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“Penso noventa e nove vezes e nada descubro; deixo de pensar, mergulho em profundo siléncio
— e eis que a verdade se me revela.”

Albert Finstein
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Resumo

No mundo sao produzidos mais de 300 milhoes de toneladas de plastico todos os anos,
incluindo bilhoes de garrafas plasticas, e 5 bilhoes de malas plasticas, sendo que metade desses
usaremos apenas uma vez e o jogaremos fora depois. Até 2050 a populagao mundial chegara
a 10 bilhoes de pessoas, enquanto que o consumo de plastico triplicard. Tendo isso em vista,
optei por fazer um estudo computacional da enzima PETase que provou ser altamente eficiente
na degradacao da garrafa PET a uma temperatura muito mais baixa, quando comparada a
enzimas homologas. Com uso da Dinamica Molecular conseguimos provar que a variacao do

pH e mutagoes em residuos interfere diretamente na estabilidade térmica da PETase.

Palavras-chave: Plastico; PETase; Dinamica Molecular; pH; Mutacao.
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Abstract

Over 300 million tons of plastics are produced worldwide each year, including billions of
plastic bottles, and 5 billion plastic bags, half of which we will use only once and throw away
later. By 2050 the world population had reached 10 billion people, while plastic consumption
will triple. Because of this serious problem, I chose to do a computational study of the PETase
enzyme. The dynamics consists of the following steps: Study the handling and programming
on the Linux operating system, because the Amber package can only be operated on Linux; To
learn the computational dynamics of Monte Carlo, in parallel I used the auxiliary programs,
Visual Molecular Dynamics (VMD) and Chimera, for visualization, handling and editing of

enzyme amino acid sets.

Keywords: Plastics; PETase; Computational Dynamics; Amino Acids.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Plastico no Meio Ambiente

O pléstico ¢é leve, higiénico e um material que pode ser moldado de diferentes maneiras.
Possui uma ampla aplicagao, mas carrega dois detalhes igualmente marcantes: é bom por que
é duravel, e ao mesmo tempo, ruim pelo mesmo motivo.

Desde a década de 50 ocorreu um crescimento na producao de plastico, ultrapassando qual-
quer outro material. Houve uma mudanca global no padrao de consumo dos materiais plasticos.
O que deveria ser duravel e usado diversas vezes se tornou descartavel, muitas vezes apds seu

primeiro uso.
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Figura 1.1: Producao Global de Plastico pelo setor industrial em 2015.
Fonte: UNEP(2018). SINGLE-USE PLASTICS

No grafico da figura 1 observa-se que anualmente sao produzidos mais de 400 milhoes de

toneladas de plasticos, divididos em dois grandes grupos: o grupo dos Termoplasticos, cujos



principais representantes desta categoria sao o Polietileno Tereftalato (PET), Polietileno Teref-
talato (PE), Polietileno de baixa densidade (LDPE); e o outro grupo sao os Termoendureciveis,
como o Poliuretano (PUR), Resina Fenolico e o Siliconel[1].

Estima-se que até o ano de 2050 aumente em 300% o consumo mundial de plésticos, ao
passo que a populacao aumente apenas 50%, ambos os dados com relacdo a valores atuais.
A essa taxa, pode ser que exista mais plasticos do que peixes no oceano, causando grandes

impactos ambientais[2].

1.2 Ideonella sakaiensis

Em 2016, foi descoberta, em Osaka no Japao a bactéria Gram-negativa Ideonella Sakaiensis
com a rara habilidade de degradar o plastico, pelo fato de ter como principal fonte de energia
o carbonol[3].

Uma colonia dessa bactéria degradou um filme de PET amorfo a uma taxa de 0,13 mg/(cm?
dia) a uma temperatura de 28°C. Ao longo de 3 semanas o consércio degradou o filme de PET
de dimensoes de 2,5 cm por 2,0 cm por 0,1 de espessura[4].

Os sequenciamentos do genoma da Ideonella sakaiensis demonstram que é homologa a Ther-
mobifida fusca (TfH), carregando 51% de semelhanga no sequenciamento dos aminoécidos|5].

Outra enzima homoéloga a TTH é a Cutinase presente no composto foliar de um fungo. Apesar
de possuirem a mesma capacidade, a enzima da [.sakaiensis é mais eficiente na degradagao do
PET. Isso levou a sua nomeagao de hidrolase PET ou PETase[6].

A PETase exibe alta atividade hidrolitica a temperatura ambiente, mas é labil ao calor, o
que é 6timo pelo fato de, bioquimicamente falando, enzimas hidroliticas de PET(PHESs), que

sdo enzimas hidrolisadoras de PET, geralmente exibem alta termoestabilidade|[7].

1.2.1 Enzima

Enzimas sao proteinas que tem a funcao de acelerar uma reacao quimica em um processo
biolégico. Sabe-se que praticamente todas as enzimas sao proteinas, mas a reciproca nao ¢é
verdadeira. Além de proteinas o RNA pode assumir uma funcao catalitica.

Seja uma proteina ou enzima, ambas sao constituidas de aminoacidos que por sua vez sao
descritos através das fungoes organicas sendo elas a carboxila, referenciando o acido carboxilico,

e um amino, referenciando o grupo amina, e o radical, que acabara por diferenciar cerca de 20



aminoacidos diferentes encontrados naturalmente.
Os aminoacidos se dividem em subgrupos segundo as suas propriedades: Basicos, nao polar

hidrofébicos, polar nao carregado e os acidos[8].
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Figura 1.2: Tabela Periédica de Aminoécidos.

Fonte: ReaNCBI

1.2.2 O Mecanismo de Degradacao da PETase

Primeiramente, a PETase armazena duas pontes de sulfeto, diferentemente de outras en-
zimas homdlogas a ela que tem apenas uma. A segunda ponte de sulfeto (DS2) é ligada ao
C-terminal com a tltima hélice, e é estritamente conservada em todas as enzimas com estrutura
homodloga. A DSI, e localizada adjacente 57 - ab e 88 - a8, que tem armazenado o acido ca-
talitico D177 que faz parte da triade catalitica com a base Histidina 208 respectivamente. Em
adigao o loop B8 - a6 na PETase e os 3 residuos ao longo de outras enzimas homologas. Este

ultimo loop é proposto para criar uma espécie de subsitio para armazenar o PET, enquanto



que loops mais curtos dificultam a formacao deste subsitio. Destaca-se que a auséncia desta
ponte de sulfeto reduz consideravelmente a taxa de degradacao do PET[9-10].

