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Resumo

Paredes celulares de plantas sédo estruturas complexas e dinamicas,
compostas principalmente por polissacarideos e glicoproteinas. As glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina (HRGP), por exemplo, sdo encontradas nas paredes
celulares de plantas e algas verdes, relacionando-se ao crescimento e
desenvolvimento vegetal. A formacdo pos-traducional de hidroxiprolina nestas
proteinas é catalisada pelas prolil-4-hidroxilases (P4H) que oxidam repetic6es do
tipo PPPP, assim, também assumem papel importante no desenvolvimento das
plantas. Em Arabidopsis thaliana, existem pelo menos 13 tipos de P4Hs com
diferentes perfis de expressao, sendo P4H5, P4H2 e P4H13 0s mais expressos em
pelos radiculares, estruturas das plantas com um papel importante para a absorgéo
de nutrientes. Neste contexto, o0 presente trabalho buscou caracterizar a
complexacao de P4Hs a uma HRPG denominada extensina (EXT), particularmente a
preferéncia sobre os residuos de prolina nas repeticbes PPPP, empregando técnicas
de modelagem comparativa e dinamica molecular. Os resultados obtidos indicaram
um importante efeito estabilizador da EXT sobre P4H5. Adicionalmente, foram
encontradas areas de maior mobilidade na enzima, como uma alca que cobre o sitio
catalitico e parece estar envolvida no acesso do substrato ao sitio ativo. Ainda,
certos residuos de prolina parecem estar em posicdes preferenciais para a catélise,
uma vez que o comportamento conformacional da enzima P4H5 é modificado
conforme diferentes residuos de prolina da repeticdo PPPP séo alinhados ao sitio

catalitico da enzima.

Palavras-chave: Prolil-4-hidroxilases; dindmica molecular; parede celular;

modelagem molecular.
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1. Introducéao
1.1. Paredes celulares de plantas

Paredes celulares sdo estruturas resistentes, mas relativamente flexiveis, que
envolvem as ceélulas de plantas, fungos e da maior parte dos procariotos, tendo
como fung¢bes principais o suporte estrutural e protecdo, além de serem interfaces
de troca seletiva e comunicagéao intercelular (Popper et al., 2011). Em plantas, as
paredes celulares s&o estruturas complexas e dindmicas, compostas
majoritariamente por polissacarideos de alto peso molecular e proteinas altamente
glicosiladas (Cosgrove, 2005; Sommervile et al., 2004). Eventos durante o
crescimento e desenvolvimento das plantas, sinalizacdo em resposta a estimulos do
ambiente e exposicdo a fatores indutores de estresses bibticos e abibticos
aumentam a variacao de estrutura e composicao das paredes celulares (Showalter,
1993).

Quando as células vegetais ainda estdo expandindo, uma matriz extracelular
flexivel é depositada, sendo conhecida como parede celular primaria. Em alguns
casos, quando a expansdo das células cessa, uma camada adicional com
organizacdo e composicdo distinta € depositada junto & parede celular priméria,
aumentando sua resisténcia, sendo assim chamada de parede celular secundéria
(Cosgrove, 2005).

A parede celular priméaria (Figura 1) tem uma estrutura semelhante a fibra de
vidro (Carpita et al., 1993; O’'Neill et al., 2003), com microfibrilas de celulose que
estdo envoltas em uma matriz complexa de polissacarideos de duas classes, as
hemiceluloses e as pectinas. As hemiceluloses sdo polissacarideos que ligam
diretamente a celulose, formando uma rede muito forte, mas resiliente. Pectinas séo
polissacarideos complexos com fungdes diversas (Willats et al., 2001), que afastam
ligeiramente as microfibrilas de celulose facilitando, assim, a expansao lateral
durante o crescimento, mas também fixando as fibrilas no local correto quando o
crescimento cessa, influenciando na porosidade da parede (Vincken et al., 2003).
Ainda, as pectinas sdo os maiores componentes da lamela média, uma camada
adesiva que ajuda a ligar as paredes celulares de células vegetais adjacentes
(Varner et al., 1989).
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Figura 1. Modelo para a estrutura da parede celular priméaria. As microfibrilas de
celulose e os polissacarideos da matriz tem vias de sintese distintas: a celulose é
sintetizada por complexos hexaméricos na membrana plasmética; as hemiceluloses
e pectinas sao sintetizadas no complexo de Golgi e transportadas por vesiculas para
a parede celular. As hemiceluloses formam uma rede resistente junto das
microfibrilas, enquanto as diversas pectinas estdo dispostas dentro desta rede,
influenciando assim na porosidade e disposicao da celulose, e também criando uma
camada adesiva mais externa, a lamela média, que ajuda a unir as células vegetais

adjacentes (Adaptado de Cosgrove, 2005; Varner et al., 1989).

Além dos polissacarideos de alto peso molecular, as paredes celulares
também contém em grande quantidade glicoproteinas ricas em hidroxiprolina
(HRGPs), uma superfamilia que engloba as extensinas (EXTSs), proteinas ricas em
prolina (PRPs) e proteinas arabinogalactanicas (AGPs) (Xu et al., 2008; Kieliszewski
et al., 1994; Showalter et al., 2010). Estas proteinas sofrem extensas modificacfes
pés-traducionais, destacadamente a modificacdo de residuos de prolina (Pro) para
hidroxiprolina (Hyp) por prolil-4-hidroxilases ligadas & membrana (Tiainen et al.,
2005). As HRGPs nascentes sdo O-glicosiladas com cadeias ricas em residuos de
arabinose ou galactose por glicosiltransferases no complexo de Golgi e no reticulo

endoplasmatico (Yuasa et al.,, 2005; Petersen et al., 2011) e sofrem ligacGes



cruzadas na parede celular, por peroxidases, através de residuos alternados de

tirosina para formar uma rede covalente (Held et al., 2004; Cannon et al., 2008).

