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Resumo: Moniliophthora perniciosa é o fungo causador da doenga “Vassoura de
Bruxa” em cacaueiros. O presente trabalho teve como objetivo construir, por
Modelagem Comparativa, a estrutura tridimensional da proteina MpPIlyB identificada
neste fungo para posteriormente estudar sua interagcdo com proteinas aegerolisinas
também identificadas nele. A sequéncia priméria de MpPlyB obtida do UNIPROT foi
usada para selecdo dos moldes através do BLAST. As sequéncias de MpPlyB e dos
moldes (40EJ e 40V8) de Pleurotus. ostreatus foram alinhadas através do Clustal
Omega, e os modelos 3D construidos pelo Modeller 9.18. Os 100 modelos gerados
foram validados pelo QMEAN, PROCHECK e VERIFY 3D e visualizados pelo
PYMOL. Apés analises, o modelo 38 melhor atendeu aos critérios estabelecidos.

Palavras-Chaves: Moniliophthora perniciosa; Aegerolisinas; Pleurotolisina B;
Modelagem Comparativa; Modeller.

3D STRUCTURE DETERMINATION OF THE PLEUROTOLISIN B OF
MONILIOPHTHORA PERNICIOSA (MPPLYB) THROUGH COMPARATIVE
MODELING

Abstract: Moniliophthora perniciosa is the causal agent of Witches’ Broom disease
of cacao. The objective of this work was to construct, by comparative modeling, the
three-dimensional structure of the MpPIlyB protein identified in this fungus, to later
study its interaction with aegerolysin proteins also identified in it. The primary MpPlyB
sequence obtained from UNIPROT was used for identification and selection of
templates through BLAST. The MpPlyB and template sequences (40OEJ and 40V8)
from Pleurotus ostreatus were aligned through Clustal Omega, and the 3D models
constructed by Modeller 9.18. The 100 generated models were validated by QMEAN,
PROCHECK and VERIFY 3D and visualized by PYMOL. After analysis, the model 38
was the one that best met the established criteria.

Keywords: Moniliophthora perniciosa; Aegerolysins; Pleurotolysin B; Comparative
Modeling; Modeller.
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1. INTRODUCAO

Os cacaueiros (Theobroma cacao) sao afetados por uma doenca fangica
conhecida por “Vassoura de Bruxa”. Embora ndo ocorra em todos os paises
produtores, chegou na Bahia, Brasil, em 1989 e provocou sSe€rios prejuizos
econdmicos e sociais’. Logo apés a introducdo da doenca, o Brasil passou de 2°
maior exportador de cacau no mundo para importador’. O agente causador é um
basidiomiceto hemibiotréfico Moniliophthora perniciosa®. Ele produz basidiésporos
qgue se disseminam pelo ar e infectam os tecidos meristematicos provocando
hipertrofia e hiperplasia dos tecidos distais assim como a perda da dominancia
apical. Em seguida, produzem estruturas anormais conhecidas como “vassouras
verdesz que, posteriormente, se tornam necrosadas evoluindo para “vassouras
secas™.

1.1. Pleurotolisinas

A proteina MpPIlyB, semelhante & Pleurotolisina B de Pleurotus ostreatus foi
identificada na fase de frutificacdo desse fungo °. A pleurotolisina é uma citolisina bi-
componente especifica para esfingomielina. O componente A possui o dominio
aegerolisina (comum em proteinas da familia Aegerolisina) e o B possui o dominio
MACPF (Complexo de Ataque a Membrana/Perforina), presente em proteinas da
familia Pleurotolisina Formadora de Poros®. Membros de ambas as familias vém
sendo associadas a mecanismos de protecdo e defesa e como fator de viruléncia
em diversas bactérias e fungos patogénicos’. Essa capacidade de formar poros em
membranas bioldgicas e se ligarem a lipidios especificos levanta a possibilidade do
envolvimento delas no processo de infec¢cdo do fungo, bem como sua possivel
utilizacao biotecnoldgica, principalmente como marcador biolégico.

