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RESUMO 
 

 
 

Protozoários da classe kinetoplastida despertam interesse da ciência pela sua 

importância como agentes etiológicos de doenças como a tripanosomíase 

humana africana, doença de Chagas e leishmanioses. Além disso, também são 

estudados pela sua história evolutiva e por suas características celulares e 

moleculares únicas, desde a organização de seu material genético até a 

regulação de vias importantes para manutenção de seu metabolismo. Este 

trabalho tem como foco a iniciação da tradução, orquestrada por doze fatores 

cujo papel é realizar a montagem do ribossomo 80S competente para a 

elongação. Esta etapa da tradução é altamente regulada, consistindo no ponto 

mais importante de controle do metabolismo de proteínas. Devido às suas 

peculiaridades em tripanossomatídeos comparados a outros organismos 

eucariotos, a elucidação e caracterização estrutural e funcional das proteínas 

envolvidas na iniciação da tradução se torna relevante, entre as quais aquelas 

que formam o complexo eIF4F (eIF4E, eIF4G, eIF4A), que possui papel 

relevante neste processo. Os tripanossomatídeos possuem seis homólogos dos 

fatores eIF4Es, a proteína ligadora da estrutura cap presente na extremidade 5’ 

do RNA mensageiro. A presença destes seis homólogos constitui mais uma 

característica importante destes organismos. Por conta disso, o laboratório de 

Biologia Estrutural e Engenharia de Proteínas do Instituto Carlos Chagas 

(FIOCRUZ – PR) têm trabalhado extensivamente para desvendar e 

compreender o papel destes fatores na iniciação da tradução. O objetivo é 

elucidar os mecanismos que podem diferenciar estas proteínas, além de seus 

papéis na regulação da tradução e mecanismos bioquímicos envolvidos na 

interação com os parceiros dos complexos de iniciação. Sabendo disso, o 

objetivo deste projeto foi refinar a estrutura cristalográfica do fator de iniciação 

da tradução eIF4E5 de Trypanosoma brucei (TbEIF4E5), co-cristalizado com o 

análogo cap-4 do mRNA, e analisado por difração de raios X. Além disso, 

realizamos a comparação estrutural de TbEIF4E5 com as proteínas homólogas 

de T. cruzi e L. major, além de eIF4E de humanos. 

Palavras chaves:   Fatores   de   Iniciação   da   Tradução,   eIF4E,   cap-4, 

Trypanosoma brucei, estrutura cristalográfica eIF4E5. 



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 (TbEIF4E5), 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 eIF4E from humans. 

 
Keywords: Translation Initiation Factors, eIF4E, cap-4, Trypanosoma brucei, 

crystallographic structure eIF4E5 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
A regulação gênica pós-transcricional é constituída de três pontos principais: 

processamento, tradução e degradação do mRNA. No processamento do mRNA 

são realizadas modificações para remoção de íntrons, adição da cauda poli-A na 

extremidade 3’ e da estrutura cap na extremidade 5’, para formar o mRNA 

maduro. Já a degradação de mRNA é sinalizada a partir da ligação de pequenos 

RNAs como miRNAs e siRNA. Por fim, o processo de tradução, que comumente 

é dividido em quatro etapas distintas - iniciação, elongação, finalização e 

reciclagem -, sendo a primeira a mais extensivamente regulada, envolvendo 

doze fatores de iniciação (eIFs). Dentre estes fatores está o eIF4E, proteína 

ligadora do cap do mRNA, que compõe o complexo de iniciação da tradução 

eIF4F, cujo papel é auxiliar na montagem do ribossomo 80S competente para a 

elongação. A formação do complexo eIF4F constitui-se um dos pontos relevantes 

de controle da tradução e é um dos objetivos globais de estudo do projeto. Isso 

se deve à presença de seis homólogos EIF4E(1-6) em tripanosomatídeos, 

característica distinta da grande maioria dos organismos eucariotos. 

O papel na regulação da iniciação da tradução de cada um destes homólogos 

ainda é pouco conhecido. Embora haja na literatura dados que visam 

caracterizar estas proteínas in vivo e in vitro, informações precisas sobre suas 

funções específicas ainda são escassas. Além disso, a caracterização estrutural 

destes fatores, principalmente ligados ao análogo do cap-4 presente em 

tripanosomatídeos, contribui para o entendimento dos mecanismos envolvidos e 

especificidades no reconhecimento do mRNA durante a iniciação da tradução. 

Diferenças estruturais nestes fatores podem levar a diferentes mecanismos e 

especificidades de reconhecimento do mRNA e de proteínas parceiras na 

formação dos complexos de iniciação e, portanto, a diferentes mecanismos de 

regulação nestes protozoários. 

Sabendo disso, se torna essencial a resolução destas estruturas por técnicas 

como cristalografia de proteínas e criomicroscopia eletrônica, a fim de gerar 

dados relevantes que possam ser usados para inferir informações sobre sua 

função biológica e mecanismos moleculares. E, com isso, elucidar o processo 

da regulação da iniciação da tradução em tripanosomatídeos. 
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1.1 OBJETIVOS 

 
 

1.1.1 Objetivo geral 

 
 

Determinar a estrutura cristalográfica do fator de iniciação da tradução 

eIF4E5 de Trypanosoma brucei (TbEIF4E5), e realizar sua comparação com as 

estruturas experimentais já resolvidas dos fatores eIF4E de Homo sapiens, 

eIF4E5 de Trypanosoma cruzi e eIF4E5 de Leishmania major. 

 
1.1.2 Objetivos específicos 

 
 

i) Realizar o refinamento da estrutura de eIF4E5 de Trypanosoma brucei 

a partir de dados de difração de raio X da proteína cristalizada, previamente 

coletados. 

ii) Comparar globalmente a estrutura refinada com as homólogas de 

Homo sapiens e de dois tripanosomatídeos, T. cruzi e L. major. 

iii) Comparar o sítio de interação de eIF4E5 com o cap-4 do mRNA, de 

TbEIF4E5 com as homólogas de H. sapiens e de T. cruzi e L. major. 

iv) Comparar a superfície eletrostática de TbEIF4E5 com as homólogas de H. sapiens, 

T. cruzi e L. major, na região de interação com o cap-4. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 TRADUÇÃO DE PROTEÍNAS EM EUCARIOTOS 

 
 

O processo de tradução consiste na síntese de proteínas por meio da 

leitura do mRNA transcrito. É subdividido em quatro etapas: iniciação, 

elongação, finalização e reciclagem, respectivamente. O objetivo da iniciação é 

a montagem das subunidades maior (60S) e menor (40S) para formar o 

ribossomo competente para a elongação (80S) (JACKSON RJ; HELLEN CUT; 

PESTOVA TV, 2010). Mediante o reconhecimento do códon de iniciação (AUG) 

do mRNA, presente no iniciador aminoacil-tRNA, começa o alongamento da 

sequência peptídica mediada pela atividade dos fatores eIF1A, eIF2, eIF3, eIF5A 

(revisões em MARINTCHEV et al., 2004; GOODFELLOW, I. G.; 
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ROBERTS, L. O, 2008; MARINTCHEV et al., 2009; DEVER TE; DINMAN JD; 

GREEN R, 2018; HERSHEY, J. W. B.; SONENBERG, N.; MATHEWS, M. B, 

2012). Após esta etapa há a finalização, em que ocorre o reconhecimento dos 

códons de parada (UAA, UAG e UGA) no sítio A do ribossomo, orquestrada pelos 

fatores eRF1 e eRF3 que promovem a liberação de proteínas recém- 

sintetizadas. Por fim, ocorre a reciclagem do ribossomo, com a dissociação deste 

do mRNA, seguido pelas duas subunidades da organela que são desmontadas 

para que sejam utilizadas por pelo menos mais oitenta novos ciclos de tradução 

(HELLEN CUT, 2018; YOUNG DJ; GUYDOSH NR, 2022). 

 
2.1.1 INICIAÇÃO DA TRADUÇÃO 

 
 

A iniciação da tradução (Figura 1) é caracterizada como a etapa de maior 

regulação dentre as quatro fases da síntese de proteínas. Isso se deve à 

presença de doze fatores (eIF4s) responsáveis por coordenarem a montagem 

do ribossomo 80S (AITKEN CE; LORSCH JR, 2012). 

