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EXPLORING THE MECHANISM OF ENZYMATIC DEGRADATION OF POLYURETHANE (PU) BY MEANS OF
POLYURETHANASE ESTERASES A AND B (PueA AND PueB): AN INTEGRATED APPROACH OF DOCKING, MOLECULAR
DYNAMICS (MD) AND QM/MM. The continuous global production of polyurethane (PU) and its environmental persistence generate
negative impacts on ecosystems, driving the search for sustainable handling solutions, specifically the use of enzymes. Therefore, this
study seeks to elucidate the understanding of the enzymatic degradation mechanism of polyurethanase esterases A and B (PueA and
PueB) applied to PU-MDI (methylene diphenyl diisocyanate). In this sense, previously built structures were used and dockings were
carried out for the PueA and PueB complexes. The results indicate binding scores of —10.743 and —9.587 kcal mol! for PueA and
PueB, respectively. Furthermore, the complexes were then subjected to molecular dynamics simulations (MD) for 500 ns in triplicate,
showing a good interaction between the enzymes and the PU-MDI. Finally, a QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics)
simulation, starting with an adequate snapshot from classical MD was carried out, and a relaxed scan was performed to obtain the
occurrence coordinates, followed by umbrella sampling to obtain the free energy profile of the systems. The results indicate that the
PueA and PueB reaction mechanisms occur in two steps, with determining energy barriers of 11.95 and 15.10 kcal mol™!, respectively,

indicating that these enzymes may be used to degrade PU.
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INTRODUCAO

Na década de 1950 iniciou a produ¢do em grande escala de
plasticos. Atualmente, essa expansdo jd passa de 230 vezes. Esse
rdpido crescimento dos polimeros se deve as suas propriedades tinicas,
como, por exemplo: a relac@o resisténcia/peso, alta moldabilidade,
impermeabilidade, resisténcia a degradagdo fisica e quimica e baixo
custo.! Os resultados divulgados pelo Plastics Europe 2023 mostraram
que a produg¢do anual global de pldsticos chegou a 400,3 Mt (milhdes
de toneladas) em 2022. Dessa massa, 21,2 Mt corresponde somente
a poliuretano (PU).2

Nesse mesmo sentido, os residuos plasticos mais do que
dobraram, de 156 Mt em 2000 para 353 Mt em 2019. Ou seja, quase
dois ter¢os de todos os residuos pldsticos vém de aplica¢des com vida
util inferior a cinco anos, como embalagens, produtos de consumo
e téxteis. Somente 55 Mt desses residuos foram coletados para
reciclagem, destes, 9% foram reciclados, 19% foram incinerados e
quase 50% foram para aterros sanitdrios. Ja os 22% restantes foram
descartados em lixdes ndo controlados, queimados a céu aberto ou
vazados para o meio ambiente.’

Além disso, estima-se que os residuos pldsticos atinjam 1.014 Bt
(bilhdes de toneladas) em 2060. Dessa forma, projeta-se que o
vazamento de pldsticos para o meio ambiente aumente de 79 Mt em
2019 para 153 Mt em 2060.

Nessa légica, conforme outro estudo,* a acumulacido de
plasticos e micropldsticos em ambiente aqudtico produz impactos

*e-mail: quimthiagogarcia@gmail.com; netz@iq.ufrgs.br
Editor Associado responsdvel pelo artigo: Eduardo H. S. Sousa

negativos causando efeitos bioldgicos e ecoldgicos adversos que
consequentemente geram dano econdmico global aos ecossistemas
marinhos de 13 bilhdes de ddlares por ano.

Ademais, por causa da continua produgido em nivel mundial dos
polimeros e durabilidade indesejdvel no ecossistema, a degradacdo
para fins de reciclagem se tornou uma preocupagao crescente. Nesse
contexto, a busca por solu¢des sustentaveis para a degradagdo desses
materiais tem recebido, especial, visibilidade e uma das alternativas €
autilizag@o de enzimas para degradd-los.> Estudos recentes®’ apontam
que os polimeros sintéticos a base de petréleo sdo o principal alvo.
Entre eles destacam-se: PVC (policloreto de vinila), PET (polietileno
tereftalato), PE (polietileno), PP (polipropileno), PI (poliimida),
PS (poliestireno) e PU. Esse tltimo € um polimero com ligacdes do
tipo uretana (carbamato) obtido pela reagdo de polimerizacéo entre
um diisocianato e um diol ou um poliol poliéster.

