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RESUMO

Protozoarios da classe kinetoplastida despertam interesse da ciéncia pela sua
importdncia como agentes etiolégicos de doencas como a tripanosomiase
humana africana, doenca de Chagas e leishmanioses. Além disso, também séo
estudados pela sua historia evolutiva e por suas caracteristicas celulares e
moleculares Unicas, desde a organizacdo de seu material genético até a
regulacédo de vias importantes para manutencdo de seu metabolismo. Este
trabalho tem como foco a iniciacdo da traducéo, orquestrada por doze fatores
cujo papel é realizar a montagem do ribossomo 80S competente para a
elongacdo. Esta etapa da traducéo é altamente regulada, consistindo no ponto
mais importante de controle do metabolismo de proteinas. Devido as suas
peculiaridades em tripanossomatideos comparados a outros organismos
eucariotos, a elucidacdo e caracterizacao estrutural e funcional das proteinas
envolvidas na iniciagdo da traducéo se torna relevante, entre as quais aquelas
que formam o complexo elF4F (elF4E, elF4G, elF4A), que possui papel
relevante neste processo. Os tripanossomatideos possuem seis homoélogos dos
fatores elF4Es, a proteina ligadora da estrutura cap presente na extremidade 5’
do RNA mensageiro. A presenca destes seis homologos constitui mais uma
caracteristica importante destes organismos. Por conta disso, o laboratério de
Biologia Estrutural e Engenharia de Proteinas do Instituto Carlos Chagas
(FIOCRUZ - PR) tém trabalhado extensivamente para desvendar e
compreender o papel destes fatores na iniciacdo da traducdo. O objetivo é
elucidar os mecanismos que podem diferenciar estas proteinas, além de seus
papéis na regulacdo da traducdo e mecanismos bioquimicos envolvidos na
interagdo com o0s parceiros dos complexos de iniciagdo. Sabendo disso, o
objetivo deste projeto foi refinar a estrutura cristalografica do fator de iniciacéo
da traducado elF4E5 de Trypanosoma brucei (TbEIF4ES), co-cristalizado com o
analogo cap-4 do mRNA, e analisado por difracdo de raios X. Além disso,
realizamos a comparacao estrutural de TbEIF4E5 com as proteinas homologas

de T. cruzi e L. major, além de elF4E de humanos.

Palavras chaves: Fatores de Iniciacdo da Traducdo, elF4E, cap-4,

Trypanosoma brucei, estrutura cristalografica elF4ES5.



ABSTRACT

Protozoa of the kinetoplastids class arouse scientific interest for their importance
as etiologic agents of diseases such as human African trypanosomiasis, Chagas
disease, and leishmaniasis. In addition, they are also studied for their
evolutionary history and for their unique biochemical characteristics, from the
organization of their genetic material to the regulation of relevant pathways for
the maintenance of their metabolism. This work focuses on translation initiation,
orchestrated by twelve factors whose role is to carry out the assembly of the 80S
ribosome competent for elongation. This step is highly regulated, and is the most
important control point of protein metabolism, overriding the control of DNA
metabolism, for example. Due to its peculiarities in trypanosomatids compared to
other eukaryotic organisms, the elucidation and structural and functional
characterization of proteins involved in the initiation of translation becomes
relevant, including those that form the EIF4F complex (EIF4E, EIF4G, EIF4A),
which has a relevant role in this process. Trypanosomatids possess six homologs
of EIF4E's factors, the cap structure-binding protein present in the 5' end of the
messenger RNA. The presence of these six homologs constitutes another
important characteristic of these organisms. Because of this, the Laboratory of
Structural Biology and Protein Engineering of the Carlos Chagas Institute
(FIOCRUZ - PR) has been working extensively to unravel and understand the
role of these factors in translation initiation. The goal is to elucidate the
mechanisms that may differentiate these proteins, as well as their roles in the
regulation of translation and the biochemical mechanisms involved in the
interaction with the partners of the initiation complexes. Knowing this, the aim of
this project was to refine the structure of the translation initiation factor EIF4E5 of
Trypanosoma brucei (TbEIF4ES), co-crystallized with the mRNA analog cap-4,
and analyzed by X-ray diffraction. In addition, we performed a structural
comparison of TbEIF4E5 with homologous proteins from T. cruzi and L. major,

and elF4E from humans.

Keywords: Translation Initiation Factors, elF4E, cap-4, Trypanosoma brucei,

crystallographic structure elF4E5
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1 INTRODUCAO

A regulacado génica pos-transcricional é constituida de trés pontos principais:
processamento, traducéo e degradacdo do mRNA. No processamento do mRNA
séo realizadas modificagcdes para remocao de introns, adi¢cdo da cauda poli-A na
extremidade 3’ e da estrutura cap na extremidade 5’, para formar o mRNA
maduro. Ja a degradacdo de mRNA é sinalizada a partir da ligacdo de pequenos
RNAs como miRNAs e siRNA. Por fim, o processo de tradugdo, que comumente
é dividido em quatro etapas distintas - iniciacdo, elongacao, finalizacdo e
reciclagem -, sendo a primeira a mais extensivamente regulada, envolvendo
doze fatores de iniciacdo (elFs). Dentre estes fatores estd o elF4E, proteina
ligadora do cap do mRNA, que compde o complexo de iniciacdo da traducéo
elF4F, cujo papel é auxiliar na montagem do ribossomo 80S competente para a
elongacéo. Aformacgédo do complexo elF4F constitui-se um dos pontos relevantes
de controle da traducdo e € um dos objetivos globais de estudo do projeto. Isso
se deve a presenca de seis homologos EIF4E(1-6) em tripanosomatideos,
caracteristica distinta da grande maioria dos organismos eucariotos.

O papel na regulacdo da iniciacdo da traducéo de cada um destes homologos
ainda é pouco conhecido. Embora haja na literatura dados que visam
caracterizar estas proteinas in vivo e in vitro, informacdes precisas sobre suas
funcdes especificas ainda séo escassas. Além disso, a caracterizagdo estrutural
destes fatores, principalmente ligados ao analogo do cap-4 presente em
tripanosomatideos, contribui para o entendimento dos mecanismos envolvidos e
especificidades no reconhecimento do mRNA durante a iniciacdo da traducdo.
Diferencgas estruturais nestes fatores podem levar a diferentes mecanismos e
especificidades de reconhecimento do mRNA e de proteinas parceiras na
formacao dos complexos de iniciacao e, portanto, a diferentes mecanismos de
regulacdo nestes protozoarios.

Sabendo disso, se torna essencial a resolucéo destas estruturas por técnicas
como cristalografia de proteinas e criomicroscopia eletrbnica, a fim de gerar

dados relevantes que possam ser usados para inferir informagdes sobre sua
funcéo bioldgica e mecanismos moleculares. E, com isso, elucidar o processo

da regulacéo da iniciacdo da traducao em tripanosomatideos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Determinar a estrutura cristalogréfica do fator de iniciacdo da traducéo
elF4E5 de Trypanosoma brucei (TbEIF4ED), e realizar sua comparacao com as
estruturas experimentais ja resolvidas dos fatores elF4E de Homo sapiens,

elF4E5 de Trypanosoma cruzi e elF4AES de Leishmania major.

1.1.2 Objetivos especificos

I) Realizar o refinamento da estrutura de elF4E5 de Trypanosoma brucei
a partir de dados dedifracdo de raio X da proteina cristalizada, previamente
coletados.

i) Comparar globalmente a estrutura refinada com as homologas de
Homo sapiens e de dois tripanosomatideos, T. cruzi e L. major.

iii) Comparar o sitio de interacdo de elF4E5 com o cap-4 do mRNA, de
TbEIF4E5 com as homologas de H. sapiens e de T. cruzi e L. major.

iv) Comparar a superficie eletrostatica de TbEIF4E5 com as homdlogas de H. sapiens,

T. cruzi e L. major, na regido de interagdo com o cap-4.

2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 TRADUCAO DE PROTEINAS EM EUCARIOTOS

O processo de traducao consiste na sintese de proteinas por meio da
leitura do mRNA transcrito. E subdividido em quatro etapas: iniciacao,
elongacgao, finalizacéo e reciclagem, respectivamente. O objetivo da iniciagdo é
a montagem das subunidades maior (60S) e menor (40S) para formar o
ribossomo competente para a elongacao (80S) (JACKSON RJ; HELLEN CUT;

PESTOVA TV, 2010). Mediante o reconhecimento do codon de iniciacdo (AUG)

do mRNA, presente no iniciador aminoacil-tRNA, comeca o alongamento da
sequéncia peptidica mediada pela atividade dos fatores elF1A, elF2, elF3, elF5A
(revisbes em MARINTCHEV et al.,, 2004; GOODFELLOW, I. G,;
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ROBERTS, L. O, 2008; MARINTCHEYV et al., 2009; DEVER TE; DINMAN JD;
GREEN R, 2018; HERSHEY, J. W. B.; SONENBERG, N.; MATHEWS, M. B,
2012). Apos esta etapa ha a finalizacdo, em que ocorre o reconhecimento dos
codons de parada (UAA, UAG e UGA) no sitio A do ribossomo, orquestrada pelos
fatores eRF1 e eRF3 que promovem a liberacdo de proteinas recém-
sintetizadas. Por fim, ocorre a reciclagem do ribossomo, com a dissociacdo deste
do mRNA, seguido pelas duas subunidades da organela que sdo desmontadas
para que sejam utilizadas por pelo menos mais oitenta novos ciclos de tradugao
(HELLEN CUT, 2018; YOUNG DJ; GUYDOSH NR, 2022).

2.1.1 INICIACAO DA TRADUCAO

A iniciacdo da traducao (Figura 1) é caracterizada como a etapa de maior
regulacdo dentre as quatro fases da sintese de proteinas. Isso se deve a
presenca de doze fatores (elF4s) responsaveis por coordenarem a montagem
do ribossomo 80S (AITKEN CE; LORSCH JR, 2012).

O processo inicia com a formacédo do complexo ternario (TC, do inglés
ternary complex), composto pelo fator elF2, GTP e met-tRNA. Seu papel é
garantir que o iniciador met-tRNA seja entregue ao sitio P do ribossomo para que
ocorra adequadamente o reconhecimento do cédon de iniciagdo (HRONOVA V;
VALASEK LS, 2017). Este é entdo recrutado pela subunidade menor do
ribossomo (40S), que em complexo com os fatores elF3, elF1l, elF1A e elF5,
forma o complexo de pré-iniciagdo (PIC, do inglés pre-initiation complex) da
traducdo (43S), numa regido préxima ao cap do mRNA. Estes fatores possuem
papéis distintos nesta etapa de regulacdo. elF3 forma uma ponte de conexao
entre componentes gque se ligam a entrada e saida do mRNA na subunidade 40S
do ribossomo, para coordenar a montagem do PIC. Os fatores elF1 e elF1A
ligam-se cooperativamente na subunidade menor do ribossomo em sua
conformacdo aberta para estabilizar o PIC. J& elF5, proteina ativadora de
GTPase (GAP, do inglés GTPase-activating protein), hidrolisa a molécula de GTP
presente no complexo ternario (TC) a GDP, propiciando a dissociacéo de fatores
de iniciacdo para que a subunidade maior 60S do ribossomo seja acoplada.