O processo inicia com a formação do complexo ternário (TC, do inglês 

ternary complex), composto pelo fator eIF2, GTP e met-tRNA. Seu papel é 

garantir que o iniciador met-tRNA seja entregue ao sítio P do ribossomo para que 

ocorra adequadamente o reconhecimento do códon de iniciação (HRONOVÁ V; 

VALÁŠEK LS, 2017). Este é então recrutado pela subunidade menor do 

ribossomo (40S), que em complexo com os fatores eIF3, eIF1, eIF1A e eIF5, 

forma o complexo de pré-iniciação (PIC, do inglês pre-initiation complex) da 

tradução (43S), numa região próxima ao cap do mRNA. Estes fatores possuem 

papéis distintos nesta etapa de regulação. eIF3 forma uma ponte de conexão 

entre componentes que se ligam a entrada e saída do mRNA na subunidade 40S 

do ribossomo, para coordenar a montagem do PIC. Os fatores eIF1 e eIF1A 

ligam-se cooperativamente na subunidade menor do ribossomo em sua 

conformação aberta para estabilizar o PIC. Já eIF5, proteína ativadora de 

GTPase (GAP, do inglês GTPase-activating protein), hidrolisa a molécula de GTP 

presente no complexo ternário (TC) a GDP, propiciando a dissociação de fatores 

de iniciação para que a subunidade maior 60S do ribossomo seja acoplada. 

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

seja, o mRNA transcrito maduro, associado com os fatores eIF4G, eIF4B, eIF4A 
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e eIF4E (se liga ao cap do mRNA), formam a estrutura capaz de iniciar o 

escaneamento do mRNA. O fator eIF4B é uma proteína ligadora de mRNA que 

possui o domínio RRM (motivo de reconhecimento de RNA). Ela interage com 

mRNA para facilitar a ligação do ribossomo nesta molécula, atuando como um 

facilitador da formação do PIC 43S. 

Então, após o reconhecimento do códon AUG pela estrutura formada 

mencionada, há a liberação de eIF1 e a subunidade 60S do ribossomo é 

recrutada para formar o ribossomo 80S, competente para a elongação. 

Posteriormente, há a hidrólise do GTP pelo fator eIF5B que promove um rearranjo 

conformacional na estrutura montada do ribossomo, juntamente com a 

dissociação de eIF4A, o que torna o ribossomo 80S preparado para o ciclo de 

alogamento da cadeia peptídica (revisões em GRAY NK; WICKENS M, 1998; 

GINGRAS AC; RAUGHT B; SONENBERG N, 1999; JACKSON RJ; HELLEN CU; 

PESTOVA TV, 2010; AITKEN CE; LORSCH JR, 2012). 



18 
 

 
 

 
 

Figura 1 - Representação esquemática do mecanismo de iniciação da 

tradução em eucariotos (retirado de AITKEN et al., 2012). (1) A iniciação 

começa pela formação do complexo ternário contendo eIF2-GTP e o tRNA 

iniciador. (2) O complexo é associa-se à subunidade 40S com a participação dos 

fatores eIFs 1, 1A, 3 et 5 para formar o PIC (pre-initiation complex). (3a) Em 

paralelo o mRNA é ligado aos fatores eIF4E e PABP (poly-A binding protein) 

formando um mRNP ativado. Uma vez ligado à extremidade 5’ do mRNA, o 

complexo PIC realiza a varredura até a localização do códon de iniciação (AUG) 

(4). (5) O reconhecimento do códon de iniciação desencadeia a liberação de eIF1 

e a conversão de eIF2 ao seu estado ligado à GDP, cessando o processo de 

varredura. (6) eIF2-GDP e eIF5 se dissociam e a subunidade 60 associa-se para 

formar o complexo de iniciação 80S. Os diferentes componentes dos complexos 

são identificados no retângulo à direita. 
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2.1.2 COMPLEXO EIF4F 

 
 

O complexo eIF4F é formado durante a fase de iniciação e participa da 

montagem do PIC 43S. Isso ocorre durante a formação da estrutura apta para o 

escaneamento do mRNA, em que estão presentes as estruturas do mRNP 

ativado, junto dos fatores eIF4B, eIF4A, eIF4G e eIF4E, mas ainda sem a 

subunidade maior do ribossomo (revisões em GRAY NK; WICKENS M, 1998; 

GINGRAS AC; RAUGHT B; SONENBERG N, 1999; JACKSON RJ; HELLEN CU; 

PESTOVA TV, 2010; AITKEN CE; LORSCH JR, 2012). Estes três últimos fatores 

são os que compõe o complexo (MERRICK WC, 2015), descoberto em 

reticulócitos de coelho, em um experimento que visou compreender como as 

células estudadas iriam maximizar a síntese proteica na ausência do fator eIF4B 

(GRIFO JA et al., 1983). 

O fator eIF4A é uma proteína helicase dependente de ATP. Ela contém o 

motivo DEAD box (sequência de resíduos Asp-Glu-Ala-Asp), envolvido na 

catálise do desenovelamento de mRNA dependente de ATP (ANDREOU AZ; 

KLOSTERMEIER D, 2013), além do motivo de reconhecimento de RNA (RRM, 

do inglês RNA recognition motif). Sendo assim, a função principal deste fator da 

tradução é desenovelar as estruturas secundárias do mRNA na região 5’ não 

traduzidas (5’-UTR), de maneira que o PIC realize o escaneamento do mRNA 

para que o códon de início seja encontrado (ROGERS GW Jr; KOMAR AA; 

MERRICK WC, 2002). 

eIF4G atua como uma plataforma de ancoragem para fatores eIFs. A 

região de ligação ao fator eIF4E foi mapeada no N terminal da proteína 

(LAMPHEAR BJ et al., 1995), enquanto o domínio conservado MIF4G (do inglês 

middle domain of eukaryotic initiation factor 4G) está envolvido na interação com 

a helicase eIF4A (VIRGILI G et a., 2013). Além deste, na região C terminal existe 

um sítio adicional de ligação de eIF4A (IMATAKA H, SONENBERG N, 1997) e 

de ligação do fator eIF3 (LAMPHEAR BJ et al., 1995). 

Por fim, o fator eIF4E, que se liga ao cap do mRNA. Esta proteína está 

envolvida com a regulação da iniciação da tradução e com o controle de 

crescimento celular (SONENBERG N; GINGRAS AC, 1998). Durante a fase da 

iniciação realiza interação com o fator eIF4G, além de sofrer mudanças 

conformacionais no bolsão de interação com o cap, que permitem a estabilização 
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do complexo eIF4F ativo para a tradução. Outro parceiro de interação é o fator 

4E-BP, abundantes em condições de crescimento, cujo estado majoritário é 

hiperfosforilado. No entanto, quando as células não estão crescendo ativamente 

e, portanto, com menor necessidade de síntese proteica, os fatores 4E-BP são 

desfosforilados, o que permite sua ligação ao 4E. Sendo assim, a associação 

destes fatores produz complexos de tradução inativos (revisão em VON DER 

HAAR T et al., 2004). 

 
2.1.3 PECULIARIDADES DA INICIAÇÃO DA TRADUÇÃO EM 

TRIPANOSOMATÍDEOS 

 
Tripanossomatídeos possuem características únicas na regulação de 

expressão gênica, grande parte realizada através de mecanismos pós- 

transcricionais (revisões em CLAYTON, 2002; CLAYTON; SHAPIRA, 2007; 

CLAYTON, 2019). 

 
2.1.3.1 CAP DO mRNA 

 
 

O cap é uma estrutura composta de nucleotídeos modificados 

m(7)Gppp(n)-ligado (ROTTMAN F, SHATKIN AJ, PERRY RP, 1974) que 

desempenha um papel crucial na estabilização do mRNA junto ao ribossomo 

(SHIMOTOHNO K et al., 1977) como também impede a degradação do mRNA 

nascente (FURUICHI YASUHIRO, 1977) durante a etapa de transcrição do DNA 

realizada pela Polimerase II. Essa modificação na extremidade 5’ do transcrito 

primário, juntamente com a remoção dos íntrons da sequência - que para os 

tripanosomatídeos ocorre pelo processo de trans-splicing (LIANG XUE-HAI et 

al., 2003; MICHAELI S, 2011) - e a adição da cauda poli A na extremidade 3’, 

são necessários 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 

tradução de proteínas (MUTHUKRISHNAN S et al., 1975), sendo dependente da 

metilação que ocorre na posição sete da guanosina (BOTH GW; BANERJEE AK; 

SHATKIN AJ, 1975; NIEDZWIECKA A et al., 2002). Os tripanosomatídeos 

possuem um análogo do cap distinto da grande maioria dos eucariotos, o 

chamado cap-4, ao invés do clássico m7GTP (BOTH GW et al., 1975; SHATKIN 

AJ, 1976). Este possui estrutura bastante particular pois além do m7GTP na 
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extremidade 5’, comum aos eucariotos, o cap-4 de tripanossomatídeos possui 

uma sequência de nucleotídeos AACU hipermodificada, com metilações 2’-O nas 

riboses dos quatro nucleotídeos e metilações nas bases dos nucleotídeos 1 e 4 

(Figura 2) (BANGS JD et al., 1992). 

