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Aplicacdo da bioinformatica nos estudos de biocatalisadores para a
industria de petrdéleo: alcano-monoxigenases

Abstract

Many bacterial species are involved in the oil compound degradation. Someone posses in their
metabolic constitution the Alk proteins specialized in n-alkane conversion for carbon and energy
sources as found in Bacteria domain. The alkanes are 20-50% of oil components, varying in agreement
with your origin. These hydrocarbon compounds are chemically inerts and your activation depends on
their metabolism. It is detachable the relevance of oxygen, that result in the oxidation of metyl-
terminals groups, generating primary alcohol. After that, the product is oxidized by dehydrogenase
until fatty acids, metabolized by p—oxidation. The aim of this study is to understand the probable
mechanisms utilized by AlkB in the n-alkane substrate selection and conversion in primary alcohol for
carbon and energy resources. There was realized computational simulations using atomic structure of
cytochrome P450-Terp (PDB Ictp:A Pseudomonas sp.). From this information, through 3-D
computational modeling by homology, was obtained an enzymatic tridimensional model of the AlkB
of P. putida GPol. The n-alkanes substrate positions were appraised in the 3-D model. The results
suggest that the hydrocarbon access the catalytic site through channels that are interconnected. The
possible substrate routs for access and exit in the protein were verified through docking simulations.
Based on these results and on protein surface hydrofobicity profile analysis, it is proposed a model for
the topologic positioning of AlkB in the membrane. This work contributes for the understanding of the
molecular mechanisms of biocatalyst-substrate interaction aiming the uptake and degradation of n-
alkanes. The application of Bioinformatics in oil industry looks at the development of biocatalysts for
biorefin, bioremediation strategies and others cleaned technologies.

Key words: AlkB, 3-D modeling, biodegradation, Alkane, Alkane hydroxylase, Alkane
monooxygenase, oxidoreductase, bioinformatics.

Introducao

Muitas espécies de bactérias estdo envolvidas no processo de degradacao do petroleo. Estes
microrganismos podem possuir em sua constituicdo metabdlica biocatalisadores envolvidos na
biodegradacdo de n-alcanos. Os alcanos constituem de 20 a 50% do petroleo, sendo estas variagdes
dependentes da sua origem. Estes compostos hidrocarbonados sdo quimicamente inertes, devendo ser
ativados antes de serem metabolizados, ressaltando a importancia da presenga de oxigé€nio, o que
resulta na oxida¢do dos grupamentos metil terminais, gerando alcool primario. O produto gerado ¢
oxidado por desidrogenases até acidos graxos, os quais sdo metabolizados através de B-oxidagdo (Van
Hamme et al., 2003).

Estudos revelam que a proteina AlkB inicia o processo catalitico, porém ndo é conhecida a
razdo dessa proteina catalisar n-alcanos de tamanhos variados para cada espécie bacteriana (McKenna
e Coon. 1970; Van Beilen et al., 1994). Por exemplo, enquanto a mesma proteina em Pseudomonas
putida GPol degrada n-alcanos de Cs a Cj, em P. aeruginosa PAO1 degrada de C;, a Cy.

As monooxigenases que contém dois atomos de Fet++ e Cu sdo encontradas em bactérias
metanotroficas, como Methylococcus capsulatus (Murrell, 1994). As Bactérias das classes e, B, ¢ -
proteobacteria (Acinetobacter, Alcanivorax, Burkholderia, Pseudomonas), e bactérias Gram-positivas
com alto conteudo GC (Nocardia, Streptomyces, Bacillus, Rhodococcus) possuem uma proteina de
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membrana que contém dois atomos de Fe++ (Smits et al., 1999; Van Beilen et al., 2001, Van Beilen et
al., 2003). Leveduras e fungos filamentosos possuem citocromo P450 (CYP) de membrana (Ayala e
Torres, 2004; Craft et al., 2003; van Beilen ¢ Funhoff, 2005), que estdo envolvidos em degradacdo de
alcanos.

As alcano hidroxilases de P. putida GPol e de outras eubactérias podem ser utilizadas como
biocatalisadores em industrias, potencializando a producdo de derivados do petréleo (Witholt et al.,
1990; Van Beilen e Funhoff, 2007) e em aplicagdes ambientais (Whyte et al., 2002). Por isso ¢
considerada o prototipo das proteinas non-heme Ferro oxigenases, que incluem as desaturases
(proteinas que removem dois atomos de hidrogénio de um composto organico, criando uma dupla
ligacdo entre dois atomos de carbono) e xileno monooxigenases (Shanklin e Cahoon, 1998).

