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Resumo

Compreender a arquitetura da parede celular e suas modificagdes por enzimas
€ necessario para o desenvolvimento de novos materiais e biocombustiveis. Nesta
Dissertacao, utilizamos simulagées computacionais de Dinamica Molecular para
entender as interagdes fisicas da matriz polimérica da parede celular com a celulose
e aspectos moleculares de enzimas que atuam sobre polissacarideos da parede
celular. Especificamente, abordamos dois topicos: (1) adsorcdo, em celulose, de
glucuronoarabinoxilanos, com padrdao de ramificagdo encontrado em coniferas, e (2)
estudo da endoglucanase Celd5A do fungo Phanerochaete chrysosporium
(PcCel45A), que possui alta similaridade com expansinas produzidas em plantas. No
tépico (1), mostramos que glucuronoarabinoxilanos adsorvem estavelmente na
superficie hidrofilica (110) da celulose, enquanto as ramificacbes de a-1,2-acido
glucurbnico estabilizam a adsorcdo do xilano, as ramificagcbes de a-1,3-arabinose
aumentam a mobilidade dos diedros glicosidicos e ndo contribuem para adsorcao na
superficie hidrofilica da celulose. Simulacées com duas cadeias xilana em paralelo
mostram que ha efeitos cooperativos para adsor¢cdo na celulose, causados pelos
efeitos de empacotamente e, no caso das cadeias ramificadas, ocorre reticulagdes
entre ramificagdes a-1,2-acido glucurénico e os ions célcio. No topico (2), observamos
que a PcCel45A tem alta similaridade com expansinas de plantas e difere de outras
enzimas da familia GH45 pela falta de loops para ligacao ao substrato e por ter uma
asparagina, em vez de aspartato, atuando como base catalitica. As simulag¢des
mostraram que a PcCel45A compensa a falta de loops com os residuos hidrofébicos
Trp161 e Tyr74, que reconhecem o substrato via interacdes de stacking, e pela
presenca de varios residuos polares e carregados que fazem ligacdées de hidrogénio
com os grupos hidroximetilicos exociclicos do substrato. Mutagdes de tais residuos
causaram reducao de afinidade pelo substrato. O mutante do residuo base Asn99
para Asp ndo apresenta estabilidade conformacional, com isso 0 Asp99 nao consegue
atuar como base em uma catalise enzimatica, mesmo possuindo maior basicidade
que Asn. O Joop da base Asn99 apresentou duas conformacdes distintas, a
conformacao da estrutura cristalina e uma conformacgédo que permite uma ligagéo de
hidrogénio entre base e acido catalitico, que pode indicar um mecanismo da enzima
para que ocorra a troca de prétons apds uma reacgao catalitica e, assim, voltar a forma
ativa. Em conjunto, estes estudos fornecem explicacdes para fendmenos que ocorrem
na parede celular de plantas e para aspectos mecanisticos de enzimas que a
modificam e degradam.



Abstract

Comprehending the plant cell wall architecture and its modification by enzymes
is necessary for the development of novel materials and biofuels. In this dissertation,
we have employed molecular dynamics computer simulations to understand physical
interactions between the plant cell wall polymetic matrix and cellulose, and molecular
aspects of cell wall modifying enzymes. In particular, we have studied two topics: (1)
adsorption of glucuronoarabinoxylans onto the cellulose surface, with a substitution
pattern xylans found in conifers, and (2) the study of the endoglucanase Cel45A from
Phanerochaete chrysosporium (PcCel45A), which exhibits a high similarity with plant
expansins. In the topic (1), we show that glucuronoarabinoxylans stably adsorb onto
the hydrophilic surface (110) of the cellulose. Whereas glucuronic acid substitutions
are able to stabilize the xylan adsorption, arabinose substitutions cause an increase of
flexibility of the glycosidic torsion angles and do not contribute to stabilize the xylan
chain on the cellulose surface. Simulations of two xylan chains revealed cooperactivity
for the adsorption on the cellulose, caused by packing effects and cross-linking
between two glucuronic acids and calcium ions. In the topic (2), we observed that
PcCel45A presents a high similarity with plant expansins and differs from other GH45
enzymes by the lack of loops that aid in the substrate binding, and for having an
asparagine, instead of an aspartate, acting as catalytic base. The simulations showed
that PcCel4d5A compensates the lack of loops with the presence of hydrophobic
residues (Trp161 and Tyr74), which recornize the substrate through stacking
interactions, and by the presence of several polar/charged residues that hydrogen
bond hydroxymethyl groups of the substrates. Mutations of such residues induced
severe decrease of the enzyme-substrate affinity. The catalytic base mutant Asn99Asp
exhibited poor conformational stability, so that Asp99 cannot act as a general base in
the enzymatic catalysis, even though Asp is more basic than Asn. The loop that
contains Asn99 exhibited two distinct conformations: a crystallographic-like
conformation and another conformation that allows a hydrogen bond between the
catatytic acid and base, suggestign a mechanism of proton exchange from the base to
the acid that would restore the enzyme to its active state. Together, these studies
provide molecular-level explanations for events that occur within the plant cell wall
structure and for mechanistic aspects of enzymes that modify plant cell walls.



Lista de Abreviaturas e Siglas

Ara Arabinose

Cel45A Celulase da familia 45

CMC Carboximetilcelulose

DM Dindmica molecular

EXLX1 Expansina de Bacillus subtilis

ExpB1 B-expansina de Zea Mays (milho)

GH45 Glicosil hidrolase da familia 45

GlcA Acido glucurénico

HiCel45 Endoglucanase da familia 45 de Humicola insolens

MeGIcA Acido O4-metil-glucurénico

NAMD em inglés Nanoscale Molecular Dynamics (software)
NVE Numero de particulas, volume e energia constantes
PASC em inglés Phosphoric Acid Swollen Celulose

PcCel4d5A  Endoglucanase da familia 45 de Phanerochaete chrysosporium
PME Malha de particulas de Ewald
pNPC para-nitrofenil-B-glucopiranosideo (sigla em inglés)

RMSD Desvio da Raiz Média Quadrética (sigla em inglés)
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Capitulo 1

Introducao

A biomassa lignocelulésica € o recurso renovavel mais disponivel para
obtencéao de biocombustiveis atualmente [1]. O desenvolvimento de novas tecnologias
para sua conversao em agucares fermentaveis com menores custos é essencial para
viabilizar a producéo de bioetanol do ponto de vista econémico. O maior empecilho
para sua utilizacao € a recalcitrancia (resisténcia mecéanica, quimica e biolégica)
natural do material lignocelulésico, que faz necessaria a utilizacdo de severos
tratamentos termoquimicos [2].

A recalcitrancia é a causa da baixa velocidade das reacdes enzimaticas de
despolimerizagao e dos elevados custos da producéo de biocombustiveis. Portanto, o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes para aumentar a acessibilidade da
celulose as enzimas é de suma importancia [2,3]. Do ponto de vista molecular, a
recalcitrancia se origina das caracteristicas quimicas e da arquitetura do material
lignocelulésico, esta ainda n&o inteiramente conhecida [4]. Compreender a arquitetura
da parede celular e suas modificagcdes por enzimas é necessario para o entendimento
dos fundamentos da biologia das plantas e para a concepcédo de novos materiais,
desconstrucao da biomassa para produgédo de biocombustiveis e desenvolvimento de
mutantes de plantas mais adequadas para a biorrefinaria.

Neste trabalho, utilizamos simulagcées computacionais de Dinamica Molecular
(DM) para entender interagdes fisicas da matriz polimérica da parede celular com a
celulose e aspectos mecanisticos de enzimas que atuam sobre polissacarideos da
parede celular. Especificamente, abordamos dois tépicos: (1) adsorcao de
glucuronoarabinoxilanos de coniferas em celulose e (2) estudo da endoglucanase
Celd5A do fungo Phanerochaete chrysosporium (PcCel45A), que possui alta
similaridade com expansinas produzidas em plantas. Com base nestes topicos, sera
feita uma breve introdugdo a seguir sobre a composi¢cdo e arquitetura da parede
celular, nas secbes 1.1 e 1.2, respectivamente, e sobre expansinas e enzimas da

familia GH45, nas segdes 1.3 e 1.4, respectivamente.
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1.1 Composicao da biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica é constituida basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina, sendo a celulose a principal matéria-prima para producéo de
bioetanol. Estes componentes estdo presentes na parede celular das plantas e se
arranjam em uma arquitetura supramolecular complexa, onde fibras de celulose se
estruturam dentro de uma matriz protetora de hemicelulose e lignina [1]. As
ramificacbes da hemicelulose se ligam covalentemente a lignina ou a outras
hemiceluloses, formando os complexos de lignina e carbohidratos. Este arranjo
molecular € um dos maiores responsaveis pela recalcitrancia da parede celular [1,5].

A celulose € um polimero composto por cadeias lineares de mondémeros de
glicose ligados por B-1,4. As ligagbes de hidrogénio intramoleculares da cadeia
glucana fazem dela uma cadeia rigida e favorecem a conformacéao diedral de dupla-
hélice, mostrada na figura 1.1A, onde a soma dos angulos diedrais glicosidicos ¢ e @
€ 120° As cadeias glucana se arranjam formando complexos supramoleculares

contendo dominios cristalinos e amorfos [6].

0~ -HO
. OH === OH
gk W % W
1 O
~HO on == HO™ OH------ “
u 6 HO QR “ ”“ Sit
74 1 n\w % W
~HO “” """ HO™  OH--=-- (,
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Figura 1.1 Representacbes das interagdes e arranjos moleculares da celulose. (A)
Celobiose, dois monémeros de glicose ligados por ligacao -1,4. Nesta figura estao
indicadas as liga¢oes de hidrogénio intramoleculares da cadeia glucana e os angulos
diedrais ¢ e . (B) Ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares de cadeias glucana
no dominio cristalino. (C) Microfibrilas, da esquerda para direita, hexagonal com 36
cadeias, diagonal e retangular com 24 cadeias. As figuras 1.1C das microfibrilas
diagonal e retangular foram adaptadas de Fernandes et al., 2011 [9].

Nos dominios cristalinos, as cadeias glucana de uma mesma camada

interagem entre si por ligacoes de hidrogénio intermoleculares, mostradas na figura
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1.1B, enquanto que as cadeias de camadas diferentes interagem entre si por
interacdes hidrofdbicas, devido ao alto empacotamento [6]. A celulose cristalina
encontrada na natureza apresenta os dois alomorfos la e I, que diferem no padréao
de empacotamento [7].

O tamanho e a forma das microfibrilas de celulose cristalina encontradas na
natureza ainda nao sao completamente conhecidos. A forma hexagonal, com 36
cadeias, é a mais utilizada para representar a microfibrila até o momento (figura 1.1C)
[8], mas estudos sugerem outras formas para microfibrila, como a diamante e
retangular (figura 1.1C) [9]. A forma da microfibrila altera as proporgdes de areas das
superficies hidrofdbicas e hidrofilicas, com isso interfere na interagéo da celulose com
outros polissacarideos da parede celular [8].

Devido a seu arranjo na estrutura cristalina, a celulose tem baixa solubilidade
na maior parte dos solventes e as microfibrilas sdo resistentes a hidrélises quimicas e
enzimaticas [6]. Entretanto, o0 acesso a celulose também é limitado pelo revestimento
da matriz de hemicelulose e lignina, o que eleva o nivel de recalcitrancia da biomassa
[10,11].

Hemiceluloses sao heteropolissacarideos caracterizados, com maior
frequéncia, por cadeias de (3-1,4 de residuos de xilose, glucano ou manose, com
diferentes tipos de ramificacées [12]. Diferentemente da celulose, a hemicelulose
varia sua composi¢ao quimica e abundéancia de acordo com a planta e com o tecido,
pois possui diferentes fungdes na planta. Em paredes primarias, xiloglucano é a
hemicelulose mais abundante, ja em paredes secundarias as mais abundantes séo o
glucomanano e glucuronoarabinoxilano [13,14].

A principal fungdo da hemicelulose é aumentar a resisténcia da parede celular
através de sua associagdo com celulose e, em paredes secundarias, com a lignina
[12]. O arranjo molecular das hemiceluloses com a celulose ainda é pouco descrito;
sua interacdo com a face hidrofdbica da celulose é bem aceita, mas pouco se sabe
como ocorre a interagdo com a face hidrofilica [15,16].

Assim como a hemicelulose, a composi¢éao de lignina varia de acordo com a
planta e com o tipo de tecido, e é depositada sobre a parede celular apenas depois
que cessou a etapa de crescimento da planta. A lignina € composta por polimeros
derivados do fenilpropano, com monémeros de p-hidroxifenila, guaiacila e siringila [1].
Devido ao seu carater hidrofobico, ela expulsa a dgua da parede celular, criando uma

barreira protetora a celulose cristalina e a outros polimeros, impedindo assim o ataque
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enzimatico e quimico. Por se ligar irreversivelmente as enzimas, a lignina contribui
para diminuicao da atividade catalitica e exige maior quantidade de enzimas para

degradar os substratos [4,11,17].

1.2 Arquitetura da parede celular

Durante o crescimento da planta, a parede celular é chamada de primaria e é
constituida principalmente de celulose, hemicelulose e pectina, com excecdo das
gramineas, que ndo possuem quantidade relevante de pectina. A parede primaria,
apesar de resistente, é capaz de sofrer relaxacdo mecanica durante o crescimento.
Este mecanismo é causado pela forca de turgor da agua e é dependente da
arquitetura da matriz polimérica, da acao de expansinas e enzimas hidroliticas [1,8].

Quando o processo de crescimento € cessado, algumas células criam uma
parede secundaria, onde tecidos de pectina sdo menos abundantes e as paredes
celulares sao reforcadas com lignina. A maior parte da composicdo da parede
secundaria é de celulose, hemicelulose e lignina, que proporcionam maior resisténcia
mecanica a célula [1,18,19]. A parede secundaria tem maior recalcitrancia,
necessitando de pré-tratamentos para degradacao da biomassa em escala industrial,
aumentando o custo da producéao de bioetanol [4].

Apesar da composicao polimérica das paredes celulares ser bem conhecida,
0s modelos da arquitetura tridimensional da parede celular ainda sdo muito limitados.
Segundo o modelo mais recente de paredes primarias, representado na figura 1.2,
xiloglucanos conectam pequenas regides de contato entre as fibrilas de celulose [20].
Entretanto, este modelo n&o é aplicado para paredes secundarias e nem para paredes

primarias de gramineas, que possuem baixa composi¢ao de xiloglucano [5].