 
 
 

 
Figura 2: Representação esquemática da estrutura cap-4 presente em 

tripanosomatídeos (retirado de ZINOVIEV A et al., 2012). 

 
2.1.3.2 FATORES DE INICIAÇÃO DA TRADUÇÃO EIF4Es e EIF4Gs 

 
 

Diferente da grande maioria dos eucariotos, os tripanosomatídeos 

possuem seis genes conhecidos que codificam para seis distintos fatores 

eIF4Es, inclusive em Trypanosoma brucei (BERRIMAN M et al., 2005). 

O primeiro fator descrito foi eIF4E1 de Leishmania major (YOFFE Y et al., 

2004), também identificado junto de mais três fatores homólogos de L. major, e 

conservados nos demais tripanosomatídeos (DHALIA R et a., 2005). Após estes, 

o quinto (FREIRE ER et al., 2014a) e sexto fator identificado também foram 

descritos (FREIRE ER et al., 2014b). Estes seis fatores homólogos têm sido 

separados em categorias distintas. eIF4E1 e eIF4E2 constituem o primeiro 
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grupo, já eIF4E3 e eIF4E4 o segundo grupo e eIF4E5 e eIF4E6 o terceiro e último 

grupo. As similaridades apresentadas por estes grupos de fatores de iniciação 

residem nas características estruturais das proteínas devido a sequência de 

aminoácidos e composição de N e C terminais das proteínas, mas também 

características funcionais (FREIRE ER et a., 2011). 

Além disso, hoje também já são conhecidos cinco homólogos distintos 

para os fatores eIF4Gs, que ao se complexarem com os diferentes homólogos 

de 4Es formam diferentes complexos, tanto estruturalmente quanto 

funcionalmente. Estes já foram descritos para os tripanosomatídeos T. brucei 

(FREIRE ER et al., 2014a; FREIRE ER et al., 2014b) e L. major (DHALIA R et a., 

2005; YOFFE Y et al., 2006; YOFFE Y et al., 2009; DE MELO NETO OP et al.; 

2015 SHRIVASTAVA R et al., 2021). 

 
 

2.1.3.3 CARACTERIZAÇÃO DOS FATORES EIF4Es 

 
 

A primeira caracterização dos fatores 4Es de tripanosomatídeos foi 

realizada para LmEIF4E1, LmEIF4E2 e LmEIF4E3 na fase de vida promastigota 

do parasita. Buscou-se determinar como se dava a interação 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 improvável que estes fatores sozinhos conseguissem regular a 

iniciação da tradução na fase de vida do parasita no qual os estudos foram 

realizados. Em paralelo, a modelagem molecular de LmEIF4E1 evidenciou 

características estruturais mantidas nesta proteína que realmente permitiriam 

sua ligação ao cap (DHALIA R et al., 2005). E, quando foi gerado mutantes pelo 

sistema CRISPR-Cas9, verificou-se alterações na morfologia em Leishmania. As 

células não 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 macrófagos cultivados (TUPPERWAR N; SHRIVASTAVA 

R; SHAPIRA M, 2019). 

Posteriormente, foram modelados o fator LmEIF4E1 e LmEIF4E(2-4) que 

também mostraram a conservação do sítio de interação das proteínas com o 

cap. Além disso, ensaios de interação com colunas de 7-metil-GTP-Sepharose 
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mostraram que das quatro homólogas estudadas apenas LmEIF4E2 não 

interagiu com a resina. Ensaios quantitativos foram feitos utilizando a técnica de 

fluorometria que mostraram que a afinidade pelo análogo 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 (DHALIA R et al., 2005), mas em concordância com dados obtidos 

quanto a ligação deste fator a proteína histona de mRNA (SLBP, do inglês stem- 

loop-binding protein). Este foi determinado por ensaios de pull down, cujo 

resultado indica uma possível função distinta da participação na regulação da 

iniciação da tradução pois o papel de eIF4E2 pode residir na seleção diferencial 

de mRNAs que possuem estruturas SLBP (FREIRE ER et al., 2018). Outro 

estudo verificou que células knock-out para eIF4E2 se multiplicaram lentamente, 

além de serem estabilizadas pela proteína PUF9 (TUPPERWAR N et al., 2021), 

envolvida na estabilização 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 ligação no análogo do cap 

m7GTP em contraste com o análogo do cap-4, indicando, inicialmente, que 

possivelmente este homólogo não participaria da iniciação da tradução em 

tripanosomatídeos (YOFFE Y et al., 2006). Acrescenta-se a este dado, a 

identificação de interação entre este mesmo fator eIF4E3, mas de brucei, com 

eIF4G3 e eIF4G4, indicando um possível papel diferente desta homóloga na 

tradução (FREIRE ER et al., 2011). 

Para eIF4E4 constatou-se dependência da fase de vida promastigota de 

major, para efetiva formação do complexo eIF4F, já que em amastigotas não há 

ligação da proteína ao cap (ZINOVIEV A et al., 2011). Outro dado relevante é 

quanto a importância deste homólogo em fases de crescimento de brucei, que se 

dá pela fosforilação de resíduos da região N- terminal, bem como para eIF4E3 

(PEREIRA MM et al., 2013). Posteriormente, os eventos de fosforilação foram 

melhor caracterizados, que ocorrem, inclusive, com melhor eficiência na presença 

da proteína de ligação a cauda poli(A) (PABP, do inglês poly(A)-binding protein), 

que interage em três domínios distintos da região N-terminal (DE MELO NETO 

OP et al., 2015). Esta proteína possui papel importante na promoção da 

circularização do mRNA durante a fase de tradução junto de fatores que compõe 

com o complexo eIF4F (WELLS SE et al, 1998). 
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Ainda, quanto a dependência da atividade de alguns fatores pelo estágio 

de vida do tripanosomatídeo, foi mostrado que eIF4E1 de Leishmania major não 

interage, tanto na fase promastigota e amastigota, com as homólogas eIF4Gs, 

excluindo um possível envolvimento deste fator na iniciação da tradução 

dependente do cap (ZINOVIEV A et al., 2011). 

Foram encontrados complexos eIF4E5-eIF4G1 e também determinada a 

constante de dissociação pelo método de fluorimetria de eIF4E5 com o análogo 

do cap-4 (Kas = 0,55 ± 0,01 μM−1), curiosamente menor do que a constante de 

associação com o análogo do cap m7GTP (Kas = 0,12 ± 0,01 μM−1) (FREIRE ER 

et a., 2014a). Também, foi determinado por ensaios de fluorimetria que TbeIF4E6 

se liga ao análogo cap-4. Os valores das constantes de associação calculados 

relevaram baixa afinidade da proteína pelo análogo do cap m7GpppA mas esta foi 

maior para os análogos de m7GTP (Kas 0,16 ± 0,1 μM−1) e cap-4 (Kas 0,16 ± 0,2 

μM−1). Adicionalmente, foi verificado que esta homóloga possui papel na motilidade 

do parasita (FREIRE ER et al., 2014b). Em Leishmania foi identificado que o fator 

eIF4E6 é importante para a morfologia do parasita na fase promastigota. A 

interação deste fator com a homóloga eIF4G5, foi determinada por ensaios de 

pull down (TUPPERWAR N et al., 2021). Também, foi determinado em T. brucei 

sua importância para o crescimento do parasita na fase sanguínea tripomastigota, 

bem como para tradução de proteínas (FALK F et al., 2022). 

