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Resumo

Dinamica molecular de hidrolases para sacarificacdo da celulose e

proteinas correlatas

A biomassa lignoceluldsica proveniente do bagaco da cana-de-aguicar e de
outras matérias-primas € um material altamente promissor para a geracdo de
biocombustiveis renovaveis e ambientalmente positivos. A melhor op¢ao para
a conversao dessa biomassa em acucares soliveis fermentdveis a etanol, em
termos de rendimento e de vantagens ambientais, € a catdlise enzimdtica. Mas
esta € também a etapa mais cara do processo de obtencdo de etanol de segunda
geracdo devido a baixa eficiéncia e alto custo dos coquetéis enzimadticos
atualmente disponiveis para este fim. Para tornar estes processos mais
eficientes e economicamente viaveis, € preciso aprofundar nossa compreensao
dos mecanismos de hidrolise celulolitica. Grande investimento em pesquisa
tem sido empregado com esta finalidade e, como parte disto, este trabalho
consiste em um conjunto de pesquisas desenvolvidas na drea de simulacdo
computacional via dindmica molecular de trés enzimas celuloliticas: 1)
Laminarinase de Rodhothermus marinus; 2) Endoglucanase 3 de Trichoderma
harzianum e 3) p-glicosidase de Aspergillus niger. De modo geral, estes
estudos visaram investigar a relacdo entre o arranjo estrutural e propriedades
mensuraveis em laboratério interessantes na avaliacdo da performance destes
biocatalisadores, como afinidade pelo substrato e estabilidade térmica. Como
parte do Projeto Temdtico BioEn, financiado pela FAPESP (Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo), estes estudos computacionais
foram realizados em estreita colaboracdo com grupos de biofisicos estruturais
e bidlogos moleculares, sendo a escolha dos trés temas embasada em

resultados experimentais.



xviii




Xix

Abstract

Molecular dynamics study of hydrolases for saccharification of cellulose
and related proteins

The lignocellulosic biomass from sugar cane bagasse and from other raw
materials is a highly promising material for the generation of renewable and
environmentally positive fuels. In terms of performance and environmental
advantages, the best option for converting this biomass into soluble sugars to
produce ethanol is the enzymatic catalysis. However, this is also the most
expensive step of the second-generation ethanol production due to the low
efficiency and high cost of the currently available enzyme cocktails. In order
to make the process more efficient and economically viable, it is necessary to
deepen the understanding of the cellulolytic hydrolysis mechanisms. Great
investment in research has been employed for this purpose, and as part of
these efforts, this work consists on a set of molecular dynamics studies of
three cellulolytic enzymes, namely: 1) laminarinase from Rodhothermus
marinus; 2) Endoglucanase 3 from Trichoderma harzianum and 3) -
glucosidase from Aspergillus niger. In general, these studies aimed to
investigate the relationship between the structural arrangement and
experimental data that are interesting for the biocatalyst performance
evaluation, such as affinity to the substrate and thermal stability. As part of the
BioEn Thematic Project, funded by FAPESP (Research Foundation of the
State of Sao Paulo), these computational studies were carried out in close
collaboration with structural biophysicists and molecular biologists. The
choice of the three proteins considered here was based on these experimental

studies.
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Capitulo 1
Introducao

A forte preocupagao em reduzir os impactos ambientais causados pelo consumo global
de combustiveis fosseis e a necessidade de evitar a dependéncia do mercado altamente
flutuante do petréleo tem levado a um interesse crescente na utilizagdao do élcool etilico
como uma fonte alternativa e renovavel de energia. Em paises como o Brasil e os
Estados Unidos, este biocombustivel tem sido produzido em grandes quantidades por
fermentacdo alcodlica dos extratos de matérias-primas como cana-de-aguicar e milho,

respectivamente.

O Brasil € o maior produtor de etanol da cana-de-agucar do mundo e ocupa uma
posicdo de lideranca na tecnologia envolvida na producdo, calcada em projetos
genuinamente nacionais desenvolvidos nas décadas de 70 e 80 com o Pré-alcool e nos
massivos investimentos atuais em pesquisa na drea (Bon & Ferrara, 2007). Entretanto,
apenas um ter¢o desta biomassa € aproveitado na producdao de biocombustivel. Cada
tonelada de cana-de-agicar processada durante a produgdo de acicar ou etanol gera,
aproximadamente, 300 kg de bagaco. Um aumento significativo e sustentdvel na
producao de bioetanol no Brasil poderia ser alcangado com o aproveitamento

maximizado deste material.

O interesse na diversificagdo de matérias-primas para fins energéticos e o melhor
aproveitamento da biomassa que ja € explorada, estd impulsionando um novo salto
tecnologico: a producdo de etanol a partir de material lignoceluldsico. No caso da
exploragdo da cana-de-agicar, por exemplo, estima-se que o aproveitamento de

subprodutos como o bagaco e a palha poderia elevar em 30 a 40% a producao de édlcool
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para uma mesma area plantada (Pacheco, 2011).

O dominio de técnicas da desconstrucio da biomassa lignocelulésica para
obtencdo de acucares fermentaveis a biocombustiveis ou outros biomateriais € muito
vantajosa, pois possibilitaria a exploragdo de uma enorme diversidade de matérias-
primas que muitas vezes sdo acumuladas, como: palha e sabugo de milho, palha de
arroz, palha de coco, residuos de madeira (lixos de papel, por exemplo), capim e

residuos da producdo de sucos (Bon et al., 2008).

A conversdao do material lignoceluldsico introduz novos desafios que alcancam
muitas escalas. Em um extremo, ha que se consolidar e regulamentar a exploracdo da
biomassa de forma efetivamente sustentivel e economicamente vantajosa. Uma vez
consolidada, no outro extremo, a conversao da biomassa consiste também em um
desafio consideravel, dada a complexidade e resisténcia do material, associada a propria

fun¢do da parede celular de proteger as plantas de deterioragao.

O uso da biomassa como substrato para a fermentacdo alcodlica inclui a hidrdlise
dos polissacarideos presentes nestes materiais para liberacdo dos aguicares fermentaveis.
A hidrdlise 4cida leva a formacdo de produtos toxicos, principalmente furfurais e
substancias aromaticas derivadas da lignina, que limitam o metabolismo da célula viva.
Por esta razdo, a hidrélise enzimdtica tem sido considerada o procedimento mais
vantajoso (Bon et al., 2008). Um coquetel enzimatico permite a degradagdo com maior
especificidade para cada componente do material, e em condi¢cdes mais brandas.
Entretanto, em escala industrial, a catdlise enzimatica € uma das etapas mais caras da
bioconversao biomassa-etanol celuldsico, devido a baixa eficiéncia e alto custo dos
coquetéis enzimdticos disponiveis atualmente. Visando desenvolver estratégias para

reduzir os custos deste processo através do aprimoramento destas enzimas para uso em
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. . .1 N . . . . .
biorrefinarias’, grandes esfor¢os tém sido investidos no estudo de micro-organismos
celuloliticos e na investigacdo dos mecanismos de hidrélise enzimatica, assim como das

propriedades estruturais e dindmicas gerais das glicosideo hidrolases (GHs)®.

Tanto empresas multinacionais, como a Novozymes’, quanto grandes empresas
nacionais, como Petrobrds® e GranBio®, j4 apresentam projetos muito préximos de se
tornarem realidade para a exploragdo massiva da cana-de-ac¢icar com a finalidade de
producdo de etanol de segunda geracdo®. Dentre os maiores projetos nacionais de
pesquisa na drea, encontram-se o Pograma BIOEN da FAPESP (Fundacao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo) e os projetos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia do
bioetanol (INCT do bioetanol). Nestes programas, estdo envolvidos diversos grupos de
pesquisa cobrindo estudos que vao desde a transformagdo g€nica de materiais
lignoceluldsicos, prospec¢do de microorganismos (fungos e bactérias) capazes de
expressar enzimas celuloliticas e proteinas correlatas, a ensaios de catalise enzimaética e
estudos de tais processos em nivel molecular ou atomistico por meio de espectroscopia
por ressonincia magnética nuclear, espectrometria de massas e difracdo de raios-X.
Neste contexto, 0 Grupo de Simulac¢des por Dinamica Molecular do IQ/ UNICAMP vem
atuando de forma sinérgica junto a pesquisadores das dreas de biofisica e biologia
estrutural molecular através do uso de técnicas avangadas de simulacdo computacional
por dindmica molecular, auxiliando na compreensdo das bases moleculares associadas

ao comportamento funcional dessas enzimas, conforme veremos adiante.

1 O termo biorrefinaria tem sido utilizado para designar o uso maximizado da biomassa através de processos quimicos ou
bioquimicos para a producgdo de energia e/ou substancias variadas com geracdo minima de residuos e emissdes.

2 Sdo encontradas algumas variacOes na literatura em portugués para designar a familia de enzimas GH (do inglés,
glycoside hydrolases; Cantarel et al., 2009). Sdo usados, principalmente, glicosil hidrolases, hidrolases de glicosideo, e
glicosideo hidrolases. Aqui, julgaram-se mais apropriadas a segunda e terceira variantes para referenciar a fungdo
enzimatica de clivagem de ligacdes glicosidicas.

3 http://novozymes.com.br/produtosesolucoes_produtos_etanol.htm, acesso em junho de 2013.

4 http://www.petrobras.com.br/pt/energia-e-tecnologia/fontes-de-energia/biocombustiveis/, acesso em junho de 2013.

5 http://www.granbio.com.br/produtos/biocombustiveis/, acesso em junho de 2013.

6 Combustiveis de segunda geracdo sdo os combustiveis gerados a partir de biomassa.
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Neste trabalho, foram utilizadas técnicas de simulagdo computacional por
dindmica molecular em trés estudos distintos de enzimas de grande interesse envolvidas
na sacarificacdo de biomassa celuldsica:

« Laminarinase de Rodhothermus marinus

« Endoglucanase de Trichoderma harzianum

o PB-glicosidase de Aspereillus niger

Cada um dos trés estudos, abordados detalhadamente em diferentes capitulos da
tese, serd comentado brevemente no final deste capitulo, mas, antes, é feita uma pequena
introducdo dos aspectos gerais relevantes ao uso de enzimas como catalisadores para

sacarificacdo do material lignoceluldsico.

1.1 Matérias-primas lignocelulésicas

Os materiais lignoceluldsicos sdo os compostos organicos mais abundantes da biosfera,
representando 50% da biomassa terrestre (Sarko, 1997). Estes materiais nada mais sdo
do que as paredes celulares das plantas, que dao rigidez as células e previnem o ataque
de patdgenos.

Nos modelos recentes, as paredes celulares sdo descritas como microfibrilas de
celulose (20-50% em massa em uma base seca) cercadas por hemicelulose (15-35%) e
embebidas em uma matriz de lignina (10-30 %), enquanto que proteinas, lipidios,
acucares solliiveis e minerais sdo componentes minoritarios (Bon et al., 2008; Nookaraju
et al., 2013; D'Almeida, 1988; Wayman & Parekh, 1990). H4 ainda as pectinas, também
polissacarideos, que controlam a porosidade da parede celular. As composicdes quimicas
diferem entre as espécies de plantas, o que influencia na susceptibilidade a
desconstru¢cdo da parede celular — também conhecida como recalcitrancia da biomassa.

Muitos estudos tém sido direcionados a manipulagdo genética da composi¢cao da parede



Introducéo 5

celular de cana-de-acucar para facilitar a sacarificacdo (Nookaraju et al., 2013). Um
modelo genérico de uma parede celular de planta, bem como os elementos que a
compdem sdo apresentados na Figura 1.1.

Por ser o mais abundante e homogéneo, a celulose é o componente do material
lignocelul6sico mais estudado para a bioconversdo. A molécula de celulose € um
homopolissacarideo linear que contém até 15.000 unidades de D-glicose unidas por
ligacdes glicosidicas B-1,4, sendo sua unidade monomérica a unido de duas glicoses, a
celobiose. As cadeias individuais de celulose interagem umas com as outras através de
ligacdes de hidrogénio e por forgas dispersivas, formando as microfibrilas de celulose
(compostas por 30 a 36 cadeias do glicano). O arranjo de cadeias celuldsicas na
microfibrila permite um empacotamento paralelo bem justo, formando regides de
elevado grau de cristalinidade, alternadas por regides de menor grau de ordenacdo,
chamadas regides amorfas (Chundawat et al., 2011).