O objetivo deste trabalho € a realizag¢do de estudos in silico para investigar a possivel relagdo
entre as estruturas primaria e terciaria da proteina alcano hidroxilase AlkB de Pseudomonas putida
GPol com a capacidade de discriminar n-alcanos.

Metodologia

A figura 1 resume as etapas do trabalho que inclui as diferentes analises in silico.
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Figura 1. Resumo da metodologia
Base de dados:

Seqiiéncias da proteina AIKB pertencentes ao género Pseudomonas sp. foram selecionadas do
Genbank contido no NCBI por similaridade com auxilio do pacote BLASTp, utilizando inicialmente
como seqiiéncia alvo (query) a proteina alcano hidroxilase de Pseudomonas putida GPol. Para analise
comparativa, utilizou-se a seqiiéncia protéica CYP153A6 - Mycobacterium sp. HXN-1500, que
também foi obtido pelo mesmo banco de dados e posteriormente utilizado como seqiiéncia query. As
seqiiéncias foram selecionadas conforme os seguintes critérios: proteina completa (AlkB), ndo
hipotética e substrato conhecido (n-alcanos).
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Molde cristalografico

Cristal utilizado: lcpt:A (Citocromo P450-Terp) de Pseudomonas sp., resolugdo de 2,3
Angstroms obtido por difragdo de Raio-X, R-fator: 18,9% (http://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/msdlite/atlas/sequence/1cpt.html) com 29% de identidade em relagdo a seqiiéncia primaria da
proteina CYP153A6.

Obtenc¢ao dos modelos 3-D por homologia

A partir da estrutura primaria da proteina AlkB de Pseudomonas putida GPol foi gerado o
modelo 3-D AlkB-Pseu_m. Como controle positivo e para estudos comparativos foi também obtido o
modelo 3-D CYP153A6m da proteina CYP153A6 de Mycobacterium sp. HXN-1500. Os modelos 3-D
foram obtidos através de modelagem por homologia utilizando como molde cristalografico 1cpt:A no
servidor on-line Swiss-Model. Os dados 3-D gerados foram analisados utilizando os programas
DeepView v3.7 (SP5), PyMOL v0.99 e Molegro Virtual Docker (2008).

Validacéo

Os modelos gerados AlkB-Pseu_m e CYP153A6m foram validados com auxilio da
ferramenta Structure Assessment do servidor Swiss-Model que avalia com base nos seguintes bancos
de dados: ProQRes, Anolea, Gromos, QMEAN, DFire, Whatcheck, Procheck, DSSP e Promotif.

Docking

Foi realizado docking no modelo AlkB-Pseu_m de P. putida GPol com alcoobis (produto) e
n-alcanos de Cs Cg, Cg, Co, Cyg, Ci; € Cj, com o programa Molegro Virtual Docker (2008). Os
parametros de configuragdo permaneceram no padrdo do software mudando-se apenas a resolucdo
para 0,35 Angstroms na precisdo da distidncia atdmica. Foram realizados dockings com o grid ajustado
a cavidade de maior volume detectada no modelo protéico 3-D. Para cada dockings com substrato e
dockings com produto foram obtidas dez simulagdes.

Resultados e Discussao

Utilizando as seqiiéncias de aminoacidos da proteina AlkB de bactérias P. putida GPol e de
Mycobacterium HXN-1500, foram obtidos modelos tridimensionais através de modelagem por
homologia com molde cristalografico protéico lcpt:A de Pseudomonas sp.. Com base em dados de
Funhoff et al., (2006), Van Beilen and Funhoff (2007) e nossos dados estruturais 3-D das proteinas
AlkB-Pseu_m e CYP153A6m observa-se que similaridade estrutural com elevada conservacdo de
folding (Figura 2). O modelo obtido da proteina AlkB-Pseu_m foi validado através de trés
abordagens: i) modelagem da estrutura 3-D da proteina CYP153A6 (Mycobacterium sp. HXN-1500)
proposto por Funhoff et al., (2006); ii) Comparagdo do CYP153A6m e o modelo AlkB-Pseu_m,
conforme as predi¢des in silico e iii) analises comparativas dos graficos de Ramachandran (Figura 3).
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Figura 2. Modelos gerados pelo servidor Swiss-Model com as suas respectivas variagdes de utilizacao
de substratos. A direita os 03 modelos 3-D sobrepostos evidenciam as regides similares das regides
estruturalmente diferentes (imagens geradas pelo software DeepView — versao 3.7 SPS5).
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Figura 3. Graficos de Ramachandran obtidos pelo programa PROCHEK referente a cada modelo de
proteina AlkB gerado. Considerando-se a andlise de 118 estruturas com uma resolucdo de pelo menos
2.0 Angstroms ¢ R-factor ndo maior que 20%, é esperado um modelo de boa qualidade (acima de
90%).

