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RESUMO 

 

 

 

 

Ureases, apesar de sua importância histórica para a Bioquímica, ainda são 

enigmáticas. Pouco se sabe a respeito de suas propriedades não-catalíticas, por 

exemplo. Nesse contexto, o presente trabalho submeteu uma urease de Canavalia 

ensiformis (JBURE-IIB) a simulações de dinâmica molecular, nos níveis de 

detalhamento atomístico e coarse-grained, buscando obter uma caracterização 

conformacional dessa urease, tanto como monômero quanto como trímero. Os 

dados assim obtidos sugerem que os domínios da proteína apresentam diferentes 

mobilidades, sendo o domínio γ o mais flexível. Esse domínio é também o principal 

responsável pela compactação do monômero da urease isolado, quando comparado 

à sua conformação cristalográfica. A mobilidade do domínio γ foi também associada 

ao processo de oligomerização da enzima. A forma trimérica da urease de C. 

ensiformis também se tornou mais compacta após a simulação, apontando as 

ureases como moléculas altamente flexíveis, principalmente devido às regiões de 

alças que conectam domínios estruturais, no caso de ureases vegetais. Sendo uma 

propriedade não necessariamente associada à catálise, a análise de tal flexibilidade 

pode auxiliar tentativas futuras de explicar a participação não-catalítica da urease 

em suas propriedades multifuncionais. 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

Ureases, despite their historical importance in biochemistry, are still enigmatic. 

For instance, little is known about their non-catalytic properties. In this context, the 

current work submitted a Canavalia ensiformis urease (JBURE-IIB) to molecular 

dynamics simulations at both atomistic and coarse-grained levels in order to obtain a 

conformational characterization of such urease in both monomeric and trimeric forms. 

The data suggest that the domains of the protein present different mobilities, with the 

γ domain being the most flexible one. This domain is also the main responsible for 

the compactness of the isolated urease monomer when compared to its 

crystallographic conformation. The γ domain mobility was also associated with the 

oligomerization process of the enzyme. The trimeric form of C. ensiformis urease 

also became more compact after simulation, pointing to ureases as highly flexible 

molecules, mainly due to coiled regions connecting the structural domains, in the 

case of plant ureases. As a property not necessarily related to catalysis, the analysis 

of this flexibility may enlighten further efforts to solve the non-catalytic aspects of 

urease in its moonlighting properties. 

  



 

 

xiii

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1: Comparação esquemática das subunidades estruturais das ureases de 

organismos selecionados. O número de aminoácidos é apresentado à direita 

(adaptado de Sirko & Brodzik, 2000). ......................................................................... 4 

Figura 2: Estruturas tridimensionais das ureases nativas de K. aerogenes (PDB ID 

1FWJ), B. pasteurii (PDB ID 2UBP) e H. pylori (PDB ID 1E9Z), coloridas por 

subunidades. .............................................................................................................. 6 

Figura 3: Estrutura tridimensional da urease de B. pasteurii (PDB ID 2UBP), colorida 

de acordo com a estrutura secundária (α-hélices em vermelho, β-fitas em amarelo, 

alças em verde). No detalhe, a aba do sítio ativo é apresentada em azul. São ainda 

apresentadas as subunidades estruturais α, β e γ. .................................................... 7 

Figura 4: (A) Representação esquemática do sitio ativo das ureases (adaptado de 

Benini et al., 1999). (B) Representação espacial do sítio ativo das ureases (estrutura 

de referência: PDB ID 2UBP). .................................................................................... 8 

Figura 5: Esquema da reação catalisada pelas ureases (adaptado de Estiu & Merz, 

2007). ......................................................................................................................... 9 

Figura 6: Passos na modelagem comparativa por homologia (adaptado de 

Fernandes, 2002). .................................................................................................... 14 

Figura 7: Funções de energia que compõem o campo de força GROMOS. As 

funções dividem-se em físicas (phys, 1), que descrevem interações interatômicas, e 

especiais (special, 2), utilizadas com objetivos diferenciados, em diferentes tipos de 

restrições. As funções físicas dividem-se em funções que descrevem interações 

ligadas (bonded, 3) e não ligadas (nonbondend, 4). As primeiras dividem-se em 

equações que descrevem 5 o estiramento de ligações químicas, 6 ângulos de 



 

 

xiv

ligação, 7 diedros impróprios e 8 diedros próprios; enquanto as últimas descrevem 

interações intermoleculares do tipo 9 interações de Lennard-Jones e 
 interações 

de carga (baseado em Scott et al.,1999). ................................................................. 16 

Figura 8: Funções de energia que compõem o campo de força MARTINI. As funções 

dividem-se em funções que descrevem interações ligadas (bonded, 1) e não ligadas 

(nonbondend, 2). As primeiras dividem-se em equações que descrevem 3 o 

estiramento de ligações químicas, 4 ângulos de ligação, 5 diedros impróprios e 6 

diedros próprios; enquanto as últimas descrevem interações intermoleculares do tipo 

7 potencial de Lennard-Jones e 8 interações eletrostáticas (baseado em Monticelli 

et al.,2008). ............................................................................................................... 18 

Figura 9: Representação coarse-grained para aminoácidos. Cores diferentes 

representam diferentes classes de beads (adaptado de Monticelli et al., 2008). ..... 23 

Figure 1.  (A) JBURE-IIB structural scheme, highlighting its three domains; (B-D) All-

atom RMSD from original model for metal-bound (grey) and metal-free (black) 

JBURE-IIB, separated by domain: (B) α-domain, (C) β-domain, (D) γ-domain all 

based on GROMOS96 43a1 force field simulations. ................................................ 32 

Figure 2.  All-atom RMSD, from GROMOS96 43a1 force field simulations, for the 

original model separated by domains for (A) metal-free  JBURE-IIB and (B) metal-

bound JBURE-IIB. The RMSD for coils is colored red, for helices+strands in blue and 

the total RMSD is colored black. ............................................................................... 34 

Figure 3.   RMSF analyses, from GROMOS96 43a1 force field simulations, as a 

function of both residue number and time for (A) metal-free and (C) metal-bound 

JBURE-IIB; and solely as a function of residue number (B) (where black represents 

metal-free and red represents metal-bound urease; structural domains are marked). 

Residues involved in catalysis are highlighted with red tick marks in panel A. ......... 35 



 

 

xv

Figure 4.  (A) Interdomain distance fluctuations for monomeric urease and (B) radii of 

gyration of urease in its monomeric and trimeric forms, both based on MARTINI force 

field simulations. ....................................................................................................... 37 

Figure 5.  Conformational changes, from MARTINI force field simulations, of the (A) 

urease monomer, (B) urease trimer and (C) trimer-forming urease monomers, set 

apart to show less-evident conformational differences. Structural domains are 

colored in red for α domain, blue for β domain and green for γ domain.................... 38 

Figure 6.  Differences in flexibility, from MARTINI force field simulations, between 

isolated and oligomerized urease monomers. (A) Structural representation of the 

regions showing differences in flexibility as identified by RMSF in (B) (colored as 

black). The right panel illustrates the potential interaction character of these regions 

when considering the oligomerized urease, giving a rationale for the increased 

flexibility of these regions in the isolated urease monomer. (B) Root mean square 

fluctuations (RMSF) for the isolated JBURE-IIB monomer (black) and for the 

monomeric components in the JBURE-IIB trimer (red, green and blue). I, II and III 

indicate regions of the isolated monomer with remarkable increase in flexibility when 

compared to the oligomerized monomers. ............................................................... 39 

Figure 7S.  Distance fluctuation, from GROMOS96 43a1 force field simulations, 

between different catalytically-relevant residues showing the active site stability 

(black represents metal-free and grey represents metal-bound urease). ................. 47 

Figure 8S.  Distance fluctuation, from GROMOS96 43a1 force field simulations,  

between the catalytically-relevant residues and the two Zn+2 atoms (grey represents 

Zn1 and black represents Zn2). ................................................................................ 48 

Figure 9S: Protein flexibility, from GROMOS96 43a1 force field simulations, as 

described by interdomain distance fluctuations. (A) α-β distance fluctuation; (B) α-γ 



 

 

xvi

distance fluctuation; (C) β-γ distance fluctuations; (D) α-active-site flap distance 

fluctuation (black represents metal-free and grey represents metal-bound urease). 49 

Figura 10:   Cortes "transversais" dos trímeros de JBURE-IIB em (A) sua forma 

cristalográfica e (B) após 1,05µs de simulação coarse-grained. .............................. 53 

 

  



 

 

xvii

 



 

 

1

1 Introdução 

1.1 Ureases: um breve histórico 

Ureases (uréia amidohidrolases, EC 3.5.1.5) são enzimas amplamente 

distribuídas na natureza, sendo encontradas em plantas, fungos e bactérias. Mesmo 

apresentando organizações estruturais diferentes, todas as ureases possuem a 

mesma propriedade catalítica: hidrolisar uréia a amônia e ácido carbâmico 

(Krajewska, 2009). 

Tanto a uréia quanto ureases representam marcos da investigação científica 

(Mobley et al. 1995). A uréia foi descoberta em 1773, por Hillaire Rouelle, em urina 

humana, tornando-se posteriormente o primeiro composto orgânico a ser sintetizado 

a partir de compostos inorgânicos, por Wöhler, em 1828. Em 1798, Fourcroy e 

Vauquelin propuseram que a amônia da urina provinha da fermentação da uréia, 

mas o isolamento do primeiro microorganismo ureolítico (Micrococcus ureae), por 

van Teghem, deu-se apenas em 1864. Em 1874, Musculus obteve uma enzima 

ureolítica a partir de urina pútrida, sendo tal enzima chamada, a partir de 1890, de 

urease, conforme proposição de Miquel (dados retirados de Fearon, 1923). 

A urease tornou-se amplamente disponível a partir de 1909, quando Takeuchi 

e Inone descobriram que sementes de soja (Glycine max) eram ricas nesta enzima. 

Este trabalho foi, também, o primeiro a identificar a urease nos chamados vegetais 

superiores. Em 1916, Matter e Marshall descobriram que o feijão-de-porco, ou Jack 

bean (Canavalia ensiformis), apresentava até quinze vezes mais urease que a soja, 

transformando-o em material ideal para estudos dessa enzima (dados retirados de 

Sumner, 1937). 

Em 1926, James Sumner cristalizou a urease a partir de feijão-de-porco 

(Sumner, 1926), sendo este trabalho de importância fundamental para a Bioquímica 

ao demonstrar, pela primeira vez, que enzimas são proteínas e que podem ser 

cristalizadas. À época (e até meados da década de 1930), as enzimas eram 

consideradas compostos diferentes de todos os outros conhecidos até então (sendo 

descritas como colóides possivelmente associados a proteínas), o que dificultou a 

aceitação e a divulgação adequada deste trabalho pioneiro (Sumner, 1937). Em 

1946, Sumner recebeu um Prêmio Nobel pela “descoberta de que enzimas podem 
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ser cristalizadas”, sendo tal prêmio dividido com John Northrop e Wendell Stanley 

pela “preparação de enzimas e proteínas virais em forma pura”. 

Em 1975, em trabalho igualmente importante, liderado por Zerner, foi 

demonstrado que a urease de feijão-de-porco possuía íons de níquel em seu sítio 

ativo e que estes eram essenciais para catálise (Dixon et al., 1975). Até então, o 

níquel era tratado como um metal sem relevância biológica (Thauer, 2001), mesmo 

quando consideradas as dificuldades analíticas que impediam uma análise 

adequada deste metal naquela época (Zerner, 1991). Além da urease, outras cinco 

enzimas contendo níquel foram descritas até o momento, todas apresentando sítios 

catalíticos únicos e catalisando reações diferentes: metil-coenzima A redutase, Ni-Fe 

hidrogenase, Ni-CO desidrogenase, acetil-CoA sintase/decarboxilase e superóxido 

dismutase contendo níquel (Ermler et al., 1998, Thauer, 2001). 

Desde a descoberta de sua presença em soja, em 1909, a urease tem sido 

alvo de intensas pesquisas, incluindo análises de sua ocorrência e papel na 

natureza; mecanismo e especificidade de ação; reação a compostos diversos; 

seqüenciamento; organização gênica e cristalização (Krajewska, 2009). Um trabalho 

desenvolvido por nosso grupo descreveu uma neurotoxina oriunda do feijão-de-

porco, a canatoxina (Carlini & Guimarães, 1981), que posteriormente foi identificada 

como uma isoforma da urease majoritária da planta (Follmer et al., 2001). 

Interessantemente, as propriedades neurotóxicas da canatoxina mostraram-se 

independentes de sua capacidade ureolítica, o que deu início à busca de outras 

propriedades catálise-independentes em ureases (Carlini & Polacco, 2008). 

Considera-se que o papel principal de ureases seja o de permitir que os 

organismos utilizem a uréia, gerada interna ou externamente, como fonte de 

nitrogênio (Jabri et al., 1995, Krajewska, 2009). Além deste papel, todavia, as 

ureases apresentam grande versatilidade de aplicações, podendo atuar no 

transporte de nitrogênio, na defesa em plantas e na neutralização do ambiente 

gástrico de mamíferos para colonização bacteriana (Ha et al., 2001).  

