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Resumo

SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR DE SISTEMAS BIOLOGICOS RELA-
CIONADOS A HIDROLISE DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA. Nesta Tese foram in-
vestigados sistemas biolégicos relacionados a hidrolise da biomassa lignocelulésica.
O trabalho de tese esta subdividido em trés partes. Na primeira parte foram in-
vestigadas, mediante simulagoes por dindmica molecular, as caracteristicas estru-
turais e dindmicas que conferem termoestabilidade a laminarinases, enzimas da
familia das glicosideo hidrolases de grande interesse no desenvolvimento de tec-
nologias vidveis para a producao industrial de etanol celulésico. Na segunda parte
do trabalho, desenvolvemos e tornamos publicamente disponivel um programa de
computador, denominado cellulose-builder, que visa automatizar a construcao de
arquivos em formato PDB que representem cristalitos de celulose. Os arquivos em
formato PDB gerados pelo nosso programa podem ser utilizados como configura-
¢ao inicial em simulagoes por dinamica molecular de sistemas que contenham fases
cristalinas da celulose. O programa permite gerar cristalitos de forma e tamanho
arbitrarios, permitindo expor qualquer face cristalografica de quatro alomorfos
da celulose cristalina. Visando contribuir para o melhor entendimento em nivel
molecular da estrutura da parede celular vegetal e elucidar os modos de interagao
entre a celulose e a hemicelulose (dois componentes importantes da parede celular
vegetal), na terceira parte deste trabalho empregamos o programa cellulose-builder
para construir cristais de celulose com xilanos (hemiceluloses) adsorvidos em di-
versas faces cristalograficas e utilizamos simulagoes por dindmica molecular para
estudar em nivel atomico a interacao entre xilanos e diversas faces cristalograficas
do alomorfo I-beta da celulose. Também investigamos o efeito de substituintes
comumente presentes em hemiceluloses (acetil e glucuronil) nos parametros ge-

ométricos e energéticos da interacao entre celulose e hemicelulose.
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Abstract

BIOLOGICAL SYSTEMS RELATED TO LIGNOCELLULOSIC BIOMASS HYDROLY-
SIS STUDIED BY MEANS OF MOLECULAR DYNAMICS SIMULATIONS. This Thesis
comprises the study of biological systems related to the hydrolysis of lignocellulosic
biomass. The work is divided in three parts. In the first part we investigated, by
means of molecular dynamics simulations, the structural and dynamical features
that confer thermostability to laminarinases, enzymes belonging to the glycoside
hydrolase family, which are of great interest in the development of viable tecnolo-
gies aiming at the industrial production of cellulosic ethanol. In the second part of
the Thesis work we developed and made publicly available a computer program,
named cellulose-builder, whose purpose is to automatize the construction of PDB-
format files representing cellulose crystallites. The PDB-format files generated by
our program can be used as starting configurations in molecular dynamics simu-
lations of systems containing crystalline phases of cellulose. The program enables
one to generate crystallites of arbitrary size and shape, making it possible to ex-
pose any crystallographic face of four cellulose allomorphs. Aiming to contribute
to a better understanding of the plant cell wall structure at the molecular level
and to elucidate the modes of interaction between cellulose and hemicellulose (two
major components of the plant cell wall), in the third part of this work we em-
ployed the computer program cellulose-builder to set up cellulose crystals with
xylans (hemicelluloses) adsorbed onto several crystallographic faces and applied
molecular dynamics simulations to study, at the atomic level, the interactions be-
tween xylans and several crystallographic faces of cellulose’s allomorph I-beta. We
also investigated the effect of substituents commonly occurring in hemicelluloses
(namely acetyl and glucuronyl) in geometric and energetic parameters resulting

from the interaction between cellulose and hemicellulose.
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Capitulo 1
Introducao

O recente interesse pelo desenvolvimento de novas tecnologias que permitam a
utilizagao de fontes de energia renovaveis e nao fosseis tem atraido grande atencao
dos pesquisadores para o estudo da biomassa lignocelulésica *, hoje considerada
uma importante e promissora fonte alternativa para a geracao de etanol, entre
outros compostos quimicos. De fato, a celulose compoe grande parte da parede
celular dos vegetais (“parede celuldsica”), sendo assim considerada! a mais abun-
dante substancia organica presente na crosta terrestre. A celulose é um polimero
de glicose que se for hidrolisado formara agicares que podem ser convertidos a
etanol por processos microbiolégicos como a fermentagao alcodlica. As técnicas
atuais de producao de etanol combustivel, seja a partir da sacarose de cana-de-
acucar, seja a partir do hidrolisado de amido de milho, competem com as lavouras
de alimentos pela utilizacdo de extensoes de terra agricultavel e portanto tem
seu potencial de expansao seriamente comprometido. Esta competicao por terras
agricultaveis constitui uma importante limitacao para a expansao da producgao
de qualquer biocombustivel obtido a partir de produtos agricolas. Entretanto, a
possibilidade de utilizar os componentes quimicos da biomassa vegetal - princi-
palmente a celulose, mas também outros glicanos T - como matéria prima para
obtencao de actcares fermentaveis a etanol pode significar uma imensa expansao
da quantidade de matéria prima disponivel para tal processo, uma vez que nao
apenas o bagaco da cana-de-ac¢ucar poderia servir de insumo, como potencialmente
qualquer sobra ou residuo agricola, industrial ou urbano constituido de biomassa
vegetal in natura ou processada (palha, folhas, madeira, grama, aparas de papel,

papeldo etc).

*A biomassa obtida de vegetais superiores, i.e. Gimnospermas e Angiospermas.
fO nome moderno, atualmente recomendado pela IUPAC para oligo e polissacarideos
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Contudo, a grande dificuldade de hidrolisar a celulose e outros glicanos con-
tidos na biomassa vegetal a seus monomeros bésicos ¢ o principal obstaculo a
idéia de utilizar a biomassa lignocelulésica como matéria prima para obtencao de
etanol. A estrutura microscépica e molecular da parede celular vegetal ainda é
objeto de intensa pesquisa e, embora a estrutura da parede celular possa variar
dependendo da espécie ou do tecido, algumas caracteristicas gerais parecem ser
conservadas de forma a tornar a biomassa vegetal extremamente resistente (ou
recalcitrante) a ataques quimicos ou enziméaticos que visem a hidrolise da celulose
contida na biomassa (vide Segao 1.1 a seguir). Portanto, o problema da resisténcia
(ou recalcitrancia) da lignocelulose a hidrélise é o problema central que boa parte
das pesquisas na area do etanol celulésico tentam de alguma forma entender e
resolver. O foco da pesquisa desenvolvida pelo grupo de dindmica molecular do
IQ-UNICAMP na area do bioetanol consiste em estudar aspectos relacionados a
hidroélise enziméatica dos principais componentes da biomassa produzida por or-

25 a celulose, polimeros da matriz lignocelulésica, e

ganismos fotossintetizadores
outros polissacarideos. O entendimento do processo de deconstrucao da biomassa
para fins de geragao de combustiveis e outros produtos quimicos de alto valor agre-
gado exige o estudo aprofundado das enzimas glicosideo hidrolases (GH) - enzimas
que catalisam a hidrolise de glicanos - , o estudo do substrato lignocelulésico, de
seus aspectos estruturais e dinamicos e das interacoes deste substrato com as
enzimas de interesse.

Neste contexto, a contribuicao que esta Tese de Doutorado pretende fornecer
pode ser dividida em trés partes, que serao descritas nas secoes a seguir. Esta
divisdo é proposta para melhor descrever o trabalho e sistematizar os resultados.
No titulo deste trabalho optou-se por designar o objeto de estudo por “sistemas

biologicos” uma vez que os sistemas estudados sao:

o Trés enzimas GH da familia 16, Secao 1.3,
o Vidrios polimorfos da celulose, Secao 1.4,

« Xilanos adsorvidos em celulose, Secao 1.5,

e que estes sistemas estao presentes em seres vivos, com excec¢ao de alguns polimor-
fos da celulose que nao ocorrem naturalmente. De forma analoga ao que sera
feito no capitulo introdutoério deste texto, os capitulos nos quais serao descritos
Metodologia, Resultados e Discussoes e Conclusoes serao divididos em capitulos
e segoes referentes a cada uma das trés partes do trabalho de tese, conforme os

itens elencados acima.



1.1. A PAREDE CELULAR VEGETAL

Para melhor contextualizar o leitor e introduzir os detalhes dos problemas
que foram tratados nesta tese, na Secao 1.1 a seguir serd brevemente abordado o

modelo atualmente aceito para a estrutura microscépica da parede celular vegetal.

1.1 A parede celular vegetal

Paredes celulares sdao estruturas que revestem a parte exterior da membrana
celular de células vegetais. A sua composicao quimica é bastante complexa e varia
conforme a espécie e o tecido considerado, mas em geral pode ser representada
pelo modelo ilustrado na Figura 1.1. A parede celular ¢ uma matriz composta de
varios tipos de polissacarideos, reticulados ou nao, lignina e proteinas glicosiladas.
Os componentes majoritarios da parede celular sao a celulose, a hemicelulose e
a lignina. Como pode-se observar na Figura 1.1, a celulose esta presente em
paredes celulares na forma de feixes de moléculas de celulose que usualmente
apresentam vastos dominios cristalinos. A estes feixes de moléculas de celulose
dé-se o nome de microfibrilas. Na parede celular as microfibrilas de celulose sao

recobertas por outros polissacarideos genericamente denominados hemicelulose. A

Plant Cell Wall W, oM "o

i

Cellulose

Figura 1.1: Modelo para a estrutura microscépica da parede celular vegetal. Adaptado
de Stephen K. Ritter. Lignocellulose: a complex biomaterial. Chemical & Engineering
News, 86(49):15, 2008 e reproduzido com permissao do U.S. Department of Energy
Genomic Science Program.%
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estrutura e composicao de polissacarideos sera considerada mais adiante, na Se¢ao
1.2. Por ora, basta afirmar que a celulose ¢ um polimero de glicose que, em plantas,
pode ter centenas ou milhares de unidades monoméricas; e hemicelulose é um
nome genérico dado a diversos tipos de polissacarideos que em geral sao polimeros
de xilose e que podem ter varios tipos de ramificagbes (grupos substituintes nos
anéis de xilose da cadeia principal), incluindo acetil, arabinose, galactose, glucose,
manose e outros acgucares. As cadeias de hemicelulose podem ter de 500 a 3000
unidades monoméricas. A lignina é um polimero reticulado constituido de trés
tipos diferentes de fendis substituidos. Este componente age como um “cimento”,
ocupando o volume livre entre os outros componentes da parede celular e mantendo
unida a matriz lignocelulésica. A lignina pode estabelecer ligagoes covalentes com
a hemicelulose (vide Figura 1.15) e contribui para a resisténcia mecénica da parede
celular e para a sua resisténcia a ataques de parasitas ¥ .

A estrutura microscépica da parede celular vegetal é o que determina as pro-
priedades macroscopicas da biomassa lignoceluldsica, como sua resisténcia me-
canica e estabilidade quimica. Sao estas propriedades que propiciaram o uso
da biomassa lignoceluldsica na sua forma mais bruta, a madeira, desde tempos
imemoriais para construcao de moveis, barcos ou edificios que chegaram a durar
séculos. Sao estas mesmas propriedades, determinadas pela estrutura microscépica
da parede celular vegetal, que impoem os maiores obstaculos ao uso da biomassa
lignocelulésica como matéria prima industrial para obtengdo de compostos quimi-
cos de alto valor agregado derivados de agicares. Em paredes celulares, as fibrilas
de celulose estao recobertas por hemicelulose e imersas na matriz de lignina, tor-
nando inviavel o acesso a superficie da celulose a enzimas que catalisem a sua
hidrélise. Por este motivo é necessario pré-tratar a biomassa lignoceluldsica antes
de processar a celulose em si. Diversos tipos de pré-tratamento foram e estao sendo
investigados pela comunidade cientifica e alguns deles envolvem tratamento com
acidos, alcalis, altas temperaturas, explosao a vapor etc. O objetivo desta primeira
etapa de pré-tratamento é deixar a superficie da celulose exposta e disponivel ao

ataque enzimatico. A Figura 1.2 ilustra o fato de que, mesmo com a superficie

fQuando pensamos em parasitas de plantas tendemos a imaginar herbivoros ou insetos. Fun-
gos, entretanto, podem ser parasitas ou decompositores de plantas superiores e sao o exemplo
de maior interesse no nosso caso. Fungos sdo organismos que tipicamente fazem digestdo ex-
tracelular, o que significa que excretam enzimas para fora de suas células para que estas enzimas
digiram matéria extracelular, que apds a digestdo podera incorporada pelas células do fungo
como alimento. As enzimas expressas por organismos como bactérias e fungos que naturalmente
parasitam ou decompoem plantas sao de especial interesse para a area do bioetanol, pois tais
enzimas sdo especializadas na deconstrugao da parede celular vegetal. Algumas destas enzimas
serao discutidas na Secao 1.3.
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da celulose totalmente exposta, diversas enzimas sdo necessarias para hidrolisar
a celulose a mondémeros de glicose. A composicao ideal desta mistura enzimatica
para a hidroélise da celulose é objeto de intensa pesquisa, e o que se busca obter é
um coquetel enzimdtico que seja quimicamente eficiente e economicamente viavel

para aplicagao em escala industrial.
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- i . i P,

crystalline amorphous crystalline
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Figura 1.2: Representacio esquematica da hidrolise da celulose por um coquetel en-
zimatico, com enzimas agindo sinergisticamente. Endoglucanases (EG) sdo enzimas
capazes de catalisar a hidrélise de uma cadeia de celulose, em uma regiao amorfa, cli-
vando uma ligacdo glicosidica no meio de uma cadeia de celulose e produzindo duas
novas extremidades. Celobiohidrolases (CBH) catalisam a hidrdlise a partir das ex-
tremidades das cadeias de celulose, podendo agir nas regides cristalinas, e a reacao de
hidrolise catalisada por elas forma celobiose (dimeros de glicose soliveis em agua). As
enzimas denominadas (3-glicosidases (BG) s6 hidrolisam moléculas de celobiose livres em
solucdo, levando a formacao de duas moléculas de glicose. Outras proteinas, denomi-
nadas swolleninas ou expansinas (ndo mostradas), promovem a transicido de fase entre
a celulose cristalina e a celulose amorfa, e agem na superficie da celulose cristalina.
Figura extraida de http://www.avt.rwth-aachen.de/AVT/index.php?id=888&L=1 e
reproduzida com a permissdao de Prof. Dr.-Ing. Antje Spiefl. Esta figura, por sua vez, é
baseada na Figura 1 do trabalho de Tuula T. Teeri”.

Estas consideragoes deixam claro que, para que um dia exista uma industria
do etanol celulésico ou uma industria de produtos quimicos obtidos a partir de
biomassa lignoceluldsica (que alguns chegam a apostar que um dia podera substi-

tuir a industria petroquimica), é necessario aprofundar nosso entendimento sobre a
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estrutura molecular da parede celular vegetal e sobre a fisico-quimica das enzimas
que catalisam a reacao de hidrélise de polissacarideos. Esta tese representa uma
pequena contribuigao a este entendimento, investigando trés destas enzimas (Capi-
tulo 3), alguns alomorfos da celulose cristalina (Capitulo 4), bem como a interagao
entre dois dos principais componentes da parede celular vegetal: a hemicelulose
e a celulose (Capitulo 5). Antes de iniciar qualquer discussdo mais aprofundada
sobre os polissacarideos que constituem a parede celular vegetal, ou sobre as enzi-
mas que catalisam a sua hidrolise, é util introduzir alguns conceitos fundamentais.
Na proxima secao ¢ discutida a importancia e a ocorréncia dos polissacarideos e
uma introducdo aos aspectos fundamentais da quimica dos carboidratos, como

nomenclatura, classificacao e estrutura, é apresentada.

1.2 Polissacarideos: importancia cientifica e tec-
nolégica

Os polissacarideos tém imensa importancia cientifica e tecnolégica. Em primeiro
lugar, os polissacarideos compoem boa parte da matéria viva (biomassa) sobre a
crosta terrestre. Como componentes dos seres vivos eles desempenham iniimeras
fungoes primordiais como estoque de energia, construcao de tecidos, sinalizacgao,
codificacao e reconhecimento molecular. Os polissacarideos constituem boa parte
da comida que ingerimos todos os dias e nos fornecem a maior parte da energia
que nos mantém vivos. Enquanto polimeros de funcao estrutural, estao presentes
no exoesqueleto de crustaceos, aracnideos e insetos® e na parede celular tanto
de células vegetais (Secdo 1.1) como de microorganismos®. As cdpsulas de polis-
sacarideos que revestem a membrana celular de determinados microorganismos®!*
(polissacarideos denominados ezopolissacarideos justamente por estarem no exte-
rior da membrana celular) estdo diretamente envolvidas em mecanismos de reco-
nhecimento e defesa, e os polissacarideos que as compoem encontram aplicagao
em imunologia e na producao de vacinas.!%!3
Recentemente muito estudo tem sido dedicado a obtencao de energia ou de

1415 " como o amido de milho que é trans-

combustiveis a partir de polissacarideos
formado em etanol nos Estados Unidos ou como a celulose, cuja hidrolise com
viabilidade econémica e industrial poderia transformar biomassa vegetal em uma
nova fonte de combustiveis. Em ltima instancia, combustiveis ou energia prove-

nientes da biomassa vegetal vém da energia solar, e os atomos de carbono que
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compoem os polissacarideos da biomassa vém do diéxido de carbono retirado da
atmosfera'®, logo estes polissacarideos poderdo servir ndo apenas como fonte de
energia, mas também como fonte de material sintético para uma infinidade de com-
postos como plasticos e farmacos, e potencialmente poderao tornar-se matérias pri-
mas alternativas ou substitutas para a sintese dos produtos da industria quimica,
farmacéutica e petroquimica. Algumas rotas para obtencdo de matérias primas
bésicas sdo a desidratacao do etanol a etileno! e a desidratacdo de acicares a
5-hidroximetilfurfural (HMF)!"1® ambos produtos de partida extremamente ver-
sateis para sinteses. Polissacarideos encontram aplicacao na industria téxtil: fibras
e tecidos de algodao, linho e canhamo sao quase que inteiramente constituidos
de polissacarideos. Rayon e celofane sao obtidos a partir da celulose, um polis-
sacarideo. O celofane encontra larga aplicacao na industria de embalagens, na
qual também sao utilizados outros produtos da celulose como o papelao e o papel,
este ultimo tendo sido utilizado para a quase totalidade da comunicacao escrita
desde os antigos egipcios até o surgimento dos meios eletronicos.

Portanto, ainda que mais aplicagoes pudessem ser citadas, é evidente que os
polissacarideos (e carboidratos em geral) constituem uma classe de compostos
importantes. Seu estudo mais aprofundado exige uma revisao dos aspectos mais
fundamentais da quimica destes compostos como sua nomenclatura, critérios de
classificacdo e estrutura, a comecar pela descricao de suas unidades basicas de
construcao, os monossacarideos, passando pelos dissacarideos com os quais é pos-
sivel estudar as caracteristicas das ligacoes entre estas unidades de construgao,

até chegar na descricao da estrutura de polissacarideos.

1.2.1 Carboidratos: nomenclatura, classificacao e estru-

tura

Para descrever e estudar polissacarideos é necessario primeiro compreender
alguns aspectos relacionados a estrutura quimica de carboidratos mais simples,
para entao desenvolver a analise de carboidratos mais complexos.

Os compostos que fazem parte da classe dos carboidratos foram um dia conhe-
cidos como “hidratos de carbono”, pois suas férmulas moleculares em muitos casos
(mas nao todos) correspondem a C,,(H50),,. Entretanto, é mais realistico definir
carboidratos como compostos carbonilicos polihidroxilados, um ponto de vista
mais préoximo de sua realidade estrutural e mais sugestivo em termos das pro-

priedades e reatividade quimica destes compostos.!. A palavra sacarideo, que
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deriva do latim saccharum (agicar) que por vez sua deriva do sdnscrito sarkhara,

D~

a base de um sistema de classificacao de carboidratos. Um monossacarideo
é definido como a unidade estrutural basica que nao pode ser dividida em car-
boidratos mais simples, ou seja, é um carboidrato simples que nao sofre hidrolise
e nao forma carboidratos com massa molecular menor. Um dissacarideo é um car-
boidrato que ao ser hidrolisado forma dois monossacarideos, idénticos ou nao. Da
mesma forma tri, tetra, e penta sacarideos formam respectivamente trés, quatro e
cinco monossacarideos ao sofrer hidrolise. Oligossacarideos formam de trés a dez
monossacarideos ao sofrer hidrélise completa (embora haja divergéncias sobre o

1;19)

tamanho maximo e minimo dos oligossacarideos enquanto um polissacarideo

pode formar de poucos a milhares de monossacarideos ao sofrer hidrélise completa.

Monossacarideos

Os monossacarideos, geralmente representados por alguns autores pela férmula

20 sdo constituidos de

molecular C),(H,0),,'?, por outros pela férmula C,(H20),,
uma cadeia carbonica em que cada carbono estd ligado a um grupo hidroxila,
com excecao de um carbono que possui uma carbonila, como pode-se observar na
Figura 1.3. De acordo com a posi¢ao desta carbonila, os monossacarideos podem
ser classificados em polihidroxialdeidos ou polihidroxicetonas: os primeiros sao de-
nominados aldoses e tém a carbonila em uma extreminade da cadeia carbonica, en-
quanto as segundas, chamadas cetoses, podem ter a carbonila em qualquer posicao
exceto nas extremidades. As cetoses sao ainda classificadas em 2-cetoses, 3-cetoses,
e assim por diante, indicando a posi¢cao do grupo carbonilico. Como as 2-cetoses
sao as cetoses mais abundantemente encontradas na natureza, convenciona-se que
se um texto ou autor nao especifica a cetose, ele estd se referindo a uma 2-cetose.
Os monossacarideos podem ainda ser classificados de acordo com o nimero de
atomos de carbono que possuem: trioses, tetroses, pentoses, hexoses sao monos-
sacarideos com 3, 4, 5, 6 carbonos respectivamente. E comum ver os dois critérios
de classificagao utilizados em conjunto, por exemplo: uma aldohexose é uma al-
dose com seis carbonos e uma cetopentose é uma cetose com cinco carbonos. O
menor dos monossacarideos é o gliceraldeido que, como pode-se ver pela Figura
1.3, possui um centro estereogénico e portanto dois enantidémeros sao possiveis, o
D-gliceraldeido e o L-gliceraldeido, em que os prefixos D e L referem-se a confi-
guracao do carbono assimétrico. Pode-se imaginar todas as aldoses maiores como
derivadas do gliceraldeido: as que derivam do D-gliceraldeido pertencem a série

D (Figura 1.4), enquanto as derivadas do L-gliceraldeido pertencem & série L das
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(@) CHO CHO (I)HQOH
H-C-OH ! HO-C-H =0
1 "
CH,OH : GH,OH CH,OH
o-Glyceraldehyde ~  L-Glyceraldehyde Dihydroxyacetone
(aldotriose) (aldotriose) (ketotriose)
(b) OHC ; CHO
HO y\ /K”" OH
HOH,C H i H  cH0H

p-Glyceraldehyde L-Glyceraldehyde

Figura 1.3: a)Estruturas do gliceraldeido, o menor monossacarideo, e da dihidroxi-
acetona em projecao de Fischer. b)D e L-gliceraldeido. Figura extraida de Carolyn R.
Bertozzi and David Rabuka??, Essentials of Glycobiology, chapter Structural Basis of
Glycan Diversity. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd edition, 1999 (copyright
1999).

aldoses. A dihidroxiacetona, a cetose mais simples, ndo possui um centro estere-
ogénico como o gliceraldeido e por isso as vezes nao é considerada um carboidrato.
Assim sendo, as séries das D- e L-cetoses sdo obtidas a partir da eritrulose!® (a
2-cetotetrose), que contém um centro estereogénico, como composto de referéncia.

Monossacarideos com mais de seis carbonos nao sao abundantes na natureza,
mas este fato nao impede que estes sejam sintetizados, em todas as suas formas
estereoisoméricas possiveis, resultando em uma grande diversidade de estruturas.
Para se ter uma idéia de como a diversidade estrutural dos monossacarideos cresce
com seu tamanho, basta observar que o nimero de centros estereogénicos num
monossacarideo de n carbonos é n — 2 para aldoses e n — 3 para cetoses, e o
nimero de estereoisdomeros é 2¥, onde k é o ntimero de centros estereogénicos. Sao
conhecidos monossacarideos de até nove carbonos, logo para aldononoses o niimero
de estereoisdmeros ¢ 27 = 128, 64 D-nonoses e 64 L-nonoses. Como pode-se ver
na Figura 1.4, o prefixo D na série das D-aldoses é referente a configuracdo do
carbono assimétrico com maior numeragao, ou seja, o centro estereogénico mais
distante do grupo carbonilico. Na série D, a configuracao do carbono assimétrico
com mais alta numeracao é sempre analoga aquela do carbono assimétrico do D-
gliceraldeido, na série das L-aldoses, o carbono assimétrico com maior numeragao
terda sempre configuracao analoga a do carbono assimétrico do L-gliceraldeido.
Para as cetoses, da mesma forma, a configuracdo do carbono assimétrico com
maior numeragao ¢ andloga a do carbono assimétrico da eritrulose (L ou D de-
pendendo da série). Das séries das cetoses, cujas estruturas nao serao mostradas

aqui, temos, além da eritrulose, (até cetohexoses): ribulose e xilulose (pentoses);



CAPITULO 1. INTRODUCAO
'CHO
H-C-OH
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g o-Glyceraldehyde &
GHO g e GHO
Ho{?-H HJ?—OH
H=C-0OH H=C-OH
4(I:HEOH “‘éHZOH
o-Threose o-Erythrose
e "roa, . "roa
'CHO 'CHO 'CHO 'CHO
HO =G ~H H-C-OH HO=C-H H=2C-OH
HO-C—H HO-C-H HC-OH H-C-OH
Hjé-OH Hfé-OH H:¢-OH H3¢—OH
*CH,0H *CH,0H *CH.0H *CH.0H
p-Lyxose o-Xylose o-Arabinose p-Ribose
Y Y Y Y
'CHO 'CHO 'CHO 'CHO 'CHO 'CHO 'CHO 'CHO
HOZC-H H2C-OH HO-C-H HZC-OH HOZC—H H2C-OH HO<C-H H=GC - OH
HOSC-H  HOSC-H HSC-OH  H2C-OH HO=C-H HO-C—H H3C-0H H3C-OH
HO<C-H HO-C-H HO=C-H HO-=C-H HSC-OH  H-C-OH H<C-OH H-C-OH
HSC-OH H=C-OH H-"C-OH H-=C-OH HSC-OH  H=C-OH H=C-OH H-=C-OH
E(IZHEOH 6(I:Hzoﬁ B(IJHQOH H(IZHQOH snlstoH EéHgOH *"c!:Hon E{':Hzc:-H
p-Talose p-Galactose p-ldose p-Gulose o-Mannose p-Glucose p-Altrose o-Allose

Figura 1.4: Projecoes de Fischer para as formas aciclicas da série D das aldoses, obtida
a partir do D-gliceraldeido, indo da triose as hexoses. Figura extraida de Carolyn R.
Bertozzi and David Rabuka??, Essentials of Glycobiology, chapter Structural Basis of
Glycan Diversity. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd edition, 1999 (copyright
1999).

psicose, frutose, sorbose e tagatose (hexoses).!? Para cada composto em uma série
D existe sua imagem especular na série L correspondente e a cada nome como
os que constam na Figura 1.4 (alose, altrose, etc.) estd associado um par enan-
tiomérico. Dois monossacarideos que diferem na configuracao de um tinico carbono
assimétrico sao denominados epimeros. Por exemplo, pode-se observar na Figura
1.4 que a D-glicose ¥ difere da D-manose apenas na configuracio do carbono 2,
portanto estes dois monossacarideos sao epimeros em relagao ao carbono 2. De
maneira similar D-glicose e D-alose sdo epimeros em relacdo ao carbono 3 e D-
glicose e D-galactose sao epimeros em relagdo ao carbono 4. Como a configuracao
no carbono 5 determina se a aldohexose pertence a série D ou a L, o epimero da

D-glicose com relagao ao carbono 5 é a L-idose.

§A glicose é as vezes chamada de dextrose, ou entdo glucose.

10
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A utilizagdo destas séries ajuda a sistematizar os monossacarideos e todas
as suas possiveis formas estereoisoméricas, ja que as séries percorrem sistematica-
mente todas as combinacoes de configuragoes possiveis para os carbonos assimétri-
cos. Apos discutir a sistematica de classificacao dos monossacarideos, os aspectos
bésicos de sua estrutura quimica e as suas possiveis configuragoes, temos agora
que descrever as formas ciclicas dos monossacarideos, que em soluc¢ao ocorrem em
equilibrio com as formas aciclicas ja apresentadas, para posteriormente entrar na
analise conformacional das formas ciclicas que sao as formas de ocorréncia pre-
dominante dos monossacarideos. Essas discussoes terao implicacao mais adiante,

no estudo de estrutura e analise conformacional de polissacarideos.