A morfologia cristalina da celulose € responsdvel pela baixa taxa de sacarificagdo
das cadeias. Este arranjo difere do encontrado em outra fonte muito importante de
glicose, o amido. Neste caso, a liga¢do a-1,4 entre unidades de glicose faz com que estes
polimeros assumam estruturas helicoidais (Nelson & Cox, 2005). Devido a isso, a
hidrélise enzimatica do amido, com as hidrolases amilases, ¢ um processo facilitado,

relacionado ao seu papel de reserva energética em plantas.
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Figura 1.1. Modelo genérico de estrutura lignoceluldsica nas paredes celulares de plantas. Figura
adaptada das referéncias (Chundawat et al., 2011; Rubin, 2008). A) Material lignocelulésico de plantas.
A ilustragdo demarca diferentes escalas espaciais envolvidas na rota de degradacdo da biomassa. B)
Componentes da parede celular. No painel inferior, ligacdes covalentes formadas entre extremidades de
polimeros de lignina e cadeias de hemicelulose, as quais formam uma complexa rede de ligacdes
cruzadas na parede celular.
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Cercando as fibrilas de celulose, encontram-se as hemiceluloses. As cadeias nao
ramificadas de hemicelulose (xiloglucanos, homoxilanos e mananos) formam ligagdes
de hidrogénio com as fibrilas de celulose, ao passo que cadeias ramificadas (com acido
urdnico e arabinose, por exemplo), acredita-se, podem estar ligadas covalentemente a
outras cadeias de hemicelulose ou a lignina (Chundawat et al., 2011). As hemiceluloses
sdo polimeros bem menores do que as celuloses, apresentado entre 100 e 200 unidades
glicosidicas. Mesmo assim, a complexidade deste heterossacarideo torna necessdria a
participacdo de diversas enzimas para uma hidrdlise enzimatica. O pré-tratamento em
acido diluido da biomassa celuldsica, entretanto, possibilita a remoc¢ao da hemicelulose
logo nesta etapa. Assim, apesar do interesse em elaborar um processo completamente
enzimitico na degradacdao da biomassa, os estudos de hemicelulases nao estio tdo

avancados quanto os de celulases.

alcool p-cumarico alcool sinapilico  alcool coniferilico
OH

s
l l |

p-hidroxifenil siringil guaiacil
H S G

Figura 1.2. Mondmeros principais que formam lignina.

Por fim, toda a matriz hemiceluldsica encontra-se embebida em uma complexa
rede polimérica de natureza aromdtica, a lignina. Este polimero interage ndo sé via
ligacdes de hidrogénio, interagdes de van der Waals, mas também forma ligacdes

covalentes com hemicelulose. A lignina é uma macromolécula opticamente inativa,
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composta principalmente de trés diferentes unidades monoméricas: p-hidroxifenil (H),
guaiacil (G), e siringil (S), os quais t€tm em comum um centro de dlcool cumarico, mas
variam no grau de metoxilagdo (Figura 1.2). Tais residuos sdo unidos entre si por
ligacdes do tipo éter e estabelecem ligacdes cruzadas entre si. Embora o foco atual de
processos de pré-tratamento da biomassa lignocelulosica seja aumentar a acessibilidade
da celulose, ha interesse na preservacao da lignina para evitar a liberagdo de residuos
toxicos e para que também ocorra sua biodigestao por complexos enzimaticos.

Os polimeros da parede celular arranjam-se, entdo, como um compdsito nano-
estruturado. Para “desmontar” completamente esta estrutura, as principais enzimas
utilizadas sdo as glicosideo hidrolases, que clivam as liga¢Oes glicosidicas dos

polissacarideos deste material para obter aguicares soliveis.

1.2 Hidrdlise enzimatica da biomassa

Os coquetéis enzimaticos que degradam a biomassa sdo compostos de enzimas que
trabalham sinergicamente, como as endoglucanases, exoglucanases e -glicosidades que
degradam a celulose e multiplas hemicelulases. Sdo encontradas também nesta mistura,
proteinas auxiliares ndo-hidroliticas, chamadas de suoleninas (do inglés, swollenins) e
expansinas, que atuam diminuindo o empacotamento e, portanto, o grau de cristalinidade
da matriz celuldsica (Lynd et al., 2002).

A maioria dos fungos e bactérias capazes de digerir material lignoceluldsico
secretam enzimas ndo complexadas. Entretanto, algumas bactérias apresentam grandes
complexos enzimaticos chamados celulossomos (Bayer et al., 2004). As enzimas de
fungos sdo as mais estudadas devido a maior disponibilidade comercial, uma vez que
secretam quantidades mais elevadas de proteinas. Atualmente, a maioria das enzimas

disponiveis comercialmente sdo produzidas por cepas geneticamente modificadas dos
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fungos Trichoderma reesei (Hypocrea jeocorina) e Aspergillus niger (Kumar et al.,
2008).
Como o foco deste trabalho incide nas celulases, na Se¢do seguinte, descreve-se

como essas enzimas atuam na degradacdo da celulose.

1.2.1 Celulases

Atualmente, as celulases sdo o terceiro tipo de enzima mais utilizada no mundo (Wilson,
2009). Tem sido utilizada no processamento de algoddo, em reciclagem de papel, em
producdo de detergente, extracdo de néctares, e em aditivos de alimentos de animais
(Bhat, 2000). Em médio prazo, é provdvel que sejam amplamente empregadas na
producdo de etanol de segunda geracao.

A degradacgdo da celulose envolve a participagdo de uma mistura de enzimas que
clivam ligacdes B-1,4 e se complementam em suas funcdes. Elas sdo geralmente
divididas em enzimas endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases
(EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.91) (Zhang et al., 2006; Henrissat, 1994; Lynd
et al., 2002; Teeri, 1997). As endoglucanases clivam ligagdes glicosidicas aleatoriamente
nas cadeias celuldsicas em regides amorfas, gerando novas extremidades redutoras e
ndo-redutoras, e liberando celo-oligossacarideos soldveis. As exoglucanases atuam
nestas extremidades, processivamente, liberando moléculas de celobiose na solucdo. As
exoglucanases também podem ser especificas para o tipo de terminal em que atuam: as
enzimas do tipo I atuam em terminais redutores (CBHI), enquanto que as do tipo Il
(CBHII) hidrolisam terminais nao-redutores. Finalmente, as [B-glicosidases (B-Gase)
completam o processo com a hidrélise das moléculas de celobiose, liberando glicose
(Figura 1.3).

Uma unica enzima destas ndo é capaz de hidrolisar a celulose com eficiéncia,

sendo necessdria a ag¢do sinérgica e complementar destes trés tipos de enzima. Quando
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atuam em conjunto, o rendimento € muito melhor do que a soma dos rendimentos
individuais (Lynd et al., 2002). O sinergismo entre endoglucanases e exoglucanases € o
tipo mais estudado e tem importancia destacada na hidrélise da celulose, mas outros
tipos de sinergismo, como entre endoglucanases ou entre exoglucanases, também
ocorrem (Tuka, Zverlov & Velikodvorskaya 1992; Walker, Wilson & Irwin 1992; Din,
Damude, et al. 1994; Zhang & Lynd, 2004). O consumo de celobiose pelas -
glicosidases, por exemplo, € um fator critico, ndo apenas para finalizar a degradacdo da
celulose em glicose, como para diminuir o efeito inibidor da celobiose sobre as endo e

exoglucanases, sendo este mais um exemplo de sinergia (Bon et al., 2008).

Fase )
Sélida 6::::})1 A ﬂ?-?)

(hidrélise ~ © e N 0/—2'\
U

priméria)

& _endos
Fase "oeoss
Liquida 00000 .pi =, exosR
(hidrolise oo ©® 00 oo B
secundéria) exosNR
@ B-Gase

Figura 1.3. Esquema de mecanismo de hidrélise de celulose por enzimas ndo-complexadas (Figura
adaptada da referéncia (Zhang et al., 2006)). O substrato celuldsico € representado com linhas paralelas
nas regides cristalinas, e com linhas irregulares nas regides amorfas representada com curvas. As

unidades de glicose sdo representadas com pequenos circulos em verde.
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Substratos diferentes utilizados na caracterizacdo da atividade enzimdtica sao
ferramentas para identificar o modo de atuagdo (endo, exo, B-Gase) de uma enzima, mas
ressalta-se que a sinergia entre elas dificulta uma quantificagdo precisa. Os ensaios de
atividade de endoglucanases sdo feitos, geralmente, com o uso de carboximetilcelulose
como substrato (CMC) e oligossacarideos parcialmente soluveis (Zhang et al., 2006;
Generoso et al., 2012; Karlsson et al., 2002). A CMC € um polimero cuja estrutura
molecular € similar a de cadeias de celulose, mas apresenta hidroxilas substituidas por
grupos acetato nas unidades de glicose, em graus variados de substitui¢do, que tornam
este polimero soldvel em &dgua. A estrutura livre permite o ataque enzimatico de
endoglucanases randomicamente, produzindo uma mudang¢a rdpida no grau de
polimerizacdo. Ja a celulose microcristalina avicel € um substrato adequado para
verificar a atividade de exoglucanases (Zhang et al., 2006; Wood & Bhat, 1988). A
medida de atividade global enzimatica utilizando como substrato o papel filtro Whatman

N® 1 (Fpase) é muito comum também (Ghose, 1987).
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A

Figura 1.4. Tipos de fenda catalitica encontradas em glicosideo hidrolases. A) Fenda tubular em
celobiohidrolase Il de Trichoderma reesei (PDB id: 2V31; Fagerstrom et al., 2009); (B) Fenda aberta
em endoglucanase de Thermobifida fusca (PDB id 2BOE; Larsson et al., 2005). Os residuos cataliticos

sdo destacados em laranja.

A forma de ataque e o tipo de substrato preferencial destas enzimas sao
determinados por algumas caracteristicas estruturais tipicas de cada categoria. Assim,
enzimas processivas, ou seja, capazes de realizar multiplos eventos hidroliticos sem
liberar a cadeia celuldsica apresentam uma fenda catalitica com um formato tubular. Os

subsitios, incluindo os residuos cataliticos, estao contidos neste tubo, dificultando a
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liberagdo da cadeia polissacaridica apds um evento catalitico. Este tipo de fenda é
caracteristico de exoglucanases. As endoglucanases, por sua vez, dispdem de um aparato
catalitico localizado em uma fenda aberta, que permite ligacdes randomicas ao longo da
cadeia polimérica. Note que esta diferenciacdo € representada na Figura 1.4. Outra
caracteristica estrutural que deve ser mencionada € a de que estas enzimas que atuam
através da adsor¢do a superficie celuldsica geralmente apresentam estrutura bimodular,
formada por um dominio maior onde ocorre a hidrdlise, chamado de dominio catalitico
(CCD, do inglés, catalytic core domain) e por um dominio menor, o dominio de ligagao
a celulose (CBM, do inglés, cellulose-binding domain). Este dominio € responsavel por
aumentar a concentracdo das celulases na superficie celuldsica. O dominio CBM ¢
presente na maioria das endo e exoglucanases de estrutura conhecida. A Figura 1.5
ilustra como ocorre a hidrélise de celulose através da catalise da enzima CBHI de T.
reesei. Sugere-se que as etapas envolvidas incluam a adsor¢do ao substrato através dos
dominios CBM e CCD em conjunto, reconhecimento da cadeia celuldsica livre, encaixe
inicial desta cadeia no interior do tubo catalitico, reacdo de hidrdlise, expulsdo da
celobiose resultante, e reestruturacdo de um complexo cataliticamente ativo. Tais etapas
devem ser comuns na atuacdo de celulases processivas. Uma excecdo ao arranjo
multimodular € tratada no Capitulo 4, que relata o estudo da endoglucanase 3 de

Trichoderma harzianum, constituida apenas pelo centro catalitico.
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Figura 1.5. Esquema ilustrativo do mecanismo processivo de hidrélise de celulose por uma

N-glicano
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exoglucanase (CBHI de T. reesei). Figura adaptada da referéncia Chundawat, et al., 2011.