Um outro fendmeno interessante é que a oscilagao em torno do W156 tem importancia na
ligacao da enzima com o substrato. Também é observado que a Serina da posigao 185 em outras

enzimas tem uma histidina, reduzindo a atividade enzimética[11].

Figura 1.3: Bactéria Thermobifida Fusca.



Capitulo 2

Objetivos

Verificar a influéncia da variacao dos parametros temperatura, pH e mutacao na termo
estabilidade da PETase, analisando a influéncia na protonagao e desprotonacao, visto que esta

é a base para o mantimento da atividade enzimatica.



Capitulo 3

Metodologia

3.1 Métodos Computacionais

Nos ltimos anos, com a evolugao dos componentes computacionais, o método computaci-
onal tem melhorado. Os métodos de calculos computacionais muito utilizados na quimica e
fisica cobrem tanto situagoes estaticas quanto dinamicas. Contudo, a medida que os parametros
intensivos e extensivos do sistema aumentam, o tempo de calculo e a utilizagao de outros re-
cursos como memoéria ram e espago em HD também aumentam. O sistema pode ser uma tinica
molécula, um grupo de moléculas ou um sélido cristalino. Os métodos da fisica e quimica
computacional baseiam-se em teorias que podem fornecer uma alta precisao, aplicaveis em sis-
temas pequenos, e também muito apropriado para grandes sistemas com muitas particulas.
Os métodos abinitio sao baseados na teoria de primeiros principios. Outros métodos nao tao
precisos, chamados de empiricos ou semiempiricos, tem perda de precisao pelo fato de serem
baseados em parametros experimentais, em geral obtidos em modelos aceitaveis de atomos e
moléculas, mas com elementos tedricos cientificos.

Tanto no método abinitio, quanto o semiempirico, é utilizado aproximagoes que podem ser
simplificadas em equagoes de primeiros principios que realizam aproximacoes e limitam o tama-
nho do sistema, utizando condi¢oes de contorno peridédicas como as de Neumann ou Dirichilet,
ou aproximacoes em equacoes para se chegar a um resultado. A maioria dos cédlculos abinitio
faz uso da aproximagao de Born-Oppenheimer, que tem uma grande simplificagao dos calculos
pelo fato de desconsiderar o deslocamento do nticleo atomico. Tem-se como consequéncia que
a medida que é reduzido o nimero de aproximagcoes, tem a sua convergéncia a solucao das

equagoes fundamentais.



Em alguns casos, a estrutura eletronica é menos importante do que o comportamento mo-
lecular, por exemplo o substrato durante um certo tempo. Sendo mais especifico, é feito um
estudo conformacional da qual tem como principal interesse a geometria e o equilibrio energético

da estrutura associada[12].

3.2 AMBER

Amber Tools é munido de ferramentas como AddToBox que tem a funcao de adicionar uma
molécula de solvente em torno de um soluto ou célula cristalina; antechamber que é utilizado
para parametrizar ligantes a pequenas moléculas; cpinutil.py que é uma ferramenta necesséria
para Simulacoes com pH constante; cpptraj que é um programa utilizado para fazer andlises
das trajetérias apds a finalizacao da Dinamica; cphstats cuja funcao é informar os diferentes
estados de protonagao e desprotonacao quando o pH foi constante; mdout_analyser.py, um
programa utilizado para obtencao de graficos de diferentes tipos de energia cinética e potencial
de uma molécula; parmchk2, um programa para analisar os parametros de entrada na biblioteca
do campo de forga escolhido; o parmed é utilizado para manipulacao do arquivo de topologia
do sistema; pdbjamber é utilizado para fazer reparos no PDB; pmemd é um mecanismo de
dinamica molecular; reduce é utilizado para adicionar e remover atomos de hidrogénio; sander
é a maquina para rodar a simulagdo molecular no Amber; tleap é o programa utilizado para
criacao do arquivo de topologia e de coordenadas do sistema; zleap, programa com interface
grafica para visualizacao de estruturas; packmol-memgen, que é utilizado para gerar sistema de
simulagao de membrana; pmemd.cuda, que tem a mesma fungao do pmemd, mas sua velocidade

¢ superior pelo fato de ser usado uma GPU[13].

3.3 Dinamica Molecular

A Simulagao consiste de quatro etapas: Minimizagao, Aquecimento, Equilibragao e Produgao.
A minimizacao consiste na obtencao do estado de menor energia do sistema, ou o mais proximo
possivel dele. Ela é dividida em duas etapas; o Stepest descend e o Gradient Conjugate. Em um
exemplo genérico, uma simulacao que tenha 5000 passos de minimizacao, o Gradient Conjugate
vai fazer 4500 passos até chegar em um estado de menor energia, terminada esta etapa o Stepest
descend finaliza a minimizacao completando a etapa e encontrando o menor estado de energia.

No aquecimento, temos uma rampa de aquecimento partindo de uma temperatura inicial

7



até chegar a um valor final. Nesta etapa temos a variacao da energia cinética e a potencial.
Em seguida temos a etapa de equilibragao, onde mantem-se constante na temperatura final do
aquecimento, objetivando o equilibrio das energias potenciais e cinéticas. A etapa de producao
¢ a mais demorada de todas, variando entre algumas horas até dias dependendo do tamanho

do sistema, resultando no arquivo de trajetéria para o objeto de estudo[14].

3.3.1 Modelagem Molecular

Uma das melhores maneiras de fazer um estudo tedérico de moléculas bioldgicas é o da
Dinamica Molecular (MD). Através deste método é possivel calcular o comportamento do objeto
de estudo fazendo uma integracao da trajetoria, utilizando passos de integracao. Simulagoes
computacionais fornecem detalhadamente as flutuagoes e mudancas conformacionais através das
variacoes das energias potencias e cinéticas. Esse método é muito utilizado para investigacao
da dinamica e termodinamica das moléculas biolégicas e seus complexos. Também pode ser
utilizado para a determinacao da estrutura cristalograficas.

Na Modelagem Molecular (MM) o sistema atomo-elétron é considerado como uma tnica
particula. Isso ocorre por que o elétron nao é considerado explicitamente. J4 em MM ¢
comumente utilizado em grandes sistemas para aferir o potencial energético de uma conformacao
molecular especifica. Os valores absolutos para energia potencial nao sao significativos para
esses calculos, mas a variagao da energia entre as conformagoes sao.