1.1.1. Extensinas

As extensinas constituem-se em componentes proteicos majoritarios da
parede celular priméria de plantas. Com estruturas repetitivas e aparéncia de hastes
sinuosas na microscopia eletronica (Varner et al., 1989), as extensinas sao ricas em
residuos de hidroxiprolina e serina, €, em menor grau, lisina (sendo assim basicas,
com ponto isoelétrico de cerca de 10 pelo alto conteldo deste aminoacido), valina,
tirosina e histidina, usualmente contendo o motivo pentapeptidico S-Hyp,; (ou
SPPPP, antes da oxidac&o dos residuos de prolina por prolyl-4-hidroxilases), que se
repete ao longo da proteina (Showalter, 1989). A maior parte dos residuos de
hidroxiprolina sdo O-glicosilados, com um a quatro residuos de arabinose, enquanto
os residuos de serina podem ser ligados a uma Unica unidade de galactose
(Stafstrom et al., 1986). MonGmeros de extensinas séo secretados e depositados na
parede celular, através da formacédo de ligacBes cruzadas isoditirosina entre as
moléculas, gerando uma matriz rigida e altamente insolavel, que fortalece as
paredes celulares (Held et al., 2004).

As extensinas assumem uma estrutura chamada hélice poliprolina Il, um tipo
de estrutura secundaria comumente encontrada em proteinas fibrilares, que né&o
apresenta ligacées de hidrogénio intracadeia e € mais flexivel que a hélice a
(Adzhubei et al., 2013). A hélice poliprolina 1l é estabilizada pela O-glicosilacdo
(Velasquez et al., 2011), possivelmente por causa das pontes de hidrogénio entre os
aclcares que sdo adicionados (Stafstrom et al., 1986), sendo o processo de
glicosilagéo, assim, essencial para a manutencéo da funcdo normal destas proteinas

e alongamento da parede celular.

1.1.2. Prolil-4-hidroxilases

Prolil-4-hidroxilases (P4Hs) s@o enzimas-chave na sintese dos componentes
das paredes celulares. As P4Hs séo 2-oxoglutarato dioxigenases (EC 1.14.11.2) que
catalisam a sintese de 4-hidroxiprolina (Hyp), um amino&cido produzido pela adigdo
de um grupo hidroxila no atomo de carbono C, do anel pirrolidina do residuo de

prolina (Figura 2).
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Figura 2. Reacdo catalisada pelas P4Hs. A molécula de 2-oxoglutarato (20G)
coordena o ion ferro através dos 4&tomos de oxigénio de Ci-carboxilato e de C,-ceto.
O produto da reacdo é um residuo trans-4-hidroxiprolina. Os dois atomos de
oxigénio (marcados em vermelho) sdo usados para a hidroxilagdo do residuo de
prolina e para a oxidagéo do 20G, que é descarboxilado pela liberagéo do grupo Ci-
carboxilato na forma de CO; (Reproduzido de Koski et al., 2009).

Além da relevancia no contexto da parede celular de plantas, a formacao de
Hyp também é importante em outras proteinas de diversos organismos, como no
colageno em vérios filos de animais (onde os residuos de Hyp sdo necessarios para
a formacdo de uma estrutura de hélice tripla estavel, mas ndo séo glicosilados) e na
familia de fatores de transcrigdo induziveis por hipoxia (Gorres et al., 2010).

Em geral, as P4Hs de plantas sdo menores em tamanho, de cerca de 30 a 60
kDa, em comparacdo com as P4Hs que catalisam a oxidacdo de Pro no colageno
(C-P4Hs), que sao tetrameros de subunidades a,B3, (as subunidades a s&o
responsaveis pela hidroxilagdo e as subunidades B s&o idénticas a proteina
dissulfeto isomerase). Em contraste, as P4Hs de plantas e também as HIF-P4Hs
(que hidroxilam os fatores de transcricdo induziveis por hipoxia) sdo mondmeros

(Figura 3).
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Figura 3. Estruturas cristalograficas de trés diferentes dioxigenases dependentes de
20G e duas proteinas relacionadas. A primeira estrutura corresponde a uma HIF-
P4H de Homo sapiens (PDB ID 2G1M), a segunda a uma P4H da alga
Chlamydomonas reinhardtii (PDB ID 3GZE) e a terceira a uma prolil-3-hidroxilase de
Streptomyces sp (PDB ID 1E5S). As duas estruturas na parte de baixo da figura
(PDB IDs 1H2N e 2FCT) correspondem respectivamente a asparaginil hidroxilase de
Homo sapiens e a halogenase SyrB2 de Pseudomonas syringae, que compartilham
com as P4Hs alguns motivos estruturais, como as hélices marcadas em vermelho e
folhas marcadas em bege, e os residuos que coordenam o metal cofator nos centros

cataliticos (Reproduzido de Gorres et al., 2010).

As P4Hs de plantas tem cerca de 30% de identidade com o dominio catalitico
a das C-P4Hs, e, assim como as C-P4HSs, localizam-se no limen do reticulo
endoplasmatico, onde hidroxilam polipeptideos ricos em prolina (como a repeticdo
SPPPP presente em extensinas). Diferentemente das P4Hs de plantas, as HIF-P4Hs
sdo enzimas citoplasmaticas e nucleares, que agem em motivos LXXLAP, ndo em
repeticbes poliprolina (Gorres et al., 2010). Apesar de certas semelhancas
estruturais, como o motivo jellyroll, composto por folhas B (Koski et al., 2007), as
P4Hs de plantas e as C-P4Hs diferem substancialmente nas suas especificidades
aos substratos. P4Hs de plantas conseguem hidroxilar peptideos poliprolina que séo
inibidores competitivos das C-P4Hs, mas peptideos que mimetizam diretamente o
colageno, com sequéncias (XPG), sdo hidroxilados, em geral, ineficientemente
(Jaakkola et al., 2001; Myllyharju et al., 2008).



