UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE FiSICA DE SAO CARLOS

LUISA MARQUES PIMENTEL

Analise estrutural de Proteinas Termofilicas envolvidas na biodegradacgao de plasticos

Sao Carlos
2025



Analise estrutural de Proteinas Termofilicas envolvidas na biodegradacao de plasticos

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de
Sdo Paulo para obtengdo do titulo de Bacharel em
Fisica Biomolecular.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Renato Carvalho Muniz -
IFSC

Sao Carlos
2025



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO
PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.



RESUMO

O acumulo de plasticos sintéticos de origem fossil em ambientes terrestres e marinhos
representa um dos maiores desafios ambientais e socioeconomicos da atualidade. Métodos
convencionais de reciclagem mecanica e quimica possuem limitagdes significativas, tornando
essencial o desenvolvimento de abordagens biotecnologicas para a degradacdo eficiente desses
polimeros. Este trabalho visa contribuir para essa area por meio da caracteriza¢do estrutural de
hidrolases envolvidas na degrada¢do de plasticos. Para isso, foram selecionadas trés enzimas: a
hidrolase de dienolactona (selvagem e mutante) de Hydrogenobacter thermophilus, uma hidrolase
de Thermotogaceae bacterium e uma hidrolase de Carbonactinospora thermoautotrophica. Essas
proteinas foram submetidas a andlise estrutural por difracdo de raios X em monocristais,
permitindo a elucidacdo de suas estruturas tridimensionais e a investigacdo de seus mecanismos
cataliticos e estabilidade térmica. A compreensdo detalhada dessas hidrolases poderd fornecer
subsidios para a engenharia racional de variantes mais eficientes e termoestaveis, visando sua
aplicacdo na bioconversao de plasticos. Espera-se que este estudo ndo apenas preencha lacunas
sobre 0s mecanismos moleculares envolvidos na biodegradagdo de polimeros sintéticos, mas
também fornecga bases para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis voltadas a mitigacao da

poluicao plastica.

Palavras-chave: Biodegradagao; hidrolases; estrutura tridimensional; difracdo de raios X; plasticos.
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1. INTRODUCAO

No século XX, a sintese de uma nova classe de materiais impulsionou uma revolucao
industrial significativa: os polimeros sintéticos. Embora apresentem baixa toxicidade inerentes,
decorrente principalmente de sua insolubilidade em &gua e de sua elevada massa molecular, os
mondmeros utilizados em sua produ¢do podem ser tdxicos e potencialmente carcinogénicos.
Durante décadas, a liberagao desses materiais no meio ambiente foi considerada inofensiva, o que
resultou no descarte desenfreado. Proje¢des indicam que, caso as tendéncias atuais de produgdo e
consumo sejam mantidas, até 2050 cerca de 33.000 Mt terdo sido geradas [1]. Os microplasticos
também vém se consolidando como uma preocupacdo ambiental, a sua ampla dispersdo em diversos
locais, bem como a sua capacidade de transferéncia ao longo da cadeia alimentar, representam um

risco potencial a satide humana e a integridade dos ecossistemas.

As abordagens convencionais de reciclagem do politereftalato de etileno (PET) baseiam-se
em métodos mecanicos e quimicos que apresentam limitagdes, como o elevado consumo energético,
a geragdo de subprodutos toxicos e a baixa eficiéncia na recuperagdo dos mondmeros constituintes.
Nesse cenario, a degradagdo enzimatica surge como uma alternativa promissora, uma vez que
ocorre sob condi¢des brandas de temperatura e pH, reduzindo impactos ambientais e viabilizando a
conversao do PET em seus mondmeros originais, os quais podem ser reutilizados na sintese de

novos materiais.

As pesquisas com enzimas capazes de atuar sobre plasticos, denominadas PAZymes
(Plastic-Active Enzymes), vém se expandindo [2], com a caracterizacdo de esterases, lipases,
cutinases e carboxilesterases [3]. Elas sdo capazes de catalisar rea¢des de hidrolise no PET e outros
poliésteres. Um marco relevante foi a descoberta, em 2016, no Japao, de um consércio microbiano
que permitiu o isolamento da Ideonella sakaiensis, uma bactéria com a capacidade singular de
degradar e metabolizar PET como fonte de carbono [4]. Essa espécie expressa duas enzimas
hidroliticas fundamentais, a PETase, que converte o PET em MHET (4cido mono(2-hidroxietil)
tereftalico), e a MHETase, que transforma o MHET em &cido tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG),

os quais sdo completamente assimilados pela bactéria (Figura 1).
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Fig. 1. Mecanismo de degradagdo do PET por hidrolases. Elas catalisam a clivagem hidrolitica do PET gerando BHET
(acido bis(2-hidroxietil) tereftalico), MHET (&cido mono(2-hidroxietil) tereftalico), TPA (acido tereftalico) e EG
(etilenoglicol). Imagem adaptada de Wei et al. (2021), Polymer Degradation and Stability, v. 183, p. 109457.