1.1.1 Modelagem Comparativa de Proteinas

Baseado no principio da funcdo de uma proteina ser determinada pela sua
estrutura tridimensional, a predicdo da estrutura 3D por Modelagem Comparativa
constitui 0 primeiro passo para entender seu papel bioldgico. A base da Modelagem
Comparativa € a predicao estrutural de proteinas desconhecidas a partir de uma (ou
mais) proteina alvo cuja estrutura tridimensional ja foi elucidada e que possua
elevada similaridade e identidade sequencial com o alvo®. Neste contexto, o
desenvolvimento de um modelo 3D da MpPIlyB permitira compreender a interacao
desta proteina com as outras proteinas MpPIlyAl e MpPlyA2 do fungo, corroborando
para o entendimento dos mecanismos de frutificacdo e patogenicidade do M.
perniciosa. Esse entendimento é importante para o desenvolvimento de medidas de
controle da “Vassoura de Bruxa®”, além da possibilidade de utilizar este
conhecimento na criagcdo de nanoporos para introducdo de farmacos e outras
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moléculas no interior das células, visando o tratamento e o diagndstico
personalizado de doencas humanas”®.
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2. METODOLOGIA

A sequéncia primaria da Pleurotolisina B de M. perniciosa (MpPlyB) foi obtida
do UNIPROT (https://www.uniprot.org/, codigo: E2LXB5). A selecdo das sequéncias
moldes com estruturas 3D resolvidas foram obtidas no Protein Data Bank
(https:/lwww.rcsb.org/, PDB). Utilizando a busca através do alinhamento local pela
ferramenta do BLASTP, disponivel na plataforma do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) foram selecionados os moldes com maior grau de
identidade (considerando o valor minimo de 25%), maior cobertura e similaridade
sequencial, maior resolucdo experimental, e-value igual a zero e menor niumero de
gaps. Apos a selecdo das sequéncias moldes no BLAST (40V8 e 40EJ), empregou-
se o alinhamento mdultiplo destas sequéncias juntamente com a proteina alvo
(E2LXB5) no programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

A partir do alinhamento multiplo de sequéncias, o Modeller 9.18° foi
empregado para construcdo de 100 modelos 3D da Pleurotolisina B de M. perniciosa
(MpPlyB). Os modelos preditos foram submetidos a analise da qualidade através de
diversos parametros. Inicialmente, quanto a energia, por meio do servidor Qualitative
Model Energy ANalysis (QMEAN, https://swissmodel.expasy.org/gmean/), foram
selecionados os 35 modelos com melhores valores de QMEAN6 e, posteriormente,
os 10 melhores modelos com base na analise do valor de SS Agree. Em seguida,
estes modelos foram avaliados quanto a estereoquimica por meio do gréafico de
Ramachandran®?, utilizando o programa PROCHECK®. Ao final, a avaliacdo da
compatibilidade entre a estrutura 3D predita e a estrutura 1D dos modelos foi
realizada através do servidor VERIFY 3D. Por fim, o enovelamento (folding) do
melhor modelo foi comparado aos moldes através do programa Pymol, versdo 2.1,

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacao e selecdo dos moldes

O alinhamento local realizado pelo BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
junto ao banco de dados do PDB retornou cinco estruturas: 40EJ_A , 4V2T_A,
4V2T _1, 40V8_A e 4V3A _C. As proteinas 40EJ e 40V8 pertencentes ao fungo
Pleurotus ostreatus foram selecionadas pois apresentaram, em geral, os melhores
parametros. A 40EJ apresentou 61 de identidade, 94% de cobertura de alinhamento
e 2,2 de resolucao, enquanto a 40V8 apresentou 64% de identidade, 87% de
cobertura de alinhamento e 2,15 A de resolucéo. A elevada identidade apresentada
pelos moldes torna-se adequada para sua utilizagcdo na Modelagem Comparativa,
que aceita identidade minima de 25% para geracédo de modelos de qualidade®. A
similaridade, por sua vez, maior que 70% indica manutencdo das propriedades
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fisico-quimicas dos residuos de aminoacidos, aliadas a um score de pontuagdo
também elevados. Desta forma, elas foram selecionadas como proteinas molde para
a construcéo da Pleurotolisina B de M. perniciosa (MpPlyB).