Desses polimeros, o PET e o PU sdo suscetiveis ao mecanismo
de hidrélise devido a presenca de grupos funcionais ésteres que
possibilitam a quebra da ligagdo quimica entre o carbono e o
oxigénio. No entanto, o PET € o polimero mais reciclado de forma
mecénica, no Brasil.® Por outro lado, sua degradac@o enzimadtica estd
sendo desenvolvida em colaboragdo internacional incluindo grupos
de pesquisa brasileiros.” Todavia, a pesquisa in silico no &mbito da
degradagio enzimadtica do PU, no Brasil, ocorre de forma timida.'°

Diante disso, o presente trabalho aborda a degradago enzimadtica
de PU, sistema em relag@o ao qual o grupo ja possui estudos prévios,
usando técnicas de docking, dindmica molecular (MD) e métodos
hibridos de mecanica quantica/mecanica molecular (QM/MM) que
sdo amplamente utilizadas no campo da quimica computacional e
biologia estrutural. O docking € uma técnica que prediz a orientacio
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preferencial de uma molécula (ligante) ao se ligar a um receptor
(enzima) visando identificar interacdes e afinidades potenciais. A
MD, por sua vez, simula 0 movimento e comportamento de 4tomos
e moléculas ao longo do tempo, permitindo o estudo detalhado das
conformagdes e flutuacdes estruturais dos sistemas biomoleculares
em um ambiente simulado. O método QM/MM combina a precisdo
dos célculos de mecanica quantica, geralmente, aplicada em atomos
da regido do sitio ativo das enzimas e a mecanica molecular para o
restante do sistema, proporcionando uma abordagem balanceada entre
acurdcia e custo computacional.

As esterases A e B, PueA e PueB, foram classificadas
pela EC (do inglés, Enzyme Commission) como 3.1.1.1,
hidrolases. Elas sdo secretadas por micro-organismos do género
Pseudomonas chlororaphis e suas estruturas primdrias mostraram
a sequéncia de aminodcidos, no sitio ativo, caracteristica das serina
hidrolases, ou seja, GXSXG onde na notacdo comum usada na
bioquimica e na biologia molecular, G representa glicina, X pode
representar qualquer aminodcido e S representa a serina.'"!> Por
outro lado, os substratos naturais das esterases sdo, de forma geral,
os triglicerideos que tem grupo funcional éster."* Nesse sentido, sua
atividade catalitica natural € quebrar a ligacdo éster (C—O) por meio
de um mecanismo alternativo de hidrélise formando como produtos,
acidos carboxilicos e dlcoois.

O PU-MDI (difenilmetano diisocianato) apresenta em sua
estrutura quimica (Figura 1) dois grupos funcionais do tipo éster que
o torna susceptivel a degradac@o enzimdtica por meio das esterases.
Dessa forma, o principal fator € a presenca de grupos quimicos
semelhantes, os quais possibilitam a interagcdo dos substratos nido
naturais com as enzimas.'*!
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Figura 1. Estrutura do PU-MDI, destacado em verde estdo os grupos fun-
cionais ésteres (fonte: adaptado de do Canto et al.)"

Essas duas esterases PueA e PueB foram objetos de estudo
in silico do grupo de pesquisa'’ ao qual o autor estd inserido mostrando
por meio dos resultados do docking e da MD interagdes favordveis
e boa estabilidade com o PU-MDI. Por outro lado, essas esterases
também foram objeto de estudo in sifu em que os resultados apontaram
atividade catalitica de ambas na presenga do PU." Nesse sentido, o
objetivo dessa pesquisa, com base nos conhecimentos estruturais e
dinamicos prévios a respeito destes sistemas, € propor e estudar o
mecanismo de degradac@o do PU pelas enzimas PueA e PueB usando
as técnicas de quimica computacional supramencionadas.