1.3 Expansinas

Expansinas séo proteinas que induzem relaxacdo mecéanica da parede celular
em plantas em crescimento. Elas estdo diretamente ligadas a processos naturais das
plantas, como amadurecimento de frutos, germinacdo do pdlen e enraizamento
[21,22]. Expansinas também causam intumescimento de fibras de celulose, podendo,
assim, potencialmente ser utilizadas como proteinas acessérias as enzimas

celuloliticas para reduzir a recalcitrancia da celulose. Embora os efeitos
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macroscopicos das expansinas sejam bem conhecidos, pouco se sabe sobre o
mecanismo destas proteinas do ponto de vista molecular. A razao disso € que,
segundo os estudos realizados até o momento, expansinas nao agem através de um
mecanismo bioquimico de hidrdlise, o que dificulta a realizagdo de experimentos
[3,23,24].

Modelo de parede celular primaria

Celulose S_, _g» *g
A B e e e e W e W
Xiloglucano

L Pontos de contato
entre as fibrilas

Figura 1.2 Representacao do modelo proposto para a parede primaria, onde ha
pequenos pontos de contato entre as microfibrilas de celulose, representadas em
vermelho, mediados por xiloglucanos, representados pelas linhas pretas. A figura foi
adaptada de Park and Cosgrove, 2011 [12].

Estudos funcionais com a expansina EXLX1 da bactéria Bacillus subtilis
mostraram que um de seus dois dominios, o dominio D1, é essencial para sua
atividade de ruptura [25]. Estudos computacionais da EXLX1, realizados em nosso
grupo, indicam que o dominio D1 da EXLX1 pode induzir torcbes em cadeias de
glucano [26]. Além disso, mutagcdes experimentais dos residuos responsaveis pela
torcédo, identificados pelas simulagdes, causam inativacdo completa ou parcial da
EXLX1, corroborando com a hipotese de que EXLX1 atua desestabilizando interacdes
intermoleculares na parede celular [25,26].

As expansinas de plantas sdo classificadas em a e B-expansinas, que
evoluiram para diferentes tipos de plantas. B-expansina de pdélen de milho (ExpB1)
atua apenas em gramineas, o que faz com que ela seja de alto interesse para estudos
voltados a bioenergia [22,27]. A estrutura cristalografica da ExpB1 foi resolvida por
Yennawar et al. em 2006 (Codigo PDB: 2HCZ), mas seu mecéanismo molecular
permanece elusivo e provavelmente envolve questdes ainda ndo compreendidas da

parede celular primaria de plantas [28].
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1.4 Enzimas da familia GH45

Enzimas da familia GH45 possuem alta similaridade com expansinas
produzidas em plantas e foram pouco caracterizadas até o momento, se comparadas
a outras enzimas produzidas por fungos [25,28]. As endoglucanases da familia GH45
possuem atividade hidrolitica sobre 3-glucanos, CMC (carboximetilcelulose) e PASC
(do inglés, Phosphoric Acid Swollen Celulose). Entretanto, diferentemente das
endoglucanases de outras familias, enzimas da GH45 ndo possuem atividade
hidrolitica sobre hemiceluloses, como xilanos e xiloglucanos e substratos artificiais,
como pNPC (do inglés, para-Nitrophenyl Cellobioside) [29]. Além disso, possuem
baixa atividade sobre cadeias menores que 5 monémeros [30].

Estas enzimas hidrolisam os substratos pelo mecanismo classico de inversao
de Koshland, esquematizado na figura 1.3A [31], o qual envolve a atuacao de dois
residuos aspartato ou glutamato, sendo que um deles atua como acido, doando um
préton para o oxigénio glicosidico, € o0 outro atua como base, desprotonando uma
molécula de agua que ira fazer um ataque nucleofilico no carbono anomérico da
cadeia glucana.

A enzima produzida no fungo Humicola insolens (HiCel45) foi a melhor
caracterizada até o momento e a primeira enzima da familia GH45 a ter sua estrutura
resolvida por cristalografia de raio-X (codigo PDB: 4ENG) (figura 1.3B). Estudos
realizados com a HiCel45 mostraram que os residuos Asp121 e Asp10 atuam como
acido e nucledfilo cataliticos, respectivamente. Isso foi concluido com base em
mutacdes destes residuos para asparagina que anularam a atividade catalitica da
enzima. Neste mesmo estudo, o mutante Asp114Asn, apresentou apenas uma
diminuicdo da atividade catalitica e concluiu-se que ele atua como coadjuvante no
processo da catalise. O acido catalitico Asp121 da HiCel45 e os residuos préximos a
ele (Thre, Tyr8, His119) sdo conservados nas outras enzimas da familia GH45 e nas
expansinas (figura 1.3B)[32]. Entretanto, ndo ha conservagéo do residuo nucledfilo
Asp10 entre os membros da familia GH45 [29].
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A.  Mecanismo de inversao

de Koshland
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Figura 1.3 (A) Mecanismo de inversao de Koshland [31], mostrando que sao necessario dois
residuos aspartatos para a reacao catalitilica. No final da catélise, o acido esta desprotonado
e a base protonada, precisando entédo trocar os estados de protonagéo para voltar a forma
ativa. (B) Estrutura cristalografica da HiCel45 (codigo PDB:4ENG), indicando os residuos
cataliticos Asp121 e Asp10, o Asp114 que é coadjuvante no processo de catalise segunda
Davies et al. 1995 [29] e os residuos que estdo em torno do acido catalitico, Thr6, Tyr8 e
His119, conservados nas outras enzimas da familia GH45.

Comparando a estrutura cristalografica da HiCel45 (cédigo PDB: 4ENG) com a
estrutura da ExpB1, mostrada na figura 1.4, o sitio catalitico da ExpB1 (cédigo PDB:
2HCZ) é similar ao da HiCel45. Entretanto, a ExpB1 n&o possui o residuo
correspondente ao Asp10. Isso foi proposto como o motivo da auséncia de atividade
catalitica das expansinas. Além disso, a ExpB1 possui, em torno do sitio catalitico,
loops muito menores que a HiCel45 (figura 1.4), fazendo com que sua fenda catalitica
seja praticamente aberta e plana, resultando em uma interagdo menos efetiva com o

substrato, quando comparada a HiCel45 [25,28,32].
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V‘/ Loop presente

apenas na Hicel45

HiCel45 /ExpB1
r W O

Figura 1.4. Alinhamento das estruturas cristalograficas da ExpB1(cédigo PDB: 2HCZ),
com a cadeia principal mostrada na cor vermelho e cadeias laterais em cor verde, com
a HiCel45 (cédigo PDB: 4ENG), com a cadeia principal mostrada na cor azul e cadeias
laterais em cor amarela. Mostrando que o sitio catalitico da ExpB1 € similar ao da
HiCel45, entretanto, a ExpB1 néo possui o residuo correspondente ao residuo base
Asp10. O loop da HiCel45, em cor rosa, € responsavel por manter o substrato ligado
e a ExpB1 n&o possui este loop, apresentando assim uma fenda catalitica plana e
rasa.
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Capitulo 2

Dinamica Molecular

A técnica de simulacdo de Dindmica Molecular (DM) é um método
computacional que estuda sistemas em nivel atdmico. Esta técnica permite a
amostragem do espaco de fase e o desenvolvimento da dindmica do sistema ao longo
do tempo. Com isso, obtém-se as conformagdes de menor energia potencial e
parametros termodinamicos do sistema, que muitas vezes nao sao detectaveis
experimentalmente. Nos estudos de macromoléculas, esta técnica revela as
estruturas e evolugado temporal do sistema e, assim, pode ser vista como um
microscdpio molecular [33,34].

No modelo de DM mais utilizado, onde todos os atomos sao explicitamente
considerados (“all-atom modefl’), os atomos se movem obedecendo as leis da
mecanica classica e possuem carga e massa especifica. Uma simulacdao de DM
normalmente é realizada com numero de particulas, volume e energia constantes, o
que é chamado de ensemble NVE ou microcanénico e possui dimensdo 6N para N
atomos, pois sao 3N posicoes e 3N velocidades. As configuracbes sao geradas
resolvendo a equagéao 2.0, da segunda lei de Newton, onde m; é a massa da particula

e F, a forga ao longo da coordenada x;, obtendo assim as posi¢oes e velocidades
seguintes de cada particula [35].
d?x; . Fy;
atz — m;

(2.0)

As forcas que atuam sobre cada atomo s&o calculadas a partir das interacdes
inter e intramoleculares, que serdo descritas na se¢ao 2.1. As simulagdes séo geradas
a partir das posicoes e velocidades iniciais, que devem entrar como dados para os
calculos das configuracdes seguintes. Na secao 2.2 é mostrado como é feita a escolha
destas configuracdes iniciais. Para a geracao das trajetérias, sédo utilizados alguns
algoritmos e aproximacgdes, introduzidos na secdo 2.3, que diminuem custos
computacionais e permitem estudar sistemas em diferentes condicées, como
temperatura e pressao constantes. Com a evolugao do tempo, as simulagdes geram

um numero de configuracbes sucessivas, tornando possivel a obtencdo de
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propriedades médias e de comportamentos dependentes do tempo, que é explicado
na secao 2.4.

2.1 Campo de forca

A técnica de DM requer como dado de entrada uma descricao das interacoes
inter e intramoleculares. O modelo de “campo de forga” € uma aproximagao comum
para tratamento destas interagdes. Neste modelo, as forgas entre as particulas sao
determinadas empiricamente por principios fisicos, dados experimentais e parametros
calculados por mecéanica quantica. Por ser desenvolvido empiricamente, ndo é
conveniente utilizar campos de forga distintos em um mesmo sistema.

O potencial do campo de for¢a pode ser considerado como a soma do potencial
de ligagao (Vj;gqq0) € do pontecial ndo-ligado (Vyz0-1igado)» COMO € mostrado de forma
simplificada nas equagdes 2.1-3 e representado na figura 2.1, onde V., (V) € a

energia potencial em fung&o das posigées r dos N atomos do sistemas.

Vtotal(rN) = Vligado (rN) + Vnﬁo—ligado (rN) (2.1)
Viigaao (") = z kij(rij —ro)* + z kiji(Bijic — 00)* +
lig ang
+ Ygiea = (1 + cos(dijur — bo)) (2.2)
N N N o\ aij\° 9i4;
Vnio—ligado(r ) = D=1 Zj=i+1 4"c:ij (E) - (E) + Forij (2.3)

O Vigaao(r") modela as interagdes intramoleculares, como mostrado na
equacao 2.2, onde primeiro, segundo e terceiro termos sao referentes,
respectivamente, ao potencial harménico da ligacdo de dois atomos (figura 2.1A),
deformacao angular (figura 2.1B) e torsdes diedrais (figura 2.1C). A modelagem das
interacdes é feita através da atribuicdo das penalidades energéticas causadas por
desvios dos valores de equilibrio. Com isso é possivel descrever estiramentos e
efeitos estéricos, por exemplo.

O Vyso-tigaao ("), definido pela equagéo 2.3, considera as interagdes entre os
atomos que nao estao ligados covalentemente entre si. O primeiro termo da equacgéo
2.3 modela as interacdes de van der Waals (figura 2.1D), utilizando o potencial de
Lennard-Jones, onde ¢ é a distancia interatbmica em que a energia é zero e ¢ é a
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profundidade do potencial, mostrados na figura 2.2. O segundo termo da equacao 2.3
modela as interacdes eletrostaticas, utilizando o potencial de Coulomb, onde ¢,
corresponde a permissividade do vacuo, q; e q; as cargas das particulas i e j, como

mostrado na figura 2.1E.
Potenciais ligados

Ligacdes Angulos Diedros
Potenciais nao-ligados

’ @ O o
Q v ki J
b b .

' ry T,

L
Interagdes de InteragOes eletrostéaticas
van der Waals

Figura 2.1. Representacao das principais intera¢des utilizadas para modelagem de
campos de forga, sendo os potenciais, referentes as interacdes intramoleculares, de
ligagbes, angulos e diedros mostrados, respectivamente, por (A), (B) e (C). Os
potenciais ndo-ligados das interacdes van der Waals e eletrostaticas sdo mostrados
em (D) e (E), respectivamente.

O potencial de Lennard-Jones possui um termo referente as forgcas repulsivas
e outro as atrativas e variam com r~12 e r~¢, respectivamente. As forgas repulsivas
sao mais pronunciadas quando a distancia entre os atomos € igual ou ligeiramente
menor a soma de seus raios. Este potencial modela bem as interacées de van der
Waals, que ocorrem a curta distancia e rapidamente decaem conforme aumenta a
distancia entre os atomos [35].

Diversos potenciais efetivos classicos foram desenvolvidos e aplicados no
tratamento das interacdes intermoleculares. Dentre eles, destacam-se os campos de
forca CHARMM [36] e AMBER [37], que podem ser utilizados para calculos em grande
escala de biomoléculas utilizando tratamento explicito das moléculas do solvente
(e.g., agua, compostos organicos, etc). A transferibilidade destes campos de forca é
a propriedade que permite que parametros desenvolvidos para moléculas pequenas,
como aminoacidos, possam ser aplicadas para moléculas maiores, como proteinas
[35].
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. Potencial repulsivo
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distancia interatdmica (ry)

Figura 2.2. Representagao do potencial de Lennard-Jones, indicando os potenciais
atrativos, potenciais repulsivos e os coeficientes da equacao do potencial de Lennard-
Jones, o e ¢, que representam a distancia interatdmica em que a energia é zero e a
profundidade do potencial, respectivamente.

2.2 Posicoes e velocidades iniciais

As posicdes e velocidades iniciais sao atribuidas para todos os atomos do
sistema no inicio da simulacdo e serdo utilizados para determinacdo das
configuragdes seguintes. As posi¢cdes dos atomos iniciais devem ser compativeis com
a estrutura que se pretende estudar, como estruturas determinadas
experimentalmente por difragdo de raios-X. As particulas também ndo devem ter
sobreposicao entre elas e para isso existem alguns softwares, como o packmol [38],
que permitem geracao da configuragao inicial.