O PIC em sua conformacé&o aberta, juntamente com o mRNP ativado, ou

seja, o mMRNA transcrito maduro, associado com os fatores elF4G, elF4B, elF4A
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e elF4E (se liga ao cap do mRNA), formam a estrutura capaz de iniciar o
escaneamento do mRNA. O fator elF4B é uma proteina ligadora de mRNA que
possui 0 dominio RRM (motivo de reconhecimento de RNA). Ela interage com
MRNA para facilitar a ligacéo do ribossomo nesta molécula, atuando como um
facilitador da formacéo do PIC 43S.

Entdo, apds o reconhecimento do cédon AUG pela estrutura formada
mencionada, ha a liberacdo de elF1 e a subunidade 60S do ribossomo é
recrutada para formar o ribossomo 80S, competente para a elongacéao.
Posteriormente, ha a hidrélise do GTP pelo fator elF5B que promove umrearranjo
conformacional na estrutura montada do ribossomo, juntamente com a
dissociacao de elF4A, o que torna o ribossomo 80S preparado para o ciclo de
alogamento da cadeia peptidica (revisbes em GRAY NK; WICKENS M, 1998;
GINGRAS AC; RAUGHT B; SONENBERG N, 1999; JACKSON RJ; HELLEN CU;
PESTOVATYV, 2010; AITKEN CE; LORSCH JR, 2012).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do mecanismo de iniciacdo da
traducdo em eucariotos (retirado de AITKEN et al., 2012). (1) A iniciacado
comeca pela formacdo do complexo ternario contendo elF2-GTP e o tRNA
iniciador. (2) O complexo é associa-se a subunidade 40S com a participacdo dos
fatores elFs 1, 1A, 3 et 5 para formar o PIC (pre-initiation complex). (3a) Em
paralelo o mMRNA é ligado aos fatores elF4E e PABP (poly-A binding protein)
formando um mRNP ativado. Uma vez ligado a extremidade 5 do mRNA, o
complexo PIC realiza a varredura até a localizacéo do codon de iniciagdo (AUG)
(4). (5) O reconhecimento do cédon de iniciagdo desencadeia a liberagéo de elF1
e a conversdo de elF2 ao seu estado ligado a GDP, cessando o processo de
varredura. (6) elF2-GDP e elF5 se dissociam e a subunidade 60 associa-se para
formar o complexo de iniciacao 80S. Os diferentes componentes dos complexos

sao identificados no retangulo a direita.
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2.1.2 COMPLEXO EIF4F

O complexo elF4F é formado durante a fase de iniciacdo e participa da
montagem do PIC 43S. Isso ocorre durante a formacéo da estrutura apta para o
escaneamento do mRNA, em que estdo presentes as estruturas do mRNP
ativado, junto dos fatores elF4B, elF4A, elF4AG e elF4E, mas ainda sem a
subunidade maior do ribossomo (revisbes em GRAY NK; WICKENS M, 1998;
GINGRAS AC; RAUGHT B; SONENBERG N, 1999; JACKSON RJ; HELLEN CU;
PESTOVATYV, 2010; AITKEN CE; LORSCH JR, 2012). Estes trés ultimos fatores
sdo os que compde o complexo (MERRICK WC, 2015), descoberto em
reticulécitos de coelho, em um experimento que visou compreender como as
células estudadas iriam maximizar a sintese proteica na auséncia do fator elF4B
(GRIFO JA et al., 1983).

O fator elF4A é uma proteina helicase dependente de ATP. Ela contém o
motivo DEAD box (sequéncia de residuos Asp-Glu-Ala-Asp), envolvido na
catélise do desenovelamento de mRNA dependente de ATP (ANDREOU AZ;
KLOSTERMEIER D, 2013), além do motivo de reconhecimento de RNA (RRM,
do inglés RNA recognition motif). Sendo assim, a fung¢ao principal deste fator da
tradugao € desenovelar as estruturas secundarias do mRNA na regido 5’ néo
traduzidas (5’-UTR), de maneira que o PIC realize o escaneamento do mRNA
para que o cédon de inicio seja encontrado (ROGERS GW Jr; KOMAR AA,;
MERRICK WC, 2002).

elF4G atua como uma plataforma de ancoragem para fatores elFs. A
regido de ligacdo ao fator elF4E foi mapeada no N terminal da proteina
(LAMPHEAR BJ et al., 1995), enquanto o dominio conservado MIF4G (do inglés
middle domain of eukaryotic initiation factor 4G) esta envolvido na interacdo com
a helicase elF4A (VIRGILI G et a., 2013). Além deste, na regido C terminal existe
um sitio adicional de ligacdo de elF4A (IMATAKA H, SONENBERG N, 1997) e
de ligacéo do fator elF3 (LAMPHEAR BJ et al., 1995).

Por fim, o fator elF4E, que se liga ao cap do mRNA. Esta proteina esta
envolvida com a regulacdo da iniciagdo da tradugédo e com o controle de
crescimento celular (SONENBERG N; GINGRAS AC, 1998). Durante a fase da
iniciagdo realiza interagdo com o fator elF4G, além de sofrer mudangas

conformacionais no bolséo de interacdo com o cap, que permitem a estabilizacao
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do complexo elF4F ativo para a traducdo. Outro parceiro de interacdo € o fator
4E-BP, abundantes em condi¢cdes de crescimento, cujo estado majoritario é
hiperfosforilado. No entanto, quando as células ndo estdo crescendo ativamente
e, portanto, com menor necessidade de sintese proteica, os fatores 4E-BP sao
desfosforilados, 0 que permite sua ligacdo ao 4E. Sendo assim, a associacao
destes fatores produz complexos de traducéo inativos (revisdo em VON DER
HAAR T et al., 2004).

2.1.3 PECULIARIDADES DA INICIACAO DA TRADUCAO EM
TRIPANOSOMATIDEOS

Tripanossomatideos possuem caracteristicas Unicas na regulacdo de
expressdo génica, grande parte realizada através de mecanismos pos-
transcricionais (revisbes em CLAYTON, 2002; CLAYTON; SHAPIRA, 2007;
CLAYTON, 2019).

2.1.3.1 CAP DO mRNA

O cap é uma estrutura composta de nucleotideos modificados
m(7)Gppp(n)-ligado (ROTTMAN F, SHATKIN AJ, PERRY RP, 1974) que
desempenha um papel crucial na estabilizacdo do mRNA junto ao ribossomo
(SHIMOTOHNO K et al., 1977) como também impede a degradacdo do mRNA
nascente (FURUICHI YASUHIRO, 1977) durante a etapa de transcrigdo do DNA
realizada pela Polimerase Il. Essa modificacdo na extremidade 5 do transcrito
primario, juntamente com a remoc¢ao dos introns da sequéncia - que para 0s
tripanosomatideos ocorre pelo processo de trans-splicing (LIANG XUE-HAI et
al., 2003; MICHAELI S, 2011) - e a adigdo da cauda poli A na extremidade 3’,
S840 necessarios para o processamento desta molécula, de maneira que seja
formado o mRNA maduro.

Em especial, a extremidade 5 do mRNA maduro é requerida para a
traducéo de proteinas (MUTHUKRISHNAN S et al., 1975), sendo dependente da
metilac&o que ocorre na posicao sete da guanosina (BOTH GW; BANERJEE AK;
SHATKIN AJ, 1975; NIEDZWIECKA A et al., 2002). Os tripanosomatideos
possuem um analogo do cap distinto da grande maioria dos eucariotos, 0
chamado cap-4, ao invés do classico m’GTP (BOTH GW et al., 1975; SHATKIN

AJ, 1976). Este possui estrutura bastante particular pois além do m’GTP na
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extremidade 5’°, comum aos eucariotos, o cap-4 de tripanossomatideos possui

uma sequéncia de nucleotideos AACU hipermodificada, com metila¢cdes 2’-O nas
riboses dos quatro nucleotideos e metilacBes nas bases dosnucleotideos 1 e 4
(Figura 2) (BANGS JD et al., 1992).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura cap-4 presente em
tripanosomatideos (retirado de ZINOVIEV A et al., 2012).

2.1.3.2 FATORES DE INICIACAO DA TRADUCAO EIF4Es e EIF4Gs

Diferente da grande maioria dos eucariotos, 0s tripanosomatideos
possuem seis genes conhecidos que codificam para seis distintos fatores
elF4Es, inclusive em Trypanosoma brucei (BERRIMAN M et al., 2005).

O primeiro fator descrito foi elFAE1 de Leishmania major (YOFFE Y et al.,
2004), também identificado junto de mais trés fatores homélogos de L. major, e
conservados nos demais tripanosomatideos (DHALIAR et a., 2005). Apoés estes,
o quinto (FREIRE ER et al., 2014a) e sexto fator identificado também foram
descritos (FREIRE ER et al., 2014b). Estes seis fatores homologos tém sido

separados em categorias distintas. elF4E1 e elF4E2 constituem o primeiro
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grupo, ja elF4E3 e elF4E4 o segundo grupo e elF4E5 e elF4E6 o terceiro e Ultimo
grupo. As similaridades apresentadas por estes grupos de fatores de iniciacédo
residem nas caracteristicas estruturais das proteinas devido a sequéncia de
aminoacidos e composicdo de N e C terminais das proteinas, mas também
caracteristicas funcionais (FREIRE ER et a., 2011).

Além disso, hoje também ja sdo conhecidos cinco homoélogos distintos
para os fatores elF4Gs, que ao se complexarem com os diferentes homélogos
de 4Es formam diferentes complexos, tanto estruturalmente quanto
funcionalmente. Estes ja foram descritos para os tripanosomatideos T. brucei
(FREIRE ER et al., 2014a; FREIRE ER et al., 2014b) e L. major (DHALIAR et a.,
2005; YOFFE Y et al., 2006; YOFFE Y et al., 2009; DE MELO NETO OP et al,;
2015 SHRIVASTAVAR et al., 2021).