A PETase ¢ uma enzima da superfamilia das o/B-hidrolases, cuja estrutura é caracterizada
por um nucleo central formado por folhas B rodeadas por hélices a (Figura 2). Essa conformacao
confere ao sitio ativo uma disposi¢ao que favorece o acesso do substrato, influenciando diretamente
sua funcdo catalitica. Em comparacdo com outras enzimas da mesma familia, como cutinases e
lipases, a PETase se destaca por apresentar uma abertura mais ampla no sitio ativo e por conter
ligacdes dissulfeto adicionais, fatores que impactam positivamente sua eficiéncia na degradacao do

PET [5].
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Fig 2. Esquema da arquitetura secundaria tipica da dobra o/f de hidrolases. As hélices alfa sdo representadas por
cilindros brancos, enquanto as fitas beta aparecem como setas em cinza. Os pontos pretos marcam a posicao da triade
catalitica. As linhas tracejadas indicam possiveis regides de inser¢ao estrutural. Fonte: Ollis, D. L. ef al. (1992)



Estudos de engenharia enzimatica tém revelado a existéncia de variantes estruturais com
caracteristicas cataliticas distintas. Como exemplo, a enzima HtDLH, cuja triade catalitica ¢
composta por Cys121, Asp170 e His202, em contraste com a triade classica Ser—Asp—His presente
em muitas o/p-hidrolases. Essa varia¢do ressalta a diversidade funcional entre enzimas com

arquitetura semelhante. [6;7].

Diante desse cenario, o presente estudo tem como objetivo a caracterizagdo estrutural e
funcional de trés hidrolases inéditas: E1 mutante, W3 e E3. A analise combinada dessas proteinas,
aliando abordagens de bioquimica enzimética e cristalografia de raios X, visa ampliar o
entendimento sobre suas atividades hidroliticas e potencial aplicagdo biotecnologica. Espera-se que
os resultados obtidos contribuam para o aprimoramento de sistemas enzimdticos voltados a
reciclagem e biotransformacdo do PET, com implicacdes diretas para a mitigagao de residuos

plésticos em escala industrial ¢ ambiental.
2. MATERIAS E METODOS
2.1. Procedimentos gerais de obtencao, cristalizacio e coleta de dados

As proteinas analisadas foram fornecidas em colaboragdo com o Prof. Dr. Fabio Squina
(UNICAMP) e o Prof. Dr. Wanius Garcia (UFABC), que disponibilizaram amostras previamente
purificadas e caracterizadas por ensaios enzimaticos, permitindo a investigacdo estrutural. A
expressdo foi realizada em sistema heterdlogo, com Escherichia coli BL21 como hospedeira,
utilizando codons otimizados e o vetor pET28a(+). A purificagdo foi conduzida por cromatografia

de afinidade.

Os ensaios de cristalizagdo foram automatizados com o rob6 Crystal Gryphon (Art Robbins
Instruments®), utilizando placas Intelli-Plate 96-well low profile. Diversas condi¢des comerciais
foram testadas, com proporgdes de proteina e solucao precipitante de 1:1, 1:2 e 2:1 (0,45 uL + 0,45
uL; 0,3 uL + 0,6 uL; 0,6 uL + 0,3 uL). As placas foram seladas com filme adesivo transparente e
incubadas a 20°C. A formacdao dos cristais foi monitorada semanalmente, sendo selecionados
aqueles com tamanho adequado, forma definida e bem isolados. A manipulagdo foi realizada com

MicroLoops (MiTeGen) compativeis com o tamanho dos cristais.

Cristais obtidos em condigdes sem crioprotetores foram transferidos para solu¢des contendo

etileno glicol (ETG), preparadas a partir da propria solugdo de cristalizagdo, com concentragdes



ajustadas conforme o teor de agua da gota, visando prevenir a formacdo de gelo durante o
resfriamento. Apods a crioprote¢do, os cristais foram rapidamente resfriados e armazenados em

nitrogénio liquido até a coleta.

