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RESUMEN

El plastico ha provocado graves problemas ambientales y de salud publica a nivel global debido a
su uso extensivo. Este estudio se centra en la degradacién de poliuretanos, destacando la
importancia de predecir la estructura de enzimas mediante AlphaFold y el docking molecular para
comprender su interaccion con estos polimeros. La poblacion deestudio incluy6 todas las
secuencias de proteinas en PubMed, seleccionando una muestra representativa con actividad
catalitica relacionada con poliuretanos mediante bulsqueda exhaustiva. Las secuencias,
identificadas por codigos GenBank, fueron recopiladas de PubMed y otras fuentes. Las
propiedades fisicoquimicas de las enzimas se caracterizaron con Protparam, realizando
alineamientos y cladogramas con Clustal Omega, identificando motivos con MEME, modelando
estructuras con ColabFold y evaluandolas con SAVES. El docking molecular se llevé a cabo
utilizando CB- Dock y AutoDock Vina. Se identificaron y caracterizaron 29 secuencias
enzimaticas: 7 poliuretanasas, 15 cutinasas y 7 lipasas, con agrupaciones filogenéticas distintas y
motifs significativos. El modelado en AlphaFold revelé diferencias estructurales evidenciadas
en modelos tridimensionales y sus puntuaciones de calidad. EI docking molecular con el
poliuretanoproporciond informacion sobre la potencial interaccion de estas enzimas con el
compuesto. Este andlisis meticuloso brindé un panorama detallado de propiedades, estructuras y
potenciales interacciones. Basandose en estructuras tridimensionales predichas por AlphaFold,
este estudio sugiereque las proteinas modeladas tienen un potencial significativo para unir y
potencialmente degradar poliuretanos, representando una valiosa contribucion a la bioinformatica
y prometiendo nuevas lineas de investigacion en el estudio de proteinas y su actividad catalitica
con polimeros.

Palabras claves: Poliuretanos, Enzimas, AlphaFold, Docking molecular, Degradacion

1 Autor principal
Correspondencia: etroyaca@unprg.edu.pe

pag. 2946



https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v8i3.11510
mailto:etroyaca@unprg.edu.pe
https://orcid.org/0000-0003-2599-4761
mailto:aestelam@unprg.edu.pe
https://orcid.org/0009-0001-1653-9954
mailto:esuclupef@unprg.edu.pe
https://orcid.org/0000-0002-0334-2191
mailto:etroyaca@unprg.edu.pe

Prediction of the Three-Dimensional Structure of Enzymes with
Polyurethane-Degrading Activity in the Year 2023

ABSTRACT

Plastic has caused serious global environmental and public health problems due to its extensive
use. This study focuses on the degradation of polyurethanes, emphasizing the importance of
predicting enzyme structures through AlphaFold and molecular docking to understand their
interaction with these polymers. The study population encompassed all protein sequences in
PubMed, selecting a representative sample with catalytic activity related to polyurethanes
through exhaustive searches. Sequences, identified by GenBankcodes, were compiled from
PubMed and other sources. The physicochemical properties of the enzymes were characterized
using Protparam, and multiple alignments and cladograms were created with Clustal Omega.
Motifs were identified using MEME, andstructures were modeled with ColabFold and evaluated
with SAVES. Molecular docking was conducted using CB-Dock and AutoDock Vina. Twenty-
nine enzyme sequences wereidentified and characterized: 7 polyurethanases, 15 cutinases, and 7
lipases, exhibiting distinct phylogenetic groupings and significant motifs. AlphaFold modeling
revealed structural differences in three-dimensional models and their quality scores. Molecular
docking with polyurethane provided insights into the potential interaction of these enzymes with
the compound. This meticulous analysis offered a detailed overview of properties, structures,
and potential interactions. Based on three- dimensional structures predicted by AlphaFold, this
study suggests that the modeled proteins have significant potential to bind and potentially
degrade polyurethanes, representing a valuable contribution to bioinformatics and promising
new avenues of research in the study of proteins and their catalytic activity with polymers.

Keywords: Polyurethanes, Enzymes, AlphaFold, Molecular docking, Degradation
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INTRODUCCION

La contaminacidn del plastico es un grave problemaambiental y de salud publica que afecta a todo
el mundo. El pléstico es un material muy versatil y ampliamente utilizado en una gran variedad
de productos, desde envases y empaquetes hasta productos de consumo y equipamiento
industriales. Sin embargo, el uso masivo de plastico ha llevado a una serie de problemas
ambientales y de salud pablica (Vandenberg et al., 2007).

Uno de los principales problemas es el desperdicio de plastico, causa por la cual muchos de
estos productos que son producidos acaban siendo utilizados solo una vez y luego desechados,
lo que contribuye a la creciente cantidad de residuos plasticos en el medio ambiente. Aunque
algunos plésticos son reciclados, la mayoria termina en vertederos o en el medio ambiente,
donde pueden tardar siglos en descomponerse (Eriksen et al., 2018).