Além das plantas, algumas bactérias, fungos e raramente invertebrados 

sintetizam ureases. As ureases animais são pouco caracterizadas, tendo sido 

identificadas como coadjuvantes no processo de formação de inclusões de 

carbonato de cálcio no molusco Aplysia californica (Pedrozo et al., 1996a,b). É 

possível, nesse caso, que a urease seja oriunda de alguma bactéria simbionte, e 

não produzida pelo próprio molusco. Além disso, foi demonstrado que o bicho-da-
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seda (Bombyx mori) não sintetiza urease, utilizando em seu metabolismo a enzima 

absorvida da dieta (constituída exclusivamente por folhas da amoreira Morus alba), 

indicando que a urease vegetal passa intacta do intestino à hemolinfa, estando 

associada à degradação de uréia após o estádio ingestivo do inseto (Hirayama et al., 

2000a). 

As ureases têm papel importante na patogênese de várias espécies 

bacterianas, incluindo Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophiticus, Yersinia 

enterocolitica e Ureaplasma urealiticum (Mobley et al., 1995). O exemplo mais 

freqüente na literatura é o da urease de Helicobacter pylori, devido à alta prevalência 

desse microorganismo como patógeno humano e pelo papel essencial da enzima 

em sua patogênese (Eaton et al., 1991, Sirko & Brodzik, 2000, Olivera-Severo et al., 

2006). 

A atividade ureásica foi encontrada em várias espécies de fungos, mas a 

descrição genética correspondente está disponível para apenas algumas delas 

(Sirko & Brodzik, 2000). Exemplos incluem Schizosaccharomyces pombe (Tange & 

Niwa, 1997) e os patógenos humanos Coccidioides immitis (Yu et al., 1997) e 

Cryptococcus neoformans (Cox et al., 2000). 

Em relação a ureases de plantas, os dados genéticos mais abrangentes estão 

disponíveis para soja (G. max) (Polacco & Holland, 1993, Polacco & Holland, 1994). 

Genes separados, que codificam duas isoformas da urease, uma ubíqua e uma 

embrião-específica, assim como genes não ligados, codificadores de proteínas 

acessórias, foram identificados em soja (Meyer-Bothling & Polacco, 1987). A urease 

embrião-específica é uma proteína abundante em sementes de várias espécies de 

plantas, incluindo soja, feijão-de-porco (Polacco & Holland, 1994) e Arabidopsis 

thaliana (Zonia et al., 1995), enquanto a forma ubíqua é encontrada em baixas 

quantidades nos tecidos vegetativos da maioria das plantas (Sirko & Brodzik, 2000).  

Recentemente, a urease das folhas da amoreira M. alba foi purificada e 

caracterizada (Hyraiama et al., 2000b), bem como a urease das sementes do 

algodoeiro, Gossypium hirsutum (Menegassi et al., 2008). Entretanto, 

bioquimicamente, a urease vegetal melhor caracterizada é a isoforma majoritária da 

urease de C. ensiformis, JBURE-I (Hirai et al., 1993, Karmali & Domingos, 1993, 

Riddles et al., 1991, Takishima et al., 1988). Sabe-se menos a respeito das 

isoformas minoritárias, sendo reconhecidas pelo menos duas: a canatoxina (Carlini 
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et al., 1997; Follmer et al., 2001) e a JBURE-IIB (Pires-Alves et al., 2003, Mulinari, 

2008). 

 

1.2 Estrutura de ureases 

As ureases de plantas e fungos são proteínas homo-oligoméricas (isto é, 

formadas por subunidades idênticas), enquanto as ureases bacterianas são 

multímeros formados por complexos de duas ou três subunidades (Mobley et al., 

1995, Tange & Niwa, 1997). Observa-se uma similaridade significativa entre as 

seqüências peptídicas de todas as ureases conhecidas (Sirko & Brodzik, 2000). 

Resíduos amino-terminais dos monômeros das enzimas fúngicas e vegetais são 

similares aos das subunidades menores das enzimas bacterianas, enquanto as 

subunidades maiores de ureases bacterianas assemelham-se às porções carboxi-

terminais de ureases de plantas e fungos (Figura 1). A alta similaridade entre as 

seqüências de ureases indica que são todas variantes de uma mesma enzima e 

que, provavelmente, possuem estruturas terciárias e mecanismos catalíticos 

similares (Mobley et al., 1995), o que permite que dados obtidos para ureases 

bacterianas sejam extrapolados para as enzimas vegetais (Follmer, 2008). 

 

 

Figura 1: Comparação esquemática das subunidades estruturais das ureases de organismos selecionados. 
O número de aminoácidos é apresentado à direita (adaptado de Sirko & Brodzik, 2000). 

 
As subunidades idênticas que compõem as ureases de plantas e fungos (com 

aproximadamente 90 kDa cada) são geralmente organizadas em trímeros α3 ou 

hexâmeros α6 (Krajewska, 2009). Exemplos de ureases vegetais homo-hexaméricas 

incluem as enzimas de soja (G. max), feijão-de-porco (C. ensiformis), feijão-guandu 

(Cajanus cajan) e sementes de algodoeiro (G. hirsutum) (Polacco & Havir, 1979, Das 

et al., 2002, Menegassi et al., 2008). Organizações alternativas incluem α2 para 

canatoxina, urease de amoreira (M. alba) e do fungo S. pombe e α4 para urease do 
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fungo C. immitis (Lubbers et al., 1996, Hyraiama et al., 2000b, Follmer et al., 2001, 

Mirbod et al., 2002). 

As ureases bacterianas são compostas por três subunidades distintas, uma 

maior (α, 60-76 kDa) e duas menores (β, 8-21 kDa e γ, 6-14 kDa) (Figura 1), 

geralmente formando trímeros do tipo (αβγ)3 (Sirko & Brodzik, 2000, Krajewska, 

2009). Os exemplos típicos são as ureases de Klebsiella aerogenes (Jabri et al., 

1995) e de Bacillus pasteurii (Benini et al., 1999). Organizações alternativas incluem 

(αβγ)4 para a enzima de Staphylococcus saprophyticus (Schäfer & Kaltwasser, 1994) 

e (αβγ)5 para a de Staphylococcus leei (Jin et al., 2004). Em contraste à organização 

geral das ureases bacterianas, as ureases de Helicobacter spp. são compostas por 

duas subunidades, α (61-66 kDa) e β (26-31 kDa), que em Helicobacter pylori se 

organizam em um complexo dodecamérico ((αβ)3)4 (Ha et al., 2001). 

Até o momento, apenas ureases bacterianas tiveram suas estruturas 

tridimensionais definidas por cristalografia de raios X. As estruturas das enzimas de 

K. aerogenes (PDB ID 1FWJ), B. pasteurii (PDB ID 2UBP) e H. pylori (PDB ID 1E9Z) 

foram determinadas e analisadas1 (Figura 2) (Jabri et al., 1995, Benini et al., 1999, 

Ha et al., 2001). Mesmo sendo a primeira enzima cristalizada (Sumner, 1926), 

apenas a cristalização e a análise preliminar por raios X da urease de C. ensiformis 

foram descritas (Jabri et al., 1992, Sheridan et al., 2002, Balasubramanian & 

Ponnuraj, 2009). Dados preliminares sobre cristalização da urease de Cajanus cajan 

(feijão-guandu) foram publicados recentemente (Balasubramanian & Ponnuraj, 

2008)2. 

 

                                                           
1 Uma listagem detalhada das estruturas tridimensionais de ureases e suas variantes, depositadas no 
Protein Data Bank, encontra-se no Apêndice A. 
2 Durante a etapa final de redação da presente dissertação, foi publicado um artigo descrevendo a 
estrutura 3D da urease majoritária de C. ensiformis, JBURE-I, obtida por cristalografia de raios X 
(Balasubramanian & Ponnuraj, 2010). Entretanto, a referida estrutura não foi disponibilizada no PDB 
até o momento, impedindo análises aprofundadas. Por esse motivo, o presente texto mantém a 
informação de que não há disponibilidade de uma estrutura de urease de cadeia única determinada 
por cristalografia de raios X. 



 

 

6

 

Figura 2: Estruturas tridimensionais das ureases nativas de K. aerogenes (PDB ID 1FWJ), B. pasteurii 
(PDB ID 2UBP) e H. pylori (PDB ID 1E9Z), coloridas por subunidades. 

 

As ureases apresentam um enovelamento típico das amidohidrolases, 

caracterizado pela presença de um barril (αβ)8 (barril TIM) ligeiramente distorcido, 

onde se localiza o sítio ativo com dois átomos de níquel, seguido por um conjunto de 

fitas β (Nagano et al., 2002), ambos formando a subunidade α (ou domínio α, no 

caso de ureases de plantas e fungos). A subunidade β apresenta 

predominantemente estruturas em β folhas, enquanto a subunidade γ é formada por 

estruturas αβ (Jabri et al., 1995) (Figura 3). 
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Figura 3: Estrutura tridimensional da urease de B. pasteurii (PDB ID 2UBP), colorida de acordo com a 
estrutura secundária (α-hélices em vermelho, β-fitas em amarelo, alças em verde). No detalhe, a aba do 
sítio ativo é apresentada em azul. São ainda apresentadas as subunidades estruturais α, β e γ. 

 

Uma estrutura do tipo hélice-volta-hélice forma uma aba (flap) sobre o sítio 

ativo, sendo esta associada à alta especificidade das ureases pelo seu substrato, a 

uréia (Jabri et al., 1995). Esta aba, por mecanismos ainda não totalmente 

elucidados, encontrar-se-ia aberta enquanto a enzima não recebesse do meio o 

substrato, fechando-se de forma simultânea à aproximação e entrada da uréia no 

sítio ativo (Benini et al., 1999, Benini et al., 2001). A movimentação desta aba seria 

facilitada por regiões sem estrutura secundária definida (alças), que são 

conformacionalmente mais flexíveis. 

A resolução das estruturas cristalográficas de três ureases bacterianas 

permitiu uma melhor análise do sítio ativo destas enzimas. É importante destacar 

que estes são praticamente sobreponíveis, o que implica que um mesmo perfil de 

enovelamento deva ser comum a todas as ureases (Krajewska, 2009). O sítio ativo 

possui um centro binuclear de níquel. Os íons de níquel(II) são ligados a uma lisina 

carbamilada (KCX490)3 por meio de seus átomos de oxigênio, com o Ni(1), 

coordenado com duas histidinas (H519 e H545) por meio de seus átomos de 

nitrogênio, e com o Ni(2), coordenado também pelos átomos de nitrogênio de duas 

                                                           
3 A numeração apresentada corresponde à numeração dos resíduos da JBURE-IIB.  
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histidinas (H407 e H409) e, adicionalmente, pelo átomo de oxigênio do ácido  

aspártico (D633) (Figura 4). Além disso, os íons de Ni+2 estão conectados a um íon 

hidróxido (WB) que, juntamente com duas moléculas de água terminais, W1 no Ni(1) 

e W2 no Ni(2), e W3, próxima à saída do sítio ativo, forma um agrupamento 

tetraédrico de água unido por ligações de hidrogênio, que preenche a cavidade do 

sítio ativo. É esse agrupamento que a uréia substitui quando na reação catalisada 

pela urease (Estiu et al., 2006). 

 

 

Figura 4: (A) Representação esquemática do sitio ativo das ureases (adaptado de Benini et al., 1999). (B) 
Representação espacial do sítio ativo das ureases (estrutura de referência: PDB ID 2UBP). 

 

1.3 Propriedades catalíticas e catálise-dependentes em ureases 

A urease é considerada uma das enzimas mais proficientes conhecidas até o 

momento (Krajewska, 2009). Devido principalmente ao fato de a hidrólise não 

catalisada da uréia nunca ter sido observada, é difícil estabelecer um valor 

inequívoco para a proficiência da enzima. Baseando-se em comparações com a 

reação não catalisada de eliminação, esse valor foi estimado em 1014, enquanto 

estudos teóricos propuseram um valor de 1032 (Estiu & Merz, 2004a). 

Os mecanismos de hidrólise da uréia catalisados pela urease (Figura 5) 

atualmente considerados são aqueles propostos por Karplus et al. (1997) e por 

Benini et al. (1999). Baseados em trabalhos anteriores, eles assumem que, no sítio 

ativo da enzima, a uréia liga-se ao íon Ni(1), mais eletrofílico, ao átomo de oxigênio 

do grupo carbonila, tornando o carbono da uréia mais eletrofílico e, portanto, mais 

susceptível a ataque nucleofílico. Após tomar o lugar das moléculas de água W1-
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W3, a uréia liga-se ao Ni(2), por meio do átomo de nitrogênio de um dos seus 

grupos amino, tornando sua ligação bidentada com a urease. Acredita-se que essa 

ligação facilite o ataque nucleofílico da água sobre o átomo carbono do grupo 

carbonila, resultando na formação de um intermediário tetraédrico, do qual NH3 e 

carbamato são liberados. Enquanto Benini e colaboradores (1999) propõem que o 

ataque nucleofílico é executado pelo hidróxido-ponte, que atua também como ácido 

geral, fornecendo prótons para o grupo NH3, Karplus e colaboradores (1997) 

defendem que é uma histidina, localizada na aba do sítio ativo, que age como ácido 

geral nessa protonação. Ainda, Karplus e colaboradores (1997) consideram como 

possibilidade alternativa a ligação monodentada da urease ao Ni(1), com o Ni(2) 

fornecendo a molécula de água como nucleófilo para o átomo de carbono do 

grupamento carbonila da uréia. Adicionalmente, Estiu & Merz (2007) propõem que 

os mecanismos de hidrólise e eliminação poderiam ocorrer de maneira competitiva 

na urease, e que um mecanismo batizado por eles de “eliminação assistida por 

proteína” seria favorecido. Considera-se, atualmente, que os mecanismos catalíticos 

propostos para a urease apresentam várias controvérsias que permanecem não 

esclarecidas (Krajewska, 2009). 

