, respeitando os estados de
protonagao obtidos com o servidor H++ [169, 170] em pH neutro. Caixas de si-
mulacio cibicas de aproximadamente 80 A de aresta e contendo 15.000 moléculas
de dgua foram construidas para cada sistema utilizando o programa Packmol [237].
Nestas caixas, 50 fons sdédio e cloreto (resultando numa concentragao de aproxi-
madamente 0,16 M) foram adicionados, além de contra-fons adicionais para tornar
os sistemas eletricamente neutros. Todas as simulagoes foram executadas com
NAMD [171] utilizando condigées de contorno periddicas, com as interagdes de
curto alcance truncadas em 12 A e com as interacdes de longo alcance computadas
via particle mesh Ewald [105]. Ligacoes envolvendo dtomos de hidrogénio foram
mantidas em seus comprimentos de equilibrio e um passo de integracao de 2 fs foi
empregado. O campo de forga CHARMM22/CMAP foi utilizado para as proteinas
[172, 173] e 0 modelo TIP3P/CHARMM [172, 174] para a dgua.

Inicialmente, 500 passos de minimizacao de energia foram executados para cada
sistema para a remocao de maus contatos cristalograficos. Em seguida, 10 ps de
dinamica molecular foram conduzidos com as proteinas fixas, seguidos de 100 ps
de dinamica molecular com os carbonos « fixos. Estas etapas foram seguidas por
890 ps de dinamica molecular com todo o sistema livre, para equilibragao na tem-
peratura de 25 °C. Para os sistemas em 90 °C, 500 ps de dinamica molecular numa
temperatura intermediaria, 55 °C, foram conduzidos para, em seguida, equilibra-
los em 90 °C por 1 ns. Para os sistemas em 25 °C, 10 simulagoes independentes
de 12 ns foram feitas para a RmLam, 8 simulagoes de 12 ns para a aNLam e 8
simulagoes de 9 ns para a PcLam. Em 90 °C, 5 simulacoes independentes de 9 ns

forma executadas para cada enzima.
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6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Termoestabilidade

As simulagoes mostraram que a estabilidade térmica das laminarinases PcLam,
aNLam e RmLam se correlaciona com a estabilidade de seus nicleos hidrofébicos
— a regiao delimitada pelas duas folhas § (figura 6.1). Na temperatura de 25 °C,
nao se observa a penetracao de agua no nucleo hidrofébico das laminarinases. As
moléculas de dgua presentes (3 na PcLam, 2 na aNLam e 1 na RmLam) sao oriun-
das da estrutura cristalografica e 14 permanecem durante o curso das simulagoes
(figura 6.2). Por outro lado, na temperatura de 90 °C, moléculas de dgua adicionais
penetram o nicleo hidrofébico da mesofilica PcLam (até 6 moléculas), indicando
o inicio de um processo de desnaturagao. As (hiper)termoestdveis aNLam e Rm-
Lam, no entanto, nao sofrem penetragao de dgua e permanecem com seus niucleos
hidrofébicos intactos, como na temperatura ambiente. Estes resultados indicam
que a estabilidade térmica das laminarinases estd associada a capacidade do nicleo
hidrofébico de resistir a penetracao de agua em altas temperaturas. Além disso, a
estabilidade térmica das (hiper)termofilicas aNLam e RmLam se correlaciona com
o numero de moléculas de dgua presentes em seus nicleos hidrofébicos: apenas 1
molécula de 4gua na hipertermofilica RmLam e 2 moléculas de dgua na termofilica
aNLam. Isso sugere uma maior suscetibilidade do ntcleo hidrofébico da aNLam
em relacao ao da RmLam.

A razao molecular desse comportamento é a distribuicao de pontes salinas nas
estruturas das laminarinases. A mesoestavel PcLam possui, na entrada de seu
nucleo hidrofébico, residuos carregados que funcionam como uma porta de en-
trada para as moléculas de dgua (figura 6.2). Nas (hiper)termoestdveis aNLam e
RmLam, as pontes salinas, embora mais numerosas que na PcLam, se distribuem
sobre a superficie da proteina em contato com o meio aquoso, de forma que seus
nicleos hidrofébicos abrigam também residuos hidrofilicos [213, 235, 236]. Logo,
a distribuicao espacial das pontes salinas das laminarinases constitui um fator de-
terminante de suas estabilidades térmicas.

Embora elementos que conferem termoestabilidade a proteinas sejam multiplos,
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25°C 90 °C

ponte salina

Figura 6.2. Configuragoes das laminarinases PcLam, aNLam e RmLam
tomadas das simulacoes, mostrando as moléculas de agua presentes no ntcleo hi-
drofébico de cada enzima nas temperaturas de 25°C e 90°C. A 25°C, as moléculas
de dgua presentes no nicleo hidrofébico sao as mesmas presentes na estrutura cris-
talografica. Ao aumentar a temperatura, uma ponte salina facilita a entrada de
até 6 moléculas de dgua no nicleo hidrofébico da mesoestavel PcLam. A auséncia
desta ponte salina na termoestavel aNLam e na hipertermoestavel RmLam impede
a penetracao de dgua em seus ntcleos hidrofébicos, permanecendo, assim, estaveis
em altas temperaturas.

a existéncia de pontes salinas na superficie das proteinas é o fator que mais se

correlaciona com a termoestabilidade [217, 220]. Outros fatores, como nimero de



6.3. Resultados e discussao 103

ligacoes de hidrogénio, composicao de aminoacidos ou tipo de estrutura secundaria,
correlacionam-se mais fracamente [220]. Além de possuir um nimero elevado de
pontes salinas em sua superficie [213, 235, 236], a RmLam nao possui residuos pola-
res em seu nucleo hidrofébico, indicando um duplo fator termoestabilizador. Estes
resultados mostram ainda que pontes salinas e/ou residuos polares na entrada dos
nucleos hidrofébicos de glicosideo hidrolases em geral devem ser alvos de mutagoes

visando ao aumento da estabilidade térmica.

6.3.2 Termofilicidade

A analise das flutuagoes estruturais locais das laminarinases mostrou que a acessibi-
lidade do sitio ativo ao substrato pode mudar ao longo do tempo. Estas alteracoes
estruturais sao devido a flutuacoes de um conjunto de cadeias laterais de residuos
do canal de ligagao. Trés estados conformacionais majoritarios foram observados
e classificados conforme o grau de acessibilidade ao substrato: (i) estado obstruido
ou fechado, em que residuos do sitio de ligagao impedem o acesso do substrato ao
sitio ativo; (ii) estado aberto, em que o canal de ligagdo estd completamente ex-
posto ao solvente e ao substrato; e (iii) estado na forma de tinel, em que residuos
do canal de ligacao criam uma estrutura parcialmente fechada, mas que nao im-
pede a acessibilidade do substrato. A figura 6.3a ilustra cada um destes estados e a
frequéncia com que eles ocorrem nas simulacoes. O procedimento para a obtencgao
destas frequéncias esta descrito em detalhes na segao seguinte.

As simulagoes mostram que, embora todos estes trés estados sejam acessiveis
pelas laminarinases PcLam, aNLam e RmLam, a populagao predominante de cada
um dos estados depende da enzima. Mais importante, a resposta das populacoes
predominantes com o aumento de temperatura reflete o comportamento meso-,
termo- ou hipertermofilico das laminarinases. A 25 °C, a populacao dos trés esta-
dos é similar para as laminarinases PcLam e aNLam, em que o estado conforma-
cional predominante é o aberto. Por outro lado, a 90 °C, enquanto a populacao
relativa dos trés estados permanece essencialmente inalterada para a termofilica
aNLam, o estado obstruido se torna dominante para a mesofilica PcLam. Em

termos de atividade enzimética, o estado aberto, por ser acessivel ao substrato, é
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Figura 6.3. Estados do sitio de ligacao das laminarinases e suas
frequéncias. O estado obstruido possui residuos colapsados ao longo do canal de
ligacao das laminarinases e, por isso, possui o sitio ativo inacessivel ao substrato,
sendo, portanto, inativo. O estado aberto, visto nas estruturas cristalogréficas, pos-
sui o canal de ligacao ao substrato completamente exposto, sendo uma forma ativa
das enzimas. O estado tunel é acessivel ao substrato e possui residuos formando
uma possivel regiao de confinamento para o substrato. Enquanto a populacao dos
estados da mesofilica PcLam é sensivel ao aumento de temperatura, a populagao
das (hiper)termofilicas aNLam e RmLam é insensivel. As populagoes predominan-
tes em cada temperatura reflete a atividade relativa de cada uma das enzimas,
conforme descrito no texto.

uma forma ativa da enzima, enquanto que o estado obstruido, por possuir o sitio
ativo inacessivel, é uma forma inativa. Consistentemente, os resultados mostram
que a mesofilica PcLam se encontra em estados predominantemente ativos somente
na temperatura de 25 °C; em 90 °C a PcLam passa a visitar predominantemente
os estados inativos (obstruidos), perdendo sua atividade enzimdtica. Por ser ter-
mofilica, a aNLam resiste ao aumento de temperatura e permanece em estados

predominantemente ativos em ambas as temperaturas. As simulagbes mostram,
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portanto, a razao molecular da perda e retencao de atividade enzimética em altas
temperaturas da PcLam e aNLam, respectivamente.

Semelhantemente a aNLam, a populacao dos estados do sitio de ligagao da Rm-
Lam ¢ insensivel ao aumento de temperatura. No entanto, o estado predominante
da RmLam ¢é o da forma de tunel, e nao o aberto. Como o estado aberto, o tinel nao
impede o acesso do substrato ao sitio ativo, sendo, portanto, provavelmente ativo,
consistente com a atividade enzimatica da RmLam em altas temperaturas. Adici-
onalmente, o tunel cria um espago nanoscopicamente confinado, que poderia: (i)
reduzir a taxa de dissociacao do substrato antes da ocorréncia da reacao quimica; e
(ii) estabilizar o estado de transi¢cao por meio de interagoes enzima-substrato mais
efetivas que no caso da conformacao completamente aberta. Assim, o estado tunel
pode ser o mais ativo, e o fato de ser o estado predominante em altas tempera-
turas reflete a hipertermofilicidade da RmLam. Medidas de atividade enzimatica
da aNLam e RmLam com os mesmos substratos sao necessarias para corroborar a
ideia de que o estado tunel é mais ativo que o estado aberto.

O fato das laminarinases RmLam e aNLam exibirem predominancia de estados
ativos tanto em 25 °C quanto em 90 °C sugere que estas enzimas nao sao com-
pletamente inativas em temperaturas muito abaixo de suas temperaturas 6timas.
Embora enzimas termofilicas tendam a exibir baixa atividade em temperaturas
préximas a ambiente, isto nao constitui uma regra; ha casos em que enzimas exi-
bem atividade numa ampla faixa de temperatura [217]. Segundo as simulagoes,
este pode ser o caso das laminarinases aNLam e RmLam. Para outras glicosideo
hidrolases termofilicas, simulagoes mostraram que a exposicao do sitio ativo s
ocorre em altas temperaturas [238-240], indicando que simulagoes computacionais
sao capazes de indicar estados com baixa acessibilidade ao substrato em baixas
temperaturas, se esse for o caso. No caso das laminarinases (hiper)termofilicas,
estados acessiveis ao substrato predominam também em temperatura ambiente.
De fato, ha experimentos que mostram que a RmLam exibe atividade em 37 °C
[241] e que a aNLam exibe atividade em 30 °C [230], muito embora nao haja na
literatura curvas de atividade enziméatica em funcao da temperatura. Sendo assim,

nao ha dados para dizer o quao mais baixo da atividade maxima é a atividade
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proximo a temperatura ambiente destas enzimas. Experimentos sao necessérios

para corroborar os resultados das simulagoes.

6.3.3 Populacgoes dos estados do sitio de ligacao

Embora classificados em trés estados bem definidos, os estados do sitio de ligacao
sao consequéncia de flutuagoes de varias cadeias laterais em conjunto. Assim, a
definicao de um espacgo conformacional de baixa dimensionalidade que contenha os
trés estados nao ¢é trivial. Diante da dificuldade em definir uma coordenada confor-
macional simples, que defina bem os estados, um esquema baseado em superficie
acessivel ao solvente foi designado para obter a populacao dos estados.

Numa primeira etapa, a superficie acessivel ao solvente foi obtida utilizando
uma esfera de raio 1,4 A para varrer a superficie de van der Waals 242, 243] do canal
de ligagao. Em seguida, o espago delimitado pelo sitio de ligacao das laminarinases
foi preenchido por pontos de uma malha retangular de resolucdo 1,0 A, de tal
forma que os pontos ocupassem toda a extensao do canal de ligacao. O conjunto
de pontos externos a superficie acessivel ao solvente foram entao analisados. Estes
pontos definem a regiao nao ocupadas por atomos da enzima. A figura 6.4 ilustra
este procedimento.

O conjunto tridimensional de pontos foi entao projetado no plano yz, conforme
o sistema de eixos definido na figura 6.5. O eixo z é paralelo a direcao do ca-
nal de ligacao ao substrato das laminarinases, e o eixo y aponta em direcao ao
solvente. Os padroes bidimensionais obtidos da projecao dos pontos no plano yz
foram associados aos estados obstruido, aberto e tinel, conforme ilustrado na fi-
gura 6.6. O estado obstruido é caracterizado por um padrao contendo uma regiao
vazia continua (regioes isentas de pontos correspondem a regides preenchidas pela
proteina). Ao contrario, o estado aberto é caracterizado por um padrao isento de
vazios, o que significa que o canal de ligagao esta acessivel. O estado tunel, por
sua vez, é caracterizado por um buraco isolado no padrao de pontos, que reflete a
extremidade superior do tunel formado pela proteina.

Para discriminar os trés estados computacionalmente, o seguinte algoritmo foi

implementado num programa computacional:
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Figura 6.4. Contrucao da malha tridimensional de pontos ao longo do
canal catalitico das laminarinases. Somente os pontos externos a superficie acessivel
ao solvente das enzimas sao considerados para andlise, de maneira que os estados
do sitio de ligagao sejam capturados.
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Figura 6.5. Projegoes da malha tridimensional de pontos no plano xzy e yz.
O eixo y aponta em dire¢ao ao solvente e o eixo z é paralelo ao canal de ligacao ao
substrato. A projecao no plano yz permite que os trés estados das laminarinases
sejam univocamente discriminados.
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Figura 6.6. Padroes da projecao da malha tridimensional sobre o plano
yz. O estado obstruido é caracterizado por um padrao contendo uma regiao vazia,
o estado aberto por uma regiao completamente preenchida e o estado tiunel por
uma regiao vazia isolada entre os pontos da malha.

e se ha uma regiao vazia continua, isto é, nao acessivel ao carboidrato, até a base

da projegao, o estado é classificado como “obstruido” (figura 6.6, esquerda);

e se nao for possivel encontrar nenhuma regiao vazia ao longo das projecoes, o

estado ¢ classificado como “aberto” (figura 6.6, centro);

e se houver uma regiao vazia, mas isolada, o estado é contado como “tunel”
(figura 6.6, direita).

O algoritmo foi aplicado as trajetorias das laminarinases e as estatisticas obtidas

foram compiladas na figura 6.3.

6.4 Consideracoes finais

Neste trabalho, aspectos moleculares relacionados ao comportamento térmico de
laminarinases meso-, termo- e hipertermofilica foram investigados. Embora as trés
laminarinases sejam homélogas e compartilhem estruturas terciarias semelhantes,
diferencas locais em suas estruturas priméarias parecem influenciar suas estabili-
dades térmicas. Observou-se que a facilidade com que a agua penetra o nicleo
hidrofébico das laminarinases se correlaciona com suas estabilidades térmicas, in-
dicando que elementos estruturais que isolam o nicleo hidrofébico do meio externo
contribuem para a estabilidade térmica das enzimas. A presenca de uma ponte
salina na entrada do ntucleo hidrofébico da mesofilica PcLam, que funciona como

uma porta de entrada de agua para dentro do nicleo hidrofébico, é um exem-
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plo claro de um nticleo hidrofébico nao completamente protegido do meio externo
aquoso. Em termos praticos, estes resultados revelam que residuos polares den-
tro ou proximos de nicleos hidrofébicos devem ser alvos de mutagao visando ao
aumento da estabilidade térmica de glicosideo hidrolases em geral.

As laminarinases possuem um sitio de ligagao ao substrato altamente dinamico.
Além da conformacao aberta revelada pelas estruturas cristalograficas, as simu-
lagoes indicam dois estados adicionais: um dos estados, supostamente inativo,
possui o sitio ativo completamente obstruido; outro, supostamente o mais ativo,
é acessivel ao substrato e possui uma configuracao que permitiria o substrato ser
efetivamente confinado para sofrer hidrdlise. Estes estados fazem parte de um
equilibrio dinamico, o qual é sensivel a variagoes de temperatura apenas para a
laminarinase mesofilica PcLam. Nas (hiper)termofilicas aNLam e RmLam, estados
ativos dominam o equilibrio mesmo em altas temperaturas. A populacao destes
estados parece refletir a atividade relativa das laminarinases em altas e baixas
temperaturas.

Em suma, tais resultados mostram que a estabilidade e a atividade de gli-
cosideo hidrolases em altas temperaturas estao intimamente relacionadas as suas
estruturas, dinamicas e interagoes com o solvente, e contribuem para o entendi-
mento dos varios fatores que influenciam o comportamento térmico de enzimas
em geral. Sem duvida, tais informacoes sao fundamentais para o desenvolvimento
estratégias de engenharia de enzimas baseadas em desenho racional, a fim de au-
mentar a estabilidade e atividade de glicosideo hidrolases em altas temperaturas,
caracteristicas essas necessarias para a eficiente conversao enzimatica da biomassa

em biocombustiveis.
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Capitulo 7
Disrupcao
nao-hidrolitica de

biomassa por expansinas

7.1 Introducao

As paredes celulares de plantas oferecem suporte e protecao as células vegetais.
Como descrito no Capitulo 2, as paredes celulares sao constituidas de microfibrilas
de celulose envoltas por uma matriz polimérica amorfa contendo hemiceluloses,
lignina, pectina e proteinas. Esta matriz polimérica se arranja numa rede que
mantém as microfibrilas unidas por ligagdes nao-covalentes [5]. Arranjadas dessa
forma, a parede celular possui a resisténcia mecanica necessaria para suportar as
pressoes de turgor originadas do citoplasma das células. Durante o periodo de cres-
cimento, entretanto, a parede celular deve ser flexivel o bastante para acompanhar
o aumento do volume das células. Em alguns casos, as células podem sofrer um
aumento de volume de 30.000 vezes antes de atingir a maturidade [244, 245]. As-
sim, a arquitetura da parede celular, deve, de alguma forma, ser modificada para
permitir o crescimento da planta.

Expansinas sao proteinas que regulam a extensao da parede celular de plantas
em desenvolvimento [244-246], e varios estudos genéticos e funcionais demonstram
suas funcgoes bioldgicas. Expansinas induzem extensao e relaxacao em plantas sub-
metidas a tensoes externas [247-250], e estao envolvidas em processos que requerem
o afrouxamento da arquitetura da parede celular, como amadurecimento de frutos
[251, 252], abscisao (queda) de folhas e frutos [253], crescimento de raizes [254]
e germinacao de sementes [255]. Enquanto tecidos em fase de crescimento natu-

ralmente expressam genes de expansina, o silenciamento desses genes impede o
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crescimento da planta [256-258]. Além disso, a adi¢ao de expansinas exdgenas a
plantas normais estimula ainda mais o crescimento, indicando que as expansinas
enddgenas podem limitar o desenvolvimento das plantas [245, 249, 259].