El plastico también puede ser perjudicial para la salud humana y la de los animales, ya que
algunos tipos de pléstico contienen quimicos toxicos que pueden ser liberados durante su
produccion, uso o descomposicion, y pueden ser dafiinos para la salud humana si se inhalan o
entran en contacto con la piel (Pérez-Garcia et al., 2021). Ademas, cuando el plastico se
descompone en el medio ambiente, puede liberar pequefias particulas conocidas como
microplasticos, que pueden ser ingeridas por animales y luego subir por la cadena alimenticia
hasta llegar a los humanos (Ullah et al., 2023).

Otro problema es la contaminacion causada por el plastico es que muchos de los productos de
plastico se utilizan en el exterior, lo que significa que pueden ser transportados por el viento
o la lluvia a lugares donde no son deseados, como rios, océanos y playas. Esto puede tener un
impacto negativo en la fauna y la flora locales y puede dificultar la actividad humana, como la
pesca o el turismo (Plastics Europe, 2021).

La contaminacion del pléstico en los océanos es especialmente preocupante, estos residuos
plasticos flotan en el agua y pueden ser transportados por las corrientes marinas a grandes
distancias, lo que significa que el problema no es solo local sino global. Los residuos plasticos
pueden entrar en la cadena alimenticia marina y dafiar la salud de los peces y otros animales

marinos, y también pueden afectar a los humanos que consumen esos animales. Ademas, el
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plastico puede obstaculizar la actividad humana y ocasionar un impacto econémico negativo en
las comunidades que dependen de actividades extractivas y del turismo (Urbanek et al., 2018).
El pléastico también puede tener un impacto ambiental negativo al liberar gases de efecto
invernadero durante su produccién y su descomposicion. La produccion de plastico requiere
energia y la quema de combustibles fdsiles (Magnin et al., 2020), lo que contribuye al cambio
climéatico. Ademas, cuando el plastico se descompone en el medio ambiente, libera gases de
efecto invernadero como el metano y el éxido de nitrégeno, que contribuyen a la intensificacién
del cambio climético.

A pesar de estos problemas, el uso de plastico sigue siendo muy popular y se ha extendido a casi
todos los aspectos de nuestra vida. Sin embargo, es importante tomar medidas para reducir
nuestro consumo de plastico y promover practicas mas sostenibles en su producciény uso (Danso
etal., 2019).

Al dia de hoy existen varias técnicas para reducir o eliminar el plastico después que ha sido
usado, una de ellas por ejemplo es la incineracion, sin embargo, los desechos plasticos cuando
se incineran pueden liberar gases toxicos y quimicos que incluyen cloruro de hidrégeno,
dioxina, cadmio (Awasthi et al., 2017b). Otra estrategia para combatir este problema es la
conversion de pléstico en energia, pero tiene sus propias desventajas, ya que provoca un
aumento de las emisiones netas de didxido de carbono (Emadian et al., 2017).

Una estrategia interesante es la biodegradacion del pléstico, la cual varia segun el tipo de
polimero, los aditivos quimicos y la temperatura. Se han descrito varias enzimas que degradan
diferentes componentes del pléstico sin embargo muchas de ellas tienen poca actividad. El
estudio de enzimas con actividad para degradar plastico se divide segln qué tipo de componente
del plastico son capaces de degradar, por ejemplo, PETasas, poliuretanasas, etc (Patel et al.,
2022).

El poliuretano es un material plastico termoestable muy versatil y ampliamente utilizado en una
gran variedad de aplicaciones, como el revestimiento de muebles, la fabricacion de espumas
para colchones y asientos de coche, y la produccion de adhesivos y sellantes. Sin embargo, el

uso masivo de poliuretano ha llevado a una serie de problemas ambientales y de salud publica.
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Actualmente ya se tienen reportadas enzimas con capacidad degradadora de poliuretano (J. Liu
etal., 2021).

Para analizar y dilucidar el mecanismo de accion de una enzima es necesario conocer su estructura
3D para posteriormente usando ingenieria de proteinas, que a dia de hoy estan siendo maés firmes
debido al aprendizaje automatico o la inteligencia artificial, para mejorar su actividad a una escala
aplicable a procesos industriales. Lamentablemente para muchas de las enzimas que se han
reportado actividad degradadora de plastico no se tiene estructura cristalografica, sin embargo,
es posible predecir esta estructura mediante programas bioinforméaticos como AlphaFold,
TASER, entre otros (Laskowski et al., 1993).

La modelizacién de enzimas sin una estructura cristalografica conocida es fundamental en la
investigacion bioquimica moderna. AlphaFold ha revolucionado este campo al proporcionar
modelos precisos de proteinas, incluso cuando no se dispone de datos cristalograficos. Estas
predicciones son valiosas para comprender la estructura y la funcion de enzimas relevantes, como
aquellas implicadas en la degradacion de polimeros como el poliuretano.

El proceso de docking molecular, utilizando estos modelos de enzimas generados por AlphaFold,
representa una herramienta esencial para explorar y predecir interacciones moleculares
especificas. En el contexto de este estudio, el objetivo fue evaluar si estas enzimas modeladas
tienen la capacidad de unirse y, potencialmente, catalizar la degradacién del poliuretano.

