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Resumo

As enzimas pertencentes a classe das hidrolases glicosidicas possuem grande importancia para
bioprocessos voltados a producdo de biorrenovaveis. Dentre elas, uma familia conservada em
bactérias especializadas na degradagdo da biomassa vegetal destaca-se, a GH43. Em nosso grupo
de pesquisa, temos estudados diversos membros dessa familia, entre elas a enzima 2533, do ponto
de vista mecanistico, entretanto nao foi possivel obter sua estrutura tridimensional experimental.
Este projeto tem por objetivo analisar o comportamento dessa proteina a partir de modelos
gerados por algoritmos preditivos (como o AlphaFold2) que serdo submetidos a simulacdes de
dindmica molecular. Com os resultados gerados, pretendemos investigar a interacdo da proteina
com seu possivel substrato e também compreender os motivos para a dificuldade de sua
cristalizacdo. Especialmente, avaliaremos o papel do dominio acessorio nesse processo, tanto para
a estabilidade da enzima, quanto para a sua interacao com diferentes carboidratos. Posteriormente,
esperamos verificar a possivel conservagdo ou divergéncia do mecanismo de reconhecimento de
carboidratos de outra arabinofuranosidase da mesma familia, através da realizagao de simulacdes

com outra enzima cuja estrutura foi determinada experimentalmente.

Introducio

Enzimas ativas em carboidratos sdo de grande interesse para a area de biorrenovaveis, na
medida em que sdo essas moléculas que podem ser convertidas em biocombustiveis e outras
moléculas. Nesse sentido, a desconstrugdo de polissacarideos complexos € necessaria para o
aproveitamento dos agucares para, por exemplo, a producdo de etanol de segunda geragao. Esse,
contudo, ndo é um problema de solugdo facilmente escalavel, de modo que o estudo e
caracterizacdo de novas enzimas que atuem de maneira sinérgica faz-se necessario.

A enzima 2533, encontrada na bactéria Xanthomonas citri, ¢ uma hidrolase glicosidica
(GH) da familia 43, pertencente a subfamilia 29'. Acredita-se que ela seja ativa em arabinoxilano,
clivando a ligagio glicosidica entre mondmeros distintos e linearizando a cadeia de xiloses. E,
portanto, um potencial agente para a despolimerizagdo de polissacarideos da hemicelulose, parte
da parede celular vegetal, o que a torna interessante para estudo. A enzima possui um dominio
catalitico e um dominio acessorio, cuja funcdo permanece desconhecida. Tentativas anteriores,
realizadas pelo grupo, para cristalizar essa proteina e resolver sua estrutura tridimensional nao
produziram cristais bem formados. Assim, as abordagens computacionais possuem grande
potencial para auxiliar a entender seu comportamento em solu¢do bem como determinantes
estruturais para o reconhecimento do substrato e a possivel fun¢do do dominio acessério. Este
projeto visa empregar técnicas computacionais de modelagem, docking e dindmica molecular
para o estudo dos aspectos estruturais e dindmicos associados ao reconhecimento do substrato e

atividade da enzima selecionada.
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Objetivos

Este projeto tem por objetivo estudar a estrutura e o comportamento da enzima 2533,
incluindo interagdes interdominio ¢ dominio-substrato. Para tanto, serdo realizados protocolos de
dindmica molecular utilizando o modelo de AlphaFold2 da proteina, disponivel no UniProt, e o
software AMBER. Dessa forma, pretende-se compreender a dificuldade de cristalizagdo, o
docking do carboidrato no dominio catalitico e, especialmente, a influéncia (ou falta dela) do
dominio acessorio. O processo sera repetido com a estrutura cristalografica recém-resolvida de
outra GH da mesma familia, buscando semelhang¢as de mecanismo. Procura-se obter, desse modo,
informagdes inéditas acerca de duas enzimas com potencial para a area de biorrenovaveis, além

de esclarecimento sobre sua familia como um todo.

Materiais e Métodos

A simulag@o sera feita com o modelo do AlphaFold2? e o sofiware AMBER?®. Sera usado
o campo de for¢a Glycam-06j* com agua de trés pontos como solvente explicito. Anteriormente,
0 mesmo grupo de pesquisa utilizou o campo CHARMM36° no software GROMACS®, obtendo
bons resultados para a proteina em agua, inclusive preservando a coordenacdo do ion de calcio
no dominio catalitico sem aplicar restrigdes. No entanto, as simulagdes com um modelo de
substrato (duas xiloses com uma arabinose) exigiram fortes restri¢des de posi¢ao e distdncia nos
residuos cataliticos e nos atomos relevantes para a ligagdo glicosidica.