METODOLOGIA
Estruturas

Os modelos tridimensionais (3D) da PueA e da PueB foram
determinados por modelagem comparativa. Essa técnica € baseada na
ideia de que as estruturas 3D e a fungdo de duas proteinas ou enzimas
sdo provavelmente semelhantes se suas sequéncias primdrias tiverem
pelo menos 25% de identidade.!” Dessa forma, € possivel determinar
teoricamente as estruturas 3D de enzimas, se houver uma estrutura
3D de uma enzima homdloga ja disponivel em bancos de dados como
o PDB (do inglés, Protein Data Bank).*® Também é possivel notar
que as estruturas internas, por exemplo: a-hélices e folhas-f3, sdo
geralmente conservadas em enzimas homologas além de estruturas
externas, como loops.*'?
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As sequéncias primdrias das enzimas PueA e PueB foram obtidas
do GenBank, o banco de dados de sequéncia genética da NCBI (do
inglés, National Center of Biotechnology Information).”> A busca de
enzimas homdlogas a serem usadas como modelos na modelagem por
homologia foi realizada pelo servidor BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) usando o algoritmo BLASTp.*

Os multiplos alinhamentos foram obtidos usando o algoritmo
Muscle*** no programa AliView.?® A partir do melhor alinhamento
entre estruturas de modelo e sequéncias de destino, o Modeller 9.8’
foi usado para construir os modelos das enzimas por meio do método
de restricdes espaciais. O melhor modelo para cada enzima foi
selecionado com base nos resultados do PROCHECK?* e Verify-3D.”
A andlise de sequéncias para a determinacio dos dominios e locais
funcionais foi realizada pelo PROSITE.**3!

A estrutura do mondmero de PU-MDI (Figura 1) foi construida
no Gauss View?*? e otimizada no programa Gaussian 09* usando
o funcional B3LYP* e as funcgdes de base 6-31G(d,p).* Apés a
otimizacao verificou-se a auséncia de frequéncias negativas indicando
que aquela era a geometria molecular de menor energia. Também
se otimizou o mondmero com solvente implicito, ndo observando
diferencas significativas na energia das duas estruturas. Além
disso, foi analisado os estados de protonac¢do em pH neutro usando
Marvin Sketch 19.8%¢ o qual é precisamente aquele mostrado na
Figura 1. Ainda, este padrdo contribui como 100% até o pH 8,40
atingindo 99% em pH 10,80 e 90% em pH 11,80. Somente acima
do pH 12,00 que outras formas, como o NH desprotonado, passam a
cumprir um papel. Tanto a estrutura das enzimas (Figura 2) quanto a
do mondmero (Figura 1) foram construidas em trabalhos anteriores'®!’
do nosso grupo de pesquisa.

Figura 2. Estrutura das enzimas PueA (a), PueB (b). A cor laranja representa
0 PU-MDI na regido do sitio ativo

Docking molecular

Depois de obtidas as estruturas dos receptores e do ligante foi
realizado o docking molecular para investigar a interagdo entre eles
com o objetivo de prever a conformagdo mais estdvel do complexo
enzima substrato.’” Nesse sentido, o docking foi realizado pelo
DockThor,”” um servidor web, assim submeteu-se os arquivos no
formato PDB das enzimas e do PU-MDI. A tnica modificacdo foi
a troca do estado de protonacdo da HIS313, um dos aminodcidos
da triade catalitica presente no sitio ativo da PueA, da posicao
épsilon, padrao em pH neutro, para a posi¢do delta. Esse ajuste no
estado de protonag@o foi necessdrio para viabilizar a transferéncia
do H da SER207 para o N da posicao épsilon, primeiro passo do
mecanismo de hidrélise, conforme mostrado na Figura 1Sa, Material
Suplementar. Desse modo, configurou-se o centro do grid, em ambas
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as enzimas, de forma cubica com arestas de 20 A, totalizando uma
malha de 531.441 pontos, centralizado nas coordenadas do dtomo
de oxigénio (OG) dos residuos cataliticos, SER207 no caso da PueA
e SER152 na PueB.