Em Arabidopsis thaliana existem pelo menos 13 tipos diferentes de P4Hs com
padrbes de expressao distintos, de maneira tecido-especifica. P4H5, P4H2 e P4H13
sao os tipos mais expressos nos pelos radiculares (Birnbaum et al., 2003) (Figura 4),
estruturas unicelulares que apresentam um papel importante para a absorcéo de
nutrientes, e representam um bom modelo para o estudo de fenébmenos da parede
celular, pois a morfologia do seu crescimento € facilmente observavel em
microscopia de luz (Velasquez et al., 2011). P4H5 e P4H2 sao expressas
principalmente na zona morfogénica dos pelos radiculares, em tricoblastos, assim
como P4H13, que também €& expressa nas raizes, em tricoblastos e atricoblastos
(Brady et al., 2007; Velasquez et al., 2011).

. m 71\
| VETETN M P4H13 - GEP
"" !‘ | \'7 = .\- \ - ‘ A B

Figura 4. Representacdo da estrutura dos pelos radiculares, projecdes da parede
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celular que auxiliam na absorcdo de agua e nutrientes nas plantas (A) e registros de
microscopia de fluorescéncia evidenciando a expressédo de P4Hs, marcadas com
GFP, nos pelos radiculares em A. thaliana (B). Adaptado de Velasquez et al., 2011.

A exposicdo das raizes a inibidores como a-dipiridil e etil-3,4-
dihidroxibenzoato bloqueia a hidroxilagcdo dos residuos de prolina das HRGPs
(Chrispeels, 1970; Estévez et al., 2006) e inibe o alongamento dos pelos radiculares
(Velasquez et al., 2011). Mutantes de P4H5, P4H2 e P4H13 geram fendtipos de
pelos radiculares curtos (Figura 5), evidenciando assim que a correta hidroxilagéo de
prolina, necessaria para criar sitios de glicosilacdo nas HRGPs posteriormente, é

essencial para o alongamento dos pelos radiculares (Velasquez et al., 2011).
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Figura 5. Diferentes fenotipos de pelo radicular em A. thaliana. Em (A), o fendtipo
selvagem, em (B) o fendtipo de pelos radiculares curtos, resultante de mutacdes na
enzima P4H5. A superexpressdo de P4H5 leva a formacgdo de pelos radiculares
mais longos (C), enquanto mutagdes em um tipo de extensina, alvo de P4H5, leva a

formacéao de pelos radiculares curtos (D) (Adaptado de Velasquez et al., 2011).

1.2. Caracterizacdo de biomoléculas por modelagem molecular

Estudos computacionais envolvendo modelagem molecular tem uso muito
difundido, ndo apenas no estudo de sistemas bioldgicos, mas também em varias
outras é&reas dentro da quimica e ciéncia dos materiais (Kollman, 1996). A
modelagem molecular abrange todos os métodos tedricos e técnicas computacionais
usadas para mimetizar o comportamento de moléculas, sejam elas sistemas
pequenos, de poucos atomos, até moléculas biolégicas grandes e complexos de
materiais (Karplus et al., 1990). Modelos moleculares podem servir para visualizar
hip6teses (como, por exemplo, a orientacdo de uma molécula de um farmaco em
relacdo a um alvo ou a interagdo entre duas proteinas), e, consequentemente, para
elaborar mais testes desta hipétese e, possivelmente, desenvolver novas moléculas
a partir destes experimentos ou entender fendmenos complexos, quantificando
dados relativos a diversidade estrutural, potencial eletrostatico, entre outros
(Broughton, 1997).

Dentre as abordagens computacionais para o estudo de biomoléculas esta a

dindmica molecular (DM), que oferece informagdes sobre as sucessivas



configuragbes de um determinado sistema molecular através de uma trajetoria que é
gerada baseando-se nas equacgOes de movimento de Newton (Leach et al., 2007).
Para que simulacdes de DM possam ser realizadas, é preciso possuir,
primeiramente, um modelo da estrutura tridimensional da molécula de interesse, que
pode ser obtido diretamente através de experimentos (fazendo uso de técnicas
como a cristalografia de raios X ou RMN) ou por técnicas computacionais, como a
modelagem comparativa, que também depende de estruturas obtidas

experimentalmente e depositadas em bancos de dados (Capriles et al., 2014).

1.2.1. Modelagem comparativa

No método de modelagem comparativa, também chamada de modelagem por
homologia, a proteina de interesse tem sua estrutura tridimensional predita usando
como referéncia a estrutura de outra proteina similar (também chamada de molde, e
na maioria das vezes evolutivamente relacionada). Essa proteina similar tem de
possuir estrutura tridimensional resolvida experimentalmente, e as coordenadas
cartesianas de seus atomos devem estar depositadas em banco de dados de
estruturas como o Protein Data Bank. A modelagem comparativa é o método
empregado mais frequentemente, e seu limite de predicdo estd intrinsecamente
relacionado com o grau de similaridade entre as estruturas alvo e molde.
Geralmente, considera-se como limites minimos de aplicabilidade do método valores
de 25 a 30% de identidade, obtidos atraves do alinhamento entre a estrutura
primaria da proteina alvo e de uma ou mais proteinas molde (Capriles et al., 2014).