2.1.3.3 CARACTERIZACAO DOS FATORES EIF4Es

A primeira caracterizagdo dos fatores 4Es de tripanosomatideos foi
realizada para LmEIF4E1, LmEIF4E2 e LmEIF4E3 na fase de vida promastigota
do parasita. Buscou-se determinar como se dava a interacao destes fatores com
o cap do mRNA através de ensaios de pull down utilizando uma coluna de
sepharose com 7-metil-GTP imobilizado. Os resultados mostraram que 4E1 se
liga ao cap, diferente de 4E2 e 4E3. Além disso, para 4E1 e 4E2 constatou-se
que seria improvavel que estes fatores sozinhos conseguissem regular a
iniciacdo da traducdo na fase de vida do parasita no qual os estudos foram
realizados. Em paralelo, a modelagem molecular de LmEIF4E1l evidenciou
caracteristicas estruturais mantidas nesta proteina que realmente permitiriam
sua ligacdo ao cap (DHALIA R et al., 2005). E, quando foi gerado mutantes pelo
sistema CRISPR-Cas9, verificou-se alteragcdes na morfologia em Leishmania. As
células nao formaram a morfologia comum a fase de vida promastigota, além de
formarem o flagelo defeituosamente, o que culminou em uma menor capacidade
do parasita em infectar macrofagos cultivados (TUPPERWAR N; SHRIVASTAVA
R; SHAPIRA M, 2019).

Posteriormente, foram modelados o fator LmEIF4E1 e LmEIF4E(2-4) que
também mostraram a conservacao do sitio de interacdo das proteinas com o

cap. Além disso, ensaios de interacdo com colunas de 7-metil-GTP-Sepharose
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mostraram que das quatro homoélogas estudadas apenas LmEIF4E2 nao
interagiu com a resina. Ensaios quantitativos foram feitos utilizando a técnica de
fluorometria que mostraram que a afinidade pelo analogo do cap m7GTP é
Lm4E1 > Lm4E3 > Lm4E4 > Lm4E2. No entanto, Lm4E2 apresentou alta
afinidade pelo cap-4 (YOFFE Y et al., 2006), contrariando resultados obtidos
anteriormente (DHALIAR et al., 2005), mas em concordancia com dados obtidos
quanto a ligacao deste fator a proteina histona de mRNA (SLBP, do inglés stem-
loop-binding protein). Este foi determinado por ensaios de pull down, cujo
resultado indica uma possivel fungcéo distinta da participacdo na regulacdo da
iniciacao da traducao pois o papel de elF4E2 pode residir na selecao diferencial
de mRNAs que possuem estruturas SLBP (FREIRE ER et al., 2018). Outro
estudo verificou que células knock-out para elF4E2 se multiplicaram lentamente,
além de serem estabilizadas pela proteina PUF9 (TUPPERWAR N et al., 2021),
envolvida na estabilizagcdo de determinados transcritos durante a fase S do ciclo
celular de T. brucei (ARCHER SK et al., 2009).

Para o fator Lm4E3, foi identificada abundante ligacdo no analogo do cap
m7GTP em contraste com o analogo do cap-4, indicando, inicialmente, que
possivelmente este homodlogo ndo participaria da iniciacdo da traducao em
tripanosomatideos (YOFFE Y et al., 2006). Acrescenta-se a este dado, a
identificacdo de interacdo entre este mesmo fator elF4E3, mas de brucei, com
elFAG3 e elF4G4, indicando um possivel papel diferente desta homdloga na
traducao (FREIRE ER et al., 2011).

Para elF4E4 constatou-se dependéncia da fase de vida promastigota de
major, para efetiva formacéo do complexo elF4F, ja que em amastigotas ndo ha
ligacdo da proteina ao cap (ZINOVIEV A et al., 2011). Outrodado relevante é
guanto a importancia deste homologo em fases de crescimentode brucei, que se
da pela fosforilacdo de residuos da regido N- terminal, bem como para elF4E3
(PEREIRA MM et al., 2013). Posteriormente, os eventos de fosforilagdo foram
melhor caracterizados, que ocorrem, inclusive,com melhor eficiéncia na presenca
da proteina de ligacéo a cauda poli(A) (PABP,do inglés poly(A)-binding protein),
gue interage em trés dominios distintos da regido N-terminal (DE MELO NETO
OP et al.,, 2015). Esta proteina possui papel importante na promocédo da
circularizacdo do mRNA durante a fase de traducaojunto de fatores que compde
com o complexo elF4F (WELLS SE et al, 1998).
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Ainda, quanto a dependéncia da atividade de alguns fatores pelo estagio
de vida do tripanosomatideo, foi mostrado que elF4E1 de Leishmania major ndo
interage, tanto na fase promastigota e amastigota, com as homologas elF4Gs,
excluindo um possivel envolvimento deste fator na iniciagdo da traducao
dependente do cap (ZINOVIEV A et al., 2011).

Foram encontrados complexos elF4E5-elFAG1 e também determinada a
constante de dissociacao pelo método de fluorimetria de elF4E5 com o analogo
do cap-4 (Kas = 0,55 + 0,01 uM™), curiosamente menor do que a constante de
associacdo com o analogo do cap m7GTP (Kas= 0,12 + 0,01 uM™?) (FREIRE ER
eta., 2014a). Também, foi determinado por ensaios de fluorimetria que ThelF4E6
se liga ao anélogo cap-4. Os valores das constantes de associagdo calculados
relevaram baixa afinidade da proteina pelo analogo do cap m’GpppAmas esta foi
maior para os analogos de m7GTP (Kas 0,16 + 0,1 uM™) e cap-4(Kas 0,16 * 0,2
uM-1). Adicionalmente, foi verificado que esta homéloga possui papel na motilidade
do parasita (FREIRE ER et al., 2014b). Em Leishmania foi identificado que o fator
elF4E6 é importante para a morfologia do parasita na fase promastigota. A
interacdo deste fator com a homéloga elF4G5, foi determinada por ensaios de
pull down (TUPPERWAR N et al., 2021). Também, foi determinado em T. brucei
sua importancia para o crescimento do parasita nafase sanguinea tripomastigota,

bem como para traducao de proteinas (FALK F et al., 2022).

2.2 ESTRUTURA DOS FATORES DE INICIACAO DA TRADUCAO EIF4Es

Os fatores elF4E's possuem seu core principal bem descrito, com a
conservacao de sete a oito estruturas secundarias beta antiparalelas e trés a
quatro alfa hélices. Além disso, sua estrutura é comparada a uma ferradura,
devido a presenca da face concava, em que ocorre o reconhecimento do cap do
MRNA (Figura 3). Esta foi revelada pela primeira estrutura do fator determinada,
cuja regido de interacdo com 0 cap possui caracteristica hidrofilica e com
superficie eletrostatica carregada positivamente (MARCOTRIGIANO, J. et al,
1997).

Existem residuos importantes e conservados nas proteinas da familia

elF4E’s que participam da interagdo com o cap. Dois residuos aromaticos (W56
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e W102 em elF4E de humanos) fazem interagdes do tipo -1 stacking, com o
anel m’G do cap, em uma interagdo chamada de “sanduiche”. Um residuo de
acido glutamico (E103 de humanos) estritamente conservado nos fatores de
iniciacao 4E’s estabiliza esta ligacao através de duas pontes salinas através de
sua cadeia lateral. Na regido dos trifosfatos do cap ha uma interagao atipica 5'-
5 entre 0 m’guanosina e o préximo nucleosideo. Devido a carga negativa dos
fosfatos ha a presenca majoritaria de residuos basicos que realizam interacdes
do tipo ponte salinas. Por fim, na regido das bases nitrogenadas o tipo de
interacdo predominante é a ligacdo de hidrogénio (MARCOTRIGIANO, J. et al,
1997; MATSUO, H. et al, 1997; TOMOO, K. et al, 2002).

Figura 3: Estrutura global do fator de iniciagcdo elF4E (rosa) de humanos em
complexo com um fragmento de elF4G (ciano) e o m’GTP (Depésito PDB
5T46) (GRUNER S et al., 2016).

Ja foram determinadas trés estruturas de fatores de iniciacao elF4Es de
tripanosomatideos. A primeira foi a estrutura do fator elF4E1 de major em
complexo com a proteina 4E-IP1, ainda com funcdo desconhecida, mas que
possui ortélogos em diferentes tripanosomatideos (MELEPPATTU S etal., 2018).
ApOs esta, foi resolvido o fator elF4E5 de cruzi em complexo com o analogo do
cap-4 do mRNA, revelando detalhes da interacdo emecanismo de ligagdo com o
ligante (Figura 4), importante ponto de regulacdo da iniciacdo da traducgé&o
(REOLON LW et al, 2019). A mais recente descoberta foi a estrutura de elF4E5
de major (DE LIMA GB et al., 2021).

Entdo, a partir da estrutura de T. cruzi foram identificados residuos

caracteristicos das proteinas da familia 4E’s, como os dois aromaticos que
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compde o stacking (Y83 e W33) estabilizado pelo &cido glutamico (E84). Na
regido dos trifosfatos, com cargas negativas, estdo residuos basicos que
interagem por pontes salinas. J& na regido das bases nitrogenadas, ha uma
grande variedade de residuos que realizam ligagdes de hidrogénio. Além disso,
uma grande rede de interacdes hidrofébicas estabiliza o ligante no bolsdo de

interacdo da proteina (Figura 4)
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Figura 4: Detalhe da interacdo de TcEIF4AE5 com o cap-4 (retirado de
REOLON LW et al., 2019) Em azul estéo representadas moléculas de agua que
medeiam ligacdes de hidrogénio). Em tracejado vermelho estdo representadas
interacOes hidrofébicas e em tracejado preto estdo representadas ligacées de

ponte salina e ligacdes de hidrogénio.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPRESSAO, PURIFICACAO E CRISTALIZACAO DE EIF4E5 DE T. brucei

Os experimentos de expressado, purificacdo e ensaios de cristalizacéo
foram realizados pelo pos-doutorando Renato Penteado do Laboratério de
Biologia Estrutural e Engenharia de Proteinas do Instituto Carlos Chagas
(FIOCRUZ - PR). Resumidamente, a sequéncia de nucleotideos que codifica a
proteina de interesse foi sintetizada pela empresa Biomatik (Ontario, Canada)
com cédons otimizados para expressao em Escherichia coli e clonada no vetor

pET28a. A proteina foi expressa com uma fusdo hexa-histidinas em seu N-
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terminal e purificada em trés etapas, primeiro por cromatografia de afinidade,
seguida de cromatografia de troca ibnica e, por fim, cromatografia de exclusao
por tamanho. Os ensaios de cristalizacdo foram realizados pelo método sitting
drop a 18 °C utilizando kits comerciais que incluem uma grande variedade de
condi¢cbes. As condicdes mais promissoras foram otimizadas e os melhores
cristais foram obtidos na condicdo 0,04 M Imidazol/ 0,06 M MES pH 6,5, 0,06 M
divalentes (MgCl2/CaClz), 18% PEG mix (40% PEG 500 MME/ 20%PEG20000).

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DOS DADOS DE DIFRACAO

A difracdo de raio X em cristais de proteinas é uma técnica importante na
determinacdo da estrutura tridimensional destas moléculas. Ela se baseia em
raios X, emitidos por uma fonte em um comprimento de onda especifico, que
interagem com a nuvem de elétrons presente nos atomos das proteinas
cristalizadas, o que leva a difracdo dos raios X em padrdes caracteristicos. Estes
sdo usados para a determinacdo da sua estrutura tridimensional (SMYTH MS;
MARTIN JH, 2000).