Dinamica molecular

Ap6s o docking, parametrizou-se 0 mondmero com o programa
AcPype,* por outro lado, a topologia das enzimas foi construida por
meio do comando pdb2gmx do GROMACS 2023.2.% Além disso,
usou-se 0 mesmo comando para adicionar hidrogénios e modificar
o estado de protonacao da HIS313 para posicao delta na estrutura da
PueA. Na PueB ndo foi alterado o estado de protonagio padrdo em
meio neutro de nenhum residuo. Em seguida, os complexos (enzima-
substrato), PueA e PueB, além do PU-MDI livre, foram montados
em caixa cubica de acordo com a Tabela 1.

Os dois sistemas foram, primeiramente, relaxados por meio
do algoritmo steepest descent com um maximo de 50,000 passos,
depois sujeitos a equilibragdo nos ensembles NVT e NPT por
100 ps em cada um. Por fim a MD de 500 ns (nanossegundos), em
triplicata, no ensemble NPT com temperatura de 310 K mantida
constante pelo termostato V-rescale*’ e a pressdo controlada pelo
barostato Parrinello-Rahman.*! Além disso, o tempo do passo foi
de 2 fs (fentossegundos) e as interagdes de longo alcance foram
calculadas com o algoritmo PME (Particle-Mesh Ewald) usando um
corte de 10 A. Ademais, o modelo de dgua usado foi o TIP3P* em
concentracao fisioldgica (0,154 mol L' de NaCl), o campo de forga
escolhido para descrever o sistema foi o AMBERO3.# Utilizou-se de
forma andloga, esse procedimento, para a simulagdo do PU-MDI livre.

QM/MM

Essa abordagem permite estudar o mecanismo de reagao por meio
da mecanica quantica, QM (do inglés, quantum mechanics) enquanto os
efeitos do meio circundante sdo modelados usando mecanica molecular,
MM (do inglés, molecular mechanics). Com esse objetivo selecionou-
se a configuragdo mais adequada a partir dos frames da trajetéria da
MD conforme apresentado na Figura 3. No caso do complexo PueA
escolheu-se um frame com a menor distancia entre o hidrogénio (HG)
da SER207 e o nitrogénio (NE2) da HISD313 ao mesmo passo da
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menor distancia do oxigénio (OG) da SER207 e do carbono (C30)
do PU-MDI. J4 no complexo PueB em que hd apenas um residuo
catalitico procurou-se o frame de menor distdncia entre o oxigénio
(OG)daSER152 e o carbono (C16) do PU-MDI, a nomenclatura desses
atomos estd detalhada nas Figuras 6S e 7S (Material Suplementar).
Esse critério de sele¢do dos snapshots da MD em que envolvem as
menores distancias dos dtomos no ataque nucleofilico foi baseado em
outro trabalho* com mecanismo reacional semelhante. Por outro lado,
também se selecionou, entretanto, de forma aleatéria um frame da MD
do ligante livre em meio aquoso para comparar as barreiras energéticas
dos mecanismos com e sem catalisador.

A partir dos snapshots descritos acima realizou-se um corte
esférico de cada um dos trés sistemas com raio de 20 A a contar do
PU-MDI como mostra a Tabela 2. Na sequéncia fixou-se os dtomos
da extremidade da esfera sendo que sua espessura foi de 2 A, em
seguida a otimizacdo de geometria usando o campo de forca Amber,
depois selecionou-se a regido QM conforme Figura 4. Essa parte foi
descrita pelo hamiltoniano semi-empirico PM6,* pois foi o método
que melhor descreveu o perfil de energia potencial tanto para a PueA
quanto para a PueB no conjunto dos métodos semi-empiricos testados:
AM1, AMI1dphot, PM3 e PM6 conforme indicam os resultados
nas Figuras 8S e 9S (Material Suplementar). Por fim, os sistemas
foram otimizados novamente usando na regido QM o hamiltoniano
semiempirico PM6.