 
2.2 ESTRUTURA DOS FATORES DE INICIAÇÃO DA TRADUÇÃO EIF4Es 

 
 

Os fatores eIF4E's possuem seu core principal bem descrito, com a 

conservação de sete a oito estruturas secundárias beta antiparalelas e três a 

quatro alfa hélices. Além disso, sua estrutura é comparada à uma ferradura, 

devido à presença da face côncava, em que ocorre o reconhecimento do cap do 

mRNA (Figura 3). Esta foi revelada pela primeira estrutura do fator determinada, 

cuja região de interação com o cap possui característica hidrofílica e com 

superfície eletrostática carregada positivamente (MARCOTRIGIANO, J. et al, 

1997). 

Existem resíduos importantes e conservados nas proteínas da família 

eIF4E’s que participam da interação com o cap. Dois resíduos aromáticos (W56 
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e W102 em eIF4E de humanos) fazem interações do tipo π-π stacking, com o 

anel m7G do cap, em uma interação chamada de “sanduíche”. Um resíduo de 

ácido glutâmico (E103 de humanos) estritamente conservado nos fatores de 

iniciação 4E’s estabiliza esta ligação através de duas pontes salinas através de 

sua cadeia lateral. Na região dos trifosfatos do cap há uma interação atípica 5’- 

5’ entre o m7guanosina e o próximo nucleosídeo. Devido à carga negativa dos 

fosfatos há a presença majoritária de resíduos básicos que realizam interações 

do tipo ponte salinas. Por fim, na região das bases nitrogenadas o tipo de 

interação predominante é a ligação de hidrogênio (MARCOTRIGIANO, J. et al, 

1997; MATSUO, H. et al, 1997; TOMOO, K. et al, 2002). 

 
 

Figura 3: Estrutura global do fator de iniciação eIF4E (rosa) de humanos em 

complexo com um fragmento de eIF4G (ciano) e o m7GTP (Depósito PDB 

5T46) (GRÜNER S et al., 2016). 

 
Já foram determinadas três estruturas de fatores de iniciação eIF4Es de 

tripanosomatídeos. A primeira foi a estrutura do fator eIF4E1 de major em 

complexo com a proteína 4E-IP1, ainda com função desconhecida, mas que 

possui ortólogos em diferentes tripanosomatídeos (MELEPPATTU S et al., 2018). 

Após esta, foi resolvido o fator eIF4E5 de cruzi em complexo com o análogo do 

cap-4 do mRNA, revelando detalhes da interação e mecanismo de ligação com o 

ligante (Figura 4), importante ponto de regulação da iniciação da tradução 

(REOLON LW et al, 2019). A mais recente descoberta foi a estrutura de eIF4E5 

de major (DE LIMA GB et al., 2021). 

Então, a partir da estrutura de T. cruzi foram identificados resíduos 

característicos das proteínas da família 4E’s, como os dois aromáticos que 
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compõe o stacking (Y83 e W33) estabilizado pelo ácido glutâmico (E84). Na 

região dos trifosfatos, com cargas negativas, estão resíduos básicos que 

interagem por pontes salinas. Já na região das bases nitrogenadas, há uma 

grande variedade de resíduos que realizam ligações de hidrogênio. Além disso, 

uma grande rede de interações hidrofóbicas estabiliza o ligante no bolsão de 

interação da proteína (Figura 4) 

 

 
Figura 4: Detalhe da interação de TcEIF4E5 com o cap-4 (retirado de 

REOLON LW et al., 2019) Em azul estão representadas moléculas de água que 

medeiam ligações de hidrogênio). Em tracejado vermelho estão representadas 

interações hidrofóbicas e em tracejado preto estão representadas ligações de 

ponte salina e ligações de hidrogênio. 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

3.1 EXPRESSÃO, PURIFICAÇÃO E CRISTALIZAÇÃO DE EIF4E5 DE T. brucei 

 
 

Os experimentos de expressão, purificação e ensaios de cristalização 

foram realizados pelo pós-doutorando Renato Penteado do Laboratório de 

Biologia Estrutural e Engenharia de Proteínas do Instituto Carlos Chagas 

(FIOCRUZ - PR). Resumidamente, a sequência de nucleotídeos que codifica a 

proteína de interesse foi sintetizada pela empresa Biomatik (Ontario, Canadá) 

com códons otimizados para expressão em Escherichia coli e clonada no vetor 

pET28a. A proteína foi expressa com uma fusão hexa-histidinas em seu N- 
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terminal e purificada em três etapas, primeiro por cromatografia de afinidade, 

seguida de cromatografia de troca iônica e, por fim, cromatografia de exclusão 

por tamanho. Os ensaios de cristalização foram realizados pelo método sitting 

drop a 18 °C utilizando kits comerciais que incluem uma grande variedade de 

condições. As condições mais promissoras foram otimizadas e os melhores 

cristais foram obtidos na condição 0,04 M Imidazol/ 0,06 M MES pH 6,5, 0,06 M 

divalentes (MgCl2/CaCl2), 18% PEG mix (40% PEG 500 MME/ 20% PEG20000). 

 
3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DOS DADOS DE DIFRAÇÃO 

 
 

A difração de raio X em cristais de proteínas é uma técnica importante na 

determinação da estrutura tridimensional destas moléculas. Ela se baseia em 

raios X, emitidos por uma fonte em um comprimento de onda específico, que 

interagem com a nuvem de elétrons presente nos átomos das proteínas 

cristalizadas, o que leva à difração dos raios X em padrões característicos. Estes 

são usados para a determinação da sua estrutura tridimensional (SMYTH MS; 

MARTIN JH, 2000). 

Cristais são estruturas tridimensionais periódicas formadas por arranjos 

ordenados de íons, moléculas ou átomos constituintes (AMEH ES, 2019). As 

propriedades de simetria dos cristais são governadas por leis estabelecidas por 

Christian Weiss (1780-1856), que identificou sete possíveis sistemas de simetria 

cristalina, levando em consideração as quatro operações fundamentais: rotação, 

translação, reflexão e inversão (WASEDA Y; MATSUBARA E; KOZO S, 2011). 

A menor unidade estrutural dos cristais é conhecida como célula unitária. 

Esta é caracterizada por seis parâmetros distintos: três comprimentos de aresta 

representados pelos vetores a, b, c e três ângulos α, β, γ formados entre esses 

vetores, conforme ilustrado na Figura 5 (PARKER M., 2003). Os valores dos 

vetores da célula unitária do cristal obtido para a proteína eIF4E5 de brucei estão 

descritos na Tabela 2. 
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Figura 5: Representação da definição dos parâmetros de uma célula 

unitária. a, b e c correspondem ao tamanho das arestas da célula e os ângulos 

α, β, e ૪ presentes entre elas. Fonte: Parker M., 2003. 

 
A partir da cristalização de uma proteína, várias das mesmas moléculas 

estarão dispostas de maneira padronizada em células unitárias, 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 organização padronizada está diretamente relacionada com a 

resolução obtida dos dados, pois uma menor mosaicidade - pequenas 

imperfeições ou desordens na estrutura cristalina, que podem resultar em ligeiras 

variações nas orientações dos planos cristalinos devido a defeitos estruturais, 

tensões internas ou desalinhamentos nas camadas atômicas - aumenta a 

capacidade de difração de raios X (DURBIN SD; FEHER G, 1996). O limite de 

resolução dos dados de difração, obtidos do cristal de TbEI4E5 conta na Tabela 

2. 

Os cristais são classificados nos sete sistemas cristalinos, uma 

classificação atribuída a René Just Haüy (1743-1822). Pertencentes aos sete 

sistemas cristalinos, existem quatorze células unitárias diferentes descritas por 

Auguste Bravais (1811-1863) e são conhecidas como Redes de Bravais 

(HELLIWELL J, 1992). Cada célula unitária possui características específicas de 

simetria, incluindo o número e a direção 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 características dos 

sistemas cristalinos e as redes de Bravais associadas. 
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Sistema Comprimentos e ângulos axiais Redes de Bravais Símbolo 

da rede 

Cúbico a = b = c, α = β = γ = 90º Simples 

Corpo-centrado 

Face-centrada 

P 

I 

F 

Tetragonal a ≠ b ≠ c, α = β = γ = 90º Simples 

Corpo-centrado 

P 

I 

Ortorrômbico a ≠ b ≠ c, α = β = γ = 90º Simples 

Corpo-centrado 

Base-centrada 

Face-centrada 

P 

I 

C 

F 

Trigonal a = b ≠ c, α = β = 90º, γ = 120º 

a = b = c, α = β = γ ≠ 90º 

(romboédrico) 

Simples R 

Hexagonal a = b ≠ c, α = β = 90º, γ = 120º Simples P 

Monoclínico Três eixos desiguais, um par não 

em ângulos retos 

a ≠ b ≠ c, α = β = 90º, γ ≠ 90º 

Simples 

Base centrada 

P 

C 

Triclínico a ≠ b ≠ c, α ≠ β ≠ γ ≠ 90º Simples P 
 
 

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

classificação na Rede de Bravais e símbolo correspondente. Fonte: 

WASEDA Y; MATSUBARA E; KOZO S, 2011. 