 

 

Figura 5: Esquema da reação catalisada pelas ureases (adaptado de Estiu & Merz, 2007). 

 
Independente da maneira como ocorre, a hidrólise da uréia possui papel 

importante em diversos organismos. Em plantas, a urease se junta à arginase e à 

glutamina sintetase no grupo das enzimas-chave no metabolismo de uréia. Nesses 

organismos, quantidades significativas de nitrogênio fluem na forma de uréia, 

derivada da arginina e, possivelmente, da degradação de purinas e ureídos (Polacco 

& Holland, 1994). O nitrogênio presente na uréia não está disponível para a planta 

até que seja hidrolisado pela urease. Após a hidrólise, a amônia gerada é 
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incorporada em compostos orgânicos por meio da glutamina sintetase, 

principalmente (Sirko & Brodzik, 2000). 

Ureases também possuem papel importante na germinação e no metabolismo 

de nitrogênio das plântulas, podendo atuar conjuntamente à arginase na utilização 

das reservas protéicas da semente durante a germinação (Polacco & Holland, 1993). 

Enquanto a urease ubíqua (encontrada em virtualmente todos os tecidos vegetais) é 

responsável pela reciclagem da uréia oriunda do metabolismo da planta, a urease 

embrião-específica, originalmente descrita para soja, tem papel fisiológico 

desconhecido. É proposto que ela esteja envolvida na proteção contra predadores 

devido à toxicidade da amônia produzida (Polacco & Holland, 1994, Follmer, 2008), 

embora mecanismos adicionais de toxicidade, independentes da atividade catalítica 

da enzima, venham sendo propostos (ver adiante). 

Entre as bactérias ureolíticas, as patogênicas são as mais frequentemente 

estudadas, uma vez que a patogênese é devida a efeitos da hidrólise da uréia, 

ocasionando aumento do pH e toxicidade pela amônia e seus derivados (Burne & 

Chen, 2000). A uréia é o principal produto de excreção de nitrogênio da maioria dos 

animais terrestres, sendo amplamente disponível para bactérias ureolíticas. Em 

humanos, os sistemas urinário e digestório são os locais mais comuns de infecção 

por essas bactérias (Burne & Chen, 2000, Follmer, 2010).  

O aumento do pH da urina pode causar várias complicações em humanos, 

incluindo a precipitação de íons solúveis presentes na urina, causando a formação 

de cálculos renais e, em casos extremos, a necrose do tecido renal. Tais cálculos 

são compostos, principalmente, por estruvita e apatita, e seu principal agente 

causador é a bactéria Proteus mirabilis (Mobley et al., 1995, Burne & Chen, 2000). 

No trato digestório, a bactéria ureolítica Helycobacter pylori é o principal causador de 

infecção. Ela normalmente coloniza a mucosa estomacal, aumentando localmente o 

pH altamente acídico, o que permite que a bactéria sobreviva nesse ambiente hostil 

(Ha et al., 2001). Simultaneamente, ocorre dano ao tecido do hospedeiro, causando 

gastrite e úlceras gastrointestinais. Os principais agentes danosos são amônia, 

derivada da ureólise, e monocloramina (NH2Cl), derivada da reação oxidativa das 

células imunitárias (Burne & Chen, 2000, Follmer, 2010). 

A atividade ureolítica que ocorre no solo é de grande importância para a 

agricultura. Apesar de microrganismos serem relevantes para esse processo, ele 

deriva principalmente das chamadas “ureases de solo” (Bremner & Krogmeier, 
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1989). Essas ureases são resíduos de plantas e células bacterianas mortas, e sua 

estabilidade no meio extracelular se deve à imobilização em argilas e substâncias 

húmicas do solo (Gianfreda et al., 1995). A alta estabilidade destas ureases é o que 

permite que a uréia seja utilizada como fertilizante de maneira eficiente (Krajewska, 

2009). Adicionalmente, as ureases podem promover a formação de carbonato de 

cálcio em sedimentos geológicos, solos, e águas naturais. Apesar de não estar 

totalmente resolvido, o papel das ureases bacterianas nesse processo parece ser 

triplo, aumentando a alcalinidade de forma favorável à precipitação de CaCO3, 

aumentando a concentração de carbono inorgânico dissolvido no meio e, por fim, 

servindo de sítio de nucleação para os cristais (Castanier et al., 1999, Métayer-

Levrel et al., 1999). 

 

1.4 Propriedades catálise-independentes em ureases 

A capacidade de catalisar a hidrólise de uréia a amônia e ácido carbâmico é 

considerada a característica fundamental das ureases. Tem-se demonstrado, 

entretanto, que essas enzimas são proteínas multifuncionais, apresentando várias 

propriedades independentes da catálise. 

Descoberta em 1981, a canatoxina é uma proteína altamente tóxica de C. 

ensiformis que induz convulsão e morte em ratos e camundongos quando injetada 

intraperitonealmente (Carlini & Guimarães, 1981). Posteriormente, a canatoxina foi 

identificada como uma isoforma menos abundante de urease (Follmer et al., 2001) e 

uma família de genes relacionados a ureases foi descoberta nessa planta (Pires-

Alves et al., 2003). Além de neurotóxica em mamíferos, essa isoforma de urease 

apresenta atividade inseticida contra besouros (Coleoptera) e percevejos 

(Hemiptera), propriedade esta compartilhada com a isoforma majoritária da enzima 

de C. ensiformis e com a urease ubíqua de soja (Carlini et al., 1997, Carlini & Grossi-

de-Sá, 2002, Follmer et al., 2004, Stanisçuaski et al., 2005). Esses grupos de insetos 

possuem catepsinas como principais enzimas digestivas, contrastando com grupos 

que possuem tripsinas realizando tal função, que são imunes à toxicidade da 

canatoxina. Essa diferença evidencia a importância da chamada “ativação 

proteolítica” das ureases. Nesse processo, originalmente descrito para canatoxina, 

um peptídeo entomotóxico de 10 kDa é liberado pela digestão da enzima por 

catepsinas, sendo o principal responsável pela atividade inseticida da canatoxina 
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(Carlini et al., 1997; Ferreira-daSilva et al., 2000). Adicionalmente, os efeitos 

inseticidas das ureases de soja e feijão-de-porco persistem após tratamento com 

inibidores irreversíveis de ureases, demonstrando que um domínio distinto do sítio 

ativo está envolvido nas propriedades inseticidas (Follmer et al., 2004, Carlini & 

Polacco, 2008). 

O mecanismo de ação associado à atividade inseticida de ureases ou de seus 

peptídeos derivados aguarda elucidação. Recentemente, a diminuição da diurese 

em Rhodnius prolixus (Hemiptera) foi investigada, revelando que o peptídeo e a 

urease intacta modulam diferentes cascatas de sinalização em túbulos de Malpighi 

intactos: enquanto a urease ativa a via dos eicosanóides e transporte de cálcio, o 

peptídeo altera os níveis de cGMP e o potencial trans-epitelial (Carlini & Polacco, 

2008, Stanisçuaski et al., 2009). 

Além de propriedades inseticidas, as ureases possuem outros efeitos que são 

independentes da catálise. As enzimas de soja, feijão-de-porco e, em menor grau, 

de H. pylori, inibem o crescimento vegetativo de diversos fungos, possivelmente 

induzindo plasmólise e danos à parede celular. O peptídeo inseticida derivado não 

apresenta efeitos sobre fungos, indicando que outros domínios da proteína devem 

estar envolvidos nesse evento (Becker-Ritt et al., 2007). Outras propriedades 

testadas para essas ureases incluem a ligação a glicoconjugados (Follmer et al., 

2001) e a ativação de plaquetas (Follmer et al, 2004), que na urease de H. pylori 

ocorre por meio da via das lipoxigenases (Wassermann et al., 2010). Uma 

propriedade proposta, mas ainda não testada, é a de que a urease extravasada de 

B. pasteurii, uma das “ureases de solo” presentes na rizosfera, possa atuar sobre 

células de raízes, induzindo secreção de compostos que podem ser consumidos, em 

última instância, pela bactéria (Carlini & Polacco, 2008).  

Embora a maioria dos casos estudados retrate propriedades “belicosas” 

destas enzimas, as ureases podem ter papel importante na interação positiva entre 

diferentes organismos. É o que ocorre em algumas associações liquênicas. Ureases 

com glicosilações específicas, aderidas à parede celular da alga, são ligantes 

específicos para lectinas secretadas pelo fungo, tendo papel fundamental no 

reconhecimento da compatibilidade interespecífica do líquen (Sacristán et al., 2006). 

Por apresentarem pelo menos duas funções não relacionadas, as ureases 

podem ser incluídas no grupo das chamadas moonlighting proteins: cadeias 

polipeptídicas únicas com funções múltiplas, que não são efeito de fusão gênica, 
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variação de splicing ou atividade enzimática promíscua (Jeffery, 1999; Jeffery, 

2009). Esse grupo de proteínas tem sido mais extensivamente estudado em 

mamíferos e leveduras, tornando as ureases um exemplo interessante de 

multifuncionalidade em proteínas vegetais e microbianas. 

 

1.5 Modelagem molecular comparativa 

A modelagem molecular comparativa é uma técnica que permite a construção 

de modelos tridimensionais para uma proteína de estrutura desconhecida, 

baseando-se em estruturas de proteínas similares a ela em suas seqüências de 

aminoácidos (Martí-Renom et al., 2000). Tais estruturas, determinadas por 

cristalografia de raios X e/ou ressonância magnética nuclear (RMN), são 

empregadas como moldes para predizer a estrutura da proteína de interesse, 

chamada de proteína-alvo. 

 A modelagem comparativa consiste de quatro passos seqüenciais (Figura 6): 

seleção do molde, alinhamento molde – proteína-alvo, construção do modelo e 

avaliação/validação do modelo. Se o modelo não for satisfatório, os três primeiros 

passos podem ser repetidos até que um modelo satisfatório seja obtido (Sánchez & 

Šali, 2000). 
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Figura 6: Passos na modelagem comparativa por homologia (adaptado de Fernandes, 2002). 
 

Uma vez alinhados molde e proteína-alvo, uma variedade de métodos pode 

ser utilizada para construir o modelo tridimensional de interesse.  Entre eles, 

destaca-se a modelagem por satisfação de restrições espaciais, que utiliza 

distâncias geométricas ou técnicas de otimização para satisfazer restrições 

espaciais extraídas do alinhamento. Tais restrições são geralmente 

complementadas por restrições estereoquímicas de comprimentos de ligação, 

ângulos de ligação, ângulos diedro e contatos entre átomos não ligados, obtidas do 

campo de força de mecânica molecular. O modelo é então derivado ao minimizarem-

se as violações de todas as restrições obtidas.  

 Após sua construção, o modelo é avaliado e validado. As avaliações de 

modelos estruturais podem ser de dois tipos: internas, quando avaliam a auto-

consistência do modelo, se ele satisfez ou não as restrições usadas para calculá-lo; 

ou externas, quando baseadas em informações que não foram utilizadas para 
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calcular o modelo. Entre as variedades de avaliação externa tem-se o cálculo de 

perfis de energia do modelo e por avaliação estereoquímica (Forster, 2001). 

 

1.6 O papel da dinâmica molecular na caracterização conformacional de 

biomoléculas 

 
As simulações de dinâmica molecular (DM), procedimentos baseados na 

computação do movimento dos átomos em uma molécula, remontam à década de 

1950 (Maginn & Elliot, 2010). Vêm sendo empregadas desde a década de 1970 no 

estudo de biomoléculas, quando se analisou um sistema protéico envolvendo um 

inibidor pancreático de tripsina bovina (McCammon et al., 1977). Atualmente, tais 

simulações tornaram-se ferramentas amplamente difundidas. Seu emprego inclui a 

investigação da estrutura e dinâmica de biomoléculas em geral, abrangendo estudos 

de interação de compostos com suas proteínas-alvo, desnaturação e enovelamento 

protéicos (Ponder & Case, 2003), e o estudo do movimento de tRNAs no ribossomo 

(Sanbonmatsu et al., 2005). 

 A integração da equação de movimento de Newton d2ri(t)/dt2=Fi /mi — sendo 

d2ri(t)/dt2 a aceleração, mi a massa e Fi a força sobre um determinado átomo i — é a 

característica fundamental dos cálculos de DM que, quando realizada 

sucessivamente e sobre todos os átomos do sistema, gera uma seqüência de 

diferentes posições dos átomos em função do tempo, ou seja, uma trajetória de 

movimento das moléculas em estudo (Leach, 2001). A integração é realizada de 

forma que uma força Fi causa uma aceleração sobre um determinado átomo i e, em 

conseqüência, acarreta mudança de sua posição num intervalo de tempo ∆t relativo 

à aceleração. Esta equação, entretanto, não é capaz de determinar a magnitude e a 

direção da força Fi sobre os átomos do sistema, nem sua relação com as 

características químicas de cada molécula em estudo (Leach, 2001). Tais 

parâmetros são calculados em função de mudanças na energia potencial/cinética 

entre a posição atual e a posição seguinte (a que representará o próximo passo da 

simulação) sobre cada átomo separadamente. Esta superfície de energia potencial 

representa a energia de cada molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de 

Força (Schlick, 2006). 