Formas ciclicas dos monossacarideos

As aldoses e cetoses sao compostos carbonilicos polihidroxilados e, portanto,
possuem grupos funcionais capazes de reagirem entre si: a parte alcéolica (hidrox-
ilada) pode reagir com a carbonila. A adigao nucleofilica de um &lcool a um grupo

carbonilico forma um hemiacetal.’ Quando a hidroxila e a carbonila fazem parte
O,
H —OH HO
OH —OH HO
(o] O, OH
HO ‘> — HO— oH - Hg&/
OH
OH —oH HO on
OH OH
OH

Figura 1.5: Formacao de hemiacetal ciclico, férmula de Haworth e conformagao cadeira
40y da B-D-glicopiranose.

da mesma molécula, o produto formado é um hemiacetal ciclico, Figura 1.5. A
formacgao de hemiacetais ciclicos é mais comum quando os anéis formados sao com-
postos por cinco ou seis atomos, pois esses tém maior estabilidade e hemiacetais
ciclicos de monossacarideos com ciclos de cinco e seis membros sao denominados
furanoses e piranoses, respectivamente. A formacgao de monossacarideos ciclicos
origina um novo centro estereogénico no carbono 1 no caso de aldoses, ou no
carbono 2 no caso de cetoses. Este carbono, que nas formas ciclicas é ligado
a dois atomos de oxigénio, ¢ chamado carbono anomérico. Os pares de formas
isoméricas de monossacarideos que diferem entre si apenas pela configuragao do
carbono anomérico sao chamados andomeros: furanoses e piranoses podem existir
em duas formas diasteroisoméricas denominadas o e 3. Na forma « a hidroxila

do carbono anomérico esta do mesmo lado que a hidroxila do centro estereogénico

11
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com mais alta numeragao, quando visualizadas em uma projecao de Haworth. Na
forma f a hidroxila do carbono anomérico esta do lado oposto. A Figura 1.6 ilus-
tra as formas anoméricas a e 8 da D-glicopiranose em projecao de Haworth, que
nada mais é do que uma variacao da projecao de Fischer adaptada para sistemas

ciclicos. A nomenclatura da formas ciclicas consiste em utilizar o nome do monos-

6
CH,OH (EZHQOH
5 (0] 5 O_ OH
4R OH 1 4. OH 1
HO ™% » OH HO ™3 2
OH OH

Figura 1.6: Formas anoméricas da D-glicopiranose em projecoes de Haworth. A es-
querda andémero « e a direita anémero 5. Figura adaptada de Carolyn R. Bertozzi
and David Rabuka?’, Essentials of Glycobiology, chapter Structural Basis of Glycan
Diversity. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd edition, 1999 (copyright 1999).

sacarideo em conjunto com a denominagao do tipo de anel formado, por exemplo:
a-D-ribofuranose é um hemiacetal ciclico de D-ribose com anel de cinco membros
e carbono anomérico na configuracao «, enquanto [-D-glicopiranose é a forma
ciclica da D-glicose, cujo anel possui seis membros e o carbono anomérico tem
configuragao . Em uma solugdo de um monossacarideo em equilibrio, as formas
ciclicas coexistem com a forma aciclica e, embora a quantidade desta tltima seja
infima na maioria dos casos, pelo menos duas formas anoméricas (« e 3) costumam
estar presentes em quantidades significativas, entretanto. Ao se dissolver cristais
de uma forma anomérica pura, parte das moléculas em solucao se transformarao
na outra forma anomérica, tendo a forma aberta (aciclica) como intermedidrio
reacional, até que a composicao de equilibrio seja atingida. Este processo é deno-
minado mutarotacao. Muitos monossacarideos em solucao apresentam até cinco
espécies em equilibrio tautomérico, presentes em quantidades detectaveis, como
por exemplo a D-ribose para a qual experimentos de espectroscopia de RMN de
'H e 13C de uma solucao aquosa deste monossacarideo mostram que cinco formas
tautoméricas estdo presentes: a-D-ribofuranose (6%), a-D-ribopiranose (20%),
p-D-ribofuranose (18%), B-D-ribopiranose (56%) e a D-ribose aciclica (menos de
1%).1

E comum utilizar as formulas de Haworth (Figuras 1.5 e 1.6) para representar
as configuragoes das formas ciclicas dos monossacarideos, entretanto estas férmu-
las nao fornecem informacoes a respeito da conformacdo destes anéis. Confor-

macoes sao diferentes arranjos espaciais de uma mesma molécula que sao gerados

12
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por tor¢oes em torno de suas ligagoes quimicas. Diferentes conformacoes de uma
mesma molécula sdo as vezes chamadas conformeros ou rotameros. A principio
existem infinitas conformagoes possiveis para um monossacarideo com uma dada
configuracao. Na pratica, entretanto, as conformagoes mais estaveis predominam
sobre as outras. O estudo detalhado das conformagoes dos compostos quimicos é
chamado andlise conformacional. Para representar conformagoes adequadamente
é necessario utilizar desenhos em perspectiva destes rotameros, como os que apare-
cem na Figura 1.5 (dltimo desenho) e na Figura 1.7. Para o estudo das confor-
magoes dos polissacarideos é necessario estudar as conformagoes de piranoses e
furanoses (suas unidades, ciclicas, bésicas) e posteriormente os graus de liberdade
conformacional advindos de tor¢des em torno das ligagbes que unem estes anéis,

ligacoes estas presentes em dissacarideos, oligo e polissacarideos.

Analise conformacional em piranoses

As inimeras conformacoes assumidas por piranoses sao classificadas em dife-
rentes familias denominadas cadeira, bote, bote torcido, meia cadeira e envelope,
representadas por simbolos que consistem em uma letra maiiscula acompanhada
de indices e superindices. A cada familia corresponde uma letra maitscula: C,
B, S, H, E, respectivamente, do ingles chair, boat, skew-boat, half-chair e enve-
lope. Os indices e superidices podem ser os inteiros 1, 2, 3, 4, 5 ou o caractere
“0O”. Os ntmeros correspondem a numeragao dos carbonos na piranose, a letra
O representa o oxigénio do ciclo. As familias de conformagoes C, B, S e H séo
esquematicamente representadas!'® por quatro dtomos coplanares e dois atomos
fora deste plano, acima ou abaixo. O nimero (ou a letra O) correspondente a um
atomo acima do plano constard no simbolo que representa a conformacao como
superindice, e o ntimero (ou a letra O) correspondente a um atomo abaixo do plano
constard como indice. Por exemplo, a conformacao representada pelo simbolo 1Cy
é uma conformacao da familia cadeira (chair) com o carbono 1 da piranose acima
do plano em que estao os quatro atomos C2, C3, C5 e O, e o carbono 4 abaixo
deste plano. 1 O que é acima ou abaixo do plano dos quatro d&tomos é definido da
seguinte maneira: vendo este plano de cima, a numeracao (crescente) dos atomos
no anel deve estar em sentido horario. Para a familia de conformacgoes B, os dois

atomos fora do referido plano estdo ambos acima ou abaixo deste, e com isso as

TNeste texto os simbolos de elementos quimicos estdo grafados na mesma fonte tipografica
que o texto, como em C, H ou O, e os simbolos que representam conformagoes sao grafados em
fonte sem serifas, como em C, B, S, H, E.

13
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Il T

Figura 1.7: Mapeamento esférico das conformacgdes em piranoses. Figura extraida
de Tonescu et al.?!, Journal of Physical Chemistry A, 109(36):8096-8105, 2005 e repro-
duzida com permissdo da American Chemical Society (Copyright 2005).

conformacoes sao denotadas com dois indices (como em By 4) ou dois superindices
(como em 1B). Nas familias C e B, os dois atomos do ciclo que estdo fora do plano
sao 07 e 0 7+ 3, enquanto que para a familia de conformagoes S sao os atomos 7 e
1+ 2 que estao fora do plano definido pelos outros quatro. Além disso, ha mais de
uma maneira de definir o “melhor plano” contendo estes quatro atomos (ou seja,
qual conjunto de quatro atomos estd mais proximo de ser coplanar) e portanto ha
duas notacoes equivalentes (os sfmbolos ©S, e 3Ss5, por exemplo, correspondem a
mesma conformagao). Na familia H, os dtomos i e i + 1 é que estao fora do plano
definido pelos outros quatro, e na familia E ha apenas um atomo fora de um plano
contendo os outros cinco e, portanto, os simbolos que representam conformagoes
desta tltima familia tém apenas um indicador, seja ele indice ou superindice.
Todas as conformagoes possiveis para uma piranose podem ser representa-
das por uma combinacao linear de uma conformacao da familia cadeira, uma
da familia bote e uma da familia bote torcido, sendo mais conveniente usar
as conformacdes 'C4, 4B e ©S,, chamadas conformacdes candnicas, para este
proposito.?? O universo de conformacoes de uma piranose pode também ser re-
presentado por uma esfera, uma idéia proposta por Hendrickson??, sendo que a

representacao mais famosa ¢ aquela proposta por Cremer e Pople?*. Entretanto,
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a definicio de coordenadas internas naturais, por Pulay e colaboradores®26, ¢é
a base para a uma representacao mais moderna proposta por Bérces, Whitfield
e Nukada??, e Nukada e colaboradores?', onde definem-se seis coordenadas in-
ternas de torcdo, 7y, T, T3, T4, T5, Tg, que correspondem, respectivamente, aos
diedros C1-C2-C3-C4, C2-C3-C4-C5, C3-C4-C5-0, C4-C5-0-C1, C5-0-C1-C2 e
0-C1-C2-C3 do anel de piranose. Com as seis coordenadas de torcao assim
definidas, e considerando a conformagcao planar correspondendo a origem de um

sistema de coordenadas como na Figura 1.7, a coordenada interna
Q=TI —To+tT3—Ta+T5 = Tg
descreve o deslocamento em direcao & conformacao 'Cy4, a coordenada
Go=Top—T3+7T5 — 7T
descreve o deslocamento em direcdo a conformacdo B e a coordenada

g3 =11 — (12/2) = (13/2) + 74 — (75/2) — (76/2)

descreve o deslocamento em direcao a conformacao ©S,. Portanto, o conjunto
destas coordenadas internas (qi, g2, q3) é um conjunto de base para o espago de
conformagoes originadas por quaisquer tor¢oes dos diedros do ciclo. Entretanto,
ainda restam os diedros ezociclicos, que compreendem torgoes em torno de todas
as ligagoes entre hidroxilas e os carbonos do ciclo e também as tor¢des do grupo
hidroximetil, se este estiver presente (vide por exemplo a Figura 1.5, onde é facil
visualizar as torgoes exociclicas).

No esquema mais simples para tais torgoes, sao consideradas 3 conformacoes
discretas mais estaveis para cada hidroxila exociclica, entao para cada conformacgao
do anel da piranose (Figura 1.7), haveriam 3™ diferentes conformagoes possiveis
para as m hidroxilas exociclicas. Além dessas, se o anel possuir um grupo hidroxi-
metil, consideram-se ainda trés conformacoes discretas mais estaveis, chamadas
gg, gt e tg, para a torcdo da ligacao entre o carbono do grupo hidroximetil e o
carbono do ciclo ao qual ele estd ligado, como mostrado na Figura 1.8. Para o
caso das aldohexopiranoses esta ligagdo é a C5-C6. As duas letras dos simbolos
gg, gt e tg (g para gauche, t para trans), no caso de aldohexopiranoses, se referem
a posicao relativa entre o O6 e o O5, e entre o O6 e o C4 respectivamente, em

1

uma projecao de Newman- em torno da ligacao C5-C6. Este angulo de torcao é
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Figura 1.8: Conformagoes mais estdveis para o grupo exociclico hidroximetil, em hexopira-
noses. O angulo w corresponde a rotagdo em torno da ligagao C5-C6 ou, mais especificamente,
a coordenada de torsao do diedro O5-C5-C6-06. Esta coordenada tem valor igual a 60° para
o conformero gt, 180° para o conformero tg e 300° para o conformero gg. As duas letras dos
simbolos gt, gg e tg indicam, respectivamente, se as posicoes relativas entre O6 e O5 e entre O6
e C4 sao gauche ou trans. Estas posicoes relativas sdo mais facilmente visualizadas em projegoes
de Newman em torno do eixo da ligacao C5-C6: no conférmero gt, por exemplo, o atomo O6 esté
gauche ao O5 e trans ao C4. Figura adaptada de Karl N. Kirschner and Robert J. Woods 27, Sol-
vent interactions determine carbohydrate conformation. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 98(19):10541-10545, 2001 (copyright 2001) .

geralmente denominado w e esta representado nas Figuras 1.8 e 1.10, juntamente
com o angulo de tor¢ao v em torno da ligacao entre o oxigénio e o carbono do

grupo hidroximetil.

Analise conformacional em furanoses

Um formalismo andlogo ao que foi apresentado para o mapeamento das confor-
magcoes do anel em piranoses existe para furanoses. Nesse formalismo, sao definidas
coordenadas internas de tor¢ao ¢q, @1, ¢o, @3, ¢4 correspondentes as torgoes em
torno das ligagdes quimicas do anel de furanose (Figura 1.9). Cada conformagao

¢é representada por duas coordenadas P e ¢,,:

(P2 + ¢a) — (d1 + P3)
3.077 !

tan P =

$m = o/ cos P

P é chamada angulo de fase da pseudorotacao, e representa o tipo de conformacao,
e ¢, ¢ uma medida da magnitude do deslocamento daquela conformagao em re-

lacdo a forma planar.?%?° As conformacoes do anel de furanose sdo classificadas
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em envelope e twist. A forma envelope é deformada em relagdo a conformagao
planar por ter um atomo fora do plano em que estao os outros quatro, enquanto
a forma twist tem dois atomos fora do plano definido pelos outros trés. Uma per-
mutacao ciclica e ordenada dos arranjos possiveis com um e dois atomos fora do
plano descreve um itinerario de pseudorotacao, conforme representado na Figura
1.9. Assim como para as conformagoes das piranoses, os simbolos usados para rep-
resentar as conformagoes da furanoses consistem em uma letra maiuscula (E ou T
neste caso) que leva indices ou superindices de acordo com quantos e quais 4tomos
estao fora do plano em que os demais atomos do anel estao contidos. As furanoses

também possuem liberdade conformacional referente as tor¢des exociclicas.

MNorth
=0

’E

3 2'|'3
South
£ =180

/\‘_“ Iﬁ/k E

Figura 1.9: Conformagoes do anel das furanoses. A esquerda: conformacdo envelope, com
apenas um atomo fora do plano que contém os outros quatro. No centro: conformagao twist, com
um 4tomo acima e outro abaixo do plano definido pelos trés demais. A direita: itinerario pseu-
dorotacional em furanoses. Adaptada de Hashem et al.??, Conformational analysis of arabino-
furanosides: Prediction of (3)J(H,H) using MD Simulations with DFT-derived spin-spin coupling
profiles. Journal of Chemical Theory and Computation, 6(1): 212-222, 2010, e reproduzida com
permissdo da American Chemical Society (copyright 2010).

Em resumo, para a andlise conformacional de monossacarideos é necessario
considerar as torgoes em torno das ligacdes que compdem o ciclo e as torgoes
exociclicas. Embora a analise conformacional de monossacarideos nao seja simples,
mais tor¢oes devem ser levadas em conta quando monossacarideos se combinam
em dissacarideos ou em carboidratos mais complexos. As ligacoes formadas entre
os monossacarideos implicam em coordenadas diedrais adicionais para descrever

as conformagoes dos dissacarideos formados.
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Dissacarideos

Dissacarideos, por defini¢do, sdo compostos que formam dois monossacarideos
ao sofrer hidrélise. O processo inverso, a condensacio Il de dois monossacarideos
leva a formagdo de um dissacarideo e de uma molécula de dgua. Esse processo
envolve, mais precisamente, a condensacao da hidroxila do carbono anomérico de
um monossacarideo com qualquer hidroxila do outro monossacarideo. Por este
motivo, ainda que os monossacarideos envolvidos na reagao de condensacao sejam
idénticos, varios dissacarideos diferentes podem ser formados. Duas moléculas de
D-glicose, por exemplo, podem formar onze dissacarideos diferentes (Tabela 1.1).

As ligacoes entre os monossacarideos sao denominadas ligacoes glicosidicas
(Figura 1.10). O &tomo de oxigénio que conecta os dois monossacarideos é o
oxigénio glicosidico. O monossacarideo cujo carbono anomérico estd envolvido na
ligagao glicosidica é chamado de unidade nao redutora, o outro monossacarideo ¢é a
unidade redutora. A unidade redutora de um dissacarideo sofre mutarotacao, logo,
assim como os monossacarideos, os dissacarideos podem existir em duas formas
anoméricas distintas que se interconvertem em solugao.

Na unidade nao redutora, a configuracdo do carbono anomérico é fixa devido
a formacao do dissacarideo, e a configuragao neste carbono é outro fator que
contribui, além das multiplas hidroxilas, para que sejam muitos os dissacarideos
que podem ser formados a partir de dois monossacarideos idénticos: ha duas
possibilidades para a configuracao do carbono anomérico da unidade nao redutora,
a e . Se for a a, a ligacdo glicosidica é denotada a-(1 — 7), sendo ¢ a numeragao
do carbono da unidade redutora envolvido na ligagao glicosidica. Se a configuracao
do carbono anomérico da unidade nao redutora for a 3, a ligacdo glicosidica é
denotada -(1 — 7).

Duas aldoses também podem estar unidas por uma ligacao glicosidica do tipo
(1 <> 1) e nesse caso, ambas as unidades sdo nao redutoras e suas configura-
¢Oes anomeéricas podem ser as mesmas ou nao. Portanto, é possivel a formagao
de trés dissacarideos diferentes com ligagdes do tipo (1 «» 1), ou quatro se os

monossacarideos nao forem idénticos. A sacarose ', um dissacarideo formado

A palavra condensacio nio esta sendo usada para denominar uma mudanca de estado fisico
da matéria (transicao de fase), mas sim para designar uma reagao quimica na qual duas moléculas
sao unidas para formar uma molécula maior e também uma pequena molécula, neste caso agua.
A palavra condensagio é bastante usada com este significado na area de polimeros, para fazer
referéncia a um tipo de processo de polimerizagdo em que os mondmeros ligam-se quimicamente
e, simultaneamente, formam uma pequena molécula que pode ser dgua, HCI etc.

T Agticar comum de mesa.
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nonreducing end

Figura 1.10: Estrutura do metil-38-D-celobiosideo, derivado metilado da 3-D-celobiose,
um dissacarideo (o sufixo osideo indica substitui¢do no oxigénio 1 da unidade redutora).
As ligagoes glicosidicas sdo aquelas em que participa o oxigénio glicosidico, e tor¢des em
torno destas ligacGes sdo simbolizadas pelas coordenadas de tor¢cao ¢ e 1. Estas duas
coordenadas estdo sendo apresentadas agora, pois elas advém da formagado de ligacoes
glicosidicas entre monossacarideos. As coordenadas w e v, entretanto, ja foram apresen-
tadas na Figura 1.8. Figura extraida de Tongye et al.??, Conformational flexibility of
soluble cellulose oligomers: chain length and temperature dependence. Journal of the
American Chemical Society, 131(41):14786-14794, 2009, e reproduzida com permissao
da American Chemical Society (copyright 2009) .

pela condensagao de D-glicose e D-frutose, ¢ um exemplo de dissacarideo nao re-
dutor, ou seja, no qual as duas unidades sao nao redutoras. Entretanto, a ligacao
glicosidica é do tipo (2 <> 1) ja que a frutose é uma cetose (e ndo uma aldose como
a glicose) e para cetoses o carbono anomérico tem numeragao 2 (vide defini¢ao de
carbono anomérico, Se¢ao 1.2.1). Segundo a sisteméatica que vem sendo exposta,
a sacarose é denominada [-D-frutofuranosil-(2 <+ 1)-a-D-glicopiranosideo. De
maneira geral, portanto, as ligages glicosidicas sao do tipo (1 — ¢) para aldoses
e (2 — i) para cetoses.

O exemplo da Tabela 1.1 ilustra como duas unidades de um unico tipo de
monossacarideo pode formar varios dissacarideos distintos. Imagine-se a diversi-
dade de dissacarideos possiveis considerando agora combinagoes com um monos-
sacarideo e sua imagem especular (no caso do exemplo dado, D-glicose e L-
glicose). Ou entdo, imagine-se todas as combinagoes possiveis incluindo os dife-
rentes monossacarideos. Ou seja, nao bastasse a grande diversidade estrutural dos
monossacarideos, o nimero de dissacarideos possiveis na natureza é ainda imen-

samente amplificada pelo fato de serem intimeras as possibilidades de formacao de
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Tabela 1.1: Dissacarideos formados a partir da condensac¢io de duas unidades (idén-
ticas) de D-glicose. 1

Ligacdo glicosidica Nome comum  Classificagao

a-(1 4 1)-« a,a-Trealose a-D-glicopiranosil-(1 <+ 1)-a-D-glicopiranosideo
a-(1+1)-8 a,3-Trealose a-D-glicopiranosil-(1 + 1)-3-D-glicopiranosideo
B-(1+ 1)-8 3,B-Trealose B-D-glicopiranosil-(1 <> 1)-8-D-glicopiranosideo

a-(1 —2) Kojibiose a-D-glicopiranosil-(1 — 2)-D-glicose

a-(1 —3) Nigerose a-D-glicopiranosil-(1 — 3)-D-glicose

a-(1 —4) Maltose a-D-glicopiranosil-(1 — 4)-D-glicose

a-(1 = 6) Isomaltose a-D-glicopiranosil-(1 — 6)-D-glicose

B-(1 = 2) Soforose B-D-glicopiranosil-(1 — 2)-D-glicose

B-(1 — 3) Laminarabiose (-D-glicopiranosil-(1 — 3)-D-glicose

B-(1 — 4) Celobiose B-D-glicopiranosil-(1 — 4)-D-glicose

B-(1 — 6) Gentiobiose B-D-glicopiranosil-(1 — 6)-D-glicose

ligacoes de natureza estrutural diferente entre dois monossacarideos, uma vez que
estes sao compostos polihidroxilados, quirais e altamente assimétricos, possuindo
duas configuragoes possiveis para o carbono anomérico. Como veremos a seguir,
do ponto de vista estrutural, em alguns casos é mais correto definir ndo os monos-
sacarideos, mas os dissacarideos como unidades monoméricas dos polissacarideos.
Se a diversidade de dissacarideos é grande, a de 6ligo e polissacarideos é ainda

maior.

1.2.2 Polissacarideos: diversidade e complexidade estru-

tural

Embora também sejam carboidratos, é conveniente, no presente contexto, in-
troduzir uma se¢do exclusiva para os polissacarideos. Oligo e polissacarideos
sao chamados, em uma denominacao mais moderna, de glicanos ou glicanas.
Os glicanos apresentam diferencas estruturais peculiares se comparados a outros
biopolimeros, como proteinas e dcidos nucleicos, no que diz respeito a sua estrutura
primaria. Pelo que foi exposto nas se¢oes anteriores fica claro que a diversidade de
mondmeros que podem constituir um glicano (mais de 200 tipos) é muito maior
do que em proteinas (20 tipos de aminoécidos) ou acidos nucleicos (4 ou 5 tipos de
nucleotideos), o que, por si s6, torna muito grande a diversidade de glicanos pos-
siveis na natureza. Ocorre que, devido a estrutura quimica de seus monémeros, 0s
glicanos tem ainda outra peculiaridade, em relacdo aos outros biopolimeros, que

aumenta ainda mais a sua diversidade: a possibilidade de ramificacdo da cadeia
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1.2. POLISSACARIDEOS

Tabela 1.2: Estrutura primaria® de alguns glicanos ™.

Nome Unidades de monossacarideos Ligagoes

Acido alginico acidos B-D-manurénico e a-L-gulurénico (1 — 4)

Amilopectina a-D-glicose (1 — 4) com ramificagoes (1 — 6)
Amilose a-D-glicose (1—4)

Carragenano B-D-galactose (1 —3) e (1—4) alternantes
Celulose B-D-glicose (1—4)

“Crown-gall” B-D-glicose (1—=2)

Dextrano a-D-glicose Maioria (1 — 6) com ramificagdes (1 — 3)
Glicogénio a-D-glicose (1 = 4) com ramificagoes (1 — 6)
Laminarano ® B-D-glicose (1—3)

Manano B-D-manose (1—4)

Micodextrano a-D-glicose (1 —3) e (1—4) alternantes
Quitina N-acetil-3-D-glicosamina (1—4)

B-(1 — 3) Xilano S-D-xilose (1—3)

B-(1 — 4) Xilano  B-D-xilose (1—4)

@ Todos os monossacarideos estdo na forma de piranoses. * Também denominada laminarina,
abordada na Se¢do 1.3.1.

polimérica. Como foi visto na se¢ao anterior, dois monossacarideos podem ligar-se
de varias maneiras distintas, enquanto existe apenas uma tnica maneira de ligar
dois aminoacidos ou dois nucleotideos. Essa caracteristica estrutural permite nao
s6 a existéncia de diferentes polimeros a partir do mesmo mondémero (Tabelas 1.1
e 1.2), mas também a existéncia de glicanos ramificados (Tabela 1.2).

Diante dessa diversidade estrutural, os glicanos sao classificados em homogli-
canos, quando sao compostos apenas de um tipo de monossacarideo, ou heterogli-
canos se sao compostos de mais de um tipo de monossacarideo. Homo e heterogli-
canos podem ser classificados ainda em lineares (ndo ramificados) ou ramificados.
Todos os glicanos envolvem necessariamente as formas ciclicas do monossacarideos,
na sua maioria piranoses, mas também furanoses.!® O primeiro glicano na Tabela
1.2, o acido alginico, é composto de monossacarideos que tiveram suas hidroxilas
terminais oxidadas a acidos carboxilicos. Esse glicano, as vezes chamado de algina,
também pode ocorrer sob a forma de um sal, caso em que é denominado alginato
(de s6dio ou de célcio por exemplo). Glicanos podem, portanto, ser polieletrdli-
tos. Outro glicano que tem seus monossacarideos modificados é a quitina, princi-
pal constituinte do exoesqueleto dos artropodes, e seus monossacarideos tiveram
uma hidroxila exociclica substituida por um grupo acetilamina. Esses sdo apenas
dois exemplos mostrando que glicanos podem ser constituidos de monossacarideos
derivatizados (ou funcionalizados), e que é grande a diversidade de possibilidades
de derivatizacao. Outros derivados importantes dos monossacarideos sao os deoxi

agucares e os anidro agicares. Em sistemas bioldgicos, glicanos sao encontrados
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quimicamente ligados a proteinas, aminoacidos e lipideos, em sistemas denomi-
nados glicoproteinas, proteoglicanos, peptideoglicanos e glicolipideos, desempen-
hando iniimeras funcoes.

Como ja foi definido, o termo glicano se refere a qualquer polissacarideo, en-
tretanto existem denominagoes mais especificas para determinadas familias de ho-
moglicanos. Por exemplo, os homoglicanos constituidos apenas de D-glucose (aqui
a palavra apenas é redundante, pois o prefixo homo ja denomina constituicao por
um unico tipo de monossacarideo) sao chamados D-glucanos. Como a maioria dos
monossacarideos encontrados em organismos vivos sao isomeros D, muitas vezes o
prefixo D é omitido. Assim homoglicanos constituidos por D-manose, por exemplo,
podem ser denominados simplesmente mananos. Analogamente, homoglicanos de
D-xilose sao zilanos, de D-arabinose sao arabinanos, de D-galactose sao galac-
tanos, de D-frutose sao frutanos, e assim por diante. Também usam-se as flexoes
de género feminino destes substantivos (como em glucanas ou zilanas).

De maneira ainda mais especifica, dentro da familia dos glucanos, por exemplo,
pode-se falar em a-glucanos ou em [-glucanos, se as ligagoes glicosidicas forem
todas do tipo a ou todas do tipo 5. Amilose, amilopectina e glicogénio sao exem-
plos de a-glucanos, enquanto celulose e laminarina sao exemplos de [-glucanos.
Para a-glucanos e [-glucanos lineares, é estruturalmente mais correto definir os
correspondentes dissacarideos como seus mondémeros constituintes, pois a identi-
dade do glucano é dada nao s6 pelo tipo de monossacarideo envolvido (D-glucose
em todos esses casos), mas também pelo tipo de ligacdo glicosidica formada en-
tre os monossacarideos. A ligacao glicosidica é tdo importante que ela determina
nao apenas a identidade, mas todas as propriedades estruturais e fisico-quimicas
do glucano. Basta dizer que amilose e celulose, embora sejam glucanos lineares
com ligagoes (1 — 4), tém propriedades totalmente diferentes pois na amilose as
ligagoes glicosidicas sao a-(1 — 4) e na celulose elas sao 5-(1 — 4). As cadeias de
amilose tém estrutura secundaria helicoidal, enquanto as cadeias de celulose sao
fitas planares. A amilose (um dos componenetes do amido, junto a amilopectina)
pode ser digerida pelos animais superiores pois estes possuem em seu trato diges-
tivo enzimas especificas para a hidrélise de a-glucanos, genericamente classificadas
como a-glicosidases (um exemplo é a a-amilase presente em nossa saliva). Por
outro lado, apenas microorganismos (como, por exemplo, bactérias simbiontes
presentes no sistema digestivo de ruminantes, ou protozoarios presentes no sis-
tema digestivo de cupins) e alguns fungos parasitas ou decompositores de plantas

sao capazes de hidrolisar a celulose, pois expressam [-glicosidases. Portanto, no
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caso desses importantes glucanos lineares, define-se a maltose (vide Tabela 1.1)
como unidade monomérica da amilose, e a celobiose (Tabela 1.1) como unidade
monomeérica da celulose. Definidos dessa maneira, as estruturas desses polimeros
podem ser matematicamente geradas a partir de repetidas operacoes de simetria
(de grupo espacial) aplicadas a um tnico monoémero. Assim sendo, poderia-se
dizer que polimeros regulares (ndo randomicos) sao cristais unidimensionais, e as
cadeias poliméricas destes glucanos de fato assumem estruturas regulares em suas
diversas fases cristalinas. Em solugao, entretanto, as cadeias poliméricas podem
assumir uma infinidade de conformagoes randdémicas.