Ja a velocidade inicial do sistema é escolhida de forma aleatéria para a
temperatura de interesse. Para isto é utilizada a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann,

descrita na equacao 2.4, que fornece a probabilidade (p) de uma particula de massa
m; estar com velocidade v;, na direcdo x. Depois da distribuicdo aleatéria, as

velocidades séo ajustadas de tal forma que o momento total do sistema seja 0 em

todas as dire¢des [35].

1

_ m; \2 1mi17i2x
p(Vix) = (anBT) exp[~3 kBT] (2.4)
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2.3 Algoritmos

2.3.1 Condicoes periodicas de contorno

O uso de condi¢des periodicas de contorno faz com que as forgas aplicadas
sobre as particulas simulem um sistema infinito (i.e., infinitamente peridédico), que se
aproxima das condicoes reais e elimina em parte os efeitos de superficies. Além disso,
permite a utilizacdo de um numero menor de moléculas, diminuindo custos
computacionais. A figura 2.3 representa um modelo 2D de condi¢cdo periddica de
contorno. Na pratica, este modelo € 3D e composto de caixas retangulares. Sendo
todas as caixas iguais, elas permanecem com numero constante de particulas,
quando uma particula sai da caixa, ela é substituida por uma particula no lado oposto
[35].

y O ‘/ — ‘f
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Figura 2.3. Representacao 2D do modelo de condi¢do periddica de contorno, onde as
nove caixas quadradas sao iguais. O r.,; indica o raio de corte aplicado para a

interacdo entre dois atomos, mostrando que o atomo pode interagir com atomos da
caixa vizinha.
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2.3.2 Raio de corte e soma de Ewald

O caélculo das interagdes entre os atomos nao-ligados é responsavel pela maior
parte do custo computacional em simulagdes por DM. Se as interagdes forem
calculadas para todos os pares de atomos do sistema, o numero de interagées de van
der Waals e eletrostaticas aumentam proporcionalmente ao quadrado do numero de
atomos. Com isto, o uso de métodos para diminuir o nimero dos calculos necessarios
para expressar estas interagdes nas simulagdes, faz com que os calculos sejam muito
mais rapidos.

As interagdes de Lennard-Jones sdo de curto alcance, pois possuem uma
dependéncia de r~¢, sendo r a distancia interatdmica. Para distancias altas, este tipo
de interagéo é insignificante, o que viabiliza o emprego de um raio de corte, como
mostrado na figura 2.3, tal que os atomos que estdo para fora deste raio ndo séao
considerados nos calculos. Para simulacdes de proteinas é comum utilizar um raio de
corte de 12 A. Entretanto, este método ndo pode ser utilizado indiscriminadamente
para as interacdes eletrostaticas [35].

As interacOes eletrostaticas s&o consideradas de longo alcance, pois variam
diretamente com o inverso da distancia interatdmica e decaem lentamente. Para
diminuir os custos computacionais, o método de soma de Ewald é utilizado para o
célculo destas interagdes. Este método considera que os &tomos sdo cargas pontuais
no sistema e faz uso das condigdes de periddicas de contorno e da eletroneutralidade
do sistema.

O célculo da contribuicdo coulémbica total do sistema de N particulas é feito
pelas equacdes 2.5 e 2.6, em que @(r;) € o potencial eletrostatico na posicdo r;, L é

o diametro da caixa e r;; € a distancia entre as particulas i e j na mesma caixa. A

soma na equacao 2.6 é feita sobre todas as n imagens periddicas, exceto paraj =i
se n =0. Com isso, assumimos que a particula i interage com todas as outras
particulas do sistema e suas imagens periddicas, menos com si mesma. A descricao
completa deste método esta na referéncia [35].

V=123, qo) (2.5)

o) =¥t (2.6)

JM ameqrij+nl |
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2.3.3 Método de Verlet

Para gerar as trajetorias é utilizado um método numérico, em que as
configuragdes, velocidades e aceleragdes sao calculadas a cada intervalo de tempo
fixo (6t), durante o qual a forga € considerada constante. Em simulagbes de
biomoléculas, geralmente, é considerado &t de 2 fentosegundos.

O algoritmo de Verlet utiliza as posi¢coes e aceleragdes no tempo t e no tempo
t — &t, que é referente ao passo anterior, para calcular a posicéo e aceleragcédo do
passo seguinte utilizando as equagodes 2.7 e 2.8.

r(t+6t) = r(t) + Stv(t) +55t2a(t) +.. (2.7)
r(t —6t) = r(t) — Stv(t) +%6t2a(t) +... (2.8)
Somando as equacgdes 2.7 e 2.8, obtem-se a equacao 2.9, que é utilizada para
calcular o passo seguinte da trajetéria, referente a r(t + t).
r(t+6t) = 2r(t) —r(t—8t) + 6ta(t) (2.9)
O maior problema deste algoritmo, para simulagcbes de DM, é que as
velocidades nédo aparecem explicitamente e a temperatura, por exemplo, €
dependente diretamente da velocidade das particulas. Além disso, considerando que
no inicio da trajetéria, em t = 0, ndo se tem os dados do passo anterior r(t — 6t),
este método entdo € suficiente para dar inicio a trajetéria, necessitando de outros
recursos para isso.
O método velocity Verlet foi desenvolvido para solucionar estes empecilhos.
Nesse método, as velocidades passam a ser explicitas, com as equagbes 2.10 e 2.11,
sem que a precisdo seja comprometida. E um dos métodos mais amplamente

utilizados para geracgéo de trajetorias de DM.
r(t+6t) = r(t) + Stv(t) + %Stza(t) (2.10)
vt +6t) = v(t) +6t[a(t) +a(t+5t)] (2.11)
Para solucionar estas equacdes sao necessarios 3 passos. Primeiramente se
utiliza a equacao 2.10 para calcular as posigdes em t + §t, a partir das velocidades e
aceleracbes do tempo t. Em segundo, as forcas e aceleracdes sao calculadas no
tempo t + 8t. Por ultimo, as velocidades no tempo t + 8t sdo calculadas utilizando a

equacao 2.11. Neste algoritmo, as posi¢cdes anteriores ndo sdo necessarias para se
calcular a préxima configuracao [35].
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2.3.4 Temperatura e pressao

Ao longo da simulacdo de um sistema microcan6nico NVE as velocidades
flutuam e com elas também flutuam a energia cinética e a temperatura. A temperatura

instantanea do sistema pode ser determinada pela equagao 2.12 [38].

t
T(e) = TiL, e (2.12)

Entretanto, em simulacdes de biomoléculas é interessante que a temperatura
e pressdao se mantenham constantes, buscando aproximar-se de condi¢des
experimentais. Para manter a temperatura constante foi utilizada neste trabalho a
dindmica de Langevin, que é uma equacao diferencial estocastica que permite
controlar a energia cinética do sistemas, e assim a temperatura, como um termostato.
A pressao, por sua vez, foi controlada em nossas simulag¢des utilizando o método do
pistdo de Langevin. Este método atua como um pistdo que flutua alterando as
dimensdes da caixa e mantendo a pressao constante. Estes métodos estao descritos
nas referéncias [40-42].

2.4 Calculo de propriedades médias

Um dos principais interesses de simulacdes de DM é estudar propriedades
médias do sistemas atrdves da evolucdo natural do tempo. Considerando a
propriedade termodindmica A de um sistema de N atomos, seu valor instantaneo ira
depender dos valores da posicao r e do momento p de cada atomo do sistema. Ao
longo do tempo, ela flutua dependendo da interagdo entre as particulas. Para
experimentos laboratoriais, € considerado que o valor de uma propriedade A é a média
de ensemble < A >...empie, dada pela equacédo 2.13, integrada sobre todas as
possiveis posicdes e momentos.

<A >ensembie = | [ A(PY (0,7 (0)) dr¥dp” (2.13)

Devido a impossibilidade de determinar todas as configuracbes iniciais,
sistemas estudados com DM sao considerados ergodicos. A hipétese da ergodicidade
estabelece que uma Unica simulacao de DM, suficientemente longa, pode ser utilizada
para determinar uma propriedade termodinadmica macroscépica do sistema. Com isso,
mostrado na equagéo 2.14, se tem que a média de um ensemble microcandnico

corresponde a média temporal < A >¢¢mporqr d€ UM sistema ergddico [38].
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< A >ensemple= < A > temporal = ELTglol/T fthoA( pN(t): rN(t)) dt  (2.14)

O célculo de < A >¢emporar € feito considerando um tempo infinito, onde se
considera que todos os microestados possiveis sdo visitados. Evidentemente isto ndo
é valido se existirem barreiras energéticas que separem os minimos de energia. Neste
caso, € necessario recorrer a outros métodos de amostragem. No caso de uma
simulagdo de DM, o numero configuragées obtidas é finito e igual ao numero de
passos M da simulagdo, mas pode ser considerado para o calculo de propriedades
médias do sistema < A >p,,, descrita na equagao 2.15, se a simulagéo for longa [35].

<A>py=1/M XL APV (), 7V (1) (2.15)

Varias andlises com dependéncia temporal também podem ser realizadas,
como a variagao das distancias, ligagdes de hidrogénio e energia de interacao entre
dois grupos moleculares, para citar alguns poucos exemplos. Além disso, podem ser
realizadas analises estruturais, como a analise de Desvio da Raiz Média Quadratica
(RMSD, sigla em inglés), definida pela equagédo 2.16, em que se calcula a variagao
média da distancia ao longo do tempo para cada atomo do conjunto n, com relagao a

sua posi¢cdo em uma configuragéo definida r; ,, que pode ser a configuragao inicial.

RMSD (6) = [EZIL, 00 — oY) 216

Essas analises sdo dependentes do sistema estudado e dos objetivos do
trabalho. Normalmente sdo feitas utilizando programas desenvolvidos dentro do
proprio grupo.
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Capitulo 3

Adsorcao de cadeias xilanas a
superficie hidrofilica da celulose

3.1 Introducao

Xilano é uma das hemiceluloses mais abundantes em paredes secundarias de
plantas. Sua estrutura é constituida por unidades de D-xilose ligadas por ligacdes [3-
1,4 (figura 3.1) [12]. A xilose se diferencia da glicose pela falta do grupo hidroximetilico
exociclico, o que a faz apresentar um numero menor de ligagbes de hidrogénio
intramoleculares e maior mobilidade dos angulos diedrais glicosidicos @ e ¢, quando
comparada a cadeia glucana (figura 3.1) [43]. Os xilanos encontrados na natureza
possuem acetilagdes ou ramificacdes de acido glucurénico (GlIcA), acido 4-O-metil-
glucurénico (MeGicA) e arabinose (Ara) (figura 3.1). Estas ramificacdes ou acetilacdes
séo dependentes da espécie e do tipo de tecido da planta e influenciam na interagcéo
do xilano com agua e polimeros da parede celular, modulando, assim, as propriedades

da parede celular [12].
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OH

O O, Hwo O
HO 0 o HO 0}

OH B-14 OH

Xilano

Figura 3.1. Representacdo molecular da cadeia xilana. D-xilose, mondmero que
constitui a cadeia xilana, com a numeracao de seus carbonos; Arabinose (Ara) e acido
glucurénico (GlcA), monémeros encontrados como ramificagdes de cadeias xilana e
plantas. Xilano, mostrando as ligacdes de hidrogénio intramoleculares e as ligacoes
B-1,4.

As ramificacbes de Ara sao relacionadas com propriedades de hidratagao da
planta e para prevenir agregacao dos polimeros da parede celular com a perda de
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agua. Experimentos in vitro por medidas de isotermas de adsorgdo mostraram que
ramificagcdes de Ara diminuem interagdes do xilano com a superficie da celulose [44].
Ja plantas mutadas para produzir xilanos sem ramificagdes de GICA apresentaram
paredes celulares do caule ligeiramente mais fracas que as da nativa. A extracao de
xilanos nestas mutantes também ocorreu mais facilmente. Isto indica que ramificagdes
de Ara e GIcA estao relacionadas com a interacao do xilano com os outros polimeros
da parede celular, inclusive com a prépria celulose [45].

O arranjo molecular de xilanos na parede celular € pouco descrito: sabe-se
apenas que eles sao um dos responsaveis pela recalcitrancia. Seu modo de interagéao
com outros polimeros da parede celular € uma questao ainda em aberto. Uma
hipétese é que xilanos recobrem as microfibrilas da celulose e interagem com outros
polimeros, através das ramificagoes, por ligacées de hidrogénio e ligagdes covalentes
[19,46]. Devido as interacbes hidrofobicas entre anéis glicosidicos, a interacao do
xilano com a face hidrofébica da celulose € evidente. Estudos de DM indicaram que a
adsorcao do xilano nas faces (100) e (200) de microfibrilas de celulose € estavel (figura
3.2) [16].

Acredita-se que uma cadeia xilana com ramificagées em todos os residuos nao
poderia se ligar na face hidrofilica da celulose, devido a efeitos estéricos e a falta de
hidroxilas para fazer ligagbes de hidrogénio com a celulose. Mas, se o padréo de
ramificacéo for alternado, apenas com os residuos pares ramificados, uma cadeia
xilana com conformag&o dupla-hélice ficaria com as ramificagbes em apenas uma
superficie e a outra permaneceria disponivel para interagir com a celulose, sendo
compativel com sua adsorcao na superficie hidrofilica de celulose [16].

Corroborando com a hipétese da necessidade de ramificacées em apenas um
lado da cadeia xilana para adsorc¢ao na face hidrofilica, a determinagédo do padrao de
ramificacdo de xilanos em paredes secundarias de angiospermas mostram que a
maior parte da cadeia xilana é formada por dominios onde residuos alternados sao
acetilados e as cadeias laterais MeGIcA sdo distribuidas com o padrdao de
espacamento par [16, 47,48].

Estudos de DM realizados anteriormente com xilanos com padrao de
ramificaca@o e acetilacao alternadas mostraram que estas cadeias podem ligar na face
hidrofilica da celulose (figura 3.2). Entretanto, estas simula¢cées foram modeladas nas
superficie (020) e (010) da microfibrila retangular (figura 3.2), onde as duas faces da
cadeia xilana estao sujeitas as fortes interacdes de empilhamento estabelecidas com
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as cadeias de glucano [16]. Com isso, uma questdo permaneceu em aberto, se nas
faces hidrofilicas (110) e (110) de uma fibrila hexagonal, onde néo existe sitio de

ligagédo especifico, o xilano poderia se ligar de forma estavel.