A coleta de dados de difracdo por raios X foi realizada na linha de luz MANACA do
sincrotron Sirius (LNLS — Campinas, SP), com uso do detector PILATUS 2M. Os cristais foram
mantidos a 100 K sob fluxo de nitrogénio gasoso, garantindo estabilidade térmica e preservacao
estrutural. O alinhamento ao feixe foi feito com precisao para assegurar uma exposicao homogénea.
As imagens geradas pelo detector foram transferidas automaticamente para a estagdo grafica de
controle, permitindo o monitoramento em tempo real da coleta e o inicio do processamento

computacional.

O processamento inicial incluiu a indexagdo, integracdo, avaliagdo da resolucdo e
determinagdo do grupo espacial, conduzido pelo pacote autoPROC (baseado no XDS). A redugado, o
escalonamento e a fusdo dos dados foram realizados com o programa AIMLESS. A estimativa do
numero de moléculas por unidade assimétrica e da fracdo de solvente cristalino foi obtida por meio
do coeficiente de Matthews. As fases cristalograficas foram determinadas por substitui¢ao
molecular utilizando o programa PHASER, com modelos estruturais homologos selecionados a
partir de buscas no banco de dados PDB, com base no grau de identidade de sequéncia identificado
por meio de andlises via BLAST. O refinamento dos modelos foi conduzido por ciclos alternados
entre refinamento automatizado no REFMAC, com aplicagdo de corregcdoes TLS e refinamento dos
fatores B individuais, e ajustes manuais em espaco real realizados no programa COOT. A validagao
final da qualidade estrutural foi feita com o software PDB Validation, enquanto as representacdes

tridimensionais das estruturas foram geradas com o PyMOL Molecular Graphics System.

2.1.2 Consideracgoes especificas para cada proteina

Apesar da padronizacdo nos procedimentos experimentais, cada proteina apresentou
especificidades relacionadas ao organismo de origem, condi¢des de cristalizagdo, crioprotegdo e

modelo estrutural empregado na substituicdo molecular.



E1 mutante

Derivada de Hydrogenobacter thermophilus, a E1 ¢ uma dienolactona hidrolase (DLH),
enzima que participa da quebra de ésteres e da degradacdo de compostos aromaticos. A forma
selvagem contém uma triade catalitica incomum (Cys121, Asp170, His202), caracteristica de DLHs
e hidrolases o/p. Para aproximar sua configuracdo da triade tipica de PAZymes (Ser-Asp-His), foi
realizada uma mutagao sitio-dirigida substituindo Cys121 por Ser (CS121S), utilizando o sistema
KLD (New England Biolabs) e expressao em E. coli DH5a. A modificagdo buscou avaliar o
impacto funcional dessa troca, considerando estudos que destacam a importincia da triade na
interagdo com o substrato. Os ensaios de cristalizagdo utilizaram os kits Salt Rx™, BCS Screen
MD®, PACT++™ ¢ SG1 MD®, com concentragdes de ETG entre 10% e 30%. A estrutura da

enzima nativa (PDB ID: 9BLE) serviu como modelo para substituicdo molecular.
W3

Isolada de Thermotogaceae bacterium, W3 ¢ uma hidrolase o/f que promove a clivagem de
ligagdes quimicas por hidrélise. Foram empregados os kits JCSG™, Salt Rx™, Crystal Screen™,
Morpheus [I®, PACT++™ e SG1 MD®, com ETG variando de 10% a 30%. O modelo utilizado na
substitui¢do molecular foi uma lipase termoestavel de monoacilglicerol (PDB ID: 8B9S), com

33,06% de identidade de sequéncia.
E3

Originaria de Carbonactinospora thermoautotrophica, E3 também integra a classe das o/
hidrolases. A triagem cristalografica envolveu os kits Crystal Screen™, Morpheus I®, Morpheus
[I®, PACT++™, Index HT™ ¢ JCSG™, com ETG entre 5% e 25%. O modelo estrutural adotado
foi o de uma esterase de acido fertilico (PDB ID: 7Z22U), com 27,35% de identidade de sequéncia.