A defini¢do da unidade estrutural basica de um glicano é variada. Ao tentar
estudar a estrutura de amilose ou celulose por hidrélise completa, chegaria-se a
conclusao de que sdo homoglicanos cujo monémero é a D-glucose. Entretanto,
como foi discutido, a unidade estrutural quimicamente correta de cada um desses
glucanos é um dissacarideo (maltose num caso, celobiose no outro). Também
ocorre que a unidade estrutural biolégica de um glicano pode ser uma seqiiéncia
de alguns monossacarideos a qual apresente um tamanho minimo a partir do qual
o glicano possa ser reconhecido por mecanismos bioquimicos de reconhecimento
molecular. 3!

Os heteroglicanos, ao contrario dos homoglicanos, sao formados por mais
de um tipo de monossacarideo, mas também podem ter estrutura primaria lin-
ear ou ramificada. Algumas denominacoes comuns dadas a heteroglicanos pre-
sentes em tecidos vegetais sao, por exemplo, arabinoxilanos, arabinogalactanos e
galactomananos. Entretanto, esses nomes nao informam nada sobre a estrutura
primaria desses glicanos, exceto pelos tipos de monossacarideos que os compoem.
Para representar adequadamente a estrutura primaria de glicanos é necessario
recorrer a diagramas como aquele da Figura 1.11, em que os nomes dos monos-
sacarideos constituintes aparecem abreviados (como em Glc para glicose, Gal para
galactose, etc.) e em que consta toda a informagao estrutural primaria, como o
tipo de ligacao glicosidica formada entre os monossacarideos, e qual das formas
ciclicas estd sendo adotada por cada monossacarideo (a letra p, apds as abreviagoes
Gle, Gal etc., esta para indicar piranoses e a letra findica furanoses). A Figura
1.11 representa a estrutura de um mondmero daquilo que alguns autores'® pode-
riam chamar de poli-oligossacarideos. Essa classificagdo nao deve ser confundida
com heteroglicanos, uma vez que um homoglicano com ramificagoes regulares ao

longo de sua cadeia principal também poderia ser chamado de poli-oligossacarideo.
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Figura 1.11: Representagdo do mondémero de um exopolissacarideo produzido pela
linhagem LBB.B26 de Lactobacillus delbrueckii. Figura extraida de Sanchez-Medina
et al.'%, Conformational analysis of the neutral exopolysaccharide produced by Lac-
tobacillus delbrueckii ssp bulgaricus LBB.B26. Organic & Biomolecular Chemistry,
7(2):280-287, 2009, e reproduzida com permissao da Royal Society of Chemistry (copy-
right 2009).

Como em outros biopolimeros, uma determinada estrutura ¥ priméria pode
levar a formacao de uma estrutura secundéria. A estrutura secundaria é a dis-
posicao relativa dos atomos em alguns segmentos localizados da cadeia polimérica,
ou seja, ¢ a forma adotada por alguns segmentos do biopolimero (Figura 1.12),
enquanto a estrutura terciaria é a que descreve as posi¢oes dos atomos no espago
tridimensional. Os segmentos de um biopolimero que apresentam estrutura se-
cundaria o fazem porque assumem conformagoes que sao estabilizadas por ligagoes
de hidrogénio entre monossacarideos que nao necessariamente sao adjacentes em
termos de estrutura primaria. Uma vez que as estruturas secundarias na realidade
representam regides do espago total de conformagoes do glicano, o estudo de suas

estruturas secundarias (e de mais alta ordem) exige a sua andlise conformacional.

O problema da analise conformacional em glicanos

As conformagoes de um glicano serdo determinadas pela conformagao indi-
vidual dos anéis que compoem a cadeia polimérica (Se¢do 1.2.1), e também pelo
valor das coordenadas de tor¢ao diedral ¢ e ¢ (vide Figura 1.10). Um glicano linear
composto de N monossacarideos pode ser descrito especificando-se (N — 1) pares
(ou triplas em alguns casos, vide pardgrafo seguinte) de dngulos diedros, como em
(D1, 15 2, o+ - Py, s -+ - dn_1,¥n_1). Se esses dngulos diedros forem iguais em
cada oxigénio glicosidico (ou seja, ¢ = o = -+ = Ppny_1 e =Py = -+ =Py_1),
o glicano assume uma forma helicoidal a qual, geralmente, é encontrada no estado

solido e pode ser determinada por técnicas de difragao de raios-X. Entretanto,

HPara proteinas e dcido nucleicos bastaria dizer seqiiéncia primaria, mas para glicanos o termo
estrutura primaria é mais adequado.
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Figura 1.12: A esquerda: A) Unidade monomérica do escleroglucano, um £-(1 — 3)-glucano
com ramificagoes 8-(1 — 6). B) Secdo transversal da estrutura em tripla hélice do escleroglu-
cano. Figura extraida de Marit Sletmoen e Bjorn T. Stokke?®?, Review : Higher order structure
of (1,3)-beta-D-glucans and its influence on their biological activities and complexation abil-
ities. Biopolymers, 89(4):310-321, 2008, reproduzida com permissdo da John Wiley & Sons
(copyright 2008). A direita: ilustracio esquemética das possiveis imperfeicoes em uma tripla
hélice renaturada. Figura extraida de B. H. Falch and B. T. Stokke?33, Structural stability of
(1-3)-8-D-glucan macrocycles. Carbohydrate Polymers, 44(2):113-121, 2001, reproduzida com
permissao da Elsevier (copyright 2001).

se o valor desses angulos diedros nao forem correlacionados, os glicanos assumem
formas irregulares ou randomicas.

Em relacao aos movimentos conformacionais dos anéis individuais, muitos tra-
balhos sobre glicanos constituidos por piranoses consideram estes anéis conforma-
cionalmente rigidos, adotando a sua conformagao mais estavel (por exemplo, a
conformacio mais estavel de glucopiranoses ¢ a cadeira “C;), embora existam tra-
balhos?3%3436 em que a liberdade conformacional das piranoses é considerada, pelo
menos em certa extensao, admitindo-se transigoes para outras conformagoes (por
exemplo para a cadeira 'C4 no caso de glucopiranoses). Em glicanos cuja cadeia
principal envolva ligagoes glicosidicas (1 — 6), trés coordenadas diedrais sdo im-
portantes: ¢, ¢ e w. Em glicanos com ramificagdes (1 — 6), o fato de haver torgao

em torno dessas trés coordenadas diedrais confere grande liberdade de movimento
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aos residuos ** laterais. As furanoses, ainda que ocorram com menor freqiiéncia,
sao geralmente consideradas bem mais flexiveis que as piranoses, e seus movimen-
tos conformacionais sdo considerados importantes para o movimento do glicano
como um todo, %1929

Antes da ampla disponibilidade de técnicas experimentais instrumentais, usava-
se uma bateria de testes quimicos para obter informacoes sobre a estrutura dos
glicanos, principalmente sobre a sua estrutura primaria. Hoje em dia, técni-
cas como polarimetria funcionam bem para mono e dissacarideos. Para oligos-
sacarideos, técnicas poderosas com a ressonancia magnética nuclear podem ser de
grande valia, mas tornam-se menos uteis a medida que aumentam o tamanho e
a flexibilidade do glicano. A difragdo de raios-X também é uma técnica valiosa
na determinacao estrutural de glicanos em fase cristalina. Para glicanos de alta
massa molecular, dissolvidos, intumescidos ou suspensos em solventes, entretanto,
o nimero de conformagoes possiveis pode ser tdo grande que a sua determinacgao
experimental é muito dificil, ou até mesmo impossivel. Portanto, para o estudo
das conformagoes e da dinamica de grandes glicanos é imprescindivel fazer uso de
abordagens computacionais. Neste contexto, o presente trabalho de tese pretende
trazer contribuicoes para o entendimento da dinamica de grandes glicanos, cu-
jos resultados sao apresentados nos Capitulos 4 e 5, mas também para o estudos
das enzimas que catalisam a hidrélise de tais glicanos, que sao introduzidas na

proxima segao.

1.3 Enzimas Glicosideo Hidrolases

As enzimas que catalisam a hidrolise de ligagoes glicosidicas sao genericamente
denominadas Glicosideo Hidrolases ou GH. Enzimas GH sao proteinas abundan-
temente encontradas em varios organismos pelo seu papel essencial na degradacgao
de glicanos. Dada a enorme diversidade de glicanos existentes, ha uma enorme
diversidade de enzimas GH e ha também varios sistemas de classificacdo destas
enzimas. H& dois destes sistemas de classificacdo que provavelmente sdo os mais
lteis para os quimicos: o primeiro é o sistema de classificacao “EC” (sigla para a
)37

expressao em inglés Enzyme Commision)®" e o segundo é um sistema de classifi-

cacdo baseado na seqiiéncia dos aminoacidos da enzima.?%3 Estes dois sistemas

**Residuo é o nome genérico empregado para fazer referéncia a monossacarideos, aminoacidos
ou nucleotideos, apés a sua condensagao, quando eles sdo parte de um biopolimero qualquer. O
nome residuo nao é usado para os monomeros livres (ndo condensados).
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Tabela 1.3: Primeiro nivel do sistema EC de classificacdo de enzimas, de acordo com
a I[TUPAC e IUBMB®“.

Classe EC Exemplos

EC 1: Oxidoredutases Dehidrogenase, oxidase, monooxigenase
EC 2: Transferases Transaminase, quinase

EC 3: Hidrolases Lipase, amilase, peptidase

EC 4: Liases Decarboxilase

EC 5: Isomerases Isomerase, mutase

EC 6: Ligases Sintase, Sintetase

% Acroénimo para o inglés International Union of Biochemistry and Molecular Biology .

de classificacao de enzimas serao brevemente expostos a seguir, como maneira de
contextualizar a primeira parte deste trabalho de doutorado.

No sistema de classificacaio EC uma enzima recebe um determinado nimero,
denominado nimero EC, que identifica o tipo de reagdo quimica que a enzima
catalisa. A cada nimero EC corresponde um nome recomendado para a respec-
tiva enzima, entretanto os nimeros EC nao especificam enzimas mas sim reagoes
quimicas catalisadas por enzimas: se duas enzimas distintas, provenientes de or-
ganismos diferentes, catalisam a mesma reagdo quimica, elas recebem o mesmo
numero EC. Ha enzimas que catalisam mais de um tipo de reagdao quimica e,
portanto, recebem mais de um nimero EC. Uma desvantagem do sistema de clas-
sificacdo EC é que ele s6 permite classificar enzimas para as quais uma funcao
bioquimica tenha sido identificada. Como mostrado na Tabela 1.3, o sistema
de classificacao EC abrange todas as enzimas cuja atividade bioquimica ja tenha
sido caracterizada, nao s6 as hidrolases. No sistema de classificacao EC, as reagoes
catalisadas por enzimas sao divididas em seis grandes classes e a cada uma destas
classes ¢ associado um ntmero de 1 a 6. Este niimero corresponde ao primeiro
algarismo do nimero EC para uma enzima pertencente a uma determinada classe.
Por exemplo, o primeiro algarismo do nimero EC para todas as hidrolases é 3. Os
algarismos seguintes do nimero EC representam subdivisdes em outras subclasses
de reagoes catalisadas por enzimas. Por exemplo, todas as glicosideo hidrolases
(GH) tém ntimero EC comegando em 3.2, e todas as GH que catalisam a hidrdlise
de compostos O-glicosil ou S-glicosil ¥ tém nimero EC iniciado em 3.2.1. Uma
GH que catalise, por exemplo, a hidroélise de uma ligagdo glicosidica no meio de
uma cadeia polimérica de (3-(1-3)-D-glucano tem nimero EC 3.2.1.39, e seu nome

recomendado segundo a sistemética EC é -(1-3)-D-glucano glucanohidrolase (o

$Glicanos cujas ligacoes glicosidicas sejam formadas por dtomos de oxigénio ou de enxofre.
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nome sistematico consiste no nome do substrato seguido de um nome que especi-
fica a classe de agao da enzima, neste caso uma hidrolase). Além do nome sis-
tematico recomendado, o sistema EC também informa outros nomes aceitos: para
enzimas com numero EC 3.2.1.39 também sao aceitos os nomes endo-f3-(1-3)-D-
glucosidase, endo-(-(1-3)-D-glucanase ou laminarinase, pois o glucano hidrolisado
neste caso é genericamente denominado laminarina (vide Tabela 1.2). Enzimas
GH cujo nimero EC ¢é 3.2.1.6, por sua vez, catalisam uma reagao de hidrolise com
uma “regra de selegao” diferente: todas vez que em um [-D-glucano linear hou-
ver uma ligacao glicosidica 8-(1-3), a préxima ligacao glicosidica em tal glucano
podera ser hidrolisada pela enzima se ela for do tipo 8-(1-3) ou §-(1-4). Em outras
palavras, a enzima exige que uma ligacao §-(1-3) anteceda a ligagao glicosidica a
ser hidrolisada, que s6 sera de fato hidrolisada se for do tipo §-(1-3) ou 8-(1-4).
Ou seja, estas enzimas s6 catalisam a hidrélise ao reconhecerem um determinado
padrao na estrutura priméaria do substrato, e estes padroes de reconhecimento
molecular sao muito comuns em biomoléculas. Como esta regra permite as en-
zimas EC 3.2.1.6 hidrolisarem também laminarina, entre outros substratos, os
nomes aceitos para estas enzimas incluem endo-/-(1-3),(1-4)-D-glucanase e lami-
narinase. Portanto, percebe-se que o nome genérico laminarinase é utilizado para
se referir a enzimas com diferentes nimeros EC. E comum enzimas que tenham re-
gras ligeiramente diferentes para as rea¢oes quimicas que catalisam serem capazes
de atuar em um mesmo substrato, como no caso exemplificado acima.

endo-acting reducing end
exo-acting

foo

A 0 Lo O o L oA o0 LT 0N on

}

exo-acting

Figura 1.13: Classificacao das enzimas GH segundo sua capacidade de hidrolisar gli-
canos a partir das extremidades. Se a enzima néo é capaz de hidrolisar a partir das pon-
tas, ela é denominada endo. Caso contrario ela é denominada exo. As GH exo podem ter
atividade hidrolitica especifica para uma das extremidades. A extremidade do glicano
na qual o carbono anomérico nao esta envolvido em ligacio glicosidica é denominada
extremidade redutora. No caso especifico das GH que catalisam a hidrélise da celulose,
existem as endo-glucanases e as exo-glucanases, estas ultimas também denominadas
celobiohidrolases (vide Figuras 1.2 e 1.15). Figura extraida de Steve Withers, Spencer
Williams, “Glycoside Hydrolases” em CAZypedia http://www.cazypedia.org/i, aces-
sado em dezembro de 2013, e reproduzida com permissao.

28
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Laminarinases de trés organismos diferentes foram objeto de estudo desta tese,
e serao introduzidas na Secao 1.3.1. Em um outro sistema de classificacao de
enzimas, baseado nas seqiiéncias de aminoacidos e que sera tratado mais adiante
nesta se¢ao, as laminarinases estudadas nesta tese pertencem a familia 16 das GH.
Antes de falar deste outro sistema de classificacao, entretanto, ¢ util deixar claro
que as GH também sao classificadas em endo e exo, de acordo com sua capacidade
de hidrolisar o substrato em uma de suas extremidades, e também podem ser
classificadas de acordo com seu mecanismo de reagao. O critério de classificagao
mais simples para o mecanismo da reacao de hidrélise consiste em especificar se a
configuragao no carbono anomérico (que é assimétrico) é invertida ou é mantida
apés a reacao de hidrolise. Este dois tipos mais simples de classificagao de GH

sao ilustrados nas Figuras 1.13 e 1.14.
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Figura 1.14: Classificacao das enzimas GH segundo seu mecanismo de reagao. O car-
bono anomérico da ligacao glicosidica hidrolisada pode reter ou inverter a sua configura-
¢ao estereoquimica apés a reacao de hidroélise. Figura extraida de Steve Withers, Spencer
Williams, “Glycoside Hydrolases” em CAZypedia http://www.cazypedia.org/i, aces-
sado em dezembro de 2013, e reproduzida com permissao.

Ja no sistema de classificacdo baseado na seqiiéncia de aminoacidos, diversos
algoritmos sao utilizados para analisar a seqiiéncia primaria de aminoéacidos das
proteinas e classifica-las em familias. Os membros das diferentes familias pos-
suem grande similaridade em determinados trechos de sua seqiiéncia primaria e,

por corolario, no seu padrao tridimensional de enovelamento. Este sistema de
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classificacdo em familias é muito util para fazer previsdes acerca dos membros
de uma determinada familia, uma vez que a maquinaria catalitica, a geometria
em torno da ligacao glicosidica e os detalhes moleculares do mecanismo reacional
sao conservados dentro de uma mesma familia, para a vasta maioria da familias
GH*. Uma desvantagem desta sistemética ¢ que ela s6 pode ser aplicada a protei-
nas para as quais informacgoes acerca da seqiiéncia primaria estejam disponiveis.
Por outro lado, ela permite a classificacdo de intimeras proteinas para as quais
nao ha evidéncia experimental da funcao bioquimica, por exemplo as milhares de
sequiéncias peptidicas nao caracterizadas que sao originadas através dos esforcos
de seqiienciamento genético no mundo inteiro. Métodos de classificacdo baseados
na seqiiéncia primaria sao, portanto, bastante diferente da sistematica de classi-
ficacao EC, todavia complementares em muitos aspectos. As enzimas estudadas
nesta tese sdo membros da familia 16 das GH, que abrange enzimas com diferentes
numeros EC, entre eles EC 3.2.1.6 ¢ EC 3.2.1.39.

As enzimas GH serdo importantes para uma eventual industria de etanol
celulésico, pois elas contribuirao para viabilizar economicamente o processo de
hidrélise da biomassa lignoceluldsica (ilustrado nas Figuras 1.2 e 1.15) feito em es-
cala industrial. Como ja mencionado em outras segoes, a escolha criteriosa destas
enzimas serd decisiva e, para que sejam utilizaveis industrialmente, terao que ap-
resentar caracteristicas que assegurem a reutilizacao destas enzimas no processo
industrial pelo maior nimero de vezes possivel, uma vez que produzir enzimas es-
pecificas em quantidade é algo muito caro. Para serem utilizaveis as GH deverao
ser resistentes a variacoes de pH e salinidade, entre outros fatores, e deverao apre-
sentar alta atividade em uma ampla faixa de temperaturas, de forma que enzimas
termoestaveis e termofilicas serdao largamente preferiveis. A busca por enzimas re-
sistentes a condigoes mais drasticas geralmente leva os pesquisadores interessados
em obter este tipo de enzima a realizar experimentos de evolugao dirigida de pro-
teinas em culturas de microorganismos através de técnicas de mutagénese?!, ou a
prospectar enzimas naturalmente resistentes expressas por determinados microor-
ganismos. Enzimas resistentes a condigoes extremas sao naturalmente expressas
por microorganismos denominados extremdfilos, que suportam viver em ambientes
térmica ou quimicamente hostis a maioria das outras formas de vidas. Em par-
ticular o Rhodothermus Marinus, um destes microorganismos extremofilos, vive
em temperaturas entre 54 e 77 °C, com condi¢oes 6timas de crescimento em 65
°C, e a maioria das enzimas deste microorganismo ja caracterizadas tem atividade

6tima entre 55 e 100 °C. O fato de um grupo de colaboradores ter conseguido
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Figura 1.15: Representagdo esquemdtica das enzimas envolvidas na hidrélise da celu-
lose (A) e hemicelulose (B). Os nomes das enzimas aparecem dentro dos retangulos e as
ligagoes hidrolisadas por elas sdo indicadas por flechas. A hemicelulose é um polimero
de xiloses, um xilano, que pode ter diversos tipos de ramificagoes, cada um exigindo
um tipo diferente de enzima para ser hidrolisado. A lignina pode formar ligactes éster
com a hemicelulose, nas quais o feruloil da lignina liga-se a uma das hidroxilas de um
residuo lateral da hemicelulose. Figura extraida de Ratanakhanokchai et al.4?, Biomass
Now - Cultivation and Utilization, chapter Paenibacillus curdlanolyticus strain B-6 mul-
tienzyme complex: a novel system for biomass utilization. InTech, 2013, sob licensa
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (CC BY 3.0). Esta figura por
sua vez foi adaptada de Aro, Pakula e Penttili*3, Transcriptional regulation of plant
cell wall degradation by filamentous fungi, FEMS Microbiology Reviews, 29(4):719-739,
2005, e portanto foi obtida permissao para reproducao também da John Wiley & Sons
(copyright 2005).

expressar, purificar, cristalizar e caracterizar a estrutura tridimensional de uma

laminarinase® expressa por esta bactéria extremoéfila nos permitiu e motivou a

realizacao de investigacoes, mediante simulagoes de dindmica molecular, sobre os
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fatores que conferem termoestabilidade a laminarinase do Rhodothermus Mari-
nus. Duas outras laminarinases, provenientes de organismos diferentes, também
foram estudadas para permitir determinadas comparacoes. Estas investigagoes
consistem na primeira parte deste trabalho de tese, e sao introduzidas na segao a

seguir.

1.3.1 Termoestabilidade em laminarinases

Uma enzima GH (da familia 16, laminarinase, EC 3.2.1.6, cdigo PDB 3ILN)

45 cuja estrutura cristalogréafica foi

expressa pela bactéria Rhodothermus Marinus
determinada por colaboradores**, foi investigada por nés mediante simulacoes de
dinamica molecular na primeira parte deste trabalho de doutorado, parte cuja
introducao serda brevemente apresentada nesta secao. Nesta parte do trabalho,
procuramos entender as bases moleculares (estruturais e dindmicas) que conferem
termoestabilidade e termofilicidade a esta enzima, denominada RmLam. Esta en-
zima tem atividade 6tima em pH 5.5 e temperatura de 88 °C sendo classificada
como hipertermoestavel. A RmLam catalisa a reacao de hidrélise de um glicano
denominado laminarina (ou laminarano) e, portanto, é genericamente chamada de
laminarinase. A laminarina é um polimero de armazenamento energético encon-
trado em algas marrons, composto por unidades de D-glucose unidas por ligagoes
glicosidicas 5(1 — 3). A laminarina compoe a parte rica em nutrientes de algas
que alimentam diretamente centenas de espécies de animais marinhos. As algas
marrons crescem muito rapidamente, chegando a atingir 30 centimetros por dia,
e sintetizam laminarina diretamente a partir da fotossintese. Portanto, ainda que
nao estejamos tratando de biomassa lignoceluldsica neste caso, algas também sao
geralmente consideradas fontes muito promissoras de biomassa renovavel. Além
disso, é de nosso interesse entender as caracteristicas que tornam enzimas GH
termoestaveis ou hipertermoestaveis.

Para investigar as bases moleculares da termoestabilidade da RmLam, reali-
zamos simulagoes por dinamica molecular desta enzima e de outras duas lami-
narinases, expressas por outros dois organismos e cuja atividade 6tima se déd em
temperaturas mais baixas. Estas outras duas laminarinases, denominadas aNLam
e PcLam, tinham suas estruturas cristalograficas ja determinadas e depositadas no
Protein Data Bank (PDB). A enzima aNLam (GH da familia 16, EC 3.2.1.39, PDB
2HYK) tem atividade étima a 77 °C e a PcLam (GH da familia 16, EC 3.2.1.6,
PDB 2CL2) é mesofilica, com atividade 6tima abaixo de 50 °C. As siglas adotadas

para as laminarinases sao compostas de duas letras que referem-se ao organismo
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de origem da enzima, seguidas do sufixo Lam. A enzima aNLam é expressa por
bactérias alcalifilicas do género Nocardiopsis (Nocardiopsis sp. linhagem F96),
ja a PcLam é expressa por fungos da espécie Phanerochaete chrysosporium. As
simulacoes por dindmica molecular destas trés enzimas foram feitas a duas tempe-
raturas, a 25 e 90 °C, para permitir comparacoes entre as dinamicas das diferentes
laminarinases nestas duas condigoes. Os resultados deste trabalho sobre laminari-
nases jé estao publicados em artigo? do qual o aluno, autor desta tese, é co-autor,
e serdao expostos no Capitulo 3. Além desta primeira parte sobre laminarinases,
este trabalho de tese é composto por outras duas partes, que sao introduzidas nas

duas secoes a seguir.

1.4 Estrutura da celulose cristalina

Como vimos na Secao 1.2.2 a celulose é homopolimero nao ramificado,
composto de unidades repetitivas de celobiose que, por sua vez, sao constituidas de
dois residuos de D-glucose unidos por uma ligagao glicosidica 5(1 — 4). As cadeias
poliméricas da celulose podem adotar diferentes arranjos conformacionais e espa-
ciais em fase s6lida, dando origem portanto a varios alomorfos (ou polimorfos) * da
celulose em fase cristalina. Em fase sélida, portanto, a celulose pode apresentar-
se na forma amorfa, semi-cristalina ou em diferentes fases cristalinas. Quatro
diferentes alomorfos da celulose ja foram caracterizados mediante experimentos
de difracdo, com resolugao alta o suficiente para permitir a determinacao das
posicoes atdmicas no cristal. 4649 Estes quatro alomorfos sdo denominados celu-
lose Ia, celulose 13, celulose II e celulose III; e estao representados nas Figuras
1.16 e 1.17. Nos vegetais superiores, além das formas amorfa e semi-cristalina,
estd presente a fase cristalina 15 da celulose, sendo este portanto o alomorfo de
maior interesse para a area do etanol celulésico.

Para lograr a obtencao de etanol a partir da celulose é necessario hidrolisar
tal composto a agucares fermentaveis. Entretanto vimos que vérios sao os fa-
tores que dificultam a hidrélise da celulose, seja na sua forma in natura ou na
forma purificada. Muitos estudos tém sido realizados para entender as causas
desta recalcitrancia (resisténcia a hidrélise), bem como para desenvolver méto-

dos que possibilitem contornar estes problemas, e uma das metodologias que vém

A existéncia de polimorfos, ou seja, de diferentes fases cristalinas para a mesma substancia
pura em fase sélida é bastante comum. Um dos exemplos mais comuns é a dgua, com 0s VArios
tipos de gelo em seu diagrama de fases. Calcita e aragonita, dois alomorfos do carbonato de
calcio, também sao freqiientemente citados.
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Figura 1.16: Cristalito de celulose 15 gerado utilizando o programa cellulose-builder,
desenvolvido pelo aluno, visto a partir de suas extremidades nao redutoras (esquerda),
e girado 90° (direita). Faces cristalograficas estao indicadas pelos seus correspondentes
indices de Miller. Camadas de cadeias de celulose origin e center”, e eixos da cela
unitaria também estao indicados. As cadeias de celulose sdo paralelas a direcao crista-
lografica c. Figura extraida de Thiago C. F. Gomes and Munir S. Skaf?, Cellulose-
Builder: A toolkit for building crystalline structures of cellulose. Journal of Computa-
tional Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012, reproduzida com permissao de John Wiley &
Sons (copyright 2012).

sendo utilizadas para entender as propriedades da lignocelulose é a simulagao por

5052 "geja de sistemas

56;57

dindmica molecular (DM) seja da celulose cristalina per se

55 adsorvi-

mais complexos que involvem proteinas®¥ . lignina® ou glicanos
dos a superficies de celulose cristalina. Entretanto, para realizar simulagoes por
DM de qualquer sistema faz-se necessario obter coordenadas para os atomos que
compoem o sistema. Para esta finalidade, no caso de proteinas é muito comum
realizar experimentos de difragao (de raios-X, de luz sincrotron, de neutrons etc.)
que, muitas vezes, permitem a localizagao das posicoes atomicas em estruturas
cristalinas com alta resolucao. As estruturas de macromoléculas bioldgicas assim
determinadas sdo geralmente depositadas no Protein Data Bank (PDB — banco
de dados de proteinas) na forma de arquivos com formato especifico, tornando
simples a tarefa de alimentar qualquer programa de DM com as posi¢oes atomicas
do sistema proteico que se deseja simular. Para a celulose, entretanto, embora a
estrutura cristalina de varios alomorfos da celulose ja tenha sido determinada em

46749 'nao estdo disponiveis arquivos em formato PDB que permitam

alta resolucao
prontamente a simulacdo por DM de sistemas contendo este composto.