L] Acetil
B Xilano

B Celulose

100

Figura 3.2. (A) Modelo utilizado nos estudos anteriores de DM da adsor¢ao da cadeia
xilana acetilada nas faces hidrofilicas (010) e (020) e hidrofébicas (100) e (200) da
celulose. [16]

Recentemente, o padrdo de ramificacdo de xilanos em paredes secundarias de
coniferas foi determinado por colaboradores (Paul Dupree, University of Cambridge).
Esses xilanos seguem um padrdao de ramificacdes de a-1,2-acido 4-O-metil-
glucurénico a cada seis residuos e a-1,3-arabinose precisamente a dois residuos do
acido (dados nao publicados) (figura 3.3). Na conformacgéo diedral dupla-hélice, a
cadeia xilana com este padrdao de ramificacdo possui todas as ramificagbes em
apenas um lado, permitindo assim, segundo a hipdtese proposta, sua adsorcao na
face hidrofilica da celulose.
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MeGIcA Ara

Xilose

Figura 3.3. (A) Representacdo do padrdo de ramificagcdo encontrado em cadeias
xilanas de coniferas, com ramificacdo a-1,2-4cido 4-O-metil-glucurénico a cada
seis residuos e a-1,3-arabinose a dois residuos. A cadeias xilana estd na
conformacao dupla-hélice para mostrar que todas as ramificacbes estdo de um
mesmo lado.

Neste trabalho, estudamos por simula¢cdes de DM, a compatibilidade da cadeia
xilana com ramificacdes a-1,3-Ara e a-1,2-GIcA (glucucuronoarabinoxilano), no
padrao encontrado para coniferas, de se ligar na face hidrofilica (110) da celulose.
Para avaliar os efeitos das ramificacbes de a-1,3-Arab e a-1,2-GIcA conduzimos
simulacdées de DM da adsorcdo de xilano sem ramificacdo, xilano com ramificacdes
apenas a-1,2-GIcA e com ramificagcbes apenas de a-1,3-Ara (arabinoxilano). Com
isso, investigamos também se xilanos adsorvem na face hidrofilica (110) da celulose.
Para analisar a possibilidade da adsor¢c&o de duas cadeias xilana em paralelo na face
hidrofilica da celulose e os possiveis efeitos estéricos das ramificagdes, estudamos
dois sistemas diferentes: um deles com duas cadeias de xilano sem ramificacao e o

outro com duas cadeias de glucuronoarabinoxilano.

3.2 Métodos

Neste trabalho conduzimos simulacées de DM, pelo método descrito a seguir,
da adsorcao na face hidrofilica da celulose (110) (figura 3.4A) das cadeias xilana:
xilano, glucuronoarabinoxilano, arabinoxilano e glucuronoxilano (figura 3.5) para
estudar a interacdo destas cadeias com a celulose e os efeitos das ramificagbes. A
cadeia de glucuronoarabinoxilano possui padrdo representativo de xilano de
coniferas, faltando apenas a metilacdo da ramificacdo GIcA que desconsideramos,

visto que nédo traria diferencas significativas para o estudo realizado e adicionaria
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Figura 3.4. Representagdo da modelagem para simulagdes de DM dos sistemas com
(A)1 xilano e (B) 2 xilanos. Figura acima, em vermelho mostramos a parte da fibrila
utilizada nas simulag¢des, em branco a parte da fibrila desconsiderada nas simulacées
e em verde estdo indicadas as cadeias de xilana nas posigdes iniciais e que foram
obtidas a partir da extensao da prépria celulose. Figura abaixo, representacao da face
hidrofilica da celulose com xilano: em azul e cinza mostramos as diferentes camadas
de celulose e em verde as cadeias xilana.

etapas de parametrizacdo do MeGiIcA para realizacdo do trabalho ( ver secao 3.3.3).
Também conduzimos simulacbes de DM de duas cadeias de xilano e
glucuronoarabinoxilano sobre a face hidrofilica da celulose (110) (figura 3.4B), para
avaliar os efeitos cooperativo xilano-xilano e estéricos das ramificacoes.

Na construcdo dos complexos de celulose-xilano, usamos Cellulose-Builder
[49] para obter a estrutura de uma fibrila elementar hexagonal de celulose contendo
36 cadeias de glucano de DP =22 (grau de polimerizacéo) no polimorfo I8 [50,51]. Em
seguida, replicamos uma cadeia glucana e a transpomos para a superficie hidrofilica
(110) da celulose. Removemos os grupos hidroximetilicos desta cadeia glucana para
transforma-la em uma cadeia xilana. Consideramos apenas os 14 residuos centrais
da cadeia xilana para reduzir os efeitos de borda provenientes das fibrilas de celulose.
Em seguida, cortamos a fibrila de celulose ao meio, paralelamente ao plano (110), de
modo a considerar apenas as cadeias proximas a face onde o xilano esta adsorvido
(figura 3.4A). O sistema foi imerso numa caixa contendo moléculas explicitas de agua,
tal que uma camada de solvente de pelo 16 A de espessura tenha se formado ao redor

do complexo em todos os lados. Este mesmo procedimento foi utilizado para construir
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glucuronoarabinoxilano

glucuronoxilano

Figura 3.5. Representacao das cadeias xilana utilizadas neste trabalho, na ordem de
cima para baixo estdo xilano (sem ramificacdes), glucuronoarabinoxilano (ramificada
com padrdo encontrado em coniferas com ligagbes a-1,3-Ara e a-1,2-GicA),
arabinoxilano (ramificada apenas com ligagdes a-1,3-Ara) e glucuronoxilano
(ramificada apenas com a-1,2-GIcA).

os complexos de glucuronoarabinoxilano, arabinoxilano e glucuronoxilano com
celulose. Para obtencao do glucuronoarabinoxilano introduzimos as substituicoes de
GlcA, no estado desprotonado, e Ara de acordo com o seguinte padrao: a-1,2-GIcA
(4), a-1,3-Ara (6), a-1,2-GIcA (10) e a-1,3-Ara (12) (0 numero entre parénteses
representa a posicdo ao longo da cadeia de xilano). Para o glucuronoxilano e
arabinoxilano, introduzimos substituicbes apenas de a-1,2-GIcA e a-1,3-Ara,
respectivamente, nas posicoes 4, 6, 10 e 12 (figura 3.5). Adicionamos um ion célcio
no sistema de glucuronoarabinoxilano-celulose e dois ions calcio no sistema
glucuronoxilano, para manter o sistema eletricamente neutro. Utilizamos as
coordenadas internas de campo de forca CHARMMS36 [52,53] para adicionar as
substituicdes. Utilizamos este mesmo procedimento para os sistemas de dois xilanos,

sem ramificacdes e sem ion calcio, e dois glucuronoarabinoxilanos, com 0 mesmo
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padrao de ramificacao descrito anteriormente e com dois ions célcio.

Executamos as simulagcées empregando condicbes de contorno periddicas,

tratamento com malha de particulas de Ewald (PME - sigla em inglés) [54] para as
interacbes electrostaticas e raio de corte de 12 A para as interagdes de curto alcance.
Utilizamos passo de integracdo de 2 fs, usado para resolver numericamente as
equacoes do movimento, e truncamos todas as ligagdes quimicas envolvendo atomos
de hidrogénio em seus comprimentos de equilibrio. Mantivemos a temperatura em 300
K e a pressdo em 1 atm utilizando termostato e pistdo de Langevin, respectivamente
[40]. Para evitar distor¢ces da celulose I3, mantivemos os atomos C1, C2, C3, C4, C5
e O5 dos anéis de glicose da celulose harmonicamente presos com uma constante de
forca de 50 kcal/mol.A2. Nao adicionamos potencial sobre os grupos hidroximetilicos
(C6).
Antes da producdo das trajetérias, minimizamos e equilibramos o sistema pelas
seguintes etapas: (1), com apenas os atomos das substituicdes e solventes livres, 100
passos de minimizagdo de energia, utilizando gradientes conjugados seguido de 500
ps da DM; (2) o mesmo que (1), mas apenas com os atomos de celulose fixos (como
descrito acima). Ap6s estas etapas, produzimos simulacées de DM de 200 ns de
tempo real, sobre as quais fizemos as analises. Produzimos trés simulagdes
independentes a partir do passo (1) utilizando NAMD [40] com o campo de forca
CHARMMS36 [52,53] e 0 modelo de agua TIP3P [55]. As analises foram realizadas
com VMD [56] e por programas criados pelo proprio grupo.

3.3 Resultados

3.3.1 Interacao das cadeias xilana com a face hidrofilica da celulose

Para analisar a compatibilidade de uma cadeia xilana, com o padréo de
ramificacdo encontrado em coniferas, de ligar na superficie hidrofilica (110) da
celulose e também os efeitos das ramificagdes na interacdo das cadeias xilana com a
celulose, geramos simulagdes em triplicata de quatro sistemas diferentes: xilano-
celulose, arabinoxilano-celulose, glucuronoxilano-celulose e glucuronoarabinoxilano-
celulose. Analisamos estas simulagées segundo a mobilidade das cadeias xilana, a
forca das interacoes xilose-celulose e quanto ao modo de ligacdo destas cadeias
sobre a celulose.
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Através do monitoramento do RMSD das xiloses das cadeias xilana, com
relacdo a posi¢ao dessas no inicio da trajetéria (figura 3.4A), analisamos a mobilidade
global em fungao do tempo para as trés simulagdes de cada sistema (figura 3.6A). O
xilano e o arabinoxilano apresentaram RMSD maximo em torno de 25 A e néo se
estabilizaram, pois mantiveram alta variacdo do RMSD durante toda a simulacédo. O
glucuronoarabinoxilano apresentou elevacaéo do RMSD nos primeiros 50ns,
chegando ao maximo de 10 A em uma das simulacées. Apos este periodo a cadeia
se estabilizou e o RMSD permaneceu flutuando em torno desse valor. O
glucuronoxilano apresentou a menor mobilidade entre os quatro xilanos estudados,
com o RMSD variando em torno de 3 A na maior parte das simulagdes.

Esta andlise mostrou que as cadeias xilana ramificadas com GiIcA
(glucuronoxilano e glucuronoarabinoxilano) adsorvem na face hidrofilica da celulose
com maior estabilidade, quando comparadas com o xilano e arabinoxilano. Inclusive,
durante uma das simulagcdées do complexo xilano-celulose, o xilano se desloca
completamente para a face hidrofébica (100) da celulose, como mostra a figura 3.6B,
sugerindo baixa estabilidade desta cadeia na interagdo com a face hidrofilica.
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Figura 3.6. Analise da mobilidade das cadeias xilanas. (A) RMSD das cadeias
xilanas. Cores diferentes indicam diferentes simulacées. (B) Pose da simulagdo do
complexo xilano-celulose em que o xilano se desloca completamente para a face
hidrofobica (100) da celulose.

A forca da interagdo da cadeia xilana com a celulose esta relacionada a
flutuacdo do numero de xiloses adsorvidas na superficie da celulose. Assim, para
quantificar esta forga de interacao, computamos o niumero de residuos de xilose que,
em um dado momento, contacta a superficie da celulose. Consideramos que a xilose
estd adsorvida quando a distancia minima xilose-celulose é 2,5 A, como
exemplificado na figura 3.7A, que mostra uma pose da simulagao do complexo xilano-
celulose com apenas uma xilose adsorvida sobre a celulose. O critério de distancia
de 2,5 A foi escolhido considerando que esta é uma distancia em que nao ha espaco
para moléculas de agua entre a celulose e a cadeia xilana, dado que a entrada de
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agua entre a celulose e a cadeia xilana caracteriza um inicio do processo de
dessorgao. A porcentagem de xiloses adsorvidas, computada em fungdo do tempo
para os quatro sistemas estudados esta mostrada na figura 3.7B.
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Figura 3.7. Andlise da porcentagem de xiloses adsorvidas das cadeias xilana com a
celulose. (A) Pose da simulacdo do complexo xilano-celulose, exemplificando uma
situacdo em que apenas um residuo de xilose esta adsorvido na celulose. (B)
Porcentagem de xiloses adsorvidas na celulose em funcédo do tempo. Cores diferentes
indicam diferentes simulacoes.

A porcentagem de xiloses adsorvidas do xilano e do arabinoxilano foi em torno
de 65% (figura 3.7B), sendo que esta porcentagem teve alta variacdo durante toda a
simulagao, o menor valor observado foi de 7% para o xilano, equivalente a um unico

residuo de xilose, e 0% para o arabinoxilano (ou seja, dessorcao completa de toda a
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cadeia). O glucuronoarabinoxilano e o glucuronoxilano apresentaram porcentagem
de xiloses adsorvidas variando em torno de 85% (figura 3.7B), com porcentagem
minima em torno de 30% e 40%, para o glucuronoarabinoxilano e glucuronoxilano,
respectivamente, mostrando uma variagcao menor que os descritos primeiramente.

Assim, apesar das flutuagdes térmicas, os residuos das cadeias ramificadas
com GIcA possuem maior probabilidade de estarem adsorvidos quando comparado
com as cadeias sem este tipo de ramificagdo. Isso mostra que as cadeias xilana
ramificadas com GIcA tém maior forca de interacao com a celulose.

A figura 3.8A mostra a vista lateral de uma pose da simulacdo do complexo
glucuronoarabinoxilano-celulose, com a cadeia xilana adsorvida sobre uma fissura da
celulose e de forma estendida. Os resultados indicam que ela ndo se adsorve
paralelamente as cadeias glucana da celulose cristalina. Isso ocorre porque a cadeia
xilana estabelece ligacoes de hidrogénio com as cadeias glucana localizadas
diretamente a direita e abaixo da cadeia xilana ( figura 3.8A), de forma que a cadeia
xilana consegue se ligar a 2 cadeias glucana da celulose, simultaneamente. Com a
cadeia glucana localizada a direita da xilana, as liga¢des de hidrogénio sdo formadas
entre as hidroxilas ligadas aos carbonos C2 e C3 da cadeia xilana e a hidroxila ligada
ao carbono C6 da cadeia glucana. Com a cadeia glucana localizada abaixo da xilana,
as ligagdes de hidrogénio sdo formadas entre a hidroxila ligada ao carbono C6 da
cadeia glucana e o oxigénio ligado ao carbono C5 e o oxigénio glicosidico da cadeia
xilana.