As interacoes entre os atomos sao baseadas no sistema classico da massa e mola e em outros
potenciais, como por exemplo o de Lennard-Jones. A energia potencial total é dada pela soma
entre as energias potenciais; a energia de ligacao, variacao de angulo de ligacao, diedral e
interacoes de origem coulombiana de atomos nao ligados. A partir da soma desses potenciais

chega-se na Hamiltoneana do Campo de Forca (Force Field)[15].

3.3.2 Campos de Forga e Agua

o ff14SB

Este campo de forga adequado para proteina é uma evolucao do campo de forga ff99SB. Ele
foi criado objetivando um melhor valor de balanco enérgico entre uma helicoidal e regices de
peptideos e coluna principal de proteinas, da qual os outros campos antecessores a ele o {194 e ou

ff99 nao fornecem. Uma outra correcao que foi efetuada é no aminoacido Glicina, melhorando a



reparametrizacao com relacao a coluna principal, isso em termos de um angulo de tor¢ao, melho-
rando consequentemente a estrutura secundaria da folha Beta. Também foram implementadas

melhoras quanto a peptideos solvatados, sendo feito inclusive ajustes empiricos[16].
e water.tip3p

Este ¢ um modelo de dgua, mas nao é o padrao. Ele pode ser utilizado para residuos
nomeados de HOH ou WAT, seguindo uma longa tradicao. Apesar do fato de que muitas
propriedades deste modelo de 4gua mais antigo se desviam da representacao real da agua, ele
ainda é um modelo popular para simulagoes biomoleculares, ainda que haja diversos tipos,
como o tipdp, tipSp e tip6p. Existe mais do que uma boa razao por tras dessa tendéncia,
além do simples fato dela ser inerte. Particularmente ela foi utilizada por muitos campos de
forca predecessores, erros na parte do solvente ficam compensados até um certo limite, por
parametros ajustados na parte do soluto. Isso teve como consequéncia o fato de muitos campos

dos tltimos anos sao tendenciados ao TIP3P em diferentes graus de liberdade [17].
e constph

Neste campo também sao carregadas outras bibliotecas residuais de carboxilato e modi-
ficagoes em outros campos de forga, sendo eles: constph.lib e frecmod.constaph que faz alteracao
em atomos de hidrogeénio, em regioes que contém hidrogénio protonavel, formato syn ou anti
para os atomos de oxigénios, e como o préprio nome sugere, ele é utilizado para simulagoes com

pH constante|[18].

N— N
B = 3 blrne T hi0-te 3 Vilisenooie Y 3 |2t
bonds angles dihedrals i=1 j=1 ij )
(3.1)

Equagao do Campo de For¢ca do AMBER.
Fonte: Manual AMBER.

Desta equacao podemos deduzir que a energia potencial associada a uma conformagao em
equilibrio e descrever os estados conformacionais do estado de menor energia, seja ela local ou
global, mesmo o sistema sob a influencias térmica ou externa[l9].

Cada somatorio ¢é interpretado da seguinte maneira:



e Termos Harmonicos

Z ky(r —1o)? (3.2)

bonds

Neste somatorio sobre todas as ligacoes, representa a energia entre os atomos covalentemente
ligados de uma distancia de equilibrio. Este potencial é associado a oscilagao entre (C-C, C-H,

N-H).
e Termos Angulares

> k(0 — 0p)” (3.3)

angles

Neste somatorio é associada a energia entre a geometria dos orbitais eletronicos envolvidos

em ligacao covalente.

e Termos Torcional

> Vall 4 cos(ng — )] (3.4)

dihedrals

Neste somatorio temos a soma sobre as torgoes vizinhas ou pares solitarios de elétrons, n é

o fator de periodicidade, ¢ é o angulo diedral para a ligagao central e v que é a fase no angulo

diedral.
e Termos de van der Waals e de Coulomb

i=1 j=1+i

Ajj _ Bij | qig;
R12 RZGJ ERij

ij

(3.5)

Neste somatério é aferido a interacao dos atomos nao ligados. O termo que vai com o
expoente 12 especifica a repulsao entre os dtomos considerando a interacao entre as eletrosferas
e os nucleos dos diferentes dtomos, ja o termo que vai com o expoente 6 mede a atragao entre
os elétrons de um atomo com o nicleo do outro atomo e vice-versa.

O ultimo termo € o potencial eletrostatico de coulomb, que descreve a interacao das cargas

parciais separadas por uma distancia, juntamente com a permissividade elétrica[19].
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3.4 Ferramentas das Simulacoes por Dinamica Molecu-
lar

O estudo de enzimas em meio aquoso foi feito através de cédlculos de Dinamica Molecular
hibrida, pelo fato de ter tido como ponto de partida um resultado experimental, objetivando
a confirmacao via Simulacao Computacional. Os resultados dos cédlculos da Dinamica foram
aferidos via estudo das diversas maneiras que as energias potenciais e cinéticas podem se ma-
nifestar e também pela andlise da trajetoria ao longo da Dinamica, utilizando-se o pacote de
programas AMBER versao 18, distribuido pela Universidade da Califérnia em Sao Francisco.

Como citado no Item 3.2 AMBER é o nome designado para um conjunto de ferramentas
que permite a realizacao de Dinamica Molecular em proteinas, enzimas, moléculas de DNA ou
RNA, utilizando conhecimentos provenientes da Mecanica Classica, Quantica, ou a Hibrida. O
termo AMBER ¢ o termo utilizado para se referir aos campos utilizados ao longo da Dinamica,
por exemplo o ff14SB e o ff19SB, sendo tanto o cédigo quanto o campo de forca diferente entre
si, e outros campos de for¢ca podem ser implementados utilizando programas contidos no pacote
AMBER, por exemplo o Leap.

Os principais softwares utilizados neste trabalho sao:

e ANTECHAMBER: é a principal ferramenta de preparagao de arquivos de entrada;

e LEaP: é aprincipal ferramenta para criar um novo sistema, ou para modificar um sistema

ja existente;

e SANDER: é aferramenta que realiza as minimizagoes de energia, simulagoes por dinamica
molecular e refinamentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Utiliza-se dos al-
goritmos teepest-descent e gradiente-conjugate para realizar a etapa de minimizacao de
energia por mecanica molecular e corrigir energias iniciais muito desfavoraveis. Suas Con-
figuracoes podem ser guardados em intervalos de tempo regulares durante a simulagao
para analise posterior, e calculos de energia livre podem ser realizados usando a integragao

termodinamica;

e CPPTRAUJ: é um utilitario de funcao geral para a analise e processamento de trajetéria

ou coordenar arquivos criados a partir de simulagdes de MD (ou de varias outras fontes);
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CPINUTIL.PY: Este programa ¢é usado para criar uma ambientacao de pH constante,

através de um arquivo de entrada chamado cpin;