A atividade da expansina é medida em termos da taxa de extensao que ela
induz em paredes celulares submetidas a forcas externas. A figura 7.1 mostra
o aparato (extensometro) utilizado nos experimentos. Parte do tecido vegetal em
crescimento é submetido a um tratamento térmico para inativar as expansinas. Em
seguida, este tecido é submetido a uma forga externa constante e seu comprimento

¢ medido em funcao do tempo. Observa-se que, devido a inativacao das expansinas,

inativagdo térmica
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Figura 7.1. Experimento de extensao de parede celular por expansinas.
Paredes celulares com expansinas inativadas termicamente nao respondem a forca
externa, mas, quando na presenca de expansinas exdgenas, respondem imediata-
mente a forga externa, apresentando aumento significativo da taxa de extensao.
Adaptado de [244] com permissao de Nature Publishing Group.
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o tecido tratado termicamente exibe pouca ou nenhuma extensao como resposta a
forga externa. Quando, porém, expansinas sao adicionadas ao meio, provocam um
aumento da taxa de extensao sob forca externa constante [244].

Duas familias de expansinas (expansinas-a e expansinas-(3) ocorrem em plan-
tas, e proteinas similares sao encontradas em outros organismos, como bactérias
patogénicas que colonizam raizes de plantas [260-262] e fungos que degradam bi-
omassa lignocelulésica [74, 75, 263]. Todas estas proteinas induzem modificagoes
nas paredes celulares vegetais por um mecanismo nao-hidrolitico e, por isso, sao co-
nhecidas como proteinas disruptivas nao-hidroliticas [78]. Além do papel bioldgico,
estas proteinas disruptivas afetam a degradacao enzimatica de biomassa. A parede
celular é recalcitrante a degradacao enzimatica em parte devido a reduzida acessi-
bilidade da celulose [2, 4, 17, 57]. Quando misturada com celulases, as proteinas
disruptivas aumentam a atividade enziméatica, supostamente aumentando a acessi-
bilidade do substrato as enzimas [71, 74-78, 261]. Embora tem sido proposto que
tais proteinas agem rompendo as redes de ligagoes de hidrogénio dentro da parede
celular [78], nenhuma evidéncia experimental ou computacional deste mecanismo

foi reportada até o momento.

7.1.1 Expansina EXLX1 de Bacillus subtilis

A expansina EXLX1 da bactéria Bacillus subtilis tem recebido atencao especial
ultimamente. Varios estudos relacionados a estrutura e funcao de expansinas vém
utilizando a EXLX1 como expansina-modelo, principalmente devido as dificulda-
des de expressao heterdloga de expansinas de plantas em bactérias. Devido as
similaridades com as expansinas de plantas, o conhecimento obtido para a EXLX1
provavelmente se aplica a expansinas de plantas e a outras proteinas disruptivas.
A EXLXI1 exibe atividade de extensao de parede celular qualitativamente similar
a expansinas-f [260], apresenta atividade de enfraquecimento de celulose [72, 264]
e potencializa a agao de celulases sobre celulose [72]. Associado a isso, a EXLX1
possui estrutura similar a de expansinas de plantas, em que dois dominios, D1 e
D2, se contatam e sao conectados por um pequeno linker, como ilustrado na figura
7.2 [260, 265]. O dominio D1 exibe similaridade distante com glicosideo hidrola-
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Figura 7.2. Estrutura 3D da expansina EXLX1 (PDB: 3D30 [260]), mos-
trando os dominios D1 e D2, e os aminoacidos aromaticos e béasicos, presentes em
D2, e polares/carregados presentes em DI.

ses da familia 45 (GH45) [266], mas nenhuma atividade hidrolitica foi detectada
para a expansina até o momento. Como as enzimas GH45, o dominio D1 possui
uma superficie populada por residuos polares/carregados, os quais sao importantes
para a atividade da expansina [264]. O dominio D2 é um dominio do tipo imu-
noglobulina (Ig-like) e foi recentemente reconhecido como um médulo de ligagao
a carboidratos do tipo A — que reconhece superficies cristalinas —, pertencente a
familia 63 (CBM63). Como tal, o dominio D2 exibe uma superficie plana for-
mada por residuos aromaticos, adaptada ao reconhecimento da celulose cristalina
(figura 7.2) [135, 260, 264, 265, 267].

Georgelis et al. [264] mostraram que ambos os dominios D1 e D2 devem es-
tar conectados pelo linker para que a EXLX1 apresente atividade de extensao de

parede celular. O dominio D1 ou o D2 isolados nao exibem atividade, e nem os
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dominios D1 e D2 presentes no meio, mas nao conectados pelo linker. Assim, o
mecanismo de acao da EXLX1 envolve a agao conjunta de ambos os dominios co-
nectados pelo linker. A mutacao dos residos aromaticos do dominio D2 elimina
completamente tanto a capacidade de ligacao da EXLX1 como sua atividade em
parede celular e papel filtro (celulose pura). Isso indica que hd uma relac¢do entre
ligacao da EXLXI1 e sua atividade. Finalmente, a ligacao da EXLX1 aos polissa-
carideos nao-celulésicos da parede celular (hemicelulose e pectina) é mediado por
residuos bésicos na regiao do dominio D2 oposta a superficie aromatica (figura
7.2). Recentemente, estudos de RMN de estado sélido revelaram que dominios da
celulose ricos em xiloglucano sao os alvos da expansina EXLX1 na parede celular
[268]. Semelhantemente, Park & Cosgrove [269] demonstraram que a atividade de
extensao de expansina-a é reduzida em plantas transgénicas deficientes em xiloglu-
cano. Estes estudos sugerem que a acao das expansinas envolve ligacao a celulose e
algum outro tipo de envolvimento com a fracao de xiloglucanos fortemente ligada
a celulose cristalina.

Apesar dos efeitos biofisicos das expansinas em paredes celulares serem bem
descritos, as bases moleculares por tras desses efeitos ainda sao pouco compreen-
didas, principalmente devido as dificuldades de estudar mecanismos biofisicos em
sistemas bioldgicos complexos na nanoescala. Nesta parte da tese, um extenso
conjunto de simulagoes de dinamica molecular foram realizadas para entender as
seguintes questoes: (1) a adsorgao e dinamica da EXLX1 sobre celulose cristalina;
(2) a interacao da EXLX1 com uma cadeia de glucano; (3) as bases moleculares
da inativacao da EXLX1 com as mutagoes Asp82Asn e Tyr73Ala. O efeito de
tais mutacoes, como descrito adiante, fornecem informacoes sobre o mecanismo da
EXLX1.
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7.2 Metodologia

7.2.1 Construcao dos sistemas
EXLX1 nativa

As coordenadas iniciais da expansina EXLX1 foram tomadas da estrutura crista-
logréfica obtida por Kerff et al. (c6digo PDB: 3D30) [260]. Atomos de hidrogénio
foram adicionados de acordo com valores de pK, em pH=7, estimados usando o
servidor H4++ [169, 170]. O pH neutro foi escolhido considerando que a EXLX1
é ativa em valores de pH variando de 5,5 a 9,5 [264]. A estrutura foi entao sol-
vatada por uma caixa retangular contendo moléculas de dgua e fons Na®™ e Cl~
na concentracao de 0,15 M, com excesso de contra-ions para neutralizar o sistema
eletricamente. A caixa de simulagao foi construida com o programa Packmol [237]
de tal forma que a distancia minima entre a proteina e as extremidades da caixa
fosse de 16 A. A estrutura assim construida foi entdo submetida ao seguinte pro-
cedimento: (1) com todos os atomos da EXLXT1 fixos, 1000 passos de minimizagao
de energia com gradientes conjugados seguidos de 200 ps de dinamica molecular;
(2) com todos carbonos o da EXLX1 fixos, 1000 passos de minimizagao de energia
com gradientes conjugados seguidos de 200 ps de dinamica molecular; (3) 600 ps de
dinamica molecular com todos os atomos livres. Apds estas etapas de preparacao,

uma trajetéria de 150 ns foi obtida e utilizada para as anéalises.

Mutantes Asp82Asn e Tyr73Ala

Da simulacao de 150 ns da EXLX1 nativa, uma configuragao foi tomada aleatori-
amente — ja que as configuracoes ao longo dos 150-ns de simulacao diferem pouco
entre si — para construir os sistemas dos mutantes Asp82Asn e Tyr73Ala. As coor-
denadas dos residuos mutantes foram inseridas conforme as coordenadas internas
do campo de forca CHARMM22 [172]. Para o mutante Asp82Asn, um cétion Na™
foi removido para compensar a substituicao do residuo Asp negativamente carre-
gado pelo residuo Asn eletricamente neutro. Ambos os sistemas foram submetidos
a 100 passos de minimizacao de energia seguidos de 10 ns de dinamica molecular,

com todos os atomos livres. Uma trajetoria de 150 ns foi entao gerada para cada
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um dos mutantes.

EXLX1 sobre celulose cristalina

Para as simulacoes envolvendo a celulose cristalina, o modelo hexagonal de fibrila
elementar de 36 cadeias foi empregado (figura 2.4a) [14]. Uma fibrila elementar
de celulose cristalina 13, de grau de polimerizacao 24, foi gerada com o programa
cellulose-builder [9, 270]. Este grau de polimerizagao foi escolhido de forma que o
comprimento da fibrila fosse aproximadamente duas vezes o tamanho da EXLXI.
Para estudar o processo de adsorcao, a EXLXI1 foi colocada a aproximadamente
10 A da superficie hidrofébica da celulose numa orientagido em que a superficie
aromatica do dominio D2 esta paralela a superficie. Uma camada de agua de pelo
menos 20 A da EXLX1 ou da celulose foi criada usando Packmol [237]. Tal arranjo
permitiu que moléculas de dgua ocupassem o espaco entre a EXLX1 e a superficie
da celulose, de forma que o processo de adsorcao pudesse ser observado. Antes de
gerar uma trajetoria de 50 ns — tempo suficiente para a EXLX1 se adsorver sobre
a celulose — em temperatura e volume constantes, o sistema foi preparado com
o seguinte procedimento: (1) 1000 passos de minimizagao de energia seguidos de
500 ps de dinamica molecular com todos os atomos da EXLX1 e da celulose fixos;
(2) 1000 passos de minimizacao de energia seguidos de 2 ns de dindmica molecular
com todo o sistema livre. O passo (1) foi executado para permitir a relaxagao
da camada de dgua entre a EXLX1 e a celulose e o passo (2) para equilibrar
a temperatura e a densidade do sistema (esta etapa foi feita com temperatura e
pressao constantes). Para estudar a dinamica da EXLX1 adsovida sobre a celulose,
as coordenadas do complexo EXLX1-celulose foram tomadas do final da simulacao
de adsorcao e uma nova caixa de simulagao foi construida, dessa vez com uma
camada de dgua mais fina, mas ainda com pelo menos 20 A de distancia entre as
extremidades da caixa e o complexo EXLX1-celulose. Uma simulacao de 200 ns
foi entao executada apds a repeticao das mesmas etapas de preparacao (1) e (2)

da simulacao de adsorcao.
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EXLX1 ligada a cadeia de glucano

A estrutura inicial da EXLX1 complexada com um oligossacarideo foi obtida to-
mando as coordenadas da EXLX1 e da cadeia de glucano alinhada a superficie
aromética no complexo EXLX1-celulose. Este sistema (sem solvente) foi entao sub-
metido a 10.000 passos de minimizacao de energia seguidos de 200 ps de dinamica
molecular com a EXLX1 fixa. Isso foi feito para permitir o oligossacarideo se ajus-
tar a ambos os dominios D1 e D2 da EXLX1. Apds este procedimento, o sistema
foi solvatado por uma camada de dgua de pelo menos 16 A numa caixa retan-
gular contendo NaCl na concentragao de 0,15 M. Contra-fons em excesso foram
adicionados para neutralizar o sistema. Para relaxar/equilibrar o sistema, foram
adotados os mesmos passos usados para o sistema da EXLX1 nativa na auséncia
de substrato. Inicialmente, uma trajetéria de 200 ns foi gerada. Nos primeiros
100 ns, o substrato permaneceu ligado a ambos os dominios D1 e D2. Apds este
periodo, o substrato se dissociou do dominio D1 e comegou a explorar conformagoes
no meio. Para aumentar a amostragem, trés novas simulacoes foram executadas
partindo de estruturas tomadas aleatoriamente dos primeiros 100 ns da simulacao
(as configuragoes diferem pouco entre si). Destas trés, o substrato permaneceu no
estado ligado durante os primeiros 60, 38 e 32 ns. A dissociagao do substrato do
dominio D1 é esperada, ja que este dominio nao possui funcao de ligacao, que é
exercida pelo dominio D2 [264]. As estruturas com substrato complexado foram

entao reunidas e utilizadas para anélise.

7.2.2 Detalhes computacionais

Todas as simulagoes foram executadas com o programa NAMD [171]. O campo de
forca. CHARMM?22 com a correcao CMAP foi usado para modelar as interagoes
da EXLX1 [172, 173] e o campo de forca CHARMMS36 para a celulose [193].
Para as moléculas de dgua, o modelo TIP3P/CHARMM foi empregado [172, 174].
Condigoes de contorno periddicas foram empregadas; as interacoes de longo al-
cance foram computadas usando particle mesh Ewald [105] e as de curto alcance

foram truncadas utilizando raio de corte de 12 A. Ligacoes quimicas envolvendo
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atomos de hidrogénio foram vinculadas em seus comprimentos de equilibrio e um
passo de 2.0 fs foi usado para integrar as equacoes de movimento numericamente.
Exceto nas simulagoes de fibrila de celulose, em todos os sistemas a temperatura
e a pressao foram mantidas constantes em 300 K e 1 atm através do termostato
e pistao de Langevin, respectivamente, como implementado no NAMD. Nos siste-
mas envolvendo celulose, as simulagoes foram realizadas em volume e temperatura

constantes.

7.3 Resultados

7.3.1 Adsorcao da EXLX1 sobre celulose cristalina

Para estudar a dinamica da EXLX1 interagindo com uma fibrila elementar de
celulose, simulacoes de dinamica molecular foram executadas para um sistema
contendo uma fibrila de celulose e a EXLX1 dispersa no meio. A EXLX1 foi
posicionada préximo a face hidrofobica da celulose e o sistema foi permitido evoluir
naturalmente no tempo. Dentro dos primeiros 20 ns de simulacao, o dominio D2
dirige a adsorcao da EXLX1 sobre a superficie da celulose. A figura 7.3a mostra as
distancias entre a superficie da celulose e os dominios D1 e D2, com as configuracoes
do sistema nos tempos t = 0, t = 7,5 ns e t > 20 ns. A adsorc¢ao inicia com
o dominio D2 se aproximando da celulose através do residuo aromético Trpl25
(t = 7,5 ns) (figura 7.2). A medida que os outros residuos aromaticos do dominio
D2 se aproximam da celulose, o dominio D1 ¢é forcado a se aproximar da celulose
devido aos vinculos geométricos da EXLX1. Durante este processo, a camada de
agua presente na regiao entre o dominio D2 e a superficie da celulose é expulsa para
o meio. Estes resultados indicam que as interacoes entre a superficie aromatica da
EXLX1 e a superficie hidrofébica da celulose — seguida pela expulsao das aguas
interfaciais — constituem a for¢a motriz da adsorcao da EXLXI.

As energias de interagao entre a fibrila de celulose e a EXLX1 fornecem detalhes
adicionais sobre a natureza das interagoes EXLX1-celulose. A energia de interacao
total entre a EXLX1 e a celulose decresce durante o processo de adsorcao devido a

uma forte atracao de van der Waals; ao mesmo tempo, a componente eletrostatica
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Figura 7.3. Adsor¢ao da expansina EXLX1 sobre a superficie hidrofébica
da celulose cristalina. (a) Distancia entre a superficie da fibrila de celulose e os
dominios D1 e D2 durante o processo de adsor¢ao, com configuragoes representa-
tivas da simulacao. Observa-se que interagoes do dominio D2 com a superficie da
celulose dirige o processo de adsorgao da EXLX1. (b) Energias de interagao entre a
celulose e a EXLX1 intacta (esquerda), somente o dominio D1 (central) e somente
o dominio D2 (direita) durante o processo de adsor¢ao. Ocorre uma redugao na
energia de van der Waals entre a celulose e o dominio D2 durante a adsorcao.

da energia flutua em torno de valores positivos (figura 7.3b, painel da esquerda). A
origem principal destas interacoes de van der Waals sao as interagoes do dominio
D2, e nao do D1, o qual interage com a celulose principalmente através de forcas
eletrostaticas (figura 7.3b, painel central e da direita). Além disso, a energia de
interacao total entre o dominio D2 e a celulose converge para valores proximos
de zero nos estagios finais da simulacao. Isso sugere a predominancia de fatores
de estabilizagao entrépicos — associado a expulsao de moléculas de dgua — em
relacao a fatores entdlpicos na ligacao da EXLX1 a celulose. Logo, estes resultados

indicam que as interacoes EXLX1-celulose sao de natureza hidrofébica e que forcas
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entropicas dirigem o processo de adsorcao.

7.3.2 Translacao longitudinal da EXLX1 sobre a celulose

Apbs o processo de adsorcao ter sido finalizado em 50 ns, a trajetoria foi estendida
por mais 200 ns para estudar o comportamento dinamico da EXLX1 adsorvida
sobre a celulose. A figura 7.4 mostra as energias de interacao entre a celulose
e a EXLX1 adsorvida. Observa-se que as energias flutuam em torno de valores
médios aproximadamente constantes, indicando que a EXLX1 nao esta num estado

transiente de adaptacao a superficie.
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Figura 7.4. Energias de interacao entre a celulose e a EXLX1 intacta
(esquerda), somente o dominio D1 (central) e somente o dominio D2 (direita) com
a expansina adsorvida sobre a fibrila de celulose. As flutuacoes das energias em
torno de valores médios aproximadamente constantes indicam que a EXLX1 nao
esta num estado transiente de adaptagao sobre a celulose.

A simulacao mostra que a EXLX1 pode transladar longitudinalmente sobre a
superficie hidrofébica da celulose. Observou-se que, em torno de 80 ns, a EXLX1
desliza ao longo de um residuo de glicose na superficie (figura 7.5). A cadeia de
celulose sobre a qual os trés residuos arométicos da EXLX1 (Trp125, Trpl26 e
Tyrl57) se alinham funciona como um trilho sobre o qual a EXLX1 translada.
Este resultado sugere que o dominio D2 exerce funcoes além de simplesmente ligar
a EXLX1 a celulose, ja que a translagao longitudinal da EXLX1 pode ser essen-
cial para o mecanismo das expansinas. Translagao longitudinal ao longo da face
hidrofébica da celulose foi observada em varios estudos para CBMs do tipo A iso-
lados, que possuem uma superficie aromatica que reconhece superficies cristalinas

(137, 271, 272).
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Figura 7.5. Movimento translacional da EXLX1 sobre a superficie da ce-
lulose. (a) Evolugao temporal da distancia entre o carbono « do residuo aromético
Trp125 (dominio D2) e o residuo de glicose com o qual estd em contato inicialmente.
Observa-se uma transicao abrupta em torno de 80 ns, indicativa da translacao da
EXLX1 ao longo de uma unidade de glucose sobre a celulose. (b) Posi¢oes inicial
e final da EXLX1 sobre a superficie da celulose, evidenciando que ocorreu uma
translagao da proteina.

A EXLXI1 nao induziu alteracoes na estrutura da celulose nos 200 ns de si-
mulagao. Resultado similar foi reportado por Wang et al. com 40 ns de simulacao
da EXLX1 sobre celulose [268]. Tal observagao nao é completamente inesperada,
ja que a escala de tempo dos efeitos macroscépicos induzidos pelas expansinas em

paredes celulares é da ordem de segundos a horas [260].

