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RESUMEN

El polietileno tereftalato (PET) es un termoplastico de bajo costo producido
industrialmente a partir de materias primas fésiles, es empleado de manera masiva en
la industria, llegando a convertirse en un contaminante de alto impacto. Entre los
ultimos descubrimientos relacionados al tratamiento enzimético del PET se encuentra
la PETasa de I. sakaiensis (IsSPETasa) la cual es una hidrolasa capaz de degradar al
PET. El presente trabajo se elaboro con la finalidad de establecer posibles mutaciones
y modificaciones que mejoren la actividad catalitica y estabilidad enzimatica de
IsPETasa, para lo cual se realizd un analisis estructural de la misma. Mediante el
empleo de las bases de datos UNITPROT y PDBeFOLD se identificaron las enzimas
que comparten un alto grado de homologia con ISPETasa, a partir de estos resultados
se realiz6 un andlisis en base a su porcentaje de identidad de secuencia e identidad de
estructura secundaria (SEQ y SSE respectivamente), E-value, Score, RMSD y Q. Se
seleccionaron las enzimas de mayor interés para este analisis siendo las principales la
PbLipasaT, RgPETasa, BbHidrolasa y SvCUT190, estableciéndose que la mutacién
N212S se puede utilizar para mejorar la actividad y estabilidad enzimética, ademas se
describieron posibles sustituciones a ser estudiadas para evaluar el efecto que estas
causarian en la enzima (S188E, S188A y S114H). En el analisis de variantes mutantes
se identificd la presencia de diferentes aminoacidos en cada caso; por lo que se
plantearon distintas sustituciones posibles a realizar en la enzima ISPETasa, entre las
mas relevantes se encuentran W159F y S238T.

Palabras clave: Bioinformatica, actividad enzimatica, mutaciones, residuos plasticos,

PETasa, Ideonella sakaiensis, enzimas homdlogas.
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ABSTRACT

Polyethylene terephthalate (PET), a low-cost thermoplastic produced industrially from
fossil raw materials, is massively used in industry, and has become a high-impact
pollutant. Among the latest discoveries related to the enzymatic treatment of PET is
PETase from 1. sakaiensis (IsPETase), which is a hydrolase capable of degrading PET.
The present work was elaborated to establish possible mutations and modifications
that improve the catalytic activity and enzymatic stability of ISPETase, for which a
structural analysis of the same was carried out. Using the UNIPROT and PDBeFOLD
databases, the enzymes that share a high degree of homology with ISPETase were
identified. From these results, an analysis was carried out based on their percentage of
sequence identity and secondary structure identity (SEQ and SSE respectively), E-
value, Score, RMSD, and Q. The enzymes of greatest interest were selected for this
analysis, the main ones being PbLipaseT, RgPETase, BbHydrolase, and SvCUT190,
establishing that the N212S mutation can be used to improve the enzymatic activity
and stability, in addition, possible substitutions to be studied were described to
evaluate the effect that these would cause in the enzyme (S188E, S188A, and S114H).
In the analysis of mutant variants, the presence of different amino acids in each case
was identified; therefore, different possible substitutions to be made in the IsPETase

enzyme were proposed, among the most relevant ones are W159F and S238T.

Keywords: Bioinformatics, enzyme activity, mutations, plastic residues, PETase,

Ideonella sakaiensis, homologous enzymes.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes investigativos

1.1.1. Polietileno tereftalato en el medioambiente

La contaminacion pléstica es una de las mayores amenazas para el ecosistema del
planeta, pues grandes cantidades de polietileno tereftalato (PET) se acumulan en el
medio ambiente ocasionando serias amenazas para los ecosistemas globales y la salud
humana, debido a que este polimero posee un tiempo de degradacion prolongado (Dai
et al., 2021). En los ultimos afios, la fabricacion de PET se ha incrementado
significativamente. Este polimero es considerado como un material ideal para una gran
cantidad de aplicaciones, incluidos embalajes, dispositivos médicos, construccion,
transporte, etc., debido a su alta resistencia mecanica, buena resistencia quimica,
durabilidad y bajo costo. Como consecuencia, los residuos plasticos, en particular el
PET, se han convertido en un problema ambiental (Narancic & O’Connor, 2019;
Simsek et al., 2019).

La inadecuada gestion de los desechos plasticos no biodegradables ha generado su
acumulacion descontrolada en el medio ambiente, provocando una disminucion de la
fertilidad del suelo ademas de muchos otros problemas ecoldgicos y de salud.
Anualmente, se producen alrededor de 57 millones de toneladas de residuos
poliméricos (Ellis et al., 2021; Webb et al., 2013). En el 2010 debido a la mala gestion
de los residuos, se estima que se depositaron 12,77 millones de toneladas de plastico
al medio marino (Crawford & Quinn, 2017; Jambeck et al., 2015) En los océanos
la cantidad de desechos plasticos ha superado en seis veces la del plancton, causando
graves amenazas contra las aves acuéticas y la vida marina (Cominita et al., 2016;
Issifu & Sumaila, 2020). Si la demanda mundial de plasticos y la gestion de residuos
mantiene la tendencia actual y la acumulacién sigue con una tendencia al alza (figura
1), para 2050 habra mas plastico en el mar que peces Jakobsson, (2021); Ritchie &
Roser, (2018).



. Eliminacion de
emisiones en el 2020

» Eliminacion de
emisiones en el 2020

Figura 1. Proyeccién del crecimiento de los residuos plasticos en los océanos.

A. Macroplasticos en la superficie del mar de 1950 a 2050. Tres escenarios diferentes
de cdmo puede ser la acumulacion de macroplésticos en la superficie del mar. B.
muestra microplasticos en la superficie del mar bajo los mismos escenarios. Curva
gris: representacion del crecimiento de los desechos plasticos si se detienen las
emisiones en el 2020. Curva azul: incremento de los residuos plasticos si las tasas de
emision se estancan en el 2020. Curva roja: representacion del crecimiento de los
desechos plasticos si no se toma ninguna medida contra la mala gestién actual y las
tasas de emision se incrementan.

Fuente: Jakobsson, (2021); Ritchie & Roser, (2018)



1.1.2. Estructuradel PET

EI PET se produce mediante una polimerizacion en cadena de etilenglicol (EG) y acido
tereftdlico (TPA) (figura 2) Los productos plasticos a base de petréleo son
semicristalinos con dominios tanto cristalizados como amorfos. ElI PET tiene una
cristalinidad diferente dependiendo de su uso, el PET utilizado en la fabricacion de
botellas y textiles tiene una cristalinidad mas alta (30-40%) mientras que el PET para
envases tiene una cristalinidad de alrededor del 8% (Jakobsson, 2021; Taniguchi et
al., 2019).

o

0, O
>_< >_< O/\/OH
o} O—(CHy), Ho
n
Polietileno tereftalato Acido mono - ( 2-hidroxietil ) tereftalico
(PET) (MHET)
HO
OH
< > \ HO™ N~
OH
Acido tereftalico Etilenglicol
(TPA) (EG)
0 (o]
HO
\/\O (o} o/\/OH
o
O/CH3 HO/\/
o]
Terftalato 1 - ( 2-hidroxietil ) 4-metil Acido bis - ( 2-hidroxietil ) tereftalico
(HEMT) (BHET)

Figura 2. Estructura quimica del PET, de sus materias primas y de sus productos de
degradacion.
Fuente: modificado de: Taniguchi et al., (2019)

La biodegradabilidad de este polimero se ve afectada por factores adicionales como su
hidrofobicidad, topografia de la superficie y tamafio molecular. Existe cierta
fluctuacion de estos factores a temperaturas superiores a la temperatura de transicion
vitrea, la cual, en el caso del PET, se encuentra alrededor de 80 °C, pero puede

descender a 60-65 °C en el agua cuando las moléculas de agua entran entre las cadenas
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del polimero y afectan la movilidad de la cadena al debilitar los enlaces de hidrégeno
entre los polimeros (Jakobsson, 2021; Kawai et al., 2019).

1.1.3. Degradacion del PET

En la actualidad, se han desarrollado diferentes técnicas para la degradacion y
reutilizacion de los desechos plasticos, como el reciclaje térmico o el reciclaje quimico.
Sin embargo, estos métodos generan contaminacién ambiental debido a las emisiones
de CO- o de residuos procedentes de la catalisis quimica (Joo et al., 2018; Hiraga et
al., 2019).

1.1.3.1. Reciclaje quimico

El reciclaje quimico del PET es el mas empleado debido que en este método no se
produce pérdida de calidad como lo es en el caso del reciclaje térmico en el cual el
plastico se derrite y reutiliza provocando una gran pérdida de propiedades mecanicas
(Jakobsson, 2021). El reciclaje quimico del PET se puede realizar con acidos, metanol
y glicoles. Esta técnica conduce a la formacion de las materias primas a partir de las
cuales se fabrica originalmente el PET, TPA y EG. Esto se consigue mediante el uso
de procesos de hidrélisis, metandlisis, glucolisis, amondlisis y amindlisis (Khoonkari
et al., 2015).

1.1.3.2.Reciclaje Fisico

El tratamiento fisico del PET es uno de los métodos mas empleados actualmente
debido a que el resultando de este proceso se puede emplear de forma directa en la
elaboracion de otros productos (Quito & Villafuerte, 2011; Sinha et al., 2008). De
manera general, este se subdivide en 4 fases las cuales son: el reciclaje primario que
implica el uso de chatarra y salvamento industrial previo al consumo (Damayanti &
Wou, 2021; Elamri et al., 2020), el reciclaje secundario que implica el reprocesamiento
fisico (por ejemplo, trituracion, fusion y reformado), el reciclaje terciario implica
someter los residuos de PET a un tratamiento quimico mediante el cual sus

componentes se aislan y reprocesan para su uso en la fabricacion y finalmente el



reciclaje cuaternario en el que el contenido energético de los residuos plasticos puede
recuperarse mediante incineracion (Al-Sabagh et al., 2016; Jablonska et al., 2019).

1.1.3.3.Reciclaje mediante gasificacion con vapor

Otra alternativa para el reciclaje del PET es la gasificacion con vapor, esta consiste en
convertir los materiales carbonosos en productos gaseosos (Li et al., 2021). En este
proceso el agente oxidante (aire, vapor u oxigeno) se introduce en el sistema de
gasificacion en cantidades subestequiométricas, y el combustible se descompone en
COy H2 a una temperatura de 550-1000 °C (Lopez et al., 2018; Pereira et al., 2012)
Esta técnica se divide en cuatro fases principales las cuales son: (1) secado; (2) pirolisis
(desvolatilizacion); (3) craqueo, combustion y desplazamiento del alquitran;y (4)
reacciones de gasificacion heterogéneas carbonizadas. Este método se puede
incorporar en los sistemas de energia y produccion de combustibles (Anuar
Sharuddin et al., 2016; Klinghoffer & Castaldi, 2013).

1.1.4. Biodegradacion del PET por biocatalisis

La degradacion del PET por biocatélisis se considera un método méas ecoldgico a
comparacion de los mencionados anteriormente. La degradacidon enzimaética de este
tipo de polimeros se realiza tipicamente mediante cutinasas que pueden hidrolizar la
cutina y varios poliésteres como el PET (Carr et al., 2020; Liebminger et al., 2007;
Roth et al., 2014). Estas enzimas realizan una despolimerizacion completa del PET
en sus mondmeros, TPA y EG que pueden reutilizarse para la sintesis de PET virgen
(de Castro et al., 2017; Furukawa et al., 2018). Entre las principales enzimas que
presentan una capacidad de degradacion del PET relativamente alta se encuentran: la
hidrolasa de Thermobifida fusca (TfH), la hidrolasa BTA-2 de T. fusca
DSM43793 ( Tf H BTA-2), la cutinasa 1 de T. fusca KW3 (Tf Cutl), cutinasa 2 de T.
fusca KW3 (Tf Cut2), LC cutinasa del metagenoma en abono vegetal, cutinasa
de Saccharomonospora viridis AHK190 (CUT190), la cutinasa HiC de Thermomyces
insolens y la lipasa B de Candida antarctica (Carniel et al., 2021; Joo et al., 2018;

Wei et al., 2014; Wei & Zimmermann, 2017). A estas enzimas se ha sumado


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/carbonaceous-material
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidising-agent
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956053X21003056#e0035

recientemente la PET hidrolasa de Idionella sakaiensis (ISPETasa) (Yoshida et al.,
2016)

1.1.5. Ideonella sakaiensis

1.1.5.1. Aislamiento y caracterizacién

En 2016, Yoshida y colaboradores realizaron estudios en varios sitios que se
encontraban altamente contaminados con diferentes desechos, como sedimentos,
aguas residuales, y lodos activados. De entre los 250 sitios que se analizaron, en el
consorcio N° 46 se localizaron bacterias con la capacidad de producir significativas
alteraciones en laminas de baja cristalinidad de PET (1,9%) (Yoshida et al., 2016). A
partir de este consorcio se aislé I. sakaiensis 201-F6, un microorganismo con la
habilidad de degradar el PET. El género Ideonella pertenece a la familia
Comamonadaceae de la clase Betaproteobacteria. Segun lo reportado por
Tanasupawat et al., (2016), las células de la cepa 201-F6 son bacilos aerdbicos (0,6-
0,8 x 1,2-1,5 um), no formadores de esporas, meséfilos con una temperatura 6ptima
de 30 a 47 °C, no halofilas, tincién de Gram negativa y moviles con un flagelo polar.
Yoshida et al., (2016) determinaron que I. sakaiensis tiene la capacidad de adherirse
y colonizar el plastico debido a que posee ciertos apéndices que facilitan la secrecion
de enzimas extracelulares sobre el sustrato que permiten la total degradacién del PET
en 70 dias (figura 3A, 3B).

La presencia de los apéndices permite que las células que se forman de I. sakaiensis
se conecten entre si lo que ayuda en el suministro de enzimas secretadas a la pelicula
de PET (figura 3C, 3D, 3E), pero la principal razon por la cual esta bacteria tiene estas
cualidades se da debido a que emplea al PET como fuente de carbono y energia. Esto
es posible ya que 1. sakaiensis expresa la enzima PET hidrolasa (IsPETasa) (Yoshida
etal., 2016). Se conoce que IsPETasa es similar a las cutinasas y lipasas; sin embargo,
esta presenta una actividad de 5,5 a 120 veces mayor contra el PET, debido a que
convierte al polimero en monomeros que son mas facilmente asimilables (Han et al.,
2017).
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Figura 3. Crecimiento de I. sakaiensis 201-F6 en PET.

A. Crecimiento en una pelicula de PET transcurridos 20 dias. B. Evolucion de la
degradacion del PET a 30°C. C. Iméagenes SEM (Scanning Electron Microscope) de
células de I. sakaiensis cultivadas en peliculas de PET durante 60 horas, las flechas

indican los puntos de contacto de los apéndices. D. Unién de las células por los
apéndices. E. Superficie de una pelicula PET degradada.
Fuente: Yoshida et al., (2016)

1.1.5.2.Mecanismo molecular de lIdeonella sakaiensis

I. sakaiensis 201-F6 posee la capacidad de degradar el PET debido a que utiliza este
compuesto como su principal fuente de carbono y energia para su crecimiento. El
mecanismo molecular que emplea I. sakaiensis para catabolizar el PET requiere la
accion sinérgica de dos enzimas. La primera, como se menciond anteriormente, es la
enzima IsPETasa, que convierte el PET en acido mono (2-hidroxietil) tereftalico
(MHET), &cido tereftalico (TPA) y bis (2-hidroxietil) tereftalato (BHET) (Figura 5).
De entre estos, se conoce que el MHET es el principal producto de la reaccion. La
segunda enzima que interviene es la MHET hidrolasa (ISMHETasa) la cual convierte
el MHET en los monémeros no toxicos, TPA y EG (Han et al., 2017). Es decir, la
IsPETasa extracelular hidroliza el PET para producir principalmente MHET y TPA 'y
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posteriormente la ISMHETase hidroliza el MHET en TPA y EG. A continuacion, I.
sakaiensis incorpora el TPA a través del transportador TPA (TPATP) y lo cataboliza
mediante las enzimas TPA 1,2-dioxigenasa (TPADO), 1,2-dihidroxi-3,5-
ciclohexadieno-1,4-dicarboxilato de hidrogenasa (DCDDH). El acido protocatequiico
(PCA) resultante se escinde en el anillo mediante la enzima PCA 3,4-dioxigenasa
(Pca34). El proceso de catabolismo del PET se describe en la figura 5 (Yoshida et al.,
2016).

0 W
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HO—C@— C—OH

o, ﬁ" TPATP (0076/0077)

MADPH + HY
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COOH COOH COOH
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Hood OH
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Figura 4. Metabolismo del PET por I. sakaiensis.

Via prevista de degradacion de PET de I. sakaiensis. TPATP: transportador TPA;
TPADO: TPA 1,2-dioxigenasa; DCDDH: 1,2-dihidroxi-3,5-ciclohexadieno-1,4-
dicarboxilato de hidrogenasa; Pca34: PCA 3,4-dioxigenasa
Fuente: Yoshida et al., (2016)



1.1.5.3. Evolucion dirigida de IsPETasa

El proceso en el que se emplea esta enzima es considerado uno de los mas econémicos
y menos ofensivos para el medio ambiente debido a que la enzima presenta una alta
actividad catalitica y a su vez genera el mismo resultado que al utilizar el método
quimico. Se han realizado multiples estudios para mejorar la efectividad de la PETasa.
Dentro de los resultados mas relevantes se puede mencionar la inclusion de las
mutaciones W159H y S238F, ensayadas por Austin et al., (2018), y S121E, D186H,
y R280A, por Son et al., (2019), las cuales incrementan significativamente la actividad

y termo estabilidad de la enzima con respecto a la enzima silvestre.