3. RESULTADOS
3.1 E1 mutante
A estrutura foi resolvida a partir de cristais formados na condig¢ao F2b do kit de cristalizagao
PACT++™, contendo 20% (w/v) polietilenoglicol 3.350, 100 mM Bis-Tris propano (pH 6.,5) e

200 mM brometo de sodio. O cristal pertence ao sistema ortorrdmbico, grupo espacial P2:2:2:, com

parametros de célula unitaria de 76,524 A, 86,193 A e 141,568 A. A estrutura contém quatro



unidades assimétricas, cada uma com 234 residuos. Inicialmente, os dados apresentaram resolucao
de 2,0 A, contudo, visando melhorar a qualidade dos mapas de densidade e as estatisticas globais,
foi adotado um corte de resolugio para 2,25 A, valor definido com base nos critérios de qualidade,
Rpim < 0,6 (indicador de precisdo nas intensidades medidas), (I/c(I)) > 2,0 (relagdo sinal/ruido das
intensidades) e CC(1/2) > 0,3 (correlacdo entre conjuntos independentes de dados). A coleta exibiu
excelente qualidade, com completeza de 99,6%. Os valores de R-work e R-free conquistados foram
de 20,64% e 25,80%, respectivamente, vale ressaltar também que 97,18% dos residuos foram

posicionados em regides favorecidas do diagrama de Ramachandran.

A caracterizacdo bioquimica da enzima mutante revelou uma atividade especifica inferior a
da proteina selvagem, indicando a importancia funcional do residuo de cisteina na catélise, na figura

3 temos a comparagao entre os sitios ativos das proteinas.

Fig 3. Comparagdo dos sitios ativos da proteina El selvagem (ciano) e da mutante C121S (verde). A mutagdo da
cisteina 121 (em branco) por uma serina (em rosa) substitui o grupo funcional sulfidrila (-SH), altamente nucleofilico,
por um grupo hidroxila (-OH), menos reativo e mais polar. Essa substitui¢do altera o microambiente do sitio ativo. A
triade catalitica (His—Asp—Cys/Ser) esta destacada em cores contrastantes para facilitar a visualizagao.

Considerando que a unica modificagdo introduzida na proteina corresponde a uma
substituicdo pontual de residuo, observou-se a conservagdo do enovelamento tridimensional em
relagdo a enzima selvagem, a sobreposi¢do estrutural entre as duas resultou em um desvio
estrutural (RMSD) de 0,199 A, confirmando a altissima similaridade estrutural. Ambas as isoformas
mantém a dobra candnica caracteristica das a/B-hidrolases. Como ilustrado na Figura 4, a estrutura
da E1 mutante ¢ composta por oito fitas f organizadas em uma longa folha 3 central que constitui o
nucleo da proteina, circundada por sete hélices o, sendo uma parcialmente enterrada e as demais
expostas ao solvente. Embora a mutagdo tenha provocado uma redugdo na atividade catalitica, a

enzima mutante mantém a capacidade de atuar sobre o BHET. Essa propriedade ¢ de particular



interesse, dado que intermedidrios como BHET e MHET sao gerados durante a degradacao do PET

por PETases.

Fig 4. Representagdo tridimensional da enzima El mutante, evidenciando a manutencdo da dobra tipica de
o/B-hidrolase, em magenta temos as fitas § envoltas pelas hélices a (ciano) e a algas em rosa claro. A estrutura global
permanece conservada em relagdo a isoforma selvagem, demonstrando que a mutacdo pontual ndo comprometeu o
enovelamento da proteina.

Analises complementares da cavidade catalitica da enzima revelaram aspectos estruturais
relevantes para a compreensao de sua fungdao e especificidade. A representagao da cavidade
utilizando superficie de volume (Figura 5) evidencia uma topologia bem definida, com formato
alongado e ligeiramente afunilado na regido correspondente ao sitio ativo, o que sugere uma
acomodagdo favoravel para moléculas lineares, como o BHET. A cavidade esta envolvida por
diversos residuos polares e hidrofébicos que contribuem para o reconhecimento € posicionamento

do substrato.
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Fig 5. Cavidade catalitica da enzima E1 mutante representada em superficie de volume, destacando sua forma alongada
e afunilada, o sitio ativo estd em ciano e os residuos ao redor da cavidade em rosa.