CPHSTATS: Um programa para computar estados de protonacao estatisticamente em

simulacoes em pH constante;

MDOUT _ANALIZER.PY: Um script que permite rapidamente analisar graficos no

formato data dos arquivos de saida provenientes do sander e pmemd,;

PARMCHCK?2: Um programa para analisar um arquivo de entrada da biblioteca do

campo de forga, e extrai parametros relevantes através do arquivo fremod;
PARMED: Um programa para manipulagao do arquivo de topologia do sistema;

PDBJAMBER: Este programa tem a funcao de preparar os arquivos PDB para ser
usado no LEaP;

REDUCE: Este programa permite a manipulacao via adigao ou remogao de atomos de

Hidrogénio para o PDB;
PMEMD.CUDA: Versao acelerada através do uso de uma GPU do pmemd,
VMD: Programa utilizado para exibicao e analise de conjuntos moleculares;

CHIMERA: Programa utilizado para visualizacao e manipulagao de estruturas mole-

culares, tais como trajetérias e conformacoes.
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Figura 3.1: InformagGes bésicas sobre o software AMBER.

Fonte: Manual AMBER

3.4.1 Simulacao Computacional

O passo fundamental para a simulagao da Dinamica Molecular é o conhecimento da equagao
do movimento para o sistema considerado. O algoritmo de um programa de Dinamica Mole-
cular consiste da solucao numérica desta equacao de movimento fornecendo uma trajetoria
(coordenadas e momentos conjugados em fungao do tempo) do sistema sob estudo. Escolhendo
o passo de integragao, a resolucao temporal e extensao da trajetéria podem ser adaptadas aos
eixos de relaxacao temporal para os processos dinamicos. A partir da trajetéria, proprieda-
des de equilibrio e grandezas dinamicas podem ser calculadas em um programa de Dinamica

Molecular[13].

3.4.2 Minimizagao de Energia

A minimizacao da energia do sistema tem por finalidade reduzir a energia potencial. Em
outras palavras, tem por objetivo aproximar-se do estado fundamental, facilitando na etapa
seguinte de aquecimento, pelo fato da energia térmica ser descrita em termos da vibracao das
moléculas do sistema, por consequéncia aumento da energia cinética. A nao minimizacgao correta

do sistema acarretard no surgimento de gradientes de temperatura ao invés de um aquecimento
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uniforme. Obviamente isso comprometera o resultado final.

A minimizacao é reiterada em um processo ciclico, em coordenadas cartesianas, com diver-
sos métodos utilizados para obtencao do estado de menor energia como: Genetic algorithms,
Reaction path determination, Steepest-descent e Conjugate gradient. Apenas os dois ultimos

foram utilizados, primeiramente o Conjugate gradiente e em seguida o Steepest-descent[20].

3.5 O método Steepest - Descent

O método tem como sua traducao livre “descida ingreme”. E um método de primeira
derivada convergindo lentamente na regiao do minimo, tornando-se por consequéncia uma fer-
ramenta poderosa em situacoes que o valor entregue pelo método do gradiente conjugado fica
muito distante do real minimo global de energia. Generalizando, com o método “steepest-
descent” é possivel melhorar estruturas cristalinas com pouco refinamento, otimizar as que ja
estao construidas ou construir novas estruturas que ja tenham informacoes obtidas a partir de
uma Ressonancia Magnética Nuclear ou ainda utilizar informagoes de estruturas conhecidas e
por homologia construir novas.

s
1

A forca resultante sobre um atomo “i”é obtida pelo gradiente da energia potencial em:

Fi=-VU (3.6)

Neste método, o incremento no sistema de coordenadas referente a posicao da molécula de

W

um atomo “i”, é dado na direcao e sentido da forga resultante sobre este dtomo[21].

3.5.1 O método conjugate gradient (gradientes conjugados)

E um método de minimizacao da funcao da energia potencial em suas diferentes mani-
festagoes, além de utilizar as informacoes da primeira derivada, considera-se também o caminho
ja percorrido na busca do minimo global. Este método é mais rapido do que o anterior pelo fato
de ja partir do valor de um minimo ja calculado pelo steepest-descent que utiliza as informagcoes
do gradiente da informacao j& atualizada. O método conjugate gradiente, gradiente conjugado,
em traducao livre, utiliza o gradiente do passo anterior, na obtencao do novo valor.

A vantagem na utilizacao do gradiente conjugado advém do fato de que a ortogonalidade
¢ garantida ao longo de toda a trajetéria, ou seja, ponto a ponto o vetor posicao sempre

serda perpendicular ao gradiente no passo anterior e consequentemente ortogonal a todas as
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outras direcoes anteriores. Desta maneira garante-se um caminho mais direto, elucidando a
proximidade ao minimo global, ou pelo menos mais préximo. Outra vantagem é a garantia de
nao retornar sobre caminhos ja percorridos, diferentemente ao algoritmo steepest - descent que
utiliza a informagao de um ponto, nao excluindo essa possibilidade.

Em termos praticos, em sistemas macromoleculares o algoritmo steepest - descente é mais
efetivo e rapido nos passos iniciais, mas quando o minimo se encontra muito equidistante do
minimo global o método de gradient conjugate é mais preciso. Neste trabalho foi utilizado os
dois métodos na obtencao na primeira etapa da simulagao, primeiramente o gradiente conjugado

com critério de convergéncia baixo em seguida o steepest - descent para o refinamento[20].
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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Figura 4.1: RMSD da PETase tipo nativa em 300K e pHO.

Neste grafico temos a enzima PETase nativa, em pH mais bésico igual a 9 em relagao ao
sistema anterior, ela foi aquecida até 300K. Na etapa de equilibragao o ensemble utilizado foi
NPT e na etapa de producio foi NVT. A enzima permanece em torno do valor de 1,5 A com

relacao a espinha dorsal.
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Figura 4.2: RMSF da PETase tipo nativa em 300K e pHO.

J& neste grafico temos o comportamento individual de cada um dos aminoacidos residuais
da enzima PETase nativa, em pH bésico=9,0 aquecida até 300K. Na etapa de equilibracao
o ensemble utilizado foi NPT e na etapa de producao foi NVT. Excluindo as extremidades,
observa-se que cada um dos 263 residuos restantes oscilou entre 0,5 A até cerca de 1,0 A em

média.
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Figura 4.3: RMSD da PETase tipo nativa em 326K e pHO9.