Dado que las enzimas en cuestion carecian de una estructura cristalogréafica conocida, el uso de
modelos generados por AlphaFold brindd una oportunidad Unica para abordar esta cuestion. El
docking molecular ofrece una via efectiva para predecir y estudiar interacciones moleculares,
permitiendo asi investigar la afinidad y la viabilidad de estas enzimas para interactuar con el
poliuretano, ofreciendo valiosas perspectivas para aplicaciones biotecnoldgicas y la comprension
de la degradacion de polimeros.

METODOLOGIA

Poblacion y muestra

La poblacién de estudio estuvo constituida por todas las secuencias de proteinas depositadas en

la base de datos PubMed hasta la fecha de corte de este estudio. La muestra seleccionada para
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este estudio consistié en un conjunto representativo de secuencias de proteinas depositadas en
PubMed que han sido reportadas con actividad catalitica relacionada con poliuretanos. La
seleccion de lamuestrase baso en una busqueda exhaustiva utilizando términos clave pertinentes
y otros términos relacionados.

Disefio de investigacion

El tipo de estudio del presente trabajo es: estudio basico. En él, manipulamos una variable
independiente (los modelos de enzimas generados por AlphaFold) para observar su efecto en la
interaccion con el poliuretano, que seria la variable dependiente. El proceso de docking
molecular representa la herramienta o método utilizado para evaluar esta interaccion especifica
entre las enzimas y el poliuretano en un contexto controlado y sistematico.

El disefio de contrastacion de hipétesis es descriptivo.

Hipdtesis nula (HO): No existe una interaccion significativa entre las enzimas modeladas por
AlphaFold y el poliuretano durante el proceso de docking molecular. En otras palabras, la
capacidad de las enzimas modeladas para unirse o interactuar con el poliuretano no difiere de lo
que se esperaria por azar o aleatoriamente.

Hipotesis alternativa (H1): Existe una interaccion significativa entre las enzimas modeladas por
AlphaFold y el poliuretano durante el proceso de docking molecular. En este caso, se espera que
las enzimas mostradas por AlphaFold tengan la capacidad de unirse o interactuar especificamente
con el poliuretano, lo que sugiere una afinidad o potencial actividad catalitica hacia este sustrato.
Procedimiento

Recopilacién de secuencias de proteinas

Se buscaron investigaciones que reportaran enzimas con actividad catalitica para poliuretanos.
Una vez obtenido su identificador, se accedié a NCBI y se buscé con la opcion "protein”, y se
descargo la secuencia de proteinas en formato "FASTA". Al archivo se le nombré con el cédigo
GenBank para un mejor orden en el manejo de datos.

Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de poliuretanasas, cutinasasy lipasas
Se llevaron a cabo determinaciones clave utilizando la herramienta Protparam

(https://web.expasy.org/protparam/). Se calculé el nimero de aminoacidos (NAA). El peso
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molecular (MW), el punto isoeléctrico (PI), el coeficiente de extincién (CE), la composicion
de aminoacidos (aa), el tiempo de vida (TV) y el indice de inestabilidad (I1), el indice alifatico
(1A) y el valor de Gran Promedio de Hidropaticidad (GRAVY). Estos calculos en Protparam
permitieron una caracterizacion detallada de las propiedades fisicoquimicas de las enzimas
estudiadas.

Alineamiento multiple

Primero, las secuencias de las proteinas de interés, que incluyen cutinasas, poliuretanasas y
lipasas, se depositaron en la plataforma de Clustal Omega. Luego, se llev6 a cabo un alineamiento
multiple para todas las secuencias. Posteriormente, se realizaron alineamientos por separado para
cada grupo de proteinas, es decir, uno para las cutinasas, otro para las poliuretanasas y otro para
las lipasas. Para presentar de manera efectiva los resultados del alineamiento mdltiple, se
empled ESPript 3.0 (https://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi- bin/ESPript.cgi).

Cladograma

Clustal Omega fue utilizado para la construccion de un cladograma que englob6 tanto a todas
las proteinas en conjunto como a cada proteina de forma individual. Este enfoque de cladograma
proporciono una vision global y detallada de la evolucion de las proteinas estudiadas.

Prediccion de motif

Para obtener una evaluacion mas precisa de la presencia de motivos en estas proteinas, se llevd
a cabo una busqueda de motivos utilizando la herramienta MEME (https://meme-
suite.org/meme/tools/meme). MEME es capaz de descubrir motivos novedosos y sin  brechas
(patrones recurrentes de longitud fija) en las secuencias de interés. Esta herramienta también
tiene la capacidad de dividir patrones de longitud variable en dos 0 mas motivos separados.
Modelado molecular

La estructura de las enzimas encontradas se model6 computacionalmente empleando

ColabFoldAlphaFold2_advanced(https://colab.research.google.com/github/sokrypto

n/ColabFold/blob/main/beta/AlphaFold2_ advanced.ipynb), que utiliz6 el algoritmo MMseqs2

(Mirdita et al., 2021) para el alineamiento de secuencias maltiples (MSA).
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Evaluacion del modelado molecular

El modelo final fue evaluado con la herramienta web Structural Analysis and Verification Server
(SAVES) (https://saves.mbi.ucla.edu/) para obtener y analizar el factor de calidad global
utilizando el programa ERRAT (Colovos & Yeates, 1993). Ademas, se analizé el grafico de
Ramachandran del paquete PROCHECK (Laskowski et al., 1993), que mostro el porcentaje de
residuos dentro de sus regiones favorecidas, lo cual fue Util para analizar y detectar posibles
impedimentos estéricos. Por Gltimo, se realizaron alineaciones estructurales y figuras utilizando
el software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC,
New York, NY, USA).