Cristais sdo estruturas tridimensionais periédicas formadas por arranjos
ordenados de ions, moléculas ou atomos constituintes (AMEH ES, 2019). As
propriedades de simetria dos cristais sdo governadas por leis estabelecidas por
Christian Weiss (1780-1856), que identificou sete possiveis sistemas de simetria
cristalina, levando em consideracédo as quatro operacdes fundamentais: rotacao,
translacéo, reflexdo e inversdo (WASEDA Y; MATSUBARA E; KOZO S, 2011).

A menor unidade estrutural dos cristais é conhecida como célula unitaria.
Esta é caracterizada por seis parametros distintos: trés comprimentos de aresta
representados pelos vetores a, b, c e trés angulos a, B, y formados entre esses
vetores, conforme ilustrado na Figura 5 (PARKER M., 2003). Os valores dos
vetores da célula unitaria do cristal obtido para a proteina elF4E5 de brucei estdo

descritos na Tabela 2.
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Figura 5: Representacdo da definicdo dos parametros de uma célula

unitaria. a, b e c correspondem ao tamanho das arestas da célula e os angulos

a, B, e ¥ presentes entre elas. Fonte: Parker M., 2003.

A partir da cristalizacdo de uma proteina, varias das mesmas moléculas
estardo dispostas de maneira padronizada em células unitarias, seguindo um
eixo de simetria que advém do empacotamento estruturado dessas moléculas
no cristal (CHAYEN NE; SARIDAKIS E, 2008; McPHERSON A; GAVIRA, JA,
2014). Essa organizacdo padronizada esta diretamente relacionada com a
resolucdo obtida dos dados, pois uma menor mosaicidade - pequenas
imperfeicdes ou desordens na estrutura cristalina, que podem resultar em ligeiras
variacbes nas orientacdes dos planos cristalinos devido a defeitosestruturais,
tensbes internas ou desalinhamentos nas camadas atdomicas - aumenta a
capacidade de difracdo de raios X (DURBIN SD; FEHER G, 1996). Olimite de
resolucao dos dados de difracao, obtidos do cristal de TbEI4E5 conta na Tabela
2.

Os cristais sdo classificados nos sete sistemas cristalinos, uma
classificacdo atribuida a René Just Hally (1743-1822). Pertencentes aos sete
sistemas cristalinos, existem quatorze células unitarias diferentes descritas por
Auguste Bravais (1811-1863) e sao conhecidas como Redes de Bravais
(HELLIWELL J, 1992). Cada célula unitaria possui caracteristicas especificas de
simetria, incluindo o nimero e a dire¢cdo dos eixos de simetria presentes, o que
caracteriza o grupo espacial ao qual o cristal pertence, que descrevem
completamente a simetria do cristal. A Tabela 1 descreve as caracteristicas dos

sistemas cristalinos e as redes de Bravais associadas.



Sistema Comprimentos e angulos axiais

Cubico a=b=c,a=f=y=90°

Tetragonal azb#c,a=pg=y=90°

Ortorrdmbico a#b#c,a=p=y=90°

Trigonal a=b#c,a=p=90°y=120°
a=b=c,a=p=y#90°
(romboédrico)

Hexagonal a=b#c,a=p6=90°y=120°
Monoclinico  Trés eixos desiguais, um par nao
em angulos retos
a#b#c,a=8=90°y#90°
Triclinico azb#c,a#p#y#90°

Redes de Bravais

Simples
Corpo-centrado
Face-centrada
Simples
Corpo-centrado
Simples
Corpo-centrado
Base-centrada
Face-centrada

Simples

Simples
Simples
Base centrada

Simples

Simbolo
da rede
P

I

F
P

- 5 -

A T 0O

Tabela 1: Os sete sistemas cristalinos, valores de suas arestas e angulos,

classificacdo na Rede de Bravais e simbolo correspondente. Fonte:

WASEDA Y; MATSUBARA E; KOZO S, 2011.

A coleta de dados do cristal da proteina de interesse foi realizada na linha
de luz PROXIMA2A do Sincrotron SOLEIL (Franca) pela Dra. Beatriz Gomes

Guimaraes. A difracao de raios X por cristais resulta em um padrao de difracédo

decorrente da interferéncia das ondas eletromagnéticas espalhadas por todos os

atomos do cristal. A distribuicdo e intensidade dos pontos de difragdo depende

do conteudo e simetria da célula unitaria do cristal. De uma maneira simplificada,

a coleta de dados consiste na medida do padrdao de difracdo, ou seja, na

deteccdo das intensidades dos feixes difratados nas varias dire¢cfes, quando o

cristal & exposto aos raios X em diferentes orientagdes.
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Os dados de difracao foram processados utilizando-se o programa XDS
(KABSCH W., 2010). O processamento envolve trés etapas principais:
indexacédo, integracdo e escalonamento. A indexagao consiste em atribuir
“coordenadas” ou indices h k | aos pontos de difragdo. Nesta etapa, através de
uma analise de distancias entre os pontos de difracdo podem ser determinados
0os parametros de rede e o sistema cristalino ao qual o cristal pertence. A
integracéo dos dados consiste na estimativa de intensidade para cada um dos
pontos de difracdo ou “reflexdes” medidas. A atribuicdo da intensidade a cada
ponto de difracdo h k | envolve a aplicacdo de fatores de correcdo aos valores
medidos pelo detector de fotons utilizado no experimento. Uma vez atribuidas as
intensidades a todas as reflexdes, estas sdo comparadas, a fim de se detectar
padrdes de simetria. A simetria do cristal é refletida no padréo de difracdo, dando
origem a conjuntos de reflexdes de “mesma” intensidade, as chamadas reflexdes
equivalentes. Por fim, na etapa de escalonamento séo realizadas correcdes dos
dados, através da comparacdo das intensidades de reflexdes equivalentes.
Nesta etapa é também calculado o conjunto de reflexdes Unicas, que relune as
reflexdes equivalentes e calcula as médias de intensidades e erros associados.
Através da analise das reflexdes equivalentes e suas relacdes de simetria €

determinado o grupo espacial correspondente aquele conjunto de dados.

3.3 DETERMINACAO E REFINAMENTO DA ESTRUTURA

O refinamento de estruturas tridimensionais de proteinas refere-se ao
processo de modificar o modelo através do ajuste do backbone da proteina e
das cadeias laterais dos residuos, visando obter modelos que se aproximem do
estado “nativo” da molécula (HEO L; PARK H; SEOK C, 2013; ADIYAMAN R;
MCGUFFIN LJ, 2019). A construcao e ajuste do modelo sao realizados com base
no mapa de densidade eletrdnica, calculado a partir dos fatores de estrutura, que
por sua vez sao obtidos dos dados de difracao de raios X do cristal de interesse
e um conjunto inicial de fases provenientes, por exemplo, do método de
substituicdo molecular.

O fator de estrutura, Fkni, representa a descricdo matematica da somatoria
das ondas difratadas pelo cristal apdés o fendmeno fisico de interferéncia

construtiva. A equacao do fator de estrutura € descrita como:
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F(h) = Sf (hkDexp (2mi(hx + ky + 12))

onde f(hkl) é o fator de espalhamento do atomo. h k | s&o os indices de Miller,
obtidos para cada ponto do mapa de difracdo, na etapa de indexacdo do

processamento dos dados de difracédo de raios X.

A fungéo densidade eletrbnica é a transformada de Fourier do Fator de Estrutura,

descrita pela equacéo:

p(r) = %Z F(h)exp (ia)exp (—2mih * 1)

onde V corresponde ao volume da célula unitéaria do cristal analisado. F(h) é omodulo

de Fkhl. a sua fase estimada.

O mapa de densidade eletrbnica é a representacdo gréfica tridimensional
da funcéo densidade eletrénica. (LAMB, A. L.; KAPPOCK, T. J.; SILVAGGI, N.
R, 2015). Esta descreve a distribuicdo de elétrons presente em cada atomo na
célula unitaria do cristal que contribuem para a intensidade no padrdo de
difracdo, onde o modelo de interesse sera ajustado.

Sendo assim, inicialmente, foi gerado no Alphafold Collab um modelo do
fator de iniciacdo da traducéo elF4E5 de brucei a partir da sequéncia da proteina
depositada no banco de dados TriTrypDB (cédigo de identificacao
Th927.10.5020) Este modelo foi utilizado como modelo inicial paraa aplicagao do
meétodo de substituicdo molecular, que fornece fases iniciais parao céalculo do
primeiro mapa de densidade eletrénica. Um primeiro ciclo de ajustedo modelo é
feito utilizando-se o programa COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004). Assim, foram
realizados ajustes e otimizacbes para melhorar a sobreposicdo entre as
coordenadas atbmicas do modelo e o mapa de densidade, respeitando os
parametros estereoquimicos da estrutura. Posteriormente, iniciaram-se os ciclos
de refinamento no espaco reciproco, utilizando as novas coordenadas atbmicas
presentes no arquivo pdb, juntamente com o arquivo mtz contendo osdados
experimentais. Esses ciclos de refinamento foram executados nos programas
BUSTER ou Phenix. Como resultado desse refinamento, as coordenadas

atdbmicas atualizadas foram importadas novamente para o COOT,
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junto do arquivo mtz vindo do novo ciclo de refinamento, sucessivas vezes até
que o modelo de estrutura tridimensional da proteina elF4E5 de T. brucei
apresentasse bons indices de refinamento.

O critério adotado para decidir se um ciclo de refinamento seria
continuado foi baseado no valor do "Free R value" (Rfree), que € um indicador
de validacao da estrutura que reflete a concordancia dos dados experimentais
(Fobs) com 0 modelo (Fcac) (BRUNGER, A. T, 1992). E calculado pela diferenca
do F observado, calculado com os dados experimentais obtidos da difracdo de
raios X e posteriormente processados, em relagéo ao F calculado, calculado com
os parametros advindos do modelo.

Dessa forma, se o valor do Rfree diminuisse em relacdo ao ciclo anterior,
o refinamento prosseguia. Por outro lado, se o valor do Rfree aumentasse,
retornava-se ao ciclo anterior para testar novos ajustes no mapa de densidade.
O objetivo era sempre obter um valor de Rfree mais baixo do que o apresentado
no ciclo anterior. Essa abordagem foi adotada para garantir a melhoria continua
da qualidade da estrutura, levando em consideracdo a concordancia com os

dados experimentais e os critérios geométricos dos residuos da proteina.