7.3.3 Centro de torgao: interacao entre EXLX1 e

oligossacarideo

A hipdtese atual para o mecanismo de acao das expansinas é a de que elas rompem
ligacoes de hidrogénio entre componentes da parede celular, assim enfraquecendo
sua estrutura. Uma vez que ja foi demonstrado que o dominio D2 exibe fungao
de ligacao a celulose e hemicelulose, enquanto o dominio D1 possui varios residuos
polares/carregados que sao importantes para atividade — mas de fungao desconhe-
cida —, é razoavel supor que o dominio D1 é responsavel pela funcao disruptiva das
expansinas [264]. Para compreender o papel do dominio D1, a EXLX1 foi simulada

complexada com uma cadeia oligossacaridica. Ja que o oligossacarideo nao esta
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empacotado na estrutura cristalina da celulose, este modelo permite investigar as
interacoes EXLX1-substrato que seriam estabelecidas uma vez que tenham sido
rompidas (seja por alguma agdo da EXLX1 ou devido a presenca de defeitos pré-
existentes na superficie) as interagoes intermoleculares entre as cadeias de celulose
cristalina. O modelo representa também interacoes entre a EXLX1 e regioes de
uma cadeia de xiloglucano isenta de ramifica¢oes, cuja cadeia principal coincide
com a cadeia de glucano.

A figura 7.6 mostra a estrutura da EXLX1 complexada a cadeia oligossacaridica
em sua conformacao predominante. De azul a vermelho, as cores representam uma
escala de flutuacdes conformacionais de 1,5 a 3,0 A. A mobilidade da cadeia varia
ao longo dos sitios de ligacao da EXLX1 (numerados na figura 7.6) e apresenta
valores minimos em duas regides especificas (figuras 7.6a, 7.6b): sobre o residuo
Trpl126 do dominio D2 e sobre o residuo Asp82 do dominio D1. Enquanto os
residuos aromaticos seguram a cadeia numa conformacao planar no dominio D2
através de interacoes do tipo CH-7 stacking, varios residuos polares em torno do
Asp82 induzem uma tor¢ao na parte da cadeia oligossacaridica ligada ao dominio
D1. Esta tor¢ao pode ser parte do mecanismo pelo qual a EXLX1 enfraquece a
estrutura da celulose e da parede celular.

A analise das energias de interacao entre o oligossacarideo e cada um dos
residuos da EXLX1 mostra quais sao os residuos importantes para interagir com
o substrato (figura 7.7a). No dominio D2, os residuos arométicos Trp125, Trp126
e Tyrl57 interagem com o substrato através de stacking hidrofébico CH-w en-
quanto o residuo Lys119 auxilia na estabilizacao do stacking com uma ligacao de
hidrogénio com um residuo de glicose. Consistentemente, a mutagao de cada um
desses quatro residuos por alanina resulta na diminuicao da capacidade de ligacao
da EXLX1 a celulose [264]. Entretanto, as constantes de ligagao dos mutantes nao
se correlacionam com os valores das energias de interagao reportadas aqui (tabela
7.1), indicando que forgas entrdpicas, e ndo somente entalpicas, regulam as in-
teragoes EXLX1-substrato. Por estarem distantes dos sitios de ligacao aromaticos,
os residuos Glul91, Ser192 e Gly193 interagem fracamente com o substrato (figura

7.7b). Com excecao do residuo Asp82, os residuos do dominio D1 envolvidos na
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Figura 7.6. Conformagao da cadeia oligossacaridica ligada a EXLX1. (a)
Estrutura da EXLX1 ligada ao oligossacarideo colorido conforme suas mobilidades
atomicas obtidas durante o curso das simulacoes. De azul a vermelho, a escala
de cor representa flutuagoes médias de <1,5 A a >3.0A. Enquanto o dominio D2
segura o substrato em uma conformacao planar, o dominio D1 induz uma torcao
de 90° na cadeia (indicada pelo retangulo pontilhado). (b) Flutuagao média dos
residuos de glicose ao longo da cadeia oligossacaridica. Barras de erro indicam
desvio padrao de diferentes simulagoes. Os ntmeros dos residuos de glicose estao
indicados no painel (a). Ambos os dominios D1 e D2 possuem residuos capazes de
estabilizar a conformacao do substrato.

ligacao do substrato o fazem com energia de interagdo média de -10 keal /mol, prin-
cipalmente via ligagoes de hidrogénio (somente o residuo Tyrl3 nao faz ligacao de
hidrogénio com a cadeia). O residuo Asp82 parece ter uma importancia central na
interacao EXLX1-substrato. Diferentemente dos outros residuos, o Asp82 interage
com energia média de -30 kcal/mol. De fato, a substituicao do Asp82 por alanina

ou asparagina inativa completamente a EXLX1 [264].
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Figura 7.7. Interagoes entre EXLX1 e oligossacarideo. (a) Energias médias

de interagao entre o substrato e cada um dos residuos da EXLX1. (b) Estrutura
da EXLX1 mostrando a localizagao dos residuos que interagem com o substrato.

Tabela 7.1. Comparacao das constantes de dissociacao (K ) associadas a
interacao expansina-celulose de mutantes em que os residuos listados foram subs-
tituidos por alanina [264], com as energias de interagao expansina-glucano obti-
das das simulacoes. Os dados mostram que nao ha correlacao entre as energias
de interacao com as constantes de ligacao dos mutantes, sugerindo que fatores
nao-entdalpicos sao importantes na interacao EXLX1-substrato. Os valores entre
parénteses indicam desvio padrao.

Residuo K, (mutagao por alanina) Energia (kcal/mol)

Lys119 3,53 (1,02) -40 (6)
Trpl25 5,72 (1,21) -10 (2)
Trp126 4,62 (1,58) 12 (2)
Tyrl57 5,61 (1,53) 5 (2)
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Entre todos os residuos do dominio D1, os residuos Thr14, Ser16, Asp71 e Asp82
sdo os que estao envolvidos diretamente com a tor¢ao do oligossacarideo (figura
7.8). As frequéncias de ligagoes de hidrogénio computadas das simulages indicam
que, destes quatro residuos, a Thr14 e o Asp82 assumem um papel mais importante
nas interacoes, ja que eles estao mais persistentemente envolvidos em ligagoes de

hidrogénio que os residuos Serl6 e Asp7l (figura 7.8b). Além disso, o residuo
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Figura 7.8. Ligacoes de hidrogénio entre o dominio D1 e o oligossacarideo.
(a) Visao detalhada das interagdes do substrato com os residuos do dominio D1
responsaveis pela torcao. A numeracao dos residuos de glicose corresponde aquelas
mostradas na figura 7.6a. (b) Frequéncia das ligagdes de hidrogénio entre o subs-
trato e a EXLX1. O residuo Asp82 se envolve na mais persistente ligacao de
hidrogénio com o oligossacarideo.

Asp82 pode interagir com o substrato através de duas ligacoes de hidrogeénio. Estes
resultados sao consistentes com o perfil de mobilidade dos residuos de glicose ligados
aos sitios 8, 9 e 10 do dominio D1 (figura 7.6), uma vez que as unidades de glicose
mais méveis estao associadas com ligagoes de hidrogénio menos persistentes com
residuos do dominio D1.

Os resultados indicam que o residuo Asp82 é o que interage mais fortemente com
o substrato e é capaz de induzir uma estabilizacao estrutural no estado torcionado
da cadeia oligossacaridica. Assim, o residuo Asp82 — cuja estabilidade estrutural é
refor¢ada por uma ligagao de hidrogénio com o residuo Thr12 (figura 7.8a) — parece
ser uma espécie de sitio ativo da EXLX1, o que sera denotado aqui por centro de
torcao da EXLXT1.
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7.3.4 Mutante Asp82Asn

De acordo com os resultados da secao anterior, o residuo Asp82 parece ser essen-
cial para a funcao da EXLX1 por criar um centro de tor¢ao que induz alteracoes
conformacionais na cadeia oligossacaridica. Recentemente, foi demonstrado que
a substituicao do Asp82 por uma alanina desabilita a atividade de extensao da
EXLX1 em paredes celulares [264]. A mutagdo Asp82Ala na expansina ExI1 de
Pectobacterium carotovorum, que possui a superficie de ligagao do dominio D1 si-
milar a da EXLX1, desabilita sua atividade de amorfogénese de celulose cristalina,
sugerindo que o mesmo deve acontecer com a EXLX1 mutante [273]. Isso indica
que ligacoes de hidrogénio mediadas pelo aspartato estao envolvidas na atividade
nao-hidrolitica da EXLX1. O efeito da substituicao do Asp82 por outros residuo
polares capazes de fazer ligacoes de hidrogénio nao causaria, em tese, perturbacoes
drésticas na atividade da EXLX1. No entanto, nao € isso que se observa: o mutante
Asp82Asn também nao exibe atividade em paredes celulares [264]. A principio, isso
parece contra-intuitivo, uma vez que o residuo de asparagina também possui capa-
cidade de ligacao de hidrogeénio através de seu grupo amida. Uma possibilidade é
que o residuo Asp82 participa da catalise de uma reacao quimica, de forma que sua
substituicao por Asn impediria um ataque nucleofilico ou transferéncia de proton,
conforme os mecanismos mostrados nas figuras 2.8 e 2.7. Entretanto, diversos es-
tudos reportaram evidéncias de as expansinas serem nao-hidroliticas. A fim de
entender as razoes do fato do mutante Asp82Asn ser inativo com base no papel
sugerido para o residuo Asp82 de centro de tor¢ao, o sistema mutado foi simulado.

Diferentemente do residuo Asp82 na EXLX1 nativa, o residuo mutante Asn82
nao esta disponivel para interagir com o substrato. Através de um mecanismo
envolvendo o residuo vizinho Tyr73, o residuo Asn82 se move regularmente para
uma regiao inacessivel ao solvente do dominio D1, impedindo o contato com o
substrato. Como ilustrado na figura 7.9, os residuos Asn82 e Tyr73 entram num
equilibrio mutuo entre dois estados conformacionais, os quais sao denotados aqui
como estados ativo e inativo. No estado ativo, o residuo Asn82 e todos os outros em
sua vizinhanca, assumem uma configuragao similar aquela assumida pela EXLX1

nativa, ilustrada com o substrato na figura 7.8a. No estado inativo, o residuo
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Asn&2 interagem com o residuo Tyr73, causando alteracoes conformacionais que
resultam no deslocamento da Asn82 para uma posi¢ao debaixo do anel aromatico
da Tyr73. O residuo Thrl4 parece contribuir com este processo fazendo uma
ligacao de hidrogénio com a Tyr73 (figura 7.9). O resultado disso é que o residuo
Asn&82 no estado inativo nao esta mais disponivel para induzir tor¢oes no substrato.
Interagoes entre grupos amida e anéis arométicos, como a interacao entre Asn82 e
Tyr73, sao comuns em proteinas e sao de natureza dispersiva e eletrostética [274].

A evolugao temporal do rmsd do residuo Asn82 mostra que o tempo de vida dos
estados ativo e inativo é da ordem de algumas dezenas de nanossegundos (figura
7.10a) e que a populagao do estado inativo (60%) é somente ligeiramente maior que
a do estado inativo (40%) (figura 7.10b). Assim, ambos os estados sao acessados
durante o curso da simulagao e numa escala de tempo muito menor que a escala
de tempo de acao da EXLX1 na parede celular. Embora o estado ativo represente
uma fracao consideravel das conformacoes amostradas, sugerindo a existéncia de
uma atividade residual do mutante Asp82Asn, este estado nao é persistente por
tempo suficiente para a acao da EXLX1. Estes resultados corroboram o papel

central do residuo Asp82 no mecanismo da EXLX1.

7.3.5 Mutante Tyr73Ala

Estudos de mutagénese sitio-dirigida mostraram que o mutante Tyr73Ala é essen-
cialmente inativo, enquanto o mutacao Tyr73Phe resulta em nenhuma alteracao
na atividade da EXLX1 [264]. Isso mostra que o residuo Tyr73 exerce um papel
na atividade da EXLX1 através de seu anel aromatico e que nao estd envolvido em
ligagoes de hidrogenio. Diante da ideia desenvolvida nas secoes anteriores, de que
a atividade da EXLX1 ¢ determinada por residuos do centro de torcao, nao ¢ claro
como o residuo Tyr73 influencia a funcao da EXLX1. De fato, a anélise de energias
de interagao entre a EXLX1 e a cadeia oligossacaridica mostra que o residuo Tyr73
nao interage com o substrato (figura 7.7a). Para compreender a func¢ao do residuo
Tyr73 e sua relagdo com o centro de torcao, o mutante Tyr73Ala foi simulado.
Os resultados sugerem que a EXLX1 mutante carece da estabilidade estrutu-

ral em torno do centro de torcao necessaria para estabelecer interagoes proteina-



7.3. Resultados 129

estado ativo estado inativo

Figura 7.9. Conformagao do centro de torgao (dominio D1) no mutante
Asp82Asn, mostrando o equilibrio conformacional entre os estados ativo e inativo,
onde o par Asn82/Tyr73 assume duas conformagoes distintas. No estado inativo,
o residuo Asn82 torna-se indisponivel para interagir com o substrato.
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Figura 7.10. Ocorréncia dos estados ativo e inativo no mutante Asp82Asn.
(a) Rmsd do residuo Asn82 em relagao as coordenadas iniciais (apés relaxacao) da
simulacao. O rmsd flutua em torno de dois valores, correspondentes ao estado ativo
(rmsd ~ 1 A) e inativo (rmsd ~ 2 A) do mutante Asp82Asn. (b) Distribuicao dos
valores de rmsd do residuo Asn82, mostrando as probabilidades (drea integrada)
dos estados ativo (40%) e inativo (60%).

substrato efetivas. A comparacdao da dinamica estrutural da EXLXI1 nativa e
mutante indica que a mutacao perturba o dominio D1 em vérias regioes, como
mostrado na figura 7.11a. A mutacao perturba particularmente a regiao de loops

perto do residuo Ala73, como ilustrado pela representagao em escala de cores da
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mobilidade dos residuos na estrutura da EXLX1 (figura 7.11b). Outras regioes
do dominio D1, distantes do residuo Ala73, que incluem residuos funcionais como
Thrl4 e Serl6, sao também afetadas pela mutacao, mostrando que a mutacao

Tyr73Ala induz perturbagoes nao-locais na EXLXI.
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Figura 7.11. Flutuagoes estrutura do mutante Tyr73Ala. (a) Rmsf da
EXLX1 nativa e mutante. (b) Estruturas da EXLX1 com os rmsf mapeados numa
escala de cor indo de azul (rmsf < 0,3 A) a vermelho (rmsf > 1,5 A). A mutacio
aumenta as flutuacoes em torno do centro de tor¢ao da EXLXI.

Observa-se também que a ligagao de hidrogénio entre os residuos Thr12 e Asp82
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— residuos estritamente conservados entre proteinas estruturalmente relacionadas,
incluindo expansinas de plantas, endoglucanases da familia GH45 e outras [260] —
¢é regularmente rompida na EXLX1 mutante, mas nao na nativa. Como ilustrado
na figura 7.12, a distribuicdo da distancia entre os residuos Thr12 e Asp82 é cen-
trada no valor de 1,8 A na EXLX1 nativa e bimodal na mutante, com picos em
torno de 1,8 e 2,6 A. Estes resultados indicam que o residuo Tyr73 participa do
mecanismo da EXLX1 indiretamente, ja que seu papel parece ser essencialmente
manter o centro de tor¢ao intacto em sua configuracao ativa. O mutante Tyr73Ala
provavelmente é deficiente em sua capacidade de interagir com cadeias de glucano

devido a seu centro de torcao altamente flexivel.
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Figura 7.12. Distancias entre os residuos conservados Asp82 e Thrl2 (a
esquerda) e suas respectivas distribuigoes (a direita) na EXLX1 nativa e na mutante
Tyr73Ala. A mutagao causa tal ligacao de hidrogenio conservada ser regularmente
rompida.

A razao pela qual o residuo 73 deve ser ou uma tirosina ou uma fenilalanina é
que tais residuos aromaticos possuem cadeias laterais volumosas que estericamente
impedem o dominio D1 de acessar conformacoes inativas. A cavidade criada ao se
substituir a tirosina pela alanina da espaco para que a proteina execute movimen-
tos de maiores amplitudes, permitindo que estados inativos sejam regularmente
visitados. Para ilustrar este ponto, as trajetérias da EXLX1 nativa e mutante

foram decompostas em componentes principais (PCA). As flutuagoes estruturais
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decompostas de ambas as EXLX1, mostradas na figura 7.13a, mostram que os dois
primeiros componentes capturam as maiores diferencas de flutuagoes. Isso indica
que o efeito da mutacao aparece nos movimentos funcionais e de alta amplitude da

EXLX1. O perfil de energia livre qualitativol ao longo destes dois modos de mais
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Figura 7.13. Dinamica essencial da EXLX1 (PCA). (a) Flutuagoes
quadraticas ao longo dos 20 primeiros modos obtidos por PCA e perfil de energia
livre qualitativo ao longo do primeiro (PC1) e segundo (PC2) componentes princi-
pais para a EXLX1 (b) nativa e (c¢) mutante (Tyr73Ala). As principais alteracoes
estruturais induzidas pela mutacao Tyr73Ala se manifestam nos movimentos fun-
cionais e de alta amplitude da EXLX1. Enquanto a EXLX1 nativa visita estados
conformacionais em torno de um minimo bem definido, o mutante explora multiplos
subestados em torno de diferentes pogos de energia livre.

1O termo qualitativo significa que o perfil de energia livre apenas revela a existéncia de diferen-
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alta amplitude revela que enquanto a EXLX1 nativa explora um espaco conforma-
cional confinado localmente (figura 7.13b), a EXLX1 mutante é capaz de visitar

outros minimos correspondentes a estados inativos (figura 7.13c).

7.4 Discussao

Nesta parte da tese, reporta-se um conjunto de simulacoes de dinamica molecular
da expansina EXLX1 da bactéria Bacillus subtilis para entender aspectos estru-
turais e dinamicos envolvidos em sua atividade nao-hidrolitica. Os resultados sao
consistentes com o conhecimento experimental disponivel até o momento e forne-
cem informacoes adicionais que permitem novas interpretacoes sobre o mecanismo
de acao das expansinas. Observa-se que a adsor¢ao da EXLX1 sobre a face hi-
drofébica da celulose cristalina é dirigida por interagoes entre a celulose e residuos
aromaticos presentes no dominio D2, envolvendo a expulsao de moléculas de agua
das superficies de contato EXLX1-celulose. Isso é consistente com estudos recen-
tes de calorimetria, que mostraram que, semelhantemente aos CBMs do tipo A,
a ligacao da EXLX1 & celulose é entropicamente dirigida [275, 276]. Andlise das
componentes da energia de interagao fornece evidéncia adicional a natureza hi-
drofébica das interagoes EXLX1-celulose, onde somente a componente de van der
Waals vindo do dominio D2 descresce durante o processo de adsor¢ao; o papel das
interacoes de van der Waals na interagao com a celulose foi também observado
para o CBM do tipo A da TrCel7A [271]. Interagoes entre o dominio D1 e a ce-
lulose é de origem eletrostatica principalmente, o que sugere que competicao com
a agua poderia ser a razao da incapacidade do dominio D1 de se ligar a celulose
isoladamente [264].