Com cada sistema otimizado e suas regides QM e MM definidas,
iniciou-se a varredura de coordenadas de reagdo com o objetivo de
calcular a energia potencial em funcio da posicdo dos dtomos. As
varreduras dos trés sistemas, PueA, PueB e PU-MDI livre, foram
realizadas em uma dimensao (1D) sendo um total de 53 passos
com tamanho de 0,08 A para a PueA, 55 passos e 0,08 A para
PueB e 32 passos e 0,05 A para o PU-MDI livre, sendo que para
os trés sistemas usou-se uma constante de forca equivalente a
4.000 kJ mol ™ A2, Finalmente, a partir dos resultados dessa varredura
procedeu-se com o umbrella sampling (US)**7 (também em 1 D),
sendo que a constante de forga foi de 1.300 kJ mol A ¢ 20 ps em
cada janela de simulag@o. Posteriormente, aplicou-se a metodologia
WHAM (weighted histogram analysis method)™®* para se obter o
perfil de energia livre. Todo procedimento QM/MM foi realizado
com a interface grafica EasyHybrid 3.0°° e os célculos rodados com
o0 software pDynamo3.’!

Tabela 1. Descricio dos sistemas complexo PueA e PueB e também do PU-MDI livre

Sistema Nuimero de residuos Nimero de moléculas de dgua Quantidade de dtomos Volume da caixa / nm?
PueA 617 40.362 130.368 11,00
PueB 567 42.934 137.427 11,20
PU-MDI 1 10.171 30.594 6,73

PueA: poliuretanase esterase A; PueB: poliuretanase esterase B; PU-MDI: poliuretano-difenilmetano diisocianato.
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Figura 3. Snapshot selecionado da MD para realizar o QM/MM; (a) representa a PueA e (b) a PueB (ndo hd uma triade catalitica, por isso é mostrado apenas

a SER152)
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Tabela 2. Descricao da quantidade de dtomos por regifio nos trés sistemas:
PueA, PueB e PU-MDI livre

Quantidade de datomos em cada esfera

Regido

PueA_PU-MDI  PueB_PU-MDI  PU-MDI livre
Fixa 1.542 1.686 2.151
QM 31 26 18
MM 6.322 6.619 4.878
Total 7.895 8.331 7.047

PueA: poliuretanase esterase A; PueB: poliuretanase esterase B;
PU-MDI: poliuretano-difenilmetano diisocianato; QM: mecénica quéntica;
MM: mecanica molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O docking do PU-MDI na PueA apresentou as seguintes
interacdes com o ligante, conforme Figura 5. Nesse sentido, observa-
se que a maioria das interagdes foram hidrofébicas alquil, pi-alquil
e entre anéis aromadticos, seguido de uma interagdo covalente e uma
ligagdo de hidrogénio ndo cldssica entre o oxigénio da carbonila do
PU-MDI e o hidrogénio ligado covalentemente ao carbono (sp?) da
GLY142. Essa interagdo intermolecular € considerada um pouco
mais fraca do que as ligagcdes de hidrogénio cldssicas conforme
estudado por Johnston e Cheong.>> Além disso, nota-se trés interagdes
desfavordveis com os residuos ILE155 e ILE304, possivelmente,
causadas por sobreposicdes espaciais ou colisdes estéricas.

Por outro lado, o resultado do docking da PueB (Figura 6) mostrou
mais interacdes polares, sendo trés ligacdes de hidrogénio cldssicas
e cinco ndo classicas. Também se formaram interagdes apolares do
tipo alquil e pi-alquil. Dessa forma, ao se comparar as duas enzimas

/
/o
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quanto as intera¢cdes com o PU-MDI, percebe-se que a Pue A embora
tenha interagdes desfavordveis, hd um nimero maior de residuos
interagindo com o substrato. Ademais, em termos numéricos a
funcdo score da PueA e da PueB foram, respectivamente, —10,743
e —9,587 kcal mol™'. Ou seja, o PU-MDI, aparentemente, se ajusta
melhor em um sitio ativo mais hidrofébico (como da PueA) do que
hidrofilico (como da PueB).