Docking Molecular

Para el estudio de acoplamiento molecular se hizo uso del servidor web de PubChem
(C22H36N208) con un peso molecular de 456.5 unidades de masa atomica (UMA). Para el
analisis, se utilizaron los mejores modelos predichos por Alphafold. El servidor CB-Dock
(Cavity-detection guided Blind Docking) (http://clab.labshare.cn/cb-dock/php/index.php) es capaz
de predecir los sitios de unién en una proteina dada y calcular sus centros y tamafios utilizando
un innovador enfoque de deteccion de cavidades basado en lacurvatura (Y. Liuet al., 2020, 2022).
RESULTADOS

Se obtuvo un total de 29 secuencias de aminoacidos de la base de datos PubMed. De estas
secuencias, 7 de ellas fueron identificadas como poliuretanasas, 15 como cutinasas y 7 como
lipasas (Tabla1).

Tabla 1 Tabla general de secuencias de GenBank

NOMBRE [ORGANISMO] GENBANK
POLYURETHANASE

Polyurethanase [Pseudomonas sp. HS6] WP_249486220.1
Polyurethanase [Pseudomonas sp. HS6] UQS16381.1
Polyurethanase [Pseudomonas sp. HS6] WP_249486221.1
Polyurethanase [Pseudomonas sp. HS6] UQS16382.1

Polyurethanase [Pseud omonachlororaphis UQSs88382.1

subsp. piscium]
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Polyurethanase

subsp. piscium]

[Pseudomonaschlororaphis UQS88381.1

Polyurethanase [Pseudomonas marginalis]

WP_154841285.1

CUTINASE

Cutinase [Pyrenopeziza brassicae]

CAB40372.1

Cutinase [Drepanopezi za brunnea f. sp.
'multigermtubi'MB_m1]

XP_0072910 87.1

Cutinase [Drepanopezi za brunnea f. sp. EKD18956.1
'multigermtubi'MB_m1]

Cutinase [Rhizoctonia solani AG-1 1B] CC031306.1
Cutinase [Rhizoctonia solani AG-1 1B] CC034480.1
Cutinase [Rhizoctonia solani AG-1 1B] CCO36642.1
Cutinase [Fusarium solani] AAA33334.1
Cutinase [Diplocarpon rosae] PBP23319.1
Cutinase [Diplocarpon rosae] PBP15993.1
Cutinase [Diplocarpon rosae] PBP26284.1
Cutinase [Diplocarpon rosae] PBP28852.1
Cutinase [Diplocarpon rosae] PBP21072.1
Cutinase [Diplocarpon rosae] PBP17513.1
Cutinase [Talaromyces islandicus] CRG87219.1
Cutinase [Phytophthor a capsici] CAA61622.1
LIPASE

Lipase [Colletotrichum chlorophyti] OLN86975.1
Lipase [Colletotrichum fructicola] KAF4430836.1
Lipase [Trifolium pratense] PNY15192.1
Lipase [Trifolium pratense] PNY07848.1
Lipase [Trifolium pratense] PNY15257.1
Lipase [Scenedesmus sp. PABB004] KAF8065798.1
Lipase [Scenedesmus sp. PABB004] KAF8063011.1

Se construyé un cladograma usando Clustal Omega, se puede observar como todas las
secuencias se agrupan en 3 ramas principales (Figura 2), en la primera rama encontramos 6
lipasas y 1 cutinasa, en la segunda rama 7 poliuretanasas y 1 lipasa, y en la tercera rama todas

son cutinasas.
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Figura 1 Cladograma general

— PMRY 15257 .1 041165
L — CASRTE22.1 0429235
FAF443053536.1 0.39939

DQLMEEZYS. 1 0.35097
PR 151921 006112
PrIvwO7rs43.1 0055765
FAFBOES 92,1 0.34406
WP 1548412851 0.21324
WWP 224948622001 0O
LIQ=88381 .1 010445
WP _ 2494882211 0
LICI=E88382.1 0.14402
L AFS0E3011.1 0.36528
| E— CCO3E642.1 0.21308

|—|: SCO31306.1 0.08554
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PEFP2Z2E254.1 0.03657
CAaB40372.1 01902

PER15923.1 0.07239
PBEP17513.1 0.06761

Poliuretanasas

Obtuvimos un total de 7 secuencias, las cuales fueron analizadas como se detalla a continuacion.
Prediccion de motif

Se realizé una busqueda de los motif en MEME, que mostr6 3 posibles motif consensus para las
poliuretanasas (Figura 2).