 
A coleta de dados do cristal da proteína de interesse foi realizada na linha 

de luz PROXIMA2A do Síncrotron SOLElL (França) pela Dra. Beatriz Gomes 

Guimarães. A difração de raios X por cristais resulta em um padrão de difração 

decorrente da interferência das ondas eletromagnéticas espalhadas por todos os 

átomos do cristal. A distribuição e intensidade dos pontos de difração depende 

do conteúdo e simetria da célula unitária do cristal. De uma maneira simplificada, 

a coleta de dados consiste na medida do padrão de difração, ou seja, na 

detecção das intensidades dos feixes difratados nas várias direções, quando o 

cristal é exposto aos raios X em diferentes orientações. 
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Os dados de difração foram processados utilizando-se o programa XDS 

(KABSCH W., 2010). O processamento envolve três etapas principais: 

indexação, integração e escalonamento. A indexação consiste em atribuir 

“coordenadas” ou índices h k l aos pontos de difração. Nesta etapa, através de 

uma análise de distâncias entre os pontos de difração podem ser determinados 

os parâmetros de rede e o sistema cristalino ao qual o cristal pertence. A 

integração dos dados consiste na estimativa de intensidade para cada um dos 

pontos de difração ou “reflexões” medidas. A atribuição da intensidade a cada 

ponto de difração h k l envolve a aplicação de fatores de correção aos valores 

medidos pelo detector de fótons utilizado no experimento. Uma vez atribuídas as 

intensidades a todas as reflexões, estas são comparadas, a fim de se detectar 

padrões de simetria. A simetria do cristal é refletida no padrão de difração, dando 

origem a conjuntos de reflexões de “mesma” intensidade, as chamadas reflexões 

equivalentes. Por fim, na etapa de escalonamento são realizadas correções dos 

dados, através da comparação das intensidades de reflexões equivalentes. 

Nesta etapa é também calculado o conjunto de reflexões únicas, que reúne as 

reflexões equivalentes e calcula as médias de intensidades e erros associados. 

Através da análise das reflexões equivalentes e suas relações de simetria é 

determinado o grupo espacial correspondente àquele conjunto de dados. 

 
3.3 DETERMINAÇÃO E REFINAMENTO DA ESTRUTURA 

 
 

O refinamento de estruturas tridimensionais de proteínas refere-se ao 

processo de modificar o modelo através do ajuste do backbone da proteína e 

das cadeias laterais dos resíduos, visando obter modelos que se aproximem do 

estado “nativo” da molécula (HEO L; PARK H; SEOK C, 2013; ADIYAMAN R; 

MCGUFFIN LJ, 2019). A construção e ajuste do modelo são realizados com base 

no mapa de densidade eletrônica, calculado a partir dos fatores de estrutura, que 

por sua vez são obtidos dos dados de difração de raios X do cristal de interesse 

e um conjunto inicial de fases provenientes, por exemplo, do método de 

substituição molecular. 

O fator de estrutura, Fkhl, representa a descrição matemática da somatória 

das ondas difratadas pelo cristal após o fenômeno físico de interferência 

construtiva. A equação do fator de estrutura é descrita como: 
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𝑭(h) = ∑𝑓(ℎ𝑘𝑙)exp (2𝜋𝑖(ℎ𝑥 + 𝑘𝑦 + 𝑙𝑧)) 
 
 
onde ƒ(hkl) é o fator de espalhamento do átomo. h k l são os índices de Miller, 

obtidos para cada ponto do mapa de difração, na etapa de indexação do 

processamento dos dados de difração de raios X. 

 
A função densidade eletrônica é a transformada de Fourier do Fator de Estrutura, 

descrita pela equação: 

 

ρ(r) =
1

𝑉
∑ 𝑭(𝒉)𝑒𝑥𝑝 (𝑖𝛼)exp (−2𝜋𝑖ℎ ∗ 𝒓)

 

onde V corresponde ao volume da célula unitária do cristal analisado. F(h) é o módulo 

de Fkhl. α sua fase estimada. 

 
O mapa de densidade eletrônica é a representação gráfica tridimensional 

da função densidade eletrônica. (LAMB, A. L.; KAPPOCK, T. J.; SILVAGGI, N. 

R, 2015). Esta descreve a distribuição de elétrons presente em cada átomo na 

célula unitária do cristal que contribuem para a intensidade no padrão de 

difração, onde o modelo de interesse será ajustado. 

Sendo assim, inicialmente, foi gerado no Alphafold Collab um modelo do 

fator de iniciação da tradução eIF4E5 de brucei a partir da sequência da proteína 

depositada no banco de dados TriTrypDB (código de identificação 

Tb927.10.5020) Este modelo foi utilizado como modelo inicial para a aplicação do 

método de substituição molecular, que fornece fases iniciais para o cálculo do 

primeiro mapa de densidade eletrônica. Um primeiro ciclo de ajuste do modelo é 

feito utilizando-se o programa COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004). Assim, foram 

realizados ajustes e otimizações para melhorar a sobreposição entre as 

coordenadas atômicas do modelo e o mapa de densidade, respeitando os 

parâmetros estereoquímicos da estrutura. Posteriormente, iniciaram-se os ciclos 

de refinamento no espaço recíproco, utilizando as novas coordenadas atômicas 

presentes no arquivo pdb, juntamente com o arquivo mtz contendo os dados 

experimentais. Esses ciclos de refinamento foram executados nos programas 

BUSTER ou Phenix. Como resultado desse refinamento, as coordenadas 

atômicas 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 proteína eIF4E5 de T. brucei 

apresentasse bons índices de refinamento. 

O critério adotado para decidir se um ciclo de refinamento seria 

continuado foi baseado no valor do "Free R value" (Rfree), que é um indicador 

de validação da estrutura que reflete a concordância dos dados experimentais 

(Fobs) com o modelo (Fcalc) (BRÜNGER, A. T, 1992). É calculado pela diferença 

do F observado, calculado com os dados experimentais obtidos da difração de 

raios X e posteriormente processados, em relação ao F calculado, calculado com 

os parâmetros advindos do modelo. 

Dessa forma, se o valor do Rfree diminuísse em relação 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 contínua 

da qualidade da estrutura, levando em consideração a concordância com os 

dados experimentais e os critérios geométricos dos resíduos da proteína. 

 
3.4 ANÁLISES ESTRUTURAIS 

 
 

A análise estrutural foi realizada através da sobreposição dos modelos 

experimentais das homólogas eIF4E5 dos organismos T. brucei (este trabalho), 

T. cruzi (PDB 6O7Y), L. major (PDB 7KCJ) e eIF4E H. sapiens (PDB 5T46). Uma 

primeira análise global da estrutura buscou detalhar o tamanho das regiões N 

terminais, C terminais e loops de conexão entre elementos de estrutura 

secundária conservados, com fim de comparação entre os fatores de iniciação 

da tradução. Além disso, a análise local da região de interação destas proteínas 

com o cap do mRNA também foi realizada, tanto pela descrição dos resíduos de 

aminoácidos envolvidos, quanto pela superfície eletrostática de cada um dos 

fatores. 
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3.4.1 ANÁLISE ESTRUTURAL INDIVIDUAL 

 
 

A partir do arquivo com as coordenadas atômicas, gerado como output do 

último ciclo de refinamento no programa Phenix (D. LIEBSCHNER, et al., 2019), 

o modelo experimental de TbEIF4E5, em complexo com o análogo cap-4 do 

mRNA foi analisado nos programas Chimera (PETTERSEN et al., 2004), Pymol 

(THE PYMOL MOLECULAR GRAPHICS SYSTEM, SCHRÖDINGER, LLC) e 

Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (ADASME F MELISSA et al., 2021), 

com o objetivo realizar uma análise global da proteína e uma análise local do 

sítio de interação com o ligante. 