Neste grafico temos a enzima PETase nativa, em pH=9,0 aquecida até 326K. Na etapa de
equilibracao o ensemble utilizado foi NPT e na etapa de produgao foi o NVT. A enzima oscilou
entre os valores de 0,75 A até 1,25 A durante os primeiros 25 nanosegundos da simulacio, apés
esse tempo a estrutura preservou-se constante em torno de 1,0A durante os 75 nanosegundos

restantes da simulacao com relacao a espinha dorsal.
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Figura 4.4: RMSF da PETase tipo nativa em 326K e pHO.

Na figura 8 temos a flutuagao de cada um dos aminoacidos residuais da PETase nativa
com relacao a sua espinha dorsal, em pH=9,0 aquecida até 326K. Na etapa de equilibragao o
ensemble utilizado foi o NPT e na etapa de producao foi o NVT. Excluindo as extremidades,
observa-se que cada um dos 263 residuos restantes oscilou entre 0,5 A até cerca de 1,0 A, mas

também se observa uma maior variagao nos aminoacidos 170 a 190, com valores ultrapassando

2.5 A.
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Figura 4.5: RMSD da PETase tipo mutante(S121D;D186H;R280A) em 300K e pH9.

Neste grafico temos a enzima PETase tipo mutante, em pH=9,0 aquecida até 300K. Na
etapa de equilibracao o ensemble utilizado foi o NPT e na etapa de producao foi o NVT, a
enzima oscilou entre os valores de 1,0A até 1,5 A durante os primeiros 25 nanosegundos da
simulagao. Apds esse tempo, a estrutura permance constante em torno de 1,0 A durante os 75

nanosegundos restantes da simulacao com relacao a espinha dorsal.
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Figura 4.6: RMSF da PETase tipo mutante(S121D;D186H;R280A) em 300K e pHO.

Jé neste grafico 10, temos o comportamento individual de cada um dos aminoécidos residuais
da enzima PETase, em pH basico=9,0 aquecida até 300K. Na etapa de equilibragao o ensemble
utilizado foi o NPT e na etapa de producao foi o NVT. Excluindo as extremidades, observa-se
que cada um dos 263 residuos restantes oscilou em torno do valor médio de 1,0 A até o residuo

150, desse valor em diante a oscilacio aumenta para o valor del,5 A até 2,0 A.
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Figura 4.7: RMSD da PETase tipo mutante(S121D;D186H;R280A) em 326K e pH9.

Ao comparar o grafico acima com a figura 9, correspondente a simulagao feita a 300K,
percebe-se que a oscilagao aumentou com relacao a estrutura de referéncia. Durante os primeiros
20ns da simulacéo a oscilacdo ficou em torno de 1,25 A, apds os 20ns, o valor sobe para 1,75A

a 2,0A.
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Figura 4.8: RMSF da PETase tipo mutante(S121D;D186H;R280A) em 326K e pHO.

Em corroboragao ao grafico de RMSD a flutuagao teve aumento com relagao a simulagao
feita a 300K, de fato ao se comparar os experimentos é detectavel o comportamento anisotropico

dos residuos como um todo.

4.1 Analise de Resultados

Aqui temos uma amostra da PETase tipo selvagem. Ela foi inserida em um meio basico

com pH = 9,0 a temperatura ambiente de 300K.
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Tabela 4.1: Estados de protonacao da PETase WT, 300K em pH=9,0.

Residue: Number State 0 State 1

Residue: TYR 4 0,944264(1) | 0,055736(0
Residue: | TYR 35 | 1,000000(1) | 0,000000(0
Residue: | TYR 41 | 0,999248(1) | 0,000752(0
Residue: | TYR 42 | 0,996968(1) | 0,003032(0

( (0)
( (0)
( (0)
( (0)
Residue: | TYR 59 | 0,989536(1) | 0,010464(0)
Residue: | LYS 67 | 0,288450(3) | 0,711550(2)
Residue: | TYR 118 | 0,996664(1) | 0,003336(0)
Residue: | LYS 120 | 0,708198(3) | 0,291802(2)
Residue: | LYS 149 | 0,840295(3) | 0,159705(2)
Residue: | TYR 191 | 0,999936(1) | 0,000064(2)
Residue: | LYS 199 | 0,971976(3) | 0,028024(2)
Residue: | LYS 224 | 0,472572(3) | 0,527428(2)
Residue: | LYS 225 | 0,972552(3) | 0,027448(2)
Residue: | LYS 231 | 0,942456(3) | 0,057544(2)
( (0)

Residue: | TYR 240 | 0,999984(1) | 0,000016(0

Nesta tabela percebe-se que foram 15 os residuos titulaveis, da qual a maioria ficou mais
de 80% do tempo no estado 0, que corresponde a protonacao da enzima. Destaca-se a Lisina
67 e a 224, que permaneceram 71% e 52% respectivamente no estado 1 que é correspondente
a protonacao Syn. Essa variacao de estado demonstra que teve variagao espacial da cadeia

doadora de préton.

Tabela 4.2: Média total de protonagao da PETase WT, 300K em pH=9,0.

TYR 4 Offset 1,229 | Pred | 10,229 | Frac Prot | 0,944 | Transitions | 13066

TYR 35 Offset inf Pred inf Frac Prot | 1,000 | Transitions 0
TYR 41 Offset 3,123 Pred | 12,123 | Frac Prot | 0,999 | Transitions 102
TYR 42 Offset | 2,517 | Pred | 11,517 | Frac Prot | 0,997 | Transitions 114
TYR 59 Offset 1,976 | Pred | 10,976 | Frac Prot | 0,990 | Transitions 2588
LYS 67 Offset | -0,392 | Pred | 8,608 | Frac Prot | 0,288 | Transitions | 23810

TYR 118 | Offset 2,475 Pred | 11,475 | Frac Prot | 0,997 | Transitions 830

LYS 120 Offset 0,385 Pred 9,385 Frac Prot | 0,708 | Transitions | 14468
LYS 149 | Offset | 0,721 | Pred 9,721 Frac Prot | 0,840 | Transitions | 18804
TYR 191 | Offset | 4,194 | Pred | 13,194 | Frac Prot | 1,000 | Transitions 16

LYS 199 | Offset 1,540 | Pred | 10,540 | Frac Prot | 0,972 | Transitions 1984
LYS 224 | Offset | -0,048 | Pred | 8,952 | Frac Prot | 0,473 | Transitions | 9238

LYS 225 Offset 1,549 Pred | 10,549 | Frac Prot | 0,973 | Transitions 590
LYS 231 Offset 1,214 | Pred | 10,214 | Frac Prot | 0,942 | Transitions 1012

TYR 240 | Offset | 4,796 | Pred | 13,796 | Frac Prot | 1,000 | Transitions 4
Average total molecular protonation: 2.292.
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Aqui percebe-se que a baixa taxa de protonacao total é um indicativo de baixa hidrofobici-

dade, tornando-se mais suscetivel a novas ligagoes de hidrogénio, por exemplo.