Embora as simulagoes nao tenham mostrado alteragoes estruturais na celulose
induzidas pela EXLX1, experimentos de RMN de estado sélido sugerem que ca-
deias de celulose em contato com a EXLX1 exibem propriedades conformacionais
distintas das cadeias de celulose longe da EXLX1 [268], indicando que a EXLX1

de fato induz alteragoes na estrutura da celulose numa escala de tempo maior que

tes minimos de energia, e nao os valores absolutos da profundidades desses minimos. Simulagoes
muito mais longas deveriam ser executadas para obter o perfil de energia livre quantitativo.
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a que é tipicamente acessada via simulagoes. Para explorar as interagoes EXLX1-
celulose — e contornar a questao da escala de tempo —, foram realizadas simulagoes
da EXLX1 ligada a uma cadeia livre de oligossacarideo. As simulagoes mostra-
ram que enquanto o dominio D2 segura o substrato numa conformacao planar, o
dominio D1 induz uma torcao de 90° ao longo da cadeia. Propoe-se aqui que esta
torgao seja essencial para o mecanismo de acao da EXLX1 na superficie da celulose.
Ao induzir tor¢oes em cadeias individuais da superficie da celulose cristalina, a ex-
pansina seria capaz de romper ligacoes de hidrogénio intermoleculares da celulose,
o que explica seus efeitos de potencializagdo de celulases [72]. Adicionalmente, a
EXLX1 poderia, através de torcoes, romper ligagoes de hidrogénio entre a celulose
e cadeias de xiloglucano fortemente adsorvidas sobre a superficie da celulose, ja que
regioes da celulose contendo xiloglucanos adsorvidos constituem o alvo da EXLX1
e de expansinas de plantas nas paredes celulares [248, 268]. Tal capacidade de
quebrar ligagoes de hidrogénio ja havia sido proposta hé varios anos atras [247],
mas nenhuma evidéncia experimental ou computacional disso havia sido reportada
até o momento.

A observacao de que a EXLX1 pode transladar sobre a superficie da celulose
através de contatos hidrofébicos do dominio D2, tomada em conjunto com a capaci-
dade do dominio D1 de induzir torcoes nas cadeias de glucano, fornece um possivel
modo de atuacao da EXLX1, no qual a expansina poderia transladar ao longo do
cristal de celulose causando torgoes locais em varios pontos da superficie da celu-
lose e em cadeias de xiloglucano adsorvidas, assim enfraquecendo da estrutura da
parede celular. Nesta perspectiva, o dominio D2 parece ter nao somente funcao de
ligacao ao substrato, como previamente estabelecido [264], mas também um papel
ativo na atividade disruptiva da expansina. De fato, Georgelis et al. substituiram
os trés residuos aromaticos do dominio D2 (Trp125, Trp126 e Tyr157) por alanina
e nao detectaram atividade de extensao da EXLX1 em paredes celulares, mesmo
com altas concentragoes da proteina usadas para compensar a reducao de afinidade
pelo substrato [264].

A funcao de tor¢ao do dominio D1 é mediada por quatro residuos: Thrl4,

Ser16, Asp71 e Asp82 (figura 7.8a). A substituicao destes residuos por alanina
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causa a reducao da atividade da EXLX1 em paredes celulares [264]. Entre estes
residuos, o Asp82 possui a maior capacidade de fazer ligagdes de hidrogénio com o
substrato, o que é associado com sua capacidade de segurar o substrato torcionado
mais efetivamente. Assim, o residuo Asp82 funciona como o centro de tor¢ao do
substrato e héa evidéncias de que seja essencial para a atividade da EXLX1. Cu-
riosamente, a substituicao dos residuos Thrl4, Serl6 e Asp71 por alanina resulta
na reducao da atividade, mas nao na inativagao completa da EXLX1. Por outro
lado, a substitui¢cao do Asp82 por alanina ou asparagina inativa a EXLX1 comple-
tamente [264]. Estas observagoes se correlacionam com a estabilidade das ligagoes
de hidrogénio que estes residuos fazem com o substrato: Asp82 se envolve em uma
ou duas ligacoes de hidrogénio em aproximadamente 90% do tempo, enquanto os
outros trés residuos nao sao tao efetivos em fazer ligacoes de hidrogénio com o
substrato (com frequéncia, moléculas de dgua sao vistas mediando as ligagoes de
hidrogénio). Assim, os resultados suportam a conclusao de que os residuos Thrl4,
Ser16 e Asp81 sao importantes para a atividade da EXLX1, mas somente o residuo
Asp82 é essencial.

Se o residuo Asp82 tem a funcao de fazer ligacoes de hidrogénio efetivas com o
substrato, como as simulacoes sugerem, entao ¢ trivial entender por que o mutante
Asp82Ala é inativo. Menos 6bvio € o fato de que a substituicao Asp82Asn também
inativa a EXLX1, ja que ambos os residuos Asp e Asn podem se envolver em
ligagoes de hidrogénio. O tipo de resultado observado para o mutante Asp82Asn é
tipico de enzimas glicosideo hidrolases, uma vez que o residuo de Asp participaria
de um mecanismo de catélise como 4cido/base geral ou nucledfilo [277]. Entretanto,
varios estudos mostraram que expansinas nao clivam nenhum dos componentes da
parede celular. Durante o curso da simulacao, observou-se que o anel aromatico
da Tyr73 se volta para o grupo amida planar da Asn82, sugerindo que a inati-
vidade do mutante Asp82Asn é devido a alteragoes conformacionais que inserem
o residuo Asp82 debaixo da cadeia lateral da Tyr73, tornando-o indisponivel ao
substrato. Esta observacao poderia ser testada experimentalmente acoplando a
mutacao Asp82Asn com uma substituicao da Tyr73 por outro residuo volumoso,

mas nao aromatico, como Asp82Asn/Tyr73Leu ou Asp82Asn/Tyr73Met. Resulta-
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dos preliminares de uma simula¢ao do duplo mutante Asp82Asn/Tyr73Leu mos-
tram que, embora a Asn82 seja mais mével no mutante, a cadeia lateral da Leu73
nao possui tamanho suficiente para recobri-lo. Assim, este duplo mutante deve
exibir alguma atividade residual pelo fato da Asn82 estar disponivel para intera-
gir com o substrato. Experimentos com estes mutantes poderiam corroborar o
papel nao-hidrolitico do residuo Asp82 e sua importancia em romper ligagoes de
hidrogénio dentro da parede celular.

De acordo com as simulagoes da EXLX1 complexada com uma cadeia oligossa-
caridica, o residuo Tyr73 nao participa diretamente das interacoes entre o dominio
D1 e o substrato (figura 7.7a). Entretanto, a substituigao de tal residuo por alanina
dramaticamente reduz a atividade da EXLX1 [264]. Diante das ideias sugeridas
previamente pelas simulacoes, nao é 6bvio por que a Tyr73 é necessaria para a
atividade da EXLX1, ja que este residuo nao esta diretamente associado a funcao
de tor¢cao do dominio D1. A dinamica do mutante Tyr73Ala sugere que a falta
de atividade estd relacionada a perturbacoes da dinamica estrutural de residuos
funcionais do dominio D1. A mobilidade da regiao em torno do centro de torcao
aumenta na EXLX1 mutante, sugerindo que a estabilidade das interacoes entre
residuos do dominio D1 e o substrato seria significativamente afetada. A razao
dessa perturbacao é o espago extra liberado quando se insere a alanina no lugar
do residuo volumoso Tyr73, o que permite a proteina visitar conformagoes inativas
com frequéncia, desestabilizando a estrutura biologicamente ativa. O papel pura-
mente estérico da Tyr73 é suportado pelo fato do mutante Tyr73Phe nao apresentar
alteracoes de atividade quando comparado a EXLX1 nativa. Portanto, a integri-
dade estrutural dos loops do dominio D1 parece ser essencial para a atividade da
EXLX1.

Finalmente, a figura 7.14 mostra um modelo do mecanismo de acao da EXLX1
na parede celular. Este modelo é baseado nas seguintes informagoes: (1) o alvo da
EXLX1 sao dominios celulésicos enriquecidos com xiloglucano [248, 268]; (2) a su-
perficie aromatica do dominio D2 possui afinidade pela celulose cristalina [264, 275]
e desliza sobre ela; (3) a hemicelulose (xiloglucano) se liga & superficie basica do

dominio D2 (figura 7.2) [264]; e (4) o dominio D1 induz tor¢oes em cadeias de celu-
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lose e de xiloglucano sobre a celulose. Propoe-se que a atividade da EXLX1 na pa-
rede celular envolva a substituicao de ligagoes de hidrogénio hemicelulose-celulose
por ligacoes hemicelulose-EXLX1-celulose. Para isso, o dominio D1 promoveria o
enfraquecimento de ligagoes de hidrogénio celulose-celulose, ao mesmo tempo que
romperia os contatos hemicelulose-celulose, liberando assim as cadeias de hemice-
lulose para interagir com a superficie béasica do dominio D2. Nessa arquitetura
mediada pela EXLX1, as tensoes da parede celular seriam aliviadas pelos contatos
aromaticos entre o dominio D2 e a celulose, de forma que a EXLX1 funcionaria
como uma graxa molecular. Estudos adicionais serao necessarios para refinar este

modelo.

7.5 Consideracoes finais

Expansinas estimulam a extensao da parede celular e enfraquecem a estrutura
da celulose por um mecanismo ainda nao completamente entendido. Usando si-
mulacoes de dinamica molecular, as interagoes entre a expansina EXLX1 de Ba-
cillus subtilis e celulose foram investigadas em detalhe. Enquanto observou-se que
a EXLX1 pode transladar sobre a superficie da celulose cristalina através da su-
perficie aromatica do dominio D2, interacoes entre a proteina com uma cadeia
oligossacaridica individual indicaram que a EXLX1 induz uma tor¢ao no substrato
através do dominio D1. Tais resultados sugerem que os efeitos de enfraquecimento
da celulose e da parede celular emergem de perturbagoes conformacionais induzi-
das pela EXLX1 ao longo da superficie da celulose, o que resulta no rompimento
de ligacoes de hidrogénio celulose-celulose e celulose-hemicelulose. Os resultados
também apontam que a funcao de torgao é primariamente mediada pelo residuo
Asp82 do dominio D1. A observacao experimental de que os mutantes Asp82Asn
e Tyr73Ala sao inativos foram associadas a perturbagoes estruturais em torno do
centro de torcao da EXLX1. Em resumo, estes resultados sugerem uma funcao,
até entao desconhecida, para o dominio D1 e indica que o dominio D2 participa
de eventos além de simplesmente se ligar a celulose. As informagdes moleculares
obtidas aqui possuem implicagoes para a compreensao dos principios envolvidos

na extensao da parede celular de plantas e dos efeitos sinergisticos observados
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Figura 7.14. Mecanismo proposto para a acao da EXLX1 na parede ce-
lular priméria. (a) Modelo de parede celular na auséncia de expansina, onde a
hemicelulose se liga as fibrilas de celulose através de ligacoes de hidrogénio. Sob
estresse externo, as ligacoes de hidrogénio entre a celulose e hemicelulose causam
um aumento de tensao na parede celular. (b) Modelo de parede celular na pre-
senca de expansina, onde a expansina se liga aos dominios de celulose ricos em
hemicelulose (xiloglucano) e media os contatos hemicelulose-celulose. Uma vez
que a expansina pode transladar sobre a superficie da celulose, as forcas externas
aplicadas a parede celular seriam aliviadas pelos contatos livre de atrito entre a
superficie aromatica da expansina e a celulose.

quando expansinas sao misturadas com celulases para a degradagao de biomassa
lignocelulésica. Do ponto de vista tecnoldgico, o entendimento dos mecanismos
das expansinas se faz necessario para a incorporacao de funcoes disruptivas nas

celulases através de engenharia de enzimas.
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Capitulo 8

Nanoarquitetura da

parede celular primaria

8.1 Introducao

Como mencionado anteriormente nesta tese, a conversao de biomassa em agucares
fermentaveis requer a desconstrucao da arquitetura nativa da parede celular das
plantas [4]. Durante o crescimento das células vegetais, as paredes celulares sao
formadas por fibrilas de celulose imersas numa matriz composta por hemicelulose
e pectina. Esta parede celular, isenta de lignina, é conhecida como parede celular
primadria [4, 5]. Quando o crescimento da célula cessa, ocorre a deposigao de lignina
na matriz hemiceluldsica, tornando-a mecanicamente resistente, que passa entao a
se denominar parede celular secundéria [26]. Esta matriz de hemicelulose e lignina
é responsavel pelas forcas de coesao internas que mantém a arquitetura parede
celular e, portanto, constitui parte da origem da recalcitrancia [2]. Entender os
aspectos moleculares das interagoes entre celulose, hemicelulose e lignina é a base
para o entendimento da recalcitrancia lignoceluldsica.

E um fato conhecido que a recalcitrancia da parede celular varia entre espécies
de plantas e mesmo entre diferentes fendtipos da mesma espécie [278]. Esta va-
riacao é devido a diferengas associadas a organizagao nanoestrutural e a composicao
quimica da parede celular [22]. A arquitetura da parede celular determina suas
propriedades mecanicas, necessarias para suportar pressoes de turgor originadas
no interior das células, e regula a extensao da parede celular durante o crescimento
da célula [269, 279-281]. Ao mesmo tempo, o processo de degradac¢ao de biomassa

lignoceluldsica (pré-tratamentos e hidrdlise enzimética) é sensivel a composigao
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quimica e a organizagao de seus componentes, a qual determina a acessibilidade da
celulose as enzimas [7, 36, 282-284]. Isso mostra que modulagoes genéticas pode-
riam ser utilizadas racionalmente para ajustar a composicao quimica da parede ce-
lular e, assim, ganhar controle sobre a recalcitrancia. Embora analises bioquimicas
e sequenciamento genético tenham permitido o estudo detalhado da composicao
quimica e rotas de sintese de componentes da parede celular [13, 20, 26], o enten-
dimento de como estes componentes e variagoes em suas composicoes influenciam
as propriedades da parede celular ainda é limitado [279, 285]. Obviamente, inter-
vencoes externas na maquinaria biossintética da parede celular podem acarretar
consequéncias prejudiciais para o crescimento e desenvolvimento da planta [21, 52].
Logo, entender a origem das forcas estruturais atuantes na parede celular consti-
tui um primeiro passo para estabelecer a relacao entre a composicao quimica e a
nanoestrutura da biomassa.

Neste capitulo, a teoria 3D-RISM/KH foi aplicada a um modelo de parede ce-
lular primaria para obter as forgas termodinamicas que estabelecem a arquitetura
das fibrilas de celulose [128]. Em particular, foi investigado o efeito da hemicelu-
lose e variacoes em sua composicao quimica nas forcas efetivas entre nanofibrilas
de celulose. A escolha da teoria 3D-RISM/KH, em vez de simulagoes de dinamica
molecular, deve-se ao fato de que a primeira metodologia fornece, através de ex-
pressoes analiticas, as médias de ensemble necesséarias para a obtencao das forgas
moleculares atuando na parede celular. Tais forcas, por possuirem natureza es-

tatistica, necessitariam de simulagoes demasiadamente longas para serem obtidas.

8.2 Metodologia

8.2.1 Modelos moleculares e procedimentos gerais

Por ser uma teoria molecular de solvatacao, a aplicagao da teoria 3D-RISM requer
que o sistema seja subdividido em soluto — entidade de estrutura fixa que cria um
campo de potencial no espaco — e solvente — tratado por meio de funcoes de dis-
tribuicao, obtidas através de médias sobre um ensemble de todas as suas possiveis

configuragoes espaciais e orientacionais. Assim, a primeira etapa da aplicacao deste
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método é a definicao do soluto e do solvente. O objetivo deste trabalho foi a ob-
tencao das forgas efetivas entre diferentes faces (hidrofébica/hidrofilica) de fibrilas
elementares de celulose na presenca de hemiceluloses de diferentes composicoes
quimicas. Tais forcas efetivas incluem interagoes diretas (calculadas usando um
campo de forga) e efeitos do meio (forgas de solvatagao obtidas com 3D-RISM).
Dessa forma, a celulose foi tratada como soluto e a hemicelulose/dgua como sol-
vente, de maneira que os efeitos da matriz hidratada de hemicelulose fossem com-
putados em termos de suas capacidades de solvatar a celulose.

Embora questoes ligadas a falta de amostragem nao aparecam na teoria 3D-
RISM - fato que a qualifica como um método adequado para o tipo de problema
abordado aqui —, o método, como formulado no Capitulo 4, permite lidar apenas
com estruturas rigidas, o que impede sua aplicacao a sistemas muito flexiveis, que
é o caso da hemicelulose. Tratar um polimero de hemicelulose como solvente em
3D-RISM significa tratd-lo como um objeto inteiramente rigido e obter suas pro-
priedades termodinamicas através de médias sobre o ensemble de todas as suas
posicoes e orientacoes no espaco. Além de ser fisicamente nao-realistico, é facil
perceber que este sistema nao formaria uma solucao aquosa homogénea. Por ser
uma teoria de estado liquido, as equagoes da teoria DRISM nao convergiriam para
fornecer um conjunto de fungoes de correlacao para a hemicelulose. Assim, para
aplicar 3D-RISM, a estrutura da hemicelulose foi simplificada de forma a transfor-
mar a matriz hemiceluldsica da parede celular numa solucao aquosa hemiceluldsica.
Com isso, os efeitos da hemicelulose nas forcas efetivas entre fibrilas de celulose
puderam ser estudadas.

Considerando que as alteracoes quimicas da hemicelulose ocorrem em suas ra-
mificacoes, contruiu-se um modelo de hemicelulose que consiste de monomeros
dessas ramificacoes em solucao. Tal modelo captura as especificidades quimicas
das interagoes das ramificacoes de hemicelulose com a celulose. O modelo foi base-
ado no xilano, que é a hemicelulose mais abundante em monocotiledoneas [7, 20],
grupo que inclui plantas de interesse biotecnolégico, como cana-de-agticar e milho.
O xilano (por vezes denominado glucuroarabinoxilano) consiste de uma cadeia

principal de xilose com ramificagdes de dcido glucurdnico/glucuronato e arabinose,



144 Capitulo 8. Nanoarquitetura da parede celular priméria

conforme ilustrado na figura 2.5. Tanto a quantidade dessas ramificacoes quanto
a proporcao relativa dos diferentes tipos de ramificagoes variam com o fenétipo da
planta [21, 51]. Diante disso, o modelo de hemicelulose consistiu de monémeros de
arabinose e dcido glucuronico/gluronato em solugao aquosa. A figura 8.1 mostra as
estruturas desses monomeros. A arabinose foi considerada como furanose (anel de
cinco membros) por ser esta a sua configuracao mais frequente em hemiceluloses.
Tons hidrénio (HsO) foram utilizados para neutralizar as solucoes de glucuronato.
fons hidronio, e nao, por exemplo, fons Ca™™, presentes na parede celular, foram
empregados para que a densidade das solucoes de glucuronato fosse igual a den-

sidade das solugoes de acido glucurdnico, para facilitar os estudos comparativos.

arabinose acido glucurdnico glucuronato

Figura 8.1. Ramificacoes de xilano: arabinose, acido glucuronico e glururonato.