Sendo assim, para a análise global foi realizado o detalhamento de quais 

são e quais as extensões das estruturas secundárias fitas beta e alfa hélices 

presentes na proteína através do programa Chimera. A ferramenta utilizada foi a 

de “Sequência”, em que são reconhecidas e coloridas tais estruturas 

secundárias na sequência da proteína alvo, com os respectivos números dos 

resíduos de aminoácidos. 

Para a análise local, foi detalhado como se dá a interação do fator 

TbEIF4E5 com o ligante, determinando quais são os resíduos participantes e 

ligações 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 atômicas do modelo experimental, obtido do 

processo de refinamento, e como output foi gerado um arquivo com as 

coordenadas dos resíduos da proteína participantes da interação com o cap-4, 

bem como tipos de ligações associadas entre estes aminoácidos e o ligante, para 

posterior visualização e interpretação no programa Pymol. 

 
3.4.2 ANÁLISE ESTRUTURAL COMPARATIVA 

 

 
A partir das sobreposições estruturais, buscou-se identificar os resíduos, 

nas diferentes homólogas, que possivelmente estariam envolvidos na ligação 

com o cap-4. Para isso, a estrutura cristalográfica de eIF4E5 de T. cruzi (PDB 

6O7Y), determinada em complexo com o cap-4 (REOLON LW et al., 2019), foi 

utilizada como base comparativa através de alinhamento estrutural com os 
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demais modelos experimentais de interesse. Assim, foram feitas análises globais 

quanto à conservação do core principal da proteína, tamanho do N e C terminal 

e regiões de loop (Tabela 3) e, também, análises locais de resíduos de 

aminoácidos que possivelmente participariam da ligação no sítio de interação 

dos fatores eIF4E com o cap-4 (Tabela 4). Foram consideradas as características 

físico-químicas dos resíduos e posições equivalentes da estrutura utilizada com 

referência. 

 
3.4.3 ANÁLISE DE SUPERFÍCIE ELETROSTÁTICA 

 
 

Com o objetivo de realizar uma análise comparativa da distribuição de 

cargas na região de interação com o cap-4, os modelos tridimensionais foram 

utilizados para os cálculos dos mapas de potencial eletrostático. Para isso, a 

preparação dos destes envolveu a remoção do cap-4 nos quais está presente, 

T. cruzi (PDB: 6O7Y) e T. brucei (dados ainda não publicados). 

Assim, para a geração das superfícies eletrostáticas, os arquivos de 

coordenadas atômicas 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 cálculo posteriores das 

propriedades eletrostáticas, reconstruindo átomos, adicionando hidrogênios, 

atribuindo cargas atômicas e raios de campos de força especificados, gerando 

como output um arquivo de extensão pqr utilizado pelo programa Adaptive 

Poisson-Boltzmann Solver (APBS) (JURRUS E. et al., 2018). Este resolve a 

equação de Poisson-Boltzmann para o cálculo do potencial eletrostático em 

torno da estrutura de interesse. O arquivo de saída gerado é utilizado para colorir 

as superfícies moleculares de acordo com seu “mapa” eletrostático. Tal 

representação é gerada utilizando-se o programa Chimera (PETTERSEN et al., 

2004). Também, considerando que o modelo experimental de Leishmania major 

não possui ligante, e como o objetivo da análise é avaliar a superfície de 

interação com o cap-4, foi realizada a sobreposição da estrutura com o ligante, 

advindo tanto da estrutura resolvida de T. cruzi (PDB 6O7Y) quando da estrutura 

resolvida de T. brucei, utilizando a ferramenta de sobreposição estrutural 

MatchMaker também no programa Chimera. 
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4 APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS 

 
 

4.1 PROCESSAMENTO DOS DADOS E REFINAMENTO 

 
 

As estatísticas dos dados de difração e refinamento da estrutura são 

apresentadas na Tabela 2. O cristal de TbEIF4E5 possui célula unitária 

pertencente ao sistema cristalino trigonal com grupo espacial P3121. Este 

difratou em alta resolução (1.35 Ȧ). Foram obtidos bons valores de Rwork e de 

Rfree no refinamento, mostrando boa fidelidade do modelo. A completeza dos 

dados processados, que é definida pelo número de reflexões cristalográficas 

coletadas em comparação com o número de reflexões teoricamente possíveis 

únicas para a simetria do cristal analisado, foi de 100%. O número médio de 

medições por reflexão individual simetricamente única, chamado de 

multiplicidade, também foi bastante elevado, garantindo boa acurácia na 

estimativa das intensidades, o que é refletido em outro indicador de qualidade 

dos dados, calculada pelo coeficiente de correlação de Pearson CC ½. Valores 

de CC1/2 superiores a 40% na última camada de resolução são considerados 

bastante satisfatórios. 
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Tabela 2. Dados cristalográficos e estatística do refinamento. Os valores entre 

parêntesis correspondem à última camada de resolução. 

Estatística dos dados  

Fonte SOLElL-PX2A 

Comprimento de onda (Ȧ) 0.978565 

Resolução (Ȧ) 47.04 – 1.35 (1.43- 1.35) 

Grupo de espaço P3121 

Célula unitária (Å) a=b= 72.44 c=94.07 

Número de observações 1260557 (202892) 

Número de reflexões únicas 63204 (10040) 

Completeza (%) 99.9 (99.5) 

Multiplicidade 19.9 (20.2) 

I / σ (I) 25.5 (1.2) 

CC ½ 100.0 (51.6) 

Estatísticas do refinamento  

Rwork 0.1773 

Rfree 0.2020 

Comprimento de ligação RMSD (Å)/ Ângulo (°) 0.014/1.490 

Valor B médio (global) (Å2) 22.24 

Atómos da proteína 1544 

Átomos do solvente 211 

Ramachandran  

Favoráveis (%) 98.21% 

Outliers (%) 0% 

 
 

4.2 REFINAMENTO DA ESTRUTURA DE EIF4E5 DE Trypanosoma brucei 

 
 

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

mapa de densidade eletrônica indicou claramente a presença do cap-4, co- 

cristalizado com a proteína TbEIF4E5 (Figura 6A). A conformação do ligante foi 
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otimizada através de vários ciclos de refinamento, que evidenciou claramente o 

posicionamento do fragmento m7GTP (Figura 6B). Por outro lado, observa-se 

flexibilidade conformacional a partir do fosfato que conecta a primeira e segunda 

adenosinas, indicada pela ausência de densidade eletrônica definida 

correspondendo aos três últimos nucleotídeos. A flexibilidade é provavelmente 

consequência da possibilidade de diferentes rotâmeros para o grupo fosfato e 

pelo fato que os três últimos nucleotídeos do ligante não são estabilizados por 

interações com a proteína. O modelo do ligante (Figura 6C-D) foi refinado com 

valor de ocupação de 0.5 para os átomos dos dois últimos nucleotídeos. 

Todos os resíduos da proteína puderam ser modelados, inclusive àqueles 

localizados em loops mais longos que conectam estruturas secundárias. 

Também, devido à alta resolução dos dados, puderam ser modelas duplas e até 

mesmo triplas conformações para uma mesma cadeia lateral de alguns resíduos, 

em especial cadeias laterais de serinas. 

Na modelagem do solvente foram adicionados íons de magnésio, um 

deles estabilizando o trifosfato do cap-4, além de íons cálcio, cloro e moléculas 

de polietilenoglicol (PEG), advindos das condições de cristalização da proteína. 

O modelo final inclui 174 moléculas de água. 
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Figura 6: Mapa de densidade eletrônica 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 

eletrônica positiva do ligante evidenciada em verde. (B) m7GTP posicionado na 

densidade eletrônica, com aparente densidade da segunda base adenina do 

análogo do cap-4 (C) Mapa de densidade eletrônica após refinamento do ligante, 

destacando os resíduos que foram a ligação tipo “sanduíche” com o m7G e o 

grupo trifosfato. (D) Detalhe dos quatro nucleotídeos (AACU) que compõe o cap- 

4. Observa-se que não há densidade eletrônica correspondente aos dois últimos. 

 
 

4.3 ANÁLISE ESTRUTURAL INDIVIDUAL 

 
 

A estrutura TbeIF4E5 mantém as características da família de proteínas 

4E’s, com a presença de sete fitas betas e três extensas 
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alfa-hélices, como apresentado na Figura 7. Além disso, fitas e hélices curtas 

adicionais são observadas (Tabela 3). 