A distincdo endo e exo de enzimas, em geral, € muito eficiente. No entanto,
algumas vezes ela torna-se de dificil determinac¢io, uma vez que muitas enzimas exibem
propriedades intermedidrias entre exo e endo (Tomme et al., 1996). Este € o caso, por

exemplo, de enzimas que atacam de uma forma tipica endo, mas exibem atividade

processiva.
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1.2.2 Mecanismos de reacao de glicosideo hidrolases
A hidrélise enzimatica de uma ligacao glicosidica ocorre através de uma catélise acida
que requer dois residuos essenciais: um doador de préton e um nucledfilo/base. Além

disso, ha o consumo de uma molécula de d4gua na reacao.

>I..rw

\o_}

h
:

Figura 1.6. Mecanismos de hidrdlise com retengdo (A) e com inversdo (B) de configuracio

anomeérica.

Sao descritos dois mecanismos gerais de hidrélise, um em que a configuracao
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anomérica do produto mantém-se apds a reagao e outro, em que a configuracdo termina
invertida (Figura 1.6). Considerando que estas reacdes ocorrem de forma concertada, a
distancia entre os residuos cataliticos € o aspecto chave que define que tipo de
mecanismo deve ocorrer. Assim, 0 mecanismo em que ha inversdo ocorre somente
quando h4 espaco suficiente para uma molécula de d4gua penetrar a regido entre o residuo
basico e o sitio de ataque nucleofilico no substrato. As distancias médias entre os dois
residuos sao de ~5,5 A em enzimas de retengdo e 10 A, em enzimas de inversao (Davies

& Henrissat, 1995).

1.2.3 Classificacao das glicosideo hidrolases

Existem diversos sistemas utilizados para classificar as glicosideo hidrolases, incluindo
o que especifica o modo de ataque enzimdtico (enzimas endo versus exo). A
categorizacdo mais simples € baseada na especificidade do substrato considerando as
recomendagdes da International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB) (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/, ultimo acesso em abril de 2013) e é
expressa pelo nimero EC (Enzyme Comission) de uma dada enzima. As O-glicosideo
hidrolases atribui-se o cédigo EC 3.2.1.x, em que x representa a especificidade do
substrato (em alguns casos, representa também o mecanismo molecular ou o tipo de
ligacdo a ser clivada, isto &, B-1,4, B-1,3, etc.). As numeracdes anteriores (3, 2, 1),
gradualmente especificam o fato de serem hidrolases, glicosilases e O-glicosilases,
respectivamente. Dado sua simplicidade, este tipo de classificacio é amplamente
utilizado para descrever glicosideo hidrolases (como ja foi feito ao longo deste texto
mesmo). A desvantagem deste sistema € que ele ndo acomoda apropriadamente enzimas
que atuam em substratos variados. Endoglucanases, por exemplo, que sao consideradas
tipicamente celulases, sdo ativas também em vdrios niveis, em diferentes substratos,

como xilano, xiloglicano, B-glicano e outros substratos artificiais.
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Ha outro sistema que classifica as glicosideo hidrolases com base na similaridade
na sequéncia primdria (Henrissat, 1991, Henrissat & Davies, 1997). O principio aqui € o
de que, uma vez que sequéncia e estrutura sdo relacionadas, informagdes uteis de
estrutura e mecanismo podem ser inferidas apenas através do conhecimento da
sequéncia primdria. A Tabela 1.1 exemplifica algumas classes deste sistema. No banco
de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes database, webpage: www.cazy.org,
Cantarel et al., 2009) constam, atualmente, 132 familias de GHs definidas. Como
estruturas tridimensionais podem ser conservadas apesar de uma baixa identidade,
algumas destas familias cujas estruturas estdo relacionadas por homologia sdo agrupadas

em clas.

Tabela 1.1. Exemplos de familias de glicosideo hidrolases baseadas na semelhanca de sequencias
primdrias (Henrissat & Davies, 1997; Cantarel et al., 2009).

Familia Mecanismo* Cla Enovelamento

1 RET GH-A (B/o)s

2 RET GH-A (B/o)s

3 RET -

4 RET -

5 RET GH-A (B/o)s

6 INV -

7 RET GH-B S-jelly roll
8 INV GH-M (a/a)g

9 INV - (a/a)e
10 RET GH-A (B/o)s

11 RET GH-C [-jelly roll
12 RET GH-C S-jelly roll
13 RET GH-H (B/o)s
14 INV - (B/o)s
15 INV GH-L (a/a)g
16 RET GH-B S-jelly roll

* INV, mecanismo de inversdao; RET, mecanismo de retencao.
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Como exemplo, vejamos a classificagdo nos sistemas apresentados de uma das
enzimas estudadas neste trabalho, a laminarinase de Rhodhothermus marinus (Capitulo
3). Esta enzima € classificada como uma endoglucanase, mas atua especialmente sobre a
laminarina (ou laminarano), um polissacarideo encontrado em algas marrons formado de
glicoses unidas por ligacdes B-1,3 e B-1,6, que € substrato de enzimas do grupo EC
3.2.1.6. De acordo com sua sequencia primadria, esta enzima pertence a familia GH-16,

apresentando um enovelamento do tipo B-jelly roll.

H4, ainda, uma classificacio mais atual de celulases que tem sido muito
empregada (Henrissat, 1998), em que os grupos sao denominados CelNx, em que N € o
nimero da familia segundo (Henrissat, 1991) e x refere-se a ordem de descoberta da
enzima. Por exemplo, Cel7A e Cel7B de T. reesei sdo as antigas CBHI e EGI, ambas

pertencentes a familia GH-7.

1.3. Temas estudados

Durante os ultimos oito anos, os grupos de pesquisa supervisionados pelo Prof. Munir S.
Skaf e pelo Prof. Igor Polikarpov t€m sido bem sucedidos na combinacdo de pesquisas
experimentais e de simulacdes computacionais no estudo de vérias proteinas (Textor et
al., 2013; Prates et al., 2013; Puhl et al., 2012; Silveira et al., 2012, sdo exemplos
recentes). Foram obtidas informacdes importantes a nivel molecular destes sistemas, as
quais ndo seriam acessiveis pelo método experimental ou tedrico isoladamente. Do
mesmo modo, os estudos reportados neste texto foram realizados em estreita
colaboracdo entre os dois grupos de pesquisa, especialmente vinculada ao Programa
BIOEN da Fapesp. Sendo assim, a escolha das enzimas foi feita em conjunto e as
principais estruturas de enzimas envolvidas foram resolvidas e fornecidas pela equipe

experimentalista.
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Como ja mencionado, foram trés os principais estudos desenvolvidos nesta Tese,

resumidos abaixo:

Laminarinase de Rodhothermus marinus: Bases estruturais de sua
termoestabilidade e termofilicidade (Capitulo 3)

As glicosideo hidrolases sao de grande utilidade industrial e biotecnoldgica. Devido a
estas aplicacdes, € frequentemente desejavel que as glicosideo hidrolases apresentem
estabilidade e atividade em condicdes extremas, como altas temperaturas e pHs muito
acidos ou muito alcalinos. Neste trabalho, a estrutura da enzima hipertermofilica
laminarinase de Rhodothermus marinus (RmLamR), recém-resolvida por cristalografia
de raios-X, foi submetida a simula¢des de dindmica molecular visando compreender as
bases moleculares da estabilidade térmica desta classe de enzimas. Como a maioria das
enzimas termoestaveis, a RmLamR contém um nimero relativamente grande de pontes
salinas, as quais nao se encontram distribuidas aleatoriamente na estrutura. Os resultados
que serdo apresentados fornecem novas informagdes acerca do papel de pontes salinas e
da flexibilidade no sitio ativo para a estabilidade térmica da proteina, e devem ser

relevantes para outras glicosideo hidrolases.

Endoglucanase de Trichoderma harzianum: Organizacao estrutural e
mecanismos de reconhecimento do substrato por endoglucanases que
nao possuem o modulo de ligacao a celulose (Capitulo 4)

E conhecido o fato de que a maioria das celulases apresentam pelo menos dois
dominios, um dominio catalitico (CCD) e um dominio de ligacdo a celulose (CBM), sem
o qual a atividade enzimdtica é drasticamente reduzida. No entanto, os membros da

familia Cell2A (GH-12) ndo apresentam um dominio CBM e, mesmo assim, sdao



20 (Capitulo 1)

capazes de hidrolisar celulose amorfa com efici€éncia. Neste trabalho, utilizam-se
simulacdes de dindmica molecular para detalhar as bases moleculares envolvidas na
capacidade da endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum (ThEG3), um membro da
familia GH-12, que ndo possui CBM. Uma andlise comparativa com o CBM de
endoglucanase C de Cellulomonas fimi (CfCBM) identifica os residuos importantes na
interacdo de Cell2A com cadeias de celulose que compensam a auséncia de CBM. Os
resultados apresentados podem ser guias para o desenho racional de enzimas com a

finalidade de aprimorar as interacdes de enzimas Cell2A com substratos celuldsicos.

B-glicosidase de Aspergillus niger: A funcao do dominio fibronectina do
tipo lll (Capitulo 5)

O fungo Aspergillus niger é conhecido pelo fato de secretar grandes quantidades de B-
glicosidases. Este trabalho parte de um modelo gerado por experimentos de
espalhamento a baixos angulos de raios-X (SAXS), que identificaram que a enzima [-
glicosidases de Aspergillus niger (AnBgl1) apresenta estrutura bimodular com um longo
linker estendido, uma novidade entre as [-glicosidases. Outra peculiaridade é a de que
um dos dominios nao se identifica como um CBM, mas com um dominio fibronectina
de tipo I (FnlII). As razdes para a AnBgll, que atua em pequenos substratos soluveis,
apresentar este enovelamento ainda ndo estdo claras. No entanto, ensaios de adsorcdo
desta enzima com diferentes substratos poliméricos sugerem que a AnBgll ndo pode
ligar-se a celulose, xilano e amido, mas apresenta alta afinidade com a lignina. As
simulagdes de dindmica molecular elucidaram como sdo as interacdes entre lignina e o
dominio FnllIl. Os resultados indicam que o dominio FnlIIl pode ser importante na

imobiliza¢io da enzima na parede celular.
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Capitulo 2
Metodologia

Simulacoes de Dinamica Molecular

Certamente, nenhum tema ou drea estd progredindo em tantas frentes neste momento como a
biologia, e se tivéssemos que citar a hipotese mais poderosa de todas, a que nos impulsiona a
uma tentativa de entender a vida, seria a de que 'todas as coisas sdo feitas de dtomos’, e tudo
que o que o é vivo faz pode ser compreendido em termos do agito e balango dos dtomos.
(The Feynman Lectures in Physics, 1963)

