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RESUMO

O Trypanosoma cruzi é o protozoario causador da doenca de Chagas, uma doenca
que acomete milhdes de pessoas na América Latina a qual ainda € tratada com
medicamentos que apresentam eficiéncia discutivel. Para possibilitar o
desenvolvimento de inibidores especificos contra estes patdgenos € necessario um
melhor entendimento dos mecanismos moleculares que os diferenciam de seus
hospedeiros. Um desses mecanismos é o processo de traducdo, o qual apresenta
particularidades nestes patdégenos e cujas diferencas concentram-se na etapa de
iniciacdo. O RNA mensageiro destes organismos apresenta modificacées covalentes
adicionais na sua extremidade 5’, a qual € denominada cap-4. Este cap difere daquele
encontrado em outros eucariotos, o cap-0, por apresentar sete grupamentos metil a
mais. Também é especifico dos tripanossomatideos a diversidade de homadlogos dos
fatores de iniciacdo da traducdo elF4E e elF4G e de proteinas ligantes de cauda de
poliadeninas de mMRNA, e as interacdes entre esses homdlogos é particular de cada
espécie. Assim, este trabalho tem por objetivo caracterizar complexos formados por
elF4E de T. cruzi por meio do isolamento desses complexos em resina de agarose

acoplada a cap-4 a partir de extratos de T. cruzi.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, Traducédo, cap-4, Fatores de iniciagcéo, elF4E,
elF4G, elF4F.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the protozoan that causes Chagas disease, which affects
millions of people in Latin America and is still being treated with outdated medicine
with questionable efficiency. To enable the development of specific inhibitors, a better
understanding of the molecular mechanisms that differentiate the pathogenic
trypanosomatids from their hosts is necessary. One of these mechanisms is the
translation process, which presents specific features in these pathogens, most of them
concentrated in the initiation phase. The mRNA of these organisms possesses a
hypermodified 5' end structure called cap-4. This cap differs from the one found in
other eukaryotes, cap-0, by presenting seven additional methyl groups. In addition,
trypanosomatids also present a diversity of homologues of the translation initiation
factors elF4E and elF4G and of mRNA polyadenine tail binding proteins. In addition,
the interactions between these homologues are specific to each species. Thus, in this
work we aimed to characterize the complexes formed by elF4E from T. cruzi by affinity

purification using a cap-4 analogue immobilized on agarose beads.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Translation, cap-4, Initiation factors, elF4E, elF4G,
elFAF.
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1. INTRODUCAO

Os tripanossomatideos sdo um grupo de protozoarios composto entre outros
por alguns agentes patogénicos de importancia para a saude publica: o Trypanosoma
cruzi, o Trypanosoma brucei e Leishmania sp. Este grupo difere dos demais
eucariotos, incluindo os seus hospedeiros, em um aspecto importante da regulacao
da expressao génica: tripanossomatideos possuem os genes que codificam proteinas
organizados de forma policistrénica, cuja transcricdo € constitutiva. Desta forma,
enguanto outros eucariotos costumam se apoiar em mecanismos de regulacdo da
expressdo de nivel transcricional, tripanossomatideos precisam regular a expressao
génica em niveis pos-transcricional e traducional. Neste contexto encontra-se outro
ponto de interesse na comparacao de tripanossomatideos com os hospedeiros de
suas espécies patogénicas, eles possuem um cap 5 no RNA mensageiro (MRNA)
com mais grupamentos metil do que aquele encontrado em mamiferos. Os fatores de
iniciacdo da traducao (elFs) interagem com o0 cap 5 em um processo que recruta o
ribossomo para o0 mRNA, possibilitando a sua traducdo. O elF responséavel por
reconhecer diretamente o cap é denominado elF4E, e este forma um complexo
chamado elF4F em conjunto com elF4G, que recruta o ribossomo por meio da
interacdo com elF3, e elF4A, uma helicase responsavel por linearizar o mRNA para a
traducdo. Este complexo apresenta ainda outra diferenca caracteristica de
tripanossomatideos, eles possuem seis homélogos e elF4E (1-6) e cinco homélogos
de elF4G (1-5), enquanto humanos possuem apenas trés homologos de cada. Além
disso, a importancia de cada um dos homélogos é especifica para o estagio no qual o
protozoario se encontra. Assim sendo, a relagao do cap 5 com a funcao dos elF4Fs
torna-se uma perspectiva de interesse na pesquisa com tripanossomatideos
patogénicos por evidenciar varias diferencas que podem vir a servir como base para
estratégias terapéuticas.