A ideia original deste trabalho era utilizar as fibrilas elementares de celulose de
36 cadeias, como ilustrado na figura 2.4. Embora, para solventes simples (como
dgua pura), a teoria 3D-RISM/KH permita a obtencao da termodinamica e estru-
tura de solvatagao em torno de solutos grandes em tempos relativamente curtos
quando comparada com simulagoes de dindmica molecular [286], o custo com-
putacional (meméria RAM e tempo de CPU) de 3D-RISM/KH aumenta muito
rapidamente com a complexidade do solvente e com o nimero de dtomos do so-
luto. (Por complexidade, entende-se o nimero de espécies quimicas presentes no
solvente e o nimero de dtomos de cada uma dessas espécies.) As solugoes aquosas
de monomeros de hemicelulose apresentaram um custo computacional proibitivo ao
se tentar realizar os cdlculos com as fibrilas elementares de celulose de 36 cadeias.
Diante disso, como nao seria conveniente simplificar as solucoes de hemicelulose,

um modelo simplificado de fibrila de celulose foi utilizado, denotado aqui por na-
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nofibrila de celulose (figura 8.2). O modelo consistiu em 4 cadeias de glucano de
grau de polimerizagao 8 e empacotadas conforme a estrutura cristalogréafica da ce-
lulose 13 [9]. A nanofibrila foi construida de forma tal que possuisse tanto faces

hidrofébicas quanto faces hidrofilicas expostas, conforme ilustrado na figura 8.2.
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Figura 8.2. Estrutura da nanofibrila de celulose formada por 4 cadeias de
glucano de grau de polimerizagao 8 e com ambas as faces hidrofilicas e hidrofébicas
expostas. As diferentes cores discriminam as diferentes cadeias de glucano.

Assim, o modelo de parede celular priméria utilizado consistiu de duas nanofi-
brilas de celulose imersas numa solucao aquosa de monomeros de ramificacoes de
glucuroarabinoxilano (figura 8.3). As forgas efetivas entre as nanofibrilas foram
computadas como o potencial de forca média (PMF), ou perfil de energia livre, ao
longo de um caminho de reacao que corresponde ao rompimento de duas arquite-
turas distintas das nanofibrilas: (a) rompimento do contato das faces hidrofilicas
(figura 8.4a) e (b) das faces hidrofébicas (figura 8.4b). O PMF foi obtido através
da expressao [114]

PMF(d) = [p(d) + U(d)] — [u(o0) + U(0)], (8.1)
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Modelo de parede celular primaria
agua

hemicelulose ‘ B

Figura 8.3. Modelo de parede celular primaria. O modelo consiste de duas
nanofibrilas de celulose imersas numa solucao aquosa de monomeros de hemicelu-
lose.
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Figura 8.4. Caminhos de desagregacao ao longo do qual o PMF foi com-
putado. Em (a) contatos hidrofilicos das fibrilas sdo rompidos e, em (b), contatos
hidrofébicos.

onde p(d) é a energia livre de solvatacao das nanofibrilas de celulose separadas pela
distancia d na solu¢ao de hemicelulose, e U(d) é a energia potencial de interagao

entre as duas nanofibrilas de celulose, que inclui termos de interacao eletrostatica
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e de van der Waals. Os termos u(o0o) e U(oo) correspondem, respectivamente, a
energia livre de solvatacao e energia de interacao das nanofibrilas infinitamente
separadas; isso significa que p(o0) = 2pug e U(oo) = 0, onde pp a energia livre de
solvatacao de uma unica nanofibrila. O PMF foi computado com as nanofibrilas
imersas em agua pura e em solucoes de hemicelulose em concentragoes crescentes.

Em sintese, o procedimento empregado para o calculo dos PMFs foi:

1. Obtencao das fungoes de correlacao radiais solvente-solvente (suscetibilidade)
para todos os pares de sitios das solugoes aquosas de hemicelulose através
da teoria DRISM/KH; estes cdlculos sao realizados sem a celulose, para a

obtencao de propriedades intrinsecas do bulk das solugoes;

2. Para cada configuracao relativa (distancia d) das nanofibrilas de celulose (cal-
culos single point), obtencao das fungoes de correlagao tridimensionais soluto-
solvente via 3D-RISM /KH e das respectivas energias livres de solvatagao p(d);
isso foi feito separadamente para cada uma das solucoes aquosas de hemice-

lulose;

3. Obtengao dos PMFs (eq. 8.1) em fungao da separagao das nanofibrilas;

As interagoes especificas de cada tipo de hemicelulose com a celulose foram ana-
lisadas com base na fungao de distribui¢ao tridimensional da hemicelulose em torno
da celulose (densidade local da hemicelulose) e com base na densidade de energia
livre de solvatacao (SFED: solvation free energy density), que mostra as regides
espaciais em torno do soluto que concentram interagoes (incluindo componentes

entdlpica e entrépica) que contribuem mais ou menos para a solvatagao.

8.2.2 Detalhes computacionais

As equagoes integrais da teoria DRISM/KH foram resolvidas para obter as fungoes
de correlacao radiais solvente-solvente para as solucoes aquosas de arabinose, acido
glucuronico, glucuronato e acetato nas concentragoes (expressas em fragdo molar
do soluto) de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 e 0,10. (Solugdes de acetato foram utilizadas
para responder a questoes adicionais, conforme descrito na secao de resultados.)

As equacgoes foram discretizadas numa malha radial uniforme com 8192 pontos
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separados entre si pela distancia de 0,1 A, e convergidas usando o algoritmo MDIIS
[114, 287] até o desvio médio quadrético relativo de 1071°. Tons hidrénio foram
adicionados as solugoes de glucuronato e acetato para manter a eletroneutralidade.
A constante dielétrica das solugoes aquosas foram consideradas como igual da dgua
pura (e = 78,497). As densidades foram obtidas por simulagoes de dinamica
molecular em pressao constante (descrito abaixo).

Para computar o PMF entre as nanofibrilas de celulose, as equacoes integrais
da teoria 3D-RISM/KH foram resolvidas para distancias crescentes entre as na-
nofibrilas imersas nas diferentes solugoes, com intervalo de 0,2 A. As nanofibrilas
(figura 8.2) foram construidas utilizando o programa Cellulose-Builder [270]. As
equacoes integrais 3D-RISM/KH foram discretizadas em uma malha uniforme de
dimensdes 64 A x 64 A x 64 A e contendo 128 x 256 x 128 pontos. Uma malha
refinada por um fator de 2 nao alterou os resultados. O algoritmo MDIIS [114, 287]
foi utilizado para convergir as equacoes até o desvio médio quadratico relativo de
1074,

Para obter a densidade das solugdes aquosas (em 7' = 298 K e p = 1 bar), foram
executadas simulagoes de dinamica molecular em pressao e temperatura constan-
tes para as diferentes solugoes nas concentragoes correspondentes. As caixas de
simulagao foram construidas com o programa Packmol [237], contendo aproxima-
damente 20.000 atomos. As simulagoes foram conduzidas utilizando condigoes de
contorno periddicas com potenciais de curto alcance truncados num raio de corde
de 12 A, e interacdes eletrostdticas foram computadas utilizando particle mesh
Ewald [105]. Com ligacoes quimicas envolvendo atomos de hidrogénio vinculadas
em seus comprimentos de equilibrio, as simulacoes foram propagadas numerica-
mente utilizando um passo de integracao de 2 fs durante 1 ns, que foi suficiente
para que as densidades alcancassem um valor médio constante. O programa AM-
BERI11 [127] foi usado para realizar as simulagoes. A densidade das solugoes de
glucuronato e acetato foram consideradas como sendo as mesmas das solugoes de
acido glucuronico e acido acético, respectivamente. As densidades obtidas estao
compiladas na tabela 8.1.

As estruturas dos monomeros foram obtidas da biblioteca de oligossacarideos
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Tabela 8.1. Densidade (em g cm™3) das solucoes aquosas de arabinose,
acido glucurdnico e acido acético em diferentes concentragoes.

Fragao molar
monomero 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

arabinose 1,06 1,09 1,12 1,15 1,17
acido glucurénico 1,09 1,14 1,19 1,23 1,26
acido acético 1,02 1,02 1,02 1,02 1,02

Glycam [288], e os parametros do potencial de interagao foram tomados do campo
de forca CHARMMS36. O modelo TIP3P/CHARMM foi usado para a dgua e
os fons hidronio foram modelados com os parametros disponiveis nas referéncias
[121, 289]. Os arquivos no formato CHARMM foram convertidos para o formato
AMBER, programa utilizado para as simulagoes de dinamica molecular, utilizando
a ferramente CHAMBER [290]. Todos os cédlculos de equagdes integrais foram

executados com programas desenvolvidos no grupo do Dr. Kovalenko.

8.3 Resultados

8.3.1 Auto-agregacao de nanofibrilas de celulose

Os PMF's — computados ao longo dos caminhos de desagregacao das faces hidrofilica
(figura 8.4a) e hidrofébica (figura 8.4b) das nanofibrilas de celulose — indicam que,
em agua pura, as nanofibrilas se agregam preferencialmente pelas suas faces hi-
drofilicas. Para ambos os casos, os PMFs exibem dois minimos bem definidos
(figura 8.5). Configuragoes das nanofibrilas correspondentes a estes dois minimos
e a0 maximo da barreira de energia livre que os separa sao mostradas nas figu-
ras 8.5b e 8.5¢, onde também sao mostradas superficies de contorno das funcoes
de distribui¢ao g¢(r) dos atomos de oxigénio da dgua. O primeiro minimo, em
0 A, corresponde as nanofibrilas agregadas em contato direto, e o segundo, em
~3 A, corresponde as nanofibrilas separadas por uma camada de dgua. O pri-
meiro minimo é ~60 kcal/mol mais estdvel para a agregagao das faces hidrofilicas

em relagao a agregacao hidrofébica. Este resultado esta associado a formagao



150 Capitulo 8. Nanoarquitetura da parede celular priméria

120

—— faces hidrofébicas _|
\ — faces hidrofilicas

[0}
o

o

PMF / kcal mol”
N
o

A
o

0 2 4 6 8 10

desagregagao

1° minimo 1° maximo 2° minimo

Figura 8.5. (a) Potencial de for¢ca média de desagregacao das nanofi-
brilas de celulose ao longo do caminho de desagregacao das faces hidrofilicas e
hidrofébicas. (b) e (c¢): superficie de contorno da funcao de distribuigao g(r) dos
atomos de oxigénio da 4dgua ao longo da desagregagao (b) hidrofilica e (c¢) hi-
drofébica das nanofibrilas. As superficies de contorno correspondem a g(r) = 2, 5.

de ligacoes de hidrogénio interfibrilas na agregacao hidrofilica. Por outro lado,
a configuracdo em que uma camada de solvente separa as nanofibrilas fornece o
minimo global do arranjo via faces hidrofébicas, mostrando que o contato direto
das faces hidrofébicas é uma configuracao metaestavel. Estes resultados sugerem
que, em processos nao-enzimaticos que alteram a arquitetura da parede celular
(pré-tratamentos e crescimento da planta) contatos hidrofébicos entre fibrilas de
celulose sao mais facilmente rompidos que os hidrofilicos. Ou vice-versa: em pro-
cessos (ue causam agregacao, esta ocorrera preferencialmente através das faces
hidrofilicas.

O fato da agregacao hidrofébica ser metaestavel indica que a barreira de energia

livre que separa os dois minimos é importante para manter a arquitetura das macro-



8.3. Resultados 151

fibrilas (controle cinético). Embora o PMF acuse a existéncia de uma alta barreira
de energia livre separando os minimos, esta deve ser interpretata apenas qualitati-
vamente. O caminho de desagregagao (figura 8.4) ao qual corresponde a barreira
computada nao é necessariamente o mais favoravel. Caminhos alternativos, como o
rompimento progressivo de contatos celulose-celulose, semelhantemente a abertura
de um ziper, forneceria menores penalidades energéticas para a desagregacao.
Embora o senso comum induza interpretar a barreira de energia livre como
sendo devido a formacao de um véacuo no espaco interfibrilar, a analise da funcao
de distribuicao dos atomos de oxigénio mostra que ha uma camada de agua sepa-
rando as fibrilas no maximo do PMF (figuras 8.5b e 8.5¢). Esta camada de dgua,
no entanto, é confinada em pequenas cavidades existentes no espaco interfibrilar,
sem acesso ao meio externo as interfaces, sugerindo que penalidades entrépicas
associadas a estas moléculas de dgua contribuem para a barreira de energia livre.
Isso implica que processos que induzem a agregacao e a desagregacao de fibrilas
de celulose nao necessariamente induzem uma interconversao entre dois estados
idénticos. No processo de desagregacao, partindo de fibrilas em contato cristalino
ou quase-cristalino, a d4gua nao teria acesso ao espaco interfibrilar e o maximo cor-
responderia a um vacuo perfeito. No processo de agregagao, partindo das fibrilas
completamente solvatadas, a dgua tenderia a permanecer solvatando as fibrilas a
medida em que elas fossem aproximadas, até alcancar o méaximo. Como a expulsao
dessas moléculas de agua seria impedida estericamente, estados de agregacao im-

perfeitos seriam atingidos.

8.3.2 Papel da hemicelulose nas forgas de agregacao

Para estudar o papel da hemicelulose nas forcas moleculares que determinam a
arquitetura da parede celular, o PMF de desagregacao de nanofibrilas de celulose
foi computado em solucoes aquosas de arabinose, acido glucuronico e glucuronato,
em concentracoes crescentes. Os PMF's sao mostrados na figura 8.6. Os resultados
mostram que a estabilidade das arquiteturas descritas acima, para nanofibrilas em
agua, ¢é fortemente afetada pela presenca de hemicelulose. Em relacao aos PMF's

em agua pura, as formas dos PMFs nas solugoes de hemicelulose sao mantidas a
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medida que os mondomeros sao adicionados ao meio, independente de suas natu-
rezas quimicas. A medida que a concentragao (fragdo molar z) de hemicelulose
aumenta de x = 0,0 a x = 0,1, os PMFs associados ao primeiro minimo e ao
primeiro maximo diminuem, na mesma proporcao. Por outro lado, a sensibilidade
do segundo minimo com a concentragao de hemicelulose é mais fraca. Como con-
sequencia, o efeito dominante da hemicelulose é a estabilizacao do estado agregado
das nanofibrilas.

As figuras 8.7a e 8.7b mostram a dependéncia da energia livre de agregagao
[AG.;r = PMF(d = 0)] com a composicdo quimica e concentracio da hemice-
lulose. O ion glucuronato apresenta o maior efeito na estabilizacao do estado
agregado, aproximadamente duas vezes maior que os efeitos da arabinose e acido
glucuronico. No caso da agregacao das faces hidrofobicas, que é metaestavel em
agua pura, observa-se que AG,,, atinge valores préximos de zero a medida que a
concentracao de glucuronato aumenta. Assim, embora as nanofibrilas de celulose
preferencialmente se agreguem através de suas faces hidrofilicas, a presenca de he-
micelulose, contendo glucuronato, pode facilitar, do ponto de vista termodinamico,
a agregacao através das faces hidrofobicas. Além disso, observa-se que para concen-
tracoes de glucuronato maiores que x = 0,1, AG,, mudaria de sinal, indicando
que a estabilidade relativa dos dois minimos do PMF ao longo da desagregacao
hidrofébica pode alterar em funcao da presenca de hemicelulose.

E possivel que o efeito estabilizador pronunciado das solugoes de glucuronato
tenha duas origens: interacoes das nanofibrilas de celulose com os grupos carbo-
xilato ou com os contra-ions hidronio. Para verificar estas possibilidades, calculos
adicionais foram feitos considerando as nanofibrilas imersas em solucoes de acetato
e hidronio. Os resultados mostram que, para solugoes contendo a mesma concen-
tracao de hidronio, o abaixamento de AG,, ¢ muito maior na presenca de glucu-
ronato que na presenca de acetato (figura 8.7). Assim, se o abaixamento de AGy,
fosse devido ao ion hidronio, ambas as solucoes de glucuronato e acetato resulta-
riam no mesmo efeito. Logo, o anion glucuronato é de fato responsavel pela estabi-
lizacao das nanofibrilas agregadas. Comparando os valores de AG,,, das solugoes

de acetato com os valores das solucoes de arabinose, observa-se que a soma de seus
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Figura 8.6. Potencial de forca média de desagregacao hidrofilica e hi-
drofébica das nanofibrilas de celulose em solugoes de (a) arabinose, (b) dcido glu-
curdnico e (c¢) glucuronato. As curvas de diferentes cores correspondem a concen-
tragoes crescentes de hemicelulose, variando da fracao molar xr =0 a x = 0,1. Em
todos os casos, o efeito da hemicelulose é a estabilizacao do estado agregado das
nanofibrilas de celulose.
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Figura 8.7. Efeito da natureza quimica e da concentracao das ramificagoes
de hemicelulose na energia livre de agregagao (AG,,,) das faces (a) hidrofébicas e
(b) hidrofilicas da nanofibrilas de celulose. A linha pontilhada cinza corresponde
a soma dos AG,, para arabinose e acetato, conforme detalhado no texto.

respectivos AG,,' é muito préxima do AG,,, do glucuronato (também, aproxi-
madamente, considerando acido glucuronico em vez de arabinose). Isso indica que
os efeitos devido ao anel glucosidico e ao grupo carboxilato sao aproximadamente
aditivos no que concerne a estabilizacao da parede celular. Logo, os resultados
sugerem que hemiceluloses ricas em ramificagoes de acido glucuronico/glucuronato
devem ter efeitos mais pronunciados na arquitetura da parede celular que as hemi-

celuloses ricas em ramificagoes de arabinose.

8.3.3 Especificidade das interagoes celulose-hemicelulose

Os modos de interagao das ramificagoes de hemicelulose com as nanofibrilas de
celulose foram obtidos em termos de mapas espaciais tridimensionais (superficie
de contorno) das fungoes de distribuicao dos dtomos de carbono da hemicelulose
(figura 8.8). Estes mapas indicam regides em torno das nanofibrilas onde a densi-
dade local da hemicelulose é maior que no seio da solucao; logo, mostram como a
hemicelulose se estrutura em torno da celulose.

Os monomeros eletricamente neutros (arabinose e acido glucurénico) interagem

com a face hidrofilica da celulose principalmente como doadores de ligacao de hi-

!Nesta soma, o valor do AG,g, para x = 0 foi descontado, para nao ser contado duas vezes.
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Figura 8.8. Mapas da fungao de distribuigao tridimensional g(r) para
os atomos de carbono da (a) arabinose, (b) acido glucuroénico, (c¢) glucuronato
e (d) acetato em torno das faces hidrofilicas e hidrofébicas das nanofibrilas de
celulose. O esquema de cores é indicado pelas esferas coloridas das estruturas a
direita. Os valores de g(r) foram escolhidos para clara visualiza¢ao dos modos de
interagdo hemicelulose-celulose e correspondem a g(r) = 1,4 para arabinose, dcido
glucurénico e acetato, e g(r) = 2,0 para glucuronato.

drogénio, coordenando os atomos de oxigénio disponiveis na superficie da celulose
através de suas hidroxilas exociclicas. Os anions de glucuronato, por outro lado,
funcionam como aceptores de ligacao de hidrogénio que coordenam as hidroxilas
exociclicas da superficie da celulose. Os anions acetato se distribuem sobre a face
hidrofilica da celulose de forma similar ao glucuronato. Tais resultados indicam
que as ramificacoes da hemicelulose interagem de uma forma complementar com a
celulose, em que cada um dos monomeros age como doador ou aceptor de ligacao

de hidrogénio sobre a celulose. A orientacao preferencial dos monomeros de he-
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micelulose sobre a superficie hidrofébica da celulose é tambem determinada pelas
interacoes polares entre os grupos exociclicos da hemicelulose com a superficie da
celulose. A interacao dos grupos endociclicos é menos especifica, o que torna sua
distribuicao local pouco evidente através das fungoes de distribuicao.

As fungoes de distribuicao sao uteis para fornecer a densidade local de cada sitio
do solvente separadamente e, assim, dar informagoes sobre modos de ligagao. Sitios
atomicos que nao se estruturam em torno do soluto, como é o caso de atomos de
carbonos endociclicos da hemicelulose sobre as nanofibrilas, sao menos evidentes
nas analises da estrutura de solvatagao. Isso significa que, enquanto interacoes
polares fornecem picos de g(r) localizados e altos, as interagoes hidrofébicas nao-
direcionais est@o associadas com picos de g(r) baixos (préximos de 1) e largos. O
nimero de coordenagao, obtido com a integral de g(r), deveria fornecer valores
similares para sitios associados a interagoes hidrofilicas e hidrofébicas.

