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Apresenta-se de forma detalhada os trés mecanismos: PueA, PueB e PU-MDI livre, respectivamente,

nas Figuras 1S, 2S e 3S.
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Figura 1S. Mecanismo da reacdo de hidrolise catalisada pela PueA. (a) Ataque nucleofilico da serina, (b)
primeiro intermedidrio tetraédrico, (c) regido oxianion; (d) ataque nucleofilico da dgua; (e) segundo

intermedidrio tetraédrico, (f) regido oxidnion e (g) regeneracdo da serina



’.'(_)\l |h :()’ I{_\ ;): " I/ \' i O: H Produto 1
< H - 0" —>  R; HO—,
/-tl. 4 C.\ R
O (: \——R‘ o \. )
R/\C/ \/R: O 2 ‘()’ ‘(),H
& \ ¥

X 3
N4 <93
Produto 2 \::_; )
X/\]/()H w‘f\ T R]__\(/O “\H (e)
0 -OH ~L=0
(e) o
\\
HC
\,_,/
>—CH; H
H.C
>J\‘_(_'\ (f) (\6
Nod 3

Figura 2S. Mecanismo de reagdo da hidrolise catalisada pela PueB. (a) Ataque nucleofilico da serina; (b)
formagdo do intermediario tetraédrico; (c) regido oxidnion; (d) ataque nucleofilico da agua; (e) segundo

intermediario tetraédrico; (f) regido oxidanion e (g) regenera¢do da serina
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Figura 3S. Mecanismo de hidrolise sem catalisador. (a) Ataque nucleofilico da agua; (b) intermedidrio

tetraédrico e (c) formacgdo dos produtos

A flexibilidade dos complexos foi analisada por meio do grafico da raiz quadrada da flutuagdo
quadratica média (RMSF, do inglés, root mean square fluctuation) e pode ser observada na Figura 4S. Desse
modo, notou-se que a mobilidade da maioria dos residuos, em ambas enzimas, ficou abaixo de 0,4 nm,

entretanto, alguns residuos, passaram de 0,6 nm.
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Figura 4S. Grdfico da RMSF dos complexos

J& as interagdes entre as enzimas e o PU-MDI foram mapeadas por meio das ligagdes de hidrogénio

HB (do inglés, hAydrogen bonds) conforme apresentado na Figura 5S. Logo, constatou-se que a PueA manteve

ao longo da dinamica molecular (MD) em média, aproximadamente, duas ligagdes de hidrogénio enquanto

que a PueB demonstrou, em média, um aumento de ligagdes de hidrogénio apés 300 ns de simulagdo. Ou seja,

ambas as esterases interagiram de forma semelhante com o PU-MDI ao longo de toda MD.
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Figura 58. Numero de ligagoes de hidrogénio entre ligante e proteina ao longo da MD



Tabela 1S. Cargas parciais dos atomos relevantes no mecanismo da PueA

Acilagao Desacilacido
Residuo Atomo ES TSI AE TS2 E+P
Cargas parciais
SER207 0oG —0,60 0,64 0,46 —0,67 0,58
ASP2SS ODl1 -0,70 -0,76 —0,69 0,76 -0,69
OD2 —0,65 0,77 —0,64 -0,77 0,64
ND1 -0,20 -0,11 -0,20 -0,11 -0,19
HISD313
NE2 -0,38 —-0,20 -0,36 0,17 -0,39
C30 0,66 0,77 0,68 0,78 0,67
PU-MDI 031 -0,56 -0,82 -0,57 -0,81 -0,58
032 -0,48 -0,62 -0,61 -0,61 -0,58
ow —0,63 0,62 0,63 —0,69 -0,55
H,O HW1 0,32 0,32 0,32 0,38 0,35
HW2 0,31 0,31 0,32 0,66 0,36
PueA: poliuretanase esterase A; ES: enzima-substrato; TS1: estado de transi¢do 1; TS2: estado de
transicao 2; acil-enzima (AE); E + P: enzima e produto.
Tabela 2S. Cargas parciais dos 4tomos relevantes no mecanismo da PueB
Acilagdo Desacilagao
Residuo Atomo ES TSI AE TS2 E+P
Cargas parciais
SER152 0oG -0,59 0,47 0,45 0,62 0,57
015 —-0,47 -0,61 0,60 -0,59 0,58
PU-MDI Cl6 0,65 0,68 0,64 0,70 0,65
017 -0,57 -0,52 -0,51 -0,61 0,52
ow 0,63 -0,62 -0,62 0,63 —0,61
?lza(ztapa) HW1 0,32 0,33 0,33 0,32 0,33
HW2 0,32 0,31 0,31 0,32 0,31
ow 0,64 0,62 0,62 0,46 0,54
(};(:tapa) HW1 0,31 0,31 0,31 0,33 0,34
HW2 0,32 0,31 0,31 0,37 0,32
PueB: poliuretanase esterase B; ES: enzima-substrato; TS1: estado de transi¢do 1; TS2: estado de

transi¢do 2; acil-enzima (AE); E + P: enzima e produto.
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Figura 68. Representacdo da nomenclatura dos atomos na etapa de acilagdo em (a) PueA e em (b) PueB
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Figura 8S. Grdfico da energia potencial para romper a ligagdo quimica entre os atomos 032 e C30 do

PU-MDI do complexo PueAd usando os métodos semi-empiricos, AM1, AM1dphot, PM3 e PM6
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Figura 9S. Grafico da energia potencial para romper a ligacdo quimica entre os datomos Ol5 e C16 do

PU-MDI do complexo PueB usando os métodos semi-empiricos, AM1, AM1dphot, PM3 e PM6
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Figura 10S. Comparagdo das interagoes entre os residuos da PueA e o PU-MDI. Em (A) mostra-se as
interagoes do docking e em (B) as intera¢des do snapshot selecionado da MD para realizagdo do OM/MM.
Azul representa as liga¢des de hidrogénio ndo classicas, em verde as ligagdes de hidrogénio classicas, em
vermelho as interagoes desfavoraveis, em roxo uma ligagdo covalente e em amarelo as interagéoes hidrofobicas
(nota: as ligagdes entre os residuos e o ligante sdo mostradas de modo esquemdtico nesta representa¢do, ndo

correspondendo ao tamanho comparativo das ligag¢oes)
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Figura 11S. Comparacdo das interagoes entre os residuos da PueB e o PU-MDI. Em (A) mostra-se as
interagoes do docking e em (B) as interagoes do snapshot selecionado da MD para realizagdo do OM/MM.
Azul representa as ligagoes de hidrogénio ndo classicas, em verde as ligagoes de hidrogénio classicas e em
amarelo as interagées hidrofobicas (nota: as ligagoes entre os residuos e o ligante sdo mostradas de modo

esquemadtico nesta representagdo, ndo correspondendo ao tamanho comparativo das ligagées)
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