Las dos mutaciones realizadas por Austin et al., (2018) se introdujeron en una region
adyacente para hacer mas estrecha la supuesta hendidura secundaria de unién al
sustrato. La enzima resultante exhibe una mayor eficacia en la reduccion de la
cristalinidad del PET. En el caso de las mutaciones realizadas por Son et al., (2019)
se demostrd que la variante de IsPETasa, S121E/D186H/R280A, aumento 14 veces la
actividad de degradacion de PET.

Joo et al., (2018), también realiz6 un estudio relacionado con la mutagénesis dirigida
en IsPETasa. En este caso se remplazaron los residuos que componen la triada
catalitica, S160, A206 e H237, con alanina, dando como resultado una pérdida total de
la actividad enzimatica. Consecutivamente remplazaron por una alanina a los residuos
que conforman el subsitio I, Y87, W185, M161 e 1208, de las cuales los mutantes
Y87A y W185A mostraron Unicamente un 5% de actividad hidrolitica en comparacién
con la IsPETasa nativa. Las variantes M161A y 1208A por otra parte exhibieron un

52% y 46% de actividad hidrolitica, respectivamente.

En un estudio desarrollado por Liu et al., (2018), se realizaron las mutaciones, W97,
Q182, R123 y N241, las cuales de acuerdo con el ensayo BHET que ejecutaron, estas
disminuyen significativamente la actividad de hidrolisis. Sin embargo, las mutaciones
que dan como resultado mas espacio en el centro de union (Y87A, W159A, W159H,
A2091) o una mayor aromaticidad en el borde del bolsillo de unién (S214H) generaron

una actividad mas alta que la de la enzima de tipo salvaje.



1.2.0Dbjetivos

1.2.1.

1.2.2.

Objetivo General
Analizar estructuralmente la enzima PETasa de lIdeonella sakaiensis y enzimas
homdlogas.
Obijetivos Especificos
- Compilar secuencias de enzimas homdlogas a PETasa de 1. sakaiensis.
- Definir patrones estructurales conservados en las secuencias y estructuras de
PETasa de I. sakaiensis y enzimas homologas.
- Comparar la estructura de las variantes mutantes; W159H, S238F, S121E,
D186H, y R280A de PETasa de I. sakaiensis con las estructuras de las enzimas

gue comparte mayor grado de homologia.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Recursos materiales

e Computadora personal

2.1.2. Recursos tecnoldgicos

e Scopus
e ProQuest
e SCIFINDER

e Repositorio de informacion sobre proteinas, UniProt

e Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB (RCSB PDB)
e Clustal Omega

e PyMol

2.2. Metodologia

2.2.1. Secuencia y estructura tridimensional de la enzima IsPETasa y de

enzimas homologas.

La secuencia nativa de la enzima IsPETasa se obtuvo de la base de datos Universal
Protein (UnitProt) (UniProt, 2021), en donde en la barra de blsqueda se coloco el
nombre de la enzima y se presiono la opcion “SEARCH” obteniéndose el cddigo de
acceso correspondiente a la enzima PETasa, reconociendo que la secuencia
perteneciente a este Codigo es la de la enzima nativa, debido a que no presenta una
cola de histidinas o mutaciones. Para lo obtencion de la estructura tridimensional se
empled la base de datos Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB
(RCSB PDB) (RCSB PDB, 2021).
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2.2.2. Analisis de homologia de las secuencias

El analisis de homologia de secuencias se realizd a partir de la secuencia obtenida de
la enzima nativa en su formato FASTA. Para este efecto se empleo la base de datos
UnitProt (UniProt, 2021). En este servidor se utilizé la herramienta “BLAST” para
alinear e identificar enzimas homologas a la IsPETasa de acuerdo con su porcentaje
de identidad. Para el BLAST se emplearon los parametros que se muestran en la Tabla
1. De los resultados obtenidos se extrajeron las secuencias de aminoacidos en formato
FASTA de las enzimas que presentaron >50% de homologia con ISPETasa. Ademas,
se recopild la informacion maés relevante del alineamiento, como los porcentajes de

identidad, valores de homologia (E) y Score (Puntuacion del alineamiento).

Tabla 1. Parametros establecidos para la de busqueda de homologia

Target database UniProtKB reference proteomes

plus Swiss-Prot

E-Threshold 10
Matrix Auto
Filtering None

Gapped No
Hits 250

Fuente: UniProt, (2021)

2.2.3. Analisis de homologia estructural
Para analizar estructuralmente la enzima PETasa e identificar estructuras de enzimas
homologas se utilizo la base de datos PBDeFold (PDBeFold, 2022). Esta herramienta
emplea comparaciones de estructura secundaria (SSM) con toda la base de datos del
RCSB PDB. Al ingresar a esta base de datos se selecciond la opcién “Launch
PDBeFold” para realizar la comparacion estructural. Posteriormente, se inserto el

codigo de la enzima IsPETasa nativa, que de acuerdo con los resultados obtenidos en
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la seccion 2.2.1, tiene el codigo “6EQE. Finalmente, para la ejecucion de la

herramienta se tomo en consideracion los pardmetros que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros para la busqueda de homologia estructural en PBDeFold.

Submission Form Pairwise
QUERY TARGET
Source PDB entry Source Whole PDB
PDB code 6EQE archive
Chain A
Lowest acceptable 20 Lowest acceptable 20
match (%) match (%)
Match individual Yes Best match only Yes
chains
Match Yes Unique matches Yes
connectivity only
If no matches within limits of Yes

acceptability are found, show close ones

Precision Normal
Sort by Matched SSEs
Viewer Jmol

Fuente: PDBeFold, (2021)

Seguido a la basqueda, se desplegd una lista de las estructuras que presentan
homologia con la IsPETasa. De esta informacion se extrajé el porcentaje de identidad
de la estructura secundaria (%SSEs), los valores de Q, P, Z, RMSD, codigos PBD y el
porcentaje de identidad de secuencia (%SEQ), los cuales se analizaron mediante la

elaboracion de tablas.

Para la obtencion de los archivos que contienen las coordenadas tridimensionales de
las enzimas homologas se emple6 la base de datos RCSB PDB (RCSB PDB, 2021).
Primero, se identificd la entrada de cada enzima homéloga mediante los codigos
obtenidos del PBDeFold. A continuacidn, se descargd cada estructura tridimensional

en su formato .pdb y su secuencia de aminoacidos en formato FASTA.
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2.2.4. Alineamiento multiple de secuencias

Para identificar los aminoacidos clave del sitio activo de ISPETasa y de sus enzimas
homologas y cdmo estos se relacionan, se ejecutd un alineamiento mdltiple de
secuencias empleando el programa Clustal Omega (Clustal Omega, 2021). Para esto,
se recopilo todas las secuencias en formato FASTA en un solo archivo de texto. Se
realizé alineamientos para los resultados obtenidos a partir de UniProt (homologia de
secuencias) y PDBeFold (homologia estructural) por separado. En cuanto al proceso
de alineamiento en Clustal Omega, se colocd las secuencias en el cuadro de entrada de
la herramienta virtual, teniendo en consideracion que las funciones de la herramienta
web se mantuvieron por defecto. Finalmente se presiond la opcion “Submit” para la

generacion de cada alineamiento.

2.2.5. Comparaciéon estructural de la enzima IsPETasa y sus enzimas

homologas.

La comparacion estructural de la enzima IsPETasa (silvestre y mutantes) con las
estructuras de sus enzimas homdlogas se realizd6 de acuerdo con lo descrito
previamente por Espin & Garcia, (2021). Se realiz6 una sobreposicion de las
estructuras de la enzima PETasa sobre las coordenadas tridimensionales de las enzimas
homdlogas identificadas, empleando el programa PyMol (PyMOL, 2021) el cual
permitié realizar un analisis de la posicién y conformacion de residuos clave para la
catalisis. Para llevar a cabo este procedimiento se toma en cuenta los archivos PDB
extraidos con anterioridad, los cuales se ingresaron en los programas para su posterior

analisis.
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CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusion de los resultados

3.1.1. Secuenciay estructura tridimensional de la enzima IsPETasa nativa

La secuencia nativa de ISPETasa se extrajo de la base de datos de UniProt mediante el
uso de la herramienta BLAST empleando la secuencia de aminoacidos de la estructura
6EQE alojada en la base de datos del PDB. La secuencia nativa de ISPETasa
identificada mediante BLAST tiene el codigo de acceso AOAOK8P6T7, y posee una
longitud de 290 aminoécidos (figura 5).

MNFPRASRLMQAAVLGGLMAVSAAATAQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVS
RPSGYGAGTVYYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGFVVITIDTNSTL
DQPSSRSSQQMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWSMGGGGSLISAANNP
SLKAAAPQAPWDSSTNFSSVTVPTLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEING
GSHSCANSGNSNQALIGKKGVAWMKRFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDFRTANCS
Figura 5. Secuencia nativa de ISPETasa
Fuente: UniProt, (2021).

La estructura 3D de IsPETasa (figura 6A; generada a partir de la estructura con codigo
PDB 6EQE) presenta en su sitio activo una triada catalitica conformada por S160,
N206 e H237 (figura 6B). Del andlisis estructural se puede deducir que el sitio activo
de IsPETasa es mas amplio en comparacion con el de otras enzimas de tipo o / -
hidrolasa, por lo que se cree que esto contribuye a que el sustrato se una con mayor
facilidad a la enzima (Chen et al., 2018). Esta caracteristica se puede observar en la
figura 6B, en donde se muestra un ejemplo de la unién de una molécula de tereftalato
de 1-(2-hidroxietil) 4-metil (HEMT), un sustrato analogo de la enzima, vinculada al

sitio activo.
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Figura 6. Estructura 3D de IsPETasa.
A. Estructura tridimensional de la en enzima IsPETasa (codigo PDB 6EQE) ilustrada

mediante el programa PyMOL. Los residuos que conforman la triada catalitica se
muestran en modelo de palillos de color amarillo. B. Aminoécidos que conforma la
triada catalitica en la enzima IsPETasa (amarillo). Se visualiza una molécula de
tereftalato de 1-(2-hidroxietil) 4-metil (HEMT) (blanco) vinculada al sitio activo.

Fuente: Elaboracion propia.

La enzima IsPETasa adopta un plegamiento de a / B-hidrolasa, con un ndcleo que
consta de nueve cadenas P y siete hélices a, ademas de dos puentes disulfuro
intramoleculares (DS1 y DS2). El puente DS2 conecta la hélice C-terminal con el
ultimo bucle (B9), mientras que el puente DS1 permite la unién de los bucles B7 — a5
y B8 — a6, que albergan al &cido catalitico (D206) y la base catalitica (H237),
respectivamente (Pérez et al., 2020) (figura 7). La presencia de la triada catalitica
sugiere un sistema de relevo de carga similar al que se encuentra en otras hidrolasas
de pliegues a./ B. Ademas, se ha observado que la ubicacion especifica y la geometria
del sitio activo que presenta esta enzima tambien se encuentra en las cutinasas (Austin

et al., 2018).
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Figura 7. Pliegues y puentes disulfuro presentes en ISPETasa.
Las ldminas B se encuentran representadas de color rojo, las hélices a de color cian 'y
los puentes disulfuro de color verde (DS1 y DS2).

Fuente: Elaboracion propia.

Son et al., (2020), mediante un experimento de cromatografia de exclusion por tamafio
establecio que ISPETasa existe como mondmero. De igual manera determiné que, en
el sitio activo, S160 funciona como un nucledfilo covalente al &tomo de carbono del
carbonilo en el enlace éster escindible, como en otras carboxilesterasas. Todos los
estudios realizados anteriormente han demostrado que el amplio espacio de union al
sustrato puede ser uno de los factores que explican por qué IsPETasa, a diferencia de
las cutinasas, podria acomodar un sustrato mas voluminoso como el PET, (Chen et
al., 2018). Se ha planteado la hipétesis de que la presencia de una hendidura mas
amplia en el sitio activo podria ser necesaria para la colocacion de poliésteres semi
aromaticos cristalinos (Austin et al., 2018). La superficie de la hendidura de union al

sustrato es principalmente hidréfoba y tiene una longitud de ~ 40 A.

Joo et al., (2018) se basaron en el enlace éster escindible de 2-hidroxietilo-(tereftalato
de monohidroxietilo)s (2-HE(MHET)4), una molécula conformada por cuatro
monomeros MHET que imita al PET (Figura 8A), para determinar como el sitio de
unién del sustrato se divide en dos subsitios, subsitio | y subsitio Il, donde se unen los
restos de MHET (Figura 8B). Para la union del primer resto de MHET en el subsitio

I, el anillo de benceno se coloca entre los dos residuos aromaticos de Y87 y W185
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(Joo et al., 2018). Asi mismo se ha determinado que ISPETasa tiene una carga
superficial altamente polarizada, creando un dipolo a través de la molécula (Chen et
al., 2018).

2-HE(MHET)

2-HE(MHET),

Subsitio llc
Subsitio llb

Subsitio lla

Subsitio |

Figura 8. 2-HE (MHET)4 en el sitio activo de la ISPETasa
A. Representacion cartoon del sitio de union al sustrato de ISPETasa. EI modelo de
acoplamiento molecular de 2-HE (MHET)4, se muestra como palillos de color
naranja. B. Imagen de superficie y representacion electrostatica del sitio activo de
IsPETasa. Los subsitios I, lla, I1b y llc del sitio de union del sustrato se indican con
circulos punteados de color rojo, verde, celeste y fucsia, respectivamente.
Fuente: Joo et al., (2018)
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Los tres segmentos de polipéptido que conforman el sitio activo de ISPETasa se
denominaron cadena A, B y C. Ademas, se observa la presencia del residuo W185
adyacente al centro catalitico, el cual se encuentra conservado en todas las enzimas
homologas, pero exhibe mas de una conformacion en IsPETasa de acuerdo con el
andlisis de las diferentes estructuras cristalinas de la enzima (figura 9) (Chen et al.,
2021). Interesantemente, W185 no cambia de conformacion en enzimas homoélogas
capaces de hidrolizar el PET, en donde adopta la conformacion “C” (Han et al., 2017).
Este cambio conformacional, Unico de la IsPETasa, se denomina “bamboleo de W185”

(W185 wobbling) y esta involucrado en la union al sustrato (Pérez et al., 2020).

En un andlisis realizado por Han et al., (2017), se establecio que el bamboleo W185
de IsPETasa se debe a la presencia del residuo S214 (figura 9), ya que este posee un
tamarfio optimo que permite que el residuo W185 tenga espacio para rotar y cambiar
de conformacion. En enzimas homologas a ISPETasa, S214 se encuentra substituida
por una histidina. Aparentemente, la longitud de la cadena lateral de la histidina
restringe el movimiento de W185 y facilita su ordenamiento. S214 también presenta
multiples conformaciones en ISPETasa, lo cual sugiere que la rotacion de W185 es
concertada con un reacomodamiento de la posicion del grupo hidroxilo de S214 (figura
9).

<

X

Figura 9. Conformacién de W185 y S214 en IsPETasa
W185 y S214 se muestran de color naranja, cercanos a la triada catalitica
representada de color amarillo

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.2. Andlisis de homologia de las secuencias y homologia estructural

Para identificar las secuencias de enzimas homologas a IsPETasa se realiz6 un BLAST
mediante la herramienta UniProt. Los resultados obtenidos, ordenados con respecto a
su porcentaje de homologia de secuencia (%SEQ), se muestran en la tabla 3. Con base
a los resultados se pudo determinar que la mayor proporcion de enzimas homologas
obtenidas pertenecen a enzimas de las familias lipasas y cutinasas. Las enzimas que
comparten un mayor porcentaje de homologia de secuencia son la lipasa triglicerol
de Polyangium brachysporum (PbLipasaT) (65.5%), la PETasa obtenida de
Rhizobacter gummiphilus (RgPETasa) (61.5%) y la alpha/beta hidrolasa de Ketobacter
sp (Ksa_PBHidrolasa), (57.9%). Los valores E para estas secuencias indican una alta
probabilidad de homologia ya que estos son menores que 0,02. Estos resultados
correlacionan con lo descrito previamente por Austin et al., (2018), quienes
establecieron que IsPETasa comparte similitudes estructurales con lipasas y cutinasas,
ya que comparten el pliegue clasico de o / B-hidrolasa con un nucleo que consta de

nueve cadenas B y siete hélices a.

La lipasa triglicerol de P. brachysporum es empleada en el tratamiento enzimatico del
PET, pues segin lo expuesto por Kawai et al., (2019) esta enzima es capaz de
hidrolizar poliésteres aromaticos. Por otra parte, se conoce que la PETasa de R.
gummiphilus, identificada mediante BLAST, posee una actividad hidrolasa similar a

la ISPETasa hacia el PET microcristalino (Sagong et al., 2021).
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Tabla 3. Enzimas que comparten similitud de secuencia con ISPETasa.