Nas proxima duas tabelas, é retratado um sistema com a PETase nativa, em meio basico=9,0

aquecido até 326K.

Tabela 4.3: Estados de protonagao da PETase WT, 326K em pH=9,0

Residue: | Number State 0 State 1 State 2 State 3 State 4
Residue: | GL4 16 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | HIP 76 | 0,273226(2) | 0,675317(1) | 0,051456(1) — —
Residue: | AS4 84 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 90 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 122 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 158 | 0,999008(0) | 0,000648(1) | 0,000648(1) | 0,000048(1) | 0,000064(1)
Residue: | GL4 176 | 0,996664(0) | 0,000496(1) | 0,000496(1) | 0,000392(1) | 0,001376(1)
Residue: | AS4 178 | 0,998288(0) | 0,001624(1) | 0,000000(1) | 0,000088(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 192 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | GL4 203 | 0,999936(0) | 0,000064(1) | 0,000000(1) | 0,000832(1) | 0,000000(1)
Residue: | HIP 209 | 0,009104(2) | 0,762480(1) | 0,220938(1) — —
Residue: | AS4 235 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 237 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | GL4 246 | 0,992552(0) | 0,027448(1) | 0,000000(1) | 0,001952(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 255 | 0,982456(0) | 0,057544(1) | 0,000000(1) | 0,000040(1) | 0,000000(1)
Residue: | GL4 264 | 0,999984(0) | 0,000016(1) | 0,000016(1) | 0,000192(1) | 0,000000(1)

Nesta tabela percebe-se que foram 16 os aminoacidos titulaveis, absolutamente nenhum se
repetiu com relagao ao sistema aquecido até 300K, sem contar que teve aumento dos esta-
dos, da qual os protons podem ocupar, ocupando o segundo estado que é correspondente a

antiprotonado. Demonstrando que teve variacao espacial da cadeia doadora de prétons.
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Tabela 4.4: Média total de protonagao PETase WT, 326K em pH=9,0.

GL4 16 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
HIP 76 Offset | -0,425 | Pred | 8,575 | Frac Prot | 0,273 | Transitions | 194
AS4 84 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

AS4 90 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

AS4 122 | Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

AS4 158 | Offset | -3,003 | Pred | 5,997 | Frac Prot | 0,001 | Transitions 12
GL4 176 | Offset | -2,537 | Pred | 6,463 | Frac Prot | 0,003 | Transitions 62
AS4 178 | Offset | -2,766 | Pred | 6,234 | Frac Prot | 0,002 | Transitions | 44
AS4 192 | Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

GL4 203 | Offset | -2,793 | Pred | 6,207 | Frac Prot | 0,002 | Transitions 76

HIP 209 | Offset | -2,037 | Pred | 6,963 | Frac Prot | 0,009 | Transitions 59

AS4 235 | Offset -inf Pred | 6,963 | Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
AS4 237 | Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
GL4 246 | Offset | -2,629 | Pred | 6,371 | Frac Prot | 0,002 | Transitions 16
AS4 255 | Offset | -4,319 | Pred | 4,681 | Frac Prot | 0,000 | Transitions 2

GL4 264 | Offset | -3,319 | Pred | 5,681 | Frac Prot | 0,000 | Transitions 16
Average total molecular protonation: 27.123

Nesta tabela destaca-se que a média total de protonacao ficou muito alta, indicando que
a enzima teve um comportamento altamente hidrofébico. Por consequéncia a ligagao via in-
teracoes de origem eletrostaticas tornam-se mais dificeis de serem feitas. Um outro destaque é

a baixa transicao de estado chegando em torno de 500 transicoes.

As tabelas a seguir ilustram o sistema da PETase tipo mutante, sendo essas mutacoes as
seguintes: Serina 121, sendo substituida por um Acido Aspartamico; O Acido Aspartamico
186 foi substituido por uma Histidina e por tltimo, a substituicao da Arginina 280 por uma
Alanina a temperatura fixa de 300K. Aqui percebe-se que em temperatura ambiente as enzimas
permanecem altamente protonadas.

Na tabela acima, percebe-se que teve grande aumento, mais que o dobro do nimero de
aminoacidos residuais, 33 no total. Destaca-se a Lisina 67, Histidina 76, 209 e a 252, Lisina
224. O restante permaneceu maior durante todo o tempo de dinamica protonada.

As tabelas a seguir ilustram o sistema da PETase tipo mutante, sendo essas mutacoes as
seguintes: Serina 121 substituida por um Acido Aspartamico; O Acido Aspartamico 186 subs-
tituida por uma Histidina, e por ultimo foi substituido a Arginina 280 por uma Alanina a
temperatura fixa de 326K. Aqui percebe-se que em temperatura ambiente as enzimas perma-
neceram altamente protonadas.

Com base na 6°tabela, percebe-se que a alta média total de protonacao, pode ser uma
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consequencia das diversas vezes que os aminoacidos fizeram transi¢oes, como podemos observar
na ultima coluna da tabela.

Na tabela acima destaca-se a Histidina 76,158, 209 e 252, e a Lisina 67 e 224 que permaneceu
maior parte do tempo nos estados 1, 2 e 3. Com isso, pode-se inferir que ocorreram mudancas
localizadas nesses aminoacidos citados, da cadeia doadora de protons.