As simulagdes MD foram analisadas do ponto de vista da
estabilidade, flexibilidade (Figura 4S) e interacdo (Figura 5S) com o
ligante. Dessa maneira, a partir do grafico da raiz quadrada do desvio
quadrético médio (RMSD, do inglés root mean square deviation),
apresentado na Figura 7, observou-se que os dois complexos, PueA
e PueB, mantiveram boa estabilidade ao longo da simulago, no caso
da PueA, aproximadamente, apds 150 ns a sua oscilagdo ficou entre
0,3 e 0,5 nm (nandmetro) enquanto que a PueB se estabilizou depois
dos 100 ns, girando em torno de 0,4 nm.

Reacdo de acilacao

O mecanismo proposto para degradar o PU teve como base o
mecanismo tedrico de reac¢do da hidrélise de ligacdes éster catalisada
pelas esterases.” Nesse sentido, a Figura 8 ilustra as etapas da
degradacdo que ocorrem no sitio ativo da PueA bem como as
correspondentes variacdes de energia livre.

Os resultados do US sugerem um mecanismo de duas etapas,
acilacdo e desacilagdo. Na primeira, ha o ataque nucleofilico do OG da
SER207 ao C30 do PU-MDI e, simultaneamente, a transferéncia do HG
da SER207 para o NE2 da HISD313, ressalta-se que a desprotonacdo da
SER207 ocorreu sem a necessidade de realizar uma varredura em duas
dimensoes (2D). Recentemente, Moliner e colaboradores®* estudaram
esse mesmo mecanismo usando US em 2D e seus resultados, também,

®N] 2 ( ©

Figura 4. Regido qudntica simbolizada pelos dtomos em forma de esferas; (a) representa PueA, (b) PueB e (c) PU-MDI livre
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Figura 5. Interagoes entre os aminodcidos da PueA e o PU-MDI de acordo com o resultado do docking. Em amarelo as interagoes hidrofobicas, em vermelho

as interagoes desfavordveis, em azul uma liga¢do de hidrogénio ndo cldssica e em roxo uma ligagdo covalente (nota: as ligagdes entre os residuos e o ligante

sdo mostradas de modo esquemdtico nesta representagdo, ndo correspondendo ao tamanho comparativo das ligagoes)
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Figura 6. Interacoes entre os aminodcidos da PueB e o PU-MDI de acordo com o resultado do docking. Em verde as ligagcoes de hidrogénio cldssicas, em

azul as ligagoes de hidrogénio ndo cldssicas e em amarelo as interagées hidrofobicas (nota: as ligagoes entre os residuos e o ligante sdo mostradas de modo

esquemdtico nesta representagdo, ndo correspondendo ao tamanho comparativo das ligagoes)
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Figura 7. Grdfico do RMSD levando em conta todos os dtomos da proteina
e do ligante, referenciado pelo complexo (enzima-ligante), dos complexos
PueA e PueB

apontaram que o ataque nucleofilico e a desprotonaciio ocorrem ao
mesmo tempo. Analisando as cargas parciais desses 4tomos conforme
Tabela 1S (Material Suplementar) nota-se que a carga do OG diminuiu
de —0,60 para —0,64 no TS1 (estado de transi¢ao, em inglés, transition
state) aumentando a nucleofilicidade do SER207 enquanto que a carga
do NE2 aumenta de —0,38 para —0,20 aumentando seu cardter dcido.
A carga do C30 aumenta de 0,66 para 0,77 durante a formacdo da
ligacdo quimica com o OG, por outro lado a carga do O31 passa de
—0,56 a —0,82 pois esse oxigénio durante a formagao do intermediario
tetraédrico (TI), do inglés, tetrahedral intermediate, passa a fazer uma

ligacdo simples e 0 O32 diminui sua carga parcial levando a quebra
daligac@o éster (C30--O32) do PU-MDI. Essa etapa tem uma barreira
energética de 11,95 kcal mol.