Ap6s a construgdo do modelo, é necesséario identificar possiveis erros
relacionados aos métodos empregados, a escolha das referéncias e ao alinhamento
entre as sequéncias alvo e molde. Caso o modelo seja caracterizado como de ma
qualidade, todo o protocolo anterior deve ser revisto no intuito de se melhorar o
alinhamento, escolher outros moldes ou até mesmo decidir-se pelo uso de outros
métodos (Capriles et al., 2014). Um dos critérios de validacdo para modelagem
comparativa é o grafico de Ramachandran, que fornece uma distribuicdo dos
angulos torcionais de uma proteina, assim como uma visdo global das regifes
“‘permitidas” ou “ndo permitidas” dos valores dos angulos torcionais, servindo assim
como um importante indicador da qualidade do modelo tridimensional

(Ramachandran et al, 1963). Além das analises relacionadas aos angulos torcionais,



também podem ser aplicados para a validagdo métodos baseados em minimizagéo
de funcdes de energia, que, com a andlise de valores normalizados das fungdes,
ajudam a avaliar o qudo proximo, pelo menos estatisticamente, o modelo gerado
esta de proteinas que possuem um mesmo perfil molecular ou até o mesmo tipo de

enovelamento (Capriles et al., 2014).

1.2.2. Simulagdes de dinamica molecular

Simulagbes de dinamica molecular revelam a natureza dos movimentos
atdbmicos das moléculas, resolvendo as equacdes de movimento de Newton para 0s
atomos do sistema e resultando em uma trajetoria que define como as posicoes
destes atomos variam no tempo (Leach et al., 2007). O conjunto de equagdes
descrevendo as forcas que agem sobre os atomos da estrutura € chamado de
campo de forca e, por sua base na mecénica molecular, ignora os elétrons do
sistema, considerando somente a posicdo dos nucleos dos atomos (Kollman, 1987;
Broughton, 1997).

Na DM, sdo inicialmente atribuidos aos atomos do sistema movimentos
aleatérios com velocidades que sdo uma caracteristica coletiva a uma dada
temperatura. Entéo, depois de um primeiro passo de tempo definido (usualmente 1
ou 2 fs), os efeitos somados de vérias forcas interatbmicas que agem no sistema
(aquelas devidas a deformacédo de ligacdes covalentes, angulos de ligacdo e
torcionais, assim como interagdes nao covalentes) s&o calculados de acordo com
as equacdes de Newton para o movimento. Uma vez que todos os atomos no
sistema tenham se movido depois desse espac¢o de tempo (por uma distancia que é
somente uma pequena fragdo do comprimento da ligagéo), as forgas interatdmicas
em cada atomo terdo mudado da mesma forma, embora por apenas um pequeno
valor. Entdo, usando estes valores alterados das forgas interatdbmicas, junto com as
novas posigdes e velocidades dos 4tomos, o calculo é repetido para qualquer tempo
adicional (Karplus et al., 1990). Este processo produz assim um registro de posi¢oes
e velocidades de todos os atomos do sistema no periodo de tempo, reproduzindo
assim, muitas vezes com elevada fidelidade, o comportamento de moléculas de
interesse bioldgico ou tecnoldgico.

Para interpretacdo dos dados gerados pelas simulacbes de DM, existem

varios tipos de analise, que sdo empregados dependendo da natureza do problema
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em estudo. Para andlise do comportamento da estrutura proteica ao longo da
simulagéo, as ferramentas mais comumente empregadas incluem o RMSD (root
mean square deviation, que indica o quanto a estrutura se modifica durante a
simulagéo, comparando com a estrutura inicial), o RMSF (root mean square
fluctuation), o raio de giro, distdncias entre atomos ou grupamentos e a evolucdo do

conteudo de estrutura secundaria em funcdo do tempo (Verli, 2014).
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2. Objetivos

A partir do exposto, o presente trabalho visa a contribuir para o entendimento
da biologia estrutural de P4Hs de A. thaliana, particularmente sua interacdo com as
EXTs, proteinas ricas em residuos de prolina. Para tanto, os seguintes objetivos
especificos foram tragados:

* Construgéo e validagcdo de modelos da enzima P4H5 de A. thaliana, através
de modelagem comparativa;

 Caracterizagdo do comportamento conformacional da enzima P4H5 de A.
thaliana ligada a um peptideo com repeticbes PPPP que representa o substrato
EXT, através de simula¢des por dinAmica molecular;

* Caracterizacdo do comportamento conformacional da enzima livre, através

de simulacdes por dinamica molecular.
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3. Metodologia

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no presente
trabalho, para a construgcdo dos modelos tridimensionais e realizagdo das
simulagdes de dinAmica molecular. Os procedimentos empregados estdo descritos

em detalhes a seguir.
3.1. Construgéo dos modelos tridimensionais

Por modelagem comparativa, foram construidos modelos tridimensionais da
enzima P4HS5, utilizando o programa MODELLER, versédo 9.10 (Sali et al., 1993). Foi
usada como molde a estrutura da enzima P4H1 de Chlamydomonas reinhardtii,
depositada no Protein Data Bank com o codigo 3GZE, que teve 54% de identidade
de sequéncia com a enzima P4H5, segundo a busca do algoritmo BLAST (Altschul
et al.,, 1997). O modelo gerado pelo programa MODELLER foi validado usando o
servidor PROCHECK (Laskowski et al., 1993), que, entre outras analises, oferece
informacdes sobre a tor¢cdo dos angulos de diedros dos residuos através do gréfico
de Ramachandran.

A partir do modelo validado, foram construidos outros quatro modelos,
acoplando-se um peptideo de 25 residuos com repeticdes de prolina (de sequéncia
SPPPPYVYSSPPPPYYSPSPKVYYK) que simula a extensina, obtido de trabalhos
anteriores (Velasquez et al., 2011). Em cada um destes modelos com acoplamento
do peptideo, um residuo diferente de prolina do segundo cluster foi posicionado no
sitio catalitico, utilizando a orientacdo de um substrato de prolina presente
originalmente no cristal e alinhando-se as estruturas no programa SPDBV (Guex et
al., 1997).