Isso motiva a mudancga para o campo de forga Glycam; diferentemente do CHARMM,
ele possui suporte para carboidratos, mas nao esta disponivel no GROMACS, por isso o AMBER
se torna necessario. Serdo rodadas simula¢des da enzima 2533 com o fragmento de arabinoxilano
tanto com quanto sem seu dominio acessorio a fim de analisar diferengas, além de comparar com
os seguintes resultados prévios: os 500 ns de simulag¢do a 303 K ja realizados revelam loops
flexiveis no dominio catalitico, alguns com flutua¢do maior até que a do /linker, o que pode
explicar a dificuldade de formacgao de cristais. Apesar disso, os dois dominios se comportaram
como rigidos e, ap6s um periodo de cerca de 100 ns grande mobilidade, estabilizaram; a variacao
das distancias interdominio e at¢ mesmo a flutuagdo dos residuos do /inker diminuiram depois.

O projeto utilizara a mesma divisdo de dominios, residuos cataliticos e coordenagao com
o calcio que a da simulagdo anterior. Essa, por sua vez, foi feita com base em andlise com o
software VMDY, utilizando as estruturas secundarias para a defini¢do do B-propeller ¢ do dominio
acessorio, e alinhamento com outras GH43 29, em especial a de PDB 8HCJ?, para defini¢do dos
residuos relevantes. Nesse caso, além da sobreposicdo visual com analise de orientagdo e
distancia, foi observado o alinhamento MUSCLE’, ji que os residuos cataliticos sio bem

conservados nessa familia, e a observagdo no UniProt'” de que a ASP159 seria o regulador de
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pKa. Os residuos de conservagao com o calcio também se mostraram bem conservados; a SHCJ
também conta com esse ion.

O protocolo sera repetido para a GH inédita, com a diferenca de que seu arquivo .pdb
conterd a estrutura obtida experimentalmente, ndo de um modelo computacional. Para ambos,
serdo usados os computadores do Laboratéorio Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) e o
supercomputador Sdumont do Laboratdrio Nacional de Computagdo Cientifica (LNCC), valendo-
se dos programas AMBER para rodar as dindmicas, PyMOL!' ¢ VMD para andlise visual,
Aliview'? para alinhamento da estrutura primaria, XMGrace e JupyterLab (Python) para anélise

dos dados, além dos dados ja obtidos com GROMACS.

Analise dos resultados

Para todas as trajetorias geradas, sera feita a analise visual no VMD e a anélise
quantitativa dos seguintes dados: distincias entre os atomos da ligacdo glicosidica, entre o centro
de massa de cada dominio e entre os Ca das extremidades do /inker; raio de giro (Rg), desvio
(RMSD), flutuagao (RMSF) e o nimero de estruturas secundarias pelo tempo. Nas simulagdes
com mais de um dominio, serdo calculados Rg e RMSD de cada um deles, além do RMSF do
linker e do niimero e tipo de contatos entre os dominios. Caso seja observada, mais uma vez, uma
estabilizacdo ap6s o inicio da etapa de producdo, o RMSF sera calculado antes e depois dessa
configuragdo ser atingida, além da média global. Dessa forma, serdo analisadas quantitativamente
as interagdes interdominio, dominio-substrato e proteina-substrato, além da estabilidade,
compactagdo, rigidez e mobilidade da proteina e seus dominios individualmente, ao longo do
tempo, das duas enzimas abordadas neste projeto e compara-las com os resultados prévios obtidos
com o GROMACS.

Plano de Trabalho

O cronograma de execucdo do projeto foi dividido trimestralmente e segue na Tabela 1:
Tabela 1: Cronograma de execucio do projeto.

10 20 30 40
trimestre trimestre trimestre trimestre

Revisdo bibliografica X X X X

Analise estrutural e docagem molecular X X
Simulacdes de dinimica molecular (MD) X X X X

classicas

Escrita do relatério parcial X

Simula¢des de MD com outra enzima da familia X X
e comparacio entre possiveis mecanismos

Escrita do relatério final X X
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