Alternativamente, para obter informacoes sobre as intensidades relativas das
interacoes hidrofilicas e hidrofébicas entre a hemicelulose e as nanofibrilas, su-
perficies de contorno de densidade de energia livre de solvatacao (SFED) foram
construidas. Diferentemente das fungoes de distribui¢ao (e dos nimeros de coor-
denacao associados a elas), que sao atribuidas a cada um dos sitios do solvente
individualmente, a SFED pode ser somada sobre todos os sitios de espécies do
solvente, conforme a equagao 4.27. Assim, a SFED fornece as regioes espaciais
associadas a interacoes de uma determinada espécie quimica que contribuem em
maior ou menor grau para a energia livre de solvatacao, independentemente de
suas naturezas (hidrofébica/hidrofilica).

Na figura 8.9 sao mostradas superficies de contorno da SFED associada ao
glucuronato sobre a superficie hidrofébica da celulose. A superficie de contorno da
figura 8.9a corresponde a valores negativos relativamente altos da SFED e mostra
regioes extremamente localizadas em torno de sitios da celulose capazes de fazer
ligacoes de hidrogénio. Aumentanto-se o valor da SFED para valores negativos mais
altos, observa-se uma segunda camada sobre a celulose (figura 8.9b) que se mostra
difusa, sugerindo interacoes carboidrato-carboidrato do tipo stacking. Assim, estes

mapas mostram que as ligagoes de hidrogénio sao as principais interacoes entre
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ligagdes de hidrogénio

b stacking hidrofébico ligagdes de hidrogénio

Figura 8.9. Mapas da densidade de energia livre de solvatacao (SFED)
para glucuronato. Os valores mais negativos em (a) correspondem a distribuigoes
localizadas e indicam ligagdes de hidrogénio; os valores menos negativos em (b)
correspondem a distribuicoes difusas, caracteristicas de interagoes hidrofébicas do
tipo stacking entre glucuronato e a superficie da celulose.

hemicelulose e celulose, e que as interacoes hidrofobicas, embora presentes, sao mais
fracas. Os mapas de SFED para arabinose e acido glucuronico sao qualitativamente
similares, diferindo apenas nos valores da SFED e seguindo a mesma tendéncia dos

valores de AG ;.

8.4 Discussao

Neste trabalho, empregou-se a teoria 3D-RISM /KH para estimar as interagoes efe-
tivas (PMF) entre nanofibrilas de celulose em diferentes arquiteturas e o papel da
hemicelulose e sua composicao quimica em tais interagoes. Os resultados revelam a
existéncia de uma forga termodinamica que leva as nanofibrilas a se agregaram pre-
ferencialmente através de suas faces hidrofilicas, o que explica e suporta modelos
derivados de microscopia [17, 291], os quais sugerem a existéncia de agregados ma-

crofibrilares estabelecidos via contatos hidrofilicos em paredes celulares primarias.
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Além disso, espalhamento de néutros a baixo angulo revela um padrao de espa-
lhamento caracteristico de empacotamentos lado a lado de fibrilas elementares de
celulose [18], o que também é evidenciado por medidas espectroscopicas [292].

Embora a configuracao de contato direto das faces hidrofébicas seja bem de-
finida por um minimo no PMF, a configuracdo em que as fibrilas sao separadas
por uma camada de solvente constitui minimo global do PMF. Assim contatos
fibrila-fibrila mediados por uma camada de solvente podem ocorrer dentro da pa-
rede celular. Este resultado possui implicagoes para o entendimento das alteragoes
estruturais que acontecem na parede celular primaria durante o crescimento da
célula. A expansao da parede celular requer que as fibrilas de celulose sejam
espagadas paralelamente entre si para que possam deslizar longitudinalmente sob
pressoes de turgor [245, 293]. Os minimos exibidos nos PMF mostram que estes
estados estaveis/metaestdveis separados por uma camada de dgua podem facilitar
o deslizamento paralelo das fibrilas de celulose. Experimentos de espalhamento de
néutrons a baixo angulo sugerem, de fato, a existéncia tanto de agregados fibrilares
em contato direto quanto separados por camadas de hidratagao [16, 294].

A hemicelulose estabiliza o estado agregado das nanofibrilas e a intensidade
desta estabilizacao ¢ dependente do tipo de hemicelulose. Em primeiro lugar, este
resultado reflete o papel da matriz hemicelulésica em gerar forgas de coesao den-
tro da parede celular, o que é consistente com experimentos em que o bloqueio
da sintese de glucuroxilanos em plantas causa uma reducao da recalcitrancia a
hidrélise [295]. Em segundo lugar, os resultados mostram o efeito de variagoes
de composicao quimica da matriz hemicelulésica nas forcas internas da parede
celular. A importancia das ramificagoes de glucuronato é consistente com experi-
mentos: paredes celulares com hemiceluloses deficientes em glucuronatos sao mais
suscetiveis a desconstrucao que aquelas com alto teor de glucuronato [23].

Em relagao a outros tipos de hemicelulose, os resultados permitem fazer predi-
¢oes sobre seus efeitos na parede celular. Como a presenga de glucuronatos na
hemicelulose é o fator que mais afeta a intensidade de seu efeito, outras hemicelu-
loses, como galactoglucomananos ou xiloglucanos — compostos de monossacaideos

eletricamente neutros —, fariam interacoes semelhantes as observadas para arabi-
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nose. A presenca de glucuronato, como um anion, parece ser um fator determinante
das forcas que a matriz hemiceluldsica exerce sobre a organizacao das fibrilas de
celulose.

As andlises de SFED mostraram que os diferentes monémeros podem se associar
a celulose de duas maneiras: através de ligacoes de hidrogénio, que é o modo mais
energeticamente favoravel, e através de interacoes hidrofébicas do tipo stacking,
que sao mais fracas. Como mostrado pelos mapas das fungoes de distribuicao, as
ligagoes de hidrogeénio sao especificas para cada tipo de ramificacao, e sao estabele-
cidas entre a celulose e as hidroxilas exociclicas dos monomeros. Experimentos de
calorimetria mostraram que a adsorcao de xiloglucano sobre a celulose apresenta
duas fases em fungao de sua concentragao: uma fase exotérmica, em baixas con-
centragoes, e uma fase endotérmica, em altas concentracoes. Consistente com os
resultados de 3D-RISM /KH, a fase exotérmica corresponde a formacao de ligagoes
de hidrogénio entre xiloglucano e a celulose enquanto que a fase endotérmica cor-
responde a interacoes hidrofébicas termodinamicamente dirigidas por expulsao de
moléculas de dguas das interfaces de interagao entre xiloglucano e celulose [296].

Conforme descrito na secao de métodos, os monomeros de ramificacoes de he-
micelulose foram utilizados como um modelo de hemicelulose que leva em conta
sua especificidade quimica. Adicionalmente, este modelo permite interpretacoes
sobre o estado pré-tratado da parede celular, em que a hemicelulose é hidrolisada
a monomeros. Nesta interpretacao, os resultados obtidos sao também consistentes
com experimentos: um aumento da largura das fibras de celulose resulta de pré-
tratamentos acidos, hidrotérmicos e de explosao de vapor [18, 33, 39, 40, 297]. Isso
sugere que a expulsao de dgua entre fibras de celulose é um processo dirigido nao
somente pelo aumento da entropia rotacional e translacional da agua expelida em
altas temperaturas, como mostrado por Langan et al. [18], mas também pelos efei-
tos estabilizadores dos mondémeros de hemicelulose, conforme mostrado na figura
8.6.
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8.5 Consideracoes finais

Neste capitulo, a teoria de equagoes integrais 3D-RISM/KH foi usada para inves-
tigar, semiquantitativamente, as interacoes efetivas entre nanofibrilas de celulose
e o impacto da matriz hemicelulésica e sua composicao quimica nas forcas de in-
teracao. Os resultados mostram que a hemicelulose estabiliza estados agregados
da celulose e que a presenca de grupos carboxilatos, presentes nas ramificagoes de
glucuronato, potencializa os efeitos da matriz hemiceluldsica na nanoarquitetura
da parede celular primaria.

Estes estudos se inserem num contexto em que faz-se necessario o entendi-
mento de relagoes entre composicao quimica e nanoarquitetura da parede celular,
e entre nanoarquitetura e recalcitrancia a degradagao. Modificagoes genéticas de
plantas tém mostrado ser possivel modular a recalcitrancia [298], mas tais estudos
sao essencialmente empiricos e carecem de uma base fundamentada em aspectos
moleculares da parede celular [2]. Os resultados obtidos aqui constituem um dos
primeiros esforcos para entender como a recalcitrancia lignoceludsica é afetada pela
composicao quimica da parede celular. No futuro, a medida em que a complexidade
da parede celular é compreendida em maiores detalhes, informacoes moleculares

deverao ser utilizada para guiar o avancao da tecnologia de conversao de biomassa.



Capitulo 9

Forcas termodinamicas
em paredes celulares

secundarias

9.1 Introducao

A lignina é o segundo biopolimero mais abundante do planeta e um componente
majoritario da parede celular secundaria de plantas [25, 26]. Nas plantas, a lignina
esta envolvida em regulagao da conducao de agua, suporte estrutural e resisténcia
a patdgenos [3, 299]. Tais efeitos protetores e estruturais criam desafios para o
processamento industrial da biomassa lignocelulésica, por ser a lignina recalcitrante
a degradacao quimica e bioldgica. Na producao de biocombustiveis, o impacto
negativo da lignina é reconhecido como um dos maiores problemas [4], demandando
a utilizagao de pré-tratamentos severos que compromentem a viabilidade economica
de todo o processo [2, 28]. Assim, solucionar o problema da recalcitrancia da lignina
¢ uma das necessidades para a producao de biocombustiveis em larga escala para
suprir a demanda mundial [29, 57].

Como descrito no Capitulo 2, a lignina é um polimero formado por unidades
de fenilpropandides que se associam formando uma complexa rede tridimensional
na parede celular secundéria. Juntamente com a hemicelulose, a lignina preen-
che os espacos entre as microfibrilas de celulose e cria uma barreira resistente que
dificulta a digestibilidade da celulose por reduzir a acessibilidade de glicosideo hi-
drolases. Além disso, devido a possibilidade de adsor¢ao nos microporos da matriz
de lignina, as enzimas se difundem lentamente até o substrato celulésico, prejudi-
cando a cinética do processo [4, 300-302]. De fato, pré-tratamentos que reduzem

o conteido de lignina — enquanto mantém a arquitetura nativa da parede celular
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— aumentam a digestibilidade da biomassa [17, 27]. Pré-tratamentos demasiada-
mente severos, contudo, podem levar a formacao de pseudo-lignina a partir de
produtos da degradacao de carboidratos e lignina e ser ainda mais prejudicial a
hidrélise enzimética que a prépria lignina [49, 50]. Assim, pré-tratamentos ideais
devem ser moderados e ao mesmo tempo capazes de romper a barreira da lignina
para expor a celulose ao ataque enzimatico.

Plantas geneticamente modificadas que possuem menor contetido e/ou diferen-
tes composicoes quimicas de lignina exibem uma maior digestibilidade e requerem
pré-tratamentos menos severos para fornecer o mesmo rendimento que as plantas
nativas [29, 53, 303-305]. Assim, além de estar correlacionada com o conteido
de lignina, a recalcitrancia lignocelulésica é também influenciada pela composicao
quimica da lignina. A raz@o entre os contetudos de siringil e guaiacil (S/G) na
lignina (vide figura 9.1) é considerada um dos parametros chave que governam a
recalcitrancia. Nao obstante, resultados contraditorios tém sido obtidos em es-
tudos com plantas geneticamente modificadas: alguns estudos mostram que uma
alta razao S/G levam ao aumento da digestibilidade enquanto outros mostram que
uma baixa razao S/G aumenta a digestibilidade [3]. Studer et al. encontraram que,
dependendo da razao S/G, a digestibilidade depende mais ou menos do conteido
total de lignina, sugerindo relagoes complexas entre a digestibilidade da biomassa
e atributos ligados a lignina [306]. No conjunto, estes estudos mostram que o efeito
da composicao quimica da lignina na recalcitrancia lignocelulésica é ainda pouco
compreendido e requer investigacoes mais profundas.

Somente nos ultimos anos é que aspectos estruturais e fisico-quimicos das in-
teragoes entre lignina e outros componentes da parede celular passaram a ser ex-
plorados, o que é reflexo da complexidade da biomassa. Esforcos multidisciplinares
tém sido necessarios para a obtencao de uma visao da recalcitrancia em multiplas
escalas. Microscopias e tomografias eletronicas e espalhamento de néutros a baixo
angulo mostraram que pequenos agregados de lignina se formam na biomassa pré-
tratada com acido diluido e que tais agregados se coalescem em gotas e se redistri-
buem sobre a superficie da parede celular [32, 34], revelando alteragoes estruturais

induzidas pelo pré-tratamento. Em outro estudo, um conjunto multimodal de mi-
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croscopias — reunindo microscopia de forca atomica, microscopia de espalhamento
Raman estimulado, microscopia confocal de varredura a laser e microscopia optica
de campo claro — foi usado para visualizar a acao de celulases em paredes celulares
nativas e deslignificadas em tempo real e em condig¢oes proximas a fisiolégica, for-
necendo imagens de alta resolucao do impacto negativo da lignina na degradacgao
enzimatica da biomassa [17]. Uma combinagao de simulagbes de dinamica mo-
lecular e espalhamento de néutrons a baixo angulo mostraram que os agregados
de lignina possuem estrutura autosimilar em multiplas escalas (fractal) com poros
de dimensodes suficientes para permitir a adsor¢ao de celulases [307]. Simulagoes
também mostraram que o colapso da lignina em temperatura ambiente, bem como
a associagao da lignina com dominios cristalinos da celulose, sao processos entro-
picamente dirigidos [308, 309]. Simulagdes de dinamica molecular de um modelo
de parede celular secundaria mostraram que existe uma intepenetracao entre a lig-
nina e hemicelulose ao longo de uma interface lignina-hemicelulose [310], sugerindo
a existéncia de uma apreciavel afinidade entre estes dois componentes da parede
celular. Por outro lado, simulacoes sugerem que ocorre uma separacao de fases
entre a lignina e hemicelulose quando estes polimeros sao submetidos as altas tem-
peraturas dos pré-tratamentos termoquimicos [18], mostrando que as interagoes
efetivas entre os componentes da parede celular sao moduladas pelas condigoes
termodinamicas do meio.

Embora estes estudos comecaram a lancar luz sobre aspectos moleculares e mi-
croscopicos da lignina, o mecanismo pelo qual a composicao quimica da lignina
afeta as forcas termodinamicas dentro da parede celular ainda é desconhecido.
Dada a complexidade e a variabilidade da biomassa lignoceluldsica, o estudo iso-
lado de fatores que afetam a recalcitrancia — por exemplo, a composicao quimica da
lignina — nao é trivial. Nesta parte da tese, o efeito da composi¢ao quimica da lig-
nina nas forgas termodinamicas de interagao lignina-lignina e lignina-hemicelulose
foi investigado usando a teoria 3D-RISM/KH, com o intuito de obter os principios
moleculares que governam a modulacao de tais forcas nas paredes celulares se-

cundérias de plantas.
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9.2 Metodologia

9.2.1 Modelos moleculares e procedimentos gerais

Para estudar as interacoes lignina-lignina e lignina-hemicelulose, a termodinamica
de solvatacao de oligomeros de lignina e hemicelulose em soluc¢oes de monomeros de
lignina foi obtida por 3D-RISM/KH. Os célculos realizados simulam experimentos
de calorimetria em que os oligomeros de lignina e hemicelulose sao adicionados
a agua e, em seguida, ¢ medida a variacao de energia livre a proporcao em que
monomeros de lignina sao progressivamente adicionados a solucgao.

Os monomeros de lignina p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (G), ilus-
trados na figura 9.1a, foram considerados neste estudo. Por conveniéncia, os
monomeros de lignina serao denotados aqui por monolignéis, embora, a rigor, os
monolignéis sejam os precursores das unidades H, G e S (vide figura 2.6). Uma vez
que a ligagao monolignol-monolignol mais predominante na lignina ¢é a do tipo §-O-
4’ [3, 25], em que o carbono 3 é ligado diretamente ao atomo de oxigénio do grupo
fendlico (figura 9.1b), os grupos hidroxila envolvidos na formacao deste tipo de
ligacao foram substituidos por grupos metdxi para melhor representar os residuos
do polimero, como mostrado na figura 9.1c. Estas estruturas foram otimizadas
usando mecanica molecular em vacuo e entao usadas para definir solugoes aquo-
sas de monolignois em diferentes concentracoes. As funcoes de correlacao radiais
solvente-solvente destas solugdes foram obtidas com a teoria DRISM/KH.

Os oligomeros xilohexaose — cadeia linear formada por 6 residuos de xilose
unidos por ligagoes glicosidicas f(1 — 4) — e hexaguaiacil — cadeia linear for-
mada por 6 unidades de guaiacil unidas por ligacoes 5-O-4" — foram usados como
modelos para a hemicelulose (xilano) e lignina, respectivamente (figura 9.1d).
Cinco conformagoes diferentes destes oligomeros foram tratadas nos calculos de
3D-RISM/KH. Os conférmeros foram obtidos usando simulagoes de dinamica mo-
lecular em dgua explicita. Em seguida, a teoria 3D-RISM/KH foi empregada para
computar a termodinamica de solvatagao dos oligdbmeros em solugoes aquosas de
monoligndis em concentragoes variadas.

Em todos os célculos, o campo de forca CHARMM36 [193] foi usado para a
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Figura 9.1. (a) Unidades monoméricas da lignina, como aparecem no
polimero, em que os substituintes R1 e R2 determinam as subunidades H, G ou
S. (b) Dimero de lignina destacando a ligagao $-O-4" em azul. (c¢) Mondémero
de lignina usado nos calculos, aqui denotados de monolignéis. (d) Oligdmeros de
lignina e hemicelulose.

hemicelulose, o modelo TIP3P/CHARMM [172, 174] para a dgua e os parametros
CHARMM obtidos por Petridis & Smith [311] para a lignina.

9.2.2 Detalhes computacionais

Para obter as fungoes de correlagao radiais solvente-solvente, cdlculos de DRISM /KH

foram executados para as solu¢oes aquosas de monolignéis em concentracoes (fragao
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molar) variando de 0 a 1072, A densidade e a constante dielétrica das solugoes
foram consideradas como sendo as mesmas da dgua pura (1.0 g cm™ e 78,5, res-
pectivamente) na temperatura de 300 K. Para computar a entropia, que envolve
a derivada da energia livre de solvatacao em relacao a temperatura, calculos de
DRISM/KH semelhantes foram realizados para as temperaturas de 295 e 305 K.
As equagoes integrais foram resolvidas numa malha radial contendo 8192 pontos
separados por 0,1 A. Malhas mais finas foram consideradas em testes, mas os resul-
tados nao se alteraram. As equacoes foram resolvidas iterativamente até o desvio
médio quadratico relativo de 107° usando o algoritmo modificado de inversao
direta no subespago iterativo (MDIIS), que é um procedimento para acelerar a
convergéncia de equagoes integrais de teorias do estado liquido [114, 287]

As equagoes integrais da teoria 3D-RISM/KH foram resolvidas numa malha
tridimensional contendo 128 x 128 x 128 pontos numa caixa cubica de dimensoes
64 A x 64 A x 64 A. Estas dimensoes foram suficientes para que as funcoes de
correlacao decaissem dentro dos limites da caixa. Uma malha mais fina contendo
256 x 256 x 256 pontos nao alterou os resultados significativamente. O algoritmo
MDIIS [114, 287] foi usado para iterar as equagoOes integrais até o desvio médio
quadrético relativo de 107%. As funcoes de correlacao soluto-solvente obtidas por
3D-RISM/KH foram entao utilizadas para obter a termodinamica de solvatagao
do sistema. Calculos da teoria DRISM/KH e 3D-RISM/KH foram realizados com
programas desenvolvidos no grupo do Dr. Kovalenko.