A energia de ativacdo calculada recentemente para esse
mecanismo de degrada¢do do PU usando, também, a PueA por
outro grupo de pesquisa® aplicando uma metodologia semelhante de
QM/MM encontrou uma barreira de 22 kcal mol™. Essa diferenga
nos valores pode ser atribuida aos diferentes ligantes, nesse e naquele
estudo, além da escolha do método semi-empirico e a quantidade de
atomos incluidos na regido quantica. Depois, da transferéncia do HG
para o O32 regenerando a HISD313, consequentemente, formando
um intermedidrio acil-enzima (AE) e o primeiro produto, um dlcool.

Na PueB, a fase de acilacdo pode ser observada na Figura 9. Essa
enzima tem apenas um residuo catalitico (SER152), enquanto a PueA
tem uma triade catalitica (SER207, HISD313 e ASP255).

Nessa primeira fase o mecanismo de degradagdo da PueB
foi desenvolvido com base nos trabalhos de Ekici ef al.,”® Lee e
colaboradores,*® Hol e colaboradores.” Esses autores investigaram
a familia das serina hidrolases, ndo comum, as quais tem no sitio
ativo apenas a serina como residuo catalitico. Nesse sentido, seus
estudos sugerem que uma molécula de dgua pode desempenhar a
funcdo equivalente a histidina durante a catdlise. Dessa forma, o
ataque nucleofilico do oxigénio (OG) da SER152 ao C16 do PU-MDI
e a transferéncia do hidrogénio (HG) para o oxigénio (OW) da dgua
ocorrem concomitantemente formando o TI1. Analisando as cargas
formais desses dtomos na Figura 2S observa-se uma leve diminui¢ao
da carga do OG de —0,59 para—0,47 indicando que a SER152 tem um
menor carater nucleofilico do que a SER207. J4 as cargas parciais
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Figura 9. Perfil de energia livre das etapas de reacdo da PueB

dos dtomos da molécula de 4gua nessa fase se mantém, praticamente,
sem alteracdes, enquanto que a carga do C16 aumenta de 0,65 para
0,68 e a carga do O15 aumenta de —0,47 para—0,61 levando a quebra
da ligagdo éster (O15--C16) do PU-MDI. Essa anilise das cargas
mostra que a densidade eletronica se concentra no O15 e ndo no
oxigénio da carbonila como ocorre na PueA, isso pode ser devido
a um maior nimero de moléculas de dgua nas proximidades do
mecanismo da PueB.

Dessa forma, a fase de acilag@o ocorre com um custo energético
de 15,10 kcal mol'. Nota-se que a PueB precisou de 3,15 kcal mol”!
a mais para formar o TS1 em comparag¢do com a PueA. Outrossim,
observa-se nas Figuras 8 e 9 que a barreira energética dessa fase de
acilagdo das duas enzimas ¢ a prépria etapa determinante da reagao.
Nesse sentido, a triade catalitica da PueA se mostrou mais eficiente
do que um unico residuo catalitico (da PueB), esse resultado vai
ao encontro dos obtidos experimentalmente por Crookes-Goodson
e colaboradores.'® Essa etapa € finalizada com a formacdo do
intermedidrio AE e do dlcool.

Reacao de desacilacao

Nessa segunda etapa, o mecanismo da PueA segue com o
ataque nucleofilico do OW da molécula de dgua ao C30 do PU-MDI
simultaneo a transferéncia do HW1 para o NE2 da HISD313 formando
o segundo intermedidrio tetraédrico (TI2) com uma barreira energética
de 9.32 kcal mol™'. Observa-se um aumento da carga do C30 (de 0,68
para 0,78) e um aumento da carga do OW (de —0,63 para —0,69)
bem como a diminuigdo da carga do ND1 (de —0,20 para —0,11).
Posteriormente, ocorre a quebra da liga¢@o entre os atomos C30 e
OG da SER207 e a transferéncia do HW1 da HISD313 para o OG,
dessa forma, regenerando a SER207 e formando o segundo produto,
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um dcido carboxilico. Esses produtos, dlcool e dcido, também foram
previstos por Kemona e Piotrowska.*

A desacilagio da PueB inicia-se com o ataque nucleofilico do
OW da molécula de dgua ao C16 do PU-MDI formando o segundo
intermedidrio tetraédrico seguindo para a transferéncia do HW?2 para
0 OG da SER152 e a quebra da ligagdo entre os dtomos OG--C16
regenerando a SER152 e formando o segundo produto semelhante
a PueA. Essa etapa mostrou que a barreira energética de ambas
enzimas foi praticamente igual, mesmo com a PueB tendo apenas
um residuo catalitico.