A compreensao de como funcionam as proteinas ganhou forte impulso com o advento de
técnicas que possibilitam a descri¢c@o estrutural em alta resolucdo, como cristalografia de
raios-X e ressonancia magnética nuclear. As figuras estdticas das proteinas possibilitam
mapear contatos de diferentes naturezas, dtomo a dtomo. Entretanto, para compreender
como estas proteinas agem em condi¢cdes realistas, € preciso expandir a relacdo
estrutura-fungdo em mais uma dimensdo, o tempo. Mesmo que se mantenham
determinadas condi¢Ges termodindmicas, as proteinas ndo assumem uma Unica
conformacado. Diferente disso, assim como qualquer outra molécula, as proteinas exibem
movimentos internos, isto €, elas navegam em uma superficie de energia, com “vales e
morros” que definem as diferentes conformacdes e as barreiras energéticas entre elas.
Uma cascata de eventos dindmicos que compreendem desde a movimentagdo local nas
cadeias laterais geradas pelas flutuagdes de energia, até os movimentos coletivos de
grandes dominios, € o que rege as fungdes bioldgicas das proteinas. Henzler-Wildman e
Kern (Henzler-Wildman & Kern, 2007) usaram o termo “personalidade dindmica” muito
apropriadamente para descrever a paisagem de energia que define a dindmica de uma

proteina, a qual estd codificada em seu enovelamento.
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Multiplas técnicas experimentais avancaram muito na inclusdo da caracterizagao
dindmica de proteinas. Algumas técnicas de baixa resolugio espacial, espectroscopias de
absorcao ou emissdo, podem fornecer informagdes estruturais em funcdo do tempo. Um
exemplo que se destaca € a fluorescéncia resolvida no tempo, que é muito sensivel a
modificacdes de estrutura secunddria e tercidria da proteina com resolucdo de
nanossegundos a picossegundos (Jameson et al., 2013; Beechem & Brand, 1985). Outras
técnicas, geralmente mais conhecidas para a descri¢do estrutural de proteinas em alta
resolucdo, como cristalografia de raios-X e ressondncia magnética nuclear, também
podem ser utilizadas para obter informag¢des dindmicas, sendo que na primeira as
informagdes sobre os movimentos internos da proteina sdo, em parte, fornecidas pelos
parametros de mobilidade dos residuos que se inferem do fator de Debye-Waller
associado as flutuacoes térmicas dos centros espalhadores dos raios-x, isto €, das
posi¢cdes atdomicas, também conhecido como fator B ou fator de temperatura. Outras
limitagdes restringem seu uso, como por exemplo, o dano causado ao cristal devido a
incidéncia da radiacdo. Ainda, é preciso que o evento que se deseja estudar envolva
modificacdes estruturais de amplitudes pequenas o suficiente para que possam ocorrer
no confinamento de um reticulo cristalino (Schoote et al., 2004; Wilmouth et al., 2000).
Mais recentemente, o desenvolvimento de técnicas de difracdo baseadas em lasers de
raios-X provenientes de pulsos intensos de luz sincrotron (free electron laser x-ray
diffraction) tem permitido obter informacOes de alta resolugdo espacial utilizando
cristais muito menores e sem os problemas do dano por radiacdo (Boutet et al., 2012;
Chapman et al., 2011), mas até onde se sabe, ainda ndo foram feitos estudos para obter
informacdes de dinamica de proteinas através desta técnica. Ha outras formas mais
indiretas muito interessantes de obter informagdes da dindmica de proteinas através de
experimentos de cristalografia de raios X. Existem casos em que sdo resolvidas diversas

estruturas para uma mesma proteina, nas quais pequenas diferencas revelam alguns
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aspectos de mobilidade. Por exemplo, uma hélice pode aparecer em posicdes
ligeiramente deslocadas quando diferentes estruturas de uma proteina sdo superpostas,
indicando uma variacdo conformacional que pode ser relevante no funcionamento da
proteina. Ainda, posi¢des multiplas de cadeias laterais de uma mesma estrutura
cristalografica revelam a mobilidade de cadeias laterais.

Por outro lado, técnicas de ressonancia magnética nuclear t€ém sido empregadas
para caracterizar modificagdes conformacionais envolvendo catdlise, enovelamento de
proteinas e outros processos que ocorrem na escala de mili a microssegundos. Dentre os
pontos fortes da técnica, estd a possibilidade de fazer medidas de movimentos com
resolucao quasi-atdmica (Palmer, 2001; Zhu et al., 2000; Foster et al., 2007).

A ferramenta computacional de dinamica molecular (MD) vem preencher a lacuna
de um método que consegue descrever a posicdo de cada dtomo de uma molécula de
proteina individualmente e precisamente, em intervalos de tempo que chegam a ordem
de femtossegundos (teoricamente, qualquer intervalo desejado pode ser usado), dado que
pelo menos uma estrutura de alta resolu¢do seja conhecida como ponto de partida.
Embora estados conformacionais possam ser detectados via técnicas experimentais, o
caminho percorrido até eles (os caminhos de transicdo) descrito segundo uma resolugdo
atOmica esta fora do alcance de métodos experimentais devido ao tempo de vida curto
dos confOrmeros. Técnicas de MD, quando amparadas por um campo de forca que
descreve adequadamente as interacdes proteina-solvente, podem suprir esta limitacao.
Além disso, a técnica revela ndo somente como os movimentos de atomos e dominios
ocorrem, mas O que causam estes movimentos, uma vez que as forcas atuantes e
energias de interag@o estdo inclusas nas simula¢des, como veremos adiante.

Neste capitulo, apresenta-se uma breve descricio dos fundamentos basicos da
técnica e dos seus atributos que fazem dela uma ferramenta valiosa no estudo da triade

estrutura-dindmica-fun¢do de proteinas, como os trés sistemas abordados neste trabalho.
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Finalmente, sdo descritos os parametros gerais das simula¢des de cada tema. Os aspectos

particulares sdo abordados nos respectivos capitulos.

2.1 Uma visao geral dos fundamentos de dinamica molecular

2.1.1 Do mundo microscopico ao macroscopico

Considere que se deseje conhecer propriedades como a temperatura e a pressao no seio
de uma solugdo aquosa de acucar. Se nao existissem termometros ou bardmetros, alguém
poderia cogitar utilizar uma abordagem tedrica que possibilitasse chegar a uma boa
estimativa. Esta abordagem tedrica existe, embora seja de aplicacdo direta invidvel,
conforme sera discutido. Tais propriedades podem ser obtidas da evolucdo temporal nas
posicdes e momentos lineares das particulas que compdem o sistema fechado. A
propriedade medida experimentalmente, M, pode ser entendida como uma média

temporal, que poderia ser descrita como:
| A
M=~ [M(5" (0 (0))ar, 2.1
t=0

em que p" (t)e 7" (¢)representam os momentos lineares e as posi¢des de N particulas no

instante ¢. Para aplicar esta formula seria preciso, entdo, conhecer de antemdao uma
configuracdo do sistema, isto €, posi¢oes, momentos de cada particula, bem como todas
as forcas as quais cada uma delas esté sujeita. A aplicacdo da segunda lei de Newton, em
tese, possibilitaria conhecer a trajetoria destas particulas e, entdo, o calculo da

propriedade desejada.
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Esta ideia geral bastante simples € a base da técnica de dindmica molecular. Sabe-
se, no entanto, que a mera descricio de uma das configuracdes de um sistema
macroscopico fechado, composto por moléculas de dgua e sacarose, exige que se saiba
posicdes e momentos lineares de N atomos, sendo N da ordem de 10%. Além disso, é
preciso conhecer as forcas de interacdo entre todos estes dtomos, em cada instante.
Apesar de tamanha complexidade, a dindmica molecular reune algumas aproximagoes
que tornam possivel investigar a nivel atdmico estes sistemas macroscopicos.

Para comecar, a técnica faz uso da Mecanica Estatistica de Boltzmann e Gibbs,
em que um Unico sistema macroscopico evoluindo no tempo € substituido por um
grande numero de réplicas representativas deste sistema e que sdao consideradas
simultaneamente. A média no tempo de um observavel € aproximada, entdo, como uma

média de ensemble:

(M)=SM(p" 7 )P(M(p 7)), 2.2)

em que P(ﬁN Y ) ¢ a probabilidade do ensemble, ou seja, a probabilidade de encontrar
uma configuragdio com momentos p” e posi¢des 7", com soma estendendo-se sobre

todos os valores possiveis de momenta e posicdes.” Sob as condi¢des de ndmero de
particulas, volume e temperatura constantes, a probabilidade € a conhecida distribuicao

de Boltzmann para o ensemble canonico (Leach, 2001; McQuarrie, 2000):

P(p", 7" )= exp(- E(p",7" )/ k,T)/ Q (2.3)

., . . . — N —N ., .
’A soma na Eq. 2.2 é mais frequentemente representada por uma integral pois p~ e r  sdo varidveis
continuas.
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em que E(f)N 7Y ) ¢ a energia da configuracdo e Q € a fun¢do de particdo do ensemble.
Na pratica, as trajetorias de MD, especialmente de sistemas grandes (como os protéicos,
de interesse neste trabalho) constituem-se de dezenas ou centenas de nanossegundos
discretizados em passos de tempo equivalentes a 1 ou 2 femtossegundos (uma simulagao
de 20 ns usando passo de tempo 2 fs requer 10.000.000 passos). Como um experimento
no computador, a média de uma propriedade € calculada como média no tempo da

simulacdo (repare na semelhanca com a Equacgdo 2.1):
> M, (p*.rY), (2.4)

sendo S o nimero de passos de tempo. A média no tempo da simulacdo é um valor
estimado, que-se torna mais proximo a média no ensemble quanto maior for o nimero de
configuracdes exploradas. Em outras palavras, se todo o espaco de fase pudesse ser
percorrido na simulacdo, a média nessa simulacdo seria equivalente a média no
ensemble. Esta € a hipotese ergddica. Neste caso ideal, os resultados das simulagdes
seriam os exatamente os mesmos para qualquer configuracdo inicial. Percorrer todo o
espaco de fase de um sistema como alguns milhares de moléculas de agua hidratando
dezenas de moléculas de sacarose custaria tempo inestimavel. Mesmo assim, simulac¢des
de MD rotineiras podem fornecer estimativas muito similares ao valor “verdadeiro” da
propriedade que se quer medir por gerar numero suficiente de
configuracdoesconformacdes representativas do espaco de fase.

Uma questdo central na dindmica molecular, entretanto, ainda precisa discutida

aqui: o tratamento das forcas entre os d&tomos.
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2.1.2 Campos de Forca

Em tese, a dindmica de moléculas poderia ser descrita pela resolu¢do da equacgdo de
Schrodinger dependente do tempo. Felizmente, no entanto, as propriedades eletrOnicas
dos sistemas muitas vezes ndo precisam ser tratadas explicitamente para estudar
inimeros problemas relacionados a sistemas moleculares. Segundo a conhecida
aproximacdo de Born-Oppenheimer, a dinimica de elétrons e nucleos pode ser
desacoplada, e a dinamica molecular incorpora este pressuposto. Apenas a trajetoria dos
nucleos € descrita, e esta € definida por uma superficie de energia potencial gerada pelos
elétrons. Na pratica, nem mesmo os célculos de estrutura eletronica sao feitos nos passos
de simulac¢do, até porque isto seria extremamente caro computacionalmente, mesmo para
sistemas relativamente pequenos, de algumas centenas de atomos. Ao invés disso,
funcdes analiticas podem ser ajustadas a curvas de potencial geradas para pequenos
grupos de dtomos (as vezes, duas ou trés moléculas) e funcionam muito bem.

Ao conjunto de fun¢des escolhido para descrever as interacdes interatdmicas (ou a
superficie de energia potencial por onde se movem os nicleos) é dado o nome de campo
de forca efetivo, que nada mais € do que um modelo de potencial de interacdo
tipicamente construido com base em célculos ab initio de Mecanica Quantica e em
dados experimentais. Estes campos de for¢a descrevem as interagdes entre diferentes
atomos (ou grupos especificos como CH, e CH;) pela soma de interacdes de curto
alcance do tipo Lennard-Jones, termos de interacdo eletrostatica coulombianos e
potenciais internos de estiramento de ligacdo, deformacdo angular e tor¢ao de diedros.
Ou seja, fragmenta-se a energia de interacdo em um somatorio de diferentes funcdes,
agrupadas em potenciais de pares de 4&tomos ndo ligados e potenciais de 4tomos ligados.

