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Mutagénese computacional da enzima
depolimerase PhazZ7

RESUMO

Phaz7 de Paucimonas lemoignei caracteriza-se como uma depolimerase
extracelular de atividade bastante incomum. Além de possuir elevada
especificidade apenas por polihidréxialcanoatos em estado amorfo, a enzima
também desperta atencdo no meio cientifico devido ao seu mecanismo de
ativacdo baseado em abertura e fechamento da tampa que bloqueia seu sitio
ativo. Com o objetivo de investigar essas e outras caracteristicas relacionadas a
atividade da enzima, este projeto consiste na utilizacdo de ferramentas de
modelagem molecular para o estudo de PhaZ7 nativa e suas mutantes. Por meio
de simulacbes de dindmica molecular realizadas com o pacote de programas
GROMACS, o comportamento da enzima nativa foi avaliado frente a solventes
com distintas polaridades. Trajetdrias de sua estrutura mostram concordancia
com dados experimentais e tedricos, apontando perda significativa de
flexibilidade da tampa em solvente mais apolar (tolueno). A andlise feita com o
auxilio de ferramentas para identificacdo de cavidades em proteinas revelou a
presenca de tunel de dimensdo relevante e natureza predominantemente polar
como o provavel canal de acesso que permite a entrada de moléculas de dgua na
cavidade catalitica. O posicionamento de tais moléculas ocorre em pontos
estratégicos, o que permite que regides importantes para a atividade da enzima
consigam manter boa flexibilidade.
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1 INTRODUCAO
1.1 A ENZIMA DEPOLIMERASE

PhaZ7 de Paucimonas lemoignei (Figura 1) é uma depolimerase extracelular
que possui elevada especificidade por poli((R)-3-hidroxialcanoatos) (PHAs) em
estado amorfo. Com baixa similaridade de sequéncia de aminoacidos com outras
enzimas, PhaZ7 também diferencia-se pelo reduzido tamanho de seu sitio de
ligacdo em comparagdo com outras depolimerases. O reconhecimento do
substrato ocorre a partir de residuos aromaticos bastante especificos, compondo
uma pequena cavidade na superficie globular da enzima. Apds dessor¢do do
mesmo em tal depressdo, a abertura da tampa (loop 281-295), que bloqueia o
sitio ativo, permite que a longa cadeia de poliéster amorfo tenha finalmente
acesso a triade catalitica (SER136, ASP242, HIS306). A reacdo de hidrdlise ocorre,
entdo, promovendo a quebra do biopolimero geralmente em unidades de
pentameros, o que sugere que o substrato passe por consideravel rearranjo
durante todo o processo catalitico (KELLICI et al., 2017).

Figura 1 — Representacdo grafica da sobreposi¢do das estruturas cristalograficas da
mutante Y105E de PhaZ7 nas conformacg@es aberta (/id destacado em laranja) e
fechada (/id destacado em verde)

Fonte: KELLICI (2017).

Apesar de bastante estudada, PhaZ/ ainda nao possui seu mecanismo de
acdo totalmente elucidado, incentivando recentemente a realizacdo de estudos
de docking e dinamica molecular para que aspectos estruturais e funcionais
sejam melhor explicados (KELLICI, et al., 2017).

1.2 FUNDAMENTOS DA DINAMICA MOLECULAR

SimulacGes de dinamica molecular podem servir como uma importante
ferramenta computacional no estudo de sistemas moleculares complexos como
proteinas. Por envolverem grande numero de particulas e processos cujas
energias dependem fundamentalmente da temperatura, tais sistemas sdo
considerados intrinsicamente termodinamicos, sendo estudados, portanto, com
base na Mecanica Estatistica. A partir de um potencial de interagdo conhecido
entre os dtomos, a evolucdo configuracional do sistema é determinada, ao longo
da simulagdo, pela aplicagdo simultdnea das equagbes de movimento
newtonianas: a cada nova etapa de tempo, o potencial de interagdo é
recalculado, assim forcas e aceleragbes s3o novamente computadas e,
consequentemente, novas velocidades e posicdes podem ser determinadas. Esse
processo é realizado de maneira recursiva até que a propriedade de interesse,
medida como a média da propriedade do ensemble, consiga convergir
estatisticamente a um patamar de valor adequado (MORGON; COUTINHO, 2007).
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2 METODOLOGIA
2.1 SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

Para o estudo da enzima em questao, tomou-se como referéncia a estrutura
cristalografica mais recente de PhaZ7 nativa, depositada no banco de dados
Protein Data Bank sob o cddigo 4BRS (cadeia A). O pacote de programas
AmberTools foi utilizado para pré-processamento e correcdo de tal estrutura de
acordo com o campo de forgcas Amber99SB-ILDN. A versao 4.6.7 do pacote de
programas GROMACS foi utilizada para a realizagao das simulagGes de 4BRS em
agua e tolueno. Para construir a topologia da molécula em agua, adotou-se o
campo de forcgas supracitado, atribuindo-se cargas aos aminoacidos segundo um
pH neutro. Caixas do solvente (modelo TIP3P) disponibilizadas pelo programa
foram empregadas para preencher a caixa cubica do sistema (volume de 658,48
nms), contendo 4BRS centralizada. Ao todo, 85 ions foram adicionados para
neutralizar o sistema e atribuir ao mesmo uma concentracdo de 0,1 mol/L de
NaCl. Para construir o sistema em tolueno, o processo diferenciou-se pela
utilizacdo de caixa do solvente ja pré-equilibrada de acordo com o campo de
forcas GAFF (General AMBER Force Field) e disponibilizada pelo portal Virtual
Chemistry. Nesse caso, ions foram acrescentados apenas para neutralizar o
sistema numa caixa de volume de 644,167 nm°.