Nombre Abreviacion Cddigo de acceso  E-value Score % SEQ
PETasa de Rhizobacter gummiphilus RgPETasa AOAIWG6L588  2,50E-146 1080 79,1
Lipasa triglicerol de Polyangium brachysporum PbLipasaT AOAO0G3BI90  8,20E-130 972 65,5
Alpha/beta hidrolasa de Ketobacter sp Ksa_ BHidrolasa ~ AOA3F2UZQ6 1,10E-94 742 57,9
Protellna que contiene el dominio DLH de Ketobacter KaDLH AOA2KILIVI 450E.80 705 5.6
alkanivorans
Cutinasa de Marinobacter dagiaonesis MdCUT AOA1I6HGD3 6,30E-91 717 54,8
Lipasa de Oleispira antarctica RB-8 OalL.ipasa R4YKL9 4,00E-89 705 54,8
Prot.eln.a} que contiene el dominio DLH de Alkalilimnicola AeDLH AOAEOWVYL 410E-85 678 54.8
ehrlichii
Proteina no caracterizada de Roseateles depolymerans RdProt AOAOU3LPW8  6,70E-83 662 54,1
Cutinasa de Arenicella xantha AxCUT AO0A395JIT5 1,10E-83 669 52,5
Cutinasa de Pseudomonas salegens PsCUT AOA1H2H9F1 7,60E-88 697 52,2
Triacilglicerol lipasa de Deinococcus maricopensis (strain .
DSM 21211 /LMG 22137 / NRRL B-23946 / LB-34) DmLipasaT EsUr2L 220879 el 521
Alpha/beta hidrolasa de Saccharothrix sp ALI-22-I Sso. BHidrolasa ~ AOA1V2PXV9  240E-85 678 52
Cutinasa de Micromonospora coxensis McCUT AOA1C5GKF5  1,60E-83 667 51,9
Triglicerol lipasa de Pseudomonas yangmingensis PyLipasaT A0A114Q7B4 1,40E-85 681 51,7
Alpha/beta hidrolasa de Micromonospora craterilacus Mco_BHidrolasa ~ AOA2W2FFSO  2,40E-82 657 51,6
Alpha/beta hidrolasa de Aquabacterium sp SJQ9 Agsa_PHidrolasa ~ A0OA426VCW9  2,30E-79 638 51,4
Cutinase de Micromonospora echinospora MeCUT AOA1C4ZBK4 1,20E-85 681 51,4
Lipasa de Amycolatopsis albispora AaL.ipasa AO0A344L4M2 7,20E-82 655 51,3
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https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1W6L588
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0G3BI90
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3F2UZQ6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2K9LJV9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1I6HGD3
https://www.uniprot.org/uniprot/R4YKL9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3E0WVY1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0U3LPW8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A395JIT5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1H2H9F1
https://www.uniprot.org/uniprot/E8U721
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1V2PXV9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C5GKF5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1I4Q7B4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2W2FFS0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A426VCW9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C4ZBK4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A344L4M2

Triacilglicerol lipasa - Micromonospora maris (strain DSM

45365/ JCM 31040 / NBRC 109089 / NRRL B-24793 /AB- MmLipasaT FAFALZ2 1,30E-81 654 51,1
18-032)

Cutinasa de Actinophytocola oryzae AoCUT AOA4R7TW3H8  2,70E-84 671 50,9
Cutinasa de Micromonospora echinofusca MefCUT AO0A1C5G7B8 8,90E-83 662 50,9
Cutinasa de Micromonospora nigra MnCUT AOA1C6RIR3 7,20E-82 656 50,9
Triacilglicerol lipasa de Micromonospora aurantiaca (strain

ATCC 27029 / DSM 43813 / BCRC12538 / CBS 129.76 / MalLipasaT D9SZz22 4,00E-83 664 50,9
JCM 10878 / NBRC 16125/ NRRL B-16091 / INA 9442)

Cutinasa de Micromonospora avicenniae MaCUT AOAIN6VAB5  8,00E-84 669 50,7
Lipasa de Streptomyces sp AS58 SsLipasa AOAOM8BVY28  2,10E-83 669 50,7
Proteina de la . familia de dieno lactona hidrolasa PmProtH AOAZVAAKAL  810E-83 662 50,7
Prauserella muralis

Lipasa de Cellulomonas cellasea DSM 20118 CcLipasa AO0AO0AOB7G5 1,30E-82 663 50,6
Lipasa trigiglicerol de Actinosynnema mirum (cadena ATCC

29888/DSM43827/JCM3225/ NBRC 14064 / NCIMB 13271 AmLipasaT C6WFI2 9,40E-87 687 50,5
/ NRRLB-12336/ IMRU 3971/ 101)

Alpha/beta hidrolasa de Actinoplanes sp ATCC53533 Aso,_BHidrolasa A0A428YT29 2,30E-86 685 50,4
Alpha/beta hydrolasa de Micromonospora endolithica Meo. BHidrolasa ~ AOA3A9YUB8  7,50E-84 669 50,3

*E-value: Secuencias probablemente homologas (0.02 - 1.0: homologia no descartable; >1: Homologia no significativa) Score:

Puntuacién de probabilidad para cada posicion en una alineacion que se basa en la frecuencia con la que se sabe que ocurre esa

sustitucion entre los bloques de consenso dentro de proteinas relacionadas % SEQ: Porcentaje de identidad de secuencia
Fuente: UniProt (2021)
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https://www.uniprot.org/uniprot/F4FAL2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4R7W3H8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C5G7B8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C6R9R3
https://www.uniprot.org/uniprot/D9SZ22
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1N6VAB5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0M8VY28
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2V4AKA1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A0B7G5
https://www.uniprot.org/uniprot/C6WFI2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A428YT29
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A9YUB8

Adicionalmente, con el fin de identificar proteinas que no necesariamente comparten una
alta identidad de secuencia pero que presentan homologia de su arquitectura 3D con respecto
a la IsPETasa, se compard la estructura secundaria de ISPETasa nativa con todas las
estructuras depositadas en el Preotein Data Bank (PDB) mediante el uso de la herramienta
PDBefold. Los resultados de este experimento se visualizan en la tabla 4. La comparacion
entre las estructuras se realizé mediante el uso de diferentes variables, tales como, RMSD,
porcentaje de similitud de secuencia o identidad de secuencia (%SEQ), porcentaje de
identidad de la estructura secundaria o porcentaje de elementos de la estructura secundaria
(%SSE), valor Q, valor P y valor Z.

El RMSD representa la desviacion cuadratica media de la similitud calculada entre atomos
de carbono a de los residuos emparejados en la mejor superposicion tridimensional de las
estructuras analizadas; es decir, indica una media de cuan separado esta un par de atomos de
carbono a de dos estructuras diferentes. Generalmente, cuanto méas grande es el RMSD,
mayores son las diferencias en el plegamiento de la estructura secundaria de las estructuras
emparejadas (Jha et al., 2019). El valor Q representa la puntuacion con respecto a la calidad
de alineacion entre las estructuras, siendo 1 la puntuacién mas alta. El valor P indica la
probabilidad de encontrar un emparejamiento de calidad al elegir las diferentes estructuras
analizadas, por lo que toma en cuenta el RMSD, el nimero de aminoécidos alineados, la
cantidad de elementos de estructura secundaria coincidentes y la puntuacion de coincidencia
de elementos de estructura secundaria. Finalmente, la puntuacion Z mide la significancia
estadistica de coincidencias en términos de estadisticas gaussianas. Es decir, si dos
estructuras coinciden de forma Unica entre si. Esta puntuacion permite determinar la calidad
de coincidencias a nivel estructural de manera que se obedece la distribucion gaussiana, con
la probabilidad de que se pueda encontrar la misma calidad o una mejor coincidencia, por lo
tanto, mientras mas elevado sea el valor de Z mayor seré la significancia estadistica de la

comparacion (Jha et al., 2019).

El porcentaje de similitud de secuencia (%SEQ) se calcula como la fraccion de pares de
residuos idénticos entre todos los residuos alineados. Este porcentaje indica que, si dos
cadenas idénticas estan alineadas de modo que solo se mapeen entre si residuos idénticos,

entonces el %SEQ resultaria igual al 100%. Se estima que si él %SEQ es igual o superior a
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45% existe la probabilidad de una posible funcion similar entre las estructuras comparadas,
mientras que si este valor se ubica entre 25 - 45% significa que solamente existe similitud
en el plegamiento 3D general. Si este es menor al 20 % no existe similitud estructural (Espin
& Garcia, 2021; Jha et al., 2019). Por otra parte, el porcentaje de identidad de la estructura
secundaria (% SSE) indica la relacion entre dos estructuras con respecto al plegamiento de
las cadenas polipeptidicas. Este valor indica qué fraccion de la estructura secundaria

de la cadena objetivo se identifico en la proteina de consulta (PDBeFold, 2021).

A partir de estas premisas se determind que, de acuerdo con los datos presentados en la tabla
4, la enzima que presenta la mayor similitud estructural es la enzima PETasa de R
gummiphilu (RgPETasa) y sus variantes mutantes, siendo el mutante E186A la que posee
valores mas significativos ya que tanto su porcentaje de SEQ como de SSE son elevados (78
y 100% respectivamente). Ademas, el sobrelapamiento de ambas enzimas muestra un valor
de RMSD bajo (0,60) lo cual sugiere que la posicién de los residuos en ambos polipéptidos
es similar. Por otra parte, la comparacion de IsPETasa y RgPETasa mostrd una elevada
puntuacion de calidad de alineacién, Q (0,91) y valores P y Z significativos (33,6 y 17,4
respectivamente). Estos resultados correlacionan con el analisis previo, donde se observo
que RgPETasa presenta ademas una elevada identidad de secuencia. RgPETasa es la primera
PET hidrolasa que tiene un nivel de actividad sobre el PET similar al de IsSPETasa a
temperatura ambiente. Esto se debe a que ambas enzimas comparten ciertas caracteristicas
estructurales que se conoce que en IsPETasa son clave para una alta actividad de hidrélisis
de PET, tales como los residuos que constituyen la triada catalitica, un amplio sitio de unién
del sustrato, el bucle de conexion extendido 8-a6 y los dos enlaces disulfuro. Sin embargo,
RgPETasa por su parte muestra una conformacion unica del bucle oscilante que contiene a
W185. Ademas, se conoce que su actividad de degradacion se ve afecta por el cambio de la

carga superficial electrostatica en el bucle (Sagong et al., 2021).

Por otra parte, la estructura de IsSPETasa muestra un alto grado de homologia estructural con
la hidrolasa de B. bacterium (BbHidrolasa) la cual, segin Chen et al., (2021), posee
caracteristicas clave como la presencia del subsitio 11b y W315, anélogo al residuo W185 en
IsPETasa. No obstante, como se mencioné anteriormente, W315 se encuentra empaquetado

por una histidina (H344) para adoptar la conformacion de tipo C.
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Tabla 4. Enzimas que comparten similitud estructural con IsPETasa

Nombre Abreviatura Cdédigo RMSD 9%SEQ %SSE Q P Z
PETasa E186A mutante de Rhizobacter —pooer o F186A  7dzvA  0.60 78 100 091 336 174
gummiphilus
PETasa KIB9A mutante de Rhizobacter —poocros k169A 7dzwA 070 78 100 090 345 177
gummiphilus
Hidrolasa de Burkholderiales bacterium BbHidrolasa 7cwq:B  0.76 65 100 0.89 315 16.9
Alfa / Beta hidrolasa enzima sintética a_PBHidrolasa 7cuv:A 1.05 50 100 0.81 27.7 158
Cutinasa CUT190 S176A / S226P / R228S /
mutante CA (2 +) de Saccharomonospora SVCUTI90_S176A_S 5zno:A 1.10 46 100 0.81 28.1 15.9
o 226P_R228S
viridis -
Cutinasa CUT190 / S226P / R228S / con el
terminal SvCUT190_S226P_R ]
C tres residuos de eliminacion de 228S 7eef.A 112 46 100 080 283 160
Saccharomonospora viridis
Cutinasa CUT190 con mutaciones de
inactivacion S226P / R228S / Q138A / _
D250C-E296C / Q123H / N202H y S176A SvCUT190_8M 7cts:A 1.12 46 100 080 285 16.0
de Saccharomonospora viridis
Cutinasa CUT190 S176A / S226P / R228S

. T1 176A
mutante en ZN (2 +) - estado conducido SVCUTI90_S176A_S 5zrq:A 1.12 46 100 0.80 28.4  16.0
. 226P_R228S_Zn(2+)

de Saccharomonospora viridis
Hidrolasa PE-H Y250S mutante de
Pseudomonas PaHidrolasa_Y250S  6scd:A 1.12 51 100 0.82 28.5 16.0

aestusnigri
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Cutinasa CUT190 S176A / S226P / R228S
mutante en estado conducido por monoetil

SVCUT190 S176A S

adipato 226P R228S_MA Szrs:A 1.18 45 100 0.80 284 16.0
de Saccharomonospora viridis

Cutinasa CUT190 S226P MUTANTE EN

CA (2 +)  SvCUT190_S226P  4wfi:A 1.29 44 100 075 246 149
- estado libre de Saccharomonospora viridis

PETasa de Rhizobacter gummiphilus RgPETasa 7dzt:A 0.62 78 93 0.91 321 171
Cutinasa 2 de Thermobifida cellulosilytica TcCUT2 5luj:A 1.03 53 93 0.77 242 147
Lipasa ~ Streptomyces  exfoliatus  con SeLipasa lfrA  1.04 49 93 079 281 159
resolucion 1.9A

Poliester hidrolasa LEIPZIG 7 aislada de un o o Hidrolasa  7nei:B 105 50 93 082 265 154
metagenoma de compost

Cutinasa Thermobifida alba TaCUT 6aid:A 1.09 50 93 0.78 26.0 153
Lipasa PET 2 mutante F105R- E110K i

proveniente deun conjunto de datos UbLlpssaEPlEl‘cl)'ZK_FmS 7ec8:B 1.10 55 93 0.82 29.7 16.3
metagendmicos marinos -

Lipasa PET2 R47C-G89C- F105R-E110K-

S156P-G180A-T297P de un conjunto de UbLipasaPET2_7M  7ech:A 1.11 53 93 0.81 295 16.3
datos metagenémicos marinos

Cutinasa de Termobifida fusca TfICUT 5zoa:A 1.12 54 93 0.77 24.7 14.9
Cutinasa EST119 de Thermobifida alba TaCUT_EST119 AH .

AHK119 K119 3vis:A 1.12 50 93 081 247 149
Cutinasa unida a calcio EST119 de

Thermobifida alba. TaCUT_EST119 3wyn:A 112 51 93 080 246 149
Cutinasa 1 de Thermobifida cellulosilytica TcCUT1L 5lui:A 1.16 53 93 0.77 26.2 15.3

26



Variante doble de cutinasa 2 de Thermobifida

o TcCUT2_doble S5luk:A 1.16 53 93 077 266 155
cellulosilytica
variante triple de  cutinasa 2 de  pooim pine  osukA 116 53 93 078 250 150
Thermobifida cellulosilytica
Cutinasa CUT190 S226P / R228S / Q138A /
D250C-E296C / Q123H / N202H SvCUT190_7M 7ctr:B 1.20 44 93 075 248 149
de Saccharomonospora viridis
Cutinasa CUT190 S176A / S226P / R228S /
con terminal C eliminacion de tres residuos SvCUT190_S176A_S

., . - — Tceh:A 1.21 4 v 26. 154
en forma de expulsion de ligas de  226P_R228S EIR ce ° 9 0.70 63 >
Saccharomonospora viridis
Hidrolasa termostable de Thermobifida fusca  TfHidrolasa_TerEst  4cg3:A 1.20 53 87 0.79 22.7 14.3
Poliester hldrola_sa_ PE-H de PaPoliester Hidrolas 6sbr: A 122 50 87 0.70 25 5 151
Pseudomonas aestusnigri a
Cutinasa cutl90 S176A / S226P / R228S
en estado obligado a succinato de monoetilo SVCUTI90_S176A_S 5zrr:A 1.28 44 87 0.70 24.7 14.9
L 226P_R228S_SM

de Saccharomonospora viridis - -
Lipasa de Pseudomonas mendocina PmLipasa 2fx5:A 2.10 23 87 0.48 10.6 9.9

Cadigo: Codificacion de 4 digitos PDB y separado por dos puntos a se localiza la cadena de la cual se toma en consideracion el analisis.

RMSD: Desviacion cuadratica media de la raiz entre los atomos de los residuos emparejados, representa la similitud entre la superposicién

de las coordenadas atdmicas equivalentes. %SEQ: Porcentaje de identidad de secuencia. % SSE: identidad de la estructura secundaria Q:

Calidad de alineacién, siendo 1 la puntuacion mas alta. P: Probabilidad de encontrar un emparejamiento de calidad al elegir las estructuras

de una base de datos al azar. Z: Mide la significacion estadistica de una coincidencia en términos de estadisticas gaussianas.
Fuente: PDBeFold, (2022)
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3.1.3. Alineamiento multiple de secuencias y comparacion estructural de la

enzima IsPETasa y sus enzimas homologas

A partir de los resultados obtenidos mediante el analisis BLAST llevado a cabo en
UniProt y la comparacion estructural realizada en PDBefold, se construyé dos
alineamientos multiples de secuencias mediante la herramienta Clustal Omega (anexos
1y 2). Con base a los alineamientos se analiz6 el grado de conservacion de residuos
clave para la actividad de IsPETasa en las diferentes enzimas homologas identificadas
en el presente estudio. De manera general, los aminoacidos correspondientes a la triada
catalitica de ISPETasa presentan un alto grado de conservacion. En el caso del residuo
S160 se observd que este es substituido por alanina en la cutinasa de
Saccharomonospora viridis, SYCUT190_8My en las variantes mutantes de la cutinasa
SvCUT190 S176A S226P R228S (figura 10A). La mutacién S176A realizada en
SvCUT190 _S176A_S226P R228S también se ha ensayado en IsPETasa dando como
resultado una pérdida casi completa de la actividad enzimaética (Joo et al., 2018). Del
analisis estructural se pudo deducir que el efecto negativo de la substitucion S160A se
debe a que la serina es crucial para la estabilizacién del sustrato en el sitio activo
mediante la formacion de contactos polares entre el grupo hidroxilo y el grupo ester
del sustrato. La alanina, al poseer un extremo apolar, provocaria interacciones
hidrofobicas negativas que repelerian al sustrato, impidiendo que la enzima trabaje de

manera adecuada (figura 10B).