Portanto, as simulagbes mostram que a cadeia xilana completamente
estendida e alinhada com uma fissura da superficie da celulose, interage com duas
cadeias glucana diferentes, ao mesmo tempo. Para analisar se a cadeia xilana esta
alinhada com a celulose ou se esta deslocando sobre sua superficie de forma nao-
especifica, calculamos o niumero de cadeias glucana com as quais a cadeia xilana faz
contato em cada instante das simulacdes. Consideramos que uma dada cadeia
glucana contacta a cadeia xilana se a distancia entre a cadeia glucana e alguma xilose
for menor que 2,5 A. Esta quantidade foi computada, em funcdo do tempo, para os
quatro sistemas estudados (figura 3.8B).

O xilano e o arabinoxilano se deslocaram nao-especificamente sobre as

fissuras da superficie da celulose e interagiram com até 7 cadeias glucana ao mesmo
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Figura 3.8. Analise da adsorcao da cadeia xilana sobre as fissuras da celulose e seu
alinhamento com as cadeias glucana da superficie hidrofilica (110) da celulose. (A)
Representacado da vista lateral do modo de adsorcdo da cadeia xilana sobre uma
fissura da superficie da celulose, mostrando que a cadeia xilana ndo se alinha a uma
unica cadeia glucana da celulose , interagindo simultaneamente com duas cadeias
glucana. (B) Numero de cadeias glucana que contactam as cadeias xilanas adsorvidas
em funcéo do tempo. Cores diferentes indicam diferentes simulagdes. (C) A esquerda,
uma pose da simulagédo do complexo xilano-celulose, exemplificando uma situagao
em que o xilano esta adsorvido sobre 7 cadeias glucana. A direita, pose da simulacao
do complexo glucuronoxilano-celulose, exemplificando uma situagdo em que a cadeia
xilana esta adsorvida sobre 5 cadeias glucana, mas ainda mantém especificidade
sobre as fissuras da superficie da celulose, como visto pelo alto grau de alinhamento
da cadeia xilana.
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tempo (figura 3.8B). A figura 3.8C mostra uma pose da simulag&o do complexo xilano-
celulose, onde o xilano interage com 7 cadeias glucana. O numero de cadeias glucana
em que o glucuronoarabinoxilano adsorveu variou, na maior parte da simulagao, entre
2 e 4 (figura 3.8B). Apesar de ndao permanecer completamente estendido sobre a
celulose, o glucuronoarabinoxilano manteve certa especificidade com relagdo as
fissuras da celulose. O glucuronoxilano permaneceu, na maior parte da simulacao,
com o centro da cadeia na mesma fissura da superficie da celulose e apenas com as
pontas interagindo com até 5 cadeias glucana (figura 3.8B). A figura 3.8C mostra uma
pose da simulagdo do complexo glucuronoxilano-celulose em que a cadeia xilana esta
interagindo com 5 cadeias glucana, mas a parte central permaneceu na fissura inicial
durante toda a simulacdo. Esses resultados mostram que as ramificacoes de GIcA
contribuiram para que a cadeia xilana nao se deslocasse pela superficie de celulose,
0 que se correlaciona com a maior forga de interagdo com a celulose que as cadeias

xilana com estas ramificagdes apresentaram.

3.3.2 Efeito cooperativo xilano-xilano

Para analisar a compatibilidade das cadeias xilana para adsor¢do em paralelo
na superficie hidrofilica (110) da celulose e também dos possiveis efeitos estéricos
entre as ramificacdes, geramos simulacdes de dois sistemas diferentes, sendo um
deles com dois xilanos (sem ramificacbes) e o outro com dois
glucuronoarabinoxilanos. Fizemos as analises descritas anteriormente para comparar
com os sistemas com apenas uma cadeia xilana adsorvida.

Os sistemas com duas cadeias xilana apresentaram menor mobilidade que os
modelados com apenas uma cadeia, conforme revelam as anélises de RMSD
mostradas na figura 3.9. O RMSD méaximo fo\i em torno de 10 A e 5 A para os xilanos
e glucuronoarabinoxilanos, respectivamente. Conforme descrito anteriormente, o
sistema com apenas um xilano adsorvido apresentou RMSD maximo de 25 A e, com
um glucuronoarabinoxilano, 10 A.
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Figura 3.9. Analises da adsorcao de duas cadeias xilana em paralelo. De cima para
baixo, RMSD, porcentagem de xiloses adsorvidas na celulose, niumero de cadeias
glucana adsorvidas pelas cadeias xilana. Cores diferentes indicam diferentes
simulagodes.

As cadeias modeladas em paralelo apresentaram maior for¢a de ligagdo com
a celulose. As porcentagens minimas de xiloses adsorvidas foram de 30 e 50%, para
os sistemas com dois xilanos e dois glucuronoarabinoxilanos, respectivamente (figura
3.9). Para estes mesmos sistemas com apenas uma cadeia xilana adsorvida, as
porcentagens minimas foram de 7% e 30%, respectivamente, mostrando forte
estabilizagdo quando duas cadeias estdo adsorvidas.

A figura 3.10A mostra a vista lateral de uma pose da simulagcao do complexo
glucuronoarabinoxilano-celulose, indicando que duas cadeias xilana estdo esticadas
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e alinhadas sobre a superficie da celulose quando elas fazem contato com 3 cadeias
glucanas. A figura 3.9 mostra que o maximo de cadeias glucana que adsorvem os 2
xilanos e 2 glucuronoarabinoxilanos foi 6 e 5, respectivamente. As poses
representando estes maximos sao mostradas na figura 3.10B. As cadeias xilana dos
sistemas modelados com duas cadeias em paralelo permaneceram mais estendidas
que as modeladas com apenas uma cadeia. As xiloses, localizadas no centro das
cadeias adsorvidas em paralelo, permaneceram interagindo com as mesmas cadeias
glucana da configuracao inicial, durante toda a simulagao (figura 3.10B).

A adsorcdo em paralelo de xilanos apresentou efeitos cooperativos para
interacdo com a celulose, que ocorre devido ao empacotamento da cadeia xilana.
Estes efeitos foram ainda mais pronunciados para o glucuronoarabinoxilano,
indicando que n&o ha efeitos estéricos entre as ramificagdes na adsorgdo em paralelo.
As interagdes entre as cargas negativas das ramificagcdes de GIcA serao discutidas
na secao 3.3.3.

Analisamos as interagdes xilano-xilano e xilano-celulose nas simulagdes de
dois glucuronoarabinoxilanos. As interagcdes de van der Waals constituem cerca de
60% das interagdes xilose-xilose, refletindo a natureza preponderantemente
hidrofébica destas interacdes. As ligacdes de hidrogénio entre as cadeias xilanas séo
bem raras, devido a geometria da adsorcao das cadeias. As interacdes celulose-xilano
incluem ligagdes de hidrogénio de uma mesma cadeia xilana com duas cadeias
glucana diferentes da celulose, ao mesmo tempo. Isso resultou em uma media de 9.7
+ 2.6 de ligagbes de hidrogénio entre as 14 xiloses do glucuronoarabinoxilano e a

celulose.
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2 xilanos 2 glucuronoarabinoxilanos

Figura 3.10. Representacdao do modo de ligagdo de duas cadeias xilana adsorvidas
em paralelo sobre a superficie hidrofilica (110) da celulose. (A) Vista lateral de uma
pose da simulacdo do complexo 2 glucuronoarabinoxilanos-celulose, mostrando a
adsorgao de duas cadeias xilana sobre duas fissuras da superficie da celulose e que
as cadeias xilana interagem com trés cadeias glucana ao mesmo tempo. (B) Poses
das simulagées dos complexos 2 xilanos-celulose e 2 glucuronoarabinoxilanos-
celulose, onde observamos maior numero de cadeias glucana adsorvidas.

3.3.3 Efeito das ramificacoes

As analises apresentadas anteriormente mostram que enquanto as
ramificacoes de GIcA cooperaram para adsor¢ao da cadeia xilana na face hidrofilica
(110) da celulose, as ramificacdes de Ara nao apresentaram efeitos significativos
quando comparadas com o xilano sem ramificacbes. Com base nisso, fizemos
algumas analises para entender os efeitos das ramificagdes na interagéo das cadeias
xilana com celulose.
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Figura 3.11. Interacdo das ramificagées com a celulose. (A) NUumero de contatos das
ramificagcdes com a celulose, seguindo a ordem da esquerda para a direita: glucu-
arabinoxilano, arabinoxilano e glucuronoxilano. Cores diferentes indicam simulacées
diferentes. (B) Pose da simulagdo do complexo glucuronoarabinoxilano-celulose, em
que duas das quatro ramificagdes contatam a superficie de celulose, mostrando a
desidratagdo local da interface xilano-celulose em torno das substituicdes adsorvidas.
(C) Pose da simulacdo do complexo glucuronoarabinoxilano-celulose mostrando a
interacao dos oxigénios glicosidicos com as ramificagdes Ara (a esquerda) e GIcA (a
direita).
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Primeiramente, investigamos se as ramificacbes contactam a celulose e se
podem estabilizar a adsorcdo da cadeia xilana. As ramificagdes contactaram a
celulose de forma intermitente (figura 3.11A). A figura 3.11B mostra pose da
simulagdo do complexo glucuronoarabinoxilano-celulose, juntamente com uma
camada de 5 de &gua, mostrando duas ramificagbes contatando a celulose e
promovendo a desidratacdo local da interface xilano-celulose em torno das
ramificagdes adsorvidas. O arabinoxilano apresentou maior frequéncia de contatos
das ramificagbes com a celulose, enquanto que o glucuronoxilano apresentou menor
frequéncia (figura 3.11A). Entretanto, estes contatos aparentemente ndo constituem
a razao da maior estabilizacdo do glucuronoxilano em relacéo ao xilano. Nas andlises
de mobilidade e forca de interacdo, o arabinoxilano mostrou comportamento
semelhante ao xilano nao ramificado, indicando que a interagéo das ramificagcbes com
a superficie da celulose nao € o fator que aumenta a estabilizacao da interacao xilano-
celulose.

A ramificacao Ara esta na posicéo a-1,3 e impede a unica ligacédo de hidrogénio
intramolecular da cadeia xilana, pois esta ligacdo é formada entre a hidroxila ligada
ao carbono C3 e o0 oxigénio O5 da xilose (figura 3.1B). Isso aumenta a mobilidade dos
angulos @ e y e favorece a conformacgéao de tripla-hélice, cooperando negativamente
para adsorcao na celulose. O oxigénio glicosidico mais préximo da Ara esta voltado
para a celulose e tem pouca interagdo com a ramificacao (figura 3.11C).

O GIcA ramificado na posigao a-1,2 interage mais com o oxigénio glicosidico
(figura 3.11C), que esta voltado para a solucao e sofre efeitos estéricos de repulsao
a ramificacdo. Isso pode limitar os angulos permitidos para rotagdo dos diedros
glicosidicos ¢ e y e favorecer a adsorcao da cadeia xilana na celulose.

Nas simulacdes de glucuronoarabinoxilanos adsorvidos em paralelo, os GIcA
poderiam se repelir devido as cargas negativas. Entretanto, observamos que o Ca?,
cation mais abundante em paredes celulares e que foi adicionado para neutralizar o
sistema, atuou neutralizando a repulsao e também criando reticulacédo entre os acidos.
A figura 3.12A mostra as distancias entre os dois GIcA e o Ca?* nas trés simulagdes.
A distancia flutua em torno de 2.2 A quando ocorre formacéo da reticulacdo GIcA-
Ca?+-GIcA, que é representada na figura 3.12B. Este complexo possui carga total zero
e permaneceu estavel pelo restante da simulagéo. A figura 3.12C, obtida de uma pose

da simulagcado do complexo 2 glucuronoarabinoxilanos-celulose, mostra formacgéo de
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dois complexos GlcA-Ca?-GlcA. Com isso, as xiloses que estdo entre os pontos de
reticulacdo permanecem adsorvidas na celulose, enquanto as pontas se dissociam.
Portanto, a formacao desta reticulagdo cooperou com a interacdo da cadeia xilana
com a celulose.

v
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Figura 3.12. Formacao do complexo GlcA-Ca?*-GIcA. (A) Distancia entre o Ca®* e os
GlcAs. A distancia flutua em torno de 2.2 A quando a reticulacdo é formada; distancias
maiores que este valor indica que o Ca?* estd em solugdo. Os dois ions calcio (1) e
(2) de uma mesma simulacdo estao representados em cores diferentes e o trés
gréaficos representam simulagdes diferentes. (B) Representacdo do complexo GicA-
Ca?*-GlcA. (C) Pose da simulacdo do complexo 2 glucuronoarabinoxilanos-celulose,
em que ha a formagéo de dois complexos GlcA-Ca?*-GlIcA, mostrando a estabilidade
da adsorcéo das xiloses que estao entre os complexos.

Como observacao final, nos modelos utilizamos ramificacdes de GIcA ao invés
de MeGiIcA. Para certificar que nossos resultados sao independentes da falta de
metilacdo na hidroxila HO4, analisamos as interacdes desta hidroxila com o restante
do sistema. Observamos que nas simulagées com uma cadeia xilana a HO4 é
solvatada pela agua e nao faz interacoes significativas com nenhum grupo da celulose
ou da cadeia xilana. Nas simulagées com duas cadeias xilana, HO4 faz ligagbes de
hidrogénio apenas com o grupo carboxilato do GIcA da cadeia xilana adsorvida em
paralelo, entretanto essas representam apenas 26% das ligacoes de hidrogénio entre
0os GIcA em paralelo (envolvendo grupos diferentes do HO4). Com isso, nossas

conclusdes sdo independentes da metilacao na hidroxila HO4.
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3.3.4 Conformacao diedral

Xilanos sem ramificacdo e em solugdo permanecem com conformagao
majoritariamente tripla-hélice, com a soma dos diedros glicosidicos y e ¢ variando
em torno de 190° (figura 3.13A). Para analisar as possiveis alteracdes causadas pelas
ramificacbes, calculamos a conformacdo diedral do xilano e do
glucuronoarabinoxilano em solucdo. As cadeias glucana na celulose cristalina
permanecem com conformacéo dupla-hélice, onde a soma dos diedros glicosidicos y
e @ variam em torno de 120° (figura 3.13B). Para verificar a conformacao da cadeia
xilana adsorvida na celulose calculamos as somas dos diedros glicosidicos com
relacao a distancia da celulose para os sistemas estudados.

A.