O campo de força pode ser definido como um conjunto de funções e 

parametrizações usadas em cálculos de mecânica molecular (de Sant’Anna, 2002). 
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Estas funções definem as energias de estiramento de ligação e de distorção de 

ângulo de ligação (tanto de valência quanto de diedro) de uma molécula quando 

comparadas com a sua conformação não tensionada (aquela caracterizada pelos 

valores-padrão de comprimentos e de ângulos de ligação) (Figura 7). Nesse 

contexto, os campos de força, juntamente com possíveis termos adicionais (e.g. de 

interação entre átomos não ligados, de efeitos eletrostáticos, de ligação de 

hidrogênio e de outros efeitos estruturais), expressam o somatório das funções de 

energia potencial de cada átomo e calculam a energia dos sistemas em função das 

posições dos núcleos dos átomos, que são, por sua vez, representados por esferas 

unidas por molas (Leach, 2001, Schlick, 2006). 

 

 

Figura 7: Funções de energia que compõem o campo de força GROMOS96. As funções dividem-se em 
físicas (phys, 1), que descrevem interações interatômicas, e especiais (special, 2), utilizadas com 
objetivos diferenciados, em diferentes tipos de restrições. As funções físicas dividem-se em funções que 
descrevem interações ligadas (bonded, 3) e não ligadas (nonbonded, 4). As primeiras dividem-se em 
equações que descrevem 5 o estiramento de ligações químicas, 6 ângulos de ligação, 7 diedros 
impróprios e 8 diedros próprios; enquanto as últimas descrevem interações intermoleculares do tipo 9 
interações de Lennard-Jones e 
 interações de carga (baseado em Scott et al.,1999). 

 
Diversos campos de força estão disponíveis para simulações de DM, 

destacando-se AMBER (Case et al., 2005), CHARMM (MacKerell et al., 1998), CVFF 

(Kitson & Hagler, 1988), TRIPOS (Clark et al., 1989), OPLS (Jorgensen & Tirado-

Rives, 1988) e GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996). Apesar de a maioria dos 
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campos de força atuais ser capaz de lidar com proteínas, existe uma carência de 

parâmetros específicos para outras classes de biomoléculas, como ácidos nucléicos, 

lipídios, compostos sintéticos e carboidratos (Pol-Fachin, 2009). 

Mesmo com os avanços na área e com a ampla disponibilidade de recursos 

computacionais, a simulação de grandes sistemas biomoleculares, como a formação 

de micelas ou interação de complexos protéicos, ainda é desafiadora, especialmente 

no que diz respeito ao seu maior tamanho e às escalas de tempo necessárias para 

observação dos eventos de interesse (e.g. ≥1µs) (Sherwood, et al., 2008, Tozzini, 

2010). Nesse sentido, a aplicação de sistemas coarse-grained (CG) tem recebido 

interesse considerável no estudo de proteínas e outros sistemas biomoleculares. 

Nos sistemas desse tipo, uma quantidade variável de átomos ligados 

covalentemente é tratada como uma única partícula, ou bead. Essa prática pode 

tornar as simulações ordens de magnitude mais rápidas que as simulações de 

modelos atomísticos, permitindo a observação de processos inacessíveis a tais 

modelos, como a movimentação de domínios protéicos ou a formação de micelas, 

com a penalidade de perder o detalhamento atômico, dificultando a representação 

acurada de alguns fenômenos, como o desenovelamento protéico (van Gunsteren et 

al., 2006, Monticelli et al., 2008). 

Assim como ocorre nas simulações de DM com detalhamento atomístico, as 

simulações empregando modelos CG dependem de campos de força capazes de 

descrever de maneira adequada suas propriedades físico-químicas. Entre os 

campos de força utilizados em simulações CG, destaca-se o MARTINI (Marrink et 

al., 2007, Marrink et al., 2008) (Figura 8). Originalmente aplicado a lipídeos, esse 

campo de força já conta com módulos para simulação de proteínas (Monticelli et al., 

2008) e alguns carboidratos (López et al., 2009). Em vários casos, além da adoção 

de modelos CG, é proposta a combinação desses a modelos atomísticos, em uma 

abordagem conhecida como modelagem em multiescala, buscando amostrar os 

diferentes eventos envolvidos em um único processo biológico (Clementi, 2008, 

Messer et al., 2010, Tozzini, 2010). 
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Figura 8: Funções de energia que compõem o campo de força MARTINI. As funções dividem-se em 
funções que descrevem interações ligadas (bonded, 1) e não ligadas (nonbonded, 2). As primeiras 
dividem-se em equações que descrevem 3 o estiramento de ligações químicas, 4 ângulos de ligação, 5 
diedros impróprios e 6 diedros próprios; enquanto as últimas descrevem interações intermoleculares do 
tipo 7 potencial de Lennard-Jones e 8 interações eletrostáticas (baseado em Monticelli et al.,2008). 
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2 Objetivos 

A partir do exposto, o presente trabalho se insere no contexto do 

estabelecimento de uma relação entre a estrutura e as diferentes propriedades 

biológicas de ureases. Desta forma, o trabalho visa caracterizar a dinâmica de 

ureases em solução aquosa, considerando suas diferentes formas oligoméricas, na 

busca de propriedades estruturais que possam ser indicativos de associação às 

diferentes propriedades já analisadas para essas enzimas. Além disso, o trabalho 

visa analisar a contribuição da modelagem do tipo coarse-grained para o estudo de 

macromoléculas biológicas e sua possível aplicação em abordagens de modelagem 

em multiescala. Espera-se, a partir dos resultados alcançados, obter indicações do 

comportamento conformacional das ureases em solução aquosa. Adicionalmente, a 

avaliação da estratégia empregada no estudo em questão será promissora para o 

nosso grupo, tendo em vista sua possível aplicação em estudos futuros,  envolvendo 

outros sistemas macromoleculares.  

Para o presente trabalho, as seguintes metas foram estabelecidas: 

� Determinação de um modelo tridimensional para isoforma minoritária da 

urease de Canavalia ensiformis, JBURE-IIB; 

� Avaliação do comportamento conformacional da JBURE-IIB em solução 

por meio de dinâmica molecular; 

� Análise da influência de fatores estruturais na dinâmica de ureases:  

o Cofatores metálicos; 

o Estado de oligomerização. 
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3 Metodologia 

3.1 Programas utilizados 

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no presente 

trabalho, incluindo modelagem comparativa, DM e CG. Os protocolos referentes a 

cada um destes métodos estão descritos em detalhes a seguir. 

As ferramentas de visualização de moléculas empregadas neste trabalho 

incluem VMD (Humphrey et al., 1996), PyMol (DeLano, 2002) e Chimera (Pettersen 

et al., 2004). 

 

3.2 Construção do modelo estrutural da urease de C. ensiformis 

A isoforma JBURE-IIB da urease de C. ensiformis foi escolhida como alvo 

para modelagem comparativa. A escolha baseia-se em dois fatores principais: (i) tal 

isoforma foi descoberta em nosso grupo de pesquisa e (ii) todos os esforços de 

cristalização de ureases de C. ensiformis concentram-se na isoforma majoritária, 

JBURE-I, ignorando as isoformas minoritárias JBURE-IIB e canatoxina. 

A seqüência primária da proteína foi obtida de Mulinari (2008). Em uma 

abordagem inicial, verificou-se qual seria a sugestão de moldes fornecida pelo 

Swiss-Model (Guex & Peitsch, 1997). Posteriormente, uma busca por seqüências 

similares à JBURE-IIB que tivessem estrutura tridimensional definida foi feita por 

BlastP (Altschul et al., 1997), via NCBI (Wheeler et al., 2008). Nessa etapa, 

confirmaram-se os moldes que haviam sido pré-selecionados, i.e. as três ureases 

bacterianas que possuem estrutura 3D definida. Nesse contexto, a estrutura do 

molde foi escolhida como sendo a urease de B. pasteurii (PDB ID 2UBP), 

principalmente por sua resolução, obtida do Research Collaboratory for Structural 

Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB PDB, ou simplesmente PDB) (Berman et 

al., 2000). O molde selecionado apresentava grau de identidade de seqüência com o 

alvo superior a 30% (~55%), valor adequado para uma modelagem bem sucedida 

(Eswar et al., 2000). 

 O alinhamento das seqüências molde e alvo foi realizado pelo ClustalW 

(Larkin et al., 2007). A modelagem molecular foi realizada por meio do programa 

Modeller 9v4 (Eswar et al., 2000; Martí-Renom et al., 2000), por meio de sua rotina 

“model-loop-define” (Apêndice B). Esta rotina é indicada para casos onde alças (ou 
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outras regiões) do modelo não apresentam equivalentes no molde, requerendo 

atenção especial. Este é o caso das duas regiões de ligação de domínios presentes 

nas ureases de plantas e fungos, que não ocorrem em bactérias. Foram construídos 

dez modelos, cada um deles com dez sub-modelos representando possibilidades 

alternativas para as regiões sem molde, totalizando cem modelos construídos. 

Em um primeiro momento, os modelos foram inspecionados visualmente, 

sendo descartados aqueles que apresentavam padrões estruturais não realísticos, 

causados por modelagem inadequada de regiões sem molde maiores que quinze 

resíduos de aminoácidos (Šali, 2008). Na etapa seguinte, os modelos restantes 

foram avaliados pelo mapa de Ramachandran (Ramachandran et al., 1963) e 

demais análises geradas pelo Procheck (Laskowski et al., 1993), e pelos resultados 

do Verify3D (Lüthy et al., 1992), transpostos às estruturas tridimensionais por meio 

do GeneSilico Metaserver (Kurowski & Bujnicki, 2003). Foi eleito como melhor 

modelo aquele que apresentou melhor avaliação nessas análises (Apêndice C). 

3.3 Simulações de DM 

3.3.1 Protocolo de simulação em nível atômico 

O protocolo geral de simulação foi baseado em procedimentos previamente 

descritos (de Groot & Grubmüller, 2001). Foram realizadas duas simulações com 

nível de detalhamento atômico: JBURE-IIB em sua forma apoprotéica e JBURE-IIB 

com íons metálicos no seu sítio ativo.  Ambas simulações foram realizadas à 

temperatura de 300 K, com duração de 0,05 µs. Cada proteína foi solvatada numa 

caixa retangular utilizando condições periódicas de contorno, empregando o modelo 

de água SPC (Berendsen et al., 1981). Contra-íons (sódio) foram adicionados, 

conforme a necessidade, de forma a neutralizar as cargas dos sistemas estudados. 

O método Lincs (Hess et al., 1997) foi aplicado na restrição de ligações covalentes 

de forma a permitir um passo de integração de 2 fs, enquanto as interações 

eletrostáticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME, 

Darden et al., 1993) utilizando raios de corte de Coulomb e de van der Waals de 9 Å. 

A temperatura e a pressão do sistema foram mantidas constantes através do 

acoplamento do soluto, íons e solvente a banhos externos de temperatura e 

pressão, utilizando constantes de acoplamento de, respectivamente, τ = 0,1 ps e τ = 

0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A constante dielétrica do meio foi tratada como ε = 
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1. Exemplos de arquivos com parâmetros empregados nas simulações encontram-

se no Apêndice D. 

As simulações por dinâmica molecular geralmente iniciam com uma etapa de 

termalização. Nessa etapa ocorre o aquecimento gradativo do sistema, visando 

uniformizar as energias contidas na estrutura analisada (seja cristalográfica,  

derivada de RMN ou obtida por modelagem estrutural) para que sejam evitadas 

deformações nas moléculas em estudo. Nesta etapa, após 1 ps de restrição de 

posição, cada um dos sistemas foi aquecido lentamente de 50 K a 300 K de maneira 

que, em cada um dos seis passos de 5 ps, há o aumento da temperatura em 50 K. 

Após a termalização do sistema, a simulação prosseguiu na temperatura de 

equilíbrio de 300 K, até o tempo de 0,05 µs. 

A maioria das ureases apresenta níquel em seu sítio ativo. Esse metal não é 

parametrizado para o campo de força GROMOS, tornando necessária uma 

substituição. No presente caso, o metal escolhido para substituir o Ni2+ foi o Zn2+. 

Além disso, a maioria das ureases também apresenta uma lisina carbamilada (“lisina 

ativada” ou carboxilisina) em seu sítio ativo. Esse resíduo incomum foi adicionado 

manualmente ao campo de força, sendo sua topologia baseada em aminoácidos 

similares (Lys e GLu, conforme apresentado no Apêndice E). 

 

3.3.2 Protocolo de simulação coarse-grained  

O protocolo geral de simulação foi baseado em procedimentos previamente 

descritos (Monticelli et al., 2008). Foram realizadas três simulações do tipo coarse-

grained: JBURE-IIB nas formas monomérica, trimérica e hexamérica, todas 

realizadas à temperatura de 300 K. A duração das simulações foi de 1,05 µs para os 

dois primeiros sistemas e de 0,15 µs para o último sistema. Cada proteína, 

monomérica ou oligomérica, foi solvatada numa caixa retangular utilizando 

condições periódicas de contorno, empregando o modelo de água de Marrink e 

colaboradores (Marrink et al., 2007). Contra-íons (sódio) foram adicionados, 

conforme a necessidade, de forma a neutralizar as cargas dos sistemas estudados. 

Um passo de integração de 10 fs foi empregado após uma minimização de energia 

utilizando o algortimo Steepest Descent, enquanto as interações eletrostáticas foram 

calculadas de acordo com a metodologia MARTINI (Marrink et al., 2007, Marrink et 

al., 2008). A temperatura e a pressão do sistema foram mantidas constantes através 
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do acoplamento do soluto, íons e solvente a banhos externos de temperatura e 

pressão, utilizando constante de acoplamento de τ = 1,0 ps (Monticelli et al., 2008). 