As simulagoes de dinamica molecular empregadas para amostrar conformagoes
dos oligomeros foram executadas usando condicoes de contorno periddicas, particle
mesh Ewald para computar interagoes eletrostéticas [105] e um raio de corte de
12 A para truncar as interacoes de curto alcance. Os oligobmeros foram solvatados
com moléculas de 4gua numa caixa cibica usando Packmol [237]. Ligagoes envol-
vendo atomos de hidrogénio foram vinculadas em seus comprimentos de equilibrio
e um passo de integracao de 2 fs foi usado para resolver as equacoes de movimento.
A temperatura e a pressao foram mantidas constantes em 300 K e 1 atm, respecti-
vemente, utilizando o termostato e pistao de Langevin [171]. As simulagoes foram

executadas com o programa NAMD [171] por 10 ns. Cinco configuragoes de lignina
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e hemicelulose foram extraidas a cada 2 ns das trajetérias, para posteriormente se-
rem utilizadas nos célculos da teoria 3D-RISM /KH.

9.3 Resultados e discussao

9.3.1 Interacoes de monoligndis com lignina e

hemicelulose

Para investigar as interacoes mediadas pela lignina, a energia livre de solvatagao
dos oligomeros de hemicelulose e lignina em solugoes aquosas dos monolignéis H, G
e S em concentragoes crescentes foram computadas. A presenga de diferentes mo-
nolignodis no ambiente aquoso tem o efeito de abaixar a energia livre de solvatacao
tanto da hemicelulose quanto da lignina em diferentes intensidades, indicando que
as interagoes lignina-lignina e hemicelulose-lignina sao termodinamicamente fa-
voraveis e dependentes da composi¢ao quimica da lignina.

A figura 9.2a mostra as energias livres de solvatacao da hemicelulose em fungao
da concentracao dos monoligndis, com relacao a energia livre de solvatacao em
agua pura. Os dados mostram que o aumento da concentracao de monolignol
resulta no abaixamento da energia livre de solvatagao da hemicelulose. A medida
que a concentracao de monolignol varia de 0 a 0,01 (expressa em fracdo molar), a
energia livre de solvatagao decresce em 10-15 kcal /mol, dependendo da natureza do
monolignol. Este decréscimo na energia livre indica que os monoligndis sao capazes
de estabilizar a hemicelulose em meio aquoso. A figura 9.2a mostra também que a
variacao da energia livre de solvatagao da hemicelulose cresce com a natureza dos
monolignodis na seguinte ordem: H < G < S. Comparando as inclinagoes de um
ajuste linear dos pontos da figura 9.2a, que reflete uma medida da afinidade dos
monoligndis pela hemicelulose, nota-se que as interagoes da hemicelulose com os
monoligndis G e S sdo, respectivamente, em torno de 20% e 50% mais fortes que
as interagoes com o monolignol H. Estes resultados indicam que as substituicoes
met6xi no anel aromatico da lignina (figura 9.1) intensificam as interacoes efetivas
entre hemicelulose e lignina em meio aquoso.

Os resultados mostrados na figura 9.2b mostram que o aumento da concentragao
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Figura 9.2. Energia livre de solvatagdo da (a) hemicelulose e (b) lignina
em solugoes aquosas dos monolignéis H, G e S em diferentes concentragoes. A
afinidade dos monolignéis pela hemicelulose e lignina é evidente pela redugao da
energia livre de solvatagao a medida que a concentracao dos monolignois aumenta.

A natureza dos monoligndis influencia a estabilizacao da hemicelulose e lignina na
ordem H < G < S.

de monoligndis até a fragao molar de 0,01 causa um decréscimo monotonico na
energia livre de solvatagao da lignina de ~17-27 kcal/mol, indicando que a lignina
possui afinidade por si mesma e, portanto, a tendéncia de auto-agregacao. Além
disso, como nas intera¢oes hemicelulose-monolignol, (i) a dependéncia da energia
livre de solvatacao com o tipo de monolignol se intensifica na ordem H < G < S, e
(ii) as interagoes mediadas pelos monolignéis G e S sao, respectivamente, em torno
de 20% e 50% mais intensas que as interacoes mediadas pelo monolignol H.

A reducao da energia livre de solvacao da lignina e hemicelulose a medida que
a concentracao dos monoligndis aumenta indica que a estabilidade termodinamica
da parede celular secundaria — e, portanto, sua recalcitracia a desconstrucao — é
afetada tanto por interacoes entre lignina e hemicelulose quanto pelas interacoes
entre a prépria lignina. Isso é consistente com o fato de que a redugao do conteido
de lignina pode aumentar a digestibilidade da biomassa [303]. Microgotas de lignina
que aparecem em paredes celulares apds tratamentos termoquimicos [32] fornecem
evidéncia da auto-agregacao da lignina e os resultados apresentados aqui indicam
que as forcas internas que mantém estes agregados sao func¢ao da composi¢ao da
lignina em termos dos monoligndis H, G e S. Além disso, a composi¢ao da lignina

afeta sua interacao com a hemicelulose; tal fato é importante em biomassa em que
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a remocao de hemicelulose é um passo chave para a digestao enzimatica, como
em Panicum virgatum, conhecida como switchgrass em inglés [278]. Nestes casos,
a composicao da lignina pode afetar a severidade dos pré-tratamentos necessarios
para a remocao da hemicelulose.

As interacoes efetivas mediadas pelo monolignol S sao cerca de 25% mais for-
tes que as mediadas pelo monolignol G, um efeito que poderia ser significante
na modulacao da recalcitrancia lignocelulésica. Assim, no que diz respeito as in-
teragoes fisicas da parede celular secundaria, uma reduzida razao S/G resultaria
em estruturas mais suscetiveis a degradacao. Esta tendéncia tem sido, de fato, ob-
servada experimentalmente por diferentes grupos. Hung et al. demonstraram que
um reduzido contetdo de lignina e reduzida razao S/G melhoram a digestibilidade
da cana-de-agucar [312]. Fu et al. reportaram que uma razao S/G reduzida em
switchgrass leva a um fenétipo de crescimento normal, maior eficiéncia na digestao
enzimatica e necessita de pré-tratamentos menos severos para obter o mesmo ren-
dimento de agtcares fermentdveis quando comparado com plantas nativas [53].
Recentemente, Vanholme et al. mostraram que o aumento do contetido do mono-
lignol H na lignina de plantas transgéenicas causa um aumento de quatro vezes na
eficiéncia enzimética [305]. Entretanto, estas tendéncias ndo se verificam em todos
os casos: ha vérios relatos de que quanto maior a razao S/G, maior a digestibi-
lidade da biomassa [313, 314]. Esta discrepancia é, em parte, atribuida a fatores
genéticos, bioquimicos e ambientais envolvidos nos experimentos [313], tornando
dificies as comparagoes. E importante salientar que a recalcitrancia lignocelulésica
emerge de varios fatores interdependentes, os quais nao estao incorporados no mo-
delo. Além do contetudo de lignina e sua composicao, influenciam a recalcitrancia:
porosidade da parede celular, presenca de complexos carboidrato-lignina, inibicao
enzimatica pela lignina, e a acessibilidade e cristalinidade das fibras de celulose
[2-4, 7]. Além disso, a suscetibilidade quimica da lignina tem um papel impor-
tante: durante pré-tratamento acido, a lignina pode sofrer fragmentagao através
da clivagem de ligagoes §-O-4’ [3]. Deste ponto de vista, a presenga de mono-
lignoéis S tornam a lignina mais suscetivel por haver menores possibilidades dos

monoligndis S se acoplarem via ligacoes diferentes da $-O-4’, como a ligagao -5,
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ja que o carbono 5 é metoxilado no monolignol S. Assim, a lignina rica em mono-
lignois G tende a ser mais ramificada e exibir ligacoes quimicas carbono-carbono

mais recalcitrantes [7, 29].

9.3.2 Efeito da conformacao da hemicelulose e lignina

Os resultados da secao anterior indicam que o efeito de alterar a concentracao
e o tipo de monolignol na energia livre de solvatagao da hemicelulose e lignina
¢é similar, ou seja, para ambos os oligomeros ocorre um aumento das interagoes
com os monoligndis, na ordem H < G < S, a medida que suas concentragoes
aumentam no meio. Isso sugere que, em nivel molecular, as interagoes lignina-
lignina e hemicelulose-lignina sao de natureza similar. A comparacao das energias
livres de solvatacao da hemicelulose e da lignina em diferentes conformacoes revela
que suas interagoes com os monoligndis sao nao-especificas e insensiveis ao estado
conformacional dos oligomeros. A figura 9.3 mostra as energias livres de solvatagao
para cada uma das cinco conformacoes consideradas. As alteracgoes de energia livre
com a concentracao de monolignol — obtidas como as inclinagoes de um ajuste linear
— sao0 essencialmente as mesmas para quaisquer das cinco conformacoes (as curvas
sao paralelas).

Embora as conformagoes da hemicelulose e lignina nao afetem as interagoes com
os monoligndis, os valores absolutos das energias livres de solvatacao sao sensiveis
a conformacao. Considerando que a dgua é o principal co-solvente nas solugoes
de monoligndis, estas energias livres refletem majoritariamente a hidratacao dos
oligomeros. A dependéncia das energias livres com a conformacao dos oligbmeros
resulta de interagoes especificas com a dgua através de ligacoes de hidrogénio.

A nao-especificidade das interagoes lignina-monolignol e hemicelulose-monolig-
nol sugere que tais interagoes sao predominantemente hidrofébicas, mesmo as que
envolvem a hemicelulose hidrofilica. No contexto da parede celular secundaria, esta
nao-especificidade pode ser de importancia fundamental para o estabelecimento de
sua estrutura amorfa e resistente, ja que requerimentos estéricos minimos seriam
necessarios para a formacgao de estruturas estaveis na matriz nao-celuldsica da

parede celular. Além disso, a similaridade das interagdes dos monoligndis com a
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Figura 9.3. Energia livre de solvatagao da hemicelulose (& esquerda) e da
lignina (& direita) em funcao da concentracao dos monolignéis H, G e S, para os
cinco diferentes conformeros de hemicelulose e lignina. As diferentes cores repre-
sentam as diferentes conformacoes. As energias livres de solvatacao sao mostradas
com relacao ao valor mais alto entre os conformeros. E evidente que o efeito
da concentracao dos monolignédis é independente da conformagcao dos oligomeros,
como pode ser inferido pelas inclinacoes essencialmente iguais das curvas. Entre-
tanto, os valores das energias de solvatacao dependem da conformacao e refletem
a hidratagao da hemicelulose e lignina.



172 Capitulo 9. Forcas termodinamicas em paredes celulares secundérias

hemicelulose e lignina implica que estes polimeros podem ser misturados na parede
celular com baixa penalidade termodinamica decorrente de diferencas da natureza
das interacoes. De fato, ha evidéncias de que, na arquitetura da parede celular
nativa, a hemicelulose e a lignina estao empacotadas mutuamente de tal forma
que o colapso da lignina é impedido. Estudos demonstram que, para a biomassa
imersa em acido diluido na temperatura ambiente, a lignina se mantém associada
com a hemicelulose. Sob altas temperaturas, a hemicelulose sofre hidrélise e entao
a lignina se auto-agrega [34]. Dessa forma, a auto-agregagio da lignina é depen-
dente da remocao da hemicelulose, indicando que esta ultima possui um papel em
manter a distribuicao da lignina na parede celular nativa. Inclusive, interagoes
lignina-hemicelulose tém sido apontadas como fatores-chave da recalcitrancia, e
nao a propria lignina. Em Populus, a associacao da lignina com xilanos é o princi-
pal fator ligado a digestibilidade [315]. O mesmo foi mostrado para cana-de-agiicar
[316] e switchgrass [278]. Além disso, a inibicao da sintese de xilanos resultou em
paredes celulares secundarias finas e deformadas, demonstrando a importancia do
entrelagamento lignina-hemicelulose nas propriedades da parede celular secundaria
295, 317]. Em suma, a lignina pode estar tanto associada com hemicelulose (em
paredes celulares nativas) ou auto-agregada (em paredes pré-tratadas com acido).
Em ambos os casos, a natureza das interagoes intermoleculares parecem ser si-
milares de acordo com os resultados aqui apresentados, os quais fornecem uma

interpretacao molecular para tais observagoes experimentais.

9.3.3 Forcas termodinamicas de solvatacao

Para entender a forca termodinamica que dirige as interagoes hemicelulose-lignina e
lignina-lignina, as contribuigoes parciais da agua e dos monoligndis para a energia
livre de solvatagao da hemicelulose e lignina foram computadas. Os resultados
mostram que a contribuicao parcial da dgua para a energia livre de solvatacao da
hemicelulose decresce (no sentido de abaixamento da energia livre) a medida que
a concentracao de monolignol aumenta (figura 9.4a), enquanto que a contribuigao
parcial dos monoligndis aumenta ligeiramente sob tais condigoes. A contribuicao

termodinamicamente desfavoravel dos monolignéis é, em parte, reflexo da perda
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de liberdade translacional e rotacional ao interagirem com a hemicelulose. Logo,
o efeito termodinamico favoravel é dirigido pela contribuicao da agua, que torna

maior a medida que a concentragao de monolignol aumenta.
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Figura 9.4. Contribuicao parcial da dgua e dos monoligndis para a energia
livre de solvatacao da (a) hemicelulose e da (b) lignina. A contribuicao da dgua é
termodinamicamente favoravel enquanto que a dos monoligndis é desfavoravel.

Adicionalmente, o efeito da composicao quimica dos monolignéis é significati-
vamente mais pronunciado na contribuicao da dgua que dos proprios monolignois
(figura 9.4a). A contribuigao da dgua para a energia livre de solvatacao decresce
na mesma ordem que a energia livre total, isto é, na ordem H < G < S. De forma
similar, o efeito da conformacao da hemicelulose é negligenciavel da parte dos mo-
noligndis, enquanto que a contribuigao da dgua é fortemente afetada (figura 9.5).

Semelhantemente, as interagoes dos monolignéis com a lignina estao também
associadas com uma reducao da contribuicao da agua para a energia livre de sol-
vatacao, e o efeito do tipo de monolignol se manifesta principalmente na contri-
buigao da dgua (figura 9.3b). O efeito da conformagao da lignina, mostrado na
figura 9.5, evidencia a baixa contribuigao dos monoligndis e a forte contribuic¢ao de
efeitos dependentes da dgua.

A tabela 9.1 mostra as energias livres de solvatacao e as entropias de solvatacao
da hemicelulose e lignina nas solu¢des dos monolignéis H, G e S na fracao molar
de 0,01. Os dados indicam que a entropia de solvatagao aumenta a medida que

o numero de substitui¢oes metoxi aumenta nos monolignéis (H < G < S) e que
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Figura 9.5. Efeito do estado conformacional da hemicelulose (& esquerda)
e da lignina (a direita) nas contribuigoes parciais da dgua e dos monoligndis para
a energia livre de solvatagao. A contribuicao dos monolignéis é insensivel a con-
formacao tanto da hemicelulose quanto da lignina, enquanto contribuicao da agua
depende do conformero.

corresponde a maior parte da energia livre. Isso mostra que a estabilizagao das
interacoes lignina-hemicelulose e lignina-lignina devido a mudancas na composicao

quimica da lignina é um processo entropicamente dirigido.
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Tabela 9.1. Energia livre de solvatacao (Apu) e entropia de solvata¢ao mul-
tiplicada pela temperatura (T'AS) da hemicelulose e lignina em solugoes aquosas
dos monoligndis H, G e S na fracao molar de 0,01. Os valores sao relativos ao
monolignol H e expressos em kcal /mol.

Hemicelulose Lignina

Monolignol Ap  TAS Ap TAS

H 00 00 00 00
G 22 22 41 50
S 45 38 83 68

Estes resultados indicam que as interacoes hemicelulose-lignina e lignina-lignina
sao de natureza hidrofébica e sugerem que a contribuicao favoravel da agua para a
energia livre de solvatagao ¢ devido a uma desidratacao das interfaces hemicelulose-
monolignol e lignina-monolignol. Além disso, o aumento do grau de metoxilacao
aromatica dos diferentes monolignéis causa um aumento do efeito hidrofébico nas
interacoes, o que é acompanhado de um aumento na entropia de solvatacao. A
hidrofobicidade relativa dos monolignéis é evidenciada pelas compressibilidades
isotérmicas das solugoes aquosas de monolignéis. Tem sido estabelecido que a
compressibilidade isotérmica da dgua proxima a superficies hidrofébicas é maior
que a da agua bulk [309, 318, 319] e, consistentemente, a compressibilidade das
solugoes de monoligndis aumenta com a concentragao, com a dependéncia com o
tipo de monolignol aumentando na ordem H < G < S. Estes resultados sao consis-
tentes com extensivas simulacoes de dinamica molecular que preveem que a lignina
colapsa por um mecanismo dirigido entropicamente [308]. Associacao da lignina
com celulose cristalina foi também mostrada ser dirigida por desidratacao das in-
terfaces mutuas de interacao [309]. De acordo com os resultados reportados aqui, a
composi¢ao quimica da lignina provavelmente afeta a recalcitrancia lignoceluldsica
através das interagoes lignina-celulose pelos mesmos mecanismos entrépicos das

interacoes lignina-hemicelulose.
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Figura 9.6. Compressibilidades isotérmicas das solu¢oes de monolignéis
obtidas pela teoria DRISM/KH. A medida que a concentracao de monolignol au-
menta, a compressibilidade também aumenta monotonicamente. Além disso, as
compressibilidades aumentam na ordem H < G < S, indicando que esta ¢ a ordem
relativa das hidrofobicidades dos monoligndis.

9.3.4 Aspectos estruturais das interacoes

Para obter uma visao molecular das interacoes que levam ao comportamento ter-
modinamico descrito nas secoes anteriores, mapas tridimensionais de densidade
de energia livre de solvatacao (SFED) [128] foram construidos. Na figura 9.7, as
SFED em torno da hemicelulose sao mostradas. Os mapas representam superficies
de contorno com os mesmos valores de SFED. Tais valores foram definidos com
base da primeira camada de solvatagao da dgua, o que ¢é equivalente a dizer que
um valor ligeiramente maior de SFED estaria associado com uma segunda camada
de solvatacao em torno da hemicelulose. Definidos assim os valores de SFED, as
superficies de contorno das SFED dos monolignéis foram plotadas. Para a agua,
a SFED revela regioes altamente localizadas em torno dos grupos polares da he-
micelulose, indicativas de ligagoes de hidrogénio (figura 9.7a). As superficies de
SFED em torno das faces mais hidrofébicas da hemicelulose sao negligenciaveis,
demonstrando que as interagoes agua-hemicelulose sao estabelecidas essencialmente
através de ligagoes de hidrogénio. Em contraste, as SFED associadas com as in-

teragoes da hemicelulose com os monolignéis (figuras 9.7b-9.7d) sdo representadas
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Figura 9.7. Distribuigao tridimensional da densidade de energia livre de
solvatacao em torno da hemicelulose (em alaranjado), mostrando regides espaciais
que concentram as interagoes favordveis com a (a) dgua e com os monolignéis (b)

H, (c¢), Ge(d) S.

como superficies difusas que cobrem, principalmente, as superficies hidrofébicas
da hemicelulose, indicando que interagoes hidrofébicas do tipo stacking entre os
grupos C-H axiais da hemicelulose e a nuvens 7 do anel aromético dos mono-
ligndis sao predominantes. A figura 9.7 também mostra diferencas entre as SFED
associadas com os diferentes monoligndis. Suas interagoes com a hemicelulose se
tornam mais efetivas na ordem H < G < S, como indicado pela cobertura mais
efetiva da SFED do monolignol S (figura 9.7d) na superficie da hemicelulose em
relagdo a distribuigdes menos efetivas do monolignéis G (figura 9.7¢) e H (figura
9.7b), para mesmos valores de SFED. Estes resultados mostram claramente que
as substituicoes metoxi aromaticas da lignina tem o efeito de aumentar a habili-
dade dos monolignois de se envolverem em interacoes do tipo stacking com as faces
hidrofébicas da hemicelulose.