Para visualizagdo de estruturas e construgdo de imagens, foram usados o0s

programas Pymol (Delano, 2002) e VMD (Humphrey et al., 1996).
3.2. Simulac¢des por dinamica molecular

Para as simulagdes por dinamica molecular, foi usado o pacote de simulagbes
GROMACS, versao 4.5.4 (Hess et al.,, 2009). Foram feitas simulagbes da enzima
P4H5 livre e quatro sistemas da enzima P4H5 com o peptideo EXT acoplado, no
campo de forca GROMOS96 43Al1 (Scott et al., 1999), com replicatas. Para

mimetizacdo do ambiente fisiol6gico onde os processos ocorrem, 0s sistemas foram
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solvatados com &gua, utilizando o modelo single point charge (SPC —Berendsen et
al., 1987) e contra-ions (Na") foram adicionados para neutralizagdo de cargas. As
simulacdes foram feitas em caixas triclinicas com condig6es periddicas de contorno,
temperatura de 310K e pressédo de 1 bar, utilizando constantes de acoplamento de,
respectivamente, 1= 0,1 ps e 1 = 0,5 (Berendsen et al., 1984). Ainda, o método
LINCS (Hess et al., 1997) foi aplicado na restricdo de ligagbes covalentes, de forma
a permitir um passo de integracdo de 2 fs, enquanto que interacfes eletrostaticas
foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (Darden et al., 1993).
Utilizando ainda o pacote de simulacio GROMACS, foram feitas andlises
diversas das trajetorias geradas pela simulacdo de dinAmica molecular, a fim de
descobrir informagdes precisas sobre a estabilidade da enzima no tempo de
simulacéo (comparando os dados de modelos com substrato acoplado e da proteina
livre), variacBes de posi¢cdo de segmentos da proteina e distancias entre os atomos

do sitio ativo.
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4. Resultados

A revista escolhida para submissdo deste trabalho, sob o formato de
Research Article, foi a PROTEINS: Structure, Function, and Bioinformatics. A revista
Proteins tem publicagdo mensal (tendo sua primeira edicdo em 1986), em lingua
inglesa, pelo grupo editorial John Wiley & Sons. A revista publica artigos originais de
pesquisa com dados experimentais e analiticos significantes para todas as areas em
pesquisa de proteinas, incluindo estrutura, funcdo, computacdo, genética e design.
O periddico tem foco na publicagédo de trabalhos que apresentem novas estratégias
experimentais e computacionais para interpretar e entender dados de quimica
biofisica, estudos estruturais de proteinas e complexos macromoleculares,
alteragbes da estrutura e funcdo de proteinas através de técnicas de biologia
molecular e genética, analises funcionais sob condi¢des fisiolégicas, assim como
interacdes de proteinas com receptores, acidos nucleicos ou outros subtratos e
ligantes.

Este periddico teve indice de impacto, em 2014, de 2,921 e esteve nos
rankings 32/74 (Biofisica) e 139/291(Bioquimica e Biologia Molecular) do ISI Journal
Citation Reports © em 2013. Além dos artigos de pesquisa completos, também s&o
aceitas pequenas comunicages, prediction reports e algumas revisdes. As normas

para formatagdo neste periédico encontram-se no Anexo 1, pagina 38.
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[Abstract]

Plant cell walls are complex and dynamic structures, composed mostly of polysaccharides and
glycoproteins. Hydroxyproline-rich glycoproteins are found in cell walls, and are related to
plant growth and development. Prolyl-4-hydroxylases (P4H) catalyze the posttranslational
formation of hydroxyproline, being essential enzymes to plant growth, as proline
hydroxylation defines the subsequent O-glycosylation sites in extensins (EXT), a group of
cell wall glycoproteins. In A. thaliana, while at least 13 different P4Hs with distinct
expression patterns exist, P4H5, P4H2, and P4H13 seem to be the most expressed in plant
root hairs, which, in turn, play an important role in nutrient absorption. In spite of their
importance for plant development, the recognition, at the atomic level, between these
enzymes and their proline substrate is not yet completely understood. Therefore, in order to
contribute in the understanding of the structural biology of P4Hs interaction with EXTSs, the
current work intends to characterize the molecular recognition between A. thaliana P4H5 and
an EXT repeating peptide. The molecular dynamics calculations and analyses were performed
using GROMACS simulation suite and GROMOS43A1 force field. The obtained results
indicate that the attachment of EXT to P4H5 stabilizes the enzyme structure, as observed by
RMSD values. Further analyses also indicate that some proline residues in the EXT peptide
have precedence over others during the catalytic process by P4H5. P4H5 seems to have a
differential behavior with the sequential proline residues in extensins. These findings are also

expected to contribute in the understanding of the hydroxyproline formation by P4Hs in EXT.
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[Introduction]

Cell walls are resistant yet flexible structures that surround the cells of plants, fungi and most
prokaryotes, and their major function is to provide structural support and protection, as well
as being selective exchange and intercellular communication interfaces®. In plants, the cell
walls are complex and dynamic structures, composed mostly of high-molecular-weight
polysaccharides and highly glycosylated proteins®**. Plant cell walls contain a large amount
of hydroxyproline-rich glycoproteins (HRGPs), proteins that are related to plant growth and
development and constitute a superfamily which includes the extensins (EXTSs), proline rich
proteins (PRPs) and arabinogalactan proteins (AGPs)°. In higher plants, extensins are
particularly abundant in the primary cell wall and are generally characterized by being rich in
serine and hydroxyproline, and some combination of amino acids lysine (making them basic
proteins, possibly interacting with acidic pectic blocks in the cell wall®), valine, tyrosine, and
histidine™’. Extensin monomers are secreted and insolubilized in the cell wall, forming a rigid
matrix of cross-linked tyrosine residues, which the main function is to strengthen the cell
walls*”. Extensins usually contain the pentapeptide motif Ser-Hyp4, often within the context
of other, larger repeating motifs. Most of hydroxyproline residues are O-glycosylated by
glycosyltransferases in the Golgi apparatus and in the endoplasmic reticulum, with one to four
arabinosyl residues, and some of the serine residues are glycosylated with a single unit of
galactose. O-glycosylation of extensins stabilizes the polyproline 1l helix structure, because of
the hydrogen bonds between the sugars that are added, and, therefore, it is essential for the
maintenance of normal function of these proteins during the growth of the cell walls*®. The
HRGPs undergo extensive post-translational modifications which include the modification of
proline residues to hydroxyproline by prolyl-4-hydroxylases (P4Hs) bound to the cell
membrane. The P4Hs are 2-oxoglutarate dioxygenases (EC 1.14.11.2) that catalyze the

