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B-glucosidase ligada a um inibidor

A degradacdo de celulose em glucose é um
passo essencial no ciclo do carbono no ecosistema
terrestre, tendo também muito importancia nas
tecnologias de producdo de biocombustivel. O passo
limitante deste processo é o da conversdo de
celobiose em duas moléculas de glucose, catalisado
pela B-glucosidase (BG). A actividade destas enzimas
é muito sensivel ao pH do meio [1], sendo que os
detalhes moleculares desta dependéncia ainda nado
sdo bem conhecidos. A ac¢do catalitica é iniciada por
ligacdes de hidrogénio entre oxigénios do substrato e
os residuos de acido glutdmico que actuam como
agentes acido/base e nucleofilicos. Também o estudo
do efeito do pH na estabilizacdo/disrupcdo desta rede de pontes de hidrogénio ainda ndo esta
totalmente esclarecido [2]. As técnicas de dindmica molecular a pH constante (CpHMD) [3] sdo
muito apropriadas para estudar os equilibrios acido base no centro activo da BG, mesmo na
presenca do substrato, estado de transicdo ou produto. Para eliminarmos as barreiras cinéticas
a que os ligandos estdo sujeitos e a questdo entrdpica do acesso ao tunel catalitico, propomos
o acoplamento da técnica de umbrella sampling com o CpHMD (US-CpHMD). Assim, serdo
efectuadas varias tarefas durante o periodo do plano de trabalhos:

1- Simulagdes de CoHMD da BG livre e na presenca de substrato, estado de transi¢ao e
produto.

2- Estudo com US-CpHMD dos perfis de protonac¢do dos residuos da fenda catalitica da
proteina no processo de ligacdo do substrato e libertacdo do produto.

3- Andlise conformacional detalhada do sitio activo da BG nos diferentes passos da
reacdo de modo a compreender os detalhes moleculares de todo o processo.

4- Compilar os resultados numa tese, usando a mesma informacdo para também
escrever um artigo cientifico a publicar em revista internacional.
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