Visando facilitar a simulagao de sistemas que contenham dominios de celu-
lose cristalina mediante DM, nesta segunda parte do trabalho de tese desen-
volvemos um programa capaz de produzir arquivos em formato PDB contendo

coordenadas Cartesianas para os atomos de cristalitos de quatro alomorfos da
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Figura 1.17: Outros alomorfos da cellulose suportados pelo programa cellulose-builder,

vistos a partir das extremidades das cadeias de celulose. a) I b) II ¢) III; . As escalas

diferem. Figura extraida de Thiago C. F. Gomes and Munir S. Skaf3, Cellulose-Builder:

A toolkit for building crystalline structures of cellulose. Journal of Computational

Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012, reproduzida com permissao de John Wiley & Sons
(copyright 2012).

celulose. As coordenadas Cartesianas dos atomos sao geradas pelo programa a
partir das coordenadas fraciondrias relatadas por Nishiyama e colaboradores649
para a unidade assimétrica de diferentes fases cristalinas da celulose. O pro-
grama desenvolvido pelo aluno gera coordenadas para todos os atomos do crista-
lito, inclusive os hidrogénios, uma vez que os referidos autores® 4’ foram ca-
pazes de determinar as posicoes destes atomos leves no cristal mediante difragao
de neutrons por fibras de celulose deuteradas. Este fato é muito importante
pois a correta disposicao da rede de ligacoes de hidrogénio na celulose crista-
lina é determinante para a sua estrutura e propriedades. Este programa foi
publicado® com o nome de cellulose-builder e disponibilizado aberta e gratuita-
mente na rede mundial (ftp://ftp.igm.unicamp.br/pub/cellulose-builder/
ou http://code.google.com/p/cellulose-builder/). Arquivos em formato
PDB, tais como os produzidos pelo programa cellulose-builder, sao fundamentais
para o desenvolvimento de qualquer trabalho na area de simulacoes de dinamica
molecular e a preparacdo manual de tais arquivos pode tornar-se extremamente
laboriosa e propensa a erros dependendo do tamanho do sistema a ser estudado.
Ao permitir a automatizacdo da preparacao dos arquivos PDB para cristalitos
de celulose de tamanho arbitrario, este nosso trabalho® consiste em uma impor-
tante contribuicao para a pesquisa em materias celulésicos. O programa cellulose-
builder, suas opgoes e funcionalidades sao discutidas na Segao 2.2 e no Capitulo
4. Nés utilizamos o programa cellulose-builder para construir arquivos PDB con-
tendo as coordenadas Cartesianas iniciais das simulagoes por DM dos sistemas

que sao descritos na proxima secao.
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1.5 Interacoes entre celulose e xilanos

Além das duas partes do trabalho ja introduzidas nas duas se¢des anteriores,
a cada uma delas correspondendo um artigo ja publicado em peridédico interna-
cional 3, h4 ainda uma terceira parte neste trabalho de doutorado. Esta terceira
parte do trabalho consiste em estudar cadeias de xilano adsorvidas nas varias
faces cristalograficas da celulose 13, mediante simulagoes por DM. Noés utilizamos
os arquivos produzidos pelo nosso programa cellulose-builder para viabilizar a
construcao dos inputs necessarios para as simulagoes por DM desta terceira etapa
do trabalho de tese, que trata das interagoes entre celulose e hemicelulose.

Como visto na Secao 1.1, a parede celular vegetal inclui as assim denomi-
nadas hemiceluloses em grau variado em sua composicao. As hemiceluloses sao
polimeros responsaveis por recobrir as fibrilas elementares de celulose presentes na
parede celular vegetal, protegendo-as de ataque enzimatico e reforcando a matriz
polimérica lignoceluldsica. O nome genérico “hemiceluloses” é utilizado para se
referir a diferentes tipos de glicanos, com estruturas quimicas diversas. Dentre
estes diversos glicanos, destacam-se o xilano e seus derivados substituidos.®%*” O
xilano é um polimero linear (i.e. nao ramificado) de unidades monoméricas de
D-xilose. A xilose é um acticar simples de cinco carbonos, comumente associado a
dificuldades no processo de deconstrucao da biomassa lignoceluldsica, seja porque
quanto maior o seu conteido de hemiceluloses maior a sua recalcitrancia, como
porque pentoses (agiicares de cinco carbonos) sdo inibidores do metabolismo de
microorganismos fermentadores como Saccharomyces cerevisiae (levedo utilizado
na fermentagao alcodlica de hexoses como a glucose e a frutose). No xilano pre-
sente em parede celular vegetal, as unidades monoméricas de xilose estao na forma
ciclica (xilopiranose) e ligadas umas a outras por ligacgoes glicosidicas do tipo
f(1—4). Em cadeias de xilano simples ndo hé ramificagoes e as hidroxilas nao
sao funcionalizadas. Ha varios tipos de funcionalizacao possiveis para xilanos em
plantas, acetilacao, metilacao e glicosilagao sendo apenas as mais comuns. Em
particular, a glicosilagao envolve a substituicao de hidroxilas da cadeia princi-
pal do xilano por agicares monoméricos ou entao por cadeias laterais de dois,
trés ou mais agiicares. Substituintes comuns em xilanos ramificados sao agtcares
como a arabinose (outra pentose) ou o acido glucurénico (um derivado da glucose,
oxidado no carbono 6).5%°7 Cadeias de xilanos contendo unidades de arabinose
como ramificacdo sdo denominados arabinozilanos, enquanto cadeias de xilanos

contendo unidades de acido glucurénico como ramificagao sdo denominados glu-
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curonoxilanos e cadeias de xilanos substituidas com o grupo acetil sao chamadas
acetilrilanos.

Dado que xilanos sao componentes importantes da parede celular, que in-
teragem diretamente com as fibrilas elementares de celulose cristalina, ¢ impor-
tante entender e descrever estas interagoes. Nesta terceira etapa do trabalho
de doutorado foram estudados, mediante simulagoes por DM, xilanos simples e
substituidos adsorvidos sobre diversas faces cristalograficas da celulose I3, com
intuito de descrever em nivel molecular as interagoes estabelecidas entre celulose
e xilano. As configuracoes iniciais de algumas destas simulagoes sao ilustradas
na Figura 1.18. Como nao ha evidéncias experimentais de que existem ligacoes
covalentes entre celulose e xilanos em plantas, é razoavel supor que a interagao

entre estes dois componentes da parede celular ocorra por adsorcao.

m cellulose
m xylan

Figura 1.18: Representagdao da superficie de Van der Waals de cadeias de xilano (em
vermelho) adsorvidas sobre diferentes superficies da celulose cristalina I (em cinza).
(A) Xilanos adsorvidos sobre superficies hidrofilicas da celulose I3. (B) Xilanos adsorvi-
dos sobre superficies hidrofébicas da mesma fibrila de celulose.

Ao caracterizar experimentalmente hemiceluloses provenientes de plantas,
Dupree e colaboradores obtiveram evidéncias de que ha um padrao de substi-
tuicao nos xilanos destas plantas em que os grupos substituintes estao presentes

%860 " conforme ilustrado na Figura 1.19. Ou seja, considerando

em padrao par
que em uma cadeia de xilano linear haja uma ramificacdo na xilose 7, poderd

haver outra ramificacao na xilose i + 2, ¢ + 4 e assim por diante. Em colabo-
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Figura 1.19: Xilano simples e xilanos ramificados. (A) Xilano. (B) Glucoronoxilano
com substituintes nas posi¢oes 3 e 7, padrao par de substituicdo (neste caso em i e em
i+ 4, com i = 3). (C) Glucoronoxilano com substituintes nas posi¢oes 3 e 8 (padrao
impar, substituicdo em i e em i + 5).

racao com Dupree, nés investigamos, mediante simulagoes por MD, se as cadeias
de xilano com este padrao par de substituicdo podem formar complexos de ad-
sor¢ao estaveis com diferentes faces cristalograficas da celulose. A hipotese que
consideramos mais plausivel, em um primeiro momento, é que as cadeias de xilano
possam adsorver a superficies da celulose exatamente nas posigoes cristalografi-
cas em que outra cadeia de celulose ocuparia se o cristalito fosse mais extenso,
porque: i) a D-xilose é idéntica a D-glucose exceto pela inexisténcia do grupo
exociclico hidroximetil em moléculas de xilose (a D-xilose é igual a D-glucose sem
o carbono 6, e sem a hidroxila correspondente ao C6); ii) as ligagoes glicosidicas
no xilano sao $(1—4), assim como na celulose. Logo, as posigdes cristalograficas
que seriam ocupadas por cadeias de celulose, se o cristalito fosse maior, sao sitios
de adsorcao perfeitos para moléculas de xilano, pois estes dois polimeros sao ex-
tremamente similares estruturalmente. Esta hipdtese é consistente com o padrao
par de substituicao encontrado experimentalmente por Dupree e colaboradores,
mas nao com o padrao impar: como ilustrado na Figura 1.20, o padrao par é
consistente com a adsorcao nos sitios cristalograficos, mas o padrao impar geraria
repulsoes estéricas que impediriam a formacao de um complexo de adsor¢ao com
essa geometria, em algumas das faces.

Utilizando simulagbes por DM, nesta terceira parte do trabalho de tese inves-
tigamos, portanto, se substituintes presentes em padrao par nas cadeias de xilano
adsorvidas a celulose permitem que o xilano substituido estabeleca um complexo

de adsorc¢ao estavel com a celulose cristalina I em meio aquoso. Os substituintes
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acetyl
m xylan
m cellulose

Figura 1.20: Acetilxilano com padrao de substitui¢ao par, adsorvido nas faces (A)
hidrofilicas e (B) hidrofébicas da celulose cristalina 15. As faces cristalograficas sao
indicadas pelos seus respectivos indices de Miller. Com os substituintes em padrao
par (nas posigoes i, i + 2, i + 4, etc.), os xilanos substituidos podem ocupar os sitios
cristalograficos que outra molécula de celulose ocuparia se o cristalito de celulose fosse
mais extenso. Se o padrao de substituicao fosse impar (com substituintes nas posigoes
i,1+ 1,1+ 3, etc.), os xilanos substituidos desta maneira nao poderiam ocupar os sitios
cristalograficos nas faces (010) ou (020).

investigados neste trabalho foram o acetil e o acido glucurénico (GlcA). Com os
resultados desta terceira parte do trabalho, que serao expostos no Capitulo 5, es-
tamos redigindo um artigo em colaboracao com Dupree e seu grupo de pesquisas,
que sera submetido brevemente a publicagao. Em particular, escolhemos estudar,
mediante simulacoes por DM, grupos substituintes acetil e GlcA uma vez que
Dupree ja dispoe de dados experimentais para acetilxilanos e glucuronoxilanos.
Esta se¢do encerra o capitulo introdutério desta tese. A seguir é registrada a

metodologia utilizada em cada uma das trés partes deste trabalho de doutorado.
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Capitulo 2
Metodologia

Neste capitulo serd apresentada a metodologia utilizada em cada uma das trés
partes deste trabalho de tese. A primeira e a terceira parte deste trabalho, que
tratam respectivamente de termoestabilidade em laminarinases e de interagoes en-
tre celulose e xilanos, envolveram a realizacao e andlise de simulac¢oes por dindmica
molecular, e a metodologia empregada nestes estudos é descrita na secao a seguir.
A segunda parte deste trabalho de tese, que consistiu no desenvolvimento do pro-
grama cellulose-builder, envolveu a utilizagdo de alguns conceitos em teoria de
grupos espaciais e a aplicagao de algumas técnicas de programagao, que serao

apresentadas na Segao 2.2.

2.1 Simulacgoes por dindmica molecular

Simulagdes por dindmica molecular consistem na integragdo numérica das
equacoes de movimento da mecanica classica, nas quais a energia potencial do
sistema é descrita pela forma e pelos parametros do campo de forga utilizado.
Excelentes textos introdutoérios sobre dinamica molecular estao disponiveis em
livros® %3, dissertacoes e teses de outros alunos do grupo de pesquisa. Esta secao
limita-se ao registro do protocolo de simulagao utilizado para cada sistema estu-
dado.

Para as simula¢des por DM de laminarinases, as caixas de simulagdo foram
construidas utilizando suas estruturas cristalograficas. A estrutura cristalografica

da RmLam foi resolvida experimentalmente por colaboradores**

, € as estruturas
das enzimas aNLam% e PcLam® j4 estavam depositadas no Protein Data Bank.
O programa Packmol® foi utilizado para construir caixas de simulacdo ciibicas,

com aproximadamente 80A de lado, contendo 15000 moléculas de dgua, de forma
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que a camada de solvente ao redor das enzimas tenha espessura de, no minimo,
12A. O estado de protonacio dos residuos ionizaveis (K, R, H, D, e E), em pH=7,
foi determinado calculando o pK, destes residuos, utilizando o servidor H++%".
Para garantir a eletroneutralidade dentro da caixa de simulagao, foram adiciona-
dos, respecivamente, 1, 3 e 13 ions sédio aos sistemas contendo RmLam, aNLam
e PcLam. Além destes ions, foram adicionados outros ions sédio e cloreto, em
igual quantidade, de maneira a obter uma concentracao préxima a 0.16 mol-L~1.
Nas trés proteinas também ha um ion calcio, caracteristico das GH da familia 16,
coordenado a estrutura de cada enzima. Para cada sistema simulado, foram rea-
lizadas minimizacgoes de energia mediante 500 iteragoes do método do gradiente
conjugado%, conforme implementado no programa NAMD® . As minimizacoes
de energia foram seguidas de etapas de equilibracao, a 298 K, e com tempo to-
tal de 1 ns, feitas inicialmente fixando o backbone das proteinas mas permitindo o
movimento das cadeias laterais, e em seguida deixando o sistema inteiro livre para
mover-se. Para as simulagoes em temperatura mais alta (363 K), foram realizadas
também mais duas etapas de equilibracao, uma durante 500 ps em 330.5 K, e
outra por 1 ns em 363 K. A partir dos sistemas equilibrados, foram realizadas: 10
simulagoes independentes, de 12 ns cada, para a RmLam; 8 simulac¢oes, de 12 ns
cada, para a aNLam; 8 simulacoes, de 9 ns cada, para a PcLam; todas a 25°C.
Entretanto, a 90°C foram realizadas cinco simulagoes independentes de 9 ns para
cada enzima. As simulacgdes foram produzidas utilizando o programa NAMD®,
aplicando condigoes periddicas de contorno. Para tratar interacoes eletrostaticas
de longo alcance, foi utilizado o método Particle Mesh Ewald (PME).™ O campo
de forca CHARMM ™™ foi utilizado em todas as simulacoes (versao all27 para
proteinas e all36 para carboidratos), e as moléculas de dgua foram representadas
pelo modelo explicito TIP3P.™ Os parametros utilizados para os fons sdo aqueles
desenvolvidos por Beglov e Roux.™ Os sistemas foram simulados em ensembles
NPT (ntmero de particulas, pressdo e temperatura constantes), utilizando o ter-

7677 com pressao alvo em 1

mostato de Langevin e o barostato de Nosé-Hoover
bar. Para a integracdo numeérica das equagoes de movimento foi utilizado o algo-
ritmo velocity- Verlet, com passo de integracao numérica de 2 fs. Todas as ligagoes
covalentes entre dtomos de hidrogénio e &tomos mais pesados foram mantidas rigi-
das, utilizando o algoritmo SHAKE.™ Para computar as interacoes de Van der
Walls, descritas pelo modelo de Lennard-Jones, foi aplicado um cutoff em 124,
mediante a utilizacdo de switching functions a partir de 10A. O critério utilizado

para contabilizar pontes salinas foi o seguinte: se dois residuos de carga oposta
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tém dtomos de sua cadeia lateral a menos de 4 Ade distancia, a ponte salina é
contabilizada naquele frame da simulacao.

As simulagoes por DM de xilanos adsorvidos a celulose foram realizadas utili-
zando um protocolo bastante semelhante ao utilizado para laminarinases, com
algumas diferencas, elencadas a seguir. As simulagoes envolvendo xilanos foram
realizadas apenas a 25°C, mas para cada sistema foram produzidas duas simu-
lacoes independentes de 50 ns cada. Para poupar esforcos computacionais, cada
sistema contém duas cadeias de xilano, adsorvidos em faces opostas da celulose
[3. H& cerca de 13000 moléculas de dgua em cada sistema. Os sistemas exigiram
até 4000 iteragoes do método de minimizacao de energia por gradiente conjugado.
Para cada sistema simulado, uma distribuicao de velocidades consistente com uma
temperatura de 30 K foi atribuida. Em seguida, os sistemas foram aquecidos até
298 K a uma taxa de 10 K a cada 4 ps. A seguir, foi realizada a equilibragao
em ensemble NPT, com os atomos das cadeias de xilano inicialmente fixos (exceto
substituintes, onde houver) durante 1 ns, seguido de 1 ns com todos os atomos
do sistema livres para se mover. Em seguida, foi calculado o volume médio do
sistema durante o ultimo nanosegundo da equilibragao e a etapa de producao foi
entao realizada em ensemble NVT.

Para caracterizar as interagoes entre celulose e xilano, foi realizada uma con-
tagem detalhada das ligacoes de hidrogénio estabelecidas entre estes dois com-
ponentes. Os critérios geométricos utilizados para definir ligacdes de hidrogénio

nestes sistemas sao apresentados na Figura 2.1. Este critério ¢ um pouco mais

O& —\/:Ol < 60°
(o]
d<35A \O

Figura 2.1: Critérios geométricos utilizados para contabilizar ligagoes de hidrogénio
nas simulagoes por DM de xilanos adsorvidos a celulose. O dngulo « deve ser igual ou
menor que 60° e a distdncia d deve ser menor ou igual a 3.5A.

flexivel em relagdo ao que é geralmente utilizado, mas ja foi aplicado a estudos,
incluindo simulacdes por DM, de ligacoes de hidrogénio em celulose. ™.

As analises das simulagoes produzidas foram realizadas utilizando programas
publicamente disponiveis, como o VMD?®’ e também programas e scripts ad-hoc,
internos ao nosso laboratorio, produzidos pelo autor desta tese ou por seus colegas.

Todas as andlises de trajetoria foram realizadas utilizando todas as simulagoes
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independentes produzidas para cada sistema.

2.1.1 Campos de forgca para simulacoes de glicanos

Ao realizar extensivas simulacoes de cristalitos de celulose 15, com até 800
ns de duragao, comparando trés diferentes campos de forca para carboidratos
(CHARMM 35, Glycam 06 e Gromos 45a4) Matthews et al.’® observaram que:

o Cada um dos campos de forca testados diverge da estrutura cristalografica

experimental em diferentes graus, sob as condigoes testadas;

e Ap6s longo tempo de simulagdo, os campos CHARMM 35 e Glycam 06
resultam em estruturas similares aquelas obtidas a 500 K com os mesmos
campos de forca, e que sdo consistentes com o comportamento experimental

da celulose I a altas temperaturas;

e O campo de forca Gromos 45a4 produz um comportamento significativa-
mente diferente em relacao ao experimental, aos outros dois campos de
forca e a outras simulagOes mais curtas, reportadas anteriormente, com o
mesmo campo de forca e utilizando restricoes das cadeias de celulose me-

diante condigoes periddicas de contorno;

o Para o campo de forca Glycam 06, a conformacao inicial escolhida para a
rede de ligagoes de hidrogénio, e a escolha dos scaling factors para o célculo
de interacoes eletrostaticas, afetam significativamente o taxa de divergéncia

estrutural.

[.°!, consid-

Portanto, diante dos resultados apresentados por Matthews et a
eramos que atualmente o campo de forca CHARMM seja o mais adequado para

simulagoes por DM dos sistemas investigados nesta tese.

2.2 Cellulose-builder

Como foi visto na Secao 1.4, na segunda parte deste trabalho de tese foi de-
senvolvido um programa, denominado cellulose-builder, para automatizar a cons-
trucao de arquivos em formato PDB contendo coordenadas Cartesianas para os
atomos de cristalitos de celulose. Nesta secao sera apresentada uma breve descri-

¢ao do procedimento adotado pelo programa cellulose-builder para produzir tais
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arquivos em formato PDB, que sao indispenséaveis para a realizacao de simulagoes
por DM.

Para assegurar que o programa construa arquivos PDB representando crista-
litos de celulose de acordo com as determinagoes experimentais mais recentes e
acuradas da estrutura cristalografica da celulose cristalina, foram utilizados os

46749 para as unidades assimétricas dos alo-

dados publicados por Nishiyama et al.
morfos la, I3, IT e I1I; da celulose cristalina.

A unidade assimétrica de um cristal é a menor unidade na qual um sélido
cristalino pode ser dividido utilizando as operagoes de simetria do grupo espacial

ao qual pertence a estrutura do cristal estudado. 8!8

. Em geral é a unidade as-
simétrica que é resolvida por cristalografos ao analisar a estrutura de substancias
cristalinas mediante experimentos de difragao. Nishiyama et al. determinaram
experimentalmente a unidade assimétrica dos alomorfos I, I3, II e I1I; da celu-
lose cristalina mediante experimentos de difragdo de raios-X de fonte sincrotron,
e também mediante experimentos de difracdo de neutrons em cristais de celulose
deuterada.* 4 Os experimentos realizados por estes pesquisadores permitiram
a localizagao das posicoes atémicas dentro dos cristais com alta resolucao, per-
mitindo inclusive a determinagao das posi¢oes dos atomos de hidrogénio, exceto
para a celulose II (para a qual estes autores realizaram apenas experimentos de

48 A determinacdo das posicoes atomicas de dtomos leves,

difragao de raios-X).
como o hidrogénio, é bastante dificil de obter mediante experimentos de difragao
de raios-X, e para a maioria das estruturas cristalograficas de proteinas determi-
nadas desta forma e depositadas no Protein Data Bank (PDB) nao ha dados sobre
as posicoes dos atomos de hidrogénio. A falta destes dados no caso de proteinas
nao ¢ grave pois, antes de realizar simulagoes por DM destas proteinas, pode-se
estimar as posi¢oes dos hidrogénios faltantes utilizando as outras coordenadas in-
ternas disponiveis. No caso da celulose cristalina, entretanto, apenas estimar as
posigoes dos atomos de hidrogénio no cristal nao é suficiente. A determinacgao
experimental das posi¢coes atomicas dos hidrogénios é muito importante, pois a
correta disposicao da rede de ligagoes de hidrogénio na celulose cristalina é deter-
minante para a sua estrutura e propriedades. A determinacdo experimental das
posicoes atomicas dos atomos de hidrogénio em cristais de celulose, em alta res-
olucao, foi possivel a partir dos experimentos de difragdo de neutrons por celulose
deuterada realizados por estes autores. Com isso, o programa cellulose-builder nao
precisa estimar posicoes para os hidrogénios, e as calcula diretamente a partir das

coordenadas fracionarias relatadas por Nishiyama et al., de forma idéntica ao que
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é feito por este programa para os atomos mais pesados. Os atomos de hidrogénio
para os quais estes autores relataram mais de uma posi¢ao possivel no cristal sao
colocados pelo programa cellulose-builder em sua posicao de maior ocupagao.

As posigoes dos atomos que constituem as unidades assimétricas de cristais re-
solvidas por cristalografos sao geralmente reportadas em coordenadas fracionarias.
Para o caso de cristais, este sistema de coordenadas apresenta diversas vantagens
em relagdo ao sistema de coordenadas Cartesianas, e uma dessas vantagens é a
maior facilidade para aplicar matematicamente operagoes de simetria de grupo
espacial em sistemas descritos no sistema de coordenadas fracionérias.®! 84, Neste
sistema de coordenadas, os vetores de base para o espaco tridimensional R? sdo
as proprias arestas da cela unitaria do cristal. Este conjunto de base, portanto,
nao é ortonormal para a maioria dos reticulos de Bravais. A posicao de um dtomo
dentro da cela unitaria é descrita por trés coordenadas (x,y, z), denominadas fra-
cionarias porque cada coordenada corresponde a uma fragdo do comprimento da
cela unitaria em uma das trés diregoes: um atomo cujas coordenadas fracionarias
sejam (0.5, 0.5, 0.5), por exemplo, esta localizado exatamente no centro da cela
unitaria, pois estas coordenadas especificam que a posi¢ao do atomo ¢é atingida per-
correndo, a partir da origem do sistema de coordenadas, metade do comprimento
de cada aresta ao longo de suas respectivas dire¢oes. Por outro lado, um atomo
cujas coordenadas fracionérias sejam (0.5, 0, 0) estd localizado sobre uma aresta
da cela unitaria, exatamente na metade desta aresta; um atomo com coordenadas
fraciondrias (0.4, 0.4, 0) estd localizado sobre uma das faces da cela unitéria, e um
atomo cujas coordenadas fraciondrias sejam (1, 1, 1) estd localizado no vértice da
cela unitaria mais distante da origem do sistema de coordenadas.

Dado que em trabalhos de cristalografia é comum reportar apenas a unidade
assimétrica do cristal cuja estrutura foi determinada, o programa cellulose-builder
precisa calcular as posi¢oes simetricamente equivalentes dos outros atomos da cela
unitaria: a unidade assimétrica em geral abrange apenas alguns atomos da cela
unitaria do cristal, cujas posicoes sao relacionadas aos outros atomos dentro da
mesma cela unitaria por operagoes de simetria. Portanto, o programa precisa
aplicar operacoes de simetria as coordenadas fracionarias dos dtomos na unidade
assimétrica para calcular as coordenadas fracionarias dos demais &tomos que com-
poem a cela unitaria. Somente apds conhecer as coordenadas fracionarias de to-
dos os atomos na cela unitaria é possivel replica-la para construir um cristal de
tamanho arbitrario. Portanto, a primeira etapa executada pelo cellulose-builder

é a aplicacao de operacgoes de simetria as coordenadas fracionarias determinadas
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experimentalmente. Os alomorfos da celulose 13, II e I11; possuem reticulos mon-
oclinicos e suas estruturas cristalograficas pertencem ao grupo espacial P2;, en-
quanto o alomorfo Ia possui reticulo triclinico e suas estrutura cristalografica
pertence ao grupo espacial P1. No alomorfo lo, a unidade assimétrica coincide
com a cela unitaria e nao é necessaria a aplicacao de operacoes de simetria. Para
os alomorfos cuja estrutura pertence ao grupo espacial P2, entretanto, a aplicagao
de um eixo helicoidal 2; as coordenadas fraciondrias dos atomos da unidade as-
simétrica origina as coordenadas fracionarias dos demais atomos na cela unitaria.
Esta etapa ¢ ilustrada na Figura 2.2. Trabalhando em coordenadas fracionarias,

a aplicacao do eixo helicoidal 2; simplifica-se as equagoes 2.1:

r = -
y = —y
2= z+1/2 (2.1)

nas quais (z,y, z) sdo as coordenadas fracionérias de um dado dtomo presente na
unidade assimétrica, e (2,1, 2’) s@o as coordenadas fraciondrias simetricamente
equivalentes de um outro dtomo (do mesmo elemento quimico) na cela unitéria de
um cristal cuja estrutura pertence ao grupo espacial P2;. O eixo helicoidal 2, cor-
responde a uma rotacao de 180° em torno do eixo cristalografico z seguida de uma
translacao, ao longo do mesmo eixo, cuja magnitude é metade do comprimento
da cela unitaria na direcao z. * O eixo cristalografico z é paralelo as cadeias de
celulose no cristal, e é denominado eizo principal.

De posse das coordenadas fracionarias de todos os atomos que compoem a cela
unitaria, o programa pode partir para a replicacao da cela unitaria, como ilustrado
na Figura 2.3, aproveitando a facilidade de realizar esta replicacao no sistema de
coordenadas fracionarias: para replicar a cela unitaria uma vez na direcdo =,
basta adicionar 1 a coordenada fracionaria x de todos os a&tomos na cela unitaria,
de maneira que se na cela unitaria original as coordenadas fracionarias sao da
forma (z,y, z), na réplica as coordenadas fraciondria terdo a forma (z + 1,y, z).
Analogamente, adicionando 2 a coordenada fracionaria x de todos os atomos na

cela unitaria original, obtém-se uma segunda réplica na direcao x na qual as coor-

*As celas unitarias em cristais sdo descritas pelos seus pardmetros de cela, que especificam o
comprimento de suas arestas (a, b, c) e os dngulos entre elas («, 3,7). Metade do comprimento
da cela unitdria na direcio z corresponde a ¢/2, mas no sistema de coordenadas fraciondrias
o comprimento ¢ é o comprimento unitario na direcdo z, pela definicdo dos vetores de base, e
portanto, nesse sistema de coordenadas, na direcao z vale a igualdade ¢ = 1.