addition of a hydroxyl group on the C4 carbon atom of the pyrrolidine ring on the proline
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residue’. Besides their importance in the cell wall of plants, the P4Hs are relevant enzymes
present in various organisms, such as in some animal phyla, which have collagen-P4Hs and
HIF-P4Hs. Hyp residues are required for the formation of a stable triple helix structure in
collagen, but are not glycosylated, while P4Hs hydroxylate hypoxia-inducible transcription
factors'®'. In Arabidopsis thaliana, there are at least 13 different types of P4Hs with distinct
patterns of expression, in a tissue-specific manner®. P4H5, P4H2 and P4H13 are more
expressed in the root hairs, which are unicellular structures that have an important role in
nutrient and water absorption®, and represent a good model for the study of cell wall
phenomena, since their growth morphology is easily observed under light microscopy. Mutant
P4H5, P4H2 and P4H13 generate short root hairs phenotypes, thus showing that proper
hydroxylation of proline, necessary to create glycosylation sites in HRGPs, is essential for the
elongation of the root hairs. P4H5 overexpression leads to the formation of longer root hairs®.
In spite of the importance of P4Hs to the correct growth of root hairs, as evidenced by
mutation experiments and inhibition of these enzymes, their interaction at the molecular level
with the extensins is not yet completely understood, and molecular modeling studies of these
enzymes and their substrates contribute to the structural biology of this interaction, thus
revealing more information about the development and growth of plants. Therefore, in order
to contribute in the understanding of the structural biology of P4Hs interaction with EXTs, the
current work intends to characterize the molecular recognition between A. thaliana P4H5 and

an EXT repeating peptide.

[Methods]
Homology modeling and system preparation
The input models were based on the crystallographic structure of a prolyl-4-hydroxylase from

Chlamydomonas reinhardtii (PDB ID code 3GZE), which had 54% of sequence identity with
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the P4H5 from A. thaliana, by pdb-BLAST'. The protein modeling was done using
MODELLER®, version 9.10, and the model was validated using the PROCHECK™ server
tools. Once the first P4H5 model was obtained, other four models were built attaching a 25
residue peptide (sequence SPPPPYVYSSPPPPYYSPSPKVYYK), obtained from previous
works®, in order to simulate the EXT substrate of P4H5. These models were built in
SPDBV™, and in each model a different proline residue from the first cluster was placed in
the catalytic site, based on the orientation of a small Ser-Pro substrate that was present in the

crystallographic structure.

Molecular Dynamics Simulations

The molecular dynamics calculations and analyses were performed using GROMACS
simulation suite, version 4.5.4"° and GROMOS96 43A1 force field'’. The systems were
simulated during 100 ns, within triclinic boxes solvated with water molecules in the SPC

I"® and counter-ions (Na*) to neutralize the systems, under a constant temperature of

mode
310K and pressure of 1 bar'® (the EXT peptides were considered as periodic during
simulations, in which Serl was attached to Lys25 through the specular images). Long

range electrostatic interactions were calculated using the reaction field method. Semi-

isotropic pressure coupling was performed, thus only in XY axes.

[Results and Discussion]

In order to evaluate the effects of EXT peptide binding to P4H5 and to distinguish these
systems from the P4H5 without any substrate complexed, five systems were simulated: four
of them with the EXT peptide complexed to P4H5 in sequential positions (each one with one
proline residue from the cluster Pro11-Pro12-Pro13-Pro14 aligned to its catalytic site) and one

of the noncomplexed enzyme. The free enzyme has a more flexible structure during the
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simulations, comparing to the models with the EXT peptide attached, as presented in Figure
1, by RMSD (root mean square deviation) analysis. This indicates that the attachment of the
substrate stabilizes the P4H5 structure. In RMSF (root mean square fluctuation) analysis of
the models with the EXT peptide attached (Figure 2), two regions of higher flexibility can be
distinguished. These regions are loops around the catalytic site, covering the substrate cavity.
The regions with higher RMS values are also discriminated in the RMSF analysis of the P4H5
without any peptide attached. However, in this model the loops do not cover the enzyme
cavity during the simulation, as presented in Figure 3, indicating that these loops may act as
flaps which control the EXT access to P4H5 substrate cavity.

To verify the interaction between P4H5 and the EXT peptide during the MD simulations,
several distance measurements were performed. In the measure of the distance between the
center of mass of the residues from the catalytic site and the y-carbon from the aligned proline
residue (Figure 4B), within two models this distance was maintained and in the remaining
models the distance increased in the course of the simulations. This may indicate that some
positions of the EXT peptide have higher affinity with the enzyme cavity residues, and
therefore, some proline residues in the EXT peptide may have precedence over others during
the catalytic process. The distance between the enzyme cofactor ion and the residues from
catalytic site was also measured (Figure 4C), to verify the coordination of the metal ion
during the MD simulations. In three of the models, this distance increased in some point of
the simulations, and it may be caused by some force field parameters that don’t describe well

that interaction of metal coordination with the catalytic site.
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[Conclusions]