Além disso, a andlise do potencial eletrostatico (Figura 6) revelou uma distribuicdo de
cargas que contribui para a compreensdo do reconhecimento molecular do ligante. Observa-se que a
regido de entrada da cavidade apresenta um potencial levemente negativo, enquanto o interior
mantém uma predominancia de zonas neutras, com auséncia de areas fortemente carregadas. Essa
configuracdo favorece a entrada e o posicionamento de substratos neutros ou fracamente apolares,
facilitando a orientacdo inicial da molécula no sitio ativo. A auséncia de campos eletrostaticos
intensos no interior da cavidade sugere também um ambiente quimicamente permissivo, que nao
impde barreiras eletrostaticas significativas a aproximagao do substrato, compativel com a catélise
de ésteres aromaticos, que dependem mais de interagdes hidrofobicas e de reconhecimento estérico

do que de complementaridade eletrostatica.

Fig 6. Potencial eletrostatico da cavidade da E1 mutante, com destaque para regides de carga negativa em vermelho,
positiva em azul e neutra em branco. A distribuigdo observada indica um ambiente favoravel a entrada de substratos
neutros ou levemente apolares.

A visualizagdo tridimensional do sitio ativo, com destaque para a cavidade, confirma que a
substitui¢cdo pontual ndo comprometeu significativamente a arquitetura catalitica. O sitio permanece
acessivel, com volume suficiente para acomodar o substrato, e a triade catalitica (composta por Ser,
Asp e His) mantém o posicionamento adequado para a catalise, sustentando a hipdtese de que a
reducdo da atividade esta relacionada a outros fatores estruturais, mais sutis, como o
reposicionamento de elementos periféricos ao nucleo catalitico. Entre esses fatores, destaca-se a
presenga de uma estrutura que atua como uma espécie de “tampa” parcial sobre a entrada da
cavidade catalitica, conforme evidenciado na Figura 7. Esta tampa é formada por residuos como
Trip 35, Met 77, Leu 147 e Phe 172, localizados em regides de loop e hélices adjacentes ao sitio

ativo. A natureza majoritariamente hidrofobica e aromatica desses residuos sugere que a tampa
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desempenha um papel crucial na modulacdo do acesso ao sitio catalitico, estabelecendo uma

barreira estérica seletiva que condiciona a entrada e o correto posicionamento de substratos.

Fig 7. Visualizacdo da entrada da cavidade catalitica da E1 mutante, evidenciando a estrutura tipo “tampa”, com
destaque para os residuos proximos (em rosa) ao sitio ativo formada pela Trp35, Met77, Leul47 e Phel72, que restringe
parcialmente o acesso ao sitio ativo.

A presenga dessa tampa pode desempenhar um papel determinante na modulagdo da
atividade enzimadtica, influenciando tanto a especificidade quanto a eficiéncia catalitica. Por um
lado, sua configuragdao pode restringir o acesso a determinados substratos, a presenga de residuos
volumosos como Triptofano e Fenilalanina podem favorecer interagdes especificas de
empilhamento m-m com porgdes aromaticas, promovendo uma seletividade estrutural mais rigorosa.
Por outro, a limitagao fisica imposta pode também reduzir a taxa de entrada do PET no sitio ativo, o
que explicaria, ao menos em parte, a reducao observada na atividade hidrolitica da E1 mutante.
Além disso, alteragdes na flexibilidade ou dindmica dessa tampa, potencialmente afetadas pela
mutacdo, podem impactar o equilibrio entre estados conformacionais abertos e fechados da enzima,

interferindo diretamente no seu desempenho catalitico.

3.2 W3

A resolugdo estrutural da W3 foi viabilizada por meio de cristais obtidos na condicao G4a
do kit JCSG™, composta por 20% (w/v) polietilenoglicol 2.000, 0,1 M Tris (pH 8,5) ¢ 0,2M
N-6xido de trimetilamina. A proteina cristalizou no sistema ortorrombico, grupo espacial P2:2121,

com pardmetros de célula unitaria de 57,504 A, 86,874 A e 99,538 A. O modelo resultante é um
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dimero, com 249 residuos de aminoacidos por cadeia. Os dados brutos indicaram resolucao de
1,30 A, que foi ajustada para 1,50 A apds reprocessamento, considerando os mesmos critérios de
qualidade ja descritos. O refinamento apresentou valores de R-work e R-free de 16,62% e 18,69%,
respectivamente, e 97,57% dos residuos localizados em regides favorecidas do grafico de

Ramachandran.