3.4 ANALISES ESTRUTURAIS

A andlise estrutural foi realizada através da sobreposicdo dos modelos
experimentais das homdélogas elF4E5 dos organismos T. brucei (este trabalho),
T. cruzi (PDB 607Y), L. major (PDB 7KCJ) e elF4E H. sapiens (PDB 5T46). Uma
primeira analise global da estrutura buscou detalhar o tamanho das regides N
terminais, C terminais e loops de conexdo entre elementos de estrutura
secundaria conservados, com fim de comparacao entre os fatores de iniciacao
da traducéo. Além disso, a analise local da regido de interacdo destas proteinas
com o cap do mRNA também foi realizada, tanto pela descrigdo dos residuos de
aminodacidos envolvidos, quanto pela superficie eletrostatica de cada um dos

fatores.
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3.4.1 ANALISE ESTRUTURAL INDIVIDUAL

A partir do arquivo com as coordenadas atdmicas, gerado como output do
altimo ciclo de refinamento no programa Phenix (D. LIEBSCHNER, et al., 2019),
o modelo experimental de TbEIF4E5, em complexo com o analogo cap-4 do
MRNA foi analisado nos programas Chimera (PETTERSEN et al., 2004), Pymol
(THE PYMOL MOLECULAR GRAPHICS SYSTEM, SCHRODINGER, LLC) e
Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (ADASME F MELISSA et al., 2021),
com o objetivo realizar uma analise global da proteina e uma analise local do
sitio de interacdo com o ligante.

Sendo assim, para a analise global foi realizado o detalhamento de quais
sdo e quais as extensdes das estruturas secundarias fitas beta e alfa hélices
presentes na proteina através do programa Chimera. A ferramenta utilizada foi a
de “Sequéncia”, em que sdo reconhecidas e coloridas tais estruturas
secundarias na sequéncia da proteina alvo, com os respectivos niumeros dos
residuos de aminoécidos.

Para a andlise local, foi detalhado como se da a interacdo do fator
TbEIF4E5com o ligante, determinando quais sdo os residuos participantes e
ligacbes mediadas por eles, através de suas cadeias laterais e/ou cadeias
principais. Esta etapa foi realizada no programa PLIP, em que foi utilizado como
input o arquivo de coordenadas atdmicas do modelo experimental, obtido do
processo de refinamento, e como output foi gerado um arquivo com as
coordenadas dos residuos da proteina participantes da interacdocom o cap-4,
bem como tipos de ligacBes associadas entre estes aminoacidos eo ligante, para

posterior visualizacao e interpretacdo no programa Pymol.

3.4.2 ANALISE ESTRUTURAL COMPARATIVA

A partir das sobreposic¢des estruturais, buscou-se identificar os residuos,
nas diferentes homologas, que possivelmente estariam envolvidos na ligagédo
com o cap-4. Para isso, a estrutura cristalogréafica de elF4E5 de T. cruzi (PDB
607Y), determinada em complexo com o cap-4 (REOLON LW et al., 2019), foi

utilizada como base comparativa através de alinhamento estrutural com o0s
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demais modelos experimentais de interesse. Assim, foram feitas analises globais
quanto a conservacéao do core principal da proteina, tamanho do N e C terminal
e regibes de loop (Tabela 3) e, também, analises locais de residuos de
aminoacidos que possivelmente participariam da ligacdo no sitio de interagédo
dos fatores elF4E com o cap-4 (Tabela 4). Foram consideradas as caracteristicas
fisico-quimicas dos residuos e posi¢des equivalentes da estruturautilizada com

referéncia.

3.4.3 ANALISE DE SUPERFICIE ELETROSTATICA

Com o objetivo de realizar uma andlise comparativa da distribuicdo de
cargas na regido de interacdo com o cap-4, os modelos tridimensionais foram
utilizados para os célculos dos mapas de potencial eletrostatico. Para isso, a
preparacao dos destes envolveu a remoc¢ao do cap-4 nos quais esta presente,
T. cruzi (PDB: 607Y) e T. brucei (dados ainda ndo publicados).

Assim, para a geracdo das superficies eletrostaticas, os arquivos de
coordenadas atdbmicas correspondentes a cada estrutura foram utilizados como
input para o programa PDB2PQR (DOLINSKY TJ et al., 2004 e DOLINSKY TJ et
al.,, 2007), que prepara as estruturas para os célculo posteriores das
propriedades eletrostaticas, reconstruindo atomos, adicionando hidrogénios,
atribuindo cargas atémicas e raios de campos de forca especificados, gerando
como output um arquivo de extensdo pgr utilizado pelo programa Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver (APBS) (JURRUS E. et al., 2018). Este resolve a
equacdo de Poisson-Boltzmann para o céalculo do potencial eletrostatico em
torno da estrutura de interesse. O arquivo de saida gerado é utilizado para colorir
as superficies moleculares de acordo com seu “mapa” eletrostatico. Tal
representacdo € gerada utilizando-se o programa Chimera (PETTERSEN et al.,
2004). Também, considerando que o modelo experimental de Leishmania major
nao possui ligante, e como o objetivo da analise é avaliar a superficie de
interacdo com o cap-4, foi realizada a sobreposicédo da estrutura com o ligante,
advindo tanto da estrutura resolvida de T. cruzi (PDB 607Y) quando da estrutura
resolvida de T. brucei, utilizando a ferramenta de sobreposi¢céo estrutural

MatchMaker também no programa Chimera.
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4 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

4.1 PROCESSAMENTO DOS DADOS E REFINAMENTO

As estatisticas dos dados de difracdo e refinamento da estrutura séo
apresentadas na Tabela 2. O cristal de TbEIF4E5 possui célula unitaria
pertencente ao sistema cristalino trigonal com grupo espacial P3121. Este
difratou em alta resolugéo (1.35 A). Foram obtidos bons valores de Rwork € de
Riree NO refinamento, mostrando boa fidelidade do modelo. A completeza dos
dados processados, que é definida pelo nimero de reflex6es cristalogréaficas
coletadas em comparagdo com o numero de reflexdes teoricamente possiveis
Gnicas para a simetria do cristal analisado, foi de 100%. O niumero médio de
medicdes por reflexdo individual simetricamente Gnica, chamado de
multiplicidade, também foi bastante elevado, garantindo boa acuracia na
estimativa das intensidades, o que é refletido em outro indicador de qualidade
dos dados, calculada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson CC %. Valores
de CC1/2 superiores a 40% na ultima camada de resolucdo sédo considerados

bastante satisfatorios.
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Tabela 2. Dados cristalogréaficos e estatistica do refinamento. Os valores entre

paréntesis correspondem a ultima camada de resolucao.

Estatistica dos dados
Fonte
Comprimento de onda (A)
Resolucao (A)
Grupo de espaco
Célula unitaria (A)
NUmero de observacdes
Numero de reflexdes Unicas
Completeza (%)
Multiplicidade
/o)
CCY»

Estatisticas do refinamento

Rwork

Rfree

Comprimento de ligacdo RMSD (A)/ Angulo (°)

Valor B médio (global) (A2)
Atébmos da proteina
Atomos do solvente
Ramachandran
Favoraveis (%)

Outliers (%)

SOLEIL-PX2A
0.978565

47.04 —1.35 (1.43- 1.35)
P3:121

a=b=72.44 c=94.07
1260557 (202892)
63204 (10040)

99.9 (99.5)

19.9 (20.2)

25.5 (1.2)

100.0 (51.6)

0.1773
0.2020
0.014/1.490
22.24

1544

211

98.21%

0%

4.2 REFINAMENTO DA ESTRUTURA DE EIF4ES5 DE Trypanosoma brucei

Durante a construcao iterativa do modelo através do programa COOT, o

mapa de densidade eletrbnica indicou claramente a presenca do cap-4, co-

cristalizado com a proteina TbEIF4ES5 (Figura 6A). A conformagéo do ligante foi
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otimizada através de varios ciclos de refinamento, que evidenciou claramente o
posicionamento do fragmento m’GTP (Figura 6B). Por outro lado, observa-se
flexibilidade conformacional a partir do fosfato que conecta a primeira e segunda
adenosinas, indicada pela auséncia de densidade eletronica definida
correspondendo aos trés ultimos nucleotideos. A flexibilidade é provavelmente
consequéncia da possibilidade de diferentes rotameros para o grupo fosfato e
pelo fato que os trés ultimos nucleotideos do ligante ndo séo estabilizados por
interag6es com a proteina. O modelo do ligante (Figura 6C-D) foi refinado com
valor de ocupacéo de 0.5 para os atomos dos dois ultimos nucleotideos.

Todos os residuos da proteina puderam ser modelados, inclusive aqueles
localizados em loops mais longos que conectam estruturas secundarias.
Também, devido a alta resolucao dos dados, puderam ser modelas duplas e até
mesmo triplas conformagfes para uma mesma cadeia lateral de alguns residuos,
em especial cadeias laterais de serinas.

Na modelagem do solvente foram adicionados ions de magnésio, um
deles estabilizando o trifosfato do cap-4, além de ions célcio, cloro e moléculas
de polietilenoglicol (PEG), advindos das condi¢cBes de cristalizacdo da proteina.

O modelo final inclui 174 moléculas de agua.
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m7G

Trifosfatos: |

i

N6,N6-dimetil-2'-O-metil-adenosina

T

Segunda adenina (cap-4)

Figura 6: Mapa de densidade eletrénica ilustrando a modelagem do ligante
cap4. O mapa 2Fo-Fc é mostrado em azul e contornado a 0.98 sigma enquanto
o mapa Fo-Fc é mostrado em verde e contornado a 2.5 sigma. (A) Densidade
eletronica positiva do ligante evidenciada em verde. (B) m’GTP posicionado na
densidade eletrbnica, com aparente densidade da segunda base adenina do
analogo do cap-4 (C) Mapa de densidade eletrbnica apos refinamento do ligante,
destacando os residuos que foram a ligagao tipo “sanduiche” com o m7G e o
grupo trifosfato. (D) Detalhe dos quatro nucleotideos (AACU) que compde o cap-

4. Observa-se que ndo ha densidade eletrénica correspondente aos dois ultimos.

4.3 ANALISE ESTRUTURAL INDIVIDUAL

A estrutura TbelF4E5 mantém as caracteristicas dafamilia de proteinas

4E’s, com a presencga de sete fitas betas e trés extensas
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alfa-hélices, como apresentado na Figura 7. Além disso, fitas e hélices curtas
adicionais sdo observadas (Tabela 3).

cap-4

Figura 7: Representacdo do modelo cristalografico do fator de iniciacdo da
traducdo elF4E5 de Trypanosoma brucei. O ligante cap-4 € mostrado em

bastdes.
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Fitasp RESIDUOS Alfa hélices RESIDUOS

Bl W12-P 18 at’ T22-N28
B2  Q42-V4r a2 W 33 - L 40
B3  S70-A75 at V50 - S 59
B4 T90-196 a3 L 63-Q 65
B5 C129-S136 a4’ R76-N78
B6 V146 -L 152 a5’ Y 83-A85
B7  V179-L185 a2 A99-1114
- - a6’ S 117 - V122
- - a3 Q 155 -V 172
- a7’ F 186 - E 189

Tabela 3: Folhas beta e alfa hélices presentes na estrutura de TbEIF4ES5,
residuos onde se inicia e termina cada uma das estruturas secundarias
presentes. As estruturas secundarias denotadas com apostrofo possuem um
namero significativamente menor de residuos quando comparado as demais

presentes na proteina.