Devido à natureza simplificada dos sistemas CG, a lisina carbamilada e os íons 

metálicos do sítio ativo foram desconsiderados. Exemplos de arquivos com 

parâmetros empregados nas simulações encontram-se no Apêndice F. 

A conversão das estruturas atomísticas em estruturas CG foi realizada por 

meio do script ‘atom2cg’. Nessa conversão, cada resíduo é substituído por seu 

equivalente coarse-grained formado por beads com diferentes propriedades, 

geralmente respeitando um mapeamento 4-para-1, onde em média quatro átomos 

são agrupados em um bead (Figura 9). As topologias referentes a essas estruturas 

CG foram construídas por meio do script ‘seq2itp’, uma ferramenta que utiliza 

informações da seqüência primária e da estrutura secundária da proteína para 

descrever sua topologia. Os parâmetros empregados nas simulações CG foram 

sempre comparados aos parâmetros de referência atualizados, presentes no 

website oficial do campo de força MARTINI (http://md.chem.rug.nl/cgmartini/). As 

ferramentas de conversão estrutural e de construção de topologias foram obtidas do 

mesmo local. 

 

 

Figura 9: Representação coarse-grained para aminoácidos. Cores diferentes representam diferentes 
classes de beads (adaptado de Monticelli et al., 2008). 
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3.3.3 Validação das simulações de DM 

Os resultados obtidos nas simulações de DM foram validados por comparação a 

dados experimentais prévios, como estruturas cristalográficas e dados bioquímicos. 

Além disso, a manutenção de determinadas propriedades, como a estrutura 

secundária, foi utilizada para avaliar a estabilidade dos sistemas estudados durante 

as simulações.  
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4 Resultados 

4.1 Preâmbulo 

Os resultados obtidos durante a realização da presente dissertação serão 

apresentados sob a forma de um trabalho a ser submetido à publicação. A seguir, 

será apresentado o resumo e a íntegra do referido manuscrito, seguindo os padrões4 

do periódico “Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics”, possível local de 

publicação desse trabalho. Conforme recomendação do Programa de Pós-

Graduação em Biologia Celular e Molecular, as figuras foram inseridas ao longo do 

texto do manuscrito.   

 

                                                           
4 Disponíveis em «http://www3.interscience.wiley.com/journal/36176/home/ForAuthors.html» 
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ABSTRACT 

Ureases, despite their historical importance in Biochemistry, are still enigmatic. For 

instance, little is known about their non-catalytic properties. In this context, the current work 

submitted a Canavalia ensiformis urease to molecular dynamics simulations at both atomistic 

and coarse-grained levels in order to analyze the possible roles of structural metal ions other 

than their catalytic function and to obtain a conformational characterization of such urease in 

both monomeric and trimeric forms. The obtained data suggest that the domains of the protein 
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present different mobilities, with the γ domain being the most flexible one. This domain is 

also the main responsible for the compactness of the isolated urease monomer when compared 

to its crystallographic conformation. In this process, little or no structural effects were 

observed associated to the structural metal ions. Similarly, the trimeric form of C. ensiformis 

urease also became more compact after simulation, pointing to ureases as highly flexible 

molecules. As a property not necessarily connected to catalysis, it may enlighten further 

efforts to solve the non-catalytic participation of urease in its moonlighting properties. 

 

I�TRODUCTIO� 

Ureases (urea amidohydrolases, EC 3.5.1.5) are nickel-dependent enzymes which 

catalyze the hydrolysis of urea to ammonia and carbon dioxide [1]. They are widely found in 

plants, fungi and bacteria [2]. In plants and fungi, monomeric ureases have three structural 

domains (α, β and γ), in a total of approximately 840 amino acids, and form biologically 

active trimers or hexamers [3, 4]. On the other hand, bacterial ureases have two or three 

smaller subunits, equivalent to the plant and fungi domains, sharing 50-60% sequence 

identity. This 2:1 or 3:1 bacteria-to-plant relation in the number of chains associated to the 

minimum structural unit of ureases usually gives origin to oligomerizations of 6:3 or 9:3, 

equivalent to those of plant ureases in its trimeric biologically active forms. Additionally, it is 

known that plant and microbial ureases display several moonlighting properties, that is, 

biological properties that are independent of their enzymatic activity [5]. Originally described 

for Jack bean (Canavalia ensiformis (L.) DC) ureases, these unusual properties include the 

activation of blood platelets, interaction with glycoconjugates and insecticidal activity [6], 

posing a complex picture for relations between structure and function for this class of 

proteins. 
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Jack bean urease was the first enzyme to be crystallized, in 1926 [7]. Nevertheless, 

these crystals were of low quality and at the present time, despite major efforts in the field [8-

10], only three bacterial ureases had their 3D structures determined from Bacillus pasteurii 

(PDB id 2UBP), Klebsiella aerogenes (PDB id 1FWJ) and Helicobacter pylori (PDB id 

1E9Z). As observed for soy bean [11], jack bean also presents urease isoforms [12], including 

the most abundant isoform (JBURE-I) [13, 14], an alternative isoform (JBURE-IIB) [15] and 

canatoxin [16, 17]. The difficulties in separating these isoforms may consist in an important 

factor hindering proper crystallization of the enzyme.  

In this context, considering the lack of structural information on plant and fungal 

ureases, the current work presents a structural model for JBURE-IIB, obtained from 

comparative modeling, and its further use to characterize the urease dynamics. Additionally, 

the conformational behavior of the monomeric and oligomeric enzyme was also investigated 

with coarse-grained models in order to offer robust conformational sampling of such large 

macromolecular complex. 

 

MATERIALS A�D METHODS 

 

Comparative modeling 

The construction of a 3D model for JBURE-IIB was performed using comparative 

modeling techniques, employing MODELLER9v4 [18]. The target sequence was taken from 

NCBI Accession EU938655. The B. pasteurii urease structure (PDB id 2UBP) was chosen as 

template (approximately 55% identity with the investigated urease and 2.0Ǻ resolution). Two 

connecting regions (E102-H132 and E253-P269) are entirely or partially missing in the 

chosen structure and have no suitable template available. Taking these gaps into account, a 

loop-modeling option from MODELLER was employed. Briefly, ten models were built, each 
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one of them leading to sets of ten sub-models, presenting refinements on the missing regions, 

on a total of one hundred models built. These models were first visually inspected for 

unrealistic structures (such as “knots”) and those passing this stage had their stereochemical 

evaluation and theoretical validation of 3D profile assessed with PROCHECK [19] and 

Verify3D [20], respectively. The best model was selected based on these assessments. 

 

 

Molecular dynamics simulations 

The model obtained for JBURE-IIB was used to build two urease systems, one with 

metal ions and one without metal ions in their active sites (located in the α domain). Almost 

all ureases have two Ni2+ ions in their active sites (except for canatoxin that apparently has  

Zn2+ and Ni2+) [17]. Nickel, however, is not parameterized for the GROMOS96 43a1 force 

field, making a substitution required. Metal replacement in computational studies of proteins 

is somewhat common [21, 22], and this very same substitution (Zn2+ as a substitute for Ni2+) 

was used for urease docking simulations previously [23]. These systems were then subjected 

to 50 ns molecular dynamics (MD) simulations with GROMACS 3.3 suite [24] using the 

GROMOS96 43a1 [25] force field. As ureases have a carbamylated lysine (KCX) in their 

active site, the topology for this residue was built based on similar amino acids and manually 

added to the GROMOS96 43a1 force field. The systems were solvated in triclinic boxes using 

periodic boundary conditions and SPC water models [26]. Counterions (Na+) were added to 

neutralize the systems. The employed MD protocol was based on previous studies [27, 28]. 

The Lincs method [29] was applied to constrain covalent bond lengths, allowing an 

integration step of 2 fs after an initial energy minimization using Steepest Descent algorithm. 

Electrostatic interactions were calculated with Particle Mesh Ewald method [30]. Temperature 

and pressure were kept constant by coupling proteins, ions, and solvent to external 
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temperature and pressure baths with coupling constants of  τ = 0.1 and 0.5 ps [31], 

respectively. The dielectric constant was treated as ε = 1, and the reference temperature was 

adjusted to 300 K. The systems were slowly heated from 50 to 300 K, in steps of 5 ps, each 

step increasing the reference temperature by 50 K, allowing a progressive thermalization of 

the molecular systems.  Each simulation was then performed to 0.05 µs, without any restraint, 

while a reference value of 3.5 Å between heavy atoms was considered for a hydrogen-bond 

and a cutoff angle of 30° was used between hydrogen-donor-acceptor [24]. The motion of 

domains was evaluated using HingeProt [32]. 

 

Coarse-grained molecular dynamics simulations 

Additionally, the JBURE-IIB model in both monomeric and oligomeric forms (trimer) 

was subjected to 1.05 µs coarse-grained (CG) molecular dynamics (MD) simulations with 

GROMACS 3.3.1 using the MARTINI [33, 34] force field. The standard MARTINI CG MD 

protocol for proteins [34] was employed. The CG models were solvated in triclinic boxes 

using periodic boundary conditions and the water models of Marrink and co-workers [33]. 

Counterions (Na+) were added to neutralize the systems. An integration step of 10 fs was 

applied after an initial energy minimization using Steepest Descent algorithm. Electrostatic 

interactions were calculated according to MARTINI description. Temperature and pressure 

were kept constant by coupling proteins, ions, and solvent to external temperature and 

pressure baths with coupling constants of  τ = 1.0 ps. The reference temperature was adjusted 

to 300 K. The JBURE-IIB trimer was assembled using the B. pasteurii urease quaternary 

structure (PDB id 2UBP) as a reference. Due to the simplified nature of the coarse-grained 

systems, metal ions and the carbamylated lysine were not considered in these simulations.  
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RESULTS & DISCUSSIO� 

 

Obtaining a model for JBURE-IIB 3D structure 

The choice of modeling the alternative isoform (JBURE-IIB) of Jack bean urease 

instead of the classical JBURE-I isoform had two motivations: it was discovered by our group 

[12, 35] and all efforts of obtaining a structure for Jack bean urease focused on the classical 

isoform, not taking into account the alternative forms of the enzyme.  

The main challenge in modeling JBURE-IIB concerned the somewhat long connecting 

regions of the enzyme, absent in bacterial ureases.  Since no suitable template was available 

for these regions, they required special attention on their prediction. A large amount of 

models was built in an attempt to sample some favorable conformations for these regions. 

About 10% of the models were structurally viable and among them, the best model was 

chosen based on stereochemical assessments (Fig. 1A).  
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Figure 10.  (A) JBURE-IIB structural scheme, highlighting its three domains; (B-D) All-

atom RMSD from original model for metal-bound (grey) and metal-free (black) JBURE-

IIB, separated by domain: (B) α-domain, (C) β-domain, (D) γ-domain all based on 

GROMOS96 43a1 force field simulations. 

 
 
 
 
 

Besides their employment on conformational characterization, the MD simulations of 

JBURE-IIB were also used as a refinement tool for the modeled structure, as suggested 

elsewhere [36]. From the simulations we observed that the second connecting region (β-α 

connection) lost some flexibility, possibly due to accommodation of the somewhat loose coil 

encompassing this region. Still, the connecting regions (E102-H132 and E253-P269) are the 

most flexible regions of the protein, being mostly composed by coils. 

 

1. 
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Simulation systems 

In order to evaluate the dynamic behavior of JBURE-IIB, four systems were 

considered. At the atomic level of detail, the urease monomer was subjected to two 0.05 µs 

MD simulations, one of them considering the metal ions on the active site (metal-bound 

system) as a control of the metal-free system. To evaluate the so-called larger scale dynamics, 

two coarse-grained systems were simulated for 1.05 µs: JBURE-IIB monomer and urease 

trimer. 

 

Dynamics of monomeric urease at the atomic level of detail 

Accordingly, in order to explore the structural aspects on JBURE-IIB, in addition to 

the metal-bound protein, a metal-free enzyme was simulated. Both systems converged during 

simulation to stable patterns on root mean square deviation (RMSD) values (Fig. 1), 

suggesting the absence of major conformational modification processes. Such convergence 

also appears to include the structural role of the ion, which appears to be only of minor 

influence on the simulated systems within the performed timescale. On the other hand, each 

domain of JBURE-IIB presents a distinct flexibility pattern, with the γ domain being the most 

flexible domain, followed by the β and α domains (Fig. 1), independently on the presence of 

absence of the structural ion. This may be due to the differential content of secondary 

structure on each of the domains (Fig. 2). The γ domain has more coils than the other 

domains, while the α domain is the most structured, with a TIM-barrel region, where the 

catalytic site is located, and a β-sheet region. The β domain can be considered as structurally 

intermediate, with more secondary structure elements than the γ domain but not so well 

structurally defined as the α domain. 
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Figure 11.  All-atom RMSD, from GROMOS96 43a1 force field simulations, for the 

original model separated by domains for (A) metal-free  JBURE-IIB and (B) metal-bound 

JBURE-IIB. The RMSD for coils is colored red, for helices+strands in blue and the total 

RMSD is colored black. 