A B

Figura 10. Sobreposicion de SvCUT190_S176A S226P_R228S en ISPETasa.
A. Se muestra como los aminoacidos pertenecientes a la triada catalitica de
SvCUT190 (verde) se sobreponen en IsPETasa (amarillo). B. HEMT acoplado en el
sitio activo de la sobreposicion de SvCUT190_S176A S226P_R228S en IsPETasa.

Fuente: Elaboracion propia.
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Segin Numoto et al., (2018) la variante mutante de SvCUT190_ S226P/R228S,
presenta una alta actividad catalitica y estabilidad térmica empleando succinato de
monoetilo y adipato de monoetilo como sustratos. Al observar el alineamiento multiple
de secuencias (anexo 2) se pudo determinar que en la posicion S226P, ISPETasa posee
una prolina, lo cual sugiere una posible adaptacion de la enzima para descomponer el
PET. Con respecto a la mutacion R228S se observd que en esta posicion IsPETasa
posee el residuo N212 (Figura 11) el cual se localiza en el subsitio Il implicado en la
catélisis. Por lo tanto, con base a este analisis se podria considerar la substitucion de
N212S en IsPETasa (0 N212R), ya que existe la posibilidad de mejorar la actividad y
estabilidad térmica como sucedi6 en SvCUT190 S176A S226P_R228S. En la
superpocicion de las estructuras de IsPETasa y SvCUT190 S176A S226P_R228S
(Figura 11) se puede observar que la cadena lateral més corta de la serina podria
contribuir con formacién de contactos polares adicionales con el sustrato o al

agrandamiento de la superficie del sitio activo.

R228S

D222

Figura 11. Sobreposicién de la mutante R228S de
SvCUT190_S176A S226P_R228S (cédigo PDB 5ZNO) en el residuo N212 de
IsPETasa.

Se visualiza la mutante R228S de color verde, mientras que en el residuo N212 de
IsPETasa se encuentra de color amarillo. La triada catalitica de las dos enzimas
mantiene el cddigo de colores de la figura 10.

Fuente: Elaboracion propia.
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La enzima SvCUT190 posee la caracteristica Unica de que su actividad catalitica y
estabilidad se encuentran reguladas por la unién de tres iones Ca?* (Senga et al., 2019).
En la estructura cristalina de SvCUT190_S176A S226P R228S (cédigo PDB 5ZNO)
se puede observar que estos iones metalicos se posicionan en tres diferentes sitios
(figura 12A). Se conoce que el sitio 2 contribuye en la estabilidad enzimatica, mientras
que los sitios 1y 3 estan relacionadas con la actividad catalitica de la enzima. El sitio
1 se encuentra conformado por los residuos S76, A78, F81y N133; el sitio 2 por E220,
D250 y E296 residuos ubicados en los bordes de B7, B8 y B9, respectivamente; y el
sitio 3 se localiza entre el buble B6 y B7, siendo las cadenas laterales de D204 y T206
las que contribuyen en la vinculacién del ion metélico (Senga et al., 2021). Diversos
estudios han evaluado el efecto de otros iones metalicos sobre la actividad de
SvCUT190, incluyendo los iones Mn?*, Zn?*y Mg?*; sin embargo, la relacion entre el
ion metélico, concentracion y la estabilidad de la enzima es mucho méas pronunciada
para Ca** (Kawabata et al., 2017; Miyakawa et al., 2015; Numoto et al., 2018; Oda
et al., 2018).

Como se visualiza en la figura 12, al realizar la sobreposicion de la enzima
SvCUT190 S176A _S226P R228S en IsPETasa se reconocié que los aminoacidos
presentes en los sitios de unién de los iones metalicos no se encuentran totalmente
conservados. No obstante, se observo gque en el sitio 2 el residuo E220 también se
localiza en IsPETasa como E204, ademas de que al comparar estructuralmente D250
con N233 se identificd que la cadena lateral que permite la union del residuo con el
ion metalico, tanto del &cido aspartico como de la asparagina, coincide en ambas
enzimas. Por otra parte, al comparar los residuos correspondientes al sitio 1 en
SvCUT190 con los presentes en IsSPETasa se determind que ambas presentan una
asparagina, N133 y N114, respectivamente. Por lo tanto, bajo este andlisis se puede
hipotetizar que probablemente el ion Ca?* no pueda unirse correctamente a ISPETasa
en los tres sitios descritos. Sin embargo, es interesante considerar la posibilidad de

evaluar el efecto de diferentes iones sobre la actividad de la enzima.
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Figura 12. Sitio de union de los iones metalicos en SvCUT190.
A. Ubicacidn de los sitios 1, 2 y 3 en donde se encuentra insertados los iones

metalicos de Ca?* en SVCUT190. Las esferas de color verde | representan al ion Ca?".

La triada catalitica se encuentra marcada siguiendo el cédigo de colores de la figura

10 B, C, D. Vistas en primer plano de los sitios 1, 2 'y 3 del ion Ca?",
respectivamente. Los residuos correspondientes a ISPETasa se encuentran de color
cian, mientras que los residuos pertenecientes a Sv*CUT190 de color fucsia.
Fuente: Elaboracién Propia

Como se mencion6 anteriormente, la hidrolasa BbHidrolasa y lipasa PbLipasaT
también presentaron un alto grado de homologia con IsPETasa (Tabla 3y 4). Mediante
la sobreposicion de estas enzimas se visualizo que BbHidrolasa, al igual que ISPETasa,
presenta un triptofano en la posicion W185, el cual en BbHidrolasa corresponde a
W315. Este residuo se encuentra empaquetado por H344, equivalente a S214 en
IsPETasa, lo cual limita su capacidad para cambiar de conformacion (Chen et al.,
2021). BbHidrolasa también presenta una triada catalitica compuesta por S290, H238
y D336 (figura 13A). EI modelo computacional de PbLipasa construido a partir de la
estructura cristalina de BbHidrolasa (70,41% de identidad de secuencia)
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(BIOZETRUM, 2022) muestra que tanto los residuos de la triada catalitica, como
W185 se encuentran totalmente conservados. En el caso de S214, Pblipasa presenta

una substitucion por histidina, similar a lo observado en BbHidrolasa (figura 13B).

B W186

H216 @
4 \
- g 5162
- Pa
N

L \H340
D208

Figura 13 Sobreposicion de las estructuras 3D de las enzimas Bbhidrolasa (codigo
PDB 7CWQ) y Pblipasa en ISPETasa.

A. Sobreposicion de la enzima BbHidrolasa en IsSPETasa en donde se visualiza la
triada catalitica de BbHidrolasa de color rosa con etiquetas negras, mientras que los
residuos correspondientes al triptfano 315 e histidina 344 se encuentran marcados

de color fucsia.

B. Sobreposicién de la enzima Pblipasa en IsPETasa, la triada catalitica de Pblipasa
se encuentra de color verde con etiquetas negras, mientras que los residuos
correspondientes al triptfano 186 e histidina 216 se encuentran marcados de color
fucsia. La triada catalitica de ISPETasa esta etiquetada de color amarillo.

Fuente: Elaboracion propia

Finalmente, RgPETasa comparte tanto un alto porcentaje de similitud de secuencia
como de identidad de estructura secundaria con ISPETasa. Ambas enzimas comparten
caracteristicas estructurales clave, como la conformacion de la triada catalitica (que en
el caso de RgPETasa corresponde a los residuos S158, D203 y H234) y un alto grado
de similitud en su sitio de union del sustrato (figura 14A). Similar a lo observado en
otras enzimas homologas de IsPETasa, el bucle de conexion extendido B8-a6 de
RgPETasa presenta la sustitucion serina por histidina (H211) con respecto al residuo
S214 de IsPETasa (figura 14B). Como se menciond anteriormente, las interacciones

que ocurren entre la histidina y W183 limitan la oscilacion de su cadena lateral
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(Sagong et al., 2021). Con base en esta observacion y considerando que IsPETasa y
RgPETasa tienen similar actividad, podria ser relevante investigar el efecto de la
substitucion S214H en IsPETasa.

Cabe recalcar que para la sobreposicién de esta enzima se empled la estructura
cristalina de la variante RgPETasa_E186A debido a que es la que presenta mayor
grado de homologia con ISPETasa, sin embargo, de acuerdo con los estudios realizados
por Sagong et al., (2021), esta mutacion reduce en un 75% la actividad de degradacion
de la enzima. No obstante, también se determind que gener6é una mayor flexibilidad
en el bucle oscilante que contiene triptéfano 183, por lo que se plantea la posibilidad
de realizar esta variante en IsPETasa la cual en esta posicion presenta un residuo S188
(figura 14C). También se podria estudiar el efecto que causaria el realizar una
sustitucion por &cido glutdmico el cual es el aminoacido original de RgPETasa,
formando asi la variante ISPETasa_S188E

A
w183

H211

Figura 14. Sobreposicion estructural de RgPETasa_E186A (cddigo PDB 7DZV) en
ISPETasa.

A. Sitio activo de RgPETasa e IsPETasa. La triada catalitica se muestra de color
amarillo para IsPETasa y café para RgPETasa. Los residuos W185 y S214 de
IsPETasa son de color naranja, mientras que los residuos W186 y H216 de
RgPETasa son de color fucsia. B. Vista general del plegamiento de RgPETasa en
ISPETasa. El bucle de conexion extendido B8-a6 se sobrelapa perfectamente en
ambas enzimas. C. Sobreposicion de E186A en el residuo S188 de ISPETasa.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.4. Andlisis de las variantes mutantes W159H, S238F, S121E, D186H, y
R280A de IsPETasa con respecto a sus enzimas homologas.

Para el analisis de las variantes mutantes W159H, S238F, S121E, D186H, y R280A
de IsPETasa con respecto a las enzimas homologas identificadas, se empled el
alineamiento multiple de secuencias descrito en los anexos 1y 2. En la figura 15 se
muestra un fragmento de los alineamientos en donde se localizan las variantes W159H
y S238F. En el caso del mutante W159H se observd que mas de dos tercios de las
secuencias presentan la substitucion del triptéfano por histidina. Este resultado sugiere
que la prevalencia del residuo histidina en esta posicién obedece a procesos de
evolucion que sufrieron gran parte de las enzimas homologas a IsPETasa para
maximizar su actividad catalitica y estabilidad. Ademas, la cutinasa de Arenicella
xantha (AxCUT) muestra en esta posicion un resto de fenilalanina, un residuo
aromatico sin carga. Este resultado sugiere la posibilidad de ensayar la substitucion
W159F en IsPETasa. Con respecto a la mutacion S238F, se identificd que la mayoria
de las enzimas homdlogas poseen el residuo fenilalanina (figura 15). Por otra parte,
cinco enzimas homdlogas poseen una tirosina en esta posicion. En el caso de
PbLipasaT, la cual comparte un alto grado de homologia con IsPETasa, presenta una
treonina en el lugar de S238, por lo que se podria desarrollar la variante ISPETasa
S238T. Ademas, se reconocieron otros aminoacidos diferentes en esta posicion tales
como triptéfano en las variantes de lipasa PET 2 enzima proveniente de un conjunto
de datos metagendmicos marinos (UbLipasaPET2 _F105R_E110K vy
UbLipasaPET2_R47C_G89C_F105R_E110K S156P G180A T297P), leucina en la
poliéster hidrolasa LEIPZIG 7 aislada de un metagenoma de compost
(Poliester_Hidrolasa) y la enzima sintética Alfa/ Beta hidrolasa (0. fHidrolasa); y una
asparagina en la cutinasa de Arenicella xantha (AXCUT). Virtualmente, es plausible
ensayar todas estas substituciones con el fin de incrementar la actividad y/o estabilidad

de la enzima IsPETasa.

Las variantes mutantes W159H/ S238F fueron ensayadas por Austin et al., (2018)
como una mutante doble ya que, segun el modelo de homologia, se predijo que al
introducir ambas mutaciones se estrecharia el sitio activo de IsPETasa de manera que

el sitio de union del sustrato se asemejaria al de las cutinasas. Como consecuencia,
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esto permitié una despolimerizacién mas eficiente del PET. En el presente estudio, se
sugiere seguir este principio e introducir mutaciones diferentes a las ensayadas por
Austin et al., (2018) tomando en consideracion las substituciones identificadas

mediante los andlisis de identidad de secuencia y homologia estructural.

B .
Identidad de secuencia Homologia estructural
wLpoR s238% W159H S238F

IsPETasa SVMGWSMG 162  iGSHSCAN 241 *

RgPETasa \RLGVMGK 160 IGSHSCAN 238 IsPETasa VMGWSMG 162  GSHSCAN 241
PbLipasaT \UMGHWSMC 164 IGSHTCAN 244 RgPETasa_K169A VMGWSMG 134  GSHSCAN 212
RdProt \GCHSMC 158  [ASHSTPT 238 RgPETasa_E186A VMGWSMG 134  GSHSCAN 212
AgsopHidrolasa\VAGHSMC 153 ATHEAPN 233 RgPETasa VMGHSMG 134 GSHSCAN 212
MsProt \AGHSMC 172 (nSHEFPQ 252 BbHidrolasa VMGWSMG 136  GSHSCAN 216
MeCUT \WAGHSMG 172 ESHEFPQ 252 SvCUT190_8M VMGHAMG 134  ATHEAPN 214
MnCUT \WSCHSMC 172 nCHEFPQ 252 SvVCUT190_7M VMGHSMG 134  ATHEAPN 214
Mco_pHidrolasa \aGHSMC 150 |ASHEFPO 230 SVCUT190_S226P VMGHSMG 144  ATHEAPN 224
MmLipasaT \VAGHSMC 169 IEGHEFPN 249 SvCUT190_S176A_S226P_R228S VMGHAMG 136  ATHEAPN 216
MaCUT \WAGHSMC 173 iASHEFPO 253 SvCUT190_S176A_S226P_R228S_zn (2+) VMGHAMG 136  ATHEAPN 216
Meo pHidrolasa \VaAGHSMC 171 ASHEFPO 251 SvVCUT190_S176A_S226P_R228S_MA VMGHAMG 136  ATHEAPN 216
MaLipasaT \WAGHSMC 169 ASHEFPO 249 SVCUT190_S176A_S226P R228S EIR  VMGHAMG 136  ATHEAPN 216
McCUT \VAGHSMC 172 nSHEFPQ 252 SVCUT190_S176A_S226P_R228S_SM VMGHAMG 136  ATHEAPN 216
Me £CUT \VSGHSMC 172 iASHEFPO 252 SvVCUT190_S226P_R228S VMGHSMG 136  ATHEAPN 216
DmLipasaT \WMGHSMC 187 ASHGAPT 267 PmLipasa TSGHSQG 149  VSHEEPV 210
CcLipasa \WMGHSMG 187  ASHEAPN 277 Tacur VMGHSMG 177 ASHEAPN 229
PmProtH WMGHSMC 168  InsHBAPN 248 TaCUT_EST119 VMGHSMG 177  ASHEAPN 257
Aalipasa wacHsMe 160 iasollFeN 240 TaCUT_EST119_AHK119 VMGHSMG 133  ASHEAPN 257
SsLipasa MCHSMC 141  asHBTEN 221 TcCUT2 VMGHSMG 133  ATHEAPN 213
Sso_BHidrolasa ;VMGHSMC 159 ASHSAPS 239 TecUT2_doble VMGHSMG 133 ATHEAPN 213
Aso_BHidrolasa ;VMGHSMC 164 I[ASHSAPT 244 TcCUT2_triple VMGHSMG 163 ATHEAPN 213
AmLIpagaT B SMC 157 [AGHSAPT 237 TfHidrolasa_TerEst VMGHSMG 132 ATHEAPN 243
AoCUT 3 160 I(ASHSAPT 240 TECUT VMGHSMG 133 ATHEAPN 212
Kso BHidrolasa ; C 182 IGSHYCAN 262 TcCUTL VMGHSMG 133  ATHEAPN 213
KaDLH SMC 183 GDHECAN 263 SeLipasa VMGHSMG 132 ASHETPN 213
AXCUT - 179 GOHNCAN 259 a_BHidrolasa VMGHSMG 128 ASHIVSN 212
OaLipasa - 179 GSHECAN 259 Poliester Hidrolasa VMGHSMG 133 ASHEVSN 213
AeDLH C 1724 ONHYCAN 254 PaHidrolasa_Y250S VIGWSMG 173  GSHECGN 256
PSCUT C 181 IGNHYCAN 261 PaPoliester Hidrolasa VIGWSMG 173  GSHYCGN 256
MACUT JAVGWSMC 120 GSHNGAN 300 UbLipasaPET2_F105R_E110K AVGWSMG 150  GDHffcan 233
PyLipasaT SAMGWSMG 174 GNHYCAN 252 UbLipasaPET2_7M AVGWSMG 150 GDHWCAN 233

P P
P h :

Figura 15. Fragmento del alineamiento multiple de secuencia correspondiente a las
mutantes W159H y S238F.

A. Alineamiento por identidad de secuencia. B. Alineamiento multiple de secuencias
por homologia estructural. En el alineamiento el nombre de las variantes mutantes se
encuentra localizado en la parte superior de las secuencias. Los aminoacidos se
encuentran coloreados de la siguiente manera: fenilalanina (marrén), histidina
(naranja), asparagina (cian), tirosina (amarrillo), treonina (celeste), leucina (fucsia),
serina (turquesa), triptéfano (lila).