A andlise detalhada da regido de interacdo com o cap-4 mostra a
formacéo do stacking (sanduiche) com o m’G, através dos residuos aromaticos
W33 e Y83, além da interagdo com o residuo de acido glutdmico (E84),
estritamente conservado nos fatores elF4E de tripanosomatideos e de outros
eucariotos. Tal residuo realiza duas pontes salinas através de sua cadeia lateral,
com os dois atomos de nitrogénio carregados presentes na guanina que
compdem o cap-4 do mRNA (Figura 8A).

Além disso, ha ligacdes que ocorrem na regido do grupo de trifosfatos,
presente na ligacdo atipica 5’-5" entre o m’GTP e a primeira adenina do cap-4.

Estas ocorrem através dos residuos basicos de argininas, cuja interagdo se da
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majoritariamente por pontes salinas e também por ligacdes de hidrogénio (Figura
8B).

Por fim, curiosamente, apenas as duas primeiras bases nitrogenadas
presentes na estrutura do cap-4 participam de interagdo com a proteina,

mantendo a citosina e uracila livres (Figura 8C).

R136 R146

RO1

Figura 8: Residuos de TbEIF4E5 envolvidos nainteracdo com o analogo do
cap-4. Os carbonos pertencentes ao ligante estdo coloridos em amarelo, ja os
em azul sdo os residuos de aminoacidos da proteina que interagem diretamente
com o cap-4. Interagbes mostrada em azul correspondem a ligacbes de
hidrogénio, em verde pi-stacking, em amarelo pontes salinas e em cinza claro
ligacdes de hidrogénio intermediadas por moléculas de 4gua. Em A, detalha-se
as interacoes envolvendo o grupo m7G, em B aquelas envolvendo o trifosfato
enquanto em C séo representadas as interagcdes envolvendo os demais

nucleotideos.
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4.4 ANALISE ESTRUTURAL COMPARATIVA

A sobreposicao do modelo tridimensional de EIF4E5 de T. brucei, com as
homélogas de T. cruzi e L. major e elF4E de Homo sapiens, mostra a
conservacdo do core caracteristico desta familia de proteinas (Figura 9). Os
valores de desvio quadratico médio (RMSD, do inglés Root Mean Square
Deviation) obtidos a partir dos alinhamentos estruturais refletem a conservacao

estrutural global das proteinas (Tabela 4).

N° N° N° IDENTIDADE
CARBONOS CARBONOS RMSD CARBONOS a DE
REFERENCIA MOVIDOS ALINHADOS SEQUENCIA
Tc4ES5 183 187 1.6 A 173 65.9%
Lm 4E5 176 187 25A 157 44.6 %
Hs 4E 213 187 1.97 A 150 14.7 %

Tabela 4;: Dados referentes ao alinhamento estrutural de TbEIF4E5 com as
proteinas homologas de T. cruzi, L. major e elF4E de H. sapiens.

Apesar da conservacao estrutural global, significativas diferencas locais
podem ser observadas. Uma delas € no loop que conecta as fitas f1-p2, onde
esta ancorado um dos residuos aromaticos participantes da estrutura do
stacking, o que justifica sua relevancia (Figura 9). Para a estrutura de major, este
mesmo loop esta mais aberto quando comparado com as de T. cruzie brucei,
muito provavelmente devido ao fato de a estrutura n&o ter sido co- cristalizada
com o cap-4 do mRNA. Além disso, ainda que ambas as estruturas de EIF4E5
de T. cruzi e T. brucei tenham sido resolvidas em complexo com o ligante, a
homologa de T. brucei possui um loop mais fechado comparado com as demais.
O mesmo ocorre para o loop que conecta as fitas 5-B6, que possuimenor
extensdo, sendo uma regido importante devido ao ancoramento deresiduos que

participam das interacbes com as bases nitrogenadas do cap (Figura 9).
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Figura 9 Alinhamento estrutural dos fatores de iniciagcédo da traducao. A) Tb
elF4ES5 (ciano), (dados ainda n&o publicados e Tc elF4ES5 (verde, PDB 5T46).
B) Mesmos fatores que na Figura9A, junto de Lm elF4E5 (rosa, PDB 7KCJ
e de Hs elF4E (amarelo, PDB 5T46).

A partir da analise destas estruturas foi descrito o tamanho das regides N
e C terminal e conexdes entre as fitas betas na Tabela 5. Os loops de conexao
entre as fitas B1-B2 possuem a mesma extensao para os trés tripanosomatideos,
sendo mais longa quando comparada com a de sapiens, além de outro destaque
para a regidao C terminal da homéloga de major que também possui maior

extensdo comparado com as demais estruturas.
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ESPECIE / N C Loop  Loop  Loop
PROTEINA ~ TERMINAL TERMINAL p1-p2  B3-4  R5N6

1-4 (4) 187-195(9) 18-41  76-89 137-145

Th 4E5
(24)* (14) (9)
1-11 (11)  178-186(9) 18-41  77-89 137-145
Tc 4E5
(24)* (13) (9)
1-10 (10) 192-219 22-45  81-94 142-150
Lm 4E5
(28)* (24)* (14) (9)
1-36 (37) 199-217 49-59  96-110 156-161
Hs 4E

(19) (11) (15) (6)

Tabela 5: Analise estrutural dos modelos experimentais quanto ao numero
de residuos no N terminal, C terminal e loops R1-32, 33-R34, R5-R6 dos
fatores de iniciacdo da traducéo de T. brucei (Tb elF4E5, dados ainda néo
publicados), T. cruzi (Tc elF4E5, PDB 5T46), L. major (Lm elF4E5, PDB
7KCJ) e sapiens (Hs elF4E, PDB 5T46). Foram considerados N e C terminais
as regides que, ao alinhar o modelo da proteina com a estrutura experimental de
T. cruzi elF4E5 ndo possuiam alinhamento com o core principale conservado
caracteristico dos fatores de iniciacdo da traducao. Os valores entre parénteses
correspondem ao numero de residuos, quando com asterisco evidencia

diferenca significativa de tamanho comparado as demais proteinas.

A analise local foi realizada a fim de compreender e descrever,
comparativamente, como ocorre a interagdo do analogo cap-4 com as
homologas elF4E5 dos trés organismos, T. brucei, T. cruzi e L. major. Dessa
forma, é possivel revelar diferencas quanto a interacdo dos fatores com o ligante
gue podem implicar na afinidade destes pelo cap-4 do mRNA para cada

organismo.
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Sendo assim, existem residuos importantes e conservados na regiao de
interacdo do cap-4 do mRNA com os fatores 4E’s, descritos na Tabela 6, que
mantém a caracteristica da estrutura da familia dos fatores elF4E’s.

Tb4E5 Tc4E5 Lm4E5 Hs4E
TRP 33 TRP33 TRP 37 TRP56
STACKING TYR83 TYR83 TYR88 TRP 102
GLU84 GLU84 GLUB89 GLU 103
ARG 131 ARG 137 ARG 142 ARG 157
ARG 91 ARG91 ARG 96 ARG 112
GRUPO TRIFOSFATO
ARG 147 ARG 133 ARG 138 ASN 155
ARG 136 ARG 147 ARG 142 LYS 159

ARG 91 LN 140 TRP 156 TRP 166

ARG 147 agN139 LEU 23 LYS 206

SER 184 pro 138 ALA 26

BASES DE NUCLEOTIDEOS

ASN 68 - -
- LEU 20 - -
- ARG 137 - -

} ARG147 - -

Tabela 6: Residuos dos fatores de iniciacdo da traducéo EIF4E5 de T. cruzi
(Tc4ED5), T. brucei (Tb4E5) e L. major (Lm4E5), envolvidos na interagcdo com
a estrutura cap do mRNA.

Os dois residuos aromaticos que reconhecem o m’GTP, presente no cap-4,
e que formam a estrutura do stacking sdo mantidos nas homologas dos quatro
organismos. Embora o residuo de triptofano 102, presente em elF4E de sapiens,

seja substituido pelo residuo de tirosina nos trés fatores homaélogos elF4E5 dos
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tripanosomatideos T. brucei, T. cruzi e L. major, a caracteristica da interagdo do

tipo pi-stacking com o anel da guanina permanece.

Além disso, a estrita conservacdo do residuo de acido glutamico é
confirmada ao analisar as interac6es do fator elF4E5 de T. brucei, T. cruzi e L.
major e sapiens, bem como a presenca de residuos basicos que interagem na
regido do grupo de trifosfatos. Por fim, as interagcbes com as basesnitrogenadas
do cap estéo presentes em maior quantidade até as duas primeirasadeninas, pois
a partir da citosina e uracila sdo quase inexistentes, como ocorrepara a proteina

de T. brucei, em que as estas ficam livres de qualquer ligacao.

4.5 ANALISE DE SUPERFICIE ELETROSTATICA

A andlise das superficies eletrostéaticas (Figura 10) na face de interacao
com o cap-4 do RNA evidencia diferencas significativas entre as trés homologas
de tripanossomatideos e destas com a elF4E humana. As superficies
eletrostaticas dos quatro fatores de iniciacdo da tradugc&o possuem, na regido de
interacdo com o analogo do cap, superficie carregada positivamente,
especialmente na regido de ancoramento do grupo trifosfatos que compde o
ligante. No entanto, em LmEIF4ES5 esta caracteristica € distinta, com superficie
predominante neutra. Além deste fator, HSEIF4E possui maior extensdo da
superficie positiva quando comparado aos demais trés fatores de
tripanosomatideos.

Para T. brucei, hd& um deslocamento no posicionamento do cap-4
comparado com o presente na estrutura de TcEIF4E5. Este ocorre,
principalmente, na regido em que estao localizadas as bases nitrogenadas, que
compde o ligante. Em Tb4ES5 estas bases estao voltadas para a proteina em uma
regidao de superficie neutra e em Tc4E5 estdo voltadas para o solvente. Esta
caracteristica distinta entre estes fatores pode implicar na afinidade de ligacéo
entre estas proteinas e o analogo do cap-4. Isso se deve ao papel do solvente
em promover um ordenamento do posicionamento do cap, o0 que nao ocorre para
Tb4E5. Dessa maneira, € possivel que existam outras conformacfes para o
ligante, como foi observado durante o refinamento da estrutura, pela auséncia
de mapa de densidade eletronica para as trés ultimas bases do cap.

Sendo assim, sugere-se que a interacdo com o0 cap-4 € mediada
principalmente pelo m7G e pelo grupo trifosfato, devido a carga negativa que
apresenta. Contudo, existem diferencas significativas entre os fatores ortdlogos
analisados dos trés tripanossomatideos e do fator de iniciagdo de humanos,

evidenciando possiveis diferengas na afinidade destas proteinas pela ligagédo ao
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cap do mRNA. Como resultado, pode haver um possivel mecanismo espécie-

especifico na interacdo das proteinas ortélogas EIF4E5 com analogos do cap.
Além disso, anélises dos demais fatores EIF4E1, 4E2, 4E3, 4E4 e 4E6, a partir
de modelos gerados por predicdo de estrutura, indicam diferencas estruturais
adicionais entre os diferentes homélogos de tripanossomatideos (resultados nao
mostrados).