 
The conformational behavior observed for JBURE-IIB systems, as observed from 

RMSD analyses, may be detailed at the residue-level by means of time-dependent root mean 

square fluctuation (tRMSF), as previously reported [27, 28]. Clearly, the α domain is the most 

rigid one, with the residues participating in catalysis (H407, H409, KCX490, H519, H545, 

D633) showing no significant increase in flexibility throughout the simulation (Fig. 3 and 

Sup. Fig 7S-8S). On the other hand, the β and γ domains present a consistent increased 

flexibility during all MD trajectory, not associated to specific phenomena in specific regions 

of the polypeptidic sequence or simulation time. It is important to note that such domains are 

not related to the catalytic properties of ureases and may take part on the moonlighting 

2. 
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properties presented by this protein. The first 20 ns of simulation can be considered different 

for metal-free and metal-bound urease, with this effect being especially evident for the β 

domain. Since the template chosen for the urease molecular modeling was the native (metal-

bound) urease from B. pasteurii, this difference in flexibility may be considered as a 

consequence of the metal-free structure accommodating itself to the absence of metal ions 

(Fig. 3). The distance between domains as a function of time of simulation was evaluated and 

revealed no difference between metal-free and metal-bound structures (Sup. Fig. 9S).  

 

 

Figure 12.   RMSF analyses, from GROMOS96 43a1 force field simulations, as a function of 

both residue number and time for (A) metal-free and (C) metal-bound JBURE-IIB; and solely 

as a function of residue number (B) (where black represents metal-free and red represents 

metal-bound urease; structural domains are marked). Residues involved in catalysis are 

highlighted with red tick marks in panel A. 

 
To confirm the expected interdomain flexibility provided by coil segments, the 

JBURE-IIB structure was subjected to a hinge movement prediction analysis with HingeProt 

[32]. The program identified two hinge residues, found in coil regions: E136 and T400, 

3. 
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connecting three regions of the protein that are practically identical to the three structural 

domains of urease. 

 

Coarse-grained urease models: insights into domain movements and oligomerization 

In order to increase the simulation sampling and to analyze the expected domain 

motions of the monomer, coarse-grained models of the urease were generated based on the 

all-atom JBURE-IIB model. The monomeric form was simulated for 1.05 µs. One can 

observe from the interdomain distances during the trajectory that, despite their oscillatory 

behavior, all distances tended to stabilize themselves at 0.75 µs of simulation (see Fig. 4A). 

Likewise, the radius of gyration of the monomeric JBURE-IIB   decreased abruptly for the 

first 0.04 µs and continued to decrease until 0.75 µs of simulation, when it became stable 

(~2.7nm) (see Fig. 4B). Taken together, the radius of gyration and interdomain distance 

measurements indicate that JBURE-IIB tends to become more compact when in solution in its 

monomeric form. Visual inspection of the MD trajectories showed a remarkable swing 

movement of the γ domain, ultimately leading to stabilization of the β-γ domain interaction 

(Fig. 5A). These movements were very similar to those predicted by HingeProt. 
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Figure 13.  (A) Interdomain distance fluctuations for monomeric urease and (B) radii of 

gyration of urease in its monomeric and trimeric forms, both based on MARTINI force 

field simulations. 

 

In vivo and in vitro JBURE-I is chiefly found as trimers that can associate as hexamers 

[4]. Considering JBURE-I as a reference to JBURE-IIB, his oligomeric form of the urease 

was reconstructed based on the 2UBP crystalline structure and served as a template for a 

trimeric JBURE-IIB coarse-grained model, which was then subjected to 1.05 µs of MD 

simulation. The trimeric urease became more globular after this experiment, losing some of its 

crystallographic pyramidal shape (Fig. 5). The effect of the oligomerization on the structure of 

the monomeric enzyme can be observed when comparing the radius of gyration of each of the 

4. 
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monomeric components of the oligomer with that of the monomer in solution (see Fig. 4B). 

When oligomerized, the monomeric form of the urease is less compact than when it is found 

in solution. This reflects the inter-monomeric interactions, especially those that keep the γ and 

β domain of the same monomer away from each other. As suggested elsewhere [37], this kind 

of interaction is favored in the recovery of the entropic penalty of losing multiple translational 

and rotational degrees of freedom in the immobilization of the subunits within a single entity.   

 

Figure 14.  Conformational changes, from MARTINI force field simulations, of the (A) 

urease monomer, (B) urease trimer and (C) trimer-forming urease monomers, set apart to 

show less-evident conformational differences. Structural domains are colored in red for α 

domain, blue for β domain and green for γ domain. 

5. 



Jack bean urease dynamics, Ligabue-Braun et al., 2010. 
 

 

39

Even though C. ensiformis ureases have never been found as a free monomer, either in 

vitro or in vivo, the dynamics study of the monomeric form is especially interesting when one 

considers its implications in the oligomerization process. The differences in flexibility when 

comparing the urease monomer in aqueous solution to the oligomerized monomers revealed 

regions that may be implicated in the oligomerization process (Fig. 6). 

 

 

Figure 15.  Differences in flexibility, from MARTINI force field simulations, between 

isolated and oligomerized urease monomers. (A) Structural representation of the regions 

showing differences in flexibility as identified by RMSF in (B) (colored as black). The 

right panel illustrates the potential interaction character of these regions when considering 

the oligomerized urease, giving a rationale for the increased flexibility of these regions in 

6. 
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the isolated urease monomer. (B) Root mean square fluctuations (RMSF) for the isolated 

JBURE-IIB monomer (black) and for the monomeric components in the JBURE-IIB 

trimer (red, green and blue). I, II and III indicate regions of the isolated monomer with 

remarkable increase in flexibility when compared to the oligomerized monomers. 
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CO�CLUSIO�S 

Ureases have been extensively studied by computational means [38-46]. These studies, 

however, focused on the catalytic mechanism of the enzyme, rather than on its general 

structural properties. In this work we presented an overview of the structural behavior of 

ureases in solution, in their monomeric and oligomeric forms. Additionally, our studies were 

conducted on a single-chain urease, obtained by comparative molecular modeling. This model 

is of special interest, since no single-chain urease has been successfully crystallized so far.  

Despite small divergences, both metal-bound and metal-free JBURE-IIB molecular 

dynamics simulations can be considered as equivalent. Inter-domain hinge movements were 

postulated, with the γ domain being the most flexible domain of the protein. This flexibility, 

associated with a tendency of γ to establish contacts with the β domain, was considered a 

major factor influencing the propensity of the urease monomer to aggregate into trimers. 

Being C. ensiformis urease not only an important enzyme involved in nitrogen 

metabolism but also a moonlighting protein, multiscale molecular modeling and dynamics 

simulation studies offer a powerful approach in understanding structure-function relationships 

concerning this enzyme.  
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Distance fluctuation, from GROMOS96 43a1 force field simulations,
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free and grey represents metal-bound urease). 
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Figure 18S: Protein flexibility, from GROMOS96 43a1 force field simulations, as 

described by interdomain distance fluctuations. (A) α-β distance fluctuation; (B) α-γ 

distance fluctuation; (C) β-γ distance fluctuations; (D) α-active-site flap distance 

fluctuation (black represents metal-free and grey represents metal-bound urease). 

9S. 
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5 Discussão geral 

5.1 Estrutura e conformação da JBURE-IIB 

A urease clássica de C. ensiformis, apesar de ter sido a primeira enzima a ser 

cristalizada (Sumner, 1926), ainda não teve a sua estrutura tridimensional resolvida. 

Até o momento, apenas dados preliminares e estruturas de baixa resolução foram 

obtidas para ureases de C. ensiformis e de outras plantas (Jabri et al., 1992, 

Sheridan et al., 2002, Balasubramanian & Ponnuraj, 2008, Balasubramanian & 

Ponnuraj, 2009). A grande heterogeneidade, insolubilidade, polidispersão e 

oligomerização variável da JBURE-I em solução, associada à possível contaminação 

dos cristais com isoformas da enzima (JBURE-IIB e canatoxina), podem estar 

associadas ao insucesso da determinação da estrutura da enzima por cristalografia 

de raios-X (Follmer, 2008).  

Nesse contexto, a obtenção de um modelo estrutural para uma urease de C. 

ensiformis mostra-se necessária para uma melhor compreensão de eventos 

conformacionais relacionados a essa enzima. A escolha da isoforma alternativa 

JBURE-IIB, em vez da isoforma clássica (JBURE-I ou “majoritária”), foi devida a dois 

fatores: (i) a isoforma alternativa foi descoberta por nosso grupo de pesquisa 

(Mulinari, 2008) e (ii) todos os esforços de obtenção de uma estrutura de urease de 

C. ensiformis baseiam-se na isoforma clássica, tornando necessária uma análise 

estrutural da isoforma alternativa. Por outro lado, devido à grande semelhança entre 

a JBURE-I e a JBURE-IIB (aproximadamente 82% de identidade mais 14% de 

similaridade), as análises feitas com a isoforma alternativa podem ser extrapoladas á 

isoforma clássica de maneira segura. 

As ureases têm sido estudadas por meios computacionais há mais de dez anos 

(Csiki & Zimmer, 1999; Zimmer, 2000; Musiani et al., 2001; Suárez et al., 2003; Estiu 

& Merz, 2004a,b; Estiu et al., 2006; Estiu & Merz, 2006; Estiu & Merz, 2007). Todos 

esses estudos, entretanto, se concentraram no mecanismo catalítico da enzima, 

deixando de lado os aspectos conformacionais da mesma. O fato de a modelagem 

comparativa da enzima requerer atenção especial, devido principalmente a seus 

trechos sem molde disponível, pode ter colaborado para que não houvesse uma 

proposta estrutural detalhada para essa enzima, um ícone nos estudos de 

Bioquímica. 
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A alta flexibilidade das regiões de ligação entre domínios, já esperada 

baseando-se em sua predição como regiões de alças, reflete a independência 

estrutural das três cadeias presentes na urease bacteriana, utilizada como molde. 

Ainda não está claro, evolutivamente, se houve fusão das cadeias bacterianas, 

originando a cadeia única das ureases vegetais e fúngicas, ou se ocorreu o 

contrário, com a ruptura de uma cadeia única dando origem às subunidades 

bacterianas. Tentativas de avaliar o fenômeno filogeneticamente ainda não foram 

bem sucedidas (Mobley et al., 1995, Braun, 2008). Talvez não seja possível associar 

o “caminho evolutivo” tomado pelas ureases a algum modelo evolutivo pré-definido, 

tornando necessária a obtenção de mais dados para se responder com clareza qual 

foi o evento principal, se fusão ou dissociação de cadeias. É possível, 

adicionalmente, que tal evento possa ter ocorrido mais de uma vez, ou de forma 

diferente nos diversos grupos de organismos. 

A alta flexibilidade da enzima em sua forma monomérica foi também postulada, 

no presente trabalho, como possivelmente associada à sua oligomerização. Já foi 

proposto na literatura que as regiões de ligações interdomínio, por encontrarem-se 

ausentes em ureases bacterianas, não sejam essenciais para associação 

oligomérica das ureases (Mulinari et al., 2007). Entretanto, é possível que haja 

alguma vantagem na presença dessas regiões, mesmo que seja uma melhor 

estabilização do complexo. Esse pode ser o caso da urease de H. pylori, uma das 

únicas ureases bacterianas com duas subunidades ligadas (de maneira semelhante 

às ureases vegetais e fúngicas). Nessa enzima, a organização oligomérica 

diferenciada (dodecamérica) pode indicar que a ligação das subunidades seja 

vantajosa do ponto de vista estrutural. 

No presente trabalho, não foi possível associar a presença de metais no sítio 

ativo a algum evento conformacional relevante. Pode-se argumentar que a 

substituição do níquel pelo zinco alterou os possíveis efeitos associados ao metal 

“nativo”. Esse não parece ser o caso, considerando-se a natureza dos cálculos de 

dinâmica molecular, que não avaliam eventos eletrônicos (Schlick, 2006), a 

utilização de substituições desse tipo em outros estudos (Shukla et al., 1995; Cheng 

et al., 2002; Ansari et al., 2009) e a presença de zinco em pelo menos uma urease 

vegetal (Follmer et al., 2002). 
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5.2 A abordagem coarse-grained como ferramenta na simulação de 

biomoléculas 

A associação da modelagem molecular comparativa à dinâmica molecular 

clássica e aos modelos coarse-grained permitiu a avaliação de eventos 

conformacionais em diferentes escalas temporais e espaciais, desde a localização 

de resíduos específicos até avaliação do efeito da mobilidade dos domínios sobre a 

compactação da urease trimérica em solução. 

Na presente dissertação, a perda do detalhamento atômico, inerente à 

abordagem coarse-grained, foi compensada pelo ganho de informações relativas à 

chamada “dinâmica lenta”, eventos conformacionais que ocorrem em escalas de 

tempo muito superiores àquelas obtidas com a dinâmica molecular tradicional 

(Tozzini, 2010). Nesse caso, passou de 0,05 µs para 1,05 µs de simulação, 

aumentando em vinte vezes o tempo de amostragem do sistema. Além disso, os 

modelos coarse-grained para os estudos da urease oligomerizada mantiveram uma 

característica estrutural de grande interesse para nosso grupo: uma cavidade central 

(Figura 10), possivelmente associada à capacidade putativa de ureases atuarem 

também como canais seletivos para íons (Piovesan, 2009).  
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Figura 19:   Cortes "transversais" dos trímeros de JBURE-IIB em (A) sua forma cristalográfica e 
(B) após 1,05 µs de simulação coarse-grained. 

 

Ainda não é possível determinar se essa representação do túnel é equivalente 

à sua representação atomística mas, considerando-se os resultados obtidos para a 

urease oligomérica, parece haver potencial para analisar-se o possível papel das 

ureases como canais transmembrana por meio da abordagem coarse-grained. A 

manutenção do poro após a simulação também serviu como indicativo do grau de 

conservação de estruturas particularmente delicadas em simulações do tipo coarse-

grained. Adicionalmente, o tamanho da JBURE-IIB também se constituiu em um 

importante fator no emprego de simulações desse tipo. 
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6 Conclusões 

Considerando os objetivos propostos, o presente trabalho permitiu: 

� Construção de um modelo estrutural para a isoforma alternativa JBURE-

IIB da urease de C. ensiformis, baseado na estrutura de uma urease 

bacteriana;  

� Caracterização do comportamento conformacional da enzima em 

solução aquosa; 

� Avaliação do papel de fatores estruturais na dinâmica da enzima, como 

oligomerização e presença cofatores metálicos. 