Outro fator que interfere nos mecanismos das hidrolases € a
formacéo da cavidade oxidnion, que pode ser formada por moléculas
de dgua ou por residuos da enzima. Nos sitios de ligagdo, tanto da
PueA e da PueB, essa regido ¢ formada por residuos das cadeias
laterais, sendo a LEU208 e a GLY 142 na PueA e a LEU153 ¢ a
CYS203 na PueB. Eles estabilizam a carga gerada no oxigénio da
carbonila durante a formacdo dos intermedidrios tetraédricos.

O principal objetivo das enzimas € diminuir a energia de ativacao,
para isso elas propdem um mecanismo alternativo de menor energia
conforme detalhado para PueA e PueB nas Figuras 1S e 2S. Desse
modo, com a finalidade de comparar a energia de ativagao da hidrdlise
com e sem biocatalisador também simulou-se a hidrélise do PU-MDI
livre (Figura 3S). A Figura 10 mostra a barreira energética do PU-MDI.

Diante disso, nota-se que a barreira energética da hidrdlise sem
catalisador € maior. Ou seja, tanto o mecanismo da PueA quanto
o da PueB diminuem a energia de ativacdo indicando que podem
biocatalisar a degradagdo do PU-MDI. Ainda se observou que a
barreira energética da PueA € 3,15 kcal mol”! menor do que a da PueB
corroborando com os resultados experimentais do Crookes-Goodson
e colaboradores. '
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Figura 10. Perfil de energia livre das etapas de reacdo do PU-MDI
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CONCLUSOES

O presente trabalho, por meio de ferramentas computacionais,
estudou o mecanismo de degradacdo do PU-MDI catalisado pelas
serina hidrolases PueA e PueB. O resultado do docking mostrou que a
PueA teve mais residuos interagindo com o PU-MDI em seu sitio ativo
do que a PueB, indicando maior afinidade de ligacdo no complexo
PueA. Jd a MD demonstrou que o PU-MDI permaneceu no sitio ativo
ao longo dos 500 ns de simulac@o em todas as réplicas, sugerindo boa
interacdo e estabilidade na conformag¢do dos complexos.

Por outro lado, com a abordagem QM/MM foi possivel explorar
o mecanismo da reacdo com e sem catalisador. Nesse sentido, a
parte QM descrita pelo hamiltoniano semi-empirico PM6 indicou
barreiras energéticas favordveis para a ocorréncia da reacéo indicando
aeficiéncia catalitica das duas enzimas. Ainda se notou que a energia
da ativac@o da PueA foi reduzida em, aproximadamente, 54% e da
PueB em 41% quando comparadas com a barreira energética da
reagdo em meio aquoso. A partir desses resultados estudos futuros
podem vir a abordar dimeros ou oligdmeros, visando uma descri¢ao
mais proxima da realidade experimental.

Por fim, a pesquisa pode contribuir para o desenvolvimento
de tecnologias sustentdveis de gestdo de residuos, promovendo
alternativas biol6gicas para a degradacdo de PUs, que sdo
notoriamente resistentes a degradagdo ambiental. A identificagdo de
micro-organismos e enzimas eficazes, como PueA e PueB, pode levar
a criacdo de processos de tratamento de residuos mais ecoldgicos e
economicamente vidveis, reduzindo a dependéncia de métodos fisicos
e quimicos tradicionais, que muitas vezes so caros e poluentes.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas figuras e tabelas dos mecanismos utilizados neste
trabalho estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma
de arquivo PDF, com acesso livre.
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