O potencial toma a forma genérica:

V — Vligado + Vn&nligadu (2.5)
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Vs SR (on) + TK0-0) + 2 S iveotgern)]  @6)

ligagoes angulos n,diédro

dre,r,

Vet = ;{481‘.7 [(az;f /1 )]2 - (ai,j /r)6]+ Lt }’ 2.7)

isto €, sdo usados potenciais harmonicos para as ligacdes e angulos, e os angulos
diédrais formados pelas ligacdes entre quatro dtomos consecutivos sdo tratados com
potenciais periddicos. A interagdo entre dtomos separados por mais do que trés ligacdes
covalentes é descrita através do potencial dispersivo e eletrostiatico. O campo de forca
CHARMM (Mackerell et al., 1998), utilizado neste trabalho, apresenta dois termos
adicionais para descrever o potencial entre atomos ligados, a saber, o potencial de Urey-

Bradley e o potencial de diedros impréprios. O potencial de Urey-Bradley tem a forma
VUB = ku (l/l - uO )2 ’

que descreve a fun¢do harmonica da distancia entre dtomos separados por duas ligagcoes
covalentes (d&tomos 1,3). Como um termo cruzado, este termo tem a finalidade de refletir
o acoplamento entre as coordenadas internas (estiramento de ligacao e deformacdo
angular) e otimizar o ajuste a espectros vibracionais (Leach, 2001). Os parametros de
Urey-Bradley ndo sdo usados com grande frequéncia no campo de forca, sendo
aplicados apenas em casos especiais. Um exemplo de aplicacio no campo de forga
CHARMM ¢€ na descricdo dos modos vibracionais de anéis aromaticos. Ja os diedros

impréprios tém a forma

V= Sk (0-o,),

improprio
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que descreve o angulo de tor¢do para dtomos que ndo estdo ligados na sequéncia 1-2-3-
4. Diferente do componente de Urey-Bradley, diedros improprios sdo mais
corriqueiramente empregados e também sdo utilizados para adequacdo as medidas
vibracionais experimentais. Os diedros improprios descrevem termos de deformagdo
fora do plano de grupo de atomos. A coplanaridade de grupos de dtomos que se deve a
efeitos de ressonincia eletrOnica, por exemplo, muitas vezes s6 pode ser alcangada com
a incorporacdo do termo de diedro improprio. No campo de forca CHARMM de
proteinas, por exemplo, diedros impréprios sao usados para descrever apropriadamente o
grupo imidazol de histidinas e o grupo acetato de C-terminais (Mackerell et al., 1998).
Os principais componentes descritos do campo de forca sdo representados na
Figura 2.1 com modelos esféricos, ao lado de curvas que ilustram o formato de cada

componente do potencial.
@
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Figura 2.1. Reresentacdo esquemadtica dos componentes principais de um campo de forga.

<

Determinar os diversos parametros do campo de forca (eg. Constantes de forga,
valores de referéncia de ligacdo e angulo, altura de barreiras e angulos da fase diedrais) é

um trabalho desafiador e uma etapa determinante da qualidade das simulacdes.
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Tipicamente, estes parametros sdao definidos de modo a reproduzir propriedades
estruturais ou termodindmicas conhecidas através de experimentos. Alguns dados
visados podem ser, por exemplo, a entalpia de vaporizacdo, densidade do liquido e a
curva de compressibilidade versus pressdao de gases. Se as simulagdes sdo capazes de
reproduzir tais propriedades, também serdo capazes de prever outras que também sejam
fortemente relacionadas a interagOes atrativas e repulsivas entre atomos.

Quando nao ha medidas experimentais que possam ser usadas para o ajuste dos
parametros, muitas vezes, lanca-se mao de cdlculos ab initio. O campo de forca
CHARMM de proteinas, por exemplo, foi desenvolvido pela combinacdo de dados
experimentais e calculos quanticos (Brooks et al., 1983; MacKerell et al., 1998).

A transferabilidade é um atributo importante de campos de forca. Isto €, é
desejavel que os parametros de campo de for¢a possam ser utilizados por uma grande
variedade de moléculas que apresentem grupos funcionais similares (Leach, 2001).
Pardmetros de estiramento geralmente sdo prontamente transferiveis, assim como
parametros de Lennard-Jones, os quais geralmente sdo idénticos para a maioria dos
atomos de um mesmo elemento. Outros termos do potencial de interagdo, os que tém
efeitos de maior alcance, algumas vezes precisam ser determinados para uma molécula
individualmente, ou para uma parte dela. Este é frequentemente o caso de diedros e de
cargas, por exemplo. Diedros sdo comumente determinados a partir de cdlculos de
Mecanica Quantica para uma sequéncia de angulos de tor¢do, de modo a ajustar o
potencial diedral a curva obtida. J4 as cargas atdmicas sdo ajustadas pelo potencial
eletrostatico calculado com uma funcdo de base conveniente (se possivel, € melhor que
se adote o mesmo protocolo do campo de forc¢a escolhido).

Petridis e Smith (Petridis & Smith, 2008), por exemplo, estenderam a
parametrizagdo do campo de forca CHARMM de polissacarideos para a inclusdo de

lignina. Apenas os parametros faltantes no campo de forca foram otimizados. Por
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exemplo, apesar de a lignina apresentar éteres lineares, estes ndo poderiam ser descritos
com os parametros de éteres derivados por Vorobyov e colaboradores (Vorobyov et al.,
2007), uma vez que estes atomos de oxigénio em lignina encontram-se ligados a grupos
fenolicos, que, por ressondncia de elétrons m, influencia ligagdes, angulos e a
distribuicdo de cargas. As interacdes ligadas e nao ligadas foram obtidas essencialmente
a partir de cdlculos quanticos para pequenos modelos representativos de lignina. O
modelo de potencial foi entdo validado através da comparagdo de parametros de cela

obtidos por simulacdes de MD e resultados experimentais de cristalografia de raios-X.

2.1.3 Resolvendo as equacoes de movimento

O campo de for¢a define a superficie de potencial por onde os dtomos propagam suas
trajetorias. Por serem relativamente pesados, a descricdo das trajetorias dos atomos pode
ser feita através de mecanica cldssica. Os algoritmos utilizados em MD poderiam ser

simplificados em uma formulagdo bem simples, baseada na segunda lei de Newton:

v(z N Atj = 9(t)+ ﬁm*ﬁ(r) (2.8)
2 2

. . (At

X(t + At)=3(t)+ At v(t + 7} (2.9)

F(t+ At)= F((t + At)) (2.10)

17(t+At)=\7(t+%]+%mlﬁ(t+At) (2.11)

em que dispde-se, para um passo de tempo ¢, das posigées,?c(t), Velocidades,ﬁ(t), e
forcas atuantes em cada dtomo, F (t), derivadas do potencial de interacdo. A aplicacdo

destas equagdes de modo iterativo em cada passo permite a obtengdo destes dados em

tempos sucessivos, fornecendo a trajetdria de todos os dtomos do sistema.
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Existem muitos algoritmos para a resolu¢do das equagdes de movimento e, para
decidir qual € o mais apropriado, devem ser feitas considera¢cdbes como o esforco
computacional requerido e a conservacdo de energia. Dentre os algoritimos mais
utilizados atualmente nas simulagdes, estdo o algoritimo Verlet (Verlet, 1967) e Verlet-
velocidade (Feynman et al., 1963; Swope et al., 1982). Este tultimo € o algoritimo
implementado no programa de simulacio NAMD (Philips et al., 2005) que foi utilizado
neste trabalho e é descrito brevemente a seguir.

Todos os algoritmos assumem que as posicdes e as funcdes velocidade e
aceleracdo podem ser aproximadas como séries de Taylor. No caso do algoritimo Verlet-
velocidade, no célculo das posi¢des, utiliza-se a expansao de Taylor truncada na segunda

ordem.
X(t + At)= () + At () + %Atzﬁ(t) (2.12)

Através das posigdes no tempo t+A4¢ e do potencial de interagio, deriva-se as aceleragoes
de cada 4tomo neste instante. Ja as velocidades sdo computadas a partir das velocidades

no instante anterior r somada a média das aceleracdes dos instantes ¢ e t+At:

a(t)At .\ a(t + At)At

(e + 4t)=v(t)+ >

(2.13)

A escolha do algoritmo de integracdo deve considerar, principalmente, se ha
conservacao de energia e momento, reversibilidade no tempo e se passos de tempo
grandes podem ser utilizados. Outras consideragdes a serem feitas sdo a velocidade de

calculo e memoria requerida. No entanto, estas sdo questdes mais secunddrias, uma vez
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que a parte que demanda muito mais tempo computacional é o cdlculo de forcas de

interacdo entre os 4tomos, € ndo a integracao das equagdes de movimento.

2.2 Simulacoes de proteinas

O primeiro estudo de simulagdo de dinamica molecular de uma macromolécula de
interesse bioldgico foi feita ha 36 anos para a pequena proteina BPTI (do inglés, bovine
pancreatic trypsin inhibitor), consistindo em uma simulagdo da proteina em vacuo, com
a duracdo de apenas 9,2 ps (McCammon, 1977). Atualmente, a evolucdo dos recursos
computacionais e das técnicas de MD permite que simulagdes de proteinas muito
maiores, de varios milhares de dtomos (em geral, da ordem de 10*) ao invés de algumas
centenas, sejam rotineiramente feitas, incluindo solvente explicito, e podendo alcangar a
escala de microssegundos de duracdo. Uma busca rapida pelas palavras 'molecular
dynamics' e "proteins' no ISI Web of Science (http://apps.webofknowldge.com) mostra
4387 artigos publicados apenas no ano de 2012, um resultado compardvel aos 4494
artigos apontados para as palavras 'crystal structure' e 'proteins', o que revela a
importancia atual da técnica no estudo de proteinas.

A técnica de MD ¢é apropriada para estudar os sistemas de proteina em niveis
variados. A dindmica molecular convencional geralmente € aplicada para descrever o
sistema no equilibrio e estudar suas propriedades estruturais e dindmicas, além de obter
valores de grandezas termodinamicas. Também € empregada para observar processos de
relaxacgdo, isto €, a evolugcdo no tempo do sistema. Com o estabelecimento de novas
aproximacgdes a técnica, processos mais lentos ou propriedades que implicariam em
custos computacionais altissimos, agora podem ser estudados. Por exemplo, técnicas de
amostragem para eventos raros (eg. Replica exchange, Locally enhanced sampling,
Steered molecular dynamics e véarias outras) (Sugita & Okamoto, 1999; Roitberg &

Elber, 1991; Isralewitz et al., 2001; Adcock & McCammon, 2006) e técnicas para
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computar diferencas de energia livre (Chipot & Pohorille, 2007) tém sido
constantemente aprimoradas e empregadas com sucesso. No outro extremo da escala
temporal, hd os métodos hibridos — como QM/MM, o qual permite sejam estudadas as

reagOes ocorrendo na regido catalitica de uma enzima (Field, 2001; Senn & Thiel, 2009).

A B

Flexibilidade local Movimentos coletivos
Vibragao Rotagac Movimentos  Movimentos de
de ligacao de metil de loops grandes dominios

Rotagao de cadeias laterais
—

fs ps ns Hs ms s

Simulagdes de MD

= Entropia

Y

Energia livre, G

X/

Espaco conformacional

Energia

Figura 2.2 (A) Niveis de energia referentes a eventos dindmicos de proteinas enoveladas. (B) Escala
de tempo associadas aos processos dinamicos em proteinas. (C) Curva tridimensional de estados
conformacionais acessiveis a uma proteina. Em geral, a curva tem um formato que semelhante a um
funil rugoso. O aspecto da curva é modificado por condi¢des como a associacdo a um ligantes, o tipo
de solvente e o pH. Os painéis (A) e (B) sdo figuras adaptadas da referéncia Henzler-Wildman e Kern (
Henzler-Wildman & Kern, 2007), e o painel (C), da referéncia (Papoian, 2008).

A Figura 2.2 mostra como podem ser divididas estas abordagens em relagdo a
escala de tempo dos processos. A dindmica na escala mais lenta (nivel 0, Figura 2.2A)
relaciona-se a processos que sO ocorrem ao ultrapassar barreiras de vérios k7. A

populagdo dos estados inicial e final (A e B) € definida pela distribuicao de Boltzmann
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que reflete a estabilidade relativa destes estados. Sdo tipicamente modificagcdes
conformacionais na escala de micro a milisegundos, que envolvem a movimentacao de
grandes dominios, como as que ocorrem no encaixe entre proteinas em um complexo
(Figura 2.2B).

As escalas de processos mais rdpidos (niveis 1 e 2, Figura 2.2A) englobam
flutuagdes em estados separados por barreiras de energia menores do que k7. Sdo
movimentos de cadeia lateral e de loops, que ocorrem na escala de pico e nanossegundos
(Figura 2.2B). E esta a dinamica de proteinas abordada neste trabalho. A Figura 2.2A
também ilustra a alteracdo do perfil de energia livre, da curva azul escuro para a azul
claro, apds transformacdes como a associagdao de um ligante a proteina ou a alteracao do
pH da solucao.