A figura 9.8 mostra as SFED em torno da lignina. Para a superficie de contorno

associada a agua (figura 9.8a), os sitios de ligagdo de hidrogeénio da lignina sao as
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regioes mais favoraveis de interacao com a agua, enquanto os anéis aromaticos da
lignina repelem a agua. Por outro lado, as SFED dos monolignéis (figuras 9.8b-
9.8d) sao espacialmente concentradas especialmente sobre os anéis aromaticos da
lignina, mostrando que as interacoes monolignol-lignina sao predominantemente do
tipo stacking hidrofébico m—m. Tais interagoes aumentam em intensidade na ordem
H < G < S, refletindo o papel dos grupos metoxi em aumentar a hidrofobicidade
da lignina.

A figura 9.9 fornece uma visao ampliada das SFED associadas ao monolignol
S e a agua superpostas em torno da hemicelulose e lignina, mostrando que a agua
coordena preferencialmente sitios de ligacao de hidrogénio, enquanto que os mo-
nolignais se espalham pelas superficies hidrofébica da hemicelulose e aroméatica da
lignina. Assim, os monoligndis expulsam a agua das regides hidrofébicas para os
sitios hidrofilicos dos oligomeros, reduzindo assim seu contato desfavoravel com
regioes nao-hidrofilicas. Tais visdes moleculares corroboram a ideia de que a lig-
nina tende a minimizar sua area superficial em contato com a dgua — causando sua
coalescéncia e a formacao de esferas em biomassa pré-tratada [32, 34] — e, além

disso, permite extrapolar tal mecanismo para as interagoes hemicelulose-lignina.

9.3.5 Ligacoes de hidrogénio

Embora as interagoes do tipo stacking hidrofébicas constituam o tipo mais impor-
tante de interagoes entre a lignina e a hemicelulose e determinem a termodinamica
das interagoes, algumas ligacoes de hidrogénio sao reveladas pela andlise das SFED
(figuras 9.7 e 9.8). Os monolignéis, como definidos na figura 9.1c, possuem dois
conjuntos de sitios de ligagao de hidrogénio: (1) os atomos de oxigénio dos grupos
metdxi ligados ao anel aromatico e (2) os grupos hidroxila da cadeia alifatica ane-
xada ao anel aromatico. A fim de avaliar a contribuicao relativa destes dois grupos
para as possiveis ligacoes de hidrogénio envolvendo a lignina e a hemicelulose, a

intensidade das ligacoes de hidrogénio foram calculadas como

W = —kgTIng™**, (9.1)
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max

onde ¢ é o valor maximo da fungao de distribui¢ao tridimensional g(r), que
corresponde ao primeiro pico de g(r) préximo ao sitio de ligagao de hidrogénio do
soluto (hemicelulose e lignina), kg é a constante de Boltzmann e T' é a temperatura
do sistema. Esta definicao de W é baseada na definicao do potencial de forca média

entre o soluto e um sitio do solvente como [114]
PMF(r) = —kgT Ing(r). (9.2)

Assim, o valor de W corresponde ao primeiro minimo do PMF ao longo de um
caminho arbitrario para levar um atomo do solvente do contato com o soluto até o
seio da solugao. O célculo de W esta ilustrado na figura 9.10 para o caso da dgua
pura. A funcao de distribuigao radial entre o oxigénio e hidrogénio da 4gua mostra
um pico na separacao préxima de 1,8 A, correspondente & ligacdo de hidrogénio
entre duas moléculas de agua. Este pico d4d origem ao minimo do PMF, que ¢é

utilizado aqui como medida da intensidade de uma ligacao de hidrogeénio.
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a monolignol S b

hemicelulose  agua
agua

Figura 9.9. Visao ampliada da SFED da dgua (em azul) e do monolignol
S (em amarelo) em torno da (a) hemicelulose e (b) lignina. Enquanto a dgua faz
ligagoes de hidrogénio com a hemicelulose, os monoligndis se distribuem sobre as
faces hidrofébicas disponiveis, reduzindo assim o contato da dgua com tais faces e,
ao mesmo tempo, permitindo a formagao de ligacoes de hidrogénio entre a agua e
os sitios hidrofilicos da hemicelulose e da lignina.

a o b 45
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Figura 9.10. Anélogo unidimensional do cédlculo da forca da ligagao de
hidrogénio como definida pela equacao 9.1. Em (a), é mostrada a funcao de dis-
tribuicao radial g(r) entre dtomos de hidrogénio e oxigénio da dgua pura. O PMF
obtido por PMF=—kgT In g(r) é mostrado em (b). Observa-se que o pico g™** de
g(r) corresponde ao minimo do PMF, que fornece a medida da forca da ligagao de
hidrogénio W'.
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O valor de W foi computado considerando todos os sitios polares da hemicelu-
lose e da lignina nas cinco diferentes conformagoes. Deste conjunto de valores de
W, o valor minimo (mais negativo) obtido para as ligagoes de hidrogénio entre o
soluto (hemicelulose e lignina) e 4gua e cada um dos sitios (1) e (2) descrito acima
foi utilizado para comparacoes.

As ligacoes de hidrogénio envolvendo os dtomos de oxigénio dos grupos metoxi
aromaticos dos monoligndis e a hemicelulose alcancam, no maximo,
W = —0, 6 kcal/mol, enquanto que as ligagdes de hidrogénio envolvendo os grupos
hidrolixa dos monolignéis podem chegar a W = —1,0 kcal/mol. Em contrapar-
tida, a dgua faz ligagoes de hidrogénio com a hemicelulose com intensidade de até
W = —1,2 keal/mol. Semelhantemente, as ligacoes de hidrogénio envolvendo os
grupos metoxi dos monoligndis e a lignina apresentam W = —0,7 kcal/mol en-
quanto as ligacoes de hidrogénio envolvendo os grupos hidroxi apresentam W =
—1,1 kecal/mol. As ligages de hidrogénio dgua-lignina sdo mais intensas, apresen-
tando W = —1, 3 kecal/mol. Logo, os principais sitios de ligacao de hidrogénio dos
monoligndis sao as hidroxilas presentes na cauda hidroxipropilica, enquanto que
os substituintes metdxi aroméaticos participam muito fracamente de ligagoes de hi-
drogénio com a hemicelulose e lignina. Estes resultados corroboram a observacao
de que os grupos metdéxi arométicos causam um aumento do carater hidrofébico

da lignina, e nao um aumento de sua hidrofilicidade.

9.4 Consideracoes finais

Neste estudo, foram investigados os detalhes das interacoes entre os dois polimeros
majoritarios da matriz nao-celuldsica da parede celular secundaria de plantas, lig-
nina e hemicelulose, e os efeitos da natureza quimica da lignina na intensidade
de tais interagoes. As interagoes lignina-hemicelulose e lignina-lignina possuem
carater similares: sao ambas hidrofébicas e nao-especificas, o que deve ser um re-
quisito essencial para a agregacao da parte amorfa da parede celular secundaria.
Como tal, estas interacgoes sao entropicamente dirigidas, em que moléculas de agua
sao afastadas das faces hidrofébicas. Além disso, os efeitos da composi¢ao quimica

da lignina nas forcas de coesao da parede celular sao manifestagoes entrépicas de-
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correntes da modulagao da hidrofobicidade das unidades monoméricas da lignina.
Estes resultados poderiam ser testados experimentalmente com compostos mo-
delo (como os oligomeros de hemicelulose e lignina empregados neste estudo)
usando técnicas calorimétricas, como titulagao calorimétrica isotérmica (ITC) [320].
Tais experimentos poderiam fornecer as energias livres relativas associadas com as
interacoes lignina-lignina e hemicelulose-lignina. Além disso, compostos modelo
mais sofisticados poderiam ser utilizados para cuidadosamente investigar as in-
teracoes de paredes celulares. A utilizacao de compostos modelo, em vez das com-
plexas paredes celulares nativas, poderia fornecer informacoes importantes sobre
os aspectos moleculares que governam a recalcitrancia lignocelulésica.
Finalmente, nota-se que interagoes do tipo stacking estao presentes em toda
a parede celular: nos empacotamentos de cadeias de glucano na celulose por
interagoes stacking C-H/C-H [9], nas interagoes hemicelulose-lignina e lignina-
lignina por meio de stacking C-H/m e m-m, respectivamente, e nas interagoes
celulose-hemicelulose (stacking C-H/C-H) [128] e celulose-lignina (stacking C-
H/m) [309]. Da mesma forma, enzimas e proteinas auxiliares (como expansinas)
envolvidas na desconstrucao da parede celular possuem residuos aromaéticos, prin-
cipalmente triptofanos e tirosinas, e argininas que reconhecem componentes da
parede celular através de interagoes do tipo stacking C-H/m, w-m e cétion -7
[132, 134, 163, 275, 302]. Esta similaridade na natureza das interagoes permite as
proteinas competirem eficientemente com as forcas de coesao internas das paredes
celulares. Assim, interagoes do tipo stacking hidrofébicas parecem ser as interagoes
fundamentais utilizadas pela natureza tanto para formar e desconstruir a arquite-
tura das paredes celulares. De acordo com estas observacoes, o desenvolvimento
inteligente de pré-tratamentos e novas enzimas deveriam ser baseados em vencer

as interacoes hidrofobicas presentes na parede celular.
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Capitulo 10

Conclusoes e

comentarios finais

O avanco da tecnologia do bioetanol de segunda geracao depende da compreensao
tanto da natureza das forgas internas presentes no substrato quanto dos mecanis-
mos moleculares adotados pelas enzimas e proteinas auxiliares em sua despolime-
rizacao. Nesta tese, estas duas questoes ligadas a degradacao de biomassa lignoce-
lulésica foram estudadas sob o ponto de vista atomico-molecular utilizando, para
isso, duas diferentes técnicas computacionais: simulacoes de dinamica molecular e

a teoria de equagoes integrais 3D-RISM/KH.

A. Simulagoes de dindmica molecular

Simulagoes de dinamica molecular foram empregadas para estudar aspectos dinami-

cos envolvidos nos mecanismos de celobiohidrolases, laminarinases e expansinas.

Celobiohidrolases Trés estudos independentes foram realizados para entender
como a dinamica estrutural de celobiohidrolases afeta diferentes etapas de seus
mecanismos, tais como ligagao ao substrato, processividade e expulsao do produto.
As simulagoes mostraram que o fato da celobiohidrolase Cel7A de Trichoderma
harzianum apresentar um tinel catalitico com maiores flutuagoes que o da Cel7A de
Trichoderma reesei se correlaciona com maiores parametros cinéticos e menor grau
de inibigao por produto, sugerindo que a acessibilidade ao substrato ¢ um aspecto
chave do mecanismo de celobiohidrolases. A inibi¢ao por produto, por sua vez,

parece estar relacionada a aspectos dinamicos do sitio de ligacao da celobiose, que
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exibe flutuacoes que dificultam estericamente sua dissociacao. Por fim, a dinamica
intrinseca das celobiohidrolases é modulada pelo substrato, o que permite que a
enzima altere sua funcao conforme a etapa de seu ciclo catalitico. Em particular,
na auseéncia do substrato, a celobiohidrolase Cel7A de T. reesei exibe flutuagoes
que favorecem o processo de complexacao, enquanto que na presenca do substrato
as flutuacoes se alteram e passam a ter relagdo com o movimento processivo do

substrato dentro do tunel catalitico.

Laminarinases Neste estudo, a dinamica das laminarinases PcLam, aNLam e
RmLam foi investigada em diferentes temperaturas para obter as bases molecu-
lares da meso-, termo- e hipertermofilicidade/estabilidade destas enzimas estru-
turalmente similares. A estabilidade térmica se correlaciona com a capacidade
do ntcleo hidrofébico das laminarinases de resistir a penetracao de agua, o que
ocorre mais facilmente na mesofilica através de uma porta hidrofilica formada por
uma ponte salina numa das entradas do ntcleo hidrofébico. Nas laminarinases
(hiper)termoestédveis, nao ha residuos no nucleo hidrofébico, e a entrada de dgua é
dificultada, resultando em maiores estabilidades térmicas. A termofilicidade das la-
minarinases estd associada & capacidade de manter a acessibilidade do stio ativo em
altas temperaturas. Enquanto a mesofilica PcLam exibe o sitio ativo exposto so-
mente em temperatura ambiente, as (hiper)termofilicas aNLam e RmLam mantém

a acessibilidade do sitio ativo em altas temperaturas.

Expansinas Um conjunto de simulagoes de dinamica molecular mostrou que a
expansina EXLX1 interage com a face hidrofébica da celulose através de interagoes
de van der Waals mediadas pela superficie aromatica do dominio D2 que, por
sua vez, permite a EXLX1 deslizar sobre a celulose. Quando em contato com
uma cadeia isolada de celulose, o domino D1 da EXLX1 induz uma torcao em
sua conformacao, processo no qual o residuo Asp82 participa através de ligagoes
de hidrogénio. Os mutantes Asp82Asn e Tyr73Ala, que causam a inativacao da
EXLX1, desestabilizam estruturalmente o centro de torcao, compromentendo sua
a habilidade de induzir tor¢oes em cadeias de glucano. O fato de deslizar sobre

a celulose e de induzir torgoes em cadeias individuais de glucano sugere que a



187

EXLX1 possa caminhar sobre a celulose rompendo interacoes xiloglucano-celulose
e celulose-celulose, assim enfraquecendo a arquitetura da parede celular e gerando

substratos mais suscetiveis ao ataque enziméatico das celulases.

B. Teoria de equacoes integrais

A teoria de equagoes integrais 3D-RISM/KH foi empregada para entender como
aspectos termodinamicos intrinsecos de paredes celulares primarias e secundarias —
que possuem ligagao com a recalcitrancia a desconstrugao — emergem diretamente

dos detalhes moleculares de sua composicao quimica e nanoarquitetura.

Paredes celulares primarias Em agua pura, nanofibrilas de celulose se agre-
gam preferencialmente através de suas faces hidrofilicas e o contato de nanofibri-
las através de suas faces hidrofébicas constitui um estado metaestavel. Quando
monomeros de hemicelulose sao adicionados ao meio, estes induzem a estabilizacao
do estado agregado das nanofibrilas. A intensidade desta estabilizacao é depen-
dente da natureza quimica dos monomeros: unidades de glucuronato negativamente
carregadas afetam a agregacao das nanofibrilas mais intensamente que unidades
nao carregadas, como arabinose e acucares similares. Estes estudos mostram o
papel da hemicelulose em modular termodinamicamente o arranjo preferencial das

fibrilas de celulose na parede celular.

Paredes celulares secundarias Com um procedimento que simula experimen-
tos de titulagdo calorimétrica, a teoria 3D-RISM/KH foi utilizada para estudar a
natureza das interagoes de lignina e hemicelulose com as trés unidades monomeéricas
de lignina — H, G e S — as quais variam no grau de metoxilagao aromatica. Os
resultados mostraram que metoxilagoes aumentam a drea superficial aromatica dos
monomeros de lignina e intensificam interagoes hidrofébicas com oligomeros de lig-
nina e hemicelulose. A desidratacao das superficies de contato lignina-lignina e
hemicelulose-lignina origina a forca termodinamica que causa a agregacao des-
tes componentes da parede celular sedundaria, que varia com a natureza dos

monomeros, na ordem H < G < S.



Perspectivas futuras

Estes cinco estudos constituem contribuigoes cientificas basicas no contexto biotec-
nolégico de conversao de biomassa lignocelulésica. Embora uma explosao cientifica
no campo de mecanismos das enzimas e estrutura de biomassa venha acontecendo
nos ultimos 5 anos, devido, principalmente, a pesquisas realizadas no National Re-
newable Energy Laboratory (NREL) e no Oak Ridge National Laboratory (ORNL),
nos Estados Unidos, hé ainda muito a ser compreendido a respeito desses processos
em escala molecular. De acordo com a tendéncia da literatura, os préximos anos
devem testemunhar a revelagao de mais detalhes dos mecanismos de celobiohidrola-
ses, que constituem enzimas-chave na despolimerizagao da celulose, e de proteinas
auxiliares, englobando expansinas e enzimas com atividades auxiliares. Além disso,
técnicas avancadas de microscopias devem possibilitar a visualizacao de detalhes
cada vez maiores da arquitetura da parede celular e os efeitos de pré-tratamentos.
Nestes desenvolvimentos, simulagoes computacionais cada vez mais realisticas e em
escala de tempo cada vez maiores terao um papel essencial, tanto na verificagao
de hipéteses geradas por experimentos, quanto na formulacao de novas hipdteses a

serem verificadas experimentalmente, num processo iterativo.
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Apéndice A
Nomenclatura e

estrutura dos

aminoacidos

A tabela abaixo lista a estrutura e a abreviatura dos aminodcidos.

Nome, Férmula Nome, Férmula
Abreviagoes estrutural Abreviagoes estrutural
Aminodcidos de cadeia lateral polar carregada
Lisina (|:OO Acido Tw /O
H— C—CH,—CH,—CH,—CH; aspartico H—C—CH—C
Lys ’ Asp ‘ N
K NH3* NHz* D NH3* o
Arginina C’OO NH; Acido (|:OO o
H—C——CH,—CHy— CHp—NH—C Glutamico H—C—CH,CHy C
Arg | L. Gl | \
R NH3+ NH> E NH3+ o
Histidina C|00
i 7N
His H—C—CH,—< |
H Y
NH3* N
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Nome, Férmula Nome, Férmula
Abreviagoes estrutural Abreviacgoes estrutural
Aminodcidos de cadeia lateral apolar
Glicina Coo Metionina CoOo
Gly Met
H—C—H H—C——CH,—CHy—S——CH3
G M
NH3* NH3*
Alanina Ccoo Prolina H>
coo STCH;
Ala Pro >/
H—C—CHs c
A P /> /CHZ
NH3* HoN
Valina COO  cH, Fenilalanina coo
Val |/ Phe | N\
H—C—CH H—C—CH,—( N
Vv | F | \ /
NH3+ CH3 NH3+
Leucina coo CHs Triptofano C|OO
L / T
e H— C—CH,—CH P H—C—CH,
L \ W |
NH3* CHs NHy* S
N
H
Isoleucina COO CHs
Ile | L
| H—T—ﬁ —CH,—CHs
NH3* H
Aminodcidos de cadeia lateral polar sem carga
Serina Ccoo Glutamina Ccoo o
Ser | Gln | //
H—C—CH,— CH H—C—CH, CH, —C
5 | Q | \
NH3* NH3+ NH;
Treonina (|:OO T Tirosina Tw
Th . T 7\
' H—C——C —CHs o H—C—CHz—/O} oH
T | | Y | N/
NH3* OH NH3*
Asparagina Ccoo o) Cisteina COO
Asn V4 Cys |
H—C—CH,—C H—C—CH,—SH
N C

NH3+ NH>

NH3+
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