@+ = 190°
xilano em solucéo

+ | = ¥
\ ¢+ =90" ,y=150°
¢+ =120° cadeia xilana adsorvida
cadeia glucana na celulose na celulose

Figura 3.13. Representacdo de polissacarideos em diferentes conformacoes
diedrais. (A) Xilano na conformacao tripla-hélice, @+y =190°. (B) Cadeia glucana na
conformacdo dupla-hélice, @+y = 120°. (C) Cadeia xilana adsorvida na superficie
hidrofilica da celulose em conformacao aproximada de dupla-hélice, onde os diedros
adjacentes anulam as variagoes.

Nos sistemas em solucédo, a distribuicdo das somas dos angulos diedrais (¢+y)
de todos os diedros das cadeias do xilano e do glucuronoarabinoxilano apresentaram
um pico em 190°(figura 3.14). No glucuronoarabinoxilano, a distribuicdo de ¢+y dos
diedros diretamente ao lado das ramificacdes de Ara apresentaram um pico em 190°
com maior frequéncia que dos outros diedros, mostrados em vermelho na figura 3.14,

causada pela ramificagdo a-1,3-Ara, que favorece a conformacéo tripla-hélice.
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Figura 3.14. Distribuicao das somas dos angulos diedrais (¢+y) para todos os diedros
das cadeias xilana em solugao.

A figura 3.15 mostra distribuicdes bi-dimensionais de ¢+y para todos o diedros
das cadeias xilanas e das distancias entre as xiloses e a superficie da celulose (os
primeiros 2 residuos de xilose de cada uma extremidades da cadeia xilana n&o foram
considerados nesta analise por serem mais méveis). Para distancias maiores que 2,5
A, as xiloses referentes ao diedro computado estéo dissociadas da celulose, e em
distancias menores que 2,5 A, as xiloses estéo adsorvidas na celulose. Assim, pode-
se analisar a conformagéo diedral apenas das cadeias adsorvidas na celulose.

As distribuicdes de @+y para o xilano e arabinoxilano apresentaram um
maximo de frequéncia acentuado em torno de 190° (figura 3.15A), independente da
distancia da celulose, indicando que estas cadeias estao na conformacao tripla-hélice
mesmo quando préximas a celulose. Isso mostra ligacao nao-especifica e com a
mesma conformagdo do xilano em solucdo. Para o glucuronoarabinoxilano e
glucuronoxilano, quando as xiloses estdo perto da superficie (110) da celulose, a
distribuicdo @+y oscila em torno de 120° e entre os picos em 90° e 1802, com um pico
de maior em 90° (figura 3.15A). Durante os poucos momentos em que algumas
xiloses se distanciam da superficie da celulose, a cadeia xilana assume a
conformacao diedral tripla-hélice, com @+y variando em torno de 190° (valor
observado para a cadeia xilana em solug¢édo). Nos sistemas com as cadeias xilana
adsorvidas em paralelo, 2 xilanos e 2 glucuronoarabinoxilanos, a distribuigdo @+y
também oscila em torno de 1202, mas com picos em 90° e 150° (figura 3.15A).
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Figura 3.15. Conformacado diedral das cadeias xilana adsorvidas na superficie
hidrofilica (110) da celulose. (A) Distribuicao bi-dimensional de ¢+y para todos os
diedros das cadeias xilana e das distancias das xiloses da superficie da celulose. (B)
Pose obtida da simulacao de 2 glucuronoarabinoxilanos adsorvidos na face hidrofilica
(110) da celulose, mostrando a configuracéo estendida da cadeia.

A figura 3.13C mostra a conformacgdo diedral da cadeia xilana adsorvida na
celulose em uma pose da simulacao do complexo glucuronoarabinoxilano, mostrando

que os valores de ¢@+y alternam entre maior e menor que 120° para os residuos
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vizinhos. Com isso a cadeia xilana nao possui valores semelhantes para todos os
diedros glicosidicos. Em vez disso, um diedro glicosidico com @+y em torno de 90° é
seguido por outro com @+y em torno de 150°, de tal forma que a diferenca de um
anula a diferenga do préximo com relagdo a 120°. Como resultado, observa-se entao
uma conformacao dupla-hélice aproximada, com torsdes alternadas. Isso permite que
a cadeia xilana permaneca estendida sobre a celulose, como esté ilustrada na figura
3.15B, para 2 glucuronoarabinoxilanos adsorvidos na celulose. Estas distor¢des
diedrais ocorrem devido as ligagdes de hidrogénio com as cadeias glucana que estao
abaixo da cadeia xilana (3.13C).

3.4 Discussao

As simula¢des mostraram que xilanos ramificados com o padrdo encontrado
em coniferas possuem estabilidade na adsorcdo da superficie hidrofilica (110) da
celulose e maior forca de interagdo com a celulose que cadeias xilanas sem
ramificacdes, mostrando que podem adsorver na face hidrofilica da celulose presente
na parede celular.

No trabalho de DM realizado anteriormente da adsorcdo de xilanos na
superficie hidrofilica da celulose, o xilano foi modelado nas superficies (010) e (020)
da celulose, que possuem fendas para a ligacdo do substrato com alta interacéo
hidrofébica [16]. No trabalho aqui apresentado, modelamos o xilano na superficie
hidrofilica (110) da microfibrila hexagonal, que tem geometria diagonal e nao possui
fendas para ligacdo. Com isso, mostramos que a cadeia xilana n&o necessita de
fendas com efeitos de empacotamento para se ligar a celulose.

A cadeia xilana possui menos ligacdes de hidrogénio intramoleculares que a
cadeia glucana e isso aumenta a mobilidade dos angulos diedrais glicosidicos do
xilano. Essa mobilidade possibilita a interagdo da cadeia xilana com duas cadeias
glucana ao mesmo tempo e faz com que a cadeia xilana n&o adsorva na conformacgéo
de dupla-hélice perfeita, como se pensava anteriormente. Isso coloca em questao a
necessidade da ramificacdo em apenas um lado da cadeia xilana, para que ocorra
adsorgao na superficie hidrofilica. Na conformacao adotada pelas cadeias xilanas nas
simulacdes deste trabalho, seria possivel a ramificacdo nos dois lados da cadeia
xilana, sem que houvesse repulsdo com a celulose. Entretanto, as ramificages nas

xiloses impares iriam impossibilitar a ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila ramificada
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e a celulose e estas ligacdes de hidrogénio mostraram-se importantes para adsorcao
das cadeias xilanas na celulose. Ainda nao foi estudado se as ramificacées poderiam
criar novas interagdes que estabilizariam o complexo ou se a falta das ligagbes de
hidrogénio destas xiloses com a celulose fariam a cadeia xilana dessorver.

Para adsorcdo de cadeias xilana em paralelo é evidente a necessidade de
ramificagdes em apenas um lado da cadeia xilana, pois haveria repulsées entre as
ramificacdes e as xiloses da cadeia em paralelo. Com isso, pode-se sugerir que nos
dominios onde as cadeias xilana possuem ramificacbes em apenas de um lado, elas
estdo aptas a adsorver paralelamente as outras cadeias xilana da parede celular.

Corroborando com a hip6tese de que as cadeias xilana recobrem a microfibrila
de celulose, os glucuronoarabinoxilanos adsorvidos em paralelo apresentaram alta
estabilidade e forca de interagdo com a celulose, devido aos efeitos de
empacotamento e a energia de interacao hidrofdbica entre as cadeias xilanas. Nao
houve efeitos de repulsao entre as ramificacoes de GIcA, devido a reticulacdo com o
ion calcio, indicando que a adsorcao em paralelo € preferencial para os GICA
pareados, de tal forma que ocorra reticulagbes entre todas as cadeias xilanas
adsorvidas. Mostramos entdo que é possivel que as cadeias xilanas recubram toda a
superficie das microfibrilas de celulose, desde que as ramificacbes estejam em
apenas um lado da cadeia xilana.

Ja foi demonstrado que as interagdes estéricas entre a cadeia principal de
polissacarideos e suas ramificagdes podem restringir a faixa de angulos permitidos
para rotacdo dos diedros glicosidicos ¢ e p [57]. Os efeitos estéricos dos GIcA
ramificados na posigdo a-1,2, juntamente com a propria superficie da celulose,
provavelmente limitam a faixa permitida para rotacdo dos angulos diedrais
glicosidicos, de tal forma que a cadeia xilana fica restrita as conformagdes adsorvidas
na celulose. Para cadeias xilana adsorvidas em paralelo, a importancia do GIcA é clara
devido a reticulagdo com o ion calcio. Isso corrobora com dados experimentais, que
mostram que xilanos sem ramificacdo de GIcA sao facilmente extraidos [45]. As
ramificagbes de Ara nas posi¢gdes a-1,3 diminuem as interagdes de hidrogénio
intramoleculares, favorecendo a conformacéo tripla-hélice e nao contribuindo com a
adsorcao da cadeia xilana na celulose. Isso sugere que as ramificacbes nestas
posicoes estdo relacionadas a outras fung¢des da parede celular, como interagcdo com

outros polissacarideos, agua e lignina e ferulizagédo, por exemplo.
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3.5 Conclusao

Xilano é um dos polissacarideos mais comuns em paredes celulares
secundarias. Entretanto, sua interagdo com a celulose e com os outros polimeros
presentes na parede celular ainda ndo é bem compreendida. Neste trabalho,
mostramos que uma cadeia xilana isolada com o padrao de ramificacdo encontrado
em coniferas se liga estavelmente na superficie hidrofilica (110) da celulose, mas nao
se adsorve de forma perfeitamente alinhada as cadeias glucana e nem com
conformacao diedral de dupla-hélice perfeita. As ramificacées de GIcA cooperam para
a adsorcao na superficie da celulose e que as ramificagdes de Ara aumentam a
mobilidade dos diedros glicosidicos devido a diminuicdo das ligagdes de hidrogénio
intramoleculares e ndo apresentam contribuicbes para adsorcdo na superficie
hidrofilica da celulose. Na adsorcao de duas cadeias xilanas em paralelo ha efeito
cooperativo xilose-xilose, que ocorre devido as interacdes de van der Waals entre os
residuos de xilose, aumentando assim a estabilidade das cadeias. Os
glucuronoarabinoxilanos adsorvidos em paralelo apresentaram ainda mais
estabilidade de adsor¢cao sobre a celulose, que os xilanos sem ramificacéo, devido as
reticulacdes das ramificacdes GICA com os ions calcio.
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Capitulo 4

Endoglucanase Cel45A de
Phanerochaete chrysosporium

4.1 Introducao

A endoglucanase Cel45A do fungo Phanerochaete chrysosporium (PcCel45A)
€ uma enzima monomodular pertencente a familia GH45 e que hidrolisa os substratos
pelo mecanismo de inversdo, como outras enzimas desta familia. Entretanto, ela é
mais similar as B-expansinas, como a ExpB1, que as outras enzimas da familia GH45.
Isto faz da PcCel45A uma ferramenta para o entendimento do mecanismo de agéo
pouco compreendido das expansinas, cujo estudo é limitado por conta de dificuldades
de expressar expansinas de plantas em bactérias [58].

A estrutura tridimensional da PcCel45A, utilizada neste trabalho, foi cristalizada
sem substrato e resolvida por cristalografia de raio-X, com resolugdo de 1,7 A, pelo
grupo do Prof. Igor Polikarpov (IFSC/USP). A figura 4.1 mostra a estrutura da enzima
complexada a uma cadeia glucana (com procedimentos computacionais). O Aspi121
€ o residuo que atua como acido geral na reagao catalitica. Os subsitios de ligacao
ao carboidrato foram numerados a partir do sitio catalitico, sendo quatro subsitios
negativos na direcdo da extremidade n&o-redutora do substrato e trés subsitios
positivos na direcdo da extremidade redutora.

Segundo dados experimentais, a PcCel45A possui atividade de clivagem sobre
PASC, CMC e B-glucanos, e n&o possui atividade sobre xilanos. Na determinagéo
experimental dos oligbmeros produzidos pela clivagem de polissacarideros, tetraose
e pentose sao os produtos mais abundantes, mas celohexaose também é um produto
de clivagem [58]. Portanto, a enzima tem limitacées para clivar cadeias com 6 ou
menos mondmeros.

Dados experimentais mostraram que os mutantes Tyr25Ala, Asp92Ala e
Trp161Ala apresentam menor atividade catalitica que a enzima nativa (dados ainda
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nao publicados). Os residuos Tyr25 e Trp161, que estdo nos subsitios -1 e -4,
respectivamente, sdo conservados nas outras enzimas da familia GH45 e na ExpB1
e ndo participam diretamente da reagéo catalitica. Devido ao carater hidrofobico e
planar destes residuos, eles podem estar associados ao processo de ligagdo ao
substrato através de interacdes do tipo stacking. O residuo Asp92 é conservado
apenas na ExpB1 e esta no subsitio -2, mas nao esta numa posicdo que permitiria
sua atuacado como base na reacédo catalitica. Isto sugere que o papel desse residuo
pode estar mais relacionado ao processo de ligagdo do substrato.

Figura 4.1. PcCel45A complexada com celoheptaose. Os residuos responsaveis pela
ligacdo do substrato estdo mostrados em amarelo e os subsitios de ligacdo ao
substrato estdo numerados de -4 a +3.

A comparacao das estruturas da PcCel45A (Fig 4.2A) e da HiCel45 (figura
4.2B) (codigo PDB:4ENG) mostra que a primeira possui /oops menores em torno do

sitio catalitico, enquanto que os loops da segunda formam um tunel para ligar e
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prender o substrato para a hidrélise. Com isso, a PcCel45A possui uma fenda
catalitica rasa e muito semelhante a ExpB1 (Fig 4.2C) (c6digo PDB:22HCZ) [28,32].
A falta dos loops sugere que a PcCel45A possui residuos com funcao de ligar ao
substrato (para compensar a auséncia de loops), para que este permaneca ligado a
enzima por tempo suficiente para que ocorra a catalise. Os residuos aromaticos
Trp161 e Tyr74 sdo candidatos potenciais para essa funcao, devido sua interacao

hidrofébica com o substrato.
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Figura 4.2. (A) Representacao dos /loops em torno do sitio catalitico e dos residuos
hidrofébicos, que podem ter papel na ligacdo ao substrato. (B) Comparagcédo dos
residuos alinhados aos aspartatos responsaveis pela catalise na HiCel45. A PcCel45A
e a EXPB néo possuem residuo basico referente ao Asp10 (base) da HiCel45, e a
PcCel45A possui uma asparagina (Asn99) que se alinha estruturalmente ao residuo
Asp114 da HiCel45.