Fuente: Elaboracion propia
Por otra parte, al analizar la variante mutante S121E se identificé que en la mayoria de
las enzimas homdlogas en esta posicion predominan los aminoacidos alanina, acido
aspartico y glicina. Sin embargo, también se observé que, en el caso de la BbHidrolasa,
Hidrolasa PE-H Y250S mutante de P. aestusnigri (PaHidrolasa Y?250S), Poliéster
hidrolasa PE-H de P. aestusnigri (PaPoliester_Hidrolasa), Proteina de Alkalilimnicola
ehrlichii (AeDLH), Cutinasa de Pseudomonas salegens (PsCUT) y Triglicerol lipasa
de Pseudomonas yangmingensis (PyLipasaT) presentan en esta posicion una prolina

(figura 16). De todas estas substituciones, se conoce que la mutacién S121D
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incrementa significativamente la actividad de IsPETasa (Chen et al., 2018), por lo
cual pareceria que la enzima requiere un aminodcido polar en esta posicion para
despolimerizar el PET. No obstante, se debe considerar ensayar otras substituciones,
como S121A, S121G o S121P, para confirmar esta hipotesis.

En el caso de la variante mutante D186H se observo que la substitucion predominante
es por asparagina, seguida de la histidina (figura 16). También se noto la presencia de
otros aminoacidos, como alanina, tirosina, y treonina, por lo que existe la posibilidad
de realizar substituciones por todos estos aminoacidos. Cabe recalcar que en
RgPETasa, la cual es la enzima que presenta un mayor porcentaje de homologia tanto

estructural como de secuencia con ISPETasa, en esta posicion muestra una alanina.

A . . B .
Identidad de secuencia Homologia estructural
S121E D186H
S121E D186H

) IsPETasa DQPSSRS + 124 u‘-\PWtSST 189
IsPETasa DOPSSRS 124 JAPWDSST 155 RgPETasa_K169A DOPSSRS ' 96 APWEQ-E 160
RgPETasa DOPSSRS 112 IAPWRQ-E 186 RgPETasa E186A DOPSSRS ' 96 APWEO-A 160
PbLipasaT DQPASRS 126 APWHNTA 191 RgPETasa DQPSSRS ' 96 JAPWAQ-E 160
RdProt DOPASRA 123 /TPWNLST 151 BbHidrolasa DOPfISRA 1 98 'APWNSST 163
Agso_BHidrolasa DQF@SRA 118 ITPWNISS 180 SVCUT190_8M DAPGORG ' 99 JTPWHLDK 161
MsProt DQFBSRG 139 APWNTDK 199 SVCUT190_ 7M DAPGORG ' 99 JTPWHLDK 161
MeCUT DOPBSRG 139 APWNTTK 199 SVCUT190_S226P DOPGORG ' 109 TPWNLDK 171
MnCUT DOPASRG 135 -APWRLDK 199 SVCUT190 S176A S226P R228S DOPGORG ' 101 TPWNLDK 163
Mco_pHidrolasa DQFASRG 117 APWRLTK 177 SVCUT190 S176A S226P_R228S Zn(2+) DQPGORG ' 101 JTPWNLDK 163
MmLipasaT DQPSSRG 136 APWRLTK 196 SVCUT190_S176A_S226P_R228S_MA DQPGORG ' 101 TPWNLDK 163
MaCuT DQPBSRG 140 APWRLDK 200 SVCUT190 S176A S226P R228S_ELR DQPGORG | 101 TPWNLDK 163
Meo_PHidrolasa DOFBSRG 132 APWNLDK 198 SVCUT190 S176A_S226P_R228S_SM DOPGORG ' 101 TPWNLDK 163
MaLipasaT DOPBSRG 136 APWNLDK 196 SVCUT190 S226P R228S B DOPGORG | 101 TPWNLDK 163
McCUT DQOPBSRG 139 APWNLDK 199 TacuT DOPBSRA 114 OPYTLGL 154
Me£CUT DQERSRG 139 APWRLDK 199 TaCUT EST119 DOPBSRA | 142 TPWHLNK 176
DmLipasaTl DYPSSRG 154 ‘TPWNTDK 214 TaCUT_EST119 AHK119 DQPESRA 1 142 TPWHLNK 204
CclLipasa DQPSSRG 164 ITPWNTDK 224 TcCUT2 - DOPBSRA i 98 \TPWHLNK 204
PmProth DOPASRG 135 TGWNLRK 155 TCCUT2 doble DOPHSRA | 98 JTPWHLNK 160
RaLipasa DQPASRG 125 APWNTDK 187 TCCUT2 triple DOPHESRA | 98 JTPWHLNK 160
SsLipasa DOFRSRG 108 ‘TPWNLDK 168 TfHidrolasa TerEst DOPPSRA | 128 TPWHLNK 160
Sso_pHidrolasa DAPBSRA 126 .TPWHTDK 186& TECUT DOPPSRA .« 97 \TPWHLNK 190
Asa PHidrolasa DSPASRG 130 APYHTTK 191 TcCUT1 DOPBSRA | 98 \TPWHLNK 159
AmLipasaT DOPRSRG M APWHTTE 154 SeLipasa DOPESRG | 100 TPWHLNK 160
RoCUT DQERSRG 127 ITPWHGTK 187 o BHidrolasa DOPBESRG + 99 JTGWNTDK 160
Kso_PHidrolasa DQPBSRA 144 JAPWYSGF 208 PaLipasa ——-HeTe 90 JQGWHTRK 159
KaDLH DOPRSRA 145 'APWYSGF 203 Poliester Hidrolasa DQPPSRG i 100 OGWHTRK 160
AxCUT DOPRSRS 141 APWRSGS 205 PaHidrolasa Y2508 popffsra 1 135 APWDTTS 199
OaLipasa DQPRSRA 141 APWNQGG 205 PaPoliester Hidrolasa DQPISRA 135 APWDTTS 199
AeDLH DQE’ISRR 136 APWNTSS 200 UbLipasaPET2 F105R E110K DOPSQRR | 112 APWNSST 176
PsCUT DOPJSRA 143 APWDTSN _HeFE UbLipasaPET2_7M DOPSQRR | 112 APWNSSI 176
MACUT DQPGSRA 82 LAPWDSSS 146 - X
PyLipasaT popfisra 136 APWDTT- 198 ’

Flaieh A

Figura 16. Fragmento del alineamiento mdultiple de secuencia correspondiente a las
mutantes S121E y D186H

A. Alineamiento por identidad de secuencia. B. Alineamiento multiple de secuencias

por homologia estructural. En el alineamiento el nombre de las variantes mutantes se
encuentra localizado en la parte superior de las secuencias, los aminoacidos se
encuentran coloreados de la siguiente manera: alanina (rosado), acido aspartico

(verde), prolina (azul), glicina (gris), histidina (naranja), asparagina (cian), tirosina

(amarrillo), treonina (celeste).

Fuente: Elaboracion propia
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Finalmente, al analizar los alineamientos mdultiples de secuencias para la mutacion
R280A, se identifico que de las enzimas analizadas unicamente SYCUT190 presenta
esta substitucion. En las demas enzimas homdlogas predominan los residuos leucina 'y
el acido aspértico. Ademéas de estas substituciones se logré distinguir varios
amino&cidos diferentes, como la glicina, tirosina, cisteina, fenilalanina y glutamina
(figura 17). Cabe mencionar que varias enzimas cutinasas, lipasas e hidrolasas
identificadas mediante el anlisis de identidad de secuencia no contienen residuos
equivalentes a R280. La variante R280A se encuentra localizada en el extremo C-
terminal de ISPETasa, por lo que segun Son et al., (2019, 2020) al alterar los residuos
en esta zona se busca alterar la estructura de la enzima para aumentar la afinidad de

union al sustrato.

Identidad de secuencia Homologia estructural

R280A R280A
IsPETasa NSTRVSD 283 IsPETasa ‘NST&VSD 283
RgPETasa JHOABDLSK 280 RgPETasa K169A \HOABLSK 254
PbLipasaT >HQABLRS 286 RgPETasa E186A HOADLSK 254
RdProt JHQAYATA 278 RgPETasa \HOADLSK 254
Agso_BHidrolasa )HTSYATG 272 BbHidrolasa 'HQAPLSL 259
MsProt >SGV---- 187 SvCUT190_8M 'T-DR--- 249
MeCUT >SGL---- 187 SVCUT190_ 7M 'T-DR--- 249
MnCUT STGL-—-- 187 SVCUT190_S226P 'T-DR--- 259
Mco BHidrolasa  ’SGL---- 265 SvCUT190_S176A S226P_R228S 'T-DR--- 251
MmLipasaT >SGL---- 284 SvCUT190_S176A S226P_R228S_Zn(2+) 'T-DR--- 251
MaCUT >SGS---- 288 SVCUT190 S176A S226P R2285 MA ‘T-DR--- 251
Meo BHidrolasa  °TGS---- 286 SvCUT190 S176A S226P R228S ELR 'T-DR--- 248
MaLipasaT JTGS---- 284 SvCUT190_S176A_S226P_R228S_SM 'T-DR--- 251
McCUT 2SGF---- 287 SvCUT190 S226P R228S 'T-DR--- 248
MefCUT 28GS——-- 287 PmLipasa B csifitst 249
DmLipasaT PAVS———— 302 TaCUT RTGHEL-- 266
CcLipasa 38GT---- 312 TaCUT _EST119 RTGHL-- 294
PmProtH SDDR---- 283 TaCUT _EST119 AHK119 RTGHL-- 294
Aalipasa SKS---- 275 TcCUT2 N RDGllF-- 250
SsLipasa >SPS---- 256 TcCUT2 doble 'RDGMF-- 250
Ssa_pHidrolasa  °ARG---- 274 TcCUT2 triple RDGHF-- 250
Asa_pHidrolasa  °SGS---- 279 TfHidrolasa TerEst RDGHF-- 280
AmLipasaT 28PS---- 272 T£CUT RDGHF-- 249
AoCUT ’SPS—--- 275 TcCUTL RDGHF-- 250
Ksa_BHidrolasa HES---D 300 SeLipasa RPSH--- 249
KaDLH HES---D 301 o BHidrolasa 'D-DE--- 247
AxCUT HES---N 297 Poliester Hidrolasa 'D-DE--- 248
OaLipasa JHAA---N 297 PaHidrolasa Y2505 HTSP--- 292
AeDLH HER---D 292 PaPoliester Hidrolasa [HTSB--- 292
PsCUT HTS---D 302 UbLipasaPET2 F105R E110K HAR@--- 269
MdCUT HES---D 238 UbLipasaPET2 M HA?I——— 269
PyLipasaT HTS---D 290

Figura 17. Fragmento del alineamiento multiple de secuencias correspondiente a la
mutante variante R280A.

Los aminoacidos se encuentran coloreados de la siguiente manera: acido aspartico
(verde), fenilalanina (marrdn), tirosina (amarrillo), leucina (fucsia), cisteina (rojo),
glutamina (oliva).

Fuente: Elaboracion Propia
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Mediante el analisis estructural de la enzima ISPETasa y el de sus enzimas
homologas, se identificaron los sitios fundamentales para la hidrolisis del PET,
asi como los principales residuos involucrados en este proceso. A partir de
estas premisas y al realizar la comparacion estructural con distintas enzimas
con un alto grado de homologia se establecieron posibles modificaciones a la
enzima ISPETasa de manera que se mejore su actividad catalitica y su

estabilidad enzimética.

A través del empleo de las bases de datos y herramientas virtuales se
reconocieron las enzimas que comparten un alto grado de homologia con
IsPETasa, tomando en cuenta que para la compilacion de las secuencias se
considero tanto la identidad de secuencia como el porcentaje de identidad de
estructura secundaria. Las secuencias extraidas se analizaron principalmente
tomando en cuenta sus valores de: E-value, Score, Distancia entre los atomos

de los residuos emparejados (RMSD) y calidad de alineacién (Q).

De las enzimas analizadas se tom6 en consideracion para su analisis y
comparacion a la PblipasaT, RgPETasa, BbHidrolasa y, SvCUT190 debido a
que estas fueron las que poseian valores mas significativos. A partir de los
analisis realizados se establecieron posibles alteraciones en IsSPETasa como: la
insercion de iones metalicos en la enzima; el desarrollo de la variante N212S
para mejorar la actividad y estabilidad enzimatica. Ademas, se planted la
posibilidad de realizar las sustituciones S188E, S188A, S114H para estudiar el

efecto que generarian en IsSPETasa.

Se comparé cinco diferentes variantes mutantes realizadas en IsPETasa
(W159H, S238F, S121E, D186H, y R280A) con las enzimas que comparte
mayor grado de homologia, determindndose que existen diferentes
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amino&cidos en las posiciones donde se realizaron las mutaciones, por lo tanto,
los aminoacidos identificados en cada variante pueden ser utilizados para la

elaboracion de posibles nuevas variantes de ISPETasa.

4.2. Recomendaciones

- Ensayar el efecto de diferentes iones metalicos, como Ca?*, Mn?*, Zn?"y Mg?*
en IsPETasa para identificar con el fin de observar si son capaces de mejorar

la actividad y estabilidad de la enzima.
- Desarrollar las diferentes mutantes analizadas con los distintos aminoacidos

encontrados en la misma posicion para evaluar la estabilidad actividad
enzimatica que presentaria ISPETasa al realizar estas sustituciones.
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Anexo 1. Alineamiento multiple de secuencias de enzimas que comparten similitud de secuencia con IsPETasa.

IsPETasa
RgPETasa
PbLipasaT
RdProt

Agso_PHidrolasa

MsProt

MeCUT

MnCUT

Mca BHidrolasa
MmLipasaT
MaCUT

Mea PBHidrolasa
MaLipasaT
McCUT

MefCUT
DmLipasaT
CcLlipasa
PmProtH
AalLipasa
SsLipasa
Ssa_PBHidrolasa
Asa_PBHidrolasa
AmLipasaT
AoCUT

RgUp

Ksa_ BHidrolasa
KaDLH

AxCUT

Oalipasa

AeDLH

PsCUT

MdCUT
PyLipasaT

ANEXOS

———————————————————————————— MNFPRASRLMQ--------AAVLGGLMAVSAA

———————————————————————— MFGKLPFAR---------—----ASLAVGALLLSAA

———————————————————————— MPPDC--VLPRRLAA-—----—-AALLASATLVPLS
——————————————————————————————— MNFTTL--WRRHA---RACALAAS—-—-V
——————————————————————————————— MKTT-V--S--RI---KALSLAAA----1,
——————————————————————————————— MRNSTTTRPRSSISTLARLAVTAVLAGGA
——————————————————————————————— MPSPTTIRPRSLVRAVAGLTTAVLLATGG
——————————————————————————————— MRSPTTTRTHTLRSAVARFAVAAVLAAGG
——————————————————————————————————————————————————— MAAVLAAGG
——————————————————————————————— MRSTTTTRPRSL-TLLARLAMTAVLAAGG
——————————————————————————————— MPVSTTTRPRSVLSRIGRTAMAAVLVAGG
——————————————————————————————— MSSATTTRTRPLAGRVARLALAATLSATA
————————————————————————————————— MPTTIRSRTSVRALARLAVAALLATGG
——————————————————————————————— MRSPTTTRPRSAVRTVAGLAMAAVLAAGG
——————————————————————————————— MSSPTTTVRPRPAVRLAGLAVAAVLATAG
—————————— MSNGYSACPAPY-----DHRGMRKHASLLAALPV-LLAACGTTTSTLTTP
MPLVATLGLALAAGSL-APSASAAAGDPATVETPPVV--SQRAT -DEHA--ATEPQLSLD
————————————————————————————— MVLRNPRS--PRWRR-ALGV--VVATLALTG
——————————————————————————————— MRKRL------T----GA--AL-AIALGA
——————————————————————————————— MR--LR--RLIP----SL--IPV--LALS
——————————————————————————————— MRNPVK--HLLT----AA--TLVATLVAA
——————————————————————————————— MR--LR--ALFP----AM--AL--LAASA
——————————————————————————————— MR--TR--SIFC----AL--ST--SALLL
——————————————————————————————— MKLNRLFQ------—--VACLAAT----LV
———————————————————————— ML-EGRYMKTVRENTAAAVF-—-T--—---SALLSSQ
——————————————————————————————— MKLDILKPLIVTL---V-----AGMLSSA
——————————————————————————————— MKTTTLIKSTLCI---IS-----LSFSLS
———————————————————————————————————— MNKSTLKK---LSFGTSVLLVSMN
———————————————————————————————— MSSTIKRKLASL---FAFSA-AMLLSTS
——————————————————————————————— MKTQSTIGKTLFSV---VA-AS-ALLFSTS
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IsPETasa

RgDLH
PbLipasaT
RdProt
Agsa_PBHidrolasa
MsProt

MeCUT

MnCUT

Mca PBHidrolasa
MmLipasaT
MaCUT

Mea PBHidrolasa
MaLipasaT
McCUT

MefCUT
DmLipasaT
CclLipasa
PmProtH
AalLipasa
SsLipasa
Ssa_PBHidrolasa
Asa PBHidrolasa
AmLipasaT
AoCUT

RgUp

Ksa_ BHidrolasa
KaDLH

AxCUT

Oalipasa

AeDLH

PsCUT

MdCUT
PyLipasaT

IsPETasa
RgDLH
PbLipasaT
RdProt

——————————————————————— ATAQTNPYARGPNPTAASLEA-SAGPFTVRSEFTVSRP
——————————————————————— AVAQTNPYQRGPDPTVSSLEA-TRGPFSTSSEFTVSRP
——————————————————————— AAAQTNPYQRGPDPTTRDLED-SRGPFRYASTNVRSP