Além disso, o trabalho também possibilitou: 

� Identificar as regiões de ligação entre domínios como sendo as mais 

flexíveis da proteína; 

� Caracterizar a compactação da enzima em suas formas monomérica e 

oligomérica, quando em solução aquosa; 

� Identificar regiões potencialmente envolvidas na oligomerização da 

enzima; 

� Consolidar da metodologia coarse-grained como abordagem válida no 

estudo de grandes sistemas biomoleculares, por manter características 

estruturais de interesse, mesmo com a simplificação inerente ao método. 

 

De forma geral, os resultados obtidos reforçam o potencial de ferramentas de 

modelagem comparativa e dinâmica molecular no estudo de sistemas biológicos, 

com especial interesse na caracterização do comportamento conformacional de 

ureases, permitindo sua correlação com dados experimentais prévios. 
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7 Perspectivas 

Considerando-se os procedimentos de modelagem e simulação empregados 

no presente trabalho, especialmente relacionados ao estudo de ureases, as 

seguintes perspectivas podem ser traçadas: 

� Caracterização da dinâmica de ureases com diferentes organizações 

estruturais, buscando estabelecer relações entre os comportamentos 

conformacionais das enzimas oriundas de diferentes organismos: 

o ureases bacterianas com organização αβγ em sua forma 

fundamental e (αβγ)3 em sua forma oligomerizada; 

o ureases bacterianas com organização αβ em sua forma 

fundamental e ((αβ)3)4 em sua formas oligomerizada; 

o ureases vegetais e fúngicas, com organização monomérica em 

sua forma fundamental e organizações variáveis em suas formas 

oligomerizadas; 

�  Caracterização da interação de ureases com biomembranas, com 

especial interesse na possível inserção da proteína em bicamadas 

lipídicas e formação de poros ou canais; 

� Caracterização da interação da enzima com componentes específicos 

de biomembranas, como fosfo- e glicolipídeos, potencialmente 

envolvidos em sua ação não ureolítica quando administrada em modelos 

animais. 
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9 Apêndices 

9.1 Apêndice A 

Tabela A: Estruturas 3D de ureases depositadas no Protein Data Bank 

 
  

PDB ID Organismo-fonte Comentário Resolução (Å) 

1FWJ Klebsiella aerogenes Nativa 2,20 
1EJR Klebsiella aerogenes Mutante D221A 2,00 
1EJS Klebsiella aerogenes Mutante H219N 2,00 
1EJT Klebsiella aerogenes Mutante H219Q 2,00 
1EJU Klebsiella aerogenes Mutante H320N 2,00 
1EJV Klebsiella aerogenes Mutante H320Q 2,40 
1EJW Klebsiella aerogenes Wild-type a 298K 1,90 
1EJX Klebsiella aerogenes Wild-type a 100K 1,60 
1EF2 Klebsiella aerogenes Substituição por manganês 2,50 
1A5K Klebsiella aerogenes Mutante K217E 2,20 
1A5L Klebsiella aerogenes Mutante K217C 2,20 
1A5M Klebsiella aerogenes Mutante K217A 2,00 
1A5N Klebsiella aerogenes Mutante K217A, quimicamente 

resgatado por formato e níquel 
2,40 

1A5O Klebsiella aerogenes Mutante K217C, quimicamente 
resgatado por formato e níquel 

2,50 

1FWA Klebsiella aerogenes Mutante C319A em pH 7,5 2,00 
1FWB Klebsiella aerogenes Mutante C319A em pH 6,5 2,00 
1FWC Klebsiella aerogenes Mutante C319A em pH 8,5 2,00 
1FWD Klebsiella aerogenes Mutante C319A em PH 9,4 2,00 
1FWE Klebsiella aerogenes Mutante C319A, com ácido 

acetohidroxâmico ligado 
2,00 

1FWF Klebsiella aerogenes Mutante C319D 2,00 
1FWG Klebsiella aerogenes Mutante C319S 2,00 
1FWH Klebsiella aerogenes Mutante C319Y 2,00 
1FWI Klebsiella aerogenes Mutante H134A 2,00 
1KRA Klebsiella aerogenes Apoenzima 2,30 
1KRB Klebsiella aerogenes Mutante H219A 2,50 
1KRC Klebsiella aerogenes Mutante H320A 2,50 
2UBP Bacillus pasteurii Nativa 2,00 
1UBP Bacillus pasteurii Inibida por beta-mercaptoetanol 1,65 
3UBP Bacillus pasteurii Inibida por diamidofosfato 2,00 
4UBP Bacillus pasteurii Inibida por ácido 

acetohidroxâmico 
1,55 

1S3T Bacillus pasteurii  Inibida por borato 2,10 
1IE7 Bacillus pasteurii Inibida por fosfato 1,85 
1E9Z Helicobacter pylori  Nativa 3,00 
1E9Y Helicobacter pylori Complexada com ácido 

acetohidroxâmico 
3,00 

2FVH Mycobacterium 
tuberculosis 

Subunidade Gamma 1,80 
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9.2 Apêndice B 

 

Arquivos de entrada utilizados no programa Modeller 9v4 para modelagem da 

JBURE-IIB. O arquivo B1 informa qual é a estrutura-molde, a seqüência-alvo e o 

arquivo de alinhamento alvo-molde, além de informar quantos modelos serão 

construídos, e se haverá aplicação de algum refinamento adicional nesses modelos. 

O arquivo B2 é o arquivo de alinhamento da seqüência-alvo com a seqüência de 

aminoácidos da estrutura-molde, em formato PIR modificado, conforme requerido 

pelo Modeller. 

 

B1: arquivo model-loop-define.py 

 

from modeller import * 
from modeller.automodel import * 
 
log.verbose() 
env = environ() 
 
env.io.atom_files_directory = ['.'] 
 
# Create a new class based on 'loopmodel' so that we can redefine 
# select_loop_atoms 
class MyLoop(loopmodel): 
    # This routine picks the residues to be refined by loop modeling 
    def select_loop_atoms(self): 
        # Two residue ranges (both will be refined simultaneously) 
        return selection(self.residue_range('102:', '132:'), 
                         self.residue_range('234:', '264:')) 
 
a = MyLoop(env, 
           alnfile  = 'alinha.ali',      # alignment filename 
           knowns   = '2UBP',            # codes of the templates 
           sequence = 'jbureiib',        # code of the target 
           loop_assess_methods=assess.DOPE) # assess each loop with DOPE 
a.starting_model= 1                 # index of the first model 
a.ending_model  = 10                # index of the last model 
 
a.loop.starting_model = 1           # First loop model 
a.loop.ending_model   = 10          # Last loop model 
 
a.make()                            # do modeling and loop refinement 
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B2: aquivo alinha.ali 

 

>P1;2UBP 
structureX:2UBP:1 :A:570  :C: : : :  
MHLNPAEKEKLQIFLASELLLRRKARGLKLNYPEAVAIITSFIMEGARDG 
-KTVAMLMEEGKHVLTRDDVMEGVPEMIDDIQAEATFPDGTKLVTVHNPI 
SN----------------------------YIVPGEYRVAEGEIEINAGR 
EKTTIRVSNTGDRPIQVGSHIHFVEVNKELLFDRAEGIGRRLNIPSGTAA 
RFEPGEEMEVELTELGGNREVFGISDLTNGSVDNK----ELILQRAKELG 
YKG----------------VEMKINRQQYAESYGPTVGDEVRLADTDLWI 
EVEKDYTTYGDEVNFGGGKVLREGMGENGTYTRTENVLDLLLTNALILDY 
TGIYKADIGVKDGYIVGIGKGGNPDIMDGVTPNMIVGTATEVIAAEGKIV 
TAGGIDTHVHFINPDQVDVALANGITTLFGGGTGPAEGSKATTVTPGPWN 
IEKMLKSTEGLPINVGILGKGHGSSIAPIMEQIDAGAAGLKIHEDWGATP 
ASIDRSLTVADEADVQVAIHSDTLNEAGFLEDTLRAINGRVIHSFHVEGA 
GGGHAPDIMAMAGHPNVLPSSTNPTRPFTVNTIDEHLDMLMVCHHLKQNI 
PEDVAFADSRIRPETIAAEDILHDLGIISMMSTDALAMGRAGEMVLRTWQ 
TADKMKKQRGPLAEEKNGSDNFRLKRYVSKYTINPAIAQGIAHEVGSIEE 
GKFADLVLWEPKFFGVKADRVIKGGIIAYAQIGDPSASIPTPQPVMGRRM 
YGTVGDLIHDTNITFMSKSSIQQGVPAKLGLKRRIGTVKNCRNIGKKDMK 
WNDVTTDIDINPETYEVKVDGEVLTCEPVKELPMAQRYFLF 
* 
 
>P1;jbureiib 
sequence:jbureiib:1    :A:840   :A: : : :  
MKLSPREVEKISLHNAGFLAQKRLARGVRLNYSESVALIASQILEHARDG 
EKTVAQLMSIGKHLLGRRQVLPAVPHLLNIIQVEATLPNGTKLVTVHDPI 
ANENGDLEEALYGSFLPVPSLDKFAESKEEHKIPGEIICADGRLTLNPGR 
KAVFLKVVNHGDRPIQVGSHYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNIAAGDSV 
RFEPGDHKTVNLVSIGGNKIIRGGNAIADGPVNEANCKAAMEIVCRREFG 
HKEEEDASEGVTTGDPDCPFTKAIPREEYANKYGPTIGDKIRLGDTDLIA 
EIEKDFALYGDESVFGGGKVIRDGMGQSSGHP-PAMSLDTVITSAVIIDY 
TGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVFPNMIIGVNTEVICGEGLIV 
TAGGIDCHVHYICPQSLDEAISSGITTVVGGGTGPTDGSRATTCTPAPTQ 
MKLMLQSTDDIPLNFGFTGKGSGSHPDELHEIIKAGAMGLKLHEDWGCTP 
AAIDNCLAVAEQHDIQVNIHTDTVNESGFVEHTIAAFNGRTIHTYHSEGA 
GGGHAPDIIKVCSMKNVLPSSTNTTRPLTSNTVDEHLDMLMVCHKLNREI 
PEDLAFASSRVREQTIAAEDILHDIGGISIISSDAQAVGRIGEVISCTWQ 
TADKMKAERGPLQPDGSDNDNFRIKRYIAKYTINPAIVNGISQYVGSVEV 
GKLADLVIWKPSFFGAKPDIVIKGGSIAWADMGDPNGSIPTPEPVLMRPM 
YGTLGKAGSALSIAFVSKAALDLGVKVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDLK 
LNNSLPEITVCPETFTVTVDGQALSSEAVTTLPLSQNYFIF 
* 
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9.3 Apêndice C 

Em geral, espera-se que um modelo de qualidade tenha 90% de seus resíduos nas 

regiões mais favoráveis (Laskowski et al., 1993). O modelo construído no presente 

trabalho apresenta 87,3% dos resíduos nas regiões favoráveis e 11,0% nas regiões 

adicionalmente favoráveis, enquanto o molde utilizado (2UBP) apresenta 89,6% dos 

resíduos em regiões favoráveis e 9,4% nas regiões adicionalmente favoráveis. 

Considerando o tamanho maior da seqüência do modelo (842 aminoácidos) em 

relação à seqüência do molde (790 aminoácidos) e a natureza das regiões 

envolvidas nesse aumento de seqüência (trechos ligadores semelhantes a alças, 

aparentemente mais flexíveis), considerou-se o valor obtido no mapa de 

Ramachandran adequado para validação deste modelo. Os mapas de 

Ramachandran do modelo apresentado neste trabalho e do molde utilizado são 

apresentados na Figura C1. 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura C1: Mapa de Ramachandran para as estruturas do (A) molde e do (B) modelo. Vermelho: 
regiões mais favoráveis, amarelo: regiões adicionalmente favoráveis, amarelo claro: regiões 
generosamente favoráveis, branco: regiões não permitidas. 
 

  A   B   
Resíduos em regiões mais favoráveis  594 89,5%  619 87,3%  
Resíduos em regiões adicionalmente favoráveis  62 9,4%  78 11,0%  
Resíduos em regiões generosamente favoráveis  6 0,9%  7 1,1%  
Resíduos em regiões não permitidas  1 0,2%  4 0,6%  

Número total de resíduos que não prolina e glicina:  663 100,0%  709 100,0%  
Número de resíduos de glicina (mostrados como 
triângulos) 

 84   84   

Número de resíduos de prolina  37   45   

Número total de resíduos (incluindo terminais)  790   840   
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Os resultados do Verify 3D são geralmente apresentados na forma de um 

gráfico, com os aminoácidos no eixo x e seus escores no eixo y. Neste trabalho, 

preferiu-se representar os escores visualmente, nas próprias estruturas 

tridimensionais do molde e do modelo. Esta opção é justificada pela dificuldade em 

comparar os gráficos obtidos para o molde e o modelo (devido às estruturas 

apresentarem tamanhos e organização diferentes), além de facilitar a visualização 

das regiões que necessitam de maior cuidado. Nos resultados obtidos pelo Verify 3D 

para o modelo construído neste trabalho em comparação com seu molde (Figura 

C2), nota-se que as áreas com maior desvio em relação ao esperado (representado 

pela cor vermelha) são, principalmente, os segmentos de ligação entre os domínios 

(ausentes no molde). Isso é esperado, por tratarem-se de regiões sem molde 

maiores que vinte aminoácidos, o que é considerado o limite máximo para 

modelagem de alças sem molde em proteínas (Fiser et al., 2000). 