A HiCel45, que é a enzima melhor caracterizada da familia GH45, possui dois
aspartatos atuando como residuos cataliticos, 0 Asp121 como acido e o Asp10 como
nucledfilo [32]. A PcCel45A nao possui o residuo base conservado, assim como a
ExpB1 (figura 4.2B). Recentemente, Nakamura et al. [59] mostraram que a Asn99 atua
como nucledfilo durante a reacao catalitica da PcCel45A (figura 4.1). Isto justifica o
pH 6timo da PcCel45A ser mais baixo que das outras enzimas da familia GH45, visto
que a asparagina tem pKa menor que o aspartato.
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A Asn99 corresponde, na HiCel45 e na ExpB1, aos residuos Asp114 e Glu99,
respectivamente (figura 4.1B). O residuo Asp114 foi caracterizado apenas como um
auxiliador na reacéo de catalise da HiCel45, e ndo como o residuo base. Ja a ExpB1,
até o momento, ndo foi comprovado que ela atue utilizando um mecanismo de
clivagem. Portanto, ndo ha evidencias que os residuos Asp114 e Glu99 atuem como
base.

O mutante Asn99Asp da PcCel45A apresentou atividade muito menor que a
enzima nativa [59]. Isso ndo era esperado, pois 0 aspartato € um residuo caracteristico
de atuar como base e possui carater mais basico que a asparagina. Uma possibilidade
€ que alteracdes estruturais no mutante possam justificar sua baixa atividade.

Para entender esses dados experimentais apresentados para a PcCel45A,
executamos e analisamos simulacées de DM da enzima na forma nativa, sem
substrato, e na forma complexada com celoheptaose (C7), xiloheptaose (X7),
celohexaose (C6) e celoheptaose apds clivagem (C4+C3). Simulamos também a
enzima ligada a celoheptaose com os residuos Tyr74, Trp161, Tyr25 e Asp92 mutados
para alanina, para analisar a importancia destes residuos na ligacao do substrato.
Além disso, simulamos o mutante Asn99Asp ligado também a celoheptaose, para
verificar possiveis alteracoes na dinamica da proteina que expliquem a baixa atividade

deste mutante.

4.2 Métodos

As simulacdes de DM foram realizadas para PcCel45A (nativa e mutantes) na
auséncia e na presenga de varios substratos. Coordenadas inicial do complexo
PcCel45A livre de substrato foram tomadas a partir da estrutura cristalografica
(resolucdo de 1,7 A) resolvida por raio-X pelo grupo do Prof. Igor Polikarpov (IFSC-
USP) (dados ainda ndo publicados), e os outros complexos PcCel45A-substrato foram
obtidos de acordo com o procedimento descrito abaixo.

ApGs a remocéao de heteroatomos presentes na estrutura cristalina, atomos de
hidrogénio foram adicionados de acordo com as previsdes de estados de protonagao
de pH = 4,0 obtidas com o servidor H++ [60,61]. Todas as moléculas de agua
presentes na estrutura de cristal foram mantidas e todo o sistema foi inserido numa
caixa de pelo menos 16 A de espessura. fons sédio e cloreto foram adicionados na
concentragdo de 0,1 M, com contra-ions em excesso para tornar o sistema
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eletricamente neutro.

O complexo PcCel45A-celoheptaose (PcCel45A-C7) foi construido a partir das
duas cellotrioses (C3) presentes na estrutura cristalografica da HiCel45 [32] (cbdigo
PDB: 4ENG) ap0s o alinhamento estrutural com PcCel45A, e completando a unidade
de glicose central com varios ciclos de minimizagdo de energia (descritos abaixo). Os
mutantes e complexos com os diferentes substratos foram obtidos a partir da estrutura
do complexo PcCel45A-C7 equilibrado em solugéo. O complexo de PcCel45A com C4
+ C3 foi obtido através da remogéo da ligagédo glicosidica entre os subsitios -1 e +1
da cadeia C7. Dois complexos PcCel45A-C6 foram obtidos por remocdo de um
residuo da cadeia C7, sendo eles o residuo glicosidico ligado ao subsitio -4 (C6-Tyr74)
e o ligado ao subsitio +3 (C6-Trp161). O complexo PcCel45A-X7 foi obtido pela
remocao dos grupos hidroximetilicos da cadeia C7. As mutagdes Tyr25Ala, Tyr74Ala,
Asp92Ala, Asn99Asp e Trpi161Ala foram realizadas com o moédulo psfgen do
programa de simulagdo NAMD [40], utilizando as coordenadas do complexo
PcCerl45A-C7 equilibrado.

Depois de adicionar as duas moléculas de C3, fizemos minimizacao de energia
de 2000 passos utilizando o0 método de gradientes conjugados (GC), seguido por 50
ps de DM, mantendo todos os atomos pesados da proteina fixos. Depois disso, uma
glicose foi inserida no espaco entre as duas moléculas de C3 e 0s passos a seguir
foram realizados com um potencial harménico entre o acido catalitico Asp121 e o
atomo de oxigénio glicosidico que seria protonado durante a catalise: (1) 1000 passos
de CG + 25 ps de MD com a proteina e as unidades glicosidicas ligadas nos subsitios
-4 a-2 e +1a+3fixas; (2) passo (1), mas apenas com as unidades glicosidicas ligadas
nos subsitios -4, -3 e +3, +2 fixas; (3) passo (1), mas com as unidades glicosidicas
ligadas aos subsitios -4 e +3 fixas; (4) passo (1), mas com toda a cadeia de C7 livre;
(5) 1000 passos de CG + 50 ps de MD apenas com os carbonos alfa fixos; (6) 50 ns
de MD, mantendo apenas a restricao entre Asp121 e do oxigénio glicosidica. Apds
estas etapas, a cadeia C7 estava modelada no sitio catalitico da PcCel45A, o
complexo PcCel45A-C7 foi simulado, sem nenhuma restricdo entre a cadeia C7 e a
enzima, até que a cadeia C7 assumisse um modo de ligagdo nao produtivo. A partir
da estrutura equilibrada do complexo PcCel45A-C7, foram obtidos os demais sistemas
estudados neste trabalho. Os mutantes foram minimizados por mais alguns passos,
pelo procedimento a seguir: (1) 1000 passos de CG + 50 ps de MD com a proteina
fixa; (2) passo (1), mas apenas com o0s carbonos alfa fixos; (3) 10 ns de MD sem
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restricdes. Os passos (1) a (3) foram realizadas com potencial harménico da distancia
Asp121-oxigénio glicosidico. Trés simulagbes independentes foram realizadas para
cada sistema, sem restricdo entre a cadeia C7 e a enzima. As trajetérias duraram de
dezenas a centenas de nanosegundos, de acordo com o0 tempo em que o substrato
se manteve no modo de ligagao produtiva.

As simulacdes foram realizadas com o programa NAMD [40] utilizando o campo
de forca CHARMM [52,62,63] e modelo para agua TIP3P [55] . A temperatura e a
pressao foram mantidas constantes a 300 K e 1 atm utilizando termostato e pistdo de
Langevin [40], respectivamente. Interacdes de longo alcance foram calculadas com
particle mesh Ewald (PME) [54] e as interagOes de curto alcance foram truncadas com
um raio de corte de 12 A. Ligagdes quimicas envolvendo atomos de hidrogénio foram
restringidas aos seus comprimentos de equilibrio e um passo de integracéo de 2 fs foi
usado para integrar as equacdes de movimento. As analises foram realizadas com
VMD [56] e programas desenvolvidos pelo grupo.

Em todos estes sistemas, foi avaliado o tempo de ligacdo na configuracao
produtiva (configuragédo suscetivel de ocorrer a catalise) através do monitoramento do
RMSD do substrato, com relacédo a sua posi¢ao no inicio da trajetéria. Também foram

calculadas a energias de interacado entre o substrato e a enzima nativa.

4.3 Resultados

4.3.1 Ligacao ao substrato

Para analisar o modo de ligagdo e os residuos que mais interagem com o
substrato, fizemos simulagdes de DM da enzima nativa complexada a celoheptaose
(C7), cadeia glucana com 7 monémeros. Nestas simulagbées foram observadas duas
configuragdes distintas do substrato, mostradas na figura 4.3A. Em uma delas o
substrato estaria suscetivel de ser clivado pela enzima e é mostrada com mais
detalhes na figura 4.3B, com a sobreposi¢ao das configuracdes da cadeia glucana em
diferentes instantes da simulagdo. Denominamos esta configuracao de “configuracao
produtiva” e o RMSD da cadeia glucana C7 permanece em torno de 2 A nesta
configuragéo (figura 4.3C). A figura 4.3A mostra o tempo em que os substratos

permaneceram ligados na enzima nativa e mutantes na configuracdo produtiva (com
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RMSD em torno de 2 A). As cores diferentes indicam as trés simulagoes
independentes de cada sistema.
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Figura 4.3. (A) Tempo em que os substratos permaneceram ligados na enzima em
configuragdo produtiva, para diferentes mutantes e substratos (C7 e C6) e em
diferentes simulagbes (indicadas por cores diferentes). Sobreposicdo das
configuracdes do complexo PcCel45A-C7 representando as configuragdes produtivas
e nao produtivas do substrato ligado na enzima. (B) Sobreposicao das configuragdes
do complexo PcCel45A-C7, mostrando a mobilidade do substrato e os residuos que
mais interagem com o substrato. (C) RMSD da cadeia C7 em relacao a configuracao
inicial, quando o substrato esta ligado com uma configura¢ao produtiva o RMSD varia
em torno de 2 A. Cores diferentes representam diferentes simulacées do mesmo
sistema. (D) Energia de interagdo média de cada residuo da PcCel45A com a cadeia
C7, sendo indicados os residuos com energia de interacao menor que -5 kcal/mol. (E)
Interac6es entre a PcCel45A e os grupos exociclicos da cadeia C7.
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Na outra configuracdo observada, o substrato faz interagcdes apenas com os
subsitios negativos e o RMSD aumenta para 8 A quando a cadeia glucana esta nesta
configuragao (figura 4.3C). Apesar do substrato ndo dissociar completamente para a
solugéo, nesta configuracao ele n&o estaria suscetivel de ser clivado pela enzima, pois
nao esta interagindo de forma efetiva com os residuos cataliticos. Esta configuracéo
foi denominada de “configuragéo nao-produtiva” (figura 4.3A).

Nas simulagdes com a enzima nativa do complexo PcCel45A-C7, o substrato
se manteve ligado na configuragcdo produtiva durante centenas de nanosegundos
(figura 4.3A). Uma das simulagdes foi interrompida em 500 ns sem que o substrato se
desviasse da configuragao produtiva. Em todos os subsitios, o substrato permaneceu
estruturalmente estavel, com maior mobilidade apenas no subsitio +3 (figura 4.3A,B).

Os residuos com maior energia (mais negativa) de interacdo com o substrato
foram Asp92 (subsitio -2), Asn99 (subsitio -1) e Trp161 (subsitio -4) (figura 4.3A,B,D),
que estao localizados nos subsitios negativos da fenda de ligagao ao substrato (figura
4.1). Os residuos nos subsitios positivos apresentaram menor energia de ligagdo com
substrato e isto explica a alta mobilidade do subsitio +3 e 0 modo de ligagcao adotado
na configuracdo nao-produtiva (figura 4.3A).

As simulacdes dos substrato apos a clivagem (C4+C3) mostraram que o RMSD
do C3, com relacdo & posicao inicial, variou para mais de 12 A nos primeiros 30 ns
(figura 4.4A), enquanto que o RMSD do C4 permaneceu em torno de 2 A durante toda
simulacéo (figura 4.4B). O C3 estava ligado inicialmente aos subsitios positivos da
enzima e se dissociou rapidamente para a solucdo. Ja o C4 estava ligado nos
subsitios negativos e permaneceu ligado a enzima durante todo o tempo de
simulacdo. Isto mostra a maior energia de interagdo com os subsitios negativos da
enzima com o substrato.

As simulagdes com a enzima ligada a cadeia C7 mostraram que cerca ¥z da
energia total de interacdo (-157 kcal/mol) do complexo enzima-substrato esta
relacionada com as ligacoes de hidrogénio dos grupos hidroximetilicos exociclicos da
cadeia glucana com a enzima, através dos residuos Tyr25, Gly54, Tyr74 e Asp92
(figura 4.3E). As simulagdes com o substrato xiloheptaose (X7) (a xilose difere da
glicose pela auséncia dos grupos hidroximetilicos) confirmaram a importancias destas
ligagcbes de hidrogénio para ligacdo do substrato, pois na falta dos grupos
hidroximetilicos, o substrato migrou para solu¢ao nos primeiros 5 ns, revelando pouca

ou nenhuma afinidade enzima-substrato (figura 4.4C).
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Figura 4.4. RMSD da cadeia glucana em relagdo a configuracdo inicial para os

diferentes sistemas estudados. Cores diferentes representam diferentes simulagdes
do mesmo sistema.

Nas simulagdes com substrato celohexaose (C6) faltando o residuo no subsitio
-4 (C6-Tyr74) e a outra faltando no subsitio +3 (C6-Trp161), com os RMSDs das
cadeias glucana mostrados nas figuras 4.4D e 4.4E, analisamos o tempo de ligacao
do substrato na configuragdo produtiva (figura 4.3A), para avaliar a importancia dos
residuos os subsitios -4 e +3 para ligagao do substrato. Nestas simulagdes, as cadeias
glucana chegaram na configuragao n&o-produtiva em um tempo menor que 50ns. Isso
indica a necessidade de uma cadeia de pelo menos 7 monémeros para que a enzima
possa se ligar, na configuracao produtiva, pelo tempo necessario da catalise.

Nas simulagdes dos mutantes Asp92Ala, Tyr25Ala, Tyr74Ala e Trp161Ala, com
os RMSDs das cadeias glucana mostrados nas figuras 4.4F,G,H, analisamos o tempo
de ligagdo do substrato na configuragdo produtiva, pois dados experimentais
indicaram que estes residuos atuam no processo de ligacao ao substrato (figura 4.3A).
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Todos os mutantes assumiram configuracdo nao-produtiva numa escala de tempo
muito menor que a forma nativa (figura 4.3A), mostrando que tais residuos sao
importantes para que o substrato permaneca ligado a enzima na configuragao
produtiva.