Figura 2 Prediccion y célculo de motif en poliuretanasas

Name p-value  Motif Locations

WP_240486220 1 205¢-153 == ==

UQS16381 1 2056153 == | B
WP_2404862211  3.14e-144 . Em

UQS16362 1 CRTTE 77 S o S B E—
UQS88382 1 5.206-136 | Hm

Q583381 1 6.266-144 | =) =
WP_1548412851 2510122 == |

Motif Symbol Motif Consensus
1 MERVIESKPYILTSKDSTIIVSNLSDPARAKTWY ZOLURNAEPHEGSTE L
2 KRTLDLQOSLQKFSFANDGDGTLYVADAYGG ISNTRD IGATVEREPGELM
3 KDVLVSGRSLGGL QDANY: vV

Modelamiento en Alphafold

Asi pues, se continu6 con el modelado de las proteinas usando AlphFold Colab que para las
poliuretanasas fueron un total de 7 secuencias. AlphaFold para cada secuencia dio como resultado
5 modelos, de los cuales después de analizar su estructura secundaria predicha, fueron
seleccionados aquellos con mejor puntuacion pLDDT (per-residue local distance difference test).

En las poliuretanasas la secuencia que mostré un mejor score pLDDT fue WP_249486220.1 con
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un score de 93.5 y la menor fue WP_154841285.1 con un score de 89.78 (Figura 3).

Figura 3 Comparacion entre modelos coloreados segun score

Poliuretanasas

WP_249486220.1 WP_154841285.1

Para estos modelos predichos, todos tenian una estructura tridimensional similar con algunas
pequefias variaciones. Los modelos se muestran en la Figura 4, en la cual cada modelo fue
coloreado siguiendo el espectro visible, la proteina con mejor puntuacién estando en morado
hasta la de menor puntuacion estando en rojo.

Figura 4 Estructura tridimensional de las poliuretanasas modeladas

Poliuretanasas modeladas

UQsI6sLl UQsssIs2Ll UQS8S381.1

WP_I54841285.1

Docking molecular

Se obtuvo que WP_249486220.1 y UQS16381.1 tuvieron una buena puntuacién Vina, y esto se
podria correlacionar con que también fueron las secuencias que obtuvieron las mejores
puntuaciones de prediccion en AlphaFold, asi pues, la secuencia WP_154841285.1 que fue la que
obtuvo prediccion més baja de AlphaFold, también obtuvo la puntuacion Vina méas baja de las

poliuretanasas.
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La Figura 6 muestra un resumen de todas las estructuras predichas con AlphaFold junto con los
ligados en las cavidades predichas por CB-Dock?2.

Figura 6 Docking molecular de las poliuretanasas con poliuretano
Docking Molecular de las Poliuretanasas

UQS16381.1
. e
Ly o Ly

(G n&e//‘ o
%,, ad —:‘:('”:(’;.
\ =~

uQsI6Is2l UQS8§8382.1 UQS88381.1

WP_154841285.1

Cutinasas
Se obtuvo del Genbank un total de 15 cutinasas.
Prediccion del motif

Se realiz6 una prediccion de motif que arrojo los siguientes resultados que se muestran en la

Figura 7.

Figura 7 Prediccion y calculo de motif en cutinasas
Mame p-value Motif Locations:

CAB4DAT2 1.026-84 [ ——

HP_D07291087 1 1.48e-100

11
|
I

EKD16956.1 1498100
COO31306.1 4 19842 (I [

CCO34480.1 7 35042 | — |

CO036642.1 5.008-28 = [ |

AAAI33A1 1080-45 — T -

PEPZ3319.1 TMegs O 20 DTN NN

PEP15¢93 1 1408-90 | [ ——
PEP26284.1 274599 [ T .-
PBPZ3552 1 2 28675 | T ..
PEP21072.1 4 28a-44 [ [—

PEF1 75131 224069 E— T
CRGAT219.1 2 536-04 [ T
CAARTRZZ 1 837e-1

Motif Symbel Metif Consensus
1. I UPUKGERVGNIPAARTHVICHPGDNICAGGET ILFPHLTYAQD
2.0 | @eDFAGIAYMANLVEQTLT3CEETELVLSSY203ACLVEKA
EN ] CHGMILIFPARSTIEPGHNVGILTEEPFEQAL
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Modelamiento en Alphafold

En las cutinasas la secuencia que mostré un mejor score pLDDT fue CAB40372.1 con un score
de 96.26 y la menor fue CAA61622.1 con un score de 58.61.

Todos los modelos eran bastante similares en estructura, con la diferencia de CAA61622.1
(Figuras 8y 9).

Figura 8 Estructura tridimensional de las cutinasas modeladas

Cutinasas modeladas

< B
e g
r §
‘,.f/ ra

CAB40372.1 XP_007291087.1 EKDI8956.1
r’j\/
f CCO31306.1 M CCO36642.1

AAA33334.1 PBP23319.1 PBP15993.1

Figura 9 Estructura tridimensional de las cutinasas modeladas

Cutinasas modeladas

PBP26284.1 PBP28852.1 PBP21072.1

PBP17513.1 CRGS7219.1

CAAARIG221
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Docking molecular
Realizamos un docking en CB-Dock2 con cada modelo predicho usando el poliuretano como

ligando (Figura 10y 11).

Figura 10 Docking molecular de las cutinasas con poliuretano
Docking molecular de cutinasas

AAA33334] PBP23319.1 PBP15993.1

Figura 11 Docking molecular de las cutinasas con poliuretano
Docking molecular de cutinasas

PBP17513.1 CRGR7219.1

CAAGI622.1
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Lipasas

Para las lipases encontramos un total de siete secuencias que pertenecian a organismos del género
Colletotrichum, Trifolium y Scenedesmus.