Apesar da identidade de sequéncia moderada com a proteina utilizada para substituicdo
molecular, uma lipase recentemente caracterizada (~33%, PDB ID: 8B9S), observou-se uma
conservagao significativa no enovelamento global entre as duas estruturas, com um RMSD de 1,016
A, o qual permitiu extrapolar informagdes funcionais a partir da proteina modelo. A 8B9S ¢ uma
lipase, cuja atividade hidrolitica depende de uma triade catalitica do tipo Glu43—Ser113-Tyr154 e
de um tunel hidrofobico formado por um dominio de tampa minimo com topologia
a-hélice—p-grampo—a-hélice (HBH). Na estrutura da W3, os residuos equivalentes a triade da 8B9S
sao Val44—Ser113-Tyr150 (figura 8).

SERajL3
3 GLY-43 @%0
5%

Fig 8. Comparagdo da triade catalitica entre a proteina W3 (verde) ¢ a lipase modelo 8B9S (magenta). Os residuos da
triade catalitica estdo representados como bastoes: Glu43, Serl13 e Tyr154 na 8B9S; Val44, Serl113 e Tyr150 na W3.
Observa-se que, apesar das substituigdes de residuos entre as proteinas, os residuos homoélogos ocupam posi¢oes
espaciais semelhantes na estrutura tridimensional, sugerindo conservagdo parcial da arquitetura catalitica.

Embora a serina catalitica esteja conservada tanto em identidade quanto em posicao
espacial, as substituicdes de Glu por Val e a leve mudanga de posi¢do da tirosina sugerem
modificagcdes no mecanismo catalitico de hidrdlise da W3, possivelmente menos dependente de
uma rede classica de transferéncia de protons e mais ajustado a clivagem de ésteres curtos, como o
BHET, um intermedidrio da degrada¢dao de PET. A valina, por ser um residuo apolar e estrutural,
ndo participa da catalise, ao contrario do glutamato, acido presente na 8B9S, uma vez que ela atua

sobre substratos lipidicos.
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Outro aspecto relevante ¢ a presenca de ligantes cristalizados nas duas estruturas. A proteina
modelo 8B9S apresenta um monoacilglicerol C18 enddgeno posicionado diretamente no sitio ativo,
0 que permitiu sua caracterizacdo funcional como lipase. Ja a proteina W3 apresenta um ligante
quimicamente distinto e localizado distante da triade catalitica, com uma estrutura aromatica
simples com uma carbonila € um enxofre, provavelmente um solvente organico ou composto

cristalizante, conforme observado em visualiza¢des estruturais (figura 9).

Fig 9. Comparagdo estrutural entre a proteina modelo, representada em magenta (PDB: 8B9S), e a proteina de estudo
W3, em verde. Os ligantes das respectivas proteinas estdo mostrados em ciano, préximos ao sitio catalitico, € em
amarelo a direita da representagdo.

A andlise estrutural do sitio ativo por meio de visualizagdes de superficie revelou uma
cavidade bem definida e topologicamente organizada, com morfologia afunilada e continuidade
com o interior da proteina, sugerindo ser um verdadeiro canal catalitico (figura 10). Essa cavidade
acomoda de forma eficiente os residuos da triade catalitica proposta (Val44—Serl113-Tyr150),
indicando que sua geometria e acessibilidade sdo compativeis com o reconhecimento e

processamento de substratos.
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Fig 10. Visualizagdo da cavidade catalitica da W3. A triade catalitica proposta (Val44—Ser113—Tyr150) esta localizada
na base da cavidade e destacadas em amarelo. A morfologia da cavidade e sua acessibilidade sugerem fungio
enzimatica, potencialmente adaptada para atuar sobre ésteres aromaticos como o BHET.

Além da geometria, a caracterizagdo eletrostatica da superficie da proteina revelou uma
distribuicdo de cargas altamente assimétrica, com uma regiao fortemente negativa coincidindo com
a cavidade ativa (figura 11). Essa caracteristica sugere uma fung¢ao eletrostatica no direcionamento e
estabilizacao de ligantes polares ou parcialmente carregados, como ¢ o caso de intermedidrios da
degradacdo do PET. A presenca desse espago eletro-negativo pode favorecer a estabilizacdo do
estado de transicdo durante a hidrolise de ésteres, além de facilitar a entrada de moléculas
hidrossoltiveis por atragdo eletrostatica. A regido em torno da serina catalitica, por exemplo,
apresenta um potencial negativo acentuado, que pode atuar juntamente a polaridade da carbonila do

substrato, favorecendo a ativacdo nucleofilica do grupo hidroxila da serina.