Outra forma, mais completa, de pensar na dinamica de proteinas, € através de um
grafico multidimensional, que lembra um funil rugoso (Fig. 2.2C). De acordo com a
Teoria da Paisagem Energética, este ¢ um mapa que relaciona a conformacado da cadeia
polipeptidica a energia interna. Este mapa define quais configuragdes sdo acessiveis a
partir de uma dada configuracdo e como a proteina pode transitar de um estado a outro
(Plotkin & Onuchic, 2002). Quanto mais fina a base do grafico, mais bem definido o
estado nativo®. As secgdes horizontais refletem a entropia do sistema. Quanto mais
proximo da borda do funil, maior o nimero de microestados possiveis, isto €, maior o
nimero de conformacdes de mesma energia. Em processos de desnaturagdo, tal qual a
desnaturacdo térmica de uma enzima descrito no Capitulo 3, envolve o percurso da base

do funil até a borda.

¥ Em proteinas globulares, o estado nativo (condi¢io em que a proteina apresenta-se funcional) é o

minimo global.
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2.3 Rodando as simulacoes

Embora a composicdo dos sistemas seja diferente, foi adotado um mesmo protocolo
basico para as simulagdes, descrito a seguir. Alguns detalhes especificos de cada sistema
sdo descritos nos Capitulos correspondentes.

Todos os sistemas passaram por uma etapa de minimizacdo, em 500 passos,
usando o método de gradientes conjugados (CG) (Fletcher & Reeves, 1964; Fletcher,
2000), conforme implementado no NAMD (Philips et al., 2005) para eliminar maus
contatos. Apds a minimizac¢do, foram conduzidas rodadas de pré-equilibracao (Bleicher
& Prates et al., 2011), composta por trés fases: Nos primeiros 10 ps, as posi¢des de
todos os residuos, exceto os modelados foram mantidas fixas; nos proximos 100 ps, as
cadeias laterais foram deixadas livres para moverem-se; nos proximos 890 ps que
completam o intervalo aqui referenciado como fase de pré-equilibracao, todos os 4tomos
podiam mover-se.

As simulacdes foram conduzidas através do programa NAMD (Philips et al.,
2005), usando condi¢Oes periodicas de contorno para evitar efeitos de fronteira. O
campo de forca CHARMM foi usado para proteinas, oligossacarideos e lignina
(Mackerell, Jr. et al., 1998; Hatcher, et al., 2009; Guvench et al., 2009; Guvench et al.,
2011, Petridis & Smith, 2008) e o modelo TIP3P foi usado para moléculas de 4gua
(Jorgensen et al., 1983). Temperatura e pressao foram mantidas fixas a 298 K e 1 bar,
exceto nas simulacdes de laminarinases, em que também foram adotadas temperaturas
mais altas (363 e 500 K), para o estudo da termoestabilidade e termofilicidade destas
enzimas. No controle de temperatura e pressao, foram usadas dindmica de Langevin
(Schneider & Stoll, 1978) e Métodos de Pistao de Nosé-Hoover ( Martyna et al., 1994),
respectivamente. Todas as liga¢gdes envolvendo o dtomo de hidrogénio foram mantidas
com comprimento fixo usando o algoritmo SHAKE (Ryckaert et al., 1977). Um raio de

corte de 12 A com decaimento suave a partir de 10 A foi usado para o tratamento das



Metodologia 37

interacOes de van der Waals, enquanto que interagdes eletrostaticas foram tratadas pelo
método de somas de Ewald, pelo algoritmo Particle Mesh Ewald (Traducao: “Malha de
Particulas de Ewald”; Darden et al., 1993).

2.4 Analises das simulacoes

Algumas andlises globais das simulacdes feitas neste trabalho sdo descritas aqui’. Trata-
se do célculo de médias e flutuacdes de propriedades estruturais e dindmicas
microscopicas, bem como da evolucdo temporal destas propriedades em processos de
relaxagdo estrutural. E interessante observar como, na técnica de dinAmica molecular,
estas andlises podem ser combinadas entre medidas globais, como o raio de giragdo, € as
modificacdes em interacOes locais, como a formacdo/rompimento de ligacdes de

hidrogénio e pontes salinas.

1. Raio de giracao: E um parimetro que traz a informag¢do da dimensao espacial, ou

raio médio, da proteina globular, tratada como uma esfera hipotética, sendo definido por:

0RO

2.1
N 2.17)

R (1)

Esta féormula poderia ser aplicada com, por exemplo, r; sendo as posigdes dos dtomos de
C, da cadeia polipeptidica, rcy, a posicao do centro de massa definido por estes dtomos
em um instante ¢ € N, o numero total destes atomos. Um grafico de variacio do raio de

giracdo ao longo do tempo mostra se ocorrem processos de compactac¢ao ou expansao do

®  Qutras analises mais especificas deste trabalho, entrada de 4gua no carogo hidrofobico e empilhamento de estruturas

planares, sdo discutidas nos capitulos em que estas analises aparecem (Cap. 3 e 5, respectivamente). Tais analises foram
feitas utilizando os programas SOLVATION-MAP e PACKING



38 (Capitulo 2)

volume da proteina. Experimentalmente, R, médio da proteina em solu¢do poderia ser
medido através de SAXS (Small-Angle X-ray Scattering). Neste trabalho, esta anélise foi
feita através do programa GYRATION desenvolvido no grupo.

2. Contetiido de estrutura secundaria: Calculo da porcentagem de residuos que se
mantém em estrutura secundaria regular, como a-hélices, folhas-p3 e 3-10-hélices. Neste
trabalho, foi utilizado o algoritmo STRIDE (Frishman & Argos, 1995), que identifica em
um conjunto de coordenadas os elementos de estrutura secundéria a partir de critérios
geométricos que definem angulos diedrais além de energia de ligacdes de hidrogénio.
Esta andlise poderia ser efetuada a partir de experimentos de dicroismo circular. O

programa utilizado neste caso, foi o VMD (Humphrey et al., 1996) em combinacdo com

o programa GETSECONDARY desenvolvido no grupo.

3. Contatos hidrofobicos: Calculo da porcentagem de residuos hidrofébicos em contato
entre si. Este pardmetro € um indicador da compacidade do centro hidrofébico da
proteina. Usamos como critério para considerar que um par de residuos apolares (Ala,
Val, Leu, Met, Ile, Pro, Trp e Phe) encontra-se em contato, a distancia de 5.0 A entre
qualquer dtomo (ndo-hidrogénio) de suas cadeias laterais. Esta analise foi feita através

do programa CONTACTS desenvolvido no grupo.

4. Estatistica de ligacoes de hidrogénio: a contagem de ligacdes de hidrogénio em um
passo de simulagdo é feita segundo critérios geométricos. Neste trabalho, foi usado o
plugin HBonds do programa VMD (Humphrey et al., 1996). Uma ligacao de hidrogénio
€ contada se a distancia entre o 4tomo doador (D) e o aceptor (A) for menor do que 3.0

A e o angulo D-H-A for menor do que 20°.
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5. Estatistica de pontes salinas: considera-se que ha formacao de ponte salina quando
um par de 4atomos da cadeia lateral (ndo-hidrogénio) de um par de residuos de cargas
opostas (Lys, Arg e His — positivos; Asp e Glu — negativos) encontra-se a uma distancia
menor que 4 A. Esta andlise foi feita através do programa CONTACTS desenvolvido no

grupo.

6. Evolucao no tempo do desvio quadratico médio (RMSD — Root mean square
deviation) de posicoes: mostra o quanto a posicdo de um dtomo ou de um grupo de
atomos se modifica em relacio a posicdo correspondente em uma estrutura de

referéncia. A equacao abaixo mostra como € computado este valor:

N

>l @)= 0f
(RMSD)(t)=1= v , (2.18)

sendo N o numero de d4tomos considerados.

Esta andlise ¢ comumente utilizada para acompanhar a relaxacdo estrutural no processo
de equilibracido da simulacdo. Poderiam, entdo, ser armazenadas as posi¢oes dos atomos
de C, em intervalos de tempo regulares para comparé-las com a estrutura cristalografica
da proteina. Variacdes de grande amplitude podem significar o0 movimento de um
dominio maior (nivel O, Figura 2.2A), ao passo que pequenas flutuacOes refletem a
energia térmica da proteina (niveis 1 e 2). A unidade aqui é A por dtomo. Neste

trabalho, foi utilizado o programa RMSD desenvolvido no grupo.

7. Mobilidade: Trata-se de um modo especifico de aplicar o desvio médio quadrético de
posicdes, com a finalidade de analisar a mobilidade de regides especificas da molécula.

Em geral, ¢ chamada de flutuagdes quadraticas médias (RMSF — Root mean square

fluctuations). A equagdo abaixo mostra como ¢ computado este indicador:
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g[r_/’(ti)_ro]z
(RMSF, ) = My (2.19)

em que M € o numero de configuracdes consideradas e Ap € o intervalo de passos de
tempo em que as configuragdes sao salvas (para proteinas, tipicamente, 4p= 1000, ou
seja, as configuracdes sdo salvas a cada 2 ps para passos de tempo de 2 fs). Assim, a
multiplicacio M X Ap corresponde ao numero total de configuracdes abrangido na
andlise. Esta andlise pode ser feita, por exemplo, considerando o deslocamento dos
atomos de C, da proteina em relagdo a uma estrutura média da simulacdo. Eventos de
maior amplitude podem ocorrer algumas vezes durante a simula¢do (por exemplo, o
deslocamento de uma hélice) e podem ‘“contaminar” o resultado. Uma estratégia que
este grupo de pesquisa tem adotado para evitar este problema, é a de dividir a simulagdo
em pequenos blocos (de centenas de picossegundos). A equacgdo € aplicada para cada
bloco, tomando como referéncia a estrutura média do respectivo intervalo. Para utilizar
esta abordagem, o programa MOBILITY, desenvolvido no grupo, foi utilizado.

A mobilidade computada a partir de simulacdes encontra um correspondente
experimental direto em cristalografia, o fator B (também conhecido como fator de
temperatura ou fator Debye-Waller). No capitulo 3, € feita uma andlise comparativa
entre RMSF experimental e fator B. Entretanto, o fator B reflete deslocamentos
atomicos originados tanto da desordem estrutural (um ensemble de subestados presentes
em solu¢do estd confinado no cristal) quanto da desordem dinamica (flutuagdes que
ocorrem no cristal). Deste modo, ha de se ter cautela, uma vez que o fator B ndo pode
ser considerado apenas reflexo de flutuacdes atdomicas. Além disso, contatos cristalinos

também afetam o fator B (Henzler-Wildman & Kern, 2007) .
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8. Energia média de interacao: Neste trabalho, a andlise foi utilizada para verificar a
recorréncia de interacdo de determinados grupos funcionais do substrato a residuos
especificos (Capitulo 5). Estas energias sdo computadas usando os termos de potencial
de interacdo entre 4dtomos ndo ligados (Lennard-Jones e interagdes coulombicas,
Equacgdo 2.7), com os parametros do campo de forca CHARMM. A energia média €

calculada com:
(E)=—2E,. (2.20)

em que N € o nimero de passos de simulacdo considerados. Nesta anélise, foi utilizado o

programa ENERGY e o script ENERGY-PER-RESIDUE desenvolvidos no grupo.
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Laminarinase de Rhodothermus marinus:

Bases estruturais de sua termoestabilidade e termofilicidade

3.1 Introducao
A bactéria gram-negativa Rodothermus marinus pode ser encontrada em habitats de
grandes flutuagdes nas condi¢cdes ambientais. Estas bactérias sdo apreciadoras do
ambiente salino e quente, isto €, sdo simultaneamente haléfilas'® e terméfilas. Assim
sendo, este micro-organismo desenvolveu proteinas resistentes ao calor — proteinas
termofilicas e hipertermofilicas — que apresentam atividade 6tima a altas temperaturas,
entre 55 e 100 °C (Bjornsdottir et al., 2006). A elevada estabilidade térmica é de grande
interesse na industria para otimizagdo de processos, € a bioengenharia de enzimas
capazes de resistir a condi¢des extremas de temperatura e pH consiste em um grande
desafio cientifico e tecnoldgico. Por esta razdo, as enzimas que catalisam a hidrélise de
polissacarideos em R. marinus revelam-se promissoras em aplicacdes biotecnoldgicas.