47



CAPITULO 2. METODOLOGIA

A0

Operacoes de simetria
do grupo espacial P2,

L

Figura 2.2: Representagao da primeira etapa executada pelo programa cellulose-
builder, que consiste na aplicacdo de uma operacdo de simetria as coordenadas fra-
cionarias dos atomos da unidade assimétrica para gerar as coordenadas fracionarias dos
atomos simetricamente equivalentes na cela unitaria. O alomorfo I3 da celulose foi
empregado nesta figura para exemplificar a aplicagdo de um eixo helicoidal 2; as co-
ordenadas fraciondrias dos atomos que compoéem a unidade assimétrica da celulose 1.
A esquerda sdo representados os anéis de anidroglucopiranose que compdem a unidade
assimétrica, denominados origin (em azul) e center (em vermelho). O anel origin esta
localizado proximo a origem da cela unitaria, enquanto o anel center estd no centro
da cela unitaria, dai suas denominacoes. As arestas da cela unitaria sdo representadas
como linhas pretas e sdo denominadas a, b e ¢. As arestas a, b e ¢ sdo os vetores de base
do sistema de coordenadas fracionarias, e definem as dire¢bes cristalograficas x, y e z.
As sombras que aparecem a esquerda representam as posicoes simetricamente equiva-
lentes na cela unitaria: a aplicacdo do eixo helicoidal 21 as coordenadas fracionarias dos
atomos da unidade assimétrica origina um novo conjunto de coordenadas (a direita),
ditas simetricamente equivalentes, que correspondem as coordenadas dos outros atomos
que compoem a cela unitaria. As imagens mostradas acima e abaixo sdo equivalentes,
apenas representadas a partir de diferentes pontos de vista.

denadas fraciondrias terdo a forma (x + 2,y, z), e assim por diante. Obviamente,
o mesmo vale para as coordenadas y e z. De maneira geral, portanto, se & for
uma das trés coordenadas (x,y,z) basta adicionar um nimero inteiro n a co-
ordenada fracionaria ¢ de todos os atomos na cela unitaria original para gerar

uma réplica da cela unitaria deslocada n vezes na direcao &. Logo, para uma ré-

48



2.2. CELLULOSE-BUILDER

plica qualquer da cela unitaria original as coordenadas fracionarias terao a forma
(x 4+ 1,y +m,z+n), onde [, m, n sdo numeros inteiros. Portanto, a replica¢ao
da cela unitaria original para gerar um cristal de tamanho arbitrario é facilmente
executada pelo programa no sistema de coordenadas fracionarias, utilizando trés

lacos de repeticao aninhados.

Replicacao em
coordenadas fracionarias

Figura 2.3: Representacao da etapa de replicacao executada pelo programa cellulose-
builder apds ter construido a cela unitaria a partir de sua unidade assimétrica, como foi
exemplificado na Figura 2.2. A utilizagdo de coordenadas fracionarias facilita enorme-
mente a implementacao computacional de ambas as etapas. Apds a replicacao, os anéis
de anidroglucopiranose origin da cela unitaria, em azul, compdem cadeias de celulose
origin no cristal de celulose I3, e os anéis center, em vermelho, formam cadeias de
celulose center neste alomorfo. Os sentido de crescimento das cadeias de celulose é
perpendicular ao plano da pagina, paralelo a direcao cristalogréfica z.

Apo6s ter replicado a cela unitaria original um niimero arbitrario de vezes, o
cellulose-builder tera produzido coordenadas fracionarias para todos os atomos de
um cristalito de celulose. Resta agora transformar as coordenadas fracionarias
de cada atomo deste cristalito em suas correspondentes coordenadas Cartesianas,
mediante a aplicagao do operador Jacobiano apropriado para esta transformagao
de coordenadas. Sejam z, y e z as coordenadas fracionarias de um atomo qualquer,

e X, Y e Z as suas coordenadas Cartesianas. A relacao entre estes dois conjuntos
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de coordenadas ¢ dada, de maneira completamente geral, por:

X = ax+bycosy+czcosf

v — bysiny_kcz(cosa—cosﬁ~cosv)

sin y
B 2V
~ absiny
V = (1-cos’a—cos’f —cos’y +2cosa-cosf3-cosy)abe  (2.2)

onde os parametros de cela a, b e ¢ denotam o comprimento das arestas da cela
unitaria e «, § e v denotam os angulos entre as arestas da cela unitaria. As
equagoes 2.2 foram implementadas para o alomorfo I, cuja estrutura cristalogra-
fica pertence ao grupo espacial P1. Para os outros trés alomorfos, cuja estrutura
cristalografica pertence ao grupo espacial P2y, os angulos « e [ sdo angulos retos,

e as equagoes 2.2 podem ser simplificadas para:

= ax + bycosy
by sin y

= Cz

= N <o
Il

= abcsiny (2.3)

portanto as equagoes 2.3 foram implementadas para os alomorfos 15, II e II1;.
Apos ter aplicado as transformacoes no sistema de coordenadas e ter calcu-
lado as coordenadas Cartesianas para todos os atomos do cristalito, o programa
faz varias outras operagoes necessarias para colocar os atomos em uma 6rdem bas-
tante especifica, que sera discutida no Capitulo 4, e escrever todo o resultado em
formato PDB. Além das coordenadas Cartesianos dos atomos do cristalito em for-
mato PDB, um arquivo de conectividade no formato PSF também é produzido, no
qual constam as listas de ligacoes quimicas, angulos e diedros presentes no sistema.
A Figura 2.4 apresenta um resumo esquematico da linha de execucao do programa
cellulose-builder. Para realizar todas as operagoes necessarias para produzir estes
dois arquivos (PDB e PSF), o cellulose-builder utiliza uma série de ferramentas,
entre elas Octave, sed, grep, Perl, VMD® e psfgen®®. Antes de partir para a
sua linha de execugao principal, o cellulose-builder testa pela presenca destas fer-
ramentas no sistema operacional e avisa ao usuario se alguma delas precisa ser
instalada. A maioria destas ferramentas aceita arquivos contendo um conjunto

de instrugoes, que podem ser passados como argumento na linha de comando
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2.2. CELLULOSE-BUILDER

Application of Unit cell
Asymmetric unit | 21 Space group replication.
. . symmetr , i -
in fractional oéerationi Single Eoor(ilrlnatei Crystal in
coordinates from > |unit cell ransformations_ [cartesian
d|ffra(;t|on in fractional coordinates
experiments coordinates (XYZ format)
Major file
editing.
Crystal's topology |Crystal in PDB format
connectivity file| <<—— |(initial configuration
PDB file)

Figura 2.4: Fluxograma que representa simplificadamente o fluxo de trabalho do pro-
grama cellulose-builder. Dadas as coordenadas fracionarias e grupos espaciais determi-
nados experimentalmente®6 49 (P2; para celulose 13, II e IIl;), o programa determina
as posicOes simetricamente equivalentes para todos os dtomos na cela unitaria, e entao
replica a cela unitaria de acordo com os requisitos fornecidos pelo usuario, explorando a
conveniéncia de trabalhar em coordenadas fracionarias para realizar a replicacdo. Apds
a replicacao, as coordenadas fracionarias sao transformadas em coordenadas Cartesianas
usando os parametros de cela experimentais, o que resulta em um arquivo em formato
XYZ. Varias etapas de edi¢ao de arquivos sao entao realizadas, até chegar a um arquivo
PDB adequado para programas de simulagdo por DM. O programa também produz
um script com instrucdes para a ferramenta psfgen e o executa, produzindo um ar-
quivo em formato PSF que contém informacoes sobre a conectividade no cristalito de
celulose, representado pelo arquivo PDB. Figura extraida de Thiago C. F. Gomes and
Munir S. Skaf3, Cellulose-Builder: A toolkit for building crystalline structures of cel-
lulose. Journal of Computational Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012, reproduzida com
permissao de John Wiley & Sons (copyright 2012).

ou redirecionados para a entrada padrao (stdin)% 87

, portanto o cellulose-builder
interage com estas ferramentas produzindo scripts secundarios ad-hoc, contendo
instrugoes escritas na sintaxe apropriada para cada ferramenta. Logo, enquanto
cada ferramenta realiza parte do trabalho total, o cellulose-builder encomenda
que estas tarefas sejam feitas de uma maneira especifica, coleta os resultados, ma-
nipula arquivos e variaveis, e entao encomenda as préoximas tarefas. Cada uma
destas ferramentas foi escolhida pela sua conveniencia e facilidade de codificagao
do algoritmo encomendado: o Octave tem uma sintaxe muito apropriada para a
manipulacao de dados em vetores e matrizes, o Perl permite facilmente a manip-

ulacao de expressoes regulares®®®?

complicadas e torna facil a manipulagao dos
arquivos em formato PDB, o VMD convenientemente reconhece cadeias individu-
ais de celulose, e o psfgen, se for alimentado com um arquivo PDB bem organizado,

permite a geracao automatica do arquivo de conectividade em formato PSF. To-
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

das as ferramentas nas quais o cellulose-builder se baseia sao ja bem estabelecidas
e gratuitamente disponiveis.

O cellulose-builder foi escrito em linguagem de programacao Bash, interpre-
tada nativamente por computadores com sistema operacional GNU /Linux (sis-
tema operacional de computadores amplamente utilizado nos meios cientificos) e
portanto o programa nao precisa ser compilado. O cédigo do programa é repleto
de testes e dispositivos logicos projetados para que o programa siga estritamente
uma linha de execucao valida ou aborte sua execucao informando ao usuério os
erros encontrados em cada caso especifico. Os usudarios sao orientados a reportar
os eventuais erros ao autor para permitir o refinamento do cédigo. Antes da pub-
licacao do cédigo, diversos testes foram realizados para garantir que toda a logica
interna do programa esteja correta e que eventuais erros (do usudrio ou de seu
sistema, ocasionais ou intencionais) nao levem o programa a entregar resultados
enganosos ou que possam incorrer em erros nas etapas de trabalho posteriores que
utilizem informacdes geradas a partir do programa. O programa cellulose-builder
esta aberta e gratuitamente disponivel sob a licensa GNU General Public Licence,
version 3. As funcionalidades do cellulose-builder serao discutidas no Capitulo 4.
Nos trés capitulos a seguir serao apresentados e discutidos os resultados das trés

partes que compoem este trabalho de tese.
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Capitulo 3

Termoestabilidade em

laminarinases

Neste capitulo serao apresentados e discutidos os resultados referentes a primeira
parte deste trabalho de tese, que consiste no estudo, mediante simulagoes por DM,
de trés enzimas da familia 16 das glicosideo hidrolases, genericamente denomina-
das laminarinases. Os resultados desta parte do trabalho foram publicados? em
2011, em um artigo em co-autoria com outros alunos do nosso grupo de pesquisas
e pesquisadores externos a Unicamp. As trés enzimas estudadas neste trabalho

sao:

« uma laminarinase de Rhodothermus marinus (GH da familia 16, EC 3.2.1.6,
codigo PDB 3ILN), hipertermofilica, com atividade 6tima a 88 °C, cuja sigla

adotada neste texto ¢ RmLam,

o uma laminarinase de Nocardiopsis sp. cepa F96 (GH da familia 16, EC
3.2.1.39, cédigo PDB 2HYK), termofilica, com atividade 6tima a 77 °C,

cuja sigla ¢ aNLam,

« uma laminarinase de Phanerochaete chrysosporium (GH da familia 16, EC
3.2.1.6, c6digo PDB 2CL2), mesofilica, com atividade 6tima abaixo de 50 °C),
sigla PcLam.

As trés enzimas estudadas tém atividade catalitica maxima em temperaturas bas-
tante diferentes entre elas, e acima da temperatura de desnaturacao de muitas
proteinas. Apesar das seqiiéncias primarias destas trés enzimas nao serem muito

similares, como ilustra a Figura 3.1, a estrutura terciaria nestas trés enzimas é
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RmlamR 7 - -RLPHWELVWSDEFD- - YNGLPDPAKWDYDVGGHGWGNQELQYYTRARI
aMLam 1 TESDMRATLVWSDEFDGPAGSAPDPANWNHETGDHGWGNNELONYTDSRA
PclLam 1 ------ ATYHLEDNW- - -VGSAFLSTFTHEATADPTHGRVNYVDQATALA

RmlamR 53 ENARVGGGVLIIEARRESYEGREYTSARLVTRGKASWTYGRFEIRARL - -
ahlLam 51 MNSALDGNGNLVITARQEADGG- -YTSARLTTONKVOPOYGRVEASIQI - -
PclLam 42 KNLTYASGDTLILRADHTTTLSPSGPGRNSVRIRSIKTYTTHVAVFDVRH

RmlamR 181 -PSGRGTWPAIWMLPDROTYGSAYWPDNGEIDIMEHVGFNPDVVHGTVHT
alLam 97 -PRGOGIWPAFWML - -GADFPNTPWPDSGEIDIMENIGREPHLVHGSLHG

PcLam 92 MPOQGCGTWPAAW------ ETDEGDWPNGGEVDIIEGVNDOSPNAMTLHTG
RmlamR 150 KAYNHLLGTQRGG----------------- SIRVPTA- - -RTDFHVYAIE
aMLam 144 PGY--FGGEPLTG===sccccemcmmannas SYMHPOGWSFADTFHTFAVD
PcLam 136 ANCAMPASRTMTGHATMNNNCDYNTDGNTGCGVOAPTANSYGPSFNANGGG
BRmlamR 180 WTPEEIR------ WFVDDSLYYRFPNERLTNPEADWRHWPFDQPFH- - - -
aNLam 175 WRPGSIT------ WSVDGVAYQTY - - - -- TSADTRGMNPWYFDQPFF- - - -
PcLam 186 WYAMERTHNSFIKVWFFPRNAGNYVPNDIASGPATINTDNWGTPTAFFPNTN
RmlamR 220 ----------- LIMNIAVGGTWGGQOGVDPEAFPAQLVVDYVRVYRWVE-
aNLam 218 ------ma--- MILNVAVGGDWPGYPDGSTO- FPOEMRVDYVRVYELG- -
PcLam 236 CDIGSHFDANNIIINLTFCGDWAGQASIFNGAGCPGSCVDYVNNNPSAFA
RmlamR  -------------

aNLam = sssecccnaaa--

PcLam 286 NAYWDIASVRVY(Q

Figura 3.1: Alinhamento, baseado em estrutura terciaria, das seqiiéncias primarias
das enzimas RmLam, aNLam e PcLam. Em negrito: a triade catalitica (Glu, Asp, Glu)
é conservada. A identidade entre as seqiiéncias primarias de RmLam e aNLam, e entre
RmLam e PcLam é de 44% e de 13%, respectivamente. Figura extraida de Bleicher et
al.2, Molecular basis of the thermostability and thermophilicity of laminarinases: X-
ray structure of the hyperthermostable laminarinase from Rhodothermus marinus and
molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chemistry B, 115(24):7940-7949,
2011, reproduzida com permissao da American Chemical Society (copyright 2011).

bastante semelhante, e os residuos cataliticos, situados na fita-f nimero 8 (de-
nominada S8, do inglés strand, para fita), sao preservados nas trés enzimas. A
estrutura terciaria das enzimas GH da familia 16 é denominada [-jelly roll, ou
rocambole-(3, na qual as fitas-3 presentes sdo dispostas de maneira a formar duas
folhas- que sao quase paralelas mas que, ao invés de estarem contidas em planos
paralelos, formam superficies curvas com secao transversal semelhante a uma letra
C. A Figura 3.2 ilustra que, nas trés enzimas estudadas, o padrao de enovelomento
formado pelas fitas-3 é essencialmente idéntico. As algas, que sdo segmentos sem
estrutura secundaria, sdo bastante semelhantes entre RmLam e aNLam, mas sub-
stancialmente diferentes na PcLam, que contém varias a-hélices em regides per-
iféricas. A PcLam é a enzima mesofilica da familia 16 cuja estrutura terciaria

é mais préxima da RmLam, embora seja necessario cautela ao comparar o com-
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portamento destas duas proteinas, devido a baixa identidade entre as seqiiéncias
priméarias. Nestas trés enzimas, o padrao de enovelomento formado pelas fitas-f3

é altamente conservado, nao por por acaso, uma vez que as diversas fitas-/ for-

e RmLamR
e aNLam
PcLam

10

| . l Front
55'5 \,é;i )

58

Figura 3.2: Alinhamento das estruturas tercidrias da RmLam (azul), aNLam (ver-
melho) e PcLam (verde). As fitas-f, numeradas de S1 a S15, sdo as porcoes de maior
sobreposicdo nestas trés estruturas. Figura extraida de Bleicher et al.?2, Molecular ba-
sis of the thermostability and thermophilicity of laminarinases: X-ray structure of the
hyperthermostable laminarinase from Rhodothermus marinus and molecular dynamics
simulations. Journal of Physical Chemistry B, 115(24):7940-7949, 2011, reproduzida
com permissdo da American Chemical Society (copyright 2011).

mam duas folhas-5 que delimitam as duas regides mais importantes de cada uma
destas enzimas: a fenda catalitica e o nicleo hidrofébico. Estas duas regioes sao
evidenciadas na Figura 3.3. Nas trés enzimas, os residuos cataliticos situam-se
na fita-3 S8, e sao voltados para a fenda catalitica, e as trés exibem um ntcleo
hidrofébico, situado na regiao entre as duas folhas-3, no qual apenas cadeias lat-
erais de residuos hidrofébicos estao presentes.

Ao comparar o nimero de pontes salinas presentes na estrutura de diversas en-
zimas GH da familia 16, depositadas no Protein Data Bank, a RmLam destaca-se
pelo alto nimero destas pontes salinas presentes em suas estrutura se comparada
a outras enzimas da mesma familia, como mostra a Tabela 3.1. Os dados nesta

tabela foram obtidos através das estruturas estaticas, sem a realizacao de simula-
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Fenda
catalitica

Figura 3.3: As duas regides mais importantes na estrutura das laminarinases sao a
fenda catalitica e o nicleo hidrofébico. O nicleo hidrofébico compreende uma extensa
regiao entre as duas folhas-(3, na qual estdo presentes apenas cadeias laterais de residuos
hidrofébicos.

¢oes por DM. Na Tabela 3.2, por outro lado, sao reportados dados calculados a
partir de simulagoes por DM das enzimas RmLam, aNLam e PcLam.

Foram realizadas simulacoes a 25°C e a 90°C, para investigar a estabilidade e
a mobilidade destas estruturas. Desvios em relagao as correspondentes estruturas
cristalogréaficas, mensurados pelos desvios médios quadraticos (RMSD) dos dtomos
da cadeia principal (backbone) da proteina, sio proximos a 1A para todas as
enzimas em todas as temperaturas. Para as enzimas RmLAm e aNLam, o aumento
do RMSD a 90°C é relativamente menor do que o aumento observado no RMSD da
PcLam, a 90°C. Experimentalmente, as enzimas RmLAm e aNLam preservam (ou
até aumentam) a sua atividade enzimatica a temperaturas elevadas e, portanto,
a sua estrutura também deve ser preservadas a estas temperaturas.

Analisando o comportamento das cadeias laterais das trés enzimas durantes as
simulagoes por DM, as diferencas em estabilidade entre estas trés enzimas tornam-
se ainda mais notaveis: o nimero médio de ligacoes de hidrogénio entre cadeias
laterais de residuos decresce de 77 a 25°C para 65 a 90°C na RmLam, de 59 para
53 na aNLam, e de 77 para 62 na PcLam (uma grande proporgao das ligagoes de
hidrogénio na PcLam encontra-se em regiodes periféricas). Ao mesmo tempo, as
pontes salinas em todas as estruturas permanecem praticamente intactas quando

a temperatura se eleva de 25°C para 90°C. Além disso, o nimero médio de con-
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Tabela 3.1: Namero de pontes salinas na RmLam e em outras estruturas de enzimas
GH da familia 16 depositadas no Protein Data Bank. Tabela extraida de Bleicher et
al.?2, Molecular basis of the thermostability and thermophilicity of laminarinases: X-
ray structure of the hyperthermostable laminarinase from Rhodothermus marinus and
molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chemistry B, 115(24):7940-7949,
2011, reproduzida com permissdo da American Chemical Society (copyright 2011).

Estrutura (organismo) numero de pontes salinas
3ILN (R. marinus) 18
2HYK (Nocardiopsis sp.) 7
1DYP (P. carrageenovora) 11
1GBG (B. licheniformis) 5
IMVE (F. succinogenes) 8
1UOA (B. macerans) 5
1UN1 (P. tremula) 11
104Y (Z. galactanivorans) 11
2CL2 (P. chrysosporium) 11

tatos hidrofébicos é aproximadamente 10% maior na RmLam do que nas outras
duas enzimas. Em todas as trés enzimas, o niicleo hidrofébico é formado por con-
tatos entre residuos localizados nas duas folhas-/3 opostas, entretanto, na RmLam
o nucleo hidrofébico é melhor empacotado e possui mais contatos hidrofébicos.
Em suma, estes resultados revelam que, em comparacao com seus homoélogos es-
truturais, a enzima hipertermofilica RmLam exibe um nimero substancialmente
maior de pontes salinas, e um maior niimero de liga¢oes de hidrogénio intraprotéi-
cas e de contatos hidrofobicos, fatores que possivelmente contribuem para a sua
termoestabilidade. Em termos das propriedades analisadas na Tabela 3.2, as en-
zimas aNLam e PcLam parecem bastante similares, entretanto, considerando que
a PcLam é significativamente maior do que suas homélogas (RmLamR, aNLam, e
PcLam tém 251, 245, e 298 residuos, respectivamente), os contetido de ligagoes de
hidrogénio, pontes salinas e contatos hidrofébicos por residuo é menor na PcLam.

Como o padrao de enovelamento formado pelas fitas-£ nas trés enzimas, que
delimita as regides do nicleo hidrofébico e da fenda catalitica, é altamente con-
servado, é razoavel supor que a estabilidade deste padrao de enovelamento seja
determinante para a atividade catalitica de uma laminarinase a altas temperatu-
ras. E muito interessante notar que as fitas-8 nestas enzimas contém a maioria
dos residuos envolvidos em pontes (ou clusters) salinos, e que a distribuigao das
pontes salinas nestas enzimas forma “cintas” ou “vigas” de amarragao que conec-

tam fitas-3 adjacentes dentro de uma mesma folha-8. Este comportamento é
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Tabela 3.2: Dados computados a partir das simula¢ées por DM das trés laminarinases
homélogas, RmLam, aNLam, and PcLam a 25°C e 90°C. Tabela extraida de Bleicher
et al.?, Molecular basis of the thermostability and thermophilicity of laminarinases: X-
ray structure of the hyperthermostable laminarinase from Rhodothermus marinus and
molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chemistry B, 115(24):7940-7949,
2011, reproduzida com permissdo da American Chemical Society (copyright 2011).

RmLam aNLam PcLam

25 °C 90 °C 25 °C 90 °C 25 °C 90 °C
RMSD (A-ps~) 0.82 0.94 0.92 1.04 0.72 0.94
Estrutura secundéria 49.0% 48.8% 45.6% 44.2% 50.5% 49.8%
Ligacgoes de Hidrogénio TTE£7 657 5946 5H3+6 TTE8 62+6
Ligagoes de H por residuo 0.31 0.26 0.24 0.22 0.26 0.21
Pontes salinas 24 + 3 24 £+ 2 9+1 10 £+ 2 11+£1 11+£1
Contatos hidrofébicos 166 £2 165+3 150+2 151 +3 153 +3 152+ 4

particularmente acentuado no RmLam: os mapas de conectividade das pontes
salinas, considerando apenas aquelas que persistem pelo menos 50% do tempo de
simula¢do, mostram que nas trés enzimas ha varias pontes salinas “simples” (ou
seja, clusters salinos com tamanho N=1), bem como clusters salinos envolvendo
mais de dois residuos adjacentes eletricamente carregados. Entretanto, apenas a
RmLam apresenta grandes clusters salinos formados por cinco ou mais residuos.
Estes clusters salinos interconectam diversas fitas-3 e conferem uma estabilizacao
ulterior a estrutura da RmLam.

Uma inspecao mais detalhada da topologia das pontes salinas revela que es-
tas laminarinases diferem em outro aspecto importante: as pontes salinas nas
enzimas termofilicas (RmLam e aNLam) conectam fitas-8 apenas dentro de uma
mesma folha-(3, ao contrario da PcLam que também apresenta pontes salinas entre
a folha-f interna e a folha-f externa, mediadas por dois clusters salinos (marca-
dos em vermelho na Figura 3.4): o residuo Glul04 na fita-/3 S7 estabelece pontes
salinas com a His83 na fita S6 e com a Argl91 na fita S11, e o residuo Lys78 na
fita-5 S8 forma pontes salinas com o Asp6 e o Glu7 na fita S1. Esta caracteris-
tica revela que na PcLam ha interacoes eletrostaticas entre as folha-3 interna e
a folha-f externa, enquanto nas enzimas mais termoestaveis RmLam e aNLam
o nucleo hidrofébico é mantido apenas por contatos hidrofébicos. A presenca de
pontes salinas “contaminando” o nucleo hidrofébico da PcLam tem efeito direto

em sua termoestabilidade: as Figuras 3.6 e 3.7 mostram que a RmLam e a aNLam
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RmLamR aNLam PcLam

N=1 N=2 N=1 N=1
[ D17(51) - K29 | RBO(S5) - 933{52)| | R198 - E150 | [ Des(ss) - R203 |
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Figura 3.4: Caracteristicas topoldgicas das pontes salinas na laminarinases estudadas. Cada
linha pontilhada representa uma ponte salina que permanece por pelo menos 50% do tempo de
simulacdo. Em paréntesis estdao rétulos para as folhas-3 (S de sheet, em inglés). Os residuos de
cada proteina envolvidos em pontes salinas sdo representados por uma letra maitscula seguido de
seu nimero na seqiiéncia primaria da proteina, segundo as abreviagoes padrao para aminoacidos.
Na enzima RmLam, ha clusters salinos contendo até N = 6 pontes salinas interconectadas. Estas
pontes salinas estabilizam fortemente a estrutura da RmLam. Na enzima PcLam, entretanto,
hé pontes salinas “contra-producentes” (marcadas em vermelho) entre as duas folhas-8, que
facilitam a entrada de moléculas de 4gua no nicleo hidrofébico da proteina a altas temperaturas
(vide Figura 3.6). Figura extraida de Bleicher et al.?, Molecular basis of the thermostability and
thermophilicity of laminarinases: X-ray structure of the hyperthermostable laminarinase from
Rhodothermus marinus and molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chemistry B,
115(24):7940-7949, 2011, reproduzida com permissdo da American Chemical Society (copyright
2011).

coordenam, respectivamente, uma e duas moléculas de 4gua * em ambas as tem-
peraturas simuladas, enquanto na PcLam h& um aumento significativo no nimero
de aguas capazes de penetrar o nicleo hidrofébico. Este nimero cresce de uma
média de trés para até seis moléculas de agua quando a enzima PcLam é simulada
a 90°C. Esta observagao sugere que o comego de um processo de desnaturacao
pode estar ocorrendo na PcLam, mas a escala de tempo das simulacoes nao é
suficiente para capturar todo o desenrolar deste processo. As simulagoes revelam

que as pontes salinas entre as duas folhas-f na PcLam servem como uma porta

*Denominadas aguas cristalograficas por estarem presentes nas estruturas cristalograficas
depositadas no PDB
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A) RmLamR B) aNLam C) PcLam
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Figura 3.5: Topologia das pontes salinas em laminarinases. (a) RmLam, hipertermofilica.
(b) aNLam, termofilica. (c) PcLam, mesofilica. A conectividade das pontes salinas, descrita
na Figura 3.4, é representada nas imagens de cima mediante linhas que conectam os carbonos
« dos residuos correspondentes. A imagens de baixo mostram que na enzimas RmLam e aN-
Lam as pontes salinas conectam apenas fitas-8 dentro de uma mesma folha-3. Apenas a enzima
mesofilica PcLam apresenta pontes salinas formadas entre as duas folhas-/3. Estas pontes salinas
desestabilizam o ntucleo hidrofébico da PcLam, facilitando a penetragao de moléculas de dgua a
altas temperaturas. Figura extraida de Bleicher et al.?, Molecular basis of the thermostability
and thermophilicity of laminarinases: X-ray structure of the hyperthermostable laminarinase
from Rhodothermus marinus and molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chem-
istry B, 115(24):7940-7949, 2011, reproduzida com permissido da American Chemical Society
(copyright 2011).

de entrada para moléculas de dgua em seu nicleo hidrofébico (vide Figura 3.6 D),
contribuindo para a desestabilizacao da PcLam frente ao aumento de temperatura
quando comparada as outras duas enzimas mais termoestaveis. Portanto, a dis-
posicao das pontes salinas é um fator crucial para a estabilidade térmica nestas
laminarinases: pontes salinas inadequadamente localizadas podem ter um papel
desestabilizante.