O e-value, que reflete a anlise estatistica do alinhamento®®, apresentou valor
igual a zero para os moldes, o que reflete maior confiabilidade nos resultados. Foi
ainda observado um baixo indice de gaps (entre 4 e 6%), indicando que ha poucas
diferencas no tamanho entre as sequéncias, e menores insercées e delecdes de
residuos entre elas'’. A alta resolucdo verificada nos moldes selecionados,
decorrente do método de Difracdo de Raios-X, fornece mapas de densidade
eletrbnica bastante definidos, o que implica na maior confiabilidade da posi¢cdo dos
atomos e, portanto, torna os moldes selecionados adequados para a construcdo de
um bom modelo tridimensional*®. A anlise pelo Clustal Omega evidenciou regides
de n&o correspondéncia entre as sequéncias, que condizem com 0S gaps e
geralmente estdo relacionados as regides de alca.

3.2 Construcéo e avaliacdo dos Modelos 3D

Foram gerados 100 modelos 3D da Pleurotolisina B de M. perniciosa
(MpPlyB) pelo Modeller 9.18" e os mesmos foram analisados quanto aos seus
parametros energéticos. Os 35 melhores modelos foram separados, e em seguida,
os 10 melhores foram selecionados a partir dos valores de SS Agree, representando
os estados energeticamente mais favoraveis para a MpPlyB. O modelo 40 foi o que
apresentou o melhor valor do QMEANG6 e o mais préximo dos moldes utilizados,
contudo, a diferenga do valor do QMEANG e SS Agree entre os 10 modelos foi
minima o que ressalta que 0s mesmos sdo equivalentes em valores numeéricos. A
compatibilidade entre as estruturas 3D e suas sequéncias primarias foi avaliada
através do servidor VERIFY-3D (http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/). Nesta
analise, os modelos cuja estrutura 3D correspondam a estrutura 1D pontuam
positivamente num score = 0,2. Dos 10 modelos avaliados, 9 ndo atenderam ao
score 3D-1D, possuindo menos de 80% dos residuos correspondentes a esta
pontuacdo. O modelo que melhor atendeu a este parametro foi o modelo 38 (Fig. 1)
gue apresentou 80% dos residuos dentro da pontuacdo exigida, valores estes
compativeis com os moldes: 86,65% (40EJ) e 86,39% (40V8).

Figura 1. Grafico com analise do score 1D-3D do Verify 3D para o Modelo 38
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O resultado da analise estereoquimica pelo PROCHECK
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/)"®, mostrou que o modelo
38 apresentou 94,5% de residuos nas regifes mais favoraveis, valor proximo aos
encontrados nos moldes 40EJ e 40V8 com 93,9% e 94,7%, respectivamente
(Fig.2). Assim como os moldes, os modelos apresentaram elevada qualidade
estérica, com mais de 90% dos residuos em regiées mais favoraveis, sendo assim
considerados bons modelos™?.

Figura 2. Graficos de Ramachandran dos moldes 40EJ, 40V8 e do Modelo 38 obtidos pelo
PROCHECK".
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Apés a avaliacdo de todos estes parametros, foi selecionado o modelo 38,
pois este atendia melhor os critérios pré-estabelecidos. O Pymol foi empregado na
sobreposicao deste modelo com as proteinas moldes (Fig. 3).