VL-———— === AMSATSGWAQQTGPDPTSASLNA-TAGPFAVSTATVT--
————————————————————— AAATLATPALSQTSAPTSASLNA-SSGPLSVSTASVT--
AlL-—————————————— AVPAA-AQAADNPYERGPAPTSATLEA-SRGPFATSSFSVSSL
VIL-—————————————= AAASG-AQAADNPYERGPNPTTAILEA-SRGPFATASQTVSSL
VIL-=—————————————— APSPA-AQAAANPYERGPAPTSAMLEA-SRGPFATSSTRVSSL
VWommm oo ATSSA-AQ-AANPYERGPAPTHAILEA-SRGPFATSSLNVSSL
VW-mmm ATSSA-AQ-AANPYERGPAPTNAILEA-SRGPFATSSTTVSSL
AlL-—————————————— AASSGPAQAADNPYERGPAPTVALLEA-SRGPFTTASQNVSSL
AV-—————————————— AAP-A-AAQAASPYERGPNPTVALLEA-SRGPFATSSQSVSSW
AL-—————————————— AVPVA--ANAASPYERGPAPTNAILEA-SRGPFATSSINVSSL
VL-—————————————— ATSPG-AQAAENPYERGPAPTSAILEA-SRGPFATSSQSVSSW
AF-————————————— AAPPA-AQAAANPYERGPAPTVALLEA-SRGPFATASQSVSSL
AV-—————————————— TP-QTLSGAATNPYERGPAPTTALLEA-ARGPYATASTTVPRS
AP-—————————————- AA-LPPVTIAASPYERGPAPTVASIEA-ARGPFAVAQTTVSREFE
GL--————————————— TG-TQVAAAQDNPYQRGPDPTEQSIEA-PRGPFSVAETRVS-S
AT-—————————————— FA-GPAASAAENPYERGPDPTTSSIEA-PTGPFSTAETTVS-S
————————————————— LT-GPGARAADNPYERGPAPTTASIEA-SRGPYSVSETSVSSL
-L-————————————— AG-VTPATAAEAEYRRGPDPTTAGIEA-PRGPFTAETTTVSRS
Lv---—-—--—--—-—-— AV-PAGPALAANPYERGPAPTTASIEA-SLGSFAIAQVTVARS
-V AA-PPAALAAASPYERGPAPTTASVEA-ARGPFATATATV--S
V- AT-APAAQAAANPYERGPAPTISSIQA-SRGPFATASVTVARS
——————————————————————— TATAASAVQIGPAPTKASLEA-SRGPFTVATTRL-SA
VFAITDDPVDPVDPVDPPS——-—————— SGTVRGPDPTLSALESTRSGPYSVRTENVSNL

AFAITPSPTPTPDPTPNPSPDPGSCSGAECYIRGPNPTVRALEA-DDGPYSVRTTNVSSFE
AFGGGS-GGGST---GDDLPLPDTCTSNCGYELGPNPSLSEFVSA-AQGPQPVSTVSVSSS
ALSWTPSPTPNP---D-PIPDPTPCQDDCDFTRGPNPTPSSLEA-STGPYSVATRSVASS
V--WSMNPGD----—————— VPDTCEGDCGYARGPDPTESFLEA-DSGPYTIATSNVSSL
V--MASNPTPPP---PPPPSEPTDPGAGSPYQRGPNPTTSFLEG-SRGQYRVATSNVSSFE
—————————————————————————————————————————— ES-SSGPFSVRTSNVSSF
A--LASNPAP-—-—---—-——-— DTGSGDGSSSQYQIGPDPTVSFLEA-SSGPFSVRTSNVSSL

* .

-—-SGYGAGTVYYPTNA-GGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGEFVVITIDTNSTL
-—-SGYGAGTVYYPTNA-GGKVGAIAVVPGYTARQSSINWWGPRLASHGEFVVITIDTNSTL
-—-SGYGAGTIYYPTDV-SGSVGAVAVVPGYLARQSSIRWWGPRLASHGEFVVITLDTRSTS
SPVGFGGGTIYYPTI--AGQYGVVALSPGFTATQSSVAWLGRRIATHGEFVVVTINTNSTL
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Agso_PHidrolasa
MsProt

MeCUT

MnCUT

Mco_ PHidrolasa
MmLipasaT
MaCUT

Mea PBHidrolasa
MaLipasaT
McCUT

MefCUT
DmLipasaT
CcLipasa
PmProtH
AalLipasa
SsLipasa
Ssa_PBHidrolasa
Asa PBHidrolasa
AmLipasaT
AoCUT

RgUp

Ksa_ BHidrolasa
KaDLH

AxCUT

Oalipasa

AeDLH

PsCUT

MdCUT
PyLipasaT

IsPETasa
RgPETasa
PbLipasaT
RdProt
Agso_PBHidrolasa

LPRGFGGGTIYYPTV--AAKYGVIAISPGFTATQSSIAWLGRRIATHGEVVITINTNTTL
LVSGFGGGVVYYPTSTSEGTFGAVAISPGFTASWSSLDWLGPRIASHGEVVIGIETNTRL
SVSGFGGGVIYYPTSTSEGTFGAIAISPGFTAYWSSISWLGPRLASHGEFVVIGIETNSTL
SVSGFGGGVIYYPTSTSEGTFGGIAISPGYTASWSSIDWLGPRLASHGEFVVIGIETNSRE
-VSGFGGGVIYYPTSTSQGTFGAVAISPGYTAAWSSIDWLGPRIASHGFVVIGIETNSRL
-VSGFGGGVIYYPTTTTAGTFGAVAISPGYTASWSSLDWLGPRIASHGFVVIGIDTITRL
SVIGFGGGVIYYPTDTSQGTFGAIAISPGYTAAWSSISWLGPRIASHGFVVIGIETNSRL
SVIGFGGGVIYYPTTTSEGTFGAVAISPGYTASWSSISWLGPRLASHGEVVIGIETNSRE
SVIGFGGGVIYYPTSTAEGTFGAVAISPGYTASWSSLSWLGPRIASHGEFVVIGIETNTRL
SVIGFGGGVIYYPTSTSEGTFGAIAISPGYTAAWSSISWLGPRIASHGFVVIGIETNSRL
SVTGFGGGVIYYPTSTAEGTFGAVAISPGYTAAWSSIDWLGPRIASHGEFVVIGIETNTRL
SVSDEFGGATIYYPTSTADGTEGGVAISPGYTGTQASVAWLGPRLASHGEFVVIVIDTLSRY
AASGEFGGGTITYPTSTAEGTEFGAVAISPGYTAAQSSISWLGPRLASQGEFVVITIDTNSRY
LVSGFGGGTIYYPTDTSQGTFGAVAIAPGYTADQSSMSWYGPRLASQGEVVETIDTNSRY
LVSGFGGGTVYYPTSTAEGTYGALAISPGFTATQSSISWMGRRLASQGEVVITIDTNTIY
AVSGFGGGTIYYPTSTADGTFGAVAVSPGYTGTQSSTIAWLGPRLASQGEFVVETIDTLTTL
SASGEFGGGTIYYPTSTAEGTEFGAVAISPGFTGTQSSISWYGPRLASHGEVVITIDTNSTL
SVSGEFGGGTIYYPTSTAEGTEFGAVAASPGFTASQSSVAWYGPRLASQGFVVITIDTLSTL
SVSGEFGGGTVYYPTSTAEGTEFGAVAISPGFTATQSSVAWLGPRLASQGEFVVITINTLSTL
SVSGFGGGTIYYPTSTAEGTFGAVAISPGFTASQSSVSWLGPRVASQGFVVITIDTLSTL
—--NGHGGGTIYYPTNA-GAKVGVIAIVPGYLSYQSSIEWWGPRLASHGFAVVTIDTLTIY
SASGFGGGTIHYPTNA-GENMGAIAVIPGYVSYESSIEWWGPRLASWGEVVITIDTNTIY
-VSGFGGGTIHYPVGT-EGKMGAIAVIPGYVSYESSIRWWGSRLASWGEVVITIDTNTIY
-VDGFGGGTIYYPSNI-SQEMAATISIAPGETNTQSATIAWWGPLLASHGEVVITIDTNSRE
-VSGFGGGTLHYPTNT-TGTMGAIAVVPGFLLOQESSIDFWGPKLASHGEFVVITISANSGE
-VRGFGGGTIYYPVNA-EGTMAAIVVIPGYMSYQSSISFWGPRLASHGEFVVMTIDTNRIS
-VSGFGGGTIHYPSNA-SGSMAAIVVIPGYVSSESSIQWWGPKLASYGEVVMTIDTNSGE
-VSGFGGGTIHYPTGT-TGTMAAIVVIPGFASAESSIAWWGPKLASHGEVVMTIDTNSGE
-VSGFGGGTIHYPTGV-NRPMAATIVVIPGEVSAESSIDWWGPKLASYGEFVVMTIGTNSGE

I .o - T
SlZlE W159H
DQPSSRSSQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWRIMGGGGSLISAANNPSLK

DOQPSSRSSQOMAALRQVVSLAGTSSSPIYNKVDTARLGVMGWEMGGGGSLISAKNNPSLR
DOPASRSAQOMAALRQVVALSETRSSPIYGKVDPNRLAVMGWEMGGGGTLISARDNPSLK
DQPASRANQLIAALNYVANS---ASTTVRSRVDASRRAVGGHEMGGGGSLIAAQNNPSLK
DQPISRATQLVAALNHVLNS———SGTAVRSRIDPARLAVAGHSMGGGGSLIAARDNPTLK
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111
132
132
132
110
129
133
131
129
132
132
147
157
128
118
101
119
124
117
120
109
137
138
134
134
129
136
75

129

177
175
179
173
168



MsProt

MeCUT

MnCUT

Mco_ PHidrolasa
MmLipasaT
MaCUT

Meo PHidrolasa
MaLipasaT
McCUT

MefCUT
DmLipasaT
CcLipasa
PmProtH
Aalipasa
SsLipasa
Ssa_PBHidrolasa
Asa PBHidrolasa
AmLipasaT
AoCUT

Ksa_ BHidrolasa
KaDLH

AxCUT

Oalipasa

AeDLH

PsCUT

MdCUT
PyLipasaT

IsPETasa
RgPETasa
PbLipasaT
RdProt
Agso_PBHidrolasa
MsProt

DOQPASRGRQLLAALDWLTQR-—-—-—- SSVRGRIDATRLAVAGHSMGGGGSLEAAVSRPSLQ
DQPISRGRQLLAALDYLVQR ————— SSVRTRIDGTRLAVAGHSMGGGGSLEASVSRPSLQ
DOQPASRGRQLLAALDYLVER-—-—-—- SSVRSRVDGSRLAVSGHEMGGGGSLEAAAERPSLQ
DOQPASRGRQLLAALDYLVER-—---- SSVRSRVDGSRLAVAGHEBMGGGGSLEAAASRPSLQ
DOPSSRGRQLLAALDYLTER-—---- SSVRSRIDSSRLAVAGHSMGGGGSLEAAASRPSLQ
DOPBSRGROQLLAALDYLVER-—-—--- SSVRTRIDGTRLAVAGHSMGGGGSLEAAASRPSLQ
DOPBDSRGROQLLAALDYLTER-—---- SSVRGRIDASRQAVAGHBMGGGGSLEAASSRPSLQ
DOPBSRGRQLLAALDYLTQR-—-—-—-— SSVRGRIDSSRLAVAGHBMGGGGSLEAAAARPSLQ
DOPBSRGRQLLAALDYLVER-—-—-—-— SSVRGRIDGTRLAVAGHSMGGGGSLEAAVARPSLQ
DOPBSRGROQLLAALDYLTQR-—-—-—-— SSVRGRIDASRLAVSGHEMGGGGSLEAAVARPSLQ
DYPSSRGDQLRAALRYLTTS---—-— SAVRTRVDATRLAVMGHBMGGGGALEAAKDNPALK
DOPSSRGDQLRAALAYLTGS——--—-— SSVRGRIDASRLAVMGHEMGGGGALEAAKDNPALQ
DOPASRGDQLLAALDYLVQR-—---- SSVRDRIDGQRLGVMGHBMGGGGSLEAADDRPGLQ
DQPASRGDQLLAALDYLTQQ---SPSTVRSKIDPSRLAVAGHEMGGGGSLEASVKRPSLQ
DOPBSRGRQLLAALDYLTTR-—--—--— SSVRGRVDSTRLGVMGHEMGGGGSLEAAKSRPSLQ
DAPDSRATQLLAALDYLTQR-———-— STVRTRIDASRLGVMGHSMGGGGSLRAAEQRPALQ
DSPASRGTQLLAALDYLTTS---—-- SAVRTRIDATRLGVMGHBMGGGGSLAASRTRPALQ
DOPDSRGAQLLAALDYLTTS---—-— SSVRTRIDASRLGVMGHBMGGGGSLRATVSRPSLQ
DOPDSRGTQLLAALDYVTNS—-—--—-— SSVRTRVDATRLGVMGHBMGGGGSLSASRTRPTLQ

DOPBSRADQLSAALDHLIDESGSSSSPISGLVDASRLGVIGWEMGGGGTLKLATE-RNLK
DOPBSRANQLSAALDYVIAQSNSRNSSISGMVDSNRLGVIGWEMGGGGSLKLSTQ-RTLK
DOPBSRSROLDSALSYLISQSDSSSSSISGLVDENRLATMGERMGGGGSLOSASR-NRLS
DOPASRATQLGRALDYVINQSNGSNSPISGMVDTTRLGVVGWEMGGGGALQLASG-DRLS
DOPBSRRDQIEAALEYLVDQSNSSRSPINGMVDPNRLGAVGWEMGGGGTLRLAAD-DGIQ
DOPBSRARQINSALDYLVDONNSRNSPVRGMIDTQRLGVIGWEMGGGGTIRVAGE-GRIK
DOPGSRATQINNALDYLIDONSSSSSPINGMVDTSRLGAVGWEMGGGGTLRVAAE-GRLK
DQPISRARQINNALDYLVAQNTNSRSPVNGMIDTNRLGAMGWSMGGGGTLRVAEE—GRIK

* x k% * * % . . . . % * * kkkkkk oo .

D1§6H

AAAPQAPWDSST-NFSSVTVPTLIFACENSIAPVNSSALPIYDSMSR-NAKQFLEINGG
AAAPQAPWAQ-E-SFSSVTVPTLIVSCENSIAPNSSHSEFPEFYNOMTR-NKKANLVINGG
AAVPFAPWHNTA-NFSGVQVPTLVIACENTVAPISRHASSEFYNSEFSSSLAKAYLEINNG
ATLPLTPWNLST-NFSGVQVPTLIVGADGBAVAPVASHARPEFYASLPSTVRKAYGELNMA
ASYPMTPWNISS-NFSTVRVPTMIIGADGTVAPVGTHARPFYASLPSSTFKAYGELNGA
AAVPIAPWNTDK-TWGDVRVPTLIVGGESESVAPVSSHAVPFYNSIPAASEKAYLELNNA
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187
187
187
165
184
188
186
184
187
187
202
212
183
175
156
174
179
172
175
196
197
193
193
188
195
134
188

235
232
238
232
227
246



MeCUT

MnCUT

Mca PBHidrolasa
MmLipasaT
MaCUT

Meo PHidrolasa
MaLipasaT
McCUT

MefCUT
DmLipasaT
CclLipasa
PmProtH
AalLipasa
SsLipasa
Ssa_PBHidrolasa
Asa_PBHidrolasa
AmLipasaT
AoCUT