A investigacao destas laminarinases, mediante simulagoes por DM, revelou
padroes estruturais e dinamicos que sugerem explicagoes em nivel microscopico
para a hipertermoestabilidade da enzima RmLam. Dois dos principais fatores

responsaveis por estabilizar a estrutura da RmLam sao: 1) A existéncia de um
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extenso nucleo de residuos hidrofébicos na parte interior da proteina, pouco aces-

A) RmLamR B) aNLam

25°C and 90°C 25°C and 90°C
C) PcLam D)

L 4
25°C 90°C

Figura 3.6: Detalhes da penetraciao de dgua no ntcleo de residuos hidrofébicos encerrado
entre as folhas 8 interna e externa das laminarinases. A) Apenas uma moléculas de dgua estd
presente no nicleo hidrofébico da RmLam seja a 25 °C como a 90 °C (regido I). A imagem é
representativa para ambos os conjuntos de simulagoes. B) Duas moléculas de dgua penetram no
nicleo hidrofébico da aNLam a 25 °C e a 90 °C na regido I. C) O niicleo hidrofébico da PcLam é
mais acessivel & agua, uma vez que trés moléculas de dgua penetram no nicleo a 25 °C e até seis
moléculas podem ser encontradas nas regides I e II do niicleo hidrofébico desta proteina a 90 °C .
D) A penetragio de dgua dentro do nicleo hidrofébico da PcLam é facilitada por pontes salinas
na entrada desta regido e que estabelecem interagdes entre as duas folhas-S que delimitam o
nticleo hidrofébico. Figura extraida de Bleicher et al.?, Molecular basis of the thermostability and
thermophilicity of laminarinases: X-ray structure of the hyperthermostable laminarinase from
Rhodothermus marinus and molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chemistry B,
115(24):7940-7949, 2011, reproduzida com permissao da American Chemical Society (copyright
2011).

sivel ao solvente (4gua), mesmo a altas temperaturas. | 2) A presenca de uma
extensa rede de pontes salinas na parte exterior das folhas-3 da enzima, que se
mantém mesmo a altas temperaturas. A localizacao destas pontes salinas na estru-
tura da RmLam é outro fator determinante para a estabilizagdo desta estrutura:

na enzima mesofilica homologa PcLam, as pontes salinas que interferem com o

TA existéncia de um nicleo hidrofébico é um dos fatores que promove o enovelamento e a
estabilizagdo da estrututa terciaria em diversas proteinas, sendo as globulinas o exemplo mais
conhecido.
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nucleo hidrofébico desta enzima facilitam a entrada de moléculas de agua em seu
ntucleo hidrofébico em temperaturas elevadas, o que indica alteragoes na estrutura

terciaria que possivelmente levariam a desnaturacao.

25°C 90 °C

1 v Y v 1 e

T IIIOIIIIIIII
o1 2 3 45 6 78 9 01 2 3 4 5 6 7 8 9

time (ns) time (ns)

number of water molecules
W ‘
1 1
o W
1

Figura 3.7: Numero de moléculas de dgua detectadas dentro dos ntcleos hidrofébicos
da RmLam (azul/ciano), aNLam (vermelho, laranja), e PcLam (verde claro e verde
escuro) em fungao do tempo. Cores claras correspondem a resultados de simulagoes
individuais enquanto cores escuras correspondem a média. Figura extraida de Bleicher
et al.?, Molecular basis of the thermostability and thermophilicity of laminarinases: X-
ray structure of the hyperthermostable laminarinase from Rhodothermus marinus and
molecular dynamics simulations. Journal of Physical Chemistry B, 115(24):7940-7949,
2011, reproduzida com permissdo da American Chemical Society (copyright 2011).
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Capitulo 4

Cellulose-Builder

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a se-
gunda parte deste trabalho de tese, na qual foi desenvolvido o programa cellulose-
builder. Este programa foi publicado em um artigo no Journal of Computational
Chemistry® em 2012, e suas funcionalidades serdo discutidas a seguir. Este artigo
contém a maior parte da documentacao do cellulose-builder, e um guia rapido a sua
utilizacao foi disponibilizado em http://code.google.com/p/cellulose-builder/,
endereco no qual o programa encontra-se publica e gratuitamente disponivel.

Como foi explicado na Secao 2.2, o programa cellulose-builder produz arquivos
em formato PDB que representam cristalitos de alguns alomorfos da celulose
cristalina. Arquivos PDB sao arquivos texto, nos quais cada linha corresponde
a um atomo presente no sistema representado pelo arquivo PDB: em cada linha
constam informagoes referentes aquele &tomo, como sua posi¢ao em coordenadas
Cartesianas, o tipo de elemento quimico, entre outras. Para que os arquivos PDB
produzidos pelo cellulose-builder sejam uteis para utilizacao em simulagoes por
DM nao basta calcular as coordenadas Cartesianas de cada dtomo no cristalito
(procedimento que foi descrito na Se¢ao 2.2): é necessario também ordenar a lista
de atomos e suas coordenadas de maneira bastante especifica, na qual primeiro sao
listados todos os &tomos do primeiro residuo da cadeia de celulose M0, a seguir sao
listados todos os atomos do segundo residuo da mesma cadeia de celulose, e assim
por diante para todos os residuos da primeira cadeia de celulose, M0, e para todas
as cadeias de celulose subseqiiéntes. A Figura 4.1 ilustra o formato necessario
para que o arquivo PDB seja utilizavel. Além da necessidade de dispor as linhas
que representam cada atomo nesta érdem especifica, em cada linha deve constar
a que tipo de residuo o 4tomo pertence (neste caso 3-D-glucopiranose, abreviado

como BGLC na Figura 4.1), qual o nimero deste residuo em sua cadeia de celulose
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ATOM 1 C1 BGLCX 1 0.148 -0.342 0.449 1.00 0.00 Mo C
ATOM 2 H1 BGLCX 1 1.093 -0.153 0.621 1.00 0.00 Mo H
ATOM 3 C5 BGLCX 1 0.055 1.296 -1.279 1.00 0.00 Mo C
ATOM 4 H5 BGLCX 1 1.004 1.484 -1.131 1.00 0.00 Mo H
ATOM 5 05 BGLCX 1 -0.528 0.807Y -0.055 1.00 0.00 Mo 0
ATOM 6 C2 BGLCX 1 -0.032 -1.499 -0.536 1.00 0.00 Mo C
ATOM 7 H2 BGLCX 1 -0.972 -1.774 -0.567 1.00 0.00 Me H
ATOM 8 02 BGLCX 1 0.766 -2.559 -0.003 1.00 0.00 Mo 0
ATOM 9 HOZ BGLCX 1 0.581 -2.603 0.955 1.00 0.00 Mo H
ATOM 16 C3 BGLCX 1 0.439 -1.116 -1.918 1.00 0.00 Mo C
ATNM 11 H: ROICY 1 1 472 -1 A7R -1 Q1A 1 AR A AA MA H

Figura 4.1: Formato necessario para que um arquivo PDB seja utilizavel por programas
de simulagdo por DM. Cada linha no arquivo corresponde a um atomo do sistema
representado. Além de estarem na 6rdem correta, cada linha deve conter as informagoes
necessarias aos programas de DM sobre o 4tomo ao qual a linha se refere.

e a qual cadeia de celulose o residuo pertence. Além disso cada atomo deve ser
rotulado com um “tipo atomico”, que é uma informacao topoldgica utilizada para
determinar a conectividade entre os dtomos (ou seja, qual atomo esta ligado a
qual) e para carregar os parametros do campo de for¢a que servem para descrever
o movimento daquele atomo durante as simulagoes por DM. Portanto, o calculo
das coordenadas Cartesianas para os atomos de um cristalito de celulose, com
tamanho especificado pelo usuario, é apenas uma parte do trabalho executado
pelo programa cellulose-builder, que precisa escrever as coordenadas calculadas
em um arquivo PDB com formato adequado. Os arquivos PDB produzidos pelo
cellulose-builder podem representar cristalitos dos alomorfos de celulose I, 13, 11
e III;, como aqueles visualizados nas Figuras 1.16 e 1.17.

O programa cellulose-builder permite a construcao de cristalitos de tamanho
arbitrario, o qual é especificado pelo usuario diretamente na linha de comando.
Ao executar o cellulose-builder no prompt do Bash, basta passar como argumento
trés nimeros inteiros positivos, que representam quantas vezes a cela unitaria sera
replicada em cada uma das trés diregoes cristalogréficas (x,y, z). Para construir
um cristalito cujo tamanho é equivalente a dez celas unitarias na dire¢do x, duas
celas unitarias na direcdo y e cinco celas unitarias na direcao z, basta digitar o

comando:
$ ./cellulose-builder 10 2 5

e um arquivo PDB (junto com seu respectivo arquivo PSF) serd produzido, repre-
sentando um cristalito com estas dimensdes. Um cristalito de celulose I3 com tais
dimensoes é representado a esquerda na Figura 4.2. A escolha de qual alomorfo da
celulose sera representado ¢ especificada editando o arquivo input.inp. O terceiro

numero inteiro fornecido como argumento ao cellulose-builder também representa
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Figura 4.2: Dois cristalitos expondo diferentes superficies da celulose cristalina I3. A
esquerda: o cristalito expde predominantemente a face cristalografica (010), hidrofilica.
A direita: o cristalito expde predominantemente a face cristalografica (100), hidrofébica.
As imagens A e B representam o mesmo cristalito observado de pontos de vista dife-
rentes. Idem para C e D. Figura extraida de Thiago C. F. Gomes and Munir S. Skaf?,
Cellulose-Builder: A toolkit for building crystalline structures of cellulose. Journal of
Computational Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012, reproduzida com permissiao de John
Wiley & Sons (copyright 2012).

o grau de polimerizagdo das cadeias de celulose no cristalito construido: neste
exemplo, cada cadeia de celulose possui cinco unidades de celobiose (a celobiose, a
rigor, é o mondmero da celulose, conforme foi discutido na Secao 1.2.2), portanto
dez unidades de glicose. A Figura 4.2 também ilustra, a direita, um cristalito
de celulose 15 cujo arquivo PDB foi gerado pelo cellulose-builder utilizando o

comando:
$ ./cellulose-builder 2 10 5

As Figuras 4.2 e 4.3 sao tteis para ilustrar que diferentes faces cristalograficas do
alomorfo I3 da celulose possuem diferentes graus de afinidade pela agua: as faces
(010) e (020) sao denominadas hidrofilicas e as faces (100) e (200) sdo denomina-
das hidrofobicas. Isto ocorre porque a D-glicose, em sua conformagcao mais estavel,
a cadeira *C, tem todas as suas hidroxilas na posicao equatorial, e na celulose
as unidades de D-glicose estao unidas por ligagoes glicosidicas do tipo 5(1 — 4),
0 que permite as cadeias de celulose empacotarem-se no cristal adotando confor-
magoes em fitas ou hélices quase planares, denominadas hélices 2;. Portanto, nas
faces (010) e (020) as hidroxilas estao expostas, apontando para o exterior do

cristal, logo estas faces sao mais hidrofilicas. As cadeias de celulose no alomorfo
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I8 formam camadas, compostas exclusivamente por cadeias origin ou por cadeias
center. Cadeias de celulose vizinhas em uma dada camada estabelecem ligacoes de
hidrogénio entre elas, mas nao ha ligagoes de hidrogénio entre camadas vizinhas.
Nas faces delimitadas por estas camadas, as faces (100) e (200), nao hé hidroxilas
expostas ao meio externo como hé nas outras faces: apenas hidrogénios ligados a
carbonos, na posicdo axial nos anéis de glicose, apontam para fora do cristal nas
faces (100) e (200) e, portanto, estas faces sio denominadas hidrofébicas. E claro
que estas superficies nao sao tao hidrofébicas como seria de se esperar para uma
superficie de polietileno cristalino (um polimero totalmente apolar), por exemplo,
mas é razoavel supor que a afinidade pela dgua das faces (100) e (200) da celulose
15 seja significativamente menor do que a de suas faces (010) e (020).

Freqiientemente, em simulagoes por DM, utilizam-se condig¢oes periddicas de
contorno nas quais a caixa de simulagao possui réplicas além de suas extremidades.
Para aplicar condigoes periddicas de contorno em simulagoes de cristais, eles devem
ter a simetria translacional adequada em todas as dire¢does em que o cristal sera
replicado. O programa cellulose-builder permite construir cristalitos com simteria
translacional adequada para a aplicacao de condig¢oes periddicas de contorno em
qualquer direcao cristalografica, como ¢ ilustrado na Figura 4.3. As opgoes a
respeito da simetria translacional do cristalito sdo especificadas editando o arquivo
mput.inp.

100
200 vl s inles oo 200

AR A A A ——center chain —— Apgiyrhiidir Ao Addie — center chain — ApdirsAddiarApdir A
Foilens Sl Fopilior Fopllss e — OTIQIN CHAIN— ridess Hrdees Mpiless Fiios. — OTIQIN ChAIN—— Aidesr Hmprdpers Hidecs Fvlder

010 piprssprititir spire 010 010 sppeititpor it ittt 020 010 iy it At e 020
LA A A A a A e A A Ao A
100 L—b 100 100

Figura 4.3: Cristalitos de celulose I3 aptos para a aplicagdo de condi¢bes peridédicas
de contorno ao longo das diregoes cristalograficas a (esquerda), b (meio) e ambas a e b
(direita). Camadas de cadeias origin e center*” estdo indicadas, assim como direcoes
cristalogréaficas e indices de Miller. A notagdo adotada para os indices de Miller é a
mesma adotada por Himmel et al.?, portanto as faces nas quais as cadeias center estao
na superficie sdo indicadas por (200) ou (020), explicitando que as mesmas estdo posi-
cionadas no meio da cela unitaria. As linhas coloridas sobre os cristalitos representam as
diregodes ao longo das quais o cristalito possui simetria translacional. Figura extraida de
Thiago C. F. Gomes and Munir S. Skaf?, Cellulose-Builder: A toolkit for building crys-
talline structures of cellulose. Journal of Computational Chemistry, 33(14):1338-1346,
2012, reproduzida com permissao de John Wiley & Sons (copyright 2012).

Portanto, dependendo das opgoes de input fornecidas pelo usuario, podem
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Figura 4.4: O método de esculpir um cristalito a partir de outro cristalito maior
¢é utilizado pelo cellulose-builder para construir automaticamente fibrilas com a secao
transversal representada na Figura 4.5. Este método também pode ser utilizado para
produzir manualmente cristalitos com formato totalmente geral, como por exemplo os
cristalitos nesta figura, que expoem as faces cristalograficas (110) e (1-10) da celulose I5.
A direita, as faces opostas entre si tém os mesmos indices de Miller. Figura extraida de
Thiago C. F. Gomes and Munir S. Skaf3, Cellulose-Builder: A toolkit for building crys-
talline structures of cellulose. Journal of Computational Chemistry, 33(14):1338-1346,
2012, reproduzida com permissao de John Wiley & Sons (copyright 2012).

ser expostas as diferentes faces cristalograficas dos diferentes alomorfos suporta-
dos pelo cellulose-builder. A Figura 4.4 demonstra que, de maneira ainda mais
geral, cristalitos de forma e tamanho arbitrarios podem ser obtidos mediante a

simples eliminacao de cadeias de celulose a partir de um cristalito maior. Em

At A Mt Ay
At A A P P P
At A A A A

Figura 4.5: Modelo proposto por Ding e Himmel®? para fibrila elementar de celulose
em parede celular priméaria de milho, vista a partir de suas extremidades nao redutoras.
A fibrila elementar é composta de 36 cadeias de celulose. Figura extraida de Thiago
C. F. Gomes and Munir S. Skaf3, Cellulose-Builder: A toolkit for building crystalline
structures of cellulose. Journal of Computational Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012,
reproduzida com permissao de John Wiley & Sons (copyright 2012).

outras palavras, a partir de um arquivo PDB produzido pelo cellulose-builder o
usuario pode “esculpir” um cristalito de qualquer formato, simplesmente elimi-

nando as cadeias de celulose indesejadas no arquivo PDB, o que ¢ bastante facil
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de se fazer dado que as linhas nos arquivos PDB produzidos pelo cellulose-builder
sao ordenadas de maneira precisamente conhecida, e que cada atomo possui um
rotulo que identifica a cadeia de celulose a qual ele pertence. Em particular, um
destes formatos especiais é suportado automaticamente pelo cellulose builder, e
¢ mostrado na Figura 4.5. Esta figura ilustra um modelo, proposto por Ding e

199, para a secdo transversal de fibrilas elementares de celulose em parede

Himme
celular de milho (Zea mays), e cristalitos com esta se¢ao transversal sdo gerados

pelo cellulose-builder mediante um comando do tipo:
$ ./cellulose-builder fibril k

onde k é um numero inteiro positivo. Este tipo de comando permite construir estas
fibrilas elementares com qualquer grau de polimerizacao, ou seja, com qualquer
numero de unidades repetitivas de celobiose, como mostrado na Figura 4.6, que
ilustra fibrilas de celulose construidas a partir deste comando com k igual a 5, 25,
50, 100 e 500.

Ainda que, no caso do cellulose-builder, a performance do cédigo nao seja um
fator critico para a utilidade deste tipo de programa * , na Tabela 4.1 sdo apre-
sentados os resultados de afericdo do tempo e recursos computacionais utilizados
pelo cellulose-builder para construir os cristalitos representados na Figura 4.6. Os
dados nesta tabela demonstram que, mesmo com recursos de hardware bastante
modestos, as coordenadas Cartesianas para fibrilas elementares de celulose como
aquelas mostradas na Figura 4.6 podem ser obtidas em um intervalo de tempo que
varia de poucos segundos a cerca de trés minutos, dependendo do comprimento da
fibrila, a uma taxa de 2.86 unidades de celobiose por segundo. O wall clock time
é linearmente correlacionado com o niimero de unidades de celobiose na fibrila,
com coeficiente de correlacdo R? = 0.99992.

O programa cellulose-builder mostrou-se estavel, de facil utilizacao e portabi-
lidade para outros sistemas operacionais que se atém ao padrao POSIX. Os testes
realizados demonstram que ¢ possivel obter os cristalitos descritos na Figura 4.6
em questao de segundos ou minutos, dependendo do tamanho do sistema. A maior
fibrila mostrada na Figura 4.6 , por exemplo, é obtida em cerca de trés minutos em
um simples PC (rodando sob sistema operacional GNU /Linux Ubuntu 8.10, kernel
2.6.27-7-generic, 1686 com 2GB de memdria RAM e processador AMD Athlon(tm)

*Caso a performance fosse determinante para a utilidade do programa, a linguagem de pro-
gramagao escolhida teria sido C ou Fortran, mas como esse nao é o caso, o uso da linguagem
Bash é muito mais conveniente pois € possivel atingir o mesmo resultado com muito menos linhas
de cédigo.
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Figura 4.6: Fibrilas elementares de celulose 15 com diferentes graus de polimeriza-
¢do (ntmero de unidades de celobiose, k, igual a 5, 25, 50, 100, 500), geradas com o
programa cellulose-builder. A fibrila com k = 5 foi ampliada. Todas as fibrilas tem
a secdo transversal mostrada na Figura 4.5. Figura extraida de Thiago C. F. Gomes
and Munir S. Skaf?, Cellulose-Builder: A toolkit for building crystalline structures of
cellulose. Journal of Computational Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012, reproduzida
com permissao de John Wiley & Sons (copyright 2012).

64 X2 Dual Core Processor 5200+, freqiiéncia CPU: 2613.345 MHz; tamanho
do cache: 1024 KB). Portanto, o programa permite poupar um tempo enorme
na construcao de cristalitos de celulose em relagao a execugao da mesma tarefa
manualmente, e deve possibilitar maior celeridade na investigacao da celulose me-
diante simulacoes por DM. O programa ja tem sido utilizado por pesquisadores ao
redor do mundo, como mostra a Figura 4.7, alguns dos quais inclusive colaboraram
reportando pequenos erros que ocorriam ao tentar executar o cellulose-builder em
seus sistemas operacionais. Apds cada uma destas notificacoes, pequenas adap-
tacOes foram feitas no codigo do programa para permitir que ele seja executado
sem problemas na maior variedade possivel de sistemas operacionais. Até o pre-
sente momento, os usuarios que reportaram problemas gentilmente testaram pos-
teriormente as versoes atualizadas apds as suas notificagdes, que funcionaram

corretamente em seus computadores e, portanto, foram disponibilizadas ao pu-
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Tabela 4.1: Tempos de execucao do cellulose-builder para produzir arquivos PDB e
PSF para as fibrilas elementares de celulose representadas na Figura 4.6, em fungao do
ntmero de unidades monoméricas de celobiose em cada fibrila. Tempo real decorrido
(wall clock time), tempo de CPU que o processo utiliza diretamente (em user mode),
tempo de utilizagdo da CPU pelo sistema operacional por causa do processo (em kernel
mode), e porcentagem de utilizagdo da CPU pelo cellulose-builder, conforme fornecidos
pelo /usr/bin/time. Todos os tempos estdo em segundos. A porcentagem de utiliza-
¢ao de CPU equivale aos tempos (user + system) dividos pelo tempo real decorrido.
A quantidade de meméria RAM utilizada para construir o maior sistema foi apenas
360MB. Tabela extraida de Thiago C. F. Gomes and Munir S. Skaf?, Cellulose-Builder:
A toolkit for building crystalline structures of cellulose. Journal of Computational
Chemistry, 33(14):1338-1346, 2012, reproduzida com permissao de John Wiley & Sons
(copyright 2012).

Celobioses  Wall clock time User CPU-time System CPU-time %CPU

5 5.75 2.93 0.81 65
25 11.28 9.08 1.56 94
50 20.06 16.80 2.72 97

100 37.51 32.21 4.86 98
500 178.06 154.60 23.11 99

blico em geral, de forma que o cddigo fonte do cellulose-builder tem sido mantido
satisfatoriamente até o momento. Contudo, futuramente o programa sera disponi-
bilizado para execugao remota em um servidor na rede mundial de computadores,
no qual o usuario podera executar o cellulose-builder e realizar o download dos
arquivos entao produzidos. Esta medida evitara eventuais problemas de portabi-
lidade entre sistema operacionais, permita a obtencao de maiores informacoes a
respeito da utilizagdo do cédigo e dara ao usuario a opgao de utilizar o programa
em qualquer computador com acesso a internet, de maneira imediata, sem precisar
instalar as dependéncias do cellulose-builder, como o Octave, VMD e psfgen.

Dado o crescente interesse de pesquisa sobre sistemas lignoceluldsicos, estudos
computacionais inclusive, o programa por nés apresentado consiste em uma im-
portante ferramenta para cientistas interessados em realizar simula¢ées por DM
em sistemas contendo dominios cristalinos de celulose. Além disso, ainda que a
finalidade deste programa seja a de fornecer arquivos de entrada (inputs) para pro-
gramas de DM, os arquivos gerados pelo cellulose-builder também podem ser titeis
para estudos em cristalografia ou mesmo para visualizacao de dominios cristalinos
dos diferentes alomorfos de celulose suportados pelo programa.

O cellulose-builder foi utilizado para construir os arquivos PDB necessarios
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Figura 4.7: Representacao do niimero de acessos ao sitio http://code.google.com/p/
cellulose-builder/ em escala de cores, por pais. Entre Fevereiro de 2012 e Novembro
de 2013 o sitio foi acessado 1412 vezes e foram realizados 493 downloads do cellulose-
builder. Estes dados nao representam o nimero total de pessoas que acessaram o sitio
ou baixaram o programa: uma mesma pessoa pode acessar o sitio varias vezes, em
diferentes momentos, e baixar o programa mais de uma vez, em computadores diferentes
por exemplo. Fonte: Google Analytics.

para as simulacoes por DM discutidas no préximo capitulo. Este programa também

ja foi utilizado e citado em outros trabalhos, um deles feito por outro aluno em

91 2

nosso grupo de pesquisas”’ e o outro realizado por pesquisadores®® no exterior,

que nao fazem parte da nossa rede de colaboragoes.
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Capitulo 5

Interacoes entre celulose e xilanos

Neste capitulo, os resultados referentes a terceira parte do trabalho de tese
serao apresentados e discutidos. Nesta terceira parte, foram estudados, mediante
simulagoes por DM, complexos de adsor¢ao entre celulose e xilano, simples e
substituidos. Alguns dos sistemas estudados nesta parte do trabalho foram re-

presentados nas Figuras 1.18 e 1.20. Para facilitar a discussao sobre estes sis-

020 M25 Center—l
\
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Figura 5.1: Conjunto de rétulos para os sistemas estudados, no qual cada cadeia
polimérica recebe um rétulo. As cadeias MO e M25 sdao moléculas de xilano. Por
clareza, os rotulos das cadeias de celulose foram omitidos no sistema a direita, entretanto
o formato do cristal de celulose e os rétulos sao idénticos nos dois sistemas. Cadeias de
celulose do tipo origin tém rétulos impares (M1, M3, etc.), cadeias de celulose do tipo
center tém rétulos pares (M2, M4, etc.) As faces hidrofilicas (010) e (020) sao opostas
entre si, assim como as faces hidrofébicas (100) e (200). As faces (010) e (100) sdo sempre
delimitadas por cadeias de celulose do tipo origin e, nos sistemas estudados, xilanos com
rétulo MO estao adsorvidos nestas faces. As faces (020) e (200) sdo sempre delimitadas
por cadeias de celulose do tipo center, e xilanos com rétulo M25 estao adsorvidos nestas
outras faces.
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CAPITULO 5. INTERACOES ENTRE CELULOSE E XILANOS

temas, serda introduzido um conjunto de rétulos, apresentado na Figura 5.1, em
que cada molécula de glicano presente no sistema recebe um nome. Em cada
sistema, as moléculas de xilano sdo as que foram estudadas em maior detalhe e
sao denominadas MO e M25. As simulag¢oes compreendem xilanos adsorvidos as
faces cristalograficas (010), (020), (100) e (200) do alomorfo 15 da celulose crista-
lina. Os cristais de celulose sobre os quais as moléculas de xilano estao adsorvidas
sao compostos por 24 moléculas de celulose, e tém se¢ao transversal denominada
“quadrada”®. Evidéncias experimentais para a existéncia de cristais de celulose
com esta morfologia em plantas foi obtida por Jarvis et al.?® Como visto no Capi-
tulo 4, as faces (010) e (020) da celulose 173 sao chamadas hidrofilicas, enquanto
as faces (100) e (200) sdo denomidas hidrofdbicas. Nas se¢oes a seguir serao apre-
sentados os resultados de andlises das simula¢oes por DM de xilanos adsorvidos

sobre faces hidrofilicas e hidrofébicas de cristais de celulose 1.

5.1 Xilanos adsorvidos sobre faces hidrofilicas

Uma representacao da dindmica das moléculas de xilano adsorvidas sobre
as faces hidrofilicas da celulose 15 é apresentada na Figura 5.2. Nesta figura,
observa-se que o complexo de adsor¢ao formado na face (010) mostrou-se conside-
ravelmente mais estavel, mantendo-se préximo a sua configuracao inicial durante
as simulagoes, enquanto a molécula de xilano adsorvida a face (020) apresentou
grande mobilidade nos residuos mais préoximos a sua extremidade nao redutora.

Experimentalmente?”, na celulose I3 as cadeias origin e center estao dis-
postas em camadas, conforme mostrado nas Figuras 1.16 e 4.3. S6 ha ligagcoes
de hidrogénio dentro de cada camada, mas nao entre camadas, portanto nao ha
ligagoes de hidrogénio entre cadeias de celulose origin e center. Isto ocorre porque
a D-glicose, em sua conformacdo mais estdvel, a cadeira “C;, tem todas as suas
hidroxilas na posi¢ao equatorial, permitindo que ligacoes de hidrogénio sejam es-
tabelecidas com cadeias de celulose vizinhas ao longo da direcao cristalografica b,
mas nao com cadeias vizinhas ao longo da direcao a. Como a D-xilose equivale
a D-glicose sem o carbono C6, as cavidades que existem nas faces cristalogréaficas
(010) e (020), que seriam ocupadas por outras moléculas de celulose se o cristal
fosse mais extenso, sao sitios de adsorcao perfeitos também para moléculas de
xilano. No xilano, as hidroxilas também estao na posicao equatorial, portanto as
interagoes entre xilano e as faces hidrofilicas da celulose 15 devem ocorrem me-

diante ligagoes de hidrogénio entre o xilano e a cadeia de celulose adjacente na
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Figura 5.2: Representacao estatistica da dindmica de moléculas de xilano adsorvidas
sobre as faces hidrofilicas da celulose 13, utilizando superficies de nivel, ou isosuperfi-
cies, de ocupagao. O cristal de celulose esta representado em cinza, na sua configuragao
inicial. As isosuperficies em vermelho representam os pontos nos quais algum atomo
da molécula de xilano estd presente em 50% do tempo de simulacdo, enquanto as iso-
superficies transparentes em rosa sdo compostas pelos pontos no espaco em que algum
atomo da molécula de xilano estd presente em 20% do tempo de simula¢do. A molécula
de xilano na face (010) nao deixa seu sitio de adsor¢ao, permanecendo todo o tempo de
simulagao oscilando préximo a ele. J& a molécula de xilano na face (020) apresentou
grande mobilidade, especialmente em residuos préximos a sua extremidade nao redutora.

mesma camada (origin ou center), de forma andloga ao que ocorre com cadeias
de celulose vizinhas em uma mesma camada.