Figura 3. Representacao da estrutura 3D dos moldes 40EJ (verde) e 40V8 (ciano) e do
melhor modelo (magenta) gerado pelo Modeller 9.18*

Assim como obtido experimentalmente para a Pleurotolisina B (PlyB) de P.
ostreatus®®, nota-se a presenca das regides de dominio MACPF/CDC (Complexo de

Ataque a Membrana/Perforina/Citolisina Colesterol Dependente) na por¢cdo N-
terminal na estrutura do melhor modelo (38) como indicadas na Figura 4.

ISSN: 2447-4215



TV SHIN B EG moioe:
Vl” pTl RESEARCH AND INNOVATION WORKSHOP

Modelling and Computational Simulation Applied to Industry

Figura 4. Comparacao entre a estrutura 3D do modelo gerado 38 (A) e o molde utilizado
Pleurotolisina B (PlyB) de P. ostreatus'® (B) evidenciando as regides de dominios
conservados em ambas estruturas.

‘ TMH1 strand 5

O dominio MACPF/CDC, visualizado na por¢cdo N-terminal da PlyB de M.
perniciosa e P. ostreatus, € caracterizado pelo conjunto de folhas [ torcidas
(vermelho) delimitadas por trés dominios estruturais: um motivo curto de hélice-
volta-hélice (azul), e duas a-hélices (amarelo), as quais realizam a insercdo em
membranas, sendo a maior delas continuada por uma folha 3. Apesar de apresentar
esta conformacao quando no estado monomeérico da proteina PlyB de P. ostreatus,
as a-hélices (amarelo) adquirem uma conformacéo de B-hairpins para formar o poro
guando em sua forma oligomérica. A regidao C-terminal da MpPlyB, que abrange o
dominio rico em folhas-f3, faz a ligagdo com a porgédo C-terminal da Pleurotolisina A
de P. ostreatus por meio das alcas™. Para esta regido verificou-se que os residuos
dos moldes ndo possuem correspondéncia nas sequéncias alvo e, por conseguinte,
esta regido ndo estruturada esta disposta em alcas (Figura 4). Os 70 residuos que
compreendem a regido N-terminal do modelo sdo evidenciadas pela regido nao
estruturada decorrente da ndo correspondéncia de residuos para com os moldes
(40EJ e 40V8), (Fig.3). Dessa forma, como ndo ha residuos, portanto, a estrutura
de referéncia ndo pdde ser organizada no modelo. Estes elementos nao
estruturados tendem a ser flexiveis e sdo mais susceptiveis a muta¢des. Todavia,
nao é incomum que esses elementos se envolvam em contatos proteina-proteina
bem como possivelmente, outras moléculas®®. Devido a sua localizacdo, este
dominio pode indicar um elemento importante na formacdo do poro durante a
patogenia da M. perniciosa.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de métodos computacionais como a Modelagem Comparativa
para a determinacdo da estrutura tridimensional de proteinas tem sido cada vez
mais comum®. A Modelagem Comparativa mostrou ser uma ferramenta Util na
predicdo de modelos 3D da Pleurotolisina B de M. perniciosa (MpPlyB) possuindo
ainda a vantagem de ser de baixo custo. Foi possivel gerar 100 modelos da MpPlyB
através do programa Modeller 9.18, os quais foram selecionados de acordo com a
qualidade energética (QMEANG6= -3.67 ; SS Agree= -4.04), estereoquimica (94,5%
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de residuos na regido permitida) e estrutural (Fig. 1 e 3). Apesar das regides nao
estruturadas presentes no melhor modelo da MpPlyB na regido C- e N-terminal, a
sobreposicao deste com os moldes mostrou a conservacao dos principais dominios
como exemplo o MACPF. Assim concluimos que a estrutura 3D da MpPlyB podera
auxiliar no entendimento da patogénese da “Vassoura de Bruxa” e podera servir
para compreender a funcdo dessa proteina bem como sua utilizagdo em inovacoes
tecnoldgicas.
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