The obtained results indicate that the attachment of EXT to P4H5 stabilizes the enzyme
structure, as observed by RMSD values. Further analyses also indicate that some proline
residues in the EXT peptide may have precedence over others during the catalytic process by
P4H5, once P4H5 seems to have a different behavior depending on which proline residue is
aligned in its catalytic site. As observed by RMSF analyses, two groups of residues, located
around the enzyme active site, showed high flexibility during the simulations, mainly in the
absence of EXT peptide. Subsequently, these regions were identified as the main cause of
RMSD differences between free and complexed P4H5, suggesting that EXT interaction has
no major effects over P4H5 folded structure. The results show that two loops around EXT
catalytic site may act as flaps, controlling substrate access to the enzymes active site. These
findings are also expected to contribute in the understanding of the hydroxyproline formation

by P4Hs in EXT.
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[Figure Legends]

Figure 1. Root mean square deviation (RMSD) analysis. The free enzyme (orange) has the
highest RMSD values during the simulations, indicating that the attachment of EXT to P4H5
stabilizes the structure. In spite of the high RMSD, the uncomplexed P4H5 is not
denaturating. The conformational modification is located at the regions depicted in Figure 3,

and the average RMSD without these regions is 0.437.

Figure 2. In the structures, frames from the MD simulations are superimposed. Different
proline residues are positioned to be hydroxylated (Proll, black; Prol2, red; Prol3, green;
Prol4, blue). Two groups of residues with high flexibility are marked on the structures and on

the root mean square fluctuation (RMSF) analysis graph.

Figure 3. Frames from the MD simulations of a P4H5 without any peptide complexed. As
seem on the bottom view of the structure (excerpt on the right), there is a loop with high
flexibility that doesn’t cover the enzyme cavity during the simulation. The same loop has high

flexibility in the models with peptide attached, but it tends to be closer to the substrate cavity.

Figure 4. A. Schematic representation of the distances measured in (B) and (C). B. Measure of
the distance between the center of mass of the residues from catalytic site and the y-carbon
from the proline residues of each model. C. Measure of the distance between the enzyme
cofactor ion and the residues from catalytic site (first graph for His181, second for Asp183

and third for His267).
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Figure 3
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Figure 4
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5. Conclusdes

A partir da metodologia empregada, foram construidos cinco modelos da
enzima P4H5 de A. thaliana, um da enzima livre e quatro modelos com um peptideo
que representa a extensina, com diferentes residuos de prolina posicionados nos
sitios cataliticos. Estes modelos foram validados com as ferramentas adequadas e
preparados para simulagcdes de DM.

A caracterizagdo conformacional da enzima livre e da P4H5 acoplada com
substrato foi feita através de simulacdes de DM e andlises diversas das trajetérias
obtidas, como analises de RMSD e RMSF (que indicam o quanto a estrutura da
proteina se modifica ao longo da simulacdo, em relacdo a estrutura inicial) e varias
medidas de distancias.

Através da DM foi possivel, entdo, observar diferencas entre os sistemas que
continham a associacdo com o0 substrato e aqueles com a enzima livre, e 0s
resultados obtidos indicam que o acoplamento do peptideo EXT a P4H5 estabiliza a
estrutura da enzima, como foi observado através dos valores da anélise de RMSD.
Através das andlises de RMSF, foi possivel destacar algumas regides com maior
mobilidade, que s&o dois loops ao redor do sitio catalitico que parecem agir como
flaps, controlando o0 acesso do substrato ao sitio ativo da enzima. Ainda, a P4H5
parece ter um comportamento diferencial com os residuos de prolina sequenciais
nas extensinas, pois ha diferenca de flexibilidade nas estruturas dos modelos e
diferencas entre os sistemas nas medidas de distancias entre a enzima e peptideo
gue foram realizadas.

Assim, espera-se que estes resultados contribuam para o entendimento da
biologia estrutural do reconhecimento de extensinas por prolil-4-hidroxilases em A.

thaliana.
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6. Perspectivas

Considerados os resultados obtidos até entdo, as seguintes perspectivas
podem ser tragadas para o trabalho:

* Expandir as analises sobre as simulagdes ja feitas, adicionando dados sobre
energia de ligagéo dos sistemas;

* Fazer simulagbes de dindmica molecular com as enzimas P4H2 e P4H13,
que também tem expressao relevante nos pelos radiculares;

* Fazer simulagbes semelhantes com P4Hs e substratos que ja tenham Hyp
em algumas posicoes;

+ Fazer simulagbes com oligbmeros de P4Hs, pois ha evidéncias

experimentais recentes de que estas enzimas formam dimeros.
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9. Anexos

* “Guia para Autores” — Normas de publicacdo de manuscritos na revista
PROTEINS, em inglés.

* Normas para apresentagcdo oral e escrita do trabalho experimental do

estagio em pesquisa e monografia.

* Orientagdes aos examinadores das bancas de TCC.
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Perspectives and Structure Notes, must be submitted with production-ready files. Carefully follow the
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1. Create tables as text files and save in either .DOC or .RTF format.
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b. 300 dpi for halftones (black and white photographs)

c. 600 dpi for combination halftones (photographs that also contain line art such as labeling or thin

lines)

5. In addition to the above resolution guidelines, color figures must be submitted in CMYK colorspace.

Do not submit color figures as RGB. This color space does not reproduce well for print production.

6. Designate this file as “Image” in the File Designation field when you upload it to ScholarOne

Manuscripts.
Supporting Online Material

Authors may submit Supporting Information for their articles to be posted in the electronic version of
the journal. Instructions for preparation of Supporting Information are provided below. These
materials must be submitted online using the File Designation “Supplementary Material for Review.”
Supporting text, tables and figures must be in PDF format. The only exceptions are audio and moving
image files, which should be submitted in .mov or .mp3 format. See the Instructions for Preparation of

Supporting Material for further instructions.
Instructions for Manuscript Preparation
Manuscripts

1. When submitting via ScholarOne Manuscripts, authors must provide the names, e-mail addresses,
and institutions (affiliation) of five possible reviewers and two preferred Editors. Options are also
provided for designating names of persons that authors prefer not to review or edit their paper. A brief
explanation for exclusion of reviewers is suggested. The Editorial Office will refrain from assigning any
person listed as “non-preferred”. Authors should note that preferred Editors and Reviewers may not

be available nor will these persons necessarily be assigned as Editors or Reviewers.