Para caracterizar as interagoes entre celulose e xilano nestas duas faces hidrofili-
cas, foi realizada uma contagem detalhada das ligagoes de hidrogénio estabelecidas
entre estes dois componentes nas simulagoes. Os critérios geométricos utilizados
para definir ligagdes de hidrogénio foram apresentados na Figura 2.1. Analisando
as contagens de ligacoes de hidrogénio apresentadas nas Tabelas 5.1 e 5.2, pode-se
afirmar que uma descricao estatisticamente representativa das interagoes estabe-
lecidas entre celulose e xilano neste estudo é aquela apresentada na Figura 5.3:
nas nossas simulacoes, celulose e xilano interagem majoritariamente através de
ligacdes de hidrogénio entre os oxigénios exociclicos O6 dos residuos de glicose
e os oxigénios O2 dos residuos de xilose. Analisando em detalhe a Tabela 5.1,
observamos que a tendéncia geral para a molécula de xilano MO é que apenas seus
residuos pares (residuos 0%, 2, 4, 6, 8) estabelecem ligagdes de hidrogénio com a
molécula de celulose M4, enquanto residuos impares (residuos 1, 3, 5, 7, 9) nao o

fazem. Esta diferenca ocorre porque nos residuos de xilose os melhores candidatos

*O residuo 0 é a extremidade nao-redutora
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CAPITULO 5. INTERACOES ENTRE CELULOSE E XILANOS

para participacao em ligacoes de hidrogénio sao os oxigénios O2 e O3, que nos
residuos impares do xilano M0 apontam para longe do cristal de celulose, o que
pode ser visto claramente na Figura 5.3. Na Tabela 5.1 observa-se que na face
(010) o modo mais frequénte de ligagao de hidrogénio entre M0 e M4 é aquele
que involve os oxigénios O2 das xiloses como doadores de préton e os oxigénios
06 das glicoses como aceptores de préotons. Em principio, esta relagao também
poderia ser invertida, com os O2 das xiloses atuando como aceptores e os O6 das
glicoses como doadores de prétons, mas na Tabela 5.1 nota-se que esta inversao
raramente ocorre. Ha também um modo secundario, em que sao os oxigénios O3
dos residuos de xilose que estabelecem ligagoes de hidrogénio com os oxigénios O6

dos residuos de glicose, mas este modo nao é predominante. Estas observacoes

. M(4

residue O 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 5.3: Frame estatisticamente representativo das ligacbes de hidrogénio entre
a cadeia de xilano MO e a cadeia de celulose M4, posicionada imediatamente acima
(vide Figura 5.1), na face (010). As ligagdes de hidrogénio entre MO e M4 ocorrem
predominantemente com o oxigénios O2 dos residuos de xilose como doadores de préton
e os oxigénios O6 dos residuos de glicose com aceptores de préton. Em MO, apenas os
residuos de xilose pares (0, 2, 4, 6, 8) podem estabeler ligagoes de hidrogénio com MA4.
Na maior parte do tempo de simulagdo, o oxigénios O3 no xilano estabelecem ligacoes
de hidrogénio intramoleculares com um oxigénio O5, endociclico, no residuo de xilose
precedente.

sugerem que os oxigénios exociclicos O6 da celulose sejam imprescindiveis para as
interacoes estabelecidas entre celulose 15 e xilano nas faces hidrofilicas, uma vez
que os outros oxigénios na molécula M4 nao estabelecem ligacoes de hidrogénio
com MO por tempo significativo. Nos curtos intervalos de tempo em que um de-
terminado oxigénio O6 da celulose nao esta envolvido em ligacdo de hidrogénio
com o correspondente O2 do xilano, ele estabelece ligacao de hidrogénio com o
03 no mesmo anel de xilose. Portanto, na maior parte do tempo de simulagao ha
cinco ou mais ligacoes de hidrogénio entre MO e M4, como pode-se observar na
Figura 5.4.

Entretanto, a mesma figura também evidencia que a cadeia de xilano M25,
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Tabela 5.1: Porcentagem do tempo de simulacdo em que ligagoes de hidrogénio ocor-
rem entre a molécula de xilano M0 e a molécula de celulose M4, na face (010) (vide
Figuras 5.1 e 5.3). As ligagoes de hidrogénio estao dividas por residuo de xilose. Ape-
nas os residuos pares em MO participam de ligacoes de hidrogénio com M4. Em negrito:
para a maioria dos residuos de xilose, o tipo de ligacdo de hidrogénio predominante
é aquela em que os oxigénios O2 das xiloses atuam como doadores de protons para
os oxigénios O6 das glicoses, que atuam como aceptores de préton. Para o residuo 0,
que é a extremidade nao redutora do xilano MO, o padrao ¢é diferente devido a maior
mobilidade do residuo. Os oxigénios O3 das xiloses estabelecem ligacGes de hidrogénio
menos freqiientemente com M4, atuando principalmente como aceptores de préton para
os oxigénios O6 das glicoses, que atuam como doadores de préton neste caso.

Residuo 0 Residuo 2
Doador Aceptor  Ocupéncia (%) || Doador Aceptor  Ocupancia (%)
Xylo 02  Gleb 06 30.86 || Xyl2 O2  Gle7 O6 91.78
Glch O6  Xyl0 O2 49.89 || Glc7 O6  Xyl2 O2 0.28
Xyl0 O3  Glcb 06 16.79 || Xyl2 O3  Glc7 06 6.76
Glch O6  Xyl0 O3 2.58 || Glc7 O6  Xyl2 O3 9.79
Residuo 4 Residuo 6
Doador Aceptor  Ocupéncia (%) || Doador Aceptor  Ocupancia (%)
Xyl4 02  Glc9 O6 91.57 || Xyl6 O2  Glcll O6 87.61
Glc9 06 Xyld O2 3.22 || Glc1ll1 O6 Xyl6 O2 0.74
Xyl4 O3  Glc9 06 2.74 || Xyl6 O3  Glcll 06 4.38
Glc9 O6  Xyl4 O3 11.53 || Glc11 O6 Xyl6 O3 13.45
Residuo 8
Doador Aceptor  Ocupéancia (%)
Xyl8 O2  Glcl3 06 87.87
Gle13 06 Xyl8 02 2.30
Xyl8 O3  Glcl3 06 1.90
Glc13 06 Xyl8 03 13.31

sobre a face hidrofilica (020), estabelece ligagoes de hidrogénio menos freqiiente-
mente com o cristal de celulose, se comparada a cadeia de xilano MO sobre a face
hidrofilica (010). Esta observagao concorda com a fato de M25 ser mais mével que
MO durante as simulagoes, como foi mostrado na Figura 5.2. A Tabela 5.2 mostra
que, embora M25 estabeleca ligacoes de hidrogénio menos freqiientemente do que
MO com o cristal de celulose, quando as intera¢des ocorrem os tipos de ligagoes de
hidrogénio formadas sao idénticos: i) predominantemente oxigénios O2 das xiloses
atuando como doadores de préton para os oxigénios O6 das glicoses, que agem
com aceptores de prétons; ii) um modo secundario no qual sdo os oxigénios O3

dos residuos de xilose que estabelecem liga¢oes de hidrogénio com os oxigénios O6
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dos residuos de glicose. Entretanto, para a cadeia de xilano M25 sao os residuos
de xilose impares (residuo 1, 3, 5, 7, 9) aqueles capazes de estabelecer ligagoes de
hidrogénio com a celulose, uma vez que nos residuos pares os oxigénios O2 e O3

apontam para longe do cristal. Portanto, ao caracterizar-se quantitativamente as

MO0-M4 MO-cellulose
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o 0.1+
2
o 02+ i
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o
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Number of hydrogen bonds

Figura 5.4: Distribuicdo do nimero de ligagoes de hidrogénio estabelecidas entre
cadeias de xilano e as faces hidrofilicas da celulose. A esquerda: distribuicao do nimero
de ligacdes de hidrogénio entre cadeias de xilano e cadeias de celulose posicionadas ime-
diatamente acima ou abaixo, vide Figura 5.1. Na maior parte do tempo de simulacao
ha cinco ou mais ligagdes de hidrogénio entre MO e M4, mas ha cinco ou menos liga-
¢oes de hidrogénio entre M25 e M21. A direita: distribuicdo do ntmero de ligacdes
de hidrogénio estabelecidas entre cadeias de xilano e o cristal de celulose por inteiro.
A molécula de xilano MO estabelece ligagdes de hidrogénio com o cristal de celulose
mais freqlientemente do que a molécula de xilano M25. Em todos os histogramas, os
valores na ordenada foram normalizados para que indiquem a porcentagem do tempo
de simulagao em que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.

ligacoes de hidrogénio entre xilano e as faces hidrofilicas da celulose nestas simula-
¢oes, percebe-se que as estas interacoes sao qualitativamente idénticas em ambas
as faces (010) e (020), embora haja diferencas quantitativas quanto a freqiién-
cia com que as ligacoes de hidrogénio ocorrem nas duas faces. Estas diferengas

estao relacionadas a mobilidade das cadeias de xilano sobre cada face: a cadeia

78



5.1. XILANOS ADSORVIDOS SOBRE FACES HIDROFILICAS

M25 é mais mével que MO, e durante as simulagoes estabelece menos ligagoes de

hidrogénio com o cristal de celulose.

Tabela 5.2: Porcentagem do tempo de simulacdo em que ligagoes de hidrogénio ocor-
rem entre a molécula de xilano M25 e a molécula de celulose M21, na face (020) (vide
Figura 5.1. As ligagbes de hidrogénio estdao dividas por residuo de xilose. Apenas os
residuos impares em M25 participam de ligagoes de hidrogénio com M21. Em negrito: o
tipo de ligacdo de hidrogénio predominante é aquela em que os oxigénios O2 das xiloses
atuam como doadores de prétons para os oxigénios O6 das glicoses, que atuam como
aceptores de proton. Ligagoes de hidrogénio envolvendo o oxigénio O3 das xiloses ocor-
rem menos freqiientemente que aquelas envolvendo o O2 no mesmo residuo de xilose.

Residuo 1 Residuo 3
Doador Aceptor  Ocupéancia (%) || Doador Aceptor  Ocupéncia (%)
Xyll 02  Gle6 06 7.96 || Xyl3 02 Glc8 06 19.71
Glc6 O6 Xyll O2 0.16 || Gle8 O6  Xyl3 O2 2.02
Xyll 03  Gle6 06 2.32 || Xyl3 O3  Glec8 O6 6.84
Gle6 O6  Xyll O3 0.74 || Gle8 O6  Xyl3 O3 1.50
Residuo 5 Residuo 7
Doador Aceptor Ocupéancia (%) || Doador Aceptor Ocupancia (%)
Xyl5 02  Glcl0 O6 64.14 | Xyl7 02  Glcl2 O6 56.77
Glc10 O6 Xyl5 02 0.66 || Glc12 O6 Xyl7 O2 0.56
Xyl5 03  Glcl0 O6 6.12 || Xyl7 O3  Glcl2 O6 12.37
Glc10 O6 Xyl5 O3 4.46 || Glec12 O6 Xyl7 O3 24.57
Residuo 9
Doador Aceptor  Ocupancia (%)
Xyl9 02  Glcl4 O6 19.51
Glcl4 O6 Xyl9 02 1.70
Xyl9 03  Glcl4 O6 1.98
Glcl4 O6 Xyl9 O3 3.04

Uma maneira eficiente de caracterizar os movimentos realizados por cada
cadeia de xilano durantes as simulagoes é realizar a analise conformacional destes
glicanos, de acordo com o exposto Secao 1.2.2, acompanhando a trajetéria de seus
diedros glicosidicos ¢ e 1, que foram apresentados na Figura 1.10. Os diedros
glicosidicos sao importantes pois representam tor¢oes em torno das ligacoes gli-
cosidicas, que sao os elos que unem os monossacarideos em glicanos. A maior
parte da mobilidade conformacional em glicanos compostos por piranoses, como é
o caso também do xilano, advém de tor¢oes em torno dos diedros glicosidicos. O
conjunto de pares ordenados (¢1, ¥1; @2, Va; - - - ¢, 1;) nos permite fazer afirmagoes
acerca da estrutura secundaria adotada por um glicano: por exemplo, se em um

glicano os diedros ¢ forem iguais em cada uma das ligagoes glicosidicas, e 0 mesmo
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ocorrer para os 1, o glicano assume uma forma helicoidal. Em particular, se a

soma (¢ + 1) for igual a 120° o glicano assume uma conformacao em hélice de-

57:94

nominada 2; , como aquela mostrada na Figura 5.5. Se a a soma (¢ + ) for

igual a 190° o glicano assume uma conformagao em hélice 3; levogira, enquanto

que se a a soma (¢ + 1) for igual a 50° o glicano assume uma conformacao em
57;95

hélice 3; dextrogira.

Figura 5.5: Cadeias de xilano assumindo conformacoes em hélices. A) Hélice 2;. B)
Hélice 31. A partir de um residuo de xilose escolhido arbitrariamente, na conformagao
em hélice 21 é necessario andar dois residuos para a frente para encontrar um residuo
no qual as posigoes atomicas sejam andlogas ao do residuo originalmente escolhido,
diferindo apenas por uma translagao ao longo do eixo paralelo ao sentido de crescimento
da cadeia polimérica. Na conformagao em hélice 31 é necesséario andar trés residuos para
a frente na cadeia de xilano para atingir a mesma condigao.

A molécula de xilano MO, sobre a face hidrofilica (010), que praticamente
nao se afasta do seu sitio de adsorcao durante as simulacoes, apresenta apenas
conformagoes proximas a hélices 21, como mostrado na Figura 5.6. Nessa figura,
a tendéncia geral é que os maximos dos histogramas se alternam entre estarem
localizados em valores de (¢ + 1) ligeiramente maiores que 120° (entre 120° e
150°) e ligeiramente menores (entre 90° e 120°), o que é consistente com uma
conformacao préxima a uma hélice 2, com exce¢do dos diedros glicosidicos nas
extremidades, que apresentam tendéncias diferentes devido a maior mobilidade
dos residuos de xilose terminais.

J& a molécula de xilano M25, sobre a face hidrofilica (020), que é bastante
movel e se afasta de seu sitio de adsorcao, indo em diregao a fase aquosa em alguns
momentos da simulagdo, apresenta uma coexisténcia de conformagoes similares as
hélices 2, e também 31, como pode-se observar na Figura 5.7. Nos primeiros quatro

histogramas desta figura, que correspondem aos pares de diedros glicosidicos mais
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Figura 5.6: Distribuicdo da soma dos diedros glicosidicos ¢ e 1 durante as simulacées,
de todas as ligacoes glicosidicas na molécula de xilano MO, sobre a face (010). Se a
soma ¢ igual a 120° entao o par correspondente de residuos de xilose estd em uma
conformacao em hélice 21, enquanto que se a soma ¢é igual a 50° ou a 190° entdo o par
correspondente de residuos de xilose esta em uma conformacgao em hélice 31, dextrégira
e levégira respectivamente. Os primeiros nove histogramas correspondem aos pares de
diedros glicosidicos entre os residuos 0 e 1, 1 e 2, e assim por diante, e cada histograma
tem uma populacao total de 50 mil. Os ultimos trés histogramas abragem mais de um
par de diedros glicosidicos: i)todos ; ii) os cinco mais internos ; iii) os trés mais internos.
Para estes trés histogramas, os valores na ordenada foram normalizados de maneira a
indicar a freqiiéncia relativa com que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.

proximos a extremidade nao redutora e mais mével do xilano M25 (vide Figura
5.2), os maximos ocorrem em, ou proximo a, 190° , o que é consistente com
um trecho de xilano assumindo conformacgoes em hélice 31, que é justamente a
conformagao assumida por uma cadeia de xilano livre em dgua pura, como se vé na
Figura 5.9. Além das populagoes proximas a 190° , os proximos cinco histogramas
da Figura 5.7 também possuem maximos préximos a 120° , o que corresponde a
conformagoes em hélice 21, que é a conformacao apresentada quando o xilano esta
adsorvido em seu sitio cristalografico.

Na Figura 5.8 pode-se confirmar que, de fato, as conformacoes em hélice 2,

apresentadas pelo xilano M25 sobre a face hidrofilica (020) correspondem a ins-
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Figura 5.7: Distribuicdo da soma dos diedros glicosidicos ¢ e v durante as simulacoes,
de todas as ligagoes glicosidicas na molécula de xilano M25, sobre a face (020). Se a soma
é igual a 120° entao o par correspondente de residuos de xilose esta em uma conformagao
em hélice 21, enquanto que se a soma é igual a 50° ou a 190° entao o par correspondente
de residuos de xilose estd em uma conformacio em hélice 31, dextrogira e levégira
respectivamente. Os primeiros nove histogramas correspondem aos pares de diedros
glicosidicos entre os residuos 0 e 1, 1 e 2, e assim por diante, e cada histograma tem
uma populacao total de 50 mil. Os ultimos trés histogramas abragem mais de um par de
diedros glicosidicos: i)todos ; ii) os cinco mais internos ; iii) os trés mais internos. Para

estes trés histogramas, os valores na ordenada foram normalizados para que indiquem
a freqiiéncia relativa com que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.

tantes nas simulacgoes em que a cadeia de xilano esta adsorvida em seu sitio crista-
lografico, e que as conformagoes em hélice 3; correspondem a instantes nos quais a
cadeia de xilano esta mais distante da face (020). Nesta figura, a distancia entre o
oxigénio glicosidico que une os residuos 3 e 4 do xilano M25 e o oxigénio glicosidico
logo abaixo dele na cadeia de celulose M21 foi tracada em func¢ao da soma (¢ + 1)
para os diedros glicosidicos entre os mesmos residuos 3 e 4 do xilano M25. Na
figura, percebe-se que na grande maioria das vezes em que estes residuos assumem
conformagoes proximas a hélices 21, os residuos estao préoximos ao seu sitio de ad-
sor¢ao na face (020). Quando este par de residuos assume conformagoes proximas

a hélices 3, por outro lado, eles estao mais distantes do cristal de celulose.
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Figura 5.8: Distancia entre o oxigénio glicosidico que une os residuos 3 e 4 do xilano
M25 e o oxigénio glicosidico logo abaixo dele na cadeia de celulose M21, em funcio
da soma (¢ + 1) para o par de residuos 3 e 4. O vetor que une estes dois oxigénios
corresponde & aresta b da cela unitaria do cristal de celulose, e no cristal o seu moédulo
¢ 8.20 A.*" Quando o par de residuos 3 e 4 assume conformacoes similares a hélices 2,
estes residuos estdo proximos a seu sitio cristalogréafico de adsorcdo, com dp_o ~ 8A,
mas quando assumem conformagoes similares a hélices 31 eles podem estar muito mais
distantes. N&o had um nimero significativo de instantes em que os residuos estejam a
distancias grandes da face (020) ao mesmo tempo que assumem conformagoes em hélices
21, € 0s poucos pontos esparsos em que isso ocorre correspondem a instantes em que o
par de residuos estd transitando de ou para a conformacao mais estavel em agua, que
¢é a hélice 3;. Para os estados em que os residuos apresentam conformacao em hélice
31 e estdo proximos a face (020), o detalhe a direita mostra que estes estados sdo mais
distantes da face (020) do que os estados em que a conformacao em hélice 2; é adotada.

Os resultados deste estudo mediante simulacoes de DM dos complexos de ad-
sor¢ao de xilano nas faces hidrofilicas (010) e (020) da celulose 18 demonstram,
portanto, que esta correta a hipétese levantada na Secao 1.5, de que as cadeias
de xilano poderiam adsorver a superficies da celulose exatamente nas posicoes
cristalograficas em que outra cadeia de celulose ocuparia se o cristalito fosse mais
extenso. Os resultados demonstram, entretanto, que ha diferencas entre as dinami-
cas do xilano adsorvido na face (010) e aquela do xilano adsorvido na face (020), ja
que na face (010) o xilano permanece estavel em seu sitio de adsor¢ao e assume ex-
clusivamente conformacoes préximas a hélices 21, enquanto o xilano na face (020)

tem maior mobilidade e assume conformacoes similares a hélices 3; quando esté
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Figura 5.9: Distribuicdo da soma dos diedros glicosidicos ¢ e 1 dos nove pares de
diedros glicosidicos em uma molécula de 3(1 — 4)-xilano composta por dez unidades de
D-xilose, em dgua pura. Os maximos de todos os histogramas ocorrem em (¢+1v) = 190°,
o que mostra que o xilano em agua adota preferencialmente conformagoes em hélice 3;.
Cada histograma tem uma populacao total de 50 mil.

longe desta face. Na secao a seguir esta mesma hipotese serd aplicada a xilanos
adsorvidos nas faces hidrofébicas da celulose, e nas proximas sec¢oes estes estudos

serao extendidos para alguns xilanos substituidos.

5.2 Xilanos adsorvidos sobre faces hidrofébicas

Nesta secao serao apresentados os resultados das simulagoes por DM de xilanos
adsorvidos as faces hidrofébicas (100) e (200) do cristal de celulose cristalina 15
que foi representado a direita na Figura 5.1. A dinamica das moléculas de xilano
sobre estas faces pode ser visualizada na Figura 5.10. Nesta figura observa-se
que os complexos formados nas duas faces sao estaveis, mas o xilano M25 sobre
a face (200) tem mobilidade maior. Assim como observado entre as duas faces

hidrofilicas na se¢ao anterior, notam-se diferencas entre as duas faces hidrofobicas
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da celulose no que se refere a dinamica de moléculas de xilano adsorvidas sobre
elas. Estas diferencas, inicialmente nao esperadas para faces com propriedades
tao semelhantes, seja para o par de faces hidrofilicas, seja para o par de faces
hidrofébicas, tém origem em fatores que serao explicados na Secao 5.3. Por ora,

serao discutidas as diferencas encontradas entre as faces hidrofébicas.

» M25 200 /m« “reducing

e

A T T b b i Al e i S

T TETEYE .
ook TETETET AL AL AL N
@ $ { X %_ ! T A s = L
¥ P r 4 4 -

\
2 ¢ i % ?\ TR ARt ok etk ol b gt eSSkl e e

i_ % | % H % ) Mt g T g b b e e i i
% a § !' jl? a ‘i 2 OO e otk ot ot e e b ko cnbiol e bl

‘;. ’I, ¥ - % '1 \, L el e et TR R ML,
?; i % ¥ TR AT TR e e g S i S

MO € ¢ ¢ < 100 R

non-reducing
B 50% occupancy isosurface 20% occupancy isosurface
Figura 5.10: Representacao estatistica da dindmica de moléculas de xilano adsorvidas
sobre as faces hidrofébicas da celulose 15, utilizando superficies de nivel, ou isosuperfi-
cies, de ocupacao. O cristal de celulose esta representado em cinza, na sua configuracao
inicial. As isosuperficies em vermelho representam os pontos nos quais algum atomo da
molécula de xilano estd presente em 50% do tempo de simulacdo, enquanto as isosuperfi-
cies transparentes em rosa sao compostas pelos pontos no espaco em que algum atomo da
molécula de xilano estd presente em 20% do tempo de simulagdo. A molécula de xilano
na face (100) se move menos em torno de seu sitio de adsor¢ao, ja a molécula de xilano

na face (200) apresentou maior mobilidade ao longo de toda a cadeia, principalmente
em residuos proximos a sua extremidade redutora.

As diferengas na mobilidade das moléculas de xilano M0 e M25, adsorvidas
sobre as faces (100) e (200), determinam diferencas no nimero de ligagoes de
hidrogénio estabelecidas entre estas cadeias de xilano e o cristal de celulose durante
as simulagoes. A Figura 5.11 ilustra a distribuicdo do niimero de ligacoes de
hidrogénio estabelecidas nas faces (100) e (200). A rigor, se as moléculas de
xilano mantivessem posi¢oes bastante proximas da sua configuracao inicial, no
sitio cristalografico de adsorc¢ao, nas faces hidrofobicas nao deveria haver ligagoes
de hidrogénio entre xilano e celulose, em decorréncia da estrutura em camadas
da celulose 15 (vide Figuras 1.16 e 4.3), na qual s6 ha ligagdes de hidrogénio
entre cadeias poliméricas em uma mesma camada, mas nao entre camadas de
cadeias origin e center. Entretanto, as moléculas de xilano nestas simulagoes
sao relativamente pequenas, tém dez xiloses, e percorrem pontos em seu espago

de configuracgoes nos quais estabelecem ligagoes de hidrogénio com a celulose. As
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Figura 5.11: A esquerda: distribuicdo do ntmero de ligacdes de hidrogénio entre
a cadeia de xilano MO e o cristal de celulose If. A direita: distribuicdo do nimero
de ligacoes de hidrogénio estabelecidas entre a cadeia de xilano M25 e a celulose. A
molécula de xilano MO estabelece, em média, menos liga¢des de hidrogénio com o cristal
de celulose do que a molécula de xilano M25. Em todos os histogramas, os valores na
ordenada foram normalizados para que indiquem a porcentagem do tempo de simulagao
em que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.

diferencas de mobilidade entre as cadeias de xilano M0 e M25 também determinam
diferencas nas conformagoes assumidas por estas cadeias de xilano. Na Figura 5.12
nota-se que o xilano M0, que se apresenta menor mobilidade, adota conformagoes
em hélice 21, o que é consistente com uma cadeia de xilano que se mantém proxima
ao seu sitio de adsorgao na face (010). Na figura observa-se que, exceto para o
par de residuos 8 e 9 na extremidade redutora, que sao mais sujeitos a efeitos de
borda, a soma dos diedros glicosidicos (¢ + 1) assume valores proximos a 120° , o
que corresponde a conformagoes em hélice 2;. A cadeia de xilano M25, que é mais
movel durante as simulagoes, e se afasta mais freqiientemente de seu sitio na face
(020), pode apresentar conformagoes em hélice 2; e em hélice 31, como nota-se na
Figura 5.13. Nesta figura observa-se que para todos os pares de residuos da cadeia
de xilano M25 os histogramas correspondentes apresentam maximos proximos a
190° para o valor da soma (¢+1), o que corresponde a conformagdes em hélice 3;.
Na maioria dos histogramas, os maximos proximos a 190° sao inclusive mais altos
do que maximos apresentados proximos a 120° , que por sua vez correspondem a

conformacoes em hélice 2.
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Figura 5.12: Distribuicio da soma dos diedros glicosidicos ¢ e 1 durante as simulacoes,
de todas as ligagoes glicosidicas na molécula de xilano MO, sobre a face (100). Os
primeiros nove histogramas correspondem aos pares de diedros glicosidicos entre os
residuos 0 e 1, 1 e 2, e assim por diante, e cada histograma tem uma populagao total de
50 mil. Os ultimos trés histogramas abragem mais de um par de diedros glicosidicos:
i)todos ; ii) os cinco mais internos ; iii) os trés mais internos. Para estes trés histogramas,

os valores na ordenada foram normalizados de maneira a indicar a freqiiéncia relativa
com que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.

Em suma, os complexos de adsor¢ao formados por xilanos sobre as quatro
faces cristalograficas da celulose I3 estudadas neste trabalho sao estaveis durante
as simulacoes por DM que foram realizadas, indicando que é plausivel supor que
na parede celular vegetal os xilanos interajam com a celulose cristalina mediante
processos de adsorcao fisica que ocorrem nos préprios sitios cristalograficos que se-
riam ocupados por uma préxima cadeia de celulose em um cristal de celulose mais
extenso. As simulagoes mostram, entretanto, que ocorrem diferencas nao anteci-
padas entre as duas faces hidrofilicas e também entre as duas faces hidrofébicas
estudadas. As causas destas diferencas foram investigadas e serao discutidas na
secao a seguir. Contudo, os resultados nos motivaram a extender a investigagao
desta hipotese de adsorcao em sitios cristalograficos para determinar se xilanos

substituidos, os mais comuns em vegetais superiores, também poderiam sofrer ad-
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Figura 5.13: Distribuicao da soma dos diedros glicosidicos ¢ e 1) durante as simulagdes,
de todas as ligagoes glicosidicas na molécula de xilano M25, sobre a face (200). Os
primeiros nove histogramas correspondem aos pares de diedros glicosidicos entre os
residuos 0 e 1, 1 e 2, e assim por diante, e cada histograma tem uma populacao total de
50 mil. Os ultimos trés histogramas abragem mais de um par de diedros glicosidicos:
i)todos ; ii) os cinco mais internos ; iii) os trés mais internos. Para estes trés histogramas,
os valores na ordenada foram normalizados de maneira a indicar a freqiiéncia relativa
com que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.

sorcao as faces da celulose 15 desta mesma maneira. Os resultados das simulagoes

com xilanos substituidos sao apresentadas na Secao 5.4.

5.3 O cristal de celulose

Embora o foco desta terceira parte do trabalho de tese seja a investigacao de
xilano adsorvido a diferentes faces cristalograficas da celulose 15, a investigacao
da dinamica dos cristais de celulose em si também mostrou-se bastante instrutiva
e serviu para elucidar as diferencas nao antecipadas, mencionadas nas duas segoes
anteriores, observadas entre faces cristalograficas semelhantes dos cristais de celu-

lose estudados. Estas diferengas acontecem devido a uma distor¢ao na estrutura
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dos cristais, que ocorre durante as simulagoes. A Figura 5.14 mostra instantes
aleatorios das simulagoes realizadas, e eles representam a distor¢ao que ocorre na
estrutura cristalina da celulose 15. Ja na etapa de equilibracao, e durante todas
as simulagoes, os cristais de celulose sofrem uma distor¢ao em sua geometria, na
qual as cadeias origin desviam consideravelmente de suas posicoes cristalografi-
cas. As cadeias center, entretanto, mantém geometrias proximas as reportadas
experimentalmente®” para o alomorfo 13 da celulose cristalina. Esta diferenca
fica mais clara ao comparar a Figura 5.14, que corresponde as simulac¢oes por

DM, com as Figuras 1.16 ou 4.3, que correspondem as estruturas determinadas

experimentalmente.