A laminarinase de R. marinus (RmLamR) € uma glicosideo hidrolase da familia
16 (GH-16) e, como tal, hidrolisa aleatoriamente f-1,3-glicanos, A-1,3-1,6-glicanos
ramificados e f-1,3-1,4-glicanos (por exemplo, lichenina). A enzima exibe atividade
6tima a pH 5,5 ¢ 88 °C, e sua temperatura de desnaturacéo foi estimada em cerca de 97
°C (Xiao Honig, 1999). Por suas temperaturas de funcionamento &timo e de

desnaturagdo serem superiores a 80 °C, ela é classificada como uma enzima

1 Z 0t ~ . . . .
% Haldfilos sdo organismos que apreciam ambientes salinos.
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hipertermofilica e hipertermoestavel, respectivamente.

A temperatura 6tima de atividade de cada enzima resulta de um compromisso
complexo das interacOes entre cargas, residuos polares ou apolares e interagcdes com o
solvente, que sdo afetados de maneira distinta pela temperatura. Em termos gerais,
verifica-se que proteinas termoestdveis apresentam mais interagdes polares e maiores
centros hidrofébicos (Jaenicke & Bohm, 1998; Goldstein, 2007). Entretanto, o balango
energético € sutil, e algumas interagcdes podem desestabilizar a estrutura enovelada em
determinadas faixas de temperatura (Argos et al., 1979). Por exemplo, pontes salinas
localizadas na superficie ndao contribuem para a estabilidade da proteina a temperatura
ambiente, mas estudos experimentais € computacionais mostraram que elas sdo fatores
estabilizadores em temperaturas elevadas devido ao decréscimo na penalidade por
dessolvatacao dos residuos carregados (Vogt et al., 1997; Priyakumar et al., 2010).
Assim, a compreensdo das relagdes entre os diferentes componentes das interagcdes
proteina-solvente e residuo-residuo € um fator fundamental para desvendar as razoes
moleculares e estruturais para a termoestabilidade e termofilicidade verificada em uma
determinada enzima.

Muitas das proteinas termofilicas de estrutura conhecida apresentam homélogas''
mesofilicas, estdveis apenas em condi¢des brandas, que s@o muito similares em termos
de suas sequéncias primarias € de suas estruturas tridimensionais. Esta similaridade,
apesar dos perfis térmicos completamente distintos, facilita a identificacdo dos
determinantes responsdveis pela hiperestabilidade térmica e € nesta consideragdo que se

baseia este trabalho.

1 . . .
O termo ¢ recorrentemente empregado para designar enzimas que apresentam estruturas

tridimensionais similares. Alguns autores, no entanto, argumentam que o significado mais preciso € o
de enzimas que compartilham a mesma origem evoluciondria (Reeck et al., 1987). Nesta tese, o termo
foi utilizado de acordo com o significado atribuido usualmente, de semelhanca estrutural.
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No presente trabalho, estudaram-se as bases moleculares da estabilidade térmica e
termofilicidade de laminarinases da familia 16 através de simulagGes comparativas de
MD de trés homdlogas estruturais: a hipertermofilica RmLamR, uma laminarinase
termoestdvel e alcalifilica de Nocardiopsis sp., € uma laminarinase mesofilica de
Phanerochaete chrysosporium. Através de andlises estruturais e dinamicas, além do
estudo de processos de desnaturagao, foi possivel propor as principais caracteristicas que
conferem estabilidade térmica e termofilicidade a RmLamR, as quais podem ser uteis no
desenvolvimento de novas estruturas com aplicabilidade aprimorada.

Primeiramente, serd descrita a estrutura da RmlLamR cristalizada e resolvida pelo
grupo de experimentalistas com o qual colaboramos (Grupo de Cristalografia IFSC/USP,
Sdo Carlos). Discutem-se quais aspectos estruturais geralmente relacionados a
termoestabilidade podem ser vislumbrados logo na estrutura estatica. Em seguida, sdo
discutidas as andlises das simula¢des de MD em duas temperaturas (25 e 90 °C), que
fornecem novas informagdes estruturais relevantes para a termoestabilidade e
termofilicidade, a partir de médias temporais e da inspecdo visual das simulagdes. A
pesquisa prosseguiu com estudo dos processos de desnaturacdo das laminarinases
através de simulacdes a temperatura bastante elevada, 227 °C. As simulacdo a 90 °C
forneceram indicios relevantes de quais seriam as primeiras etapas da desnaturacdo
térmica da enzima mesofilica, mas a estratégia de elevar ainda mais a temperatura
tornou possivel acompanhar o avanco do processo de desnaturagcdo das trés enzimas sob

um custo computacional vidvel.

3.2 Descricao e analise estrutural
A laminarinase isolada de R. marinus é composta por 250 residuos e possui massa
molecular de 32 kDa. As laminarinases desta familia t€m, no sitio ativo, a sequéncia

linear Glu(nucle6filo)-H,-Asp(assistente)-H,-Met-Glu(catalisador &cido/base), em que



46 (Capitulo 3)

H, € um aminoécido hidrofébico. No caso da RmLamR, H, corresponde a isoleucina. Os
grupos cataliticos sdo o nucleofilo Glul29 e o catalisador dcido/base Glul34, separados
por um aspartato que assiste a reacdo. Este residuo “assistente” ¢ encontrado em muitas
proteinas, e seu papel tem sido atribuido a modulacdo dos estados de ionizacdo dos
grupos nucleofilico e catalisador 4cido/base, além da estabilizagdo eletrostatica dos

estados de transi¢do catidnicos.

Figura 3.1. (A) Estrutura global da laminarinase de R. Marinus, mostrando o fon célcio coordenado
(laranja) e uma molécula de glicerol na regido catalitica. (B,C) O mesmo que A, apds rotagdes de 90 °C
ao redor dos eixos y e x. (D) Topologia da enzima RmLamR (Figura copiada dos autores cristalégrafos
de Bleicher & Prates et al., 2011).

Na Figura 3.1, apresenta-se a unidade biolégica da estrutura cristalografica da
RmLamR, resolvida por Bleicher e colaboradores (Bleicher & Prates et al., 2011; PDB

id 3ILN) com resolu¢do 1,95 A. Como todas as enzimas incluidas na familia 16 de GHs,
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RmLamR ¢é composta por duas camadas de folhas-f antiparalelas em topologia
conhecida como [-jelly roll e que inclui longos loops, fitas-ff segmentadas e trés
pequenos segmentos de hélice. Na estrutura determinada, encontra-se um fon célcio
interagindo fortemente com atomos na superficie da enzima. Sugere-se que este ion
tenha importincia na estabilidade das glicosideo hidrolases da familia GH-16 (Tsai et
al., 2003; Borris et al., 1989; Keitel et al., 1994; Wefle et al., 1994). Além disso,
verifica-se a presenca de uma molécula de glicerol ligada fortuitamente ao sitio ativo da
estrutura, interagindo por ligacdes de hidrogénio com os residuos cataliticos.

A andlise da estrutura cristalografica de RmLamR ja sugere alguns fatores que
contribuem para sua alta estabilidade térmica. Uma caracteristica comum de proteinas
que apresentam elevada estabilidade térmica é a pouca quantidade de loops (Thompson
& FEisenberg, 1999). A RmLamR, ao contrario, apresenta uma grande quantidade de
loops e algas, e tais regides puderam ser modeladas a partir dos mapas de densidade
eletrOnica. Deste modo, os longos loops ndo representam abundancia de regides
desordenadas, uma vez que ndo adotam multiplas conformagdes no cristal.

Bleicher e colaboradores mostram que a sequéncia da RmLamR contém maior
nimero de residuos de arginina e glutamato, se comparado a outros membros da GH-16
(Bleicher & Prates et al., 2011). A abundincia de residuos carregados e residuos
aromdticos pode ser correlacionada com a termofilicidade, conforme proposto por

Jaenicke e Bohm (Jaenicke & Bohm, 1998).
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Tabela 3.1. Numero de PS na RmLamR e em outras estruturas GH-16 dispostas no PDB.

Enzima (organismo) Nuamero de OS
RmLamR (R. marinus) 18
2HYK (Nocardiopsis sp.) 7
IDYP (P. carrageenovora) 11
1GBG (B. licheniformis) 5
IMVE (F. succinogenes) 8

1UPS (C. perfringens) 17(22)*

1UOA (B. macerans) 5
1UNT1 (P. tremula) 11
104Y (Z. galactanivorans) 11
2CL2 (P. chrysosporium) 11

* A estrutura 1UPS possui um dominio, residuos 17-286, que
correspondem ao dominio catalitico GH-16. Este tem 17 PS, ao
passo que a molécula inteira tem um total de 22 PS.

PropGe-se que a relagdo entre termoestabilidade e a abundincia de residuos
carregados ocorra devido a formacdo de pontes salinas entre estes residuos, um fator
constantemente mencionado como crucial para a estabilidade de proteinas termofilicas
(Kumar & Nussinov, 2002; Dominy et al., 2004). A abundancia de pontes salinas (PS)
foi comparada em um conjunto de estruturas de homdlogas da RmLamR, como
mostrado na Tabela 3.1. A RmLamR tem o maior nimero de PS, reinfor¢cando, deste
modo, o papel delas na estabiliza¢do térmica. O tnico valor compardvel de PS € o da
endo-f-glucanase de Clostridium perfringens. Trata-se de uma bactéria anaerdbica
Gram-positiva que pode ser encontrada em abundancia em diversos ambientes, como em
solos ou no trato intestinal de animais (Petit et al., 1999). Este € um indicativo de que as
PS nesta enzima podem ser estabilizadoras desta proteina na ampla variedade de
condicdes fisiologicas em que este organismo vive. Entretanto, a comparagdo de outras
laminarinases, por exemplo, de Nocardiopsis sp. € Phanerochaete chrysosporium mostra

valores muito parecidos de PS, apesar de uma ser termofilica, exibindo atividade 6tima a
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77 °C (Fibriansah er al., 2007) e outra mesofilica, respectivamente. Esta diferenca
motivou a comparacdo do comportamento dindmico destas enzimas a partir de
simulacdes de MD. Embora alguns aspectos estruturais relacionados a termoestabilidade
e termofilicidade possam ser identificados mesmo na estrutura estética, as simulacdes de
MD s3o muito uteis para avaliar como estes parametros variam com diferentes
condicoes de interesse, com o objetivo de compreender melhor a natureza estrutural da

estabilidade térmica e termofilicidade da RmLamR.

3.3 Metodologia

3.3.1 Construcao dos sistemas e simulacoes

Trés modelos estruturais, as laminarinases de RmLamR, de Nocardiopsis sp. cepa F96
(aNLam, PDB id 2HYK) e Phanerochaete chrysosporium (PcLam, PDB id 2CL2),
foram submetidos a simula¢gdes de MD. Este conjunto compde-se de trés estruturas com
diferentes caracteristicas térmicas: RmLamR € hipertermofilica, aNLam € termofilica e
PcLam € mesofilica, sendo as temperaturas 6timas de atividade identificadas como 88
°C (pH 5,5) (Krah et al., 1998), 70 °C (pH 6,0) (Masuda et al., 2006) e 30-40 °C
(Bumpus & Aust, 1987), respectivamente.

