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Introducao |

Celulases sao enzimas responsaveis pela
hidrélise catalitica da matriz celulésica em residuos
de acUcares, e.g. glicose; posteriormente esses
acucares, podem ser utilizados para a geracédo de
alcool. Deste modo, celulases tém sido bastante
estudadas devido a importancia dessas na geracéo
de alcool de segunda geracdo. Asssim, entender
questdes como: quais as interacdes envolvidas
entre celulase e celulose? Como ocorre a saida e
entrada de fibras de celulose no interior das
celulases? sdo essenciais para a elaboracdo de
novas enzimas com maior atividade catalitica.
Portanto, no presente trabalho, a celulase Cel48F!,
da bactéria Clostridium Celluloyticum, complexada
com fibras de celulose foi estudada via simulacdes
de dindmica molecular (DM) e metadindmica.

Resultados e Discussao |

As simulacdes foram realizadas no pacote
computacional GROMACS 4.0.7. O ensemble NpT
(p = 1bar e T = 300K) e condicdes perioddicas de
contorno foram considerados. O campo de forca
GROMOS96 e 0 modelo SPC foram utilizados para
descrever o complexo Cel48F-celulose e agua,
respectivamente. A estrutura inicial da enzima foi
obtida a partir do Protein Data Bank com cédigo
1F9D e complexada com duas fibras de celulose
(fibra-1: sitios de -5 a -1 e fibra-1l: sitios +1 a +4), Fig.
1. Para equilibracdo do sistema, 5,0 ns de simulacéo
de DM f(ﬂ realizada.

Figura 1. Estrutura
inicial do complexo
¥V Cel48F-celulose. Para
melhor visualizacéo, o
solvente foi omitido.
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Na Fig. 1, setas em azul indicam a direcéo
da entrada e saida das fibras celulésicas. Valores de
RMSD (Root Mean Square Deviation) mostram que
a estrutura do complexo Cel48F-celuloses sofrem
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pequenas mudancas conformacionais, mantendo
valores de RMSD abaixo de 0,15 nm, 0 que mostra
a estabilidade estrutural deste sistema. Nas andlises
de ligacBes de hidrogénio, foram identificados 15
amino acidos que mantém ligagbes de hidrogénio
com a fibra-1. Deste total, os residuos N227, Q181,
K274, T110, T213, T226, W298 e Y403 séo os que
apresentam ligacdes de hidrogénio mais estavéis.
Para a fibra-Il, 11 residuos fazem ligagGes de
hidrogénio com os agucares. Onde, D230, E44, E55,
E542, H36 e W61l sdo os residuos que mais
interagem com o0s acgUcares. Portanto, esses
residuos sdo fundamentais na estabilizacdo das
fibras de celulose no tinel da celulase Cel48F.

A técnica de metadinamica’ acoplada a DM
foi utilizada para “forcar” a saida e entrada da fibra-Il
e | do interior da Cel48F, respectivamente, Fig.1. O
sistema obtido a 5,0 ns, da simulagéo anterior, foi
considerado. A partir da trajetéria gerada, a energia
livre foi calculada. A energia livre necessaria para a
fibra-l atravessar o tunel foi duas vezes maior que a
saida do fibra-1l. O que mostra a relativa facilidade
da enzima em liberar a fibra-Il, a qual foi produto da
hidrélise, e permitindo assim a entrada da proxima
fibra de celulose para que o processo enzimatico
continue (acdo processiva). Durante a passagem
das fibras-l e 1l no tunel da Cel48F, foram
identificados importantes residuos que podem ser
utilizados em estudos de mutagénese para reduzir a
barreira de energia livre.

Conclusdes |

A partr de métodos de simulacdo
computacional foi possivel fazer um mapeamento
dos residuos que estabilizam fibras de celulose na
celulase Cel48F. Também, foi possivel determinar a
energia livre da acdo processiva da Cel48F.
Subsidios tedricos esses, importantes em futuros
estudos experimentais em mutagénese.
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