Apds a preparacdo dos arquivos, efetuou-se o procedimento de minimizacao
de energia, em que, a partir do algoritmo Steepest Descent, reduziu-se a energia
dos sistemas a patamares equivalentes a uma forca maxima inferior a 1000
kJ/mol/nm. Os sistemas foram entdo equilibrados a uma temperatura de 300 K
(acoplamento do termostato V-rescale) e pressdo de 1 bar (acoplamento do
barostato Parrinello-Rahman) por 200 a 250 ps para enfim seguirem para
simulacdo final de 100 ns cada, utilizando-se uma etapa de tempo de 2 fs e
integrador MD. Tanto na equilibragcdo quanto nas simulagdes finais, o algoritmo
LINCS foi usado para constranger todas as ligacGes. Para contabilizar interacGes
i6nicas de longo alcance, empregou-se o método Particle-Mesh Ewald.

2.2 ANALISE DE ESPACOS VAZIOS

Os softwares Caver Analyst 1.0 e MOLE foram utilizados para identificar e
analisar cavidades, tuneis/canais, pockets e poros a partir da estrutura 4BRS e
suas trajetdrias. Todo o processo ocorreu de forma automdtica ou entdo pela
simples variacdo dos parametros basicos disponiveis na interface de tais
programas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CONVERGENCIA AO EQUILIBRIO

Com base na diferenga euclidiana das posi¢des atémicas em relagdo a
estrutura inicial, o calculo do root mean square deviation (RMSD) foi realizado
para mostrar a convergéncia das simulagdes em direcdao ao equilibrio. Como
mostra o grafico da Figura 2, o relaxamento e a consequente estabilizacdo do
backbone proteico (atomos de N, Ca e C) ocorreram ja logo ao inicio das
trajetdrias.
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Figura 2 — Variacdo do RMSD do backbone proteico ao longo das trajetdrias realizadas
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Fonte: Autor (2017).

3.2 ANALISE DA FLEXIBILIDADE

O root mean square fluctuation (RMSF), ou desvio-padrdo das posicGes
atémicas na trajetdria em relacdo as respectivas posicGes médias, foi utilizado
para avaliar como a flexibilidade da estrutura nativa de PhaZ7 varia em solventes
de diferentes polaridades. O resultado (Figura 3) mostra que regides
fundamentais para a atividade da enzima (loop 202-208 e tampa) perdem
significativa maleabilidade em um solvente menos polar (tolueno).

Figura 3 — Perfis de variacdo do RMSF para o backbone proteico em agua e tolueno
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Fonte: Autor (2017).

Contrariamente a estudos tedricos que mostram a abertura de lipases em
solventes apolares (LUTZ; BORNSCHEUER, 2013), PhaZ7 demonstra, dessa forma,
uma menor susceptibilidade a abertura por a¢do do efeito solvente. Os valores
médios dos raios de giro (Rg) das estruturas proteicas de 4BRS em agua (Rg =
1,835 nm) e tolueno (Rg = 1,815 nm) também confirmam tal comportamento.

A explicagdo para a perda de flexibilidade provavelmente vem da
incapacidade das moléculas de tolueno adentrarem e lubrificarem a cavidade
catalitica da mesma forma como moléculas de dgua conseguem. A inspec¢do da
estrutura e das trajetdrias de 4BRS a partir dos softwares Caver Analyst e MOLE

XXII SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA, 22., 2017, Londrina, PR.



SICIT Outubro ce 20
- s . . Londrina-PR

permitiu identificar e caracterizar um tunel (Figura 4) de dimensdo relevante
como o provavel e Unico meio de acesso da agua ao interior da proteina. De
natureza predominantemente polar, o canal possui pontos bastante estreitos,

porém com dinamica capaz de permitir a entrada de moléculas de 3agua a
principal cavidade de PhaZ7.

Figura 4 — Tinel/canal hidrofilico que da acesso a cavidade catalitica

Fonte: Autor (2017).

4 CONCLUSAO

As simulagdes mostram boa concordancia com estudos experimentais e
tedricos, o que comprova a confiabilidade dos parametros e procedimentos
utilizados neste estudo. PhaZ7 de Paucimonas lemoignei demonstra-se como
uma estrutura bastante dependente da flexibilidade e abertura de seu lid para

manter boa atividade, o que o destaca como uma potencial regido a sofrer
futuras mutagoes.
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Computational mutagenesis of
depolymerase enzyme Phaz7

ABSTRACT

Phaz7 from Paucimonas lemoignei is characterized as an extracellular
depolymerase of quite unusual activity. In addition to having high specificity only
by amorphous polyhydroxyalkanoates, the enzyme also arouses attention in the
scientific environment due to the activation mechanism based on the opening and
closing of the lid that blocks its active site. In order to investigate these and other
characteristics related to the activity of the enzyme, this project consists in the
use of molecular modeling tools for the study of native PhaZ7 and its mutants. By
means of molecular dynamics simulations performed with the GROMACS software
package, the behavior of the native enzyme was evaluated against solvents with
different polarities. Trajectories of its structure show agreement with
experimental and theoretical data, indicating significant loss of flexibility of the lid
in more apolar solvent (toluene). The analysis made with the aid of tools to
identify cavities in proteins revealed the presence of a tunnel of significant size
and predominantly polar nature as the probable access channel that allows the
entry of water molecules into the catalytic cavity. The positioning of such
molecules occurs at strategic points, which allows important regions for the
activity of the enzyme to maintain good flexibility.

KEYWORDS: Depolymerase. Molecular modeling. Computational mutagenesis.
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