Apesar da pouca identidade de sequéncia priméria (Figura 3.2), as estruturas
tercidrias destas enzimas s@o muito similares, e os residuos cataliticos dispostos na fita-f
S8 sdo altamente preservados. O enovelamento global de camadas de folhas-3 é
essencialmente idéntico entre as trés estruturas (Figura 3.3). Os loops sdo bastante
similares entre RmLamR e aNLam, mas diferem substancialmente em PclLam, a qual
apresenta numerosas a-hélices em regides periféricas. Devido a significativa diferenca

na sequéncia primaria e no tamanho de RmLamR e PcLam, € preciso ter cautela na
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comparacdo do comportamento destas duas proteinas. No entanto, entre os membros

mesofilicos desta familia de proteinas de estrutura cristalogréfica resolvida, PcLLam € a

mais proxima de RmLamR.
RmLamR - -RLPHWELVWSDEFD - - YNGLPDPAKWDYDVGGHGWGNQELQYYTRARIENARVGGGVL 56
aNLam TESDMRATLVWSDEFDGPAGSAPDPANWNHE TGDHGWGNNELQNY TDSRANSALDGNGNL 60
PcLam - ----- ATYHLEDNWVG- SAFLSTFTHEATADPTHGRVN - YVDQATAL AKNLTYASGDTL 52
* kK e * *

RmLamR IIEARRE- - - SYEGREYTSARLVTRGKASWTYGRFEIRARLPSGRGTWPAIWMLPDRQTY 113

aNLam VITARQE---ADGG--YTSARLTTQNKVQPQYGRVEASIQIPRGQGIWPAFWMLG- -ADF 113

PcLam ILRADHTTTLSPSGPGRNSVRIRSIKTYTTHVAVFDVR HMPQGCGTWPAAWETD----- 106
*. .* =|<>H:. G e :****)K)K)K

BmLamR GSAYWPDNGEIDIMEHVGFNP---=-=--ccec-cmn-- DVVHGTVHTKAYNHLLGTQRGG 156

aNLam PNTPWPDSGEIDIMENIGREP----------c-uc-o-- HLVHGSLHGPGY--FGGEPLTG 154

PcLam -EGDWPNGGEVDIIEGVNDQSPNAMTLHTGANCAMPASRTMTGHATNNNCDYVNTDGNTGC 165
>k>|< *****:... :>|< 5

RmLamR SIRVPTAR---TDFHVYAIEWTPEEIR------ WFVDDSLYYRFPNERLTNPEADWRHWP 207

aNLam SYMHPQGWSFADTFHTFAVDWRPGSIT------ WSVDGVAYQTY----- TSADTRGNPWY 203

PcLam GVQAPTANSYGPSFNANGGGWYAMERTNSFIKVWFFPRNAGNVPNDIASGPATINTDNWG 225
Ed E Ed ES *

RmLamR FDQPFH--------------- LIMNIAVGGTWGGQQGVDPEAFPAQLVVDYVRVYRWVE- 251

aNLam FDQPFF-----cccccmaman MILNVAVGGDWPGYP-DGSTQFPQEMRVDYVRVYELG-- 245

PcLam TPTAFFPNTNCDIGSHFDANNIIINLTFCGDWAGQASIFNGAGCPGSCVDYVNNNPSAFA 285
_>k. :*:bk::. * %k >K>k>k>K_

RmLamR  -------------

aNLam -------------

PcLam NAYWDIASVRVYQ 298

Figura 3.2. Alinhamento com base estrutural das sequéncias primarias de RmLamR, aNLam e PcLam.
A triade catalitica conservada (Glu, Asp, Glu) é destacada em negrito. A porcentagem de identidade

entre RmLamR e aNLam, e entre RmLamR e PcLam sao 44% e 13%, respectivamente.

Na construgdo das caixas de simulacdo, alguns procedimentos especificos foram
tomados. A estrutura tridimensional de aNLam foi completada com residuos faltantes
nas extremidades, de acordo com sua sequéncia primdria (sequéncia TESDMR na
extremidade N-terminal e LG na extremidade C-terminal). As coordenadas destes

residuos foram modeladas a partir do alinhamento de 2HYK a cadeia principal de
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RmLamR. As posi¢cdes dos outros atomos faltantes foram modeladas de acordo com o
arquivo de topologia CHARMM?27 (MacKerell et al., 1998). As enzimas foram
hidratadas por 15.000 moléculas de dgua em uma caixa cibica com lados de
aproximadamente 80 A, usando o programa Packmol (Martinez & Martinez, 2003;
Martinez et al., 2009), de forma que a camada de solvente ao redor da superficie da

proteina tivesse, pelo menos, 12 A de espessura.

e RmLamR
e aNLam
e PcLam

514

12
convexo

Figure 3.3 Alinhamento estrutural de laminarinases de R. marinus (RmLamR - azul), Nocardiopsis sp.
(aNLam - vermelho) e P. chrysosporium (PcLam - verde). As fitas-f, numeradas de 1 a 15, sdo as

por¢des mais sobreponiveis das trés enzimas.
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Para determinar os estados de ionizacdo dos residuos ionizaveis (Lys, Arg, His,
Asp, Glu), os valores de pK, correspondentes foram determinados de acordo com o pH
neutro e o ambiente molecular (alta constante dielétrica na superficie da proteina e baixa
constante dielétrica no seu interior), usando 0 servidor H++
(http://biophysics.cs.vt.edu/H++, tltimo acesso em janeiro de 2013; Anandakrishnan &
Onufriev, 2012; Myers et al., 2006; Gordon et al., 2005). Foi dedicada aten¢do especial
na escolha dos estados de ionizagdo dos residuos no sitio catalitico. Os residuos Asp131
e Glul34 de RmLamR foram considerados protonados, de forma que eles podem
interagir entre eles e com o substrato por meio de ligacdes de hidrogénio. O residuo
nucleofilico Glul29 foi mantido em sua forma carregada. Em todos os sistemas, foi
adicionada a quantidade basal de 50 ions cloreto e 50 ions sédio, além do ion célcio
cristalografico. A fim de manter a eletroneutralidade dos sistemas, foram adicionados
excessos de 1, 13 e 3 ions sédio aos sistemas RmlamR, aNLam e PcLam,

respectivamente. A concentracao salina resultante € de aproximadamente 0,16 M.

Tabela 3.2. Resumo dos sistemas simulados. Todas as "caixas de simulagdo" consistuem-se da enzima
imersa em 4agua e estdo eletricamente neutras pela presenca de ions dissolvidos. Outros componentes
secunddrios advém da estrutura cristalina e serdo comentados no texto. Todos os sistemas apresentam
pH 7,0.

Sistemas Enzima Condicoes Simulac¢oes
Laminarinase de R A) 298 K, 1 bar A) 10 simulacdes x 12 ns
RmLamR Marinus ) 363 K, 1 bar 5 simulagdes x 9 ns
B) 500 K B) 3 simulacdes x 36 ns
Laminarinase de A) 298 K, 1 bar A) 8 simulagdes x 12 ns
aNLam Nocardiopsis s 363 K, 1 bar 5 simulagdes x 9 ns
PSE P By 500 K B) 3 simulagdes x 36 ns
Laminarinase de P A) 298 K, 1 bar A) 8 simulacdes x 9 ns
PcLam ) 363 K, 1 bar 5 simulagdes x 9 ns

chrysosporium B) 500 K B) 3 simulagdes x 36 ns
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O estudo da termoestabilidade e termofilicidade através de simulacdes de MD de
laminarinases foi conduzido em duas etapas:

a) Simula¢des comparativas a 298 K (25 °C) e 363 K (90 °C). A temperatura mais alta
foi adotada por ser proxima a de atividade médxima da enzima mais estdvel
termicamente.

Para rodar as simulac¢des, o protocolo de minimizacdo de energia e equilibragio
descrito no Capitulo 2, foi adotado. Para as simula¢des a maiores temperaturas (363 K),
o periodo de pré-equilibracdo descrito no Capitulo 2 foi estendido em duas etapas: 500
ps de equilibracdo em um estado intermedidrio de temperatura (330,5 K) e 1 ns de
equilibracio a 363 K. A partir dos sistemas equilibrados, foram conduzidas 10
simulagdes independentes de 12 ns para RmLamR, 8 simula¢cdes de 12 ns para aNLam e
9 corridas de 9 ns para PcLam a 25 °C. A 90 °C, foram conduzidas cinco simula¢des

independentes de 9 ns para cada proteina.

b) Simulacdes de desnaturacdo de laminarinases. Uma vez que eventos de desnaturacio
de proteinas ocorrem majoritariamente na escala de microssegundos e que este estudo
trata de enzimas termoestdaveis e hipertermoestaveis, as simulacdes foram conduzidas a
temperatura de 500 K (227 °C), de modo a acelerar o processo e torna-lo acessivel em
termos de custo computacional, seguindo os moldes de vérios estudos interessantes de
MD de desnaturacdo de proteinas (Vendruscolo & Paci, 2003; Daggett & Fersht, 2003a;
Daggett & Fersht, 2003b; Dinner et al., 2000; Fersht & Daggett, 2002; White et al.,
2005; Day & Daggett, 2005; Daggett, 2006; Martinez et al., 2010).

As simulagdes nesta etapa do trabalho foram conduzidas tendo desligado do
controle de pressdo, estendendo as simulagdes no ensemble candnico (NVT). Nas
simulagdes a 500 K, portanto, os sistemas estdo pressurizados. A pressao média destas

simulacdes € da ordem de 4 kbar. Esta ultima fase foi reproduzida em triplicata para
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cada sistema, tendo duracdo de 36 ns, cada uma. Além disso, conduziu-se uma
simulacdo de referéncia, a 298 K, para cada sistema, com a mesma extensao, de 36 ns,
com o controle de pressdo a 1,01 bar. A Tabela 3.2 apresenta o resumo dos sistemas

simulados.

3.4 Simulagcoes comparativas a 298 e 363 K

3.4.1 Estrutura e termoestabilidade

A fim de obter maior compreensdo acerca de como fatores estruturais afetam as
propriedades enzimdticas sob condi¢cdes termodindmicas de interesse, utilizou-se a
técnica de simulacdoes de MD como ferramenta. Inicialmente, foram conduzidas
simulacdes a baixa (298 K) e alta (363 K) temperaturas, visando verificar a estabilidade
e mobilidade dos trés modelos. A partir das simulacdes, verificou-se que o enovelamento
global, expresso por pardmetros como o raio de giragdo (R,), €, essencialmente,
preservado nas estruturas independentemente da variacdo na temperatura (Tabela 3.3). O
valor R, de PcLam, a maior das enzimas, ¢ ligeiramente maior, mas também se mostra
independente da temperatura. A diferenca das estruturas médias das simulacdes em
relacdo as estruturas cristalograficas correspondentes, medida através de desvio médio
quadratico (RMSD) dos atomos da cadeia principal, encontra-se proximo a 1 A para
todas as estruturas e em todas as temperaturas. Esta estabilidade estrutural de RmLamR
mostra-se consistente com sua hipertermoestabilidade, uma vez que esta enzima
preserva atividade a altas temperaturas e, portanto, sua estrutura também mostra-se
preservada. As enzimas aNLam e PcLam sdo completamente inativas a esta temperatura
e, embora ndo fique evidente através destas médias globais, outras andlises que serdao

apresentadas mais adiante sugerem os primeiros sinais de desnaturacdo térmica destas



Laminarinase de R. marinus 55

proteinas.

No nivel das cadeias laterais, os efeitos do aumento na temperatura tornam-se
notaveis. O numero médio de ligacdes de hidrogénio (LH) decresce de 77 a 298 K para
65 a 363 K para RmLamR, de 59 a 53 para aNLam, e de 77 a 62 para PcLam. Ao
mesmo tempo, as pontes salinas de todas as estruturas permanecem praticamente
intactas quando a temperatura aumenta de 298 K a 363 K. Destaca-se que o nimero
médio de contatos hidrofébicos (CH), formados entre residuos localizados nas camadas
opostas de folhas-f antiparalelas, é aproximadamente 10% maior em RmLamR do que
nas outras duas proteinas, indicando o melhor "empacotamento" hidrofébico de
RmLamR.

Em resumo, estes resultados de MD mostram principalmente que, nas condi¢oes
termodinamicas avaliadas e em comparagdo com suas homoélogas estruturais, a enzima
termofilica RmLamR exibe um nimero substancialmente maior de pontes salinas e
niveis mais elevados de ligacdes de hidrogé€nio e contatos hidrofébicos intraproteina, os
quais sdo os provaveis fatores contribuintes para a sua estabilidade térmica. Em termos
dos parametros PS, LH e CH, aNLam e PcLam sdo muito similares. Entretanto,
considerando que PcLam € significativamente maior do que suas homoélogas (RmLam,
aNLam e PcLam tém 251, 245 e 298 residuos, respectivamente), o conteudo de PS, LH
e CH por residuo € menor em PcLam. Os graficos que geraram os valores médios destas
propriedades encontram-se no Anexo I. Entdo, como estas caracteristicas realmente

influenciam na termoestabilidade de laminarinases?
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Tabela 3.3.