 
 

Figura 7: Representação do modelo cristalográfico do fator de iniciação da 

tradução eIF4E5 de Trypanosoma brucei. O ligante cap-4 é mostrado em 

bastões. 
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Fitas β RESÍDUOS Alfa hélices RESÍDUOS 

β1 W 12 - P 18 ɑ1’ T 22 - N 28 

β2 Q 42 - V 47 ɑ2’ W 33 - L 40 

β3 S 70 - A 75 ɑ1 V 50 - S 59 

β4 T 90 - I 96 ɑ3’ L 63 - Q 65 

β5 C 129 - S 136 ɑ4’ R 76 - N 78 

β6 V 146 - L 152 ɑ5’ Y 83 - A 85 

β7 V179 - L 185 ɑ2 A 99 - I 114 

- - ɑ6’ S 117 - V122 

- - ɑ3 Q 155 - V 172 

 
- ɑ7’ F 186 - E 189 

 

Tabela 3: Folhas beta e alfa hélices presentes na estrutura de TbEIF4E5, 

resíduos onde se inicia e termina cada uma das estruturas secundárias 

presentes. As estruturas secundárias denotadas com apóstrofo possuem um 

número significativamente menor de resíduos quando comparado às demais 

presentes na proteína. 

 
A análise detalhada da região de interação com o cap-4 mostra a 

formação do stacking (sanduíche) com o m7G, através dos resíduos aromáticos 

W33 e Y83, além da interação com o resíduo de ácido glutâmico (E84), 

estritamente conservado nos fatores eIF4E de tripanosomatídeos e de outros 

eucariotos. Tal resíduo realiza duas pontes salinas através de sua cadeia lateral, 

com os dois átomos de nitrogênio carregados presentes na guanina que 

compõem o cap-4 do mRNA (Figura 8A). 

Além disso, há ligações que ocorrem na região do grupo de trifosfatos, 

presente na ligação atípica 5’-5’ entre o m7GTP e a primeira adenina do cap-4. 

Estas ocorrem através dos resíduos básicos de argininas, cuja interação se dá 



41 
 

 

majoritariamente por pontes salinas e também por ligações de hidrogênio (Figura 

8B). 

Por fim, curiosamente, apenas as duas primeiras bases nitrogenadas 

presentes na estrutura do cap-4 participam de interação com a proteína, 

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

 

 
 

Figura 8: Resíduos de TbEIF4E5 envolvidos na interação com o análogo do 

cap-4. Os carbonos pertencentes ao ligante estão coloridos em amarelo, já os 

em azul são os resíduos de aminoácidos da proteína que interagem diretamente 

com o cap-4. Interações mostrada em azul correspondem a ligações de 

hidrogênio, em verde pi-stacking, em amarelo pontes salinas e em cinza claro 

ligações de hidrogênio intermediadas por moléculas de água. Em A, detalha-se 

as interações envolvendo o grupo m7G, em B aquelas envolvendo o trifosfato 

enquanto em C são representadas as interações envolvendo os demais 

nucleotídeos. 
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4.4 ANÁLISE ESTRUTURAL COMPARATIVA 

 

 
A sobreposição do modelo tridimensional de EIF4E5 de T. brucei, com as 

homólogas de T. cruzi e L. major e eIF4E de Homo sapiens, mostra a 

conservação do core característico desta família de proteínas (Figura 9). Os 

valores de desvio quadrático médio (RMSD, do inglês Root Mean Square 

Deviation) obtidos a partir dos alinhamentos estruturais refletem a conservação 

estrutural global das proteínas (Tabela 4). 

 
 

 

Nº 

CARBONOS 

REFERÊNCIA 

Nº 

CARBONOS 

MOVIDOS 

 

RMSD 

Nº 

CARBONOS α 

ALINHADOS 

IDENTIDADE 

DE 

SEQUÊNCIA 

Tc4E5 183 187 1.6 Å 173 65.9% 

Lm 4E5 176 187 2.5 Å 157 44.6 % 

Hs 4E 213 187 1.97 Å 150 14.7 % 
 

Tabela 4: Dados referentes ao alinhamento estrutural de TbEIF4E5 com as 

proteínas homólogas de T. cruzi, L. major e eIF4E de H. sapiens. 

 

 
Apesar da conservação estrutural global, significativas diferenças locais 

podem ser observadas. Uma delas é no loop que conecta as fitas β1-β2, onde 

está ancorado um dos resíduos aromáticos participantes da estrutura do 

stacking, o que justifica sua relevância (Figura 9). Para a estrutura de major, este 

mesmo loop está mais aberto quando comparado com as de T. cruzi e brucei, 

muito provavelmente devido ao fato de a estrutura não 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 

homóloga de T. brucei possui um loop mais fechado comparado com as demais. 

O mesmo ocorre para o loop que conecta as fitas β5-β6, que possui menor 

extensão, sendo uma região importante devido ao ancoramento de resíduos que 

participam das interações com as bases nitrogenadas do cap (Figura 9). 
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Figura 9 Alinhamento estrutural dos fatores de iniciação da tradução. A) Tb 

eIF4E5 (ciano), (dados ainda não publicados e Tc eIF4E5 (verde, PDB 5T46). 

B) Mesmos fatores que na Figura9A, junto de Lm eIF4E5 (rosa, PDB 7KCJ 

e de Hs eIF4E (amarelo, PDB 5T46). 

 
A partir da análise destas estruturas foi descrito o tamanho das regiões N 

e C terminal e conexões entre as fitas betas na Tabela 5. Os loops de conexão 

entre as fitas β1-β2 possuem a mesma extensão para os três tripanosomatídeos, 

sendo mais longa quando comparada com a de sapiens, além de outro destaque 

para a região C terminal da homóloga de major que também possui maior 

extensão comparado com as demais estruturas. 
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ESPÉCIE / 

PROTEÍNA 

N 

TERMINAL 

C 

TERMINAL 

Loop 

β1-β2 

Loop 

β3-β4 

Loop 

ß5-ß6 

 
Tb 4E5 

1-4 (4) 187-195 (9) 18-41 

(24)* 

76-89 

(14) 

137-145 

(9) 

 
Tc 4E5 

1-11 (11) 178-186 (9) 18-41 

(24)* 

77-89 

(13) 

137-145 

(9) 

 
Lm 4E5 

1-10 (10) 192-219 

(28)* 

22-45 

(24)* 

81-94 

(14) 

142-150 

(9) 

 
Hs 4E 

1-36 (37) 199-217 

(19) 

49-59 

(11) 

96-110 

(15) 

156-161 

(6) 

 

 

Tabela 5: Análise estrutural dos modelos experimentais quanto ao número 

de resíduos no N terminal, C terminal e loops ß1-ß2, ß3-ß4, ß5-ß6 dos 

fatores de iniciação da tradução de T. brucei (Tb eIF4E5, dados ainda não 

publicados), T. cruzi (Tc eIF4E5, PDB 5T46), L. major (Lm eIF4E5, PDB 

7KCJ) e sapiens (Hs eIF4E, PDB 5T46). Foram considerados N e C terminais 

as regiões que, ao alinhar o modelo da proteína com a estrutura experimental de 

T. cruzi eIF4E5 não possuíam alinhamento com o core principal e conservado 

característico dos fatores de iniciação da tradução. Os valores entre parênteses 

correspondem ao número de resíduos, quando com asterisco evidencia 

diferença significativa de tamanho comparado às demais proteínas. 

 
A análise local foi realizada a fim de compreender e descrever, 

comparativamente, como ocorre a interação do análogo cap-4 com as 

homólogas eIF4E5 dos três organismos, T. brucei, T. cruzi e L. major. Dessa 

forma, é possível revelar diferenças quanto à interação dos fatores com o ligante 

que podem implicar na afinidade destes pelo cap-4 do mRNA para cada 

organismo. 
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Sendo assim, existem resíduos importantes e conservados na região de 

interação do cap-4 do mRNA com os fatores 4E’s, descritos na Tabela 6, que 

mantêm a característica da estrutura da família dos fatores eIF4E’s. 