Fig 11. Representagdo do potencial eletrostatico da superficie da proteina W3. A cavidade ativa estd situada em uma
depressao negativa, indicando possivel fungdo no reconhecimento de substratos polares ou parcialmente carregados.

A analise combinada do potencial eletrostatico e da cavidade indica um possivel mecanismo
de reconhecimento molecular direcionado, enquanto a cavidade oferece seletividade espacial e
compatibilidade estrutural, o campo eletrostatico oferece especificidade adicional, facilitando o
acoplamento de ligantes compativeis com esse perfil. Isso pode representar uma adaptacdo da W3
para interagir com substratos sintéticos, como os derivados do PET, que apresentam grupos
aromaticos e polares simultaneamente, hipdtese reforcada pela auséncia de um dominio de tampa

classico, o que sugere um acesso mais exposto e constante ao sitio ativo.
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33E3

A estrutura da proteina E3 foi elucidada a partir dos cristais gerados na condigao H8b do kit
Morpheus I®, contendo 12,5% (w/v) PEG 1000, 12,5% (w/v) PEG 3350, 12,5% (v/v) de uma
mistura de aminoacidos (0,02 M MPD) e 0,1 M MOPS/HEPES-Na (pH 7,5). A proteina apresentou
simetria monoclinica, grupo espacial P12:1, com pardmetros de célula unitaria de 69,04 A, 51,988 A
e 83,912 A, formando um dimero com 282 residuos por cadeia. Os dados de difragdo permitiram a
constru¢io de um modelo estrutural com resolucdo de 1,78 A. Nas estatisticas de refinamento,
valores de R-work e R-free de 22,28% e 24,35% foram alcancados, respectivamente. A validacao
estereoquimica revelou que 96,87% dos residuos também estdo em regides favorecidas do diagrama

de Ramachandran.

A enzima revela uma dobradura tipica da superfamilia das a/B-hidrolases, composta por um
nucleo central formado por uma folha B torcida de oito fitas, predominantemente paralelas,
intercaladas por hélices a que formam trés motivos cldssicos do tipo Paf. Essa organizagdo
estrutural suporta o arranjo funcional do sitio ativo, posicionado nas extremidades C-terminais das

fitas B centrais, caracteristica recorrente em hidrolases dessa classe.

A triade catalitica da E3 ¢ composta por Ser126, Asp219 e His248, posicionada de maneira
equivalente aos residuos cataliticos da proteina modelo 7Z2U (Serl14, Asp206, His233), uma
esterase de acido ferulico, como ¢ destacado na figura 12. Esses residuos estdo organizados de
forma compativel com o mecanismo classico das serina-hidrolases, no qual a serina atua como
nucleodfilo, estabilizada por interagdes com o histidina e o aspartato. A conservagdo dessa

arquitetura sugere que a E3 mantém a funcao hidrolitica tipica do grupo.

AS

Fig 12. Comparagdo entre os sitios ativos da proteina E3 e da proteina modelo 7Z2U destacando os residuos da triade
catalitica e, no caso da esterase, o acido fertlico presente no sitio ativo. A disposi¢do espacial dos residuos cataliticos ¢
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altamente conservada, mas a auséncia de ligante em E3 evidencia diferencas relevantes que poderdo ser melhor
exploradas em analises funcionais subsequentes.

A comparagdo estrutural entre a proteina e seu modelo revela um RMSD de 1,368 A,
indicando similaridade no enovelamento global, especialmente no nucleo o/f hidrolase (Figura 13).
Apesar dessa conservagao, sdo observadas particularidades importantes na E3, principalmente na
regido do sitio ativo. Notam-se variagdes conformacionais nas algas que o circundam, além da
presenca de um dominio adicional entre a fita B5 e a hélice a5, formando uma estrutura do tipo
“tampa”. Essa regido, presente também na 7Z2U, estd envolvida na modulagdo do acesso ao sitio

catalitico.

Fig 13. Sobreposi¢do estrutural entre a proteina E3 (roxo) e a esterase de acido ferulico 722U (amarelo). A imagem
evidencia a conserva¢do do nucleo da dobradura tipo o/B-hidrolase, especialmente nas regides centrais de fitas B e
hélices a.