Prediccion de motif

Se realizé una prediccion de motif como descrito en los materiales y métodos, que arrojo los
siguientes resultados que se muestran en la Figura 12.

Figura 12 Prediccion y calculo de motif en lipasas

Name p-value Motif Locations
OLNS6TS1 478835 =
KAF4430836 1 108e-1

PNY151821 195e-1g0 . Do NN 00
PNYOTS481 230175 e R 000

PNY15257.1 3.908-1
KAF8065708.1  2.83e-38 —r— [l
KAF8063011.1  9.558-1

Motif Symbol Motif Consensus
1 MT?GQPRIGRGVFAST YSKLVPNT IRV THDHD IVPELPPYLYGLPQKTEZ
2 I1IAFRGTREESLONWIEDL YWKQHE INYPDMDDAMVERGF YTAYHRTTI
3 VYLSDLTQLFTWTCSRCGDLTEGRE T IELVVIVERCLOAFVGVAEDPE

Modelamiento en Alphafold

En las cutinasas la secuencia que mostrd un mejor score pLDDT fue OLN86975.1 con un score
de 85.24 y la menor fue KAF8063011.1 con un score de 68.36.

Observando las estructuraras predichas, notamos que estructuralmente no son muy parecidas
como lo fueron las poliuretanasas modeladas, ademas PNY15257.1 'y KAF8063011.1 son

estructuralmente mucho mas diferentes (Figura 13).
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Figura 13 Estructura tridimensional de las lipasas modeladas
Lipasas modeladas

£

KAF4430836.1 PNYI15192.1

PNY07R4R.1

KAF8063011.1
Docking molecular
Realizamos un docking en CB-Dock2 con cada modelo predicho usando el poliuretano como
ligando.

Figura 14 Docking molecular de las lipasas con poliuretano
Docking molecular de lipasas

OLN8G975.1 KAF4430836.1

KAF063011.1
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DISCUSION

La produccion mundial de plastico ha aumentado considerablemente en las ultimas siete décadas,
generando una gran cantidad de desechos, incluyendo microplésticos, que representan una
amenaza ambiental (Pereiras Varela, 2019). Este estudio se enfoca en la utilizacion de enzimas
que podrian tener actividad para degradar plasticos de poliuretano (PUR), que son dificiles de
reciclar. Proporciona informacién importante sobre la posible degradaciéon de plésticos de
poliuretano por medio de enzimas cutinasas, lipasas o poliuretanasas, lo que podria contribuir a
la reduccion de la contaminacion plastica y la gestion de residuos.

Todas las proteinas mostraron un alto nimero de hélices, las cuales podrian desempefiar un papel
importante en la flexibilidad de los cambios conformacionales, asi pues, en algunas proteinas
modeladas mas de la mitad de sus estructuras secundarias estdn compuestas por hélices. Un
mayor porcentaje de a-hélice sugiere resistencia téermica significativa basada en la estabilidad
intrinseca, lo que guarda correlacion con los resultados de los pardmetros calculados en
ProtParam. Asi mismo también las proteinas modeladas presentaron estructuras tipo .

Varias pruebas experimentales indican que las hidrolasas, como las proteasas, ureasas y esterasas,
son capaces de degradar los poliuretanos (do Canto et al., 2019). En el presente trabajo
presentamos pruebas que cutinasas y lipasas también pueden ligar poliuretano y posiblemente
catalizarlo. Trabajos en proteinas modeladas por homologia mostraron buena calidad
estereoquimica y generalmente son acompafiados de anélisis de simulaciones de dinamica
molecular, resultando en que todos los ligandos, monémeros de poliuretano, muestran
interacciones favorables con las enzimas modeladas (do Canto et al., 2019).

Poliuretanasas

En la proteina modelada WP_249486221.1 se observa que ligando esta posicionado ligeramente
diferente sin embargo esta en la misma cavidad que WP_249486220.1. Si lo comparamos con
el modelo WP_249486220.1 podemos observar que este modelo tiene 3 alfa hélices que el
modelo WP_249486221.1 no tiene, puede que estas alfa hélices sean importantes para asegurar
el ligando. En este trabajo no presentamos las otras opciones que CB-Dock?2 ofrece cuando se

realiza un docking, esto debido a que son 5 opciones y el trabajo seria demasiado largo, sin
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embargo, cabe destacar que analizamos todos los modelos y escogimos el que mejor puntuacion
Vina tenia y en caso la puntuacion Vina fuese igual en dos modelos, se escogié el que mayor
tamafio de cavidad tenia, esto siempre y cuando la cavidad predicha estuviese en la misma
posicién. Si bien presentamos los aminoacidos que estarian coordinando al ligando, este
resultado es discutido puesto que los modelos conforme a menos puntuacion pLDDT tienen,
pueden tener variaciones en la posicion de los aminoacidos, sin embargo, la cavidad se
mantiene. Ademas, debemos tener en cuenta que en los modelos predichos por AlphaFold no se
realiz6 un relajamiento de cadena secundaria, esto debido a que demandaba mayor tiempo en el
modelado y para los objetivos de esta tesis y teniendo en cuenta que son modelos predichos
consideramos que esto no era crucial puesto que aun asi la cavidad seria identificada (Figura 15).