Figura 10: Comparacao das superficies eletrostaticas dos fatores EIF4E5
de tripanossomatideos e elF4E de H. sapiens. O analogo do cap-4, presente
nos modelos de TbEIF4E5 e TcEIF4E5 (PDB 607Y), é representado em
amarelo, em bastdes, tal como o m7GTP, presente no modelo de HSEIF4E (PDB
5T46). Os limites para a visualiza¢do do potencial eletrostatico sao -5 (vermelho)
a + 5 (azul) kT/e.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho descrevem como se da o
mecanismo de interacdo do fator de iniciacdo de tradugcdo EIF4E5 de
Trypanosoma brucei com o anélogo cap-4 de tripanossomatideos.

Residuos conhecidos e descritos na literatura pela sua conservacéo nas
proteinas da familia 4E’s também estdo presentes na estrutura resolvida, como
os residuos aromaticos que formam o stacking e o residuo de &cido glutamico
que estabiliza esta estrutura. Além disso, a presenca de residuos basicos cujo
papel é interagir com a ponte trifosfato que compde o cap, em um sitio de
interacdo carregado positivamente, sugere um possivel mecanismo de
ancoramento do mRNA. Ainda, curiosamente, com o processo do refinamento
verificou-se grande flexibilidade do ligante pela auséncia de mapa de densidade
nas trés ultimas bases nitrogenadas, além da auséncia de interacfes nas duas
altimas com residuos da proteina.

Entdo, embora haja caracteristicas estruturais mantidas ja descritas para
a familia de proteinas 4E’s, inclusive no core da proteina, como a manutencao
do numero de fitas beta e alfa hélices, provavelmente devem haver mecanismos
e especificidades distintas entre os seis fatores homélogos de Trypanosoma
brucei, quanto para ortélogos de Trypanosoma cruzi e Leishmania major pelo
analogo do cap-4 do mRNA, constatado inclusive quando comparado o sitio de
interacdo da proteina EFI4E de Homo sapiens em complexo com o0 m7GTP,

como também para a estrutura resolvida do tripanosomatideo T. cruzi.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Embora tenha sido resolvida a estrutura do fator de iniciacdo EIF4E5 de
Trypanosoma brucei, elucidando e gerando informacgdes importantes quanto ao
mecanismo bioquimico de reconhecimento do cap-4 do mRNA, ainda séo
necessarias pesquisas com abordagem e métodos envolvendo Biologia
Estrutural, para que seja compreendido e diferenciados os mecanismos das
demais proteinas homologas de T. brucei, ja que apenas dois dos seis fatores

foram resolvidos, e apenas EIF4E5 em complexo com o cap-4. Além disso, sao
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relevantes estudos que visem resolver a estrutura dos fatores ortélogos, como
para os tripanosomatideos mencionados neste trabalho, T. cruzi e L. major,
como também para demais organismos eucariotos. Isto se deve a importancia
dos fatores de iniciacdo da traducdo na regulacdo desta etapa da sintese
proteica, essencial para a viabilidade celular de diversos organismos, inclusive
vetores e agentes etioldgicos de doencas importantes que ainda necessitam de
drogas eficientes para tratamento e cura, cujos alvos podem residir nestes
fatores. No entanto, ndo sé a resolucdo das estruturas por cristalografia de
proteinas, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e criomicroscopia eletrénica,
por exemplo, especialmente complexadas com analogos do cap do mRNA, sdo
recomendadas, mas também ensaios biofisicos que visam caracterizar estas
proteinas in vivo e in vitro, funcionalmente e estruturalmente, inclusive em um
contexto global da formacdo e mecanismos do complexo EIF4F, cujas
subunidades EIF4G e EIF4A também possuem papéis relevantes, esta primeira,
inclusive, com interacdo direta com os fatores EIF4E’s.

Além disso, abordagens computacionais que envolvam dinamica,
docking e modelagem molecular sdo relevantes para gerar insights quanto ao
mecanismo e especifidade dos fatores de iniciacdo pelos analogos do cap, bem
como do complexo EIF4F, proteinas que o compde e demais proteinas que
participam da montagem do ribossomo, competente para a elongacdo, dos

organismos de interesse.



50

REFERENCIAS

ADASME, M. F. et al. PLIP 2021: expanding the scope of the protein-ligand
interaction profiler to DNA and RNA. Nucleic acids research, v. 49, n. W1, p.
W530-W534, 2 jul. 2021

ADIYAMAN, R.; MCGUFFIN, L. J. Methods for the Refinement of Protein
Structure 3D Models. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 9, 1
maio 2019a.

AMEH, E. S. A review of basic crystallography and x-ray diffraction
applications. International Journal of Advanced Manufacturing Technology, v.
105, n. 7-8, p. 3289-3302, 1 dez. 2019a.

Andreou AZ, Klostermeier D. The DEAD-box helicase elF4A: paradigm or the
odd one out? RNA Biol.; v10(1). jan 2013.

ARCHER, S. K. et al. Trypanosoma brucei PUF9 regulates mRNAs for
proteins involved in replicative processes over the cell cycle. PLOS
pathogens, v. 5, n. 8, ago. 2009.

AITKEN, C. E.; LORSCH, J. R. A mechanistic overview of translation
initiation in eukaryotes. Nature structural & molecular biology, v. 19, n. 6, p.
568-576, jun. 2012.

BANGS, J. D. et al. Mass spectrometry of mRNA cap 4 from trypanosomatids
reveals two novel nucleosides. Journal of Biological Chemistry, v. 267, n. 14,
p. 9805-9815, 15 maio 1992.

BERRIMAN, M. et al. The genome of the African trypanosome Trypanosoma
brucei. Science, v. 309, n. 5733, p. 416-422, 15 jul. 2005.

BOTH, G. W. et al. Ribosome binding to reovirus mRNA in protein synthesis
requires 5’ terminal 7-methylguanosine. Cell, v. 6, n. 2, p. 185-195, 1 out.
1975.

BOTH, G. W.; BANERJEE, A. K.; SHATKIN, A. J. Methylation-dependent
translation of viral messenger RNAs in vitro. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 72, n. 3, p. 1189-1193, 1 mar. 1975.

BRUNGER, A. T. Free R value: a novel statistical quantity for assessing the
accuracy of crystal structures. Nature 1992 355:6359, v. 355, n. 6359, p. 472—
475, 1992.

CHAYEN, N. E.; SARIDAKIS, E. Protein crystallization: from purified protein
to diffraction-quality crystal. Nature Methods 2008 5:2, v. 5, n. 2, p. 147-153,
30 jan. 2008.

CLAYTON, C. Regulation of gene expression in trypanosomatids: living with
polycistronic transcription. Open biology, v. 9, n. 6, 1 jun. 2019.



51

CLAYTON, C. E. NEW EMBO MEMBER'S REVIEW: Life without
transcriptional control? From fly to man and back again. The EMBO Journal,
v. 21, n. 8, p. 1881, 4 abr. 2002.

CLAYTON, C.; SHAPIRA, M. Post-transcriptional regulation of gene
expression in trypanosomes and leishmanias. Molecular and Biochemical
Parasitology, v. 156, n. 2, p. 93-101, 1 dez. 2007.

DE LIMA, G. B. et al. The translation initiation factor EIF4E5 from
Leishmania: crystal structure and interacting partners. RNA biology, v. 18,
n. 12, p. 2433-2449, 2021

DE MELO NETO, O. P. etal. The unique Leishmania EIF4E4 N-terminus is a
target for multiple phosphorylation events and participates in critical
interactions required for translation initiation. RNA biology, v. 12, n. 11, p.
1209-1221, 1 jan. 2015.

DHALIA, R. et al. Translation initiation in Leishmania major: characterisation
of multiple elF4F subunit homologues. Molecular & Biochemical Parasitology,
v. 140, p. 23-41, 2005.

DURBIN, S. D.; FEHER, G. PROTEIN CRYSTALLIZATION.
https://doi.org/10.1146/annurev.physchem.47.1.171, v. 47, p. 171-204, 1996.

DOLINSKY, T. J. et al. PDB2PQR: an automated pipeline for the setup of
Poisson-Boltzmann electrostatics calculations. Nucleic acids research, v. 32,
n. Web Server issue, 1 jul. 2004.

DOLINSKY, T. J. et al. PDB2PQR: expanding and upgrading automated
preparation of biomolecular structures for molecular simulations. Nucleic
acids research, v. 35, n. Web Server issue, jul. 2007.

EMSLEY, P.; COWTAN, K. Coot: model-building tools for molecular
graphics. urn:issn:0907-4449, v. 60, n. 12, p. 2126-2132, 26 nov. 2004.

EVANS, P.; MCCOY, A. An introduction to molecular replacement. Acta
Crystallographica Section D: Biological Crystallography, v. 64, n. Pt 1, p. 1, 1 jan.
2008.

FALK, F. et al. Roles and interactions of the specialized initiation factors
EIF4E2, EIF4ES5, and EIF4E6 in Trypanosoma brucei: EIF4E2 maintains the
abundances of S-phase mRNAs. Molecular microbiology, v. 118, n. 4, p. 457—
476, 1 out. 2022,

FREIRE, E. R. et al. The four trypanosomatid elF4AE homologues fall into two
separate groups, with distinct features in primary sequence and biological
properties. Molecular and biochemical parasitology, v. 176, n. 1, p. 25-36, 2011.

FREIRE, E. R. et al. Trypanosoma brucei translation initiation factor
homolog EIF4E6 forms a tripartite cytosolic complex with EIF4G5 and a
capping enzyme homolog. Eukaryotic cell, v. 13, n. 7, p. 896-908, 2014a.



52

FREIRE, E. R. et al. Trypanosoma brucei translation initiation factor
homolog EIF4E6 forms a tripartite cytosolic complex with EIF4G5 and a
capping enzyme homolog. Eukaryotic cell, v. 13, n. 7, p. 896-908, 2014b. Free.

FREIRE, E. R. et al. elF4F-like complexes formed by cap-binding homolog
TbEIF4E5 with TbEIFAGL or TbEIFAG2 are implicated in post-transcriptional
regulation in Trypanosoma brucei. RNA, v. 20, n. 8, p. 1272-1286, 1 ago.
2014d.

FREIRE, E. R. et al. The Role of Cytoplasmic mRNA Cap-Binding Protein
Complexes in Trypanosoma brucei and Other Trypanosomatids. Pathogens
2017, Vol. 6, Page 55, v. 6, n. 4, p. 55, 27 out. 2017.