Ksa BHidrolasa
KaDLH

AxCUT

Oalipasa

AeDLH

PsCUT

MdCUT
PyLipasaT

IsPETasa
RgPETasa
PbLipasaT
RdProt
Agso_PBHidrolasa
MsProt

AATPLAPWNTTK-SWSSVRVPTLIIGGEYRTVAPVSSHSEPFYSSIPAASEKAYLELNGE
AAVPLAPWNLDK-TWSGLRVPTLIVGGETTIAPVSSHSEPFYNSIPASSEKAYLELNGA
AAVPLAPWNLTK-NWSNLRVPTLIIGGESETVAPVSSHSEPFYNSIPASAEKAYLELNNA
AAVPLAPWNLTK-NWSNLRVPTLIIGGESESVASVATHSEPFYNSIPASAEKAYLELNNE
AAVPLAPWNLDK-TWNTLOVPTLIIGGENBSVAPVATHSIPFYNSIPASAEKAYLELNGA
AAVPLAPWNLDK-SWSELRVPTLIIGGESESVASVSSHSIPFYNSIPASAEKAYLELNGA
AAVPLAPWNLDK-TWSDVRVPTLIIGGESESVAPVASHSIPFYNSIPASSEKAYLELNGA
AAVPLAPWNLDK-TWSDVRVPTLIIGGESESIAPVSSHSEPFYSSIPASSEKAYLELNGA
AAVPLAPWNLDK-TWSDVRVPTLIIGGESESIAPVSSHSEPFYNSIPASSEKAYLELNGA
AATIPLTPWNTDK-SWPELTTPTLIFGAQNSVAPVSSHAIPFYTSLASTLPKAYLELRGA
AATIPMTPWNTDK-TWPEVQTPTLIIGAQNSVASVTITHAEPFYENLPGSLDKAYLELRGA
AATPLTGWNLRK-NEFSSVRVPTLVVGAENSVAPVSSHSEPFYASLPSTLDKAYLELDNA
AATPLAPWNTDK-TWNTDQVPTFIIGGESSVAPVSSHAEPFYTSLTSAPDKAYLELNNA
AATIPLTPWNLDK-SWPEVTTPTLIVGADGIESIAPVSSHAEPFYGSLRSSLDRAYLELNGA
AATIPLTPWHTDK-TWPGVQTPTLVIGAENSTAPVSSHSEPFYTSMPSTMDKAYLELNGA
AATIPLAPYHTTK-NWSTDTVPTLIIGAENSVAPVSSHAEPFYTSLPASSDKAYLELNNA
AATPLAPWHTTK-NWSSTRVPTMIIGAESSTAPVSSHSEPFYTSMTSAPDKAYLELNNA
AATIPMTPWHGTK-SWTTDRVPTMIIGAENTVAPVSSHAEPFYTSLTAAPDKAYLELNNA
ATTPQAPWYSGENSFDRITTPTMIIACESIAIAPVGOHASPEFYNDIPNSTAKAFLEINGG
AATPQAPWYSGENSEFNRITTPTLIIACELVVAPVGOHASPFYNRIPSSTAKAFLEINGG
AAVPLAPWNSGSNSFNQIAVPTMIMACENBSTANVSSHASPEYNTIPTSTDKAFMEISGG
AATPTAPWNQGGNREFDQIETPTLVIACENVVASVNSHASPFYNRIPSTTDKAYLEINGG
AATIGLAPWNTSSLGFRSIETPTLIFACERSIAPVRSHASPEFYNAIPSSTDKAYFEISGG
AATPLAPWDTSNFPSROQVAAPTLIFACESTVARVGSHASPFYNSISGSIDKAFVELDNG
AATPLAPWDSSSTQFRSITAPTLIFACENAIAPVRSHADPEFYNAIPSSTDKAFFELNGG
AATPLAPWDTT--SFRSNRTPTLIFACGSISIAPVRTHASPFYNQIPTSTPKIFIEINRG

* I KRl * % : HEad : :

S238F R280A
SBEISCANSGNS—--NQALIGKKGVAWMKRFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDEF--—--RTAN
SEISCANSGNS---DAGLIGKYGVAWMKRFMDDDTRYSKFLCGAEHQADLSKRAVEAYKEN
SEITCANTGNS-—--NQALIGKYGVAWIKREFVDNDTRYSPFLCGAPHQADLRSSRLSEYRES
SEISTPTSGV—-———— NTPIGRYGVTWMKREVDGDTRYSTFLCGAEHQAYATATVEFDRYSQON
TIREAPNT-T————— STPIGRYAVAWMKREFVDGDTRYSPFLCGAQHTSYATGLVEDRYNON
SBIFFPQT-T————— NTPLAKOMVSWLKREFVDNDTRYDQFLCPGPSGV————— ATQEYRNT
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246
246
224
243
247
245
243
246
246
2601
271
242
234
215
233
238
231
234
256
257
253
253
248
255
194
246

288
289
295
287
281
295



MeCUT

MnCUT

Mca PBHidrolasa
MmLipasaT
MaCUT

Meo PHidrolasa
MaLipasaT
McCUT

MefCUT
DmLipasaT
CclLipasa
PmProtH
AalLipasa
SsLipasa
Ssa_PBHidrolasa
Asa_PBHidrolasa
AmLipasaT
AoCUT

Ksa BHidrolasa
KaDLH

AxCUT

Oalipasa

AeDLH

PsCUT

MdCUT
PyLipasaT

IsPETasa

RgDLH

PbLipasaT
RdProt
Agsa_PHidrolasa
MsProt

MeCUT

MnCUT

Mca PBHidrolasa

SEIFFPOS-A-———— DALVGKOMVSWLKREVDNDTRYEPFLCPGPSGL--——— DVEEYRNT
GElEFPQS-V—-—-—-—-— NTPTAKQMVSWLKREVDNDTRYEQFLCPGPTGL—-—--—- ATEEYRDT
SEIEFFPQOS-V————— NTPTAKQMVSWLKREVDDDTRYEQFLCPGPSGL—-—-—- ATEEYRNT
GElEFPNT-V—---—-— NTPTAKQMVAWLKRFVDDDTRYDQFLCPGPSGL—-—-—-—- AVEEYRNT
SEIFFPQT-V———-— NTPTARQAVAWLKRFVDNDTRYEQFLCPGPSGS——-—--- ATEEYRNT
SEIFFPQT-T———-— NTPTARQMVAWLKRFVDDDTRYEQFLCPGPTGS-——--- ATEEYRNT
SEIFFPQT-V———-— NTPTAKQTVAWLKRFVDDDTRYEQFLCPGPTGS———--- ATEEYRNT
SEIEFPQT-V-———— NTPTAKOMVAWLKREVDNDTRYEQFLCPGPSGE——-—- EIQEYRNT
SEIEFPQT-V-——-— NTPTARQAVAWLKREVDDDTRYEQFLCPGPSGS——-—- AVQEYRNT
SBIGAPTS-T-—-—-- NTTIAKYAVAWLKRFEDADRRYDPFLCPTPAVS----TLLSDARST
SEIEAPNT-S——-—-—-— NTTIARQSIAWLKREVDDDERYAQFLCPPPSGT-—-—- AISEYRST
SEIEAPNV-S———-— NTTIAKYSISWLKLEIDNDTRYAQFLCPAPDDR-——-—- EISEYRET
SEIEFPNT-P-———— NTTQAKYMISWLKREVDNDTRYEQFLCPGPSKS----TLVEEFRST
SEIETPNS-S————— NTTIAKYSVSWLKREFIDNDTRYEQFLCPLPSPS----LTIEEYRGN
SEISAPSS-S————— NTTIAKYSIAWLKREIDNDTRYEQFLCPAPARG----TLIEEYRDT
SEISAPTS-T—-———— NVTIAKYSISWLKREIDDDTRYEQFLCPAPSGS——-—- TIQEYRDT
CElSAPTS-A-—-—-—- NTTVAKYSISWLKREFIDNDTRYDQFLCPAPSPS----SLIEEYRAT
SEISAPTS-A-———— NTTVAQYSISWLKRFIDNDTRYDQFLCPAPSPS----TLIQEYRDT

SiEYCANSGYS—---DEDILGKYGISWMKREFMDNDTRYSQFLCGPNHES---DRSISEYRDT
DiEIECANSGYP---NEDILGKYGVSWMKREFIDGDRRYDQFLCGPNHES---DRSISDYRET
OBINCANGSNS---NNALLATYGVSWMKRFLDKDHRYNQFLCGPNHES---NSRISEFRDT
SEIECANDGGS-—-IGGLLGKYGVSWMKRFIDNDLRYDAFLCGPDHAA---NRSVSEYRDT
NlYCANGSNR---YDALLGKYGVAWMKLHLDODORYAPFLCGPNHER---DRQISEHRST
NislYCANGGNDRGRYDAVLGRMGVSWMKREFLDEDTRYSQFLCGPNHTS---DRQISEYRGN
SiElYCANGGNS -—-YNDELSRLGVSWMKLHLDKDQRYNQFLCGPNHES---DWNISEYRGT
NIslYCANGGNS ——-NNATLGRLGVAWMKRFLDEDRRYSQFLCGPRHTS---DRNISESRDT

* . cekek ok ok kx K %
CS--- 290
CPY-- 292
CPY-- 298
CPY-- 290
CPY-- 284
CPHA- 299
CPSS- 299
CPHS- 299
CPH-- 276
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295
295
273
292
296
294
292
295
295
311
320
291
284
265
283
287
281
284
310
311
307
307
302
312
248
300



MmLipasaT CPH-- 295

MaCUT CPSA- 300
Mea PBHidrolasa CPSS- 298
MaLipasaT CPSS- 296
McCUT CPSY- 299
MefCUT CPSA- 299
DmLipasaT CPFN- 315
CcLipasa CPY-- 323
PmProtH CPYSP 296
Aalipasa CPNG- 288
SsLipasa CPHTS 270
Sso_BHidrolasa CPHTA 288
Asa_PHidrolasa CPHS- 291
AmLipasaT CPHS- 285
AoCUT CPHS- 288
RgUp CS—-- 279
Ksa BHidrolasa CNY-- 313
KaDLH CNY-- 314
AxCUT CDFT- 311
Oalipasa CNY-- 310
AeDLH CPF-- 305
PsCUT CPY-- 315
MdCUT CPY-- 251
PyLipasaT CNF-- 303

*

* (.) = Existe una conservacion débil (<50%); (:) = Conservacion fuerte (>50%); (*) = Existe una conservacion exacta.

Los aminoacidos correspondientes a la triada catalitica se encuentran resaltados de color blanco con un fondo violeta. Mientras que las
variantes mutantes de ISPETasa se encuentran coloreadas de la siguiente manera: fenilalanina (marrén), histidina (naranja), asparagina
(cian), tirosina (amarrillo), treonina (celeste), leucina (fucsia), serina (turquesa), triptéfano (lila), alanina (rosado), &cido aspartico (verde),
prolina (azul), glicina (gris), histidina (naranja), cisteina (rojo), glutamina (oliva).

Fuente: (UniProt, 2021)
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Anexo 2. Alineamiento multiple de secuencias de enzimas que comparten similitud estructural con IsPETasa

IsPETasa

RgPETasa K169A

RgPETasa E186A

RgPETasa

BbHidrolasa

SvCUT190 8M

SvCUT190_ 7M

SvCUT190 S226P
SvCUT190 S176A S226P R228S
SvCUT190 S176A S226P R228S 7Zn(2+)
SvCUT190 S176A S226P R228S MA
SvCUT190 S176A S226P R228S EIR
SvCUT190 S176A S226P R228S SM
SvCUT190 S226P R228S

TaCUT

TaCUT_EST119

TaCUT EST119 AHK119

TcCUT2

TcCUT2 doble

TcCUT2 triple

TfHidrolasa TerEst

TfCUT

TcCUT1

SelLipasa

PmLipasa

o PBHidrolasa

Poliester Hidrolasa
PaHidrolasa Y2508

PaPoliester Hidrolasa
UbLipasaPET2 F105R E110K
UbLipasaPET2 7M

______ MN----FPRASRLMQAAVLGGLMA-—--—-----—--VSAAATAQTNPYARGPNPTA
________________________________________________ TNPYQRGPDPTV
________________________________________________ TNPYQRGPDPTV
———————————————————————————————————————————————— TNPYQRGPDPTV
________________________________________________ MNPFEKGPDPTK
_______________________________________________ GPNPYERGPDPTE
_______________________________________________ GPNPYERGPDPTE
____________________________ MRGS---HHH------HHHGSNPYERGPDPTE
_____________________________________________ GPQODNPYERGPDPTE
_____________________________________________ GPQDNPYERGPDPTE
_____________________________________________ GPQDNPYERGPDPTE
_____________________________________________ GPQDNPYERGPDPTE
_____________________________________________ GPQDNPYERGPDPTE
_____________________________________________ GPQDNPYERGPDPTE
____________________________ MRGS---HHHHHHGSAPAQAANPYERGPNPTE
HHHHHHMSVTTPRRETSLLSRALRATAAAATA---VVATVALAAPAQAANPYERGPNPTE
HHHHHHMSVTTPRRETSLLSRALRATAAAATA---VVATVALAAPAQAANPYERGPNPTE
_______________________________________________ MANPYERGPNPTD
_______________________________________________ MANPYERGPNPTD
_______________________________________________ MANPYERGPNPTD
______ MKYLLPTAAAGLLLLA-----——-AQ---PAMAMDIGINSDPANPYERGPNPTD
———————————————————————————————————————————————— ANPYERGPNPTD
——————————————————————————————————————————————— MANPYERGPNPTD
_______________________________________________ AANPYERGPAPTN
_________________________________________ APLPDTP-----GAPFPAV
________________________________________________ ANPYERGPDPTE
_______________________________________________ MANPYERGPDPTE
—————— MP----FNKKSVLALCGAGALLFSMSALANNPAPTDPGDSGGGSAYQRGPDPSV
—————— MP----FNKKSVLALCGAGALLFSMSALANNPAPTDPGDSGGGSAYQRGPDPSV
__________________________________ ANPPGGDPDPGCQTDCNYQRGPDPTD
__________________________________ ANPPGGDPDPGCQTDCNYQCGPDPTD

* k.
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40
12
12
12
12
13
13
23
15
15
15
15
15
15
29
57
57
13
13
13
43
12
13
13
14
12
13
50
50
26
26



IsPETasa
RgPETasa K169A
RgPETasa E186A
RgPETasa
BbHidrolasa
SvCUT190 8M
SvCUT190 7M
SvCUT190_S226P

SVCUT190 S176A S226P_R228S
SVCUT190 S176A_S226P_R228S_7Zn (2+)
SVCUT190 S176A S226P_R228S MA
SvCUT190 S176A_S226P_R228S_EIR
SVCUT190 S176A S226P_R228S_SM

SvCUT190 S226P R228S
TaCUT

TaCUT _EST119

TaCUT EST119 AHK119
TcCUT2

TcCUT2 doble

TcCUT2 triple
TfHidrolasa TerEst
T£CUT

TcCUT1

SelLipasa

o BHidrolasa

PmLipasa

Poliester Hidrolasa
PaHidrolasa Y2508
PaPoliester Hidrolasa
UbLipasaPET2 F105R _E110K
UbLipasaPET2 7M

ASLEASAGPEFTVRSFTVS--RPSGYGAGTVYYPTNAG-GTVGAIAIVPGY--TARQSSIK
SSLEATRGPEFSTSSFTVS--RPSGYGAGTVYYPTNAG-GKVGAIAVVPGY--TARQSSIN
SSLEATRGPEFSTSSFTVS--RPSGYGAGTVYYPTNAG-GKVGAIAVVPGY--TARQSSIN
SSLEATRGPEFSTSSFTVS--RPSGYGAGTVYYPTNAG-GKVGAIAVVPGY--TARQSSIN
TMLEASTGPFTYTTTTVSSTTASGYRQGTIYHPTNVT-GPFAAVAVVPGY--LASQSSIN
DSIEAIRGPFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGEF--TASQGSMS
DSIEAIRGPFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPEFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPEFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTEFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPEFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTFGAVAVAPGE--TASQGSMS
DSIEAIRGPEFSVATERVSS-FASGFGGGTIYYPRETDEGTEFGAVAVAPGEF--TASQGSMS
SMLEARSGPEFSVSEERASRFGADGEGGGTIYYPREN--NTYGAIAISPGY--TGTQSSIA
SMLEARSGPEFSVSEERASRFGADGEGGGTIYYPREN--NTYGAIAISPGY--TGTQSSIA
SMLEARSGPFSVSEERASRFGADGEFGGGTIYYPREN--NTYGATIAISPGY--TGTQSSIA
ALLEARSGPFSVSEERASRFGADGEGGGTIYYPREN--NTYGAVAISPGY--TGTQASVA
ALLEARSGPFSVSEENVSRFGADGEFGGGTIYYPREN--NTYGAVAISPGY--TGTQASVA
ALLEASSGPFSVSEENVSRFGADGEGGGTIYYPREN--NTYGAVAISPGY--TGTQASVA
ALLEARSGPFSVSEENVSRLSASGEGGGTIYYPREN--NTYGAVAISPGY--TGTEASIA
ALLEASSGPFSVSEENVSRLSASGFGGGTIYYPREN--NTYGAVAISPGY--TGTEASIA
ALLEASSGPFSVSEENVSRLSASGEGGGTIYYPREN--NTYGAVAISPGY--TGTEASIA
ASIEASRGPYATSQTSVSSLVASGEGGGTIYYPTSTADGTFGAVVISPGEF--TAYQSSTIA
SSIEAVRGPFAVAQTTVSRLOADGEGGGTIYYPTDTSQGTFGAVAISPGE--TAGQESIA
AN-FDRSGPYTVSSQSEG-—-—---—-— PSCRIYRPRDLGQGGVRHPVILWGNGTGAGPSTYA
SSIEAVRGPFAVAQTTVSRLOADGEGGGTIYYPTDTSQGTFGAVAISPGE--TAGQESTA
SFLEADRGQYSVRSSRVSS-LVSGFGGGTIYYPTGTT-GTMGAVVVIPGF--VSAESSID
SFLEADRGQYSVRSSRVSS-LVSGFGGGTIYYPTGTT-GTMGAVVVIPGEF--VSAESSID
AYLEAASGPYTVSTIRVSS-LVPGEFGGGTIHYPTNAGGGKMAGIVVIPGY--LSRESSIK
AYLEAASGPYTVSTIRVSS-LVPGEFGGGTIHYPTNACGGKMAGIVVIPGY--LSRESSIK

* .. .. * . * .
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95
67
67
67
69
70
70
80
72
72
72
72
72
72
85
113
113
69
69
69
99
68
69
71
70
66
71
106
106
83
83



IsPETasa
RgPETasa K169A
RgPETasa E186A
RgPETasa
BbHidrolasa
SvCUT190 8M
SvCUT190 7M
SvCUT190_S226P

SvCUT190 S176A S226P R228S
SVCUT190 S176A S226P_R228S_7Zn (2+)
SVCUT190 S176A_S226P_R228S MA
SvCUT190 S176A S226P R228S_EIR
SVCUT190_S176A S226P_R228S_SM

SvCUT190 S226P R228S
TaCUT

TaCUT_EST119

TaCUT EST119 AHK119
TcCUT2

TcCUT2 doble

TcCUT2 triple
TfHidrolasa TerEst
TfCUT

TcCUT1

SelLipasa

o PBHidrolasa

PmLipasa

Poliester Hidrolasa
PaHidrolasa Y2508
PaPoliester Hidrolasa
UbLipasaPET2 F105R _E110K
UbLipasaPET2 7M