Figura 15 Comparacion entre WP_249486221.1 (proteina coloreada en azul con ligando color
verde) y WP_249486221.1 (proteina coloreada en cyan con ligando color rojo)

Para el caso de UQS88382.1 cuando lo comparamos con WP_249486220.1 es bastante notable
que carece de 3 alfa hélices y la alfa hélice que esta coordinando el ligando se disloca. Puede que
estas diferencias estructurales hagan que la puntuacion Vina disminuya, sin embargo, como se
observa, la cavidad sigue manteniéndose (Figura 16).

Figura 16 Enzima modelada WP_249486220.1 (proteina coloreada de magenta con ligando en
verde) y UQS88382.1(proteina coloreada en amarillo con ligando en rojo)

Para el caso del modelo UQS88381.1, el primer resultado del docking que tenia una puntuacion
Vina de -6.3 y un tamafio de cavidad de 538 no fue considerado como correcto, puesto que fue
colocado en una posicion que diferia de otros modelos, intuimos que esto es debido a que en este

modelo el score AlphaFold era mas bajo y hacia que el docking fuese mas inespecifico, es por
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ello que optamos por el segundo resultado del docking que tenia una puntuacion Vina de -6.1y
un tamafo de cavidad de 708 gue aunque fuesen menores que el primer resultado sugerido si
analizébamos su localizacion, parecia ser el correcto. Esto es un punto importante a tener en
cuenta cuando se realiza blind docking usando modelos AlphaFold (Figura 17). Los motif
calculados en MEME también fueron un factor para escoger este sitio de union.

Figura 17 Enzima UQS88381.1(en rojo score Vina - 6.3, en azul score Vina -6.1)

De forma similar sucedié con WP_154841285.1 en que el primer sitio propuesto por el docking
con score Vina de-6.2 y un tamafio de cavidad de 322 estaba dislocado del sitio que anteriores
modelos habian sugerido, asi analizando la propuesta nimero 5 observamos que estaba mejor
localizado el posible sitio de unién como se observa en la Figura 18 aunque con un score de -
5.5 y un tamafio de cavidad de 321. Como hemos visto, estas estructuras han sido bastante
similares, y la prediccion del docking ha sido similar en cuanto a la cavidad de ligacion del
poliuretano. Los datos sugieren que esta cavidad para los modelos de més bajo score de
AlphaFold se ha correlacionado con una baja puntuacién Vina, que posiblemente se debe a la
baja confiabilidad de la proteinamodelada. Creemos que estas proteinas modeladas son
candidatas a ser analizadas para evaluar su actividad enzimatica in vitro frente al poliuretano.

Figura 18 WP_154841285.1 (en azul score Vina-6.2, en azul score Vina -5.5)
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(Angkawidjaja et al., 2010) reportaron una estructura cristalografica de una lipasa de
Pseudomonas sp. en unién con fosfato de dietilo (PDB: 3A70). Observamos que el dominio
compuesto por hojas beta actia como un dominio de union a metales que segun reportan los
autores seria calcio (se representan como circulos negros en la Figura 19. La estructura generada
por AlphaFold (WP_249486220.1) muestra una gran similitud con la estructura obtenida por
difraccion de rayos X, con la excepcion de una hélice alfa ligeramente desplazada que se muestra
en el cuadrado rojo en la Figura 19 (en verde la estructura cristalografica y en cian la estructura
predicha por AlphaFold). Este cambio posiblemente se deba a que AlphaFold predice la
estructura sin la presencia del ligando, permitiendo variaciones entre conformaciones abiertas y
cerradas segun el contexto (Figura 19). Esto es importante puesto que salta a discusion la pregunta
¢si los modelos predichos por AlphaFold son predichos en ocasiones cerrados o abiertos en sitios
de unidn, tendremos malos andlisis de docking molecular?, para responder esta pregunta tenemos
que tener en cuenta que muchas estructuras cristalograficas algunas veces son resueltas sin
ligando con el sitio de union posiblemente cerrado y para ello se realizan diferentes ensayos en
las que se adiciona el ligando antes o después de cristalizar para poder observar este estado
conformacional (Petock et al., 2001).Por lo tanto, se debate la importancia de Ilevar a cabo un
acoplamiento molecular, ya sea a partir de modelos de proteinas derivados de la homologia o
AlphaFold, asi como de estructuras cristalograficas con mucho analisis y cuidado pues es crucial
abordar este analisis con meticulosidad y complementarlo con otras técnicas, como la dinamica
molecular. Lamentablemente, en este estudio no fue factible realizar esta Gltima debido a las
demandas computacionales necesarias para llevarla a cabo.