FREIRE, E. R. et al. Trypanosoma brucei EIF4E2 cap-binding protein binds
a homolog of the histone-mRNA stem-loop-binding protein. Current
genetics, v. 64, n. 4, p. 821-839, 1 ago. 2018.

FURUICHI, Y.; LAFIANDRA, A.; SHATKIN, A. J. 5-Terminal structure and mRNA
stability. Nature 1977 266:5599, v. 266, n. 5599, p. 235-239, 1 mar. 1977.

GINGRAS, A. C.; RAUGHT, B.; SONENBERG, N. elF4 Initiation Factors:
Effectors of mMRNA Recruitment to Ribosomes and Regulators of
Translation. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.68.1.913, v. 68, p. 913—
963, 1999.

GOODFELLOW, I. G.; ROBERTS, L. O. Molecules in Focus Eukaryotic
initiation factor 4E. The international journal of biochemistry & cell biology, v. 40,
n. 12, p. 2675, 2008.

GRAY, N. K.; WICKENS, M. CONTROL OF TRANSLATION INITIATION IN
ANIMALS. https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.14.1.399, v. 14, p. 399-458,
1998.

GRIFO, J. A. et al. New initiation factor activity required for globin mRNA
translation. Journal of Biological Chemistry, v. 258, n. 9, p. 5804-5810, 10 maio
1983.

H, I.; N, S. Human eukaryotic translation initiation factor 4G (elF4G)
possesses two separate and independent binding sites for elF4A. Molecular
and cellular biology, v. 17, n. 12, p. 6940-6947, 1 dez. 1997.

HELLIWELL, J. R. Macromolecular Crystallography with Synchrotron
Radiation. Macromolecular Crystallography with Synchrotron Radiation, 21 maio
1992.

HEO, L.; PARK, H.; SEOK, C. GalaxyRefine: Protein structure refinement
driven by side-chain repacking. Nucleic acids research, v. 41, n. Web Server
issue, 2013.

HERSHEY, J. W. B.; SONENBERG, N.; MATHEWS, M. B. Principles of
Translational Control: An Overview. Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology, v. 4, n. 12, p. a011528-a011528, 1 dez. 2012.



53

HRONOVA, V.; VALASEK, L. S. An emergency brake for protein synthesis.
elLife, v. 6, 25 abr. 2017.

JACKSON, R. J.; HELLEN, C. U. T.; PESTOVA, T. V. The mechanism of
eukaryotic translation initiation and principles of its regulation. Nature
reviews. Molecular cell biology, v. 11, n. 2, p. 113-127, fev. 2010a.

JURRUS, E. et al. Improvements to the APBS biomolecular solvation
software suite. Protein science: a publication of the Protein Society, v. 27, n. 1,
p. 112-128, 1 jan. 2018.

KABSCH, W. XDS. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. urn:issn:0907-4449, v. 66,
n. 2, p. 125-132, 22 jan. 2010

LAMB, A. L.; KAPPOCK, T. J.; SILVAGGI, N. R. You are lost without a map:
Navigating the sea of protein structures. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)
- Proteins and Proteomics, v. 1854, n. 4, p. 258-268, 1 abr. 2015.

LAMPHEAR, B. J. et al. Mapping of functional domains in eukaryotic protein
synthesis initiation factor 4G (elF4G) with picornaviral proteases.
Implications for cap-dependent and cap-independent translational
initiation. The Journal of biological chemistry, v. 270, n. 37, p. 21975-21983,
1995.

LIANG, X. H. et al. trans and cis splicing in trypanosomatids: Mechanism,
factors, and regulation. Eukaryotic Cell, v. 2, n. 5, p. 830-840, out. 2003.

LIEBSCHNER, D. et al. Macromolecular structure determination using X-
rays, neutrons and electrons: recent developments in Phenix. Acta
crystallographica. Section D, Structural biology, v. 75, n. Pt 10, p. 861-877, 1 out.
20109.

MARCOTRIGIANO, J. et al. Cocrystal structure of the messenger RNA 5’ cap-
binding protein (elF4E) bound to 7-methyl-GDP. Cell, v. 89, n. 6, p. 951-961,
13 jun. 1997.

MARINTCHEV, A. et al. Topology and regulation of the human elF4A/4G/4H
helicase complex in translation initiation. Cell, v. 136, n. 3, p. 447-460, 6 fev.
20009.

MARINTCHEV, A.; WAGNER, G. Translation initiation: structures,
mechanisms and evolution. Quarterly Reviews of Biophysics, v. 37, n. 3—-4, p.
197-284, nov. 2004.

MATSUQ, H. et al. Structure of translation factor elF4E bound to m7GDP and
interaction with 4E-binding protein. Nature structural biology, v. 4,n. 9, p. 717—
724, 1997.

MCPHERSON, A.; GAVIRA, J. A. Introduction to protein crystallization.
urn:issn:2053-230X, v. 70, n. 1, p. 2-20, 24 dez. 2014.



54

MELEPPATTU, S. et al. Structural basis for LeishlF4E-1 modulation by an
interacting protein in the human parasite Leishmania major. Nucleic Acids
Research, v. 46, n. 7, p. 3791, 4 abr. 2018.

MERRICK, W. C. elF4F: A retrospective. Journal of Biological Chemistry, v. 290,
n. 40, p. 24091-24099, 2 out. 2015.

MICHAELI, S. Trans-splicing in trypanosomes: machinery and its impact on
the parasite transcriptome. Future microbiology, v. 6, n. 4, p. 459-474, abr.
2011.

MUTHUKRISHNAN, S. et al. 5'-Terminal 7-methylguanosine in eukaryotic
MRNA is required for translation. Nature 1975 255:5503, v. 255, n. 5503, p.
33-37, 1975.

NIEDZWIECKA, A. et al. Biophysical studies of elF4E cap-binding protein:
recognition of mRNA 5’ cap structure and synthetic fragments of elF4G and
4E-BP1 proteins. Journal of molecular biology, v. 319, n. 3, p. 615-635, 2002.

PARKER, M. W. Protein Structure from X-Ray Diffraction. Journal of Biological
Physics, v. 29, n. 4, p. 341-362, 2003.

PEREIRA, M. M. C. et al. The elF4E subunits of two distinct trypanosomatid
elF4AF complexes are subjected to differential post-translational
modifications associated to distinct growth phases in culture. Molecular and
biochemical parasitology, v. 190, n. 2, p. 82-86, 2013.

PETTERSEN, E. F. et al. UCSF Chimera--a visualization system for
exploratory research and analysis. Journal of computational chemistry, v. 25,
n. 13, p. 1605-1612, out. 2004.

REOLON, L. W. et al. Crystal structure of the Trypanosoma cruzi EIF4E5
translation factor homologue in complex with mRNA cap-4. Nucleic Acids
Research, v. 47, n. 11, p. 5973-5987, 20 jun. 2019.

ROGERS, G. W.; KOMAR, A. A.; MERRICK, W. C. elF4A: The godfather of the
DEAD box helicases. Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology,
v. 72, p. 307-331, 1 jan. 2002.

ROTTMAN, F.; SHATKIN, A. J.; PERRY, R. P. Sequences containing
methylated nucleotides at the 5’ termini of messenger RNAs: Possible
implications for processing. Cell, v. 3, n. 3, p. 197-199, 1974a.

SHATKIN, A. J. Capping of eucaryotic mRNAs. Cell, v. 9, n. 4, p. 645-653, 1
dez. 1976.

SHIMOTOHNO, K. et al. Importance of 5’-terminal blocking structure to
stabilize mRNA in eukaryotic protein synthesis. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 74, n. 7, p. 2734-2738, 1 jul. 1977.

SMYTH, M. S.; MARTIN, J. H. J. x Ray crystallography. Molecular Pathology,
v. 53, n. 1, p. 8, 2000.



55

SONENBERG, N.; GINGRAS, A. C. The mRNA 5’ cap-binding protein elF4E
and control of cell growth. Current Opinion in Cell Biology, v. 10, n. 2, p. 268—
275, 1 abr. 1998.

TOMOO, K. et al. Crystal structures of 7-methylguanosine 5’-triphosphate
(m(7)GTP)- and P(1)-7-methylguanosine-P(3)-adenosine-5’,5’-triphosphate
(m(7)GpppA)-bound human full-length eukaryotic initiation factor 4E:
biological importance of the C-terminal flexible region. The Biochemical
journal, v. 362, n. Pt 3, p. 539-544, 15 mar. 2002.

TUPPERWAR, N.; SHRIVASTAVA, R.; SHAPIRA, M. LeishlF4E1 Deletion
Affects the Promastigote Proteome, Morphology, and Infectivity. mSphere,
V. 4,n. 6, 18 dez. 2019b.

TUPPERWAR, N. et al. Characterization of an Atypical elF4E Ortholog in
Leishmania, LeishIF4E-6. International journal of molecular sciences, v. 22, n.
23, 1 dez. 2021.

VIRGILI, G. et al. Structural Analysis of the DAP5 MIF4G Domain and Its
Interaction with elF4A. Structure, v. 21, n. 4, p. 517-527, abr. 2013.

VON DER HAAR, T. et al. The mRNA cap-binding protein elF4E in post-
transcriptional gene expression. Nature Structural & Molecular Biology 2004
11:6, v. 11, n. 6, p. 503-511, 25 maio 2004.

WASEDA, Y., MATSUBARA, E.; SHINODA, K. X-Ray Diffraction
Crystallography. X-Ray Diffraction Crystallography, 2011.

WELLS, S. E. et al. Circularization of mMRNA by eukaryotic translation
initiation factors. Molecular cell, v. 2, n. 1, p. 135-140, 1998.

YOFFE, Y. et al. Cap-binding activity of an elF4E homolog from Leishmania.
RNA, v. 10, n. 11, p. 1764-1775, 1 nov. 2004.

YOFFE, Y. et al. Binding specificities and potential roles of isoforms of
eukaryotic initiation factor 4E in Leishmania. Eukaryotic cell, v. 5, n. 12, p.
1969-1979, dez. 2006.

YOFFE, Y. et al. Evolutionary changes in the Leishmania elF4F complex involve
variations in the elF4E-elF4G interactions. Nucleic Acids Research, v. 37, n. 10,
p. 3243-3253, 1 jun. 2009.

ZINOVIEV, A. et al. A novel 4E-interacting protein in Leishmania is involved
in stage-specific translation pathways. Nucleic acids research, v. 39, n. 19,
p. 8404-8415, out. 2011.

ZINOVIEV, A.; SHAPIRA, M. Evolutionary conservation and diversification of
the translation initiation apparatus in trypanosomatids. Comparative and
functional genomics, v. 2012.



	edd4b9ebaa57ad03e4f7dfd9788e59ab271e718ede733f69deb62080e0871086.pdf
	ef718f0fb5a9f97c3531a4976407878de8226d5903ac21333dd47db89139028a.pdf
	edd4b9ebaa57ad03e4f7dfd9788e59ab271e718ede733f69deb62080e0871086.pdf