A validagdo do modelo da proteina AlkB-Pseu_m proposto neste trabalho foi considerada
aceitavel de acordo com ProQRes, Anolea, Gromos, QMEAN, DFire, Whatcheck, Procheck, DSSP ¢
Promotif (dados ndo apresentados). Este resultado ¢ esperado devido a ocorréncia do altamente
conservado dominio histidina (HIS) presente nestas enzimas (Tabela 1).
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Tabela 1. Analise estatistica comparativa dos Graficos de Ramachandran gerados para validagdo dos
modelos protéicos obtidos.

Comparagdo estatistica dos Graficos de Ramachandran das proteinas AIkB modeladas

Residues Residues Residues in Residues Number of Number | Number of | Number | Total
in most additional generously disallowed | non-glycine of end- glycine of number
Model favoured allowed allowed regions and non- residues | residues proline of
odelo regions regions regions proline (excl. (shown as residues | residues
residues Gly and triangles)
[ABL] | [ablp] [~a;-b,~L-p] Pro)
313 48 371
CYP153A6m 9 9
(84,4%) (12,9%) 7(1,9%) | 3(0,8%) (100%) 2 21 26 420
302 41 350
AlkB-Pseu_m 9 0
_| (86,3%) (11,7%) 4 (1,1%) | 3(0,9%) (100%) 2 29 21 402

Para investigar os possiveis modos de captacdo, interacdo e catalise dos hidrocarbonetos (n-
alcanos) com a alcano hidroxilase de Pseudomonas putida GPol foram realizadas simulagdes de
docking com a proteina modelada AlkB-Pseu_m. O grid ajustado a cavidade de maior volume
(1951.88 A?%), proposto como um possivel canal, viabilizou anélises pontuais comparativas entre os
aminoacidos criticos do modelo reconstruido CYP153A6m com os residuos dessa regido. Dez
simulagdes com substrato pentano (Cs) a dodecano (C;), energeticamente ordenados e selecionados
(menor energia), permitiram inferir locais de entrada e saida do substrato. Posi¢des de acomodacdo
dos n-alcanos a proteina propiciaram levantar hipoteses sobre possiveis trajetorias na alcano
hidroxilase. Na Figura 4 sdo visualizados trés canais relativamente hidrofobicos (setas pretas) sdao
sugeridos como regides preferenciais de entrada para os hidrocarbonetos. Esta hipdtese ¢
fundamentada com base nas dez simulagdes de docking com pentano (Cs) a dodecano (C;,) com
minima energia (visualizados em cor rosa na figura). Também foi sugerido um possivel canal de saida
para o substrato, por¢ao relativamente hidrofilica (seta em azul).

Possivel canal de saida

Figura 4. Regides preferenciais para entrada e transito de substrato alcano na AlKB-Pseu_m. O
docking de substrato n-alcano e a geragdo de imagens foi realizada com o software Molegro Virtual
Docker 2008.

O ancoramento de proteinas na membrana pode ser avaliado in silico por diversas estratégias,
segundo Lindahl et al. (2008). De acordo com Beilen et al. (2001) a proteina alcano hidroxilase de
Pseudomonas putida GPol esta ancorada a membrana interna e exposta no citoplasma bacteriano
exibindo canais hidrofobicos. A partir das analises in silico com a proteina modelada AlkB-Pseu_m, e
dos resultados obtidos de docking com substrato e somados ao perfil de hidrofobicidade da superficie
protéica sustentam este modelo topologico
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Conclusodes

Utilizando as seqiiéncias de proteinas alcano hidroxilase existentes em microrganismos
degradadores nos bancos de dados e através de uma abordagem in silico de modelagem 3-D por
homologia, obtivemos o modelo AlkB-Pseu_m da alcano hidroxilase de P. putida GPol.

Neste trabalho, foi possivel a inferéncia dos possiveis sitios de entrada e saida do
hidrocarboneto na enzima contribuindo para a compreensdo dos possiveis mecanismos de uptake e
degradacao de n-alcanos. A aplicagdo de Bioinformatica na industria de Petréleo e Gas é promissora
para o desenvolvimento de biocatalisadores para biorefino, bioremediacéo e outras tecnologias limpas.
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