No mutante Trp161Ala (subsitio negativo), o substrato assumiu configuracao
nao produtiva pela perda de interagdo com os subsitios positivos, 0 que nao era
esperado. Em uma investigacao mais detalhada, observamos pequeno deslocamento
do substrato na direcdo dos sitios negativos, causado pela falta do Trp161, fazendo
com que o substrato deixasse de fazer ligagdo de hidrogénio com o residuo Gly138 e
diminuisse a interagdo com a Tyr74, que estdo nos subsitios positivos, justificando

assim a perda de interagdo com o0s subsitios positivos.

4.3.2 Mutante Asn99Asp

Comparamos as simulacdes do mutante Asn99Asp (base catalitica) com a
forma nativa, para verificar possiveis alteragdes estruturais da enzima que
explicassem a baixa atividade deste mutante. As simula¢cées do complexo PcCel45A-
C7 nativo mostraram que o residuo Asn99 faz ligacdo de hidrogénio, através de seu
grupo NHz, com o carbonil da cadeia principal do residuo Pro95. A figura 4.5A mostra
a conformacao da Asn99 em uma pose da simulacao do complexo PcCel45A-C7 (em
azul claro). Com isso, a Asn99 permanece estavel, na conformagcédo da estrutura
cristalogréfica, durante toda a simulagéo.

Ja no mutante Asn99Asp, o residuo Asp99 sofre repulsdo eletrostatica com o
grupo carbonil da Pro95. Com isso, o Asp99 se move para fora do sitio catalitico e faz
ligagdes de hidrogénio com o grupo NH2 dos residuos Glu101 e Phe102, conforme
mostrado na figura 4.5A (em vermelho). Através do RMSD também é possivel
observar que, na forma nativa, Asn99 adota uma conformacao bem definida, como
esperado de um residuo catalitico, enquanto que o mutante é extremamente moével
(figura 4.5B). Portanto, isto impede que o aspartato atue como base em uma reagao
catalitica pelo mecanismo de inversdo e fornece explicagdo para os dados

experimentais.
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Figura 4.5. (A) Pose obtida das simulagbes dos complexos PcCel4d5A-C7 e
Ans99Asp-C7, mostrando a conformacao do residuo Asn99 (a esquerda) e do Asp99
(a direita). (B) RMSD dos residuos Asn99 (a esquerda) e Asp99 (a direita). Cores
diferentes correspondem a simulagdes independentes do mesmo sistema.

4.3.3 Restauracao da forma ativa

Para observar as possiveis alteracées na dinamica conformacional dos /loops,
fizemos simulagdes da enzima na forma nativa e sem nenhum substrato. Observamos
que o loop da Asn99 exibiu duas conformacgdes bem definidas. A figura 4.6A mostra a
sobreposicao desse loop nas duas configuracdes observadas durante as simulagdes
e a figura 4.6B mostra dois picos definidos na distribuicdo das disténcias entre os
residuos Aspi121 e Asn99. Uma das configuracdes observadas € equivalente a
estrutura cristalografica (em azul claro), onde a enzima estaria pronta para ligar ao
substrato (figura 4.6A). Na segunda configuracdo (em vermelho), menos frequente, a
conformacdo do /oop permite que os residuos Asn99 e Aspi121 (base e acido
cataliticos) interajam entre si por meio de uma ligacao de hidrogénio e a distancia
entre eles é em torno de 2 A (figura 4.6A).
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O histograma da figura 4.6B mostra que as duas conformagbes sdo muito
especificas e que a frequéncia na segunda conformagéo € menor que na conformagao
cristalografica. O tempo de permanéncia na segunda conformacdo é de alguns
nanosegundos, como mostrado da figura 4.6B. Este tempo é suficiente para ocorrer
transferéncia de prétons entre os residuos [64]. Como apds a catdlise a enzima fica
inativa até que ocorra a protonagédo do acido e a desprotonacao da base, este pode

ser o0 mecanismo utilizado pela enzima para restituir a forma catalitica ativa.
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Figura 4.6. (A) Duas conformacgdes do loop, em que se encontra o residuo catalitico,
observadas durante as simulagcées de DM e a interacao entre o acido catalitico Asp121
e 0 nucléofico Asn99 nas diferentes conformacdes. (B) Distancia entre Asn99 e
Asp121 em fungéo do tempo e sua distribuigéo.
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4.4 Discussao

As simulagdes mostram que a enzima interage com o substrato principalmente
por ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroximetilicos exociclicos do substrato e
os residuos Gly54, Asp92 e Gly138, mas também com interagbes de stacking com os
residuos Tyr25, Tyr74 e Trp161. Com isso, cadeias xilana nao se ligam a enzima por
tempo suficiente para que ocorra clivagem, corroborando com os dados experimentais
que mostram a falta e atividade catalitica da enzima sobre xilanos.

Na falta de loops maiores, os residuos hidrofobicos Trp161 e Tyr74 sao
essenciais para a ligacao do substrato a PcCel45A. O Trp161 é conservado nas outras
enzimas da familia GH45, mas a Tyr74 é observada apenas na PcCel45A. Isto explica
o comportamento das outras enzimas da familia GH45, que possuem /oops maiores,
e entdo clivam cadeias com apenas 6 monémeros [30]. J&4 a PcCel45 necessita de
uma cadeia com pelo menos 7 monémeros, para que o substrato se ligue nos subsitios
-4 e +3. Isso corrobora com os resultados experimentais que mostram que a PcCel45A
tem baixa atividade catalilica sobre celohexaose (C6), que é um dos produtos de
clivagem da PcCel45A sobre polissacarideos maiores [58].

Comparando a ExpB1 com a PcCel45A, a auséncia de atividade catalitica
detectavel, até o momento, da B-expansina n&o esta relacionada a falta do residuo
nucledfilo, pois o Glu99 estad presente na ExpB1 na posicdo correspondente ao
nucledfilo, Asn99, da PcCel45A. A falta de loops maiores e do residuo Tyr74 na ExpB1
pode indicar limitacdo da enzima na ligagdo de B-1,4-glucano. Isso sugere que a
enzima se ligue a outro tipo de substrato ou que ela necessite de outras substancias,
presentes na parede celular, para se ligar ao substrato.

A baixa atividade do mutante Asn99Asp nao € justificada quimicamente, ja que
0 aspartato possui maior basicidade que a asparagina. As simulagbes de DM
mostraram que a enzima tem estrutura necessaria para estabilizar a asparagina na
posicdo catalitica através de ligacbes de hidrogénio muito especificas. Estas
interacdes ndo sao aplicadas ao aspartato e fazem com que ele apresente mudancas
conformacionais que o impedem de atuar, efetivamente, como base na reacéo
catalitica. Isto mostra que a enzima é complexa e que sua atividade catalitlica depende
da interacdo dos residuos com todo o ambiente quimico da enzima, e ndo apenas dos
residuos isolados.
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A enzima fica inativa ap6s a reacdo pelo mecanismo de inversao, devido ao
fato da base estar protonada e o acido catalitico desprotonado. Se o substrato se ligar
na enzima na forma inativa, a reacao de catalise ndo ocorre e o substrato leva um
tempo maior para se desligar, tempo ao qual a enzima esta inibida. Nas simulagdes
de DM observamos que a enzima tem um mecanismo préprio para voltar a forma ativa,
sem depender da interagdo com a agua. O loop do residuo base possui uma
conformacdo muito especifica, onde a base e o acido catalitico fazem ligacédo de
hidrogénio e podem realizar a troca de protons.

4.5 Conclusao

A PcCel45A é a enzima da familia GH45 com maior similaridade com
expansinas e que se diferencia das outras enzimas desta familia pela falta de loops e
pelo fato de seu residuo catalitico que atua como base ser uma asparagina. Neste
trabalho mostramos que a falta de loops € compensada pelos residuos hidrofobicos
Trp161 e Tyr74 no processo de ligacdo ao substrato e também que as ligagdes de
hidrogénio entre a enzima e os grupos hidroximetilicos do substrato sédo essenciais
para que o substrato se ligue por tempo suficiente para que ocorra a catélise. Este
tipo de interacdo enzima-substrato justifica as limilitagcdes da enzima na clivagem de
cadeias xilanas e glucana com 6 ou menos mondémeros. A baixa atividade do mutante
Asn99Asp é causada pela perda de ligagdes de hidrogénio do residuo Asp99 com a
cadeia principal da enzima, fazendo com que o mutante apresente estabilidade
conformacional para que o residuo 99 atue como base em uma catélise enzimatica.
O loop do base Asn99 apresentou duas conformacdes distintas, uma equivalente a
estrutura cristalina e outra que permite uma ligacao de hidrogénio entre a base e o
acido catalitico, indicando que a enzima tem um mecanismo para voltar a forma ativa,

sem depender de interagdes com a agua.
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Capitulo 5

Consideracoes finais

Para a concepgdo de novos materiais e desconstru¢cdo da biomassa para
producdo de biocombustiveis € necessario compreender a arquitetura da parede
celular e as modificacbes causadas por enzimas na estrutura da parede. Nesta
dissertacdo de mestrado, utilizamos simulagdes computacionais de dinadmica
molecular para estudar, do ponto de vista atdmico-molecular, as interagdes fisicas da
matriz polimérica da parede celular com a celulose e aspectos mecanisticos de
enzimas que atuam sobre polissacarideos da parede celular. Especificamente,
estudamos a adsorcdo da hemicelulose de coniferas, composta por
glucuronoarabinoxilanos, em celulose, e a endoglucanase Cel4d5A do fungo
Phanerochaete chrysosporium.

As simulacdes de dinamica molecular da adsorcao de xilanos com padrao de
ramificacdo encontrado em coniferas mostraram que glucuronoarabinoxilanos se
adsorvem estavelmente na superficie hidrofilica (110) da celulose. As ramificacées de
a-1,2-acido glucurénico estabilizam a adsorcao e as ramificagées de a-1,3-arabinose
aumentam a mobilidade dos diedros glicosidicos e nao contribuiram para adsorcao na
superficie hidrofilica da celulose. Nas simulacbes com duas cadeias xilanas em
paralelo ha efeitos cooperativos para a adsor¢céo na celulose, causados pelos efeitos
de empacotamento e, no caso das cadeias ramificadas, também pela formacao de
reticulacdes entre ramificacoes a-1,2-acido glucurénico e os ions calcio.

Os estudos da PcCel45A mostraram que sua ligacao as cadeias glucana ocorre
principalmente por ligagées de hidrogénio com os grupos hidroximetilicos exociclicos
interacoes hidrofébicas do tipo stacking. Na falta de loops para ligacao do substrato,
a interagao do substrato com os residuos hidrofébicos Trp161 e Tyr74 é essencial
para que o substrato permanega ligado por tempo suficiente para que ocorra a
catalise. Isso justifica as limitagdes da enzima na clivagem de alguns substratos. O
mutante Asn99Asp ndo apresenta estabilidade conformacional do residuo 99 para
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atuar como nucledéfilo em uma catalise enzimética. O loop do nucledfilo Asn99
apresentou duas conformacades distintas, a conformacao da estrutura cristalina e uma
conformacdo que permite uma ligacao de hidrogénio entre o nucledfilo e o acido

catalitico, que pode indicar um mecanismo da enzima para voltar a forma ativa.

Perspectivas

Os estudos apresentados neste trabalho abriram novas possibilidades para
uma série de novos estudos que proporcionariam um aumento no entedimento dos
fundamentos parede celular de plantas e sua modificagdo por enzimas e proteinas
acessorias. Em relacdo aos estudos dos xilanos, duas novas questoes seriam de
grande interesse de serem estudadas. Uma delas se refere a possibilidade de xilanos
com ramificagdes em posicoes impares se ligarem a celulose. Uma outra seria abordar
efeitos relacionados aos diferentes polimorfos da celulose, como celulose la vs. I3, e
a presencga de falhas de empilhamento (stacking faults) na adsorcao de xilanos. Em
relagdo as enzimas da familia GH45 e expansinas, um proximo passo seria realizar
estudos para entender a ligacao do substrato as expansinas de plantas e outras GH45,
como a HiCel45 que, apesar de ter sido caracterizada experimentalmente, ainda nao
foram feitos estudos em nivel molecular para explicar questdo da interagdo dos loops

com o substrato.
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ANEXO: Nomenclatura e estrutura dos aminoacidos

Nome, Férmula Nome, Férmula
Abreviagoes estrutural Abreviagoes estrutural
Aminodcidos de cadeia lateral polar carregada
Lisina oo Acido coo 0
H—C—CH,—CH, CH, CH, aspdrtico H—C—CH,—C
Lys Asp \
K NH3* NH3* D NH3* ©
Arginina coo NH; Acido coo (o]
H—C—CH,—CH,— CH,— NH—C Glutamico H—C—CH,—CHy—C
Arg Glu
R NH3* NHY g NH3* o
Histidina coo
His H—C—CH; N
H
nHt
Aminodcidos de cadeia lateral apolar
Glicina coo Metionina coo
Gly Met
H—C—H H—C—CH;—CH,—S—CH3
G M
NH3* NH3*
Alanina coo Prolina E‘Z
Ala Pro C@ / CHz
A H—C—CH3; p ~c
/ \N _CH
NH3* H H
Valina COO 3 Fenilalanina coo
Val / Phe | J~\
H—C—CH H—C—CH;—< )
v \\ F | \\\—/,
NH 34- CH3 NH 3+
Leucina coo CHs Triptofano Coo
Leu Tr
H— C—CH,—CH P H—C—CH,
L \ W
NH3* CH; NH3* N,
N
H
Isoleucina COO CH3
Ile “
I H—C—ﬁ—CHz—CHg
NH3* H
Aminodcidos de cadeia lateral polar sem carga
Serina coo Glutamina coo o
Ser Gln |
H—C—CH,—OH H—C—CH;—CH,—C
S Q |
NH3* NH3* NH
Treonina coo H Tirosina coo
Thr I ‘ Tyr | \
H—C——C—CHj; H—C—CH—( )—OH
T ‘ Y | \ '/
NH3* OH NH3*
Asparagina coo o Cisteina (|:CD
Asn 4 Cys
H—C—CH;—C ’ H—C—CH,— SH
N \ C

\

NH3+ NH»

NH3*
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