Do ponto de vista funcional, essas particularidades estruturais sdo compativeis com a
atividade descrita da E3 como uma BHETase. A presenca de um sitio ativo mais aberto, em
conjunto com possiveis rearranjos conformacionais na “tampa”, pode facilitar a entrada e o
posicionamento do BHET, um diéster aromatico de maiores dimensdes. Além disso, a auséncia de
acido ferulico na estrutura, em contraste com a 7Z2U, onde esse ligante estabiliza a conformagao
ativa, reforca a hipdtese de baixa afinidade por esse tipo de composto e uma especializacao
funcional voltada a hidrélise de substratos distintos. A substituicdo de residuos vizinhos a triade
catalitica pode ainda alterar o microambiente local, modulando propriedades como polaridade e

volume, com impacto direto na especificidade do substrato.

Complementando essas observagoes, a analise da superficie molecular da E3 evidencia uma

cavidade catalitica proeminente, com geometria alongada e profundidade consideravel,
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caracteristicas compativeis com a acomodacao de substratos volumosos como o BHET (Figura 14).
Essa cavidade ¢ delimitada por residuos polares e aromaticos, que contribuem para interagdes
hidrofobicas e empilhamento n-m com o anel aromatico do BHET. A modelagem de malha da
superficie revela uma topografia irregular, com zonas internas mais estreitas e profundas, sugerindo
um canal que guia o substrato até¢ a triade catalitica, e regides externas mais acessiveis ao solvente,

compativeis com o inicio do reconhecimento molecular.

Fig 14. Representacdo tridimensional da cavidade ativa da E3 (malha roxa/rosa), inserida na estrutura da proteina com
seus residuos do sitio ativo destacados em verde. A cavidade apresenta um perfil alongado e profundo, cercado por
residuos cataliticos e aromaticos, sugerindo compatibilidade com substratos volumosos como o BHET.

A distribui¢ao do potencial eletrostatico na superficie da E3 também fornece informacgdes

importantes sobre a especificidade do sitio ativo (Figura 15).

Fig 15. Mapeamento do potencial eletrostatico da superficie molecular da E3. A cavidade ativa, destacada em malha
roxa, esta situada em uma regido predominantemente negativa, favorecendo a entrada de substratos neutros ou
levemente catidnicos.
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Observa-se um predominio de cargas negativas na entrada da cavidade, formando um
ambiente desfavoravel a entrada de moléculas altamente anidnicas, mas potencialmente atrativo
para regides polares ou levemente cationicas do BHET. A porg¢do interna da cavidade apresenta
zonas neutras e hidrofobicas, o que sugere que, uma vez orientado corretamente, o substrato pode

interagir de forma estavel com o entorno catalitico, favorecendo a catélise.

4. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo estrutural inédita de trés enzimas
termofilicas potencialmente envolvidas na biodegradacdo de plasticos: a E1 mutante, E3 ¢ W3. A
determinagdo e analise de suas estruturas tridimensionais permitiram identificar elementos centrais
tipicos da superfamilia das a/B-hidrolases, como o dobramento caracteristico e a presenca da regiao
tipo “tampa”, além de revelar variacdes relevantes na composi¢ao e organizagao do sitio catalitico.
Observou-se que modificagcdes, mesmo sutis, nos residuos ativos ou em suas posi¢des podem
impactar significativamente a atividade catalitica, influenciando a especificidade e a eficiéncia
enzimatica frente a substratos derivados do PET. Essas enzimas demonstraram potencial como
BHETases, atuando sobre um intermediario crucial na degradacdo do PET, o que as torna

promissoras para aplicagdes biotecnologicas.

As diferengas estruturais identificadas entre as trés enzimas ilustram distintos graus de
adaptacao funcional, refor¢ando a importancia das andlises comparativas para a compreensao dos
mecanismos moleculares que regem a biodegradagdo de plasticos. Nesse contexto, sugere-se a
realizacdo de mutacdes dirigidas, especialmente nas regidoes adjacentes ao sitio ativo e na estrutura
tipo “tampa”, com o objetivo de investigar sistematicamente os efeitos sobre a flexibilidade
conformacional, a acessibilidade ao substrato e a eficiéncia catalitica. Tais abordagens poderao nao
apenas ampliar a compreensdo dos determinantes estruturais da atividade enzimatica, mas também
possibilitar o desenvolvimento de variantes otimizadas, com maior potencial para aplicagdes em

biotecnologia ambiental, contribuindo de forma efetiva para a mitigagdo da poluigdo pléstica.
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