Vemos también que el sitio donde el fosfato de dietilo se une, es el mismo que el docking ha
calculado para que se ligue el poliuretano, afianzando aiin mas la confianza en este resultado,
teniendo como una poliuretanasa promisoria para ser estudiada con los nuevos avances de la
biologia estructural y evolucion de proteinas para probar y eventualmente mejorar su estabilidad

y eficiencia para degradar al poliuretano (Qiu & Wei, 2023).
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Figura 19 Comparacion entre la enzima WP_249486220.1 modelada por AlphaFold y la
estructura cristalografica PBD:3A70

"_1

Cutinasas

En el caso de las cutinasas, el binding docking fue bastante variable, aunque hubieron dos
posibles sitios que podrian ser los mas probables, como se muestra en la imagen (Figura 20), que
contiene los dos sitios de union, podemos observar que estos sitios se encuentran en extremos
contrarios, en este caso en rojo un sitio de ligacion que para CC0O31306.1 mostro -

5.0 de puntuacion Vina, un tamafio de cavidad de 121 (que fue el seleccionado para presentar en
resultados) y otro que se muestra en verde que tenia -4.6 de puntuacion vina, y 127 de tamafio de

cavidad.

Figura 20 Sitios de union probables del poliuretano calculados por el docking para las enzimas
cutinasas

Es interesante analizar que para el modelo PBP15993.1, el sitio de union es uno distinto, sin
embargo, tiene una puntuacion Vina relativamente buena de -6.1 con un tamafio de cavidad de
183. Se discute el hecho de que este modelo posee un loop bastante largo que no es bien modelado
por AlphaFold. Este loop podria estar formando alguna otra estructura secundaria que podria
hacer que este sitio de ligacion sea también un buen candidato a receptor de poliuretano (Figura

21).
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Figura 21 Docking molecular entre poliuretano y la enzima predicha por AlphaFold PBP15993.1
’\-\.

El sitio de union en el que en la Figura 22 el poliuretano esta coloreado de verde, fue el méas
comun entre los modelos, pero es interesante analizar que conforme el score de AlphaFold iba
disminuyendo en los modelos, este algunas veces se cerraba, haciendo que CB-Dock?2 eligiera
otros sitios alternativos, como se observa en la Figura 22 a continuacion donde se compara
CAB40372.1 que estéa con el dominio abierto y CRG87219.1 que esta con el dominio cerrado.

Figura 22 Comparacién entre CAB40372.1 que esta con el dominio abierto y CRG87219.1 que
estd con el dominio cerrado

CAB40372.1 CRG87219.1
Finalmente, el modelo CAA61622.1 fue el que menos puntuacion Vina tuvo y no estaba bien
estructurado, aun asi, hicimos el docking aunque no ofrecié resultados confiables.

Lipasas

Las lipasas mostraron diferentes sitios de unién, sin embargo, era un resultado esperado debido
a que estas eran bastante diferentes entre si.

Para el caso de la proteina PNY15257.1, se discute el hecho de que la posible cavidad calculada
por CB-Dock?2 estaba en una region de baja confiabilidad modelada por AlphaFold, como se
observa en la imagen (Figura 23).

Figura 23 Analisis por colores del score de prediccién para la enzima PNY15257.1
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Analizando los resultados de los score VINA del docking molecular podemos notar que estas
enzimas son unas potenciales proteinas a ser estudiadas para su aprovechamiento en la industria
y el tratamiento de los pléasticos.

Estos resultados son consistentes con las hipotesis planteadas inicialmente en el estudio.

La hipdtesis nula establecia que AlphaFold no predice con alto score la estructura tridimensional,
pero observando los resultados vemos que efectivamente si predice con alta confiabilidad la
estructura de las proteinas, es por ello que los resultados obtenidos respaldan la hipdtesis
alternativa.

A partir de los datos obtenidos, las Poliuretenasas con mejor Puntuacion Vina son
WP_249486220.1 y UQS16381.1, ambas presentan el valor mas bajo (-8 kJ/mol) de su listado,
mientras que las Cutinasas, PBP28852.1 y PBP17513.1 con los valores de -6.8 kJ/mol y -6.7
kJ/mol respectivamente, presentan la mejor Puntuacién Vina en comparacion de las otras
cutinasas en lista, y finalmente, las Lipasas con puntuaciones mas favorables en Vina son
PNY15257.1 y KAF8063011.1, ambas con el valor de -6.2 kJ/mol. Estos resultados presentan
puntuaciones mayores a los obtenidos por (Flores-Castafion et al., 2022) que presenta

-6,5 de puntuacion VINA, sin embargo, cabe resaltar que este autor trabaja con estructuras
cristalogréaficas y en nuestro trabajo se usan modelos predichos.

CONCLUSIONES

Este estudio experimental ha generado un conjunto de estructuras tridimensionales predichas
por AlphaFold, evaluadas meticulosamente mediante herramientas especificas. Ademas, el
andlisis de docking molecular sugiere que las proteinas modeladas poseen un potencial
significativo para la union y posible hidrélisis del poliuretano.

Los hallazgos presentados en este trabajo representan una contribucion sustancial al
conocimiento en el &mbito de la bioinformatica y la biologia estructural. Estos resultados
prometen abrir nuevas lineas de investigacion, particularmente en el estudio de proteinas y su
actividad catalitica relacionada con los poliuretanos.

Se ha logrado no solo generar modelos tridimensionales precisos con la ayuda de AlphaFold, sino

también evaluar su confiabilidad utilizando técnicas bioinformaticas especificas. La sugerencia
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de la capacidad de estas proteinas modeladas para interactuar con poliuretanos ofrece un camino

emocionante para investigaciones futuras.
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