S121E

WWGPRLASHGEVVITIDTNSTLDOQPSSRSSQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMG
WWGPRLASHGEVVITIDTNSTLDQPSSRSSQOMAALRQVVSLAGTSSSPIYNKVDTARLG
WWGPRLASHGEVVITIDTNSTLDQPSSRSSQOMAALRQVVSLAGTSSSPIYNKVDTARLG
WWGPRLASHGEVVITIDTNSTLDQPSSRSSQOMAALRQVVSLAGTSSSPIYNKVDTARLG
WWGPRLASHGFVVITIDTNSTSDQPISRATQLMAALNQLKTFSNTSSHPIYRKVDPNRLG
WYGERVASHGEFIVEFTIDTNTRLDAPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASHGEFIVFTIDTNTRLDAPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGEFIVEFTIDTNTRLDOPGORGRQLLAALDYLVER—---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGFEFIVFTIDTNTRLDOQPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGFEFIVFTIDTNTRLDOQPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGFEFIVFTIDTNTRLDOQPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGFIVFTIDTNTRLDOQPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGEFIVEFTIDTNTRLDOPGORGRQLLAALDYLVER---SDRKVRERLDPNRLA
WYGERVASQGEFIVFTIDTNTRLDOQPGORGRQLLAALDYLVER—---SDRKVRERLDPNRLA
WLGERIASHGEVVIAIDTNTTLDOPDSRARQLNAALDYMLTD---ASSAVRNRIDASRLA
WLGERIASHGEVVIAIDTNTTLDOQPDSRARQLNAALDYMLTD---ASSAVRNRIDASRLA
WLGERIASHGEVVIAIDTNTTLDOPDSRARQLNAALDYMLTD---ASSAVRNRIDASRLA
WLGERIASHGEVVITIDTNTTLDOPDSRARQLNAALDYMIND---ASSAVRSRIDSSRLA
WLGERIASHGEVVITIDTNTTLDOPDSRARQLNAALDYMIND---ASSAVRSRIDSSRLA
WLGERIASHGEVVITIDTNTTLDOPDSRARQLNAALDYMIND---ASSAVRSRIDSSRLA
WLGERIASHGEFVVITIDTITTLDOQPDSRAEQLNAALNHMINR---ASSTVRSRIDSSRLA
WLGERIASHGEVVITIDTITTLDOPDSRAEQLNAALNHMINR---ASSTVRSRIDSSRLA
WLGERIASHGEVVITIDTITTLDOPDSRAEQLNAALNHMINR---ASSTVRSRIDSSRLA
WLGPRLASQGEVVETIDTNTTLDOPPDSRGRQLLSALDYLTQR---S--SVRTRVDATRLG
WLGPRIASQGEVVITIDTITRLDOPDSRGRQLOAALDHLRTN---S--VVRNRIDPNRMA
GLLSHWASHGFVVAAAETSN---—--— AGTGREMLACLDYLVRENDTPYGTYSGKLNTGRVG
WLGPRIASQGEVVITIDTITRLDOPDSRGRQLOAALDHLRTN---S--VVRNRIDPNRMA
WWGPKLASYGEVVMTIDTNTGEFDOPESRARQINNALDYLVSQNSRSSSPVRGMIDTNRLG
WWGPKLASYGEVVMTIDTNTGEFDOPBSRARQINNALDYLVSQONSRSSSPVRGMIDTNRLG
WWGPRLASHGEVVMTIDTNTIYDOPSQRRDQIEAALQYLVNQSNSSSSPISGMVDSSRLA
WWGPRLASHGEVVMTIDTNTIYDOPSQRRDQIEAALQYLVNQSNSPSSPISGMVDSSRLA

*kx kk ek . . % . * . .. * .
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155
127
127
127
129
127
127
137
129
129
129
129
129
129
142
170
170
126
126
126
156
125
126
126
125
121
126
166
166
143
143



IsPETasa

RgPETasa K169A

RgPETasa E186A

RgPETasa

BbHidrolasa

SvCUT190 8M

SvCUT190_ 7M

SvCUT190_S226P
SvCUT190 S176A S226P R228S
SvCUT190 S176A S226P R228S 7Zn(2+)
SvCUT190 S176A S226P R228S MA
SvCUT190 S176A S226P R228S EIR
SvCUT190 S176A S226P R228S SM
SvCUT190 S226P R228S

PmLipasa

TaCUT

TaCUT_EST119

TaCUT EST119 AHK119

TcCUT2

TcCUT2 doble

TcCUT2 triple

TfHidrolasa TerEst

TfCUT

TcCUT1

SelLipasa

o PBHidrolasa

Poliester Hidrolasa
PaHidrolasa Y2508

PaPoliester Hidrolasa
UbLipasaPET2 F105R _E110K
UbLipasaPET2 7M

W159H D186H

VMG MGGGGSLISAANNPSLKAAAPQAPW%SSTN ————— FSSVIVPTLIFACENIBSIAP
VMGWEMGGGGSLISAANNPSLRAAAPQAPWAQ-ES———-—-— FSSVTVPTLIVSCEN|YSIAP
VMGWSMGGGGSLISAKNNPSLRAAAPQAPWAQ-AS——--— FSSVTVPTLIVSCEN|)SIAP
VMGWSMGGGGSLISAKNNPSLRAAAPQAPWAQ-ES——---— FSSVTVPTLIVSCEN|)SIAP
VMGWEMGGGGTLIAARDNPTLKAATIPFAPWNSSTN-—-—-—- FSTVSVPTLITACES|)STAP
VMGHAMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWHLDKT-—--— WGQVQVPTFIIGAELIBTIAP
VMGHSMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWHLDKT-—--— WGQVQVPTFIIGAELIBTIAP
VMGHEMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT-——-—— WGQVQVPTFIIGAELIBTIAP
VMGHAMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT-——-—-— WGQVQVPTFIIGAELIRTIAP
VMGHAMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT-—--—-— WGQVQVPTFIIGAELIRTIAP
VMGHAMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT---—-— WGQVQVPTFIIGAELIRTIAP
VMGHAMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT-—--—-— WGQVQVPTFIIGAELRTIAP
VMGHAMGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT-——-—- WGQVQVPTFIIGAELIBTIAP

MGGGGSLEATVMRPSLKASIPLTPWNLDKT-——-—- WGQVQVPTFIIGAELIBTIAP
OGGGGSIMAGQD-TRVRTTAPIQPYTLGLGHDSASQRRQQGPMFLMSGGGIRTIAF
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKS-—-—-— WRDITVPTLIIGAEYIRTIAS
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKS-—-—-— WRDITVPTLIIGAEYIRTIAS
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKS-—-—-— WRDITVPTLIIGAEYIRTIAS
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKN-——-—— WSSVRVPTLIIGADLIBTIAP
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKN-—-—-—— WSSVRVPTLIIGADLIBTIAP
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKN-—-—-—— WSSVRVPTLIIGADLIBTIAP
MGGGGSLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKN-—--—-— WSSVIVPTLIIGADLTIAP
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKN-—--—-— WSSVIVPTLIIGADLBTIAP
MGGGGTLRLASQRPDLKAAIPLTPWHLNKN-—--—-— WSSVIVPTLIIGADLTIAP
MGGGGSLEAAKSRTSLKAATIPLTGWNTDKT -——-—— WPELRTPTLVVGADGIBETVAP
MGGGGALSAAANNTSLEAATPLOGWHTRKN-——-—-— WSSVRTPTLVVGAQLIBTIAP
MGGGGALSAAANNTSLEAATPLOGWHTRKN-——-—-— WSSVRTPTLVVGAQLIBTIAP
MGGGGTLRVASE-GRIKAAIPLAPWDTTSY----YASRSQAPTLIFACESBVIAP
MGGGGTLRVASE-GRIKAAIPLAPWDTTSY----YASRSQAPTLIFACESBVIAP
MGGGGTLOQLAAD-GGIKAAIALAPWNSSIN----DEFNRIQVPTLIFACQLIBATAP
MGGGATLQLAAD-GGIKAAIALAPWNSSIN----DENRIQVPTLIFACQLIBATIAP

*hkk .. . * e . * *
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210
181
181
181
184
182
182
192
184
184
184
184
184
184
180
197
225
225
181
181
181
211
180
181
181
180
181
221
221
198
198



IsPETasa

RgPETasa K169A

RgPETasa E186A

RgPETasa

BbHidrolasa

SvCUT190 8M

SvCUT190_ 7M

SvCUT190_S226P
SvCUT190 S176A S226P R228S
SvCUT190 S176A S226P R228S 7Zn(2+)
SvCUT190 S176A S226P R228S MA
SvCUT190 S176A S226P R228S EIR
SvCUT190 S176A S226P R228S SM
SvCUT190 S226P R228S

PmLipasa

TaCUT

TaCUT_EST119

TaCUT EST119 AHK119

TcCUT2

TcCUT2 doble

TcCUT2 triple

TfHidrolasa TerEst

TfCUT

TcCUT1

SelLipasa

o PBHidrolasa

Poliester Hidrolasa
PaHidrolasa Y2508

PaPoliester Hidrolasa
UbLipasaPET2 F105R _E110K
UbLipasaPET2 7M

S238F

VNSSALPIYDSMSR-NAKQFLEINGGS
NSSHSFPEYNOMTR-NKKANLVINGGS
NSSHSFPFYNQMTR-NKKANLVINGGS
NSSHSFPFYNQMTR-NKKANLVINGGS
VNSHASPFYNSLPSTTKKAYLEMNNGS
VSTHAKPEFYESLPSSLPKAYMELCGAT
VSTHAKPEFYESLPSSLPKAYMELCGAT
VRTHAKPEFYESLPSSLPKAYMELDGAT
VSTHAKPFYESLPSSLPKAYMELDGAT
VSTHAKPFYESLPSSLPKAYMELDGAT
VSTHAKPFYESLPSSLPKAYMELDGAT
VSTHAKPFYESLPSSLPKAYMELDGAT
VSTHAKPEFYESLPSSLPKAYMELDGAT
VSTHAKPEFYESLPSSLPKAYMELDGAT
PYLNAQPVYRRANVP--VFWGERRYVS
VILHSKPFYNSIPSPTDKAYLELDGAS
VILHSKPFYNSIPSPTDKAYLELDGAS
VILHSKPFYNSIPSPTDKAYLELDGAS
VLTHARPEFYNSLPTSISKAYLELDGAT
VLTHARPEFYNSLPTSISKAYLELDGAT
VLTHARPEFYNSLPTSISKAYLELDGAT
VATHAKPEFYNSLPSSISKAYLELDGAT
VATHAKPFYNSLPSSISKAYLELDGAT
VATHAKPFYNSLPSSISKAYLELDGAT
VATHSKPEFYESLPGSLDKAYLELRGAS
VSSHSEAFYNSLPSDLDKAYMELRGAS
VSSHSEAFYNSLPSDLDKAYMELRGAS
VLOHASPFYNSLPSSIDKAFVEINGGS
VLOHASPEFYNSLPSSIDKAFVEINGGS

SCANSGNSNQALIGKKGVAWMKREMDNDTRYS
SCANSGNSDAGLIGKYGVAWMKREMDDDTRYS
SCANSGNSDAGLIGKYGVAWMKREMDDDTRYS
SCANSGNSDAGLIGKYGVAWMKREMDDDTRYS
SCANSGNSNAGLIGKYGVSWMKREMDNDTRES
EFAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EFAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EFAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EFAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
EFAPN---IPNTTIAKYVISWLKREVDEDTRYS
FEPVGS---GGAYRGPSTAWFREQLMDDQDAR
EAPN---ITNKTIGMYSVAWLKREVDEDTRYT
EFAPN---ITNKTIGMYSVAWLKREVDEDTRYT
EAPN---ITNKTIGMYSVAWLKREVDEDTRYT
EFAPN---IPNKIIGKYSVAWLKREVDNDTRYT
EFAPN---IPNKIIGKYSVAWLKREVDNDTRYT
EFAPN---IPNKIIGKYSVAWLKREVDNDTRYT
EFAPN---IPNKIIGKYSVAWLKREVDNDTRYT
EFAPN---IPNKIIGKYSVAWLKREVDNDTRYT
EFAPN---IPNKIIGKYSVAWLKREVDNDTRYT
EFTPN---TSDTTIAKYSISWLKREFIDSDTRYE
VSN---TPDTTTAKYSIAWLKREVDDDLRYE
VSN---TPDTTTAKYSIAWLKREVDDDLRYE
SCGNGGSIYNDVLSRFGVSWMKLHLDEDSRYK
YCGNGGSIYNDVLSREFGVSWMKLHLDEDSRYK
VALHASPFYNRIPNTTPKAFFEMTGGDBWCANGGNIYSALLGKYGVSWMKLHLDODTRYA
VALHASPEFYNRIPNTTPKAFFEMTGGDEINCANGGNIYSALLGKYGVSWMKLHLDODTRYA

* * ek e . . *
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269
240
240
240
244
239
239
249
241
241
241
241
241
241
235
254
282
282
238
238
238
268
237
238
238
237
238
281
281
258
258



IsPETasa

RgPETasa K169A

RgPETasa E186A

RgPETasa

BbHidrolasa

SvCUT190 8M

SvCUT190_ 7M

SvCUT190 S226P
SvCUT190 S176A S226P R228S
SvCUT190 S176A S226P R228S 7Zn(2+)
SvCUT190 S176A S226P R228S MA
SvCUT190 S176A S226P R228S EIR
SvCUT190 S176A S226P R228S SM
SvCUT190 S226P R228S

PmLipasa

TaCUT

TaCUT_EST119

TaCUT EST119 AHK119

TcCUT2

TcCUT2 doble

TcCUT2 triple

TfHidrolasa TerEst

TfCUT

TcCUT1

SelLipasa

o PBHidrolasa

Poliester Hidrolasa
PaHidrolasa Y2508

PaPoliester Hidrolasa
UbLipasaPET2 F105R _E110K
UbLipasaPET2 7M

R280A

TFACENPNST&VSDF————RTANCS ——————————————————————
KFLCGAEHQADLSKRAVEAYKENCPYLE-—--=-—-—-—-—-———-————————
KFLCGAEHQAPLSKRAVEAYKENCPYLE----—-=-———=—=—————————
KFLCGAEHQAPLSKRAVEAYKENCPYLE-—-=-=--————=———-———————
PYLCGAPHQADLSLTAIDEYRENCPY--=----—————=——————————

QFLCPNPT-DR----AICEYRSTCPYKLN--—--—-—-==-——————————
QFLCPNPT-DR----AICEYRSTCPYKLN--—--—-—-=—-—=————————
QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPYKLN--—-—-—-—-==-—=————————

QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPYKLN---—--—---—-————————
QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPYKLN---—--—---—-————————
QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPYKLN---—--—---—-————————
QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPY-—--—-—-—--——-—-——————————
QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPYKLN--—-—--—-=-—-—————————
QFLCPNPT-DR----AIEEYRSTCPY-—--—----—--——————————
ATFYGAQCSL@TSLLWSVERRGL--—-—-=-—-===-—=—-———-—————————
QFLCPGPRTGHBL--SDVEEYRSTCPF--------------———————
QFLCPGPRTGHBL--SDVEEYRSTCPF-—----------—--———————
QFLCPGPRTGHBL--SDVEEYRSTCPF-—---------—--———————
QFLCPGPRDGHEF--GEVEEYRSTCPFALE-————-———-——————————
QFLCPGPRDGHEF--GEVEEYRSTCPFALE-————-———-——————————
QFLCPGPRDGEEF--GEVEEYRSTCPFALE-————-———-——————————
QFLCPGPRDGHE--GEVEEYRSTCPFYPNSSSVDKLAAALEHHHHHH
QFLCPGPRDGHF--GEVEEYRSTCPF-----------—--———————
QFLCPGPRDGEEF--GEVEEYRSTCPFALE--——-—-—-—-——————————

QFLCPIPRPSE----TIAEYRGTCPHTS--———-—————————————
QFLCPAPD-DE----AISEYRSTCPF--—------"-"""--"----———
QFLCPAPD-DE----AISEYRSTCPFLEHHH---——-—-—————— HHH
QFLCGPNHTSB---SQISDYRGNCPYLEHHHH---——-——- HH----—-
QFLCGPNHTSB---SQISDYRGNCPYLEHHHH----—-—--- HH-----
PFLCGPNHAAQ---TLISEYRGNCPYENLYFQ--—-—-—--—-— GHHHHHH
PFLCGPNHAAQ---PLISEYRGNCPYENLYFQ--—-————— GHHHHHH
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290
268
268
268
270
263
263
273
265
265
265
262
265
262
258
278
306
306
265
265
265
313
261
265
262
258
267
312
312
294
294



* (.) = Existe una conservacion débil (<50%); (:) = Conservacion fuerte (>50%); (*) = Existe una conservacion exacta.

Los aminoacidos correspondientes a la triada catalitica se encuentran resaltados de color blanco con un fondo violeta. Mientras que las variantes
mutantes de ISPETasa se encuentran coloreadas de la siguiente manera: fenilalanina (marrén), histidina (naranja), asparagina (cian), tirosina

(amarrillo), treonina (celeste), leucina (fucsia), serina (turquesa), triptéfano (lila), alanina (rosado), acido aspartico (verde), prolina (azul), glicina
(gris), histidina (naranja), cisteina (rojo), glutamina (oliva).

Fuente: (PDBeFold, 2022)
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