2. Authors should include a cover letter to the Editor-in-Chief with the manuscript submission. This

may be entered as plain text in the field provided, or uploaded as a .DOC, .RTF, or .PDF file.

3. All manuscripts must be in 12-point Times New Roman font, in single column and double spaced

format.

a. Problems with use of English is increasingly a problem that precludes fair review of manuscripts.
Authors that are not fully comfortable with English should have their manuscripts edited by a native
English speaker. Authors in Japan may contact Wiley-Japan for a list of recommended services for
checking and improving use of English. Please contact Yoko Kobayashi or A. Bocquet in the Wiley-
Japan office by facsimile: 81 3-5689-7276 or by E-mail: editorial@wiley.co.jp for more information.

Please indicate the name of the journal clearly.

4. Number all pages in sequence, beginning with the title page.
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5. Follow the guidelines in CBE Style Manual Committee. CBE style manual: a guide for authors,
editors, and publishers in the biological sciences. 5th ed. rev. and expanded. Bethesda, MD: Council
of Biology Editors, Inc.; 1983.

Note that formats for Review articles are flexible. The text for all other manuscript types should

conform to the following format.

Manuscripts that do not conform to the following format will be returned. The parts of the manuscript

must appear in the following order:
Title Page
The title page must contain the following information:

1. The full title of the manuscript. The title should be descriptive and representative of the material in

the manuscript.

2. A short title of not more than 45 characters (including spaces).

3. Five to ten key words not used in the title that will adequately index the subject matter of the article.
4. The names and affiliations of all authors.

5. The institution at which the work was performed.

6. Complete contact information for the author responsible for correspondence:

a. Name

b. Address/Affiliation

c. E-mail address

Abstract

This should summarize the purpose, methods, results, and major conclusions of the work. A 250 word

limit will be strictly enforced.
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, and Conclusion

1. The sections should be presented in the following order: Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion, and Conclusion (if applicable). The Results and Discussion section can be

combined into a single section when appropriate.
2. The manuscript should conform to standard scientific reporting style.
3. Sufficient data and information must be given so that the study can be replicated.

References
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1. Cite references to published literature in the text numerically.

2. Provide full titles and complete page numbers for all works cited in the reference section.
3. Refer to the CBE style manual for the style of reference (see below for more information).
Figure Legends

1. Figure legends should be as clear and concise as possible.

Tables

1. Indicate placement of all tables in the text with a citation (e.g., Tablel, Table 2, etc.). When
uploading tables and figures, use the same tags for file names in order to utilize HTML linking in the

manuscript to these elements.

2.Tables must be numbered in order of appearance with Arabic numerals (e.g., Table 1, Table 2, etc.).
a. A legend must accompany each illustration, and tables must have titles.

b. All abbreviations used must be defined.

c. All lettering must meet professional standards and be legible after reduction in size.

Figures

1. Indicate placement of all illustrations in the text with a citation, i.e., (Fig.1). When uploading tables
and figures, use the same tags for file names in order to utilize HTML linking in the manuscript to

these elements.

2. Label the figures by using the Captions/Legend box to insert the figure number (i.e. FIGURE 1)
AND the figure legend for each figure uploaded. This will help reviewers identify each figure in the

PDF version of the manuscript.

3. For figures with multiple parts, the figures must be submitted in the assembled form in which they

would appear in the published paper.

4. Figures must be submitted in the size (or close to it) in which they will appear in print.
5. Minimize the number of figures.

Color Figure Preparation

1. For best reproduction, bright, clear colors should be used.

2. Dark colors against a dark background do not reproduce well; please place your color images

against a white background wherever possible.
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3. Unless otherwise arranged with the Editor, stereo pairs will be printed to a scale that yields a
separation of 55-60 mm between corresponding points in the left and right images. Parallel-viewing
pairs are preferred. Authors who choose to submit cross-eyed pairs must specify this feature in the

legend.
4. Follow resolution guidelines listed above under “File Format Instruction for Online Submission.”
Color Reproduction Charges

Color printing is free for one color figure and $250 for each additional color figure. Figures can be
printed in black and white and appear online in color (as submitted) at no charge. You will receive a

Color Charge form, post-acceptance, to enable you to make your color figure selections.
Cover lllustration

Authors may nominate figures (or portions thereof) from their manuscript to be used as a cover
illustration for the print issue of PROTEINS. Include a request in your cover letter and upload your
image using the File Designation “Supplementary Material Not for Review. Name your figure file

“Cover Nomination”.
Instructions for Preparation of Supporting Information

Tables and Figures in Supporting Information should be labeled using the prefix S before the number
(e.g. Table 1 in Supplementary Information should be labeled Table S1, Figure 1 in Supporting
Information should be Figure S1). References are not allowed in the Supporting Information. All
references should be included in the References section of the main text. Preparation of Tables and

Figures should follow the same guidelines described above for the main text.
Database Linking

For papers describing structures of biological macromolecules, the atomic coordinates and the related
experimental data (structure factor amplitudes/intensities and/or NMR restraints) must be deposited at
a member site of the Worldwide Protein Data Bank (www.wwpdb.org): RCSB PDB (www.pdb.org),
PDBe (www.ebi.ac.uk/pdbe), PDBj (www.pdbj.org), or BMRB (www.bmrb.wisc.edu). The PDB ID must
be included in the manuscript and entered into the designated field in the ScholarOne manuscripts
upon submission. Authors must agree to release the atomic coordinates and experimental data when
the associated article is published. Questions relating to depositions should be sent to

deposit@wwpdb.org.
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