Embora estudos ja tenham sido realizados para caracterizar os complexos
elF4F de tripanossomatideos, estes estudos foram realizados, em sua maioria, pela
imunoprecipitacdo de elF4Es e elF4Gs, sendo que a interacdo dos elFs com o cap foi
pouco estudada, e, mesmo quando isso ocorreu, foi utilizado apenas o cap-0, sendo
gue a sua afinidade pelo cap-4 quando comparada com o cap-0 ainda nao havia sido
avaliada. Ademais, a composicdo dos complexos envolvendo proteinas auxiliares

além do elF4F ainda nao estd bem estabelecida. Assim, torna-se essencial avaliar o
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comportamento destes complexos quando interagindo com o cap-4.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo geral

Caracterizar complexos elF4E4 estagio-especificos durante o ciclo de vida do

Trypanosoma cruzi.
1.1.2 Objetivos especificos

i) Preparar extratos celulares de T. cruzi.

i) Preparar a coluna de afinidade contendo cap-4 imobilizado.

iil) Fracionamento do extrato e caracterizacdo da composicdo das fracGes
selecionadas por espectrometria de massas.

iv) Purificar adicionalmente os complexos caracterizados por troca ibnica e

exclusao por tamanho.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DO TRYPANOSOMA CRUZI

E estimado que entre 6 e 7 milhdes de pessoas no mundo sejam portadoras da
Doenca de Chagas e 75 milhdes estejam em risco de contrai-la, sendo que a maioria
dessas pessoas esta na América Latina (OPAS, 2023). A doenca é curavel caso seja
detectada logo apés a infeccao, entretanto estima-se que apenas 10% dos portadores
sejam diagnosticados. Dessa forma, até 30% dos pacientes ndo tratados podem
desenvolver alteracbes irreversiveis no coracao, sistema digestorio e nervoso, e
aproximadamente 10 mil mortes causadas por Doenca de Chagas sao registradas por
ano nas Ameéricas (OPAS, 2023).

A Doenca de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, um parasita
intracelular dixénico. Ele possui vetor invertebrado, insetos triatomineos hematéfagos,
que pode o transmitir para mamiferos por meio da excrecdo durante o repasto
sanguineo (Fig. 1). Ele também pode ser transmitido oralmente por alimentos
contaminados, congenitamente e por transfusdes de sangue. Uma vez que o parasita
infecta o hospedeiro vertebrado, ele inicia a fase aguda, que dura de algumas
semanas a dois meses e apresenta sintomas inespecificos ou é assintoméatica. Esta

fase termina quando o sistema imune reduz a quantidade de parasitos circulantes
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drasticamente. Neste ponto, o paciente inicia a fase cronica indeterminada, quando a
infeccdo esta controlada, mas o T. cruzi continua a se multiplicar nos cardiomiocitos.
Como nesta fase ndo ha muitos parasitos sanguicolas, o diagnéstico por visualizagcédo
de sangue ao microscopio torna-se inviavel, refletindo nas baixas taxas de diagndstico
citadas. Entre 10% e 40% dos pacientes desenvolve a fase cronica sintomatica da
doenca, na qual o hospedeiro desenvolve as complicacbes no coracdo, sistema
digestdrio e nervoso e pode vir a 6bito (Chatelain, 2016; Siqueira-Batista, 2020).

Atualmente, o Unico farmaco em uso no Brasil para o tratamento da Doencga de
Chagas é o benzonidazol. Ele foi introduzido ha mais de 50 anos, mas é altamente
eficaz na forma aguda da doenca, proporcionando a cura. Entretanto, quando a
doenca esta em sua forma cronica, a medicacao tende a ser menos eficaz. Isso se
deve ao fato de que neste estagio da doenca, o parasito se encontra em sua forma
intracelular, de forma que a exposi¢ao do parasito ao medicamento esta dificultada. A
medicacdo também tende a afetar as células do hospedeiro, o que leva a diversos
efeitos adversos, desde erupgbes cutaneas e nauseas até faléncia hepatica e renal
(Clayton, 2010; Bern, 2011).

O T. cruzi é um protozoario flagelado pertencente ao grupo dos
tripanossomatideos, que inclui também outros organismos de importancia para a
saude humana, como o Trypanosoma brucei, causador da tripanossomiase africana