 

 

 

Figura C2: Resultados do Verify3D transpostos às estruturas tridimensionais do molde e do modelo. A 
cor azul representa áreas com conformação adequada (conforme o esperado), a cor vermelha 
representa áreas em não conformidade com o esperado, a cor branca representa valores 
intermediários entre as duas situações. (A) e (C) visualização de duas faces complementares (rotadas 
de 180º sobre o eixo y) da estrutura tridimensional do molde 2UBP. (B) e (D) visualização de duas 
faces complementares (rotadas de 180º sobre o eixo y) da estrutura tridimensional do modelo 
construído para a JBURE-IIB. Estruturas representadas por suas superfícies moleculares. 
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9.4 Apêndice D 

Os arquivos “.mdp” definem parâmetros para as simulações de dinâmica 
molecular. A seguir são apresentados, à maneira de exemplos, arquivos “.mdp” 
empregados em uma das simulações atomísticas da JBURE-IIB. 
 
� Etapa de minimização de energia empregando o algoritmo Steepest Descent: 
 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define              =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  none 
integrator          =  steep 
nsteps              =  10000 
emtol               =  100 
emstep              =  0.01 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  No 
Pcoupl              =  No 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
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� Etapa 1 da termalização: 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define    =  -DPOSRES 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  0.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  500 ; total 1 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps    =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  50 50 50 50 50 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  yes 
gen_temp            =  50.0 
gen_seed            =  173529 
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� Etapa 2 da termalização: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define    =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  1.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  4500 ; total 9 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps    =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  50 50 50 50 50 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  50.0 
gen_seed            =  173529 
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� Etapa 3 da termalização: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define    =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  10.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  2500 ; total 5 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps    =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  100 100 100 100 100 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  100.0 
gen_seed            =  173529 
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� Etapa 4 da termalização: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define    =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  15.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  2500 ; total 5 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps         =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  150 150 150 150 150 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  150.0 
gen_seed            =  173529 
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� Etapa 5 da termalização: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define              =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  20.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  2500 ; total 5 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps    =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  200 200 200 200 200 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  200.0 
gen_seed            =  173529 
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� Etapa 6 da termalização: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define         =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  25.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  2500 ; total 5 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps    =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  250 250 250 250 250 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  250.0 
gen_seed            =  173529 
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� Etapa 7 da termalização: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define         =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  30.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  2500 ; total 5 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft   =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  300 300 300 300 300 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  300.0 
gen_seed            =  173529 
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� Exemplo de etapa de dinâmica sob temperatura constante: 
 
; Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /lib/cpp 
define         =  -DFLEX_SPC 
constraints         =  all-bonds 
integrator          =  md 
tinit               =  1000.0 
dt                  =  0.002 ; ps ! 
nsteps              =  500000 ; total 01000-02000 ps. 
nstcomm             =  1 
nstxout             =  250 
nstvout             =  1000 
nstfout             =  0 
nstlog              =  100 
nstenergy           =  100 
nstlist             =  10 
ns_type             =  grid 
coulombtype         =  PME 
rlist               =  0.9 
rcoulomb            =  0.9 
rvdw                =  0.9 
fourierspacing      =  0.12 
optimize_fft        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  300 300 300 300 300 
energygrps          =  Protein SOL NA+ ZN KCX 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          =  isotropic 
tau_p               =  0.5 
compressibility     =  4.5e-5 
ref_p               =  1.0 
gen_vel             =  no 
gen_temp            =  300.0 
gen_seed            =  173529 
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9.5 Apêndice E 

Topologia da lisina carbamilada (KCX) adicionada ao arquivo ffG43a1.rtp do campo 
de força e topologias da lisina (LYS) e do ácido glutâmico (GLU) utilizados como 
referência para a sua construção. 
 
[ KCX ] 

 [ atoms ] 
    N     N    -0.28000     0 
    H     H     0.28000     0 
   CA   CH1     0.00000     1 
   CB   CH2     0.00000     1 
   CG   CH2     0.00000     2 
   CD   CH2     0.00000     2 
   CE   CH2     0.00000     3 
   NZ    NT    -0.28000     3 
  HZ1     H     0.28000     3 
   CX     C     0.27000     4 
  OX1    OM    -0.63500     4 
  OX2    OM    -0.63500     4 
    C     C       0.380     5 
    O     O      -0.380     5 
 [ bonds ] 
    N     H    gb_2     
    N    CA    gb_20    
   CA     C    gb_26    
    C     O    gb_4     
    C    +N    gb_9     
   CA    CB    gb_26    
   CB    CG    gb_26    
   CG    CD    gb_26    
   CD    CE    gb_26    
   CE    NZ    gb_20    
   NZ   HZ1    gb_2     
   NZ    CX    gb_9 
   CX   OX1    gb_5 
   CX   OX2    gb_5 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   -C     N     H     ga_31    
    H     N    CA     ga_17    
   -C     N    CA     ga_30    
    N    CA     C     ga_12    
   CA     C    +N     ga_18    
   CA     C     O     ga_29    
    O     C    +N     ga_32    
    N    CA    CB     ga_12    
    C    CA    CB     ga_12    
   CA    CB    CG     ga_14    
   CB    CG    CD     ga_14    
   CG    CD    CE     ga_14    
   CD    CE    NZ     ga_14    
   CE    NZ   HZ1     ga_10    
   CE    NZ    CX     ga_30    
  HZ1    NZ    CX     ga_31 
   NZ    CX   OX1     ga_21 
   NZ    CX   OX2     ga_21 
  OX1    CX   OX2     ga_37 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
    N    -C    CA     H     gi_1     
    C    CA    +N     O     gi_1     
   CA     N     C    CB     gi_2 
   CX   OX1   OX2    NZ     gi_1 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 

  -CA    -C     N    CA     gd_4     
   -C     N    CA     C     gd_19    
    N    CA     C    +N     gd_20    
    N    CA    CB    CG     gd_17    
   CA    CB    CG    CD     gd_17    
   CB    CG    CD    CE     gd_17    
   CG    CD    CE    NZ     gd_17    
   CD    CE    NZ   HZ1     gd_14 
   CD    CE    NZ    CX     gd_20 
   CE    NZ    CX   OX1     gd_4 
 
  
 
 
 
[ GLU ] 

 [ atoms ] 
    N     N    -0.28000     0 
    H     H     0.28000     0 
   CA   CH1     0.00000     1 
   CB   CH2     0.00000     1 
   CG   CH2     0.00000     1 
   CD     C     0.27000     2 
  OE1    OM    -0.63500     2 
  OE2    OM    -0.63500     2 
    C     C       0.380     3 
    O     O      -0.380     3 
 [ bonds ] 
    N     H    gb_2     
    N    CA    gb_20    
   CA     C    gb_26    
    C     O    gb_4     
    C    +N    gb_9     
   CA    CB    gb_26    
   CB    CG    gb_26    
   CG    CD    gb_26    
   CD   OE1    gb_5     
   CD   OE2    gb_5     
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   -C     N     H     ga_31    
    H     N    CA     ga_17    
   -C     N    CA     ga_30    
    N    CA     C     ga_12    
   CA     C    +N     ga_18    
   CA     C     O     ga_29    
    O     C    +N     ga_32    
    N    CA    CB     ga_12    
    C    CA    CB     ga_12    
   CA    CB    CG     ga_14    
   CB    CG    CD     ga_14    
   CG    CD   OE1     ga_21    
   CG    CD   OE2     ga_21    
  OE1    CD   OE2     ga_37    
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
    N    -C    CA     H     gi_1     
    C    CA    +N     O     gi_1     
   CA     N     C    CB     gi_2     
   CD   OE1   OE2    CG     gi_1     
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 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
  -CA    -C     N    CA     gd_4     
   -C     N    CA     C     gd_19    
    N    CA     C    +N     gd_20    
    N    CA    CB    CG     gd_17    
   CA    CB    CG    CD     gd_17    
   CB    CG    CD   OE2     gd_20    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[ LYS ] 

 [ atoms ] 
    N     N    -0.28000     0 
    H     H     0.28000     0 
   CA   CH1     0.00000     1 
   CB   CH2     0.00000     1 
   CG   CH2     0.00000     2 
   CD   CH2     0.00000     2 
   CE   CH2     0.00000     3 
   NZ    NT    -0.83000     3 
  HZ1     H     0.41500     3 
  HZ2     H     0.41500     3 
    C     C       0.380     4 
    O     O      -0.380     4 
 [ bonds ] 
    N     H    gb_2     
    N    CA    gb_20    
   CA     C    gb_26    
    C     O    gb_4     
    C    +N    gb_9     
   CA    CB    gb_26    
   CB    CG    gb_26    
   CG    CD    gb_26    
   CD    CE    gb_26    
   CE    NZ    gb_20    
   NZ   HZ1    gb_2     
   NZ   HZ2    gb_2     
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   -C     N     H     ga_31    
    H     N    CA     ga_17    
   -C     N    CA     ga_30    
    N    CA     C     ga_12    
   CA     C    +N     ga_18    
   CA     C     O     ga_29    
    O     C    +N     ga_32    
    N    CA    CB     ga_12    
    C    CA    CB     ga_12    
   CA    CB    CG     ga_14    
   CB    CG    CD     ga_14    
   CG    CD    CE     ga_14    
   CD    CE    NZ     ga_14    
   CE    NZ   HZ1     ga_10    

   CE    NZ   HZ2     ga_10    
  HZ1    NZ   HZ2     ga_9     
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
    N    -C    CA     H     gi_1     
    C    CA    +N     O     gi_1     
   CA     N     C    CB     gi_2     
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
  -CA    -C     N    CA     gd_4     
   -C     N    CA     C     gd_19    
    N    CA     C    +N     gd_20    
    N    CA    CB    CG     gd_17    
   CA    CB    CG    CD     gd_17    
   CB    CG    CD    CE     gd_17    
   CG    CD    CE    NZ     gd_17    
   CD    CE    NZ   HZ1     gd_14   
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9.6 Apêndice F 

Os arquivos “.mdp” definem parâmetros para as simulações de dinâmica 
molecular. A seguir são apresentados, à maneira de exemplos, arquivos “.mdp” 
empregados em uma das simulações coarse-grained da JBURE-IIB. 
 
� Etapa de minimização de energia empregando o algoritmo Steepest Descent: 
 
; 
; STANDARD MD INPUT OPTIONS FOR MARTINI 2.0 
; 
; for use with GROMACS 3.3 
; 
; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS =  
title                    = Martini 
cpp                      = /usr/bin/cpp 
define                   = -DFLEX_SPC 
integrator               = steep 
nsteps                   = 50000 
emtol                    = 100 
emstep                   = 0.02 
nstcomm                  = 1 
comm-grps                = 
nstxout                  = 250 
nstvout                  = 1000 
nstfout                  = 0 
nstlog                   = 100 
nstenergy                = 100 
nstlist                  = 10 
ns_type                  = grid 
pbc                      = xyz 
rlist                    = 1.3 
coulombtype              = Shift  
rcoulomb_switch          = 0.0 
rcoulomb                 = 1.2 
epsilon_r                = 15 
vdw_type                 = Shift  
rvdw_switch              = 0.9 
rvdw                     = 1.2 
DispCorr                 = No 
tcoupl                   = No 
Pcoupl                   = No 
compressibility          = 4.5e-5 
ref_p                    = 1.0 
gen_vel                  = no 
constraints              = none  
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� Exemplo de etapa de dinâmica sob temperatura constante: 
; 
; STANDARD MD INPUT OPTIONS FOR MARTINI 2.0 
; 
; for use with GROMACS 3.3 
; 
 
; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS =  
title                    = Martini 
cpp                      = /usr/bin/cpp 
integrator               = md 
tinit                    = 0.0 
dt                       = 0.02 
nsteps                   = 15000000 
nstcomm                  = 1 
comm-grps                =  
nstxout                  = 5000 
nstvout                  = 5000 
nstfout                  = 0 
nstlog                   = 1000 
nstenergy                = 100 
nstxtcout                = 1000 
xtc_precision            = 100 
xtc-grps                 =  
energygrps               = Protein W ION 
nstlist                  = 10 
ns_type                  = grid 
pbc                      = xyz 
rlist                    = 1.3 
coulombtype              = Shift  
rcoulomb_switch          = 0.0 
rcoulomb                 = 1.2 
epsilon_r                = 15 
vdw_type                 = Shift  
rvdw_switch              = 0.9 
rvdw                     = 1.2 
DispCorr                 = No 
tcoupl                   = Berendsen 
tc-grps                  = Protein W ION 
tau_t                    = 0.1 0.1 0.1 
ref_t                    = 300 300 300 
Pcoupl                   = berendsen  
Pcoupltype               = semiisotropic 
tau_p                    = 0.5 0.5 0.5 
compressibility          = 4.5e-5 4.5e-5 4.5e-5 
ref_p                    = 1.0 1.0 1.0 
gen_vel                  = no 
gen_temp                 = 310 
gen_seed                 = 473529 
constraints              = none  
constraint_algorithm     = Lincs 
unconstrained_start      = no 
lincs_order              = 4 
lincs_warnangle          = 30 
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