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Palavras Chave: Simulacdo molecular, estrutura e fungdo de enzimas bifuncionais.

Introducao |

A engenharia de enzimas multidominios (enzimas
capazes de catalisar duas ou mais reacfes) € uma
promissora estratégia para reduzir os custos
enzimaticos em processos industriais como
branqueamento do papel, alimentos e
biocombustiveis, pois propriedades cataliticas
multiplas estdo inseridas em uma Unica enzima.
Essa enzimas multidominios ou enzimas hibridas,
formadas pela fuséo de dois ou mais dominios, séo
denominadas quimeras. Proteinas quiméricas tém
sido construidas com intuito de melhorar e/ou
modular a afinidade pelo substrato. Geralmente, as
enzimas quiméricas apresentam propriedades
cataliticas melhoradas quando comparada com as
de suas enzimas individuais'. Quimeras sdo
construidas por evolucdo dirigida de tal modo que,
duas proteinas existentes, uma com a funcdo de
reconhecimento do sinal (proteina A) e outra com
uma funcdo a ser modulada (proteina B), sao
fundidas de forma que o reconhecimento do sinal
pelo dominio A é transmitido para o dominio B, por
mudancas conformacionais no dominio A, e assim,
a atividade do dominio B é afetada. Neste trabalho
investiga-se, por simulacdes de dinamica molecular,
a interface proteina-proteina de uma quimera
construida em laboratério, formada por uma enzima
Xilanase GH11 e uma proteina que se liga a xilose,
XBP. A xilanase é a enzima que tem sua funcédo
modulada pela XBP na presenca de xilose. O
objetivo do trabalho é avaliar a estabilidade da
proteina quimera assim como identificar os fatores
dindmicos e energéticos da interface proteina-
proteina da quimera Xilanase-XBP.

Resultados e Discussao |

O pacote de simulacdo molecular GROMACS 4.6.5
foi usado para realizar a dinAmica molecular assim
como as andlises energéticas e estruturais.
Empregou-se o campo de forca GROMOS 53A6
para modelar todos os componentes do sistema. O
tempo total de simulacdo foi de aproximadamente
100ns com tempo de integracdo de 1.5fs. As
equacdes de movimento foram integradas pelo
algoritmo leap-frog e a temperatura controlada pelo
termostato V-rescale. As interacdes de longo
alcance foram tratadas usando PME e raio de corte
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0.12nm. Todas as simula¢des foram realizadas no
ensemble NVT. A estabilidade estrutural da quimera
foi alcancada apdés 15ns, com o desvio da raiz
guadrada média (RMSD) apresentando um valor em
torno de 0.31nm. Calculando o RMSD
separadamente para cada proteina observa-se
diferentes tempos de equilibracdo estrutural; 10ns
para Xilanase e 15ns para XBP com valores médios
de RMSD de 0.17 e 0.18nm, respectivamente. A
xilanase apresenta uma regido de alta
movimentagdo, importante para a atividade da
mesma, tal regido € denominada “polegar”. A
movimentacdo dessa regido também foi detectada
na quimera através das flutuagdes da raiz
guadratica média (RMSF) para cada residuo,
utilizando os atomos de carbono alfa para o célculo.
Duas regifes de alta movimentacdo também foram
detectadas na XBP, sdo regides vizinhas sem
estrutura secundaria definida, do tipo “alca”. Tais
regibes encontram-se no lado oposto ao qual a
xilanase foi ligada, porém préximas ao sitio de
ligacdo da xilose. Essa movimentagéo influencia na
ligacdo da xilose, pois sua interacdo com a mesma
experimentou um significativo enfraquecimento, com
energia de interacdo aumentando de -400 para -
200kJ.mol™, com o nGmero de ligacbes de
hidrogénio diminuindo na mesma taxa (aprox. 50%),
de 8 para 4 ligacdes. Por outro lado, a interface
Xilanase-XBP foi otimizada, a atracdo entre as duas
proteinas dobrou, de -600 a -1200kJ.mol™.

Conclusdes |

Fica evidente que ha uma transmissao de efeitos na
estrutura da proteina quimérica, que comeca com a
alta movimentacdo de duas regides da XBP,
afetando a sua ligagdo com a xilose, e se estende
até a interface protéica Xilanase-XBP, otimizando-a.
Novas quimeras Xilanase-XBP estdo sendo
construidas e serdo incorporadas a este estudo com
0 intuito de validar/comparar o modelo aqui
proposto.
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