- origin

Figura 5.14: Representagao da distorgao na geometria dos cristais de celulose 13, que
ocorre durante as simulagoes por DM. Cada imagem corresponde a um unico frame
da simulacdo, tomado aleatoriamente. As cadeias do tipo origin, em preto, tornam-se
sistematicamente mais inclinadas & esquerda do que de fato estariam em um cristal real.
As cadeias do tipo center, em cinza, mantém-se préximas as suas posicoes cristalografi-
cas, exceto as da face (020), que sdo mais moéveis durante as simulagdes, em ambos os
sistemas representados, devido a efeito de borda. Em vermelho, as cadeias de xilano.

Esta distor¢ao provoca alteracoes significativas na rede de ligagoes de hidrogénio
estabelecidas dentro e na superficie do cristal durante as simula¢oes, uma vez que
a distor¢ao resulta na formagao de ligagoes de hidrogénio entre camadas de cadeias
origin e center, e experimentalmente as ligacoes de hidrogénio s6 ocorrem dentro
de cada camada. A distor¢ao ocasiona alteragoes nao sé dentro do proprio cristal,
como também nas interacoes com as cadeias de xilano adsorvidas sobre as diver-
sas faces. Uma forma de descrever as alteracoes dentro do cristal é monitorar
as conformagoes dos grupos exociclicos hidroximetil, correspondentes ao carbono

C6 em cada anel de glicose das cadeias de celulose. As conformacoes do grupo
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hidroximetil em piranoses foram apresentadas na Figura 1.8. A Figura 5.15 é um
painel que mostra a distribuicao destas conformagoes em cada cadeia de celulose
durante as simulagoes, e os resultados reportados nessa figura de fato mostram
uma diferenca entre cadeias origin e center.

A diferenca observada entre as cadeias origin e center se deve, em parte, as
condicoes periddicas de contorno impostas aos sistemas estudados: para mini-
mizar efeitos de borda, os cristais de celulose simulados sao infinitos na direcao de
crescimento das cadeias de celulose, com cada cadeia de celulose covalentemente
ligada as suas imagens peridédicas além das extremidades da caixa de simulacao.
O tamanho da caixa de simulacao na diregao das cadeias (a diregao cristalografica
¢) foi mantido fixo, com valor igual a um miltiplo inteiro do tamanho, determi-
nado experimentalmente®’, da cela unitaria da celulose I3 nesta mesma direcao.*”
A configuragao inicial dos cristais de celulose nas simulagoes corresponde, por-
tanto, a estrutura cristalografica determinada experimentalmente. Entretanto,
como nenhum campo de forca é capaz de descrever perfeitamente todas as pro-
priedades de um sistema qualquer, ocorre que, devido as condigoes periddicas de
contorno impostas, o sistema fica sob tensao. Esta tensao ocorre porque, com o
campo de forca utilizado nas simulagoes, as cadeias de celulose seriam mais es-
taveis se a distancia entre seus monondémeros fosse ligeiramente diferente daquela
experimental e, portanto, se o comprimento da cadeia inteira fosse um pouco di-
ferente. Desvios nos parametros de cela sdao comuns em simulagdes por DM de
cristais e, em simulagoes feitas para a celulose 15 , Himmel et al. obtiveram o
valor de 10.512A para o comprimento da cela unitdria na direcdo cristalografica c,
contra 10.380A determinados experimentalmente?®”, utilizando o campo de forca
para carboidratos desenvolvido por Kuttel, Brady e Naidoo”. Por menor que
seja a diferenca entre a distdncia experimental entre residuos adjacentes e a dis-
tancia mais estavel descrita pelo campo de forga, este efeito se amplificara a cada
mondémero presente na cadeia e quanto maior for o polimero, maior serd a ten-
sao a que a cadeia polimérica estard submetida em simulagoes por DM se estiver
confinada ao comprimento experimental, diferente daquele descrito como mais es-
tavel, ou relaxado, pelo campo de forca utilizado. Como as cadeias de celulose
nao podem ajustar seu comprimento por causa das condigoes peridédicas de con-
torno impostas, o sistema relaxa da maneira que pode ao distorcer a geometria
das cadeias origin. Nao esta claro se esta diferenca entre cadeias origin e center
se deve apenas aos efeitos descritos acima, ou se é uma diferenca a ser esperada

também experimentalmente para um cristalito real.

90



5.3. O CRISTAL DE CELULOSE

31
=
|
gg
120 240 360 | 8 g
® + W /degrees | ]
' 60 180 300
: W / degrees

~=
q

e,
AN

all

FUNV BV

Figura 5.15: Painel que ilustra histogramas que representam a distribuicao das conformagoes
do grupo exociclico hidroximetil, correspondente ao carbono C6 nos anéis de glicose (vide Figura
1.8), em cada uma das 24 cadeias de celulose presentes no cristal. Cada histograma se refere a
uma cadeia de celulose, e representa a distribuicao obtida para a uniao dos conjuntos de dados
de todos os vinte anéis de glicose presentes em uma dada cadeia. A drea abaixo da curva em
cada histograma foi colorida de acordo com a conformacao cuja populagdao foi maior naquela
cadeia, durante as simulagoes: histogramas em ciano correspondem a cadeias de celulose em
que a conformacao predominante é gt, em amarelo fg e em vermelho gg. Apesar da distor¢ao
que sofrem em sua geometria, as cadeias origin mantém a conformacao tg observada experimen-
talmente?”, exceto cadeias origin na face (100), em que predominam conformagoes gt. Apesar
de apresentarem predominantemente a conformacao tg observada experimentalmente, as cadeias
origin na face (010) adotam outras conformagoes mais freqiientemente, devido a efeitos de borda,
se comparadas a cadeias origin no interior do cristal. Nas cadeias center predominam as confor-
magoes gg, diferentemente das tg encontradas experimentalmente, embora em duas das cadeias
center as conformagdes gt sejam predominantes. Também para as cadeias center pode-se notar
certos efeitos de borda: nos histogramas das cadeias mais internas a populacao de conformagoes
gg ¢ maior e quase ndo ha conformacgoes gt. A xilose ndo possui carbono C6, e os histogramas
correspondentes as cadeias de xilano, em preto, representam a distribuicdo da soma dos diedros

(@ + ).
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Esta distor¢ao é a principal origem das diferengas observadas entre cadeias
ortgin e center em nossas simulacoes e, por extensao, entre as faces cristalogra-
ficas constituidas por estes dois tipos de cadeia: as faces (010) e (020) sao am-
bas hidrofilicas, mas a primeira é constituida por cadeias origin e a segunda por
cadeias center. Considerando a estrutura cristalografica experimental, estas duas
faces deveriam ter propriedades muito semelhantes, e as diferencas observadas nas
simulagoes devem-se a descrigao inexata da geometria das cadeias origin fornecida
pelo campo de forca utilizado. O mesmo se aplica ao par de faces hidrofébicas
(100) e (200).

Apesar das distor¢oes que ocorrem na geometria das cadeias origin, o modelo
computacional ainda assim prevé dois tipos de cadeias diferentes, em acordo com o
que é observado experimentalmente, embora as diferencas sejam exacerbadas pelo
modelo computacional. Estas diferencas nao invalidam o fato que as simulagoes
mostram que a adsorcao de cadeias de xilano com conformacao em hélice 2; a seus
sitios cristalograficos nas diversas faces da celulose é uma hipdtese plausivel. As
simulacoes claramente indicam que esse tipo de complexo de adsorcao é viavel e
estavel, e o mecanismo de adsorcao as faces hidrofilicas, por meio de ligacoes de
hidrogénio (Tabelas 5.1 e 5.2), foi caracterizado, qualitativamente ao menos.

As condigoes periddicas de contorno que causam esta distor¢ao poderiam ser
removidas, mas ao simular um cristalito de celulose finito a estrutura do cristal
sofre distor¢des ainda mais graves, apresentando uma tor¢do que abrange toda a
fibrila de celulose, inclusive para cristalitos com quarenta unidades de glicose em

50;51

cada cadeia de celulose. Contudo, o campo de forca utilizado nas simulacoes

descritas nesta tese parece ser o mais adequado entre os campos de forca mais

72739798 - considerando a comparacdo entre

modernos desenvolvidos para glicanos
trés campos de forca realizada por Himmel et al. em simulacoes de cristais celulose
13.51 Outra alternativa para contornar este problema ¢ discutida na Secdo 6.1.
Embora o modelo computacional apresentado tenha suas limitagoes, ele ainda
permite testar em xilanos substituidos a mesma hipdtese verificada nas segoes
anteriores para xilanos simples. Na se¢ao a seguir sao apresentados resultados de

simulagoes por DM de alguns xilanos substituidos adsorvidos sobre celulose 13.

5.4 Xilanos substituidos

Nesta ultima secao, serao apresentados alguns resultados de simulacoes por

DM de xilanos substituidos adsorvidos sobre as faces cristalograficas da celulose

92



5.4. XILANOS SUBSTITUIDOS

I3. A derivatizagdo quimica de glicanos mediante adi¢ao de grupos quimicos
substituintes as suas hidroxilas é bastante usual, e muitos compostos de uso cor-
riqueiro contém este tipo de glicano derivatizado. Os exemplos mais comuns sao o
acetato de celulose, os xantanos (ou viscose) utilizados por exemplo na produgao
industrial de rayon e celofane, a nitrocelulose, entre outros. As substitui¢coes em
glicanos em geral ocorrem em suas hidroxilas e no caso de xilanos as hidroxilas
disponiveis para substituicdo sao aquelas correspondentes aos oxigenios O2 e O3
nos anéis de xilose. Estas sao as mesmas hidroxilas que participam de ligacoes de
hidrogénio entre xilano e celulose, como foi mostrado na Figura 5.3 e nas Tabelas
5.1 e 5.2. Portanto, pode-se esperar que a presenca de substituintes interfira na
forma como o xilano interage com a celulose, dependendo do padrdao com que os
substituintes estao dispostos ao longo da cadeia de xilano.

Dois grupos substituintes muito comuns em xilanos presentes em parede celu-
lar vegetal sdo os grupos acetil e glucuronoil. A substituicdo por acetil envolve
a formacgao de uma ligagdo éster entre a carbonila do grupo acetil e o oxigénio
02, ou O3, de um anel de xilose. Ja o grupo glucuronoil é um residuo de acido
glucurénico (GlcA) T ligado ao oxigénio O2 ou ao O3 de um anel de xilose, me-
diante ligagoes glicosidicas 5(1 — 2) ou (1 — 3). Investigando a composigao de
xilanos em parede celular de plantas, Dupree et al. descobriram que as substitui-
¢oes glucuronoil em glucuronoxilanos de parede celular exibem um padrao em que
as substituicoes ocorrem majoritariamente com espacamento par entre elas.®® %0
Dados ainda nao publicados dos mesmos pesquisadores indicam que em acetilxi-
lanos as acetilagoes ocorrem em aproximadamente 50% dos residuos de xilose, e
que também obedecem o padrao de espacamento par e, portanto, estdao alternada-
mente presentes ou ausentes em residuos de xilose adjacentes. Ou seja, se um dado
residuo de xilose de uma cadeia de acetilxilano é substituido, o proximo residuo
nao sera substituindo, o seguinte sera substituido e assim por diante. Xilanos com
este padrao de substituicdo foram mostrados na Figura 1.20 adsorvidos a faces
cristalograficas da celulose 13, e os sistemas representados naquela figura foram
investigados mediante simula¢des por DM nesta tltima parte do trabalho de tese.

Embora a fun¢ao desempenhada pelos substituintes em xilanos ainda nao seja
bem compreendida, a existéncia de um padrao par no espagamento entre os sub-
stituintes sugere que haja uma razao para esta disposicao tao especifica dos sub-

stituintes ao longo da cadeia de xilano. A Figura 5.16 ilustra representacoes da

tO 4cido glucurdnico é um monossacarideo derivado da glicose, com o carbono exociclico C6
oxidado a acido carboxilico.

93



CAPITULO 5. INTERACOES ENTRE CELULOSE E XILANOS

non- reducmg

xylan  acetyl
50% occupancy isosurface [} B
20% occupancy isosurface

xylan GlcA
50% occupancy isosurface [} n
20% occupancy isosurface

Figura 5.16: Acima: representagdo da dindmica de moléculas de acetilxilano adsorvidas
sobre as faces hidrofilicas da celulose 13, utilizando isosuperficies de ocupacao. O cristal de
celulose estd representado em cinza, na sua configuracdo inicial. As isosuperficies em vermelho
e em laranja representam os pontos nos quais algum 4tomo da molécula estd presente em 50%
do tempo de simulagdo, enquanto as isosuperficies transparentes em rosa e em amarelo sao
compostas pelos pontos no espago em que algum dtomo da molécula estd presente em 20% do
tempo de simulagdo. As cores vermelho e rosa referem-se a cadeia principal, laranja e amarelo
aos substituintes acetil. Abaixo: representacdo da dinamica de moléculas de glucuronoxilano
adsorvidas sobre as faces hidrofilicas da celulose 15, utilizando isosuperficies de ocupacao. O
cristal de celulose estd representado em cinza, na sua configuragao inicial. As isosuperficies em
vermelho e em azul representam os pontos nos quais algum atomo da molécula esta presente em
50% do tempo de simulagao, enquanto as isosuperficies transparentes em rosa e em ciano sao
compostas pelos pontos no espago em que algum dtomo da molécula estd presente em 20% do
tempo de simulacdo. As cores vermelho e rosa referem-se a cadeia principal, azul e ciano aos
substituintes glucuronoil.
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dinamica das moléculas de xilano com padrao de substituicao par adsorvidas sobre
as faces hidrofilicas da celulose 3. Como também ja foi observado para o caso
de xilanos simples, nesta figura nota-se que os complexos de adsor¢ao formados
na face (010) sdo menos méveis, mantendo-se mais préximos a sua configuragao
inicial durante as simulagoes, enquanto os xilanos substituidos adsorvidos a face
(020) apresentaram maior mobilidade, em especial nos residuos mais préximos de
sua extremidade nao redutora. Como discutido na Secao 5.3, as diferengas obser-
vadas entre faces com mesma hidrofilicidade podem ser atribuidas as distorgoes
na geometria do cristal de celulose observada durante as simulagoes.

O padrao de ligagoes de hidrogénio estabelecidas entre xilanos substituidos
e as faces hidrofilicas da celulose é muito similar ao padrao que foi encontrado
nas Tabelas 5.1 e 5.2 e na Figura 5.3. De fato, as substituicoes nao afetam as
hidroxilas envolvidas em ligagoes de hidrogénio com a celulose, pois os substitu-
intes encontram-se apenas em residuos de xilose cujos oxigénios O2 e O3 apontam
para longe do cristal de celulose. Isto decorre do padrao par de substitui¢ao nos
xilanos, pois se os substituintes estivessem aleatériamente presentes a formacgao
deste tipo de complexo de adsorcao com as faces hidrofilicas da celulose nao seria
possivel. Estas observagoes sugerem que o padrao par de substituicao, encontrado
experimentalmente em xilanos presentes em plantas, seja uma maneira de permi-
tir a funcionalizacao das cadeias de xilano sem comprometer a sua capacidade de
adsorcao as faces hidrofilicas da celulose.

Para caracterizar a dinamica destes xilanos substituidos sobre as faces da celu-
lose em termos de suas conformacoes, foram construidos histogramas para a soma
(¢ + 1), andlogos aos mostrados em figuras anteriores. Assim como ocorre para
xilanos simples, quando as cadeias de xilano substituido se afastam de seu sitio de
adsorcao em direcao a agua eles adotam conformagdes em hélice 31, mas quando
estdo no sitio de adsor¢ao sua conformacao é proxima a hélices 2. Nota-se na
Figura 5.17 que conformacoes consistentes com ambos os tipos de hélice ocorrem
durantes as simulagoes. Para o acetilxilano M0 sobre a face hidrofilica (010), os
picos correspondentes a conformacoes similares a hélices 2; ocorrem a esquerda e
a direita da marca dos 120°, mais afastados deste valor se comparados aos dois
picos analogos em xilanos simples. O mesmo se aplica a cadeia M25 sobre a outra
face hidrofilica, a (020). Para ambas as cadeias M0 e M25 ha também populagoes
proximas a 190°, correspondentes a conformagoes em hélice 3;.

Complexos de adsor¢ao de xilanos substituidos sobre as faces hidrofébicas da

celulose 15 também foram examinados. A Figura 5.18 ilustra representacoes da
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Figura 5.17: Distribuigdo da soma dos diedros glicosidicos ¢ e v durante as simulagoes, de
todas as ligacgoes glicosidicas nas moléculas de acetilxilano adsorvidas sobre as faces hidrofilicas
da celulose I5. Acima: acetilxilano MO sobre a face (010). Abaixo: acetilxilano M25 sobre a
face (020). Para cada cadeia de acetilxilano os primeiros nove histogramas correspondem aos
pares de diedros glicosidicos entre os residuos de xilose 0 e 1, 1 e 2, e assim por diante, e cada
histograma tem uma populacao total de 50 mil. Os tdltimos trés histogramas abragem mais de
um par de diedros glicosidicos: i)todos ; ii) os cinco mais internos ; iii) os trés mais internos.
Para estes trés histogramas, os valores na ordenada foram normalizados de maneira a indicar a
freqiiéncia relativa com que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.
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Figura 5.18: Acima: representagio da dindmica de moléculas de acetilxilano adsorvidas
sobre as faces hidrofobicas da celulose 15, utilizando isosuperficies de ocupacdo. O cristal de
celulose estd representado em cinza, na sua configuragao inicial. As isosuperficies em vermelho
e em laranja representam os pontos nos quais algum 4tomo da molécula estd presente em 40%
do tempo de simulagdo, enquanto as isosuperficies transparentes em rosa e em amarelo sao
compostas pelos pontos no espago em que algum dtomo da molécula estd presente em 20% do
tempo de simulagdo. As cores vermelho e rosa referem-se a cadeia principal, laranja e amarelo
aos substituintes acetil. Abaixo: representacdo da dindmica de moléculas de glucuronoxilano
adsorvidas sobre as faces hidrofobicas da celulose 13, utilizando isosuperficies de ocupagao. O
cristal de celulose estd representado em cinza, na sua configuragio inicial. As isosuperficies em
vermelho e em azul representam os pontos nos quais algum atomo da molécula esta presente em
50% do tempo de simulagdo, enquanto as isosuperficies transparentes em rosa e em ciano sao
compostas pelos pontos no espago em que algum dtomo da molécula estd presente em 20% do
tempo de simulagao. As cores vermelho e rosa referem-se a cadeia principal, azul e ciano aos
substituintes glucuronoil.
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dindmica das moléculas de xilano com padrao de substituicao par adsorvidas sobre
as faces hidrofébicas da celulose I3. Nesta figura observa-se que, durante as simu-
lagOes, as cadeias de xilano substituido sobre a face hidrofébica (100) sdo menos
moveis do que aquelas sobre a face hidrofébica (200), tanto para acetilxilanos como
para glucuronoxilanos. Ambas as cadeias M25 apresentaram maior mobilidade em
residuos préximos a sua extremidade redutora. Esta é a mesma tendéncia que foi
observada para xilanos simples. No caso de acetilxilanos sobre faces hidrofébi-
cas, ambas as cadeias M0 e M25 sdo significativamente mais méveis do que seus
andlogos nao substituidos. Entretanto, os resultados demonstram que a formacgao
de complexos de adsorcao de xilanos substituidos sobre as faces hidrofébicas da
celulose 153 ¢é factivel se o padrao de substituicao for par. Contudo, no caso de
faces hidrofobicas estes resultados nao permitem descartar o padrao impar, que
em principio também seria viavel nestas faces. Na Figura 5.19 observa-se que
ambas as moléculas de acetilxilano M0 e M25, que sao bastante moveis, adotam
conformacoes similares tanto a hélices 2; como a hélices 31, e que as hélices 3; pre-
dominam. Comparando com os resultados para os andlogos nao substituidos nas
Figuras 5.12 e 5.13, nota-se que esta tendéncia é igual a observada para o xilano
simples M25 na face hidrofébica (200), mas nao para o xilano simples M0 sobre a
face hidrofébica (100), o qual teve menor mobilidade e apresentou conformagoes
em hélice 3; apenas nas extremidades da cadeia.

E possivel afirmar, portanto, que a presenca de substituintes glucoronoil dis-
postos em padrao par provoca poucas alteragoes na dinamica dos glucuronoxilanos
adsorvidos sobre as faces cristalograficas da celulose 15, quando comparados aos
xilanos nao substituidos. Esta conclusao também é verdadeira para acetilxilanos
adsorvidos a faces hidrofilicas, mas acetilxilanos em faces hidrofébicas apresen-
taram mobilidade sensivelmente superior aquela de seus analogos nao substitui-
dos.

Contudo, estas simulagdes por DM mostram que xilanos substituidos com o
padrao de espacamento par entre os substituintes também formam complexos de
adsorcao estaveis com as faces cristalograficas da celulose 13, assim como foi obser-
vado nas simulacdes com xilanos nao substituidos. O padrao par de substituicao
permite a molécula de xilano estabelecer o mesmo tipo de interagao com a celulose
cristalina, com o mesmo padrao de ligagoes de hidrogénio nas faces hidrofilicas, que
é observado para xilano nao substituido durante as simulagoes. Mais do que isso,
este padrao de substituicao permite a funcionalizacdo quimica das cadeias de xi-

lano, ao mesmo tempo em que mantém as caracteristicas estruturais que permitem
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Figura 5.19: Distribuicdo da soma dos diedros glicosidicos ¢ e ¢ durante as simulagoes, de
todas as ligacoes glicosidicas nas moléculas de acetilxilano adsorvidas sobre as faces hidrofébicas
da celulose I5. Acima: acetilxilano MO sobre a face (100). Abaixo: acetilxilano M25 sobre a
face (200). Para cada cadeia de acetilxilano os primeiros nove histogramas correspondem aos
pares de diedros glicosidicos entre os residuos de xilose 0 e 1, 1 e 2, e assim por diante, e cada
histograma tem uma populagao total de 50 mil. Os dltimos trés histogramas abragem mais de
um par de diedros glicosidicos: i)todos ; ii) os cinco mais internos ; iii) os trés mais internos.
Para estes trés histogramas, os valores na ordenada foram normalizados de maneira a indicar a
frequiéncia relativa com que ocorre o seu valor correspondente na abscissa.
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ao xilano interagir bem com a celulose cristalina. A funcionalizacdo quimica de
cadeias de xilano que ocorre em plantas pode ter diversas fungoes, ainda nao total-
mente esclarecidas: especula-se que substituintes glucuronoil poderiam ser pontos
de reticulagao entre a matriz de lignina e o glucuronoxilano, mediante ligagoes
éster envolvendo o grupo carboxilico do GlcA. A substitui¢ao por acetil, por sua
vez, diminui o nimero de hidroxilas - nao envolvidas em ligacoes de hidrogénio
com a celulose se o padrao de substituicao for par - o que obviamente torna o
acetilxilano menos polar, ou hidrofilico, mas sem comprometer a sua capacidade
de interacao com a celulose, se o padrao de substituicao for par. O padrao par de
acetilagao em xilanos encontrado experimentalmente por Dupree et al. poderia
servir para aumentar a afinidade da lignina, apolar, pelo xilano e pelas superfi-
cies hidrofilicas da celulose recobertas por ele: em plantas, os xilanos podem ter
varias centenas de unidades de xilose, e longos trechos de xilano poderiam estar
adsorvidos a celulose cristalina enquanto outros trechos da mesma cadeia de xi-
lano poderiam estar imersos na matriz de lignina. Compostos quimicos que atuam
de forma a aumentar a afinidade entre polimeros hidrofilicos e hidrofébicos, em
misturas como blendas e compésitos, ou em misturas com certos copolimeros, por
exemplo, sao denominados compatibilizantes.

Dentro deste contexto, propomos nesta tese que o padrao par de acetilagao faz
do acetilxilano um compatibilizante muito apropriado para aumentar a afinidade
entre a celulose e a matriz de lignina, diminuindo a tensao interfacial entre estes
dois polimeros que compoem a parede celular vegetal. O conceito e a importancia
de compatibilizantes sao bem conhecidos na area de quimica de polimeros, com di-
versas aplicagoes em blendas e compésitos de uso corriqueiro, e uma recente revisao
a respeito de compatibilizantes foi produzida por Utracki.?® A presenca de sub-
stituintes que aumentem a hidrofobicidade do xilano, como o grupo acetil, é uma
estratégia de compatibilizacao diferente daquela em que os substituintes no xilano
ligam-se covalentemente a lignina, como postula-se que ocorra com o grupo GIcA.
A rigor, esta tltima seria classificada como reticulagdo, nao compatibilizagao. Em
ambos os casos, entretanto, os substituintes nas cadeias de xilano serviriam para
reforcar as interagoes entre os componentes da matriz lignoceluldsica de forma a
aumentar a estabilidade e a coesao da parede celular vegetal.

Os resultados obtidos nesta terceira parte do trabalho de doutorado, na qual
foram estudados complexos de adsorcao de xilanos simples e substituidos adsorvi-
dos a celulose I3, serao publicados em conjunto com dados experimentais pro-

duzidos por Dupree et al., em um trabalho de colaboracao que esta em fase de
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redagdo. Esta secao encerra a apresentacao e discussao dos resultados obtidos
durante este trabalho de tese. Na proxima secao serao expostas as consideragoes

finais e perspectivas para pesquisas futuras.
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Capitulo 6
Conclusoes

No presente trabalho de tese, foram estudados alguns sistemas relacionados
a hidrolise de biomassa lignocelulésica. Na primeira parte do trabalho foram es-
tudadas, mediante simulacoes por DM, trés enzimas da familia 16 das glicosideo
hidrolases, e foram elucidados alguns fatores estruturais e dindmicos que sao res-
ponsaveis pela hipertermoestabilidade na enzima RmLam. Foi mostrado que a
termoestabilidade na RmLam ¢é devida a presenca de um ntcleo hidrofébico bas-
tante coeso e de uma extensa rede de conexoes salinas adequadamente arranjadas,
que reforcam e estabilizam a estrutura da RmLam sem interferir com seu nt-
cleo hidrofébico. Os resultados das simulagoes por DM destas enzimas fornecem
insights uteis para pesquisadores interessados em projetar enzimas GH com pro-
priedades adequadas a sua aplicagao industrial.

Na segunda parte do trabalho de tese, foi desenvolvido o programa cellulose-
builder. Este programa serd uma ferramenta util para cientistas interessados em
realizar simulacoes por DM em sistemas contendo dominios cristalinos de celulose.
O programa fornece uma maneira facil e automatica de gerar coordenadas Carte-
sianas em formato PDB para os alomorfos I, I3, I e I11; da celulose cristalina, e
permite o total controle das dimensoes dos cristalitos, e do comprimento das fib-
rilas produzidas, diretamente a partir do prompt de comando Bash. Os cristalitos
podem ser construidos possuindo simetria translacional, o que permite a aplicagao
de condigoes periddicas de contorno ao longo de qualquer diregao cristalografica.
As estruturas cristalinas geradas pelo cellulose-builder podem ser combinadas com
outras moléculas, como por exemplo solventes ou proteinas, utilizando outros pro-
gramas disponiveis® para gerar configuracoes iniciais para simulacoes por DM.

Na terceira parte do trabalho, foram investigadas as interagoes que moléculas

de xilano, simples e substituidas, estabelecem com diferentes faces cristalograficas
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da celulose I3. As simulagoes demonstram que as moléculas de xilano sao capazes
de estabelecer complexos de adsorcao com a celulose cristalina, utilizando como
sitios de adsorgao as posigoes cristalograficas que eventualmente seriam ocupadas
por cadeias de celulose em um cristal maior. As simulagoes também sugerem que
o padrao par de substitui¢ao, observado experimentalmente em xilanos de plantas,
nao interfere com a capacidade do xilano em estabelecer complexos de adsor¢ao
estaveis com a celulose cristalina, ao mesmo tempo que permite a funcionalizagao

quimica da cadeia de xilano.

6.1 Perspectivas

O estudo das interagoes entre celulose e xilano serd futuramente estendido
para abranger outros grupos substituintes na cadeia de xilano. Também serao
realizadas tentativas de contornar o problema da distorcao do cristal de celulose,
apresentado na Secao 5.3, introduzindo constantes de forca harmonicas que li-
mitem o movimento dos atomos do cristal de celulose a regides proximas a suas
posigoes cristalograficas determinadas experimentalmente. Além disso, os resul-
tados obtidos até agora encorajam a realizacao de estudos para estimar a energia

livre de adsor¢ao dos diferentes xilanos a faces da celulose cristalina.
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