 
 

Tb4E5 Tc4E5 Lm4E5 Hs4E 

STACKING 

TRP 33 TRP 33 TRP 37 TRP 56 

TYR 83 TYR 83 TYR 88 TRP 102 

GLU 84 GLU 84 GLU 89 GLU 103 

GRUPO TRIFOSFATO 

ARG 131 ARG 137 ARG 142 ARG 157 

ARG 91 ARG 91 ARG 96 ARG 112 

ARG 147 ARG 133 ARG 138 ASN 155 

ARG 136 ARG 147 ARG 142 LYS 159 

BASES DE NUCLEOTÍDEOS 

ARG 91 GLN 140 TRP 156 TRP 166 

ARG 147 ASN139 LEU 23 LYS 206 

SER 184 PRO 138 ALA 26 - 

- ASN 68 - - 

- LEU 20 - - 

- ARG 137 - - 

- ARG147 - - 

 
Tabela 6: Resíduos dos fatores de iniciação da tradução EIF4E5 de T. cruzi 

(Tc4E5), T. brucei (Tb4E5) e L. major (Lm4E5), envolvidos na interação com 

a estrutura cap do mRNA. 

 

Os dois resíduos aromáticos que reconhecem o m7GTP, presente no cap- 4, 

e que formam a estrutura do stacking são mantidos nas homólogas dos quatro 

organismos. Embora o resíduo de triptofano 102, presente em eIF4E de sapiens, 

seja substituído pelo resíduo de tirosina nos três fatores homólogos eIF4E5 dos 
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tripanosomatídeos T. brucei, T. cruzi e L. major, a característica da interação do 

tipo pi-stacking com o anel da guanina permanece. 

Além disso, a estrita conservação do resíduo de ácido glutâmico é 

confirmada ao analisar as interações do fator eIF4E5 de T. brucei, T. cruzi e L. 

major e sapiens, bem como a presença de resíduos básicos que interagem na 

região do grupo de trifosfatos. Por fim, as interações com as bases nitrogenadas 

do cap estão presentes em maior quantidade até as duas primeiras adeninas, pois 

a partir da citosina e uracila são quase inexistentes, como ocorre para a proteína 

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

 
4.5 ANÁLISE DE SUPERFÍCIE ELETROSTÁTICA 

 
 

A análise das superfícies eletrostáticas (Figura 10) na face de interação 

com o cap-4 do RNA evidencia diferenças significativas entre as três homólogas 

de tripanossomatídeos e destas com a eIF4E humana. As superfícies 

eletrostáticas dos quatro fatores de iniciação da tradução possuem, na região de 

interação com o análogo do cap, superfície carregada positivamente, 

especialmente na região de ancoramento do grupo trifosfatos que compõe o 

ligante. No entanto, em LmEIF4E5 esta característica é distinta, com superfície 

predominante neutra. Além deste fator, HsEIF4E possui maior extensão da 

superfície positiva quando comparado aos demais três fatores de 

tripanosomatídeos. 

Para T. brucei, há um deslocamento no posicionamento do cap-4 

comparado com o presente na estrutura de TcEIF4E5. Este ocorre, 

principalmente, na região em que estão localizadas as bases nitrogenadas, que 

compõe o ligante. Em Tb4E5 estas bases estão voltadas para a proteína em uma 

região de superfície neutra e em Tc4E5 estão voltadas para o solvente. Esta 

característica distinta entre estes fatores pode implicar na afinidade de ligação 

entre estas proteínas e o análogo do cap-4. Isso se deve ao papel do solvente 

em promover um ordenamento do posicionamento do cap, o que não ocorre para 

Tb4E5. Dessa maneira, é possível que existam outras conformações para o 

ligante, como foi observado durante o refinamento da estrutura, pela ausência 

de mapa de densidade eletrônica para as três últimas bases do cap. 

Sendo assim, sugere-se que a interação com o cap-4 é mediada 

principalmente pelo m7G e pelo grupo trifosfato, devido a carga negativa que 

apresenta. Contudo, existem diferenças significativas entre os fatores ortólogos 

analisados dos três tripanossomatídeos e do fator de iniciação de humanos, 

evidenciando possíveis diferenças na afinidade destas proteínas pela ligação ao 
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cap do mRNA. Como resultado, pode haver um possível mecanismo espécie- 

específico na interação das proteínas ortólogas EIF4E5 com análogos do cap. 

Além disso, análises dos demais fatores EIF4E1, 4E2, 4E3, 4E4 e 4E6, a partir 

de modelos gerados por predição de estrutura, indicam diferenças estruturais 

adicionais entre os diferentes homólogos de tripanossomatídeos (resultados não 

mostrados). 

 
 
 

Figura 10: Comparação das superfícies eletrostáticas dos fatores EIF4E5 

de tripanossomatídeos e eIF4E de H. sapiens. O análogo do cap-4, presente 

nos modelos de TbEIF4E5 e TcEIF4E5 (PDB 6O7Y), é representado em 

amarelo, em bastões, tal como o m7GTP, presente no modelo de HsEIF4E (PDB 

5T46). Os limites para a visualização do potencial eletrostático são -5 (vermelho) 

a + 5 (azul) kT/e. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

Os resultados apresentados neste trabalho descrevem como se dá o 

mecanismo de interação do fator de iniciação de tradução EIF4E5 de 

Trypanosoma brucei com o análogo cap-4 de tripanossomatídeos. 

Resíduos conhecidos e descritos na literatura pela sua conservação nas 

proteínas da família 4E’s também estão presentes na estrutura resolvida, como 

os resíduos aromáticos que formam o stacking e o resíduo de ácido glutâmico 

que estabiliza esta estrutura. Além disso, a presença de resíduos básicos cujo 

papel é interagir com a ponte trifosfato que compõe o cap, em um sítio de 

interação carregado positivamente, sugere um possível mecanismo de 

ancoramento do mRNA. Ainda, curiosamente, com o processo do refinamento 

verificou-se grande flexibilidade do ligante pela ausência de mapa de densidade 

nas três últimas bases nitrogenadas, além da ausência de interações nas duas 

últimas com resíduos da proteína. 

Então, embora haja características estruturais mantidas já descritas para 

a família de proteínas 4E’s, inclusive no core da proteína, como a manutenção 

do número de fitas beta e alfa hélices, provavelmente devem haver mecanismos 

e especificidades distintas entre os seis fatores homólogos de Trypanosoma 

brucei, quanto para ortólogos de Trypanosoma cruzi e Leishmania major pelo 

análogo do cap-4 do mRNA, constatado inclusive quando comparado o sítio de 

interação da proteína EFI4E de Homo sapiens em complexo com o m7GTP, 

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

 
 

5.1 RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 
 

Embora tenha sido resolvida a estrutura do fator de iniciação EIF4E5 de 

Trypanosoma brucei, elucidando e gerando informações importantes quanto ao 

mecanismo bioquímico de reconhecimento do cap-4 do mRNA, ainda são 

necessárias pesquisas com abordagem e métodos envolvendo Biologia 

Estrutural, para que seja compreendido e diferenciados os mecanismos das 

demais proteínas homólogas de T. brucei, já que apenas dois dos seis fatores 

foram resolvidos, e apenas EIF4E5 em complexo com o cap-4. Além disso, são 
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relevantes estudos que visem resolver a estrutura dos fatores ortólogos, como 

para os tripanosomatídeos mencionados neste trabalho, T. cruzi e L. major, 

como também para demais organismos eucariotos. Isto se deve a importância 

dos fatores de iniciação da tradução na regulação desta etapa da síntese 

proteica, essencial para a viabilidade celular de diversos organismos, inclusive 

vetores e agentes etiológicos de doenças importantes que ainda necessitam de 

drogas eficientes para tratamento e cura, cujos alvos podem residir nestes 

fatores. No entanto, não só a resolução das estruturas por cristalografia de 

proteínas, Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e criomicroscopia eletrônica, 

por exemplo, especialmente complexadas com análogos do cap do mRNA, são 

recomendadas, mas também ensaios biofísicos que visam caracterizar estas 

proteínas in vivo e in vitro, funcionalmente e estruturalmente, inclusive em um 

contexto global da formação e mecanismos do complexo EIF4F, cujas 

subunidades EIF4G e EIF4A também possuem papéis relevantes, esta primeira, 

inclusive, com interação direta com os fatores EIF4E’s. 

Além disso, abordagens computacionais que envolvam dinâmica, 

docking e modelagem molecular são relevantes para gerar insights quanto ao 

mecanismo e especifidade dos fatores de iniciação pelos análogos do cap, bem 

como do complexo EIF4F, proteínas que o compõe e demais proteínas que 

participam da montagem do ribossomo, competente para a elongação, dos 

organismos de interesse. 
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