Average total molecular protonation: 30,943

Na tabela acima, percebe-se que a media total de protonagao permaneceu bem alta em
comparacao ao sistema aquecido até 300K, sendo este um indicativo de que ha varias regioes
com carater de hidrofobicidade, piorando as interagoes intra e intermoleculares, com grande

presenca de residuos aromaticos.
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Tabela 4.5:

Estados de protonagao da PETase MT(S121D;D186H;R280A), 300K em pH=9,0.
Residue: Number State 0 State 1 State 2 State 3 State 4
Residue: | TYR4 | 0,809959(1) | 0,190041(0) — — —
Residue: | GL4 16 | 0,997516(0) | 0,000608(1) | 0,000076(1) | 0,001776(1) | 0,000024(1)
Residue: | TYR 35 | 1,000000(1) | 0,000000(0) - - -
Residue: | TYR 41 | 0,998852(1) | 0,001148(0) — — —
Residue: | TYR 42 | 0,997524(1) | 0,002476(0) — — —
Residue: | TYR 59 | 0,996464(1) | 0,003536(0) — — —
Residue: | LYS 67 | 0,182905(3) | 0,817095(2) — — —
Residue: | HIP 76 | 0,009252(2) | 0,681279(1) | 0,309469(1) — —
Residue: | AS484 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS490 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS493 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | TYR 118 | 0,996236(1) | 0,003764(0) — — —
Residue: | LYS 120 | 0,747587(3) | 0,257885(2) — — —
Residue: | AS4 122 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | LYS 149 | 0,742115(3) | 0,257885(2) — — -
Residue: | HIP 158 | 0,008132(2) | 0,000012(1) | 0,194626(1) — —
Residue: | GL4 176 | 0,999560(0) | 0,000304(1) | 0,000000(1) | 0,000284(1) | 0,000004(1)
Residue: | AS4178 | 0,999968(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000020(1) | 0,000000(1)
Residue: | TYR 191 | 0,999696(1) | 0,000304(0) - - -
Residue: | AS4192 | 0,999976(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000024(1) | 0,000000(1)
Residue: | LYS 199 | 0,967384(3) | 0,032616(2) — — -
Residue: | GL4 203 | 0,999780(0) | 0,000044(1) | 0,000000(1) | 00000176(1) | 0,000000(1)
Residue: | HIP 209 | 0,003864(2) | 0,317417(1) - - —
Residue: | LYS 224 | 0,144789(3) | 0,855211(2) — — —
Residue: | LYS 225 | 0,679959(3) | 0,320041(2) — — —
Residue: | LYS 231 | 0,658679(3) | 0,341321(2) — — —
Residue: | AS4 235 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 237 | 1,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | TYR 240 | 0,997968(0) | 0,002032(0) — — —
Residue: | GL4 246 | 0,999920(1) | 0,000056(1) | 0,000000(1) | 0,000024(1) | 0,000000(1)
Residue: | HIP 252 | 0,006780(2) | 0,700299(1) | 0,292921(1) — -
Residue: | AS4 255 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | GL4 264 | 0,999768(0) | 0,000064(1) | 0,000004(1) | 0,000152(1) | 0,000012(1)
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Tabela 4.6: Média total de protonagao PETase MT(S121D;D186H;R280A), 300K em pH=9,0

GL4 16 Offset | -2,604 | Pred 6,396 Frac Prot | 0,002 | Transitions 108
TYR 35 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 1,000 | Transitions 0

TYR 41 Offset | 2,940 | Pred | 11,940 | Frac Prot | 0,999 | Transitions 126
TYR 42 Offset | 2,605 | Pred | 11,605 | Frac Prot | 0,998 | Transitions 144

TYR 59 Offset | 2,450 | Pred | 11,450 | Frac Prot | 0,996 | Transitions 1764

LYS 67 Offset | -0,650 | Pred 8,350 Frac Prot | 0,183 | Transitions | 34536
HIP 76 Offset | -2,030 | Pred 6,970 Frac Prot | 0,009 | Transitions 1407
AS4 84 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

AS4 90 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

AS4 93 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

TYR 118 | offset 2,423 Pred | 11,423 | Frac Prot | 0,996 | Transitions 1868
LYS 120 Offset 0,459 Pred 9,472 Frac Prot | 0,748 | Transitions | 31078
AS4 122 | Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

LYS 149 | Offset | 0,459 | Pred 9,459 Frac Prot | 0,742 | Transitions | 41774
HIP 158 | Offset | -1,734 | Pred | 7,266 | Frac Prot | 0,018 | Transitions | 6062

GL4 176 | Offset | -3,356 | Pred 5,644 Frac Prot | 0,000 | Transitions 44

AS4 178 Offset | -4,495 | Pred 4,505 Frac Prot | 0,000 | Transitions 6
TYR 191 | Offset | 3,517 | Pred | 12,517 | Frac Prot | 1,000 | Transitions 138
AS4 192 | Offset | -4,620 | Pred 4,380 Frac Prot | 0,000 | Transitions 2
LYS 199 | Offset 1,472 | Pred | 10,472 | Frac Prot | 0,967 | Transitions 5149

GL4 203 | Offset | -3,657 | Pred 5,343 Frac Prot | 0,000 | Transitions 22

HIP 209 Offset | -2,411 | Pred 6,589 Frac Prot | 0,004 | Transitions 990

LYS 224 | Offset | -0,705 | Pred 8,295 Frac Prot | 0,165 | Transitions | 19955
LYS 225 | Offset | 0,327 | Pred 9,327 Frac Prot | 0,680 | Transitions 5185
LYS 231 Offset | 0,286 | Pred 9,286 Frac Prot | 0,659 | Transitions 9665
AS4 235 | Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

AS4 237 Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
TYR 240 | Offset 2,691 Pred | 11,691 | Frac Prot | 0,998 | Transitions 460
GL4 246 | Offset | -4,097 | Pred 4,903 Frac Prot | 0,000 | Transitions 12
HIP 252 Offset | -2,166 | Pred 6,834 Frac Prot | 0,007 | Transitions 2062
AS4 255 | Offset -inf Pred -inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

GL4 264 | Offset 3,634 | Pred 5,366 Frac Prot | 0,000 | Transitions 26
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Tabela 4.7:

Estados de protonagao da PETase MT(S121D;D186H;R280A), 326K em pH=9,0
Residue: Number State 0 State 1 State 2 State 3 State 4
Residue: | TYR 4 | 0.987600(1) | 0.012400(0) — — —
Residue: | GL4 16 | 0.999480(0) | 0.000152(1) | 0.000000(1) | 0.000228(1) | 0.000140(1)
Residue: | TYR 35 | 1.000000(1) | 0.000000(0) - - -
Residue: | TYR 41 | 0.998336(1) | 0,001664(0) — — —
Residue: | TYR 42 | 0,997940(1) | 0,002060(0) — — —
Residue: | TYR 59 | 0,990824(1) | 0,009176(0) — — —
Residue: | LYS 67 | 0,376586(3) | 0,623414(2) - - —
Residue: | HIP 76 | 0,435458(2) | 0,456618(1) | 0,107924(1) — —
Residue: | AS484 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS490 | 0,999980(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000020(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS493 | 0,999996(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000004(1) | 0,000000(1)
Residue: | TYR 118 | 0,995152(1) | 0,004848(0) — — —
Residue: | LYS 120 | 0,601894(3) | 0,398106(2) — — —
Residue: | AS4 122 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | LYS 149 | 0,775611(2) | 0,224389(2) — — -
Residue: | HIP 158 | 0,019704(2) | 0,709455(1) | 0,200841(1) — —
Residue: | GL4 176 | 0,998236(0) | 0,000440(1) | 0,000668(1) | 0,000496(1) | 0,000160(1)
Residue: | AS4178 | 0,999988(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000012(1) | 0,000000(1)
Residue: | TYR 191 | 0,999508(1) | 0,000492(0) - - -
Residue: | AS4192 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | LYS 199 | 0,957420(3) | 0,042580(2) — — -
Residue: | GL4 203 | 0,996944(0) | 0,002708(1) | 0,000000(1) | 0,000276(1) | 0,000072(1)
Residue: | HIP 209 | 0,003196(2) | 0,434038(1) | 0,562766(1) - —
Residue: | LYS 224 | 0,175889(3) | 0,824111(2) — — —
Residue: | LYS 225 | 0,872615(3) | 0,127385(2) — — —
Residue: | LYS 231 | 0,748183(3) | 0,251817(2) — — —
Residue: | AS4 235 | 0,996696(0) | 0,000032(1) | 0,003872(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | AS4 237 | 1,000000(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000000(1)
Residue: | TYR 240 | 0,996064(1) | 0,003936(0) — — —
Residue: | GL4 246 | 0,999844(0) | 0,000056(1) | 00000004(1) | 0,000092(1) | 00000004(1)
Residue: | HIP 252 | 0,002044(2) | 0,797371(1) | 0,200585(1) — -
Residue: | AS4 255 | 0,999988(0) | 0,000000(1) | 0,000000(1) | 0,000012(1) | 0,000000(1)
Residue: | GL4 264 | 0,999972(0) | 0,000000(1) | 0,000004(1) | 0,000020(1) | 0,000004(1)
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Tabela 4.8: Média total de protonagdo PETase MT(S121D;D186H;R280A), 326K em pH=9,0

TYR 4 Offset 1,901 | Pred | 10,901 | Frac Prot | 0,988 | Transitions 3652
GL4 16 Offset | -3,284 | Pred | 5,716 | Frac Prot | 0,001 | Transitions 40

TYR 35 Offset inf Pred inf Frac Prot | 1,000 | Transitions 0

TYR 41 Offset 2,778 Pred | 11,778 | Frac Prot | 0,998 | Transitions 3366
TYR 42 Offset | 2,685 | Pred | 11,685 | Frac Prot | 0,998 | Transitions 210

TYR 59 Offset | 2,033 | Pred | 11,033 | Frac Prot | 0,991 | Transitions 4564
LYS 67 Offset | -0,219 | Pred 8,781 Frac Prot | 0,377 | Transitions | 59194

HIP 76 Offset | -0,113 | Pred 8,887 | Frac Prot | 0,435 | Transitions 940

AS4 84 Offset - inf Pred - inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
AS4 90 Offset | -4,699 | Pred 4,301 Frac Prot | 0,000 | Transitions 2
AS4 93 Offset | -5,398 | Pred 3,602 Frac Prot | 0,000 | Transitions 2
TYR 118 | Offset | 2,312 | Pred | 11,312 | Frac Prot | 0,995 | Transitions 2408
LYS 120 | Offset | 0,180 | Pred | 9,180 | Frac Prot | 0,602 | Transitions | 24702

AS4 122 Offset - inf Pred - inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
LYS 149 Offset 0,539 Pred 9,539 Frac Prot | 0,776 | Transitions | 40310
HIP 158 | Offset | -1,697 | Pred 7,303 Frac Prot | 0,020 | Transitions 7449
GL4 176 | Offset | -2,753 | Pred 6,247 Frac Prot | 0,002 | Transitions 94
AS4 178 | Offset | -4,921 | Pred | 4,079 | Frac Prot | 0,000 | Transitions 2

TYR 191 | Offset | 3,308 | Pred | 12,308 | Frac Prot | 1,000 | Transitions 234

AS4 192 Offset - inf Pred - inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0
LYS 199 | Offset 1,352 | Pred | 10,352 | Frac Prot | 0,957 | Transitions 8244
GL4 203 | Offset | 2,514 | Pred 6,486 Frac Prot | 0,003 | Transitions 68
HIP 209 | Offset | -2,494 | Pred | 6,5066 | Frac Prot | 0,176 | Transitions 782
LYS 224 | Offset | -0,671 | Pred | 8,329 | Frac Prot | 0,873 | Transitions | 20371

LYS 225 Offset 0,836 Pred 9,836 Frac Prot | 0,748 | Transitions 3101
LYS 231 Offset 0,473 Pred 9,473 Frac Prot | 0,004 | Transitions | 10728
AS4 235 | Offset | -2,407 | Pred 6,593 Frac Prot | 0,000 | Transitions 14
AS4 237 | Offset - inf Pred - inf Frac Prot | 0,000 | Transitions 0

TYR 240 | Offset | 2,403 | Pred | 11,403 | Frac Prot | 0,996 | Transitions 820

GL4 246 | Offset | -3,807 | Pred 5,193 Frac Prot | 0,000 | Transitions 20
HIP 252 Offset | -2,689 | Pred 6,311 Frac Prot | 0,002 | Transitions 725
AS4 255 | Offset | -4,921 | Pred 4,079 Frac Prot | 0,000 | Transitions 2
GL4 264 | Offset | -5,553 | Pred 4,447 Frac Prot | 0,000 | Transitions 8
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Capitulo 5

Conclusoes

Com base nas tabelas 1;2;3;4, correspondente a PETase Nativa, com o aumento da tem-
peratura para 326K houve grande queda da estabilidade térmica da enzima, ja que com o
aumento da média total de protonacao e também os estados acessiveis pelas cadeias doado-
ras de prétons, o carater hidrofébico da enzima aumentou, com isso diminui as ligagoes de
hidrogénio e as interagoes eletrostaticas[22].

Ja com base nas tabelas 5;6;7;8, correspondente a PETase Mutante (S121D;D186H;R280A)
o aumento da temperatura de 300K para 326K mostrou-se pouco significativo. Isso pode ter
ocorrido principalmente com as duas tultimas mutagoes, ja que foi substituido aminoacidos
com pH mais acido por aminodcidos com pH béasico e um aminoacido basico por um nao
polar e hidrofébico, aumentando como um todo a hidrofobicidade da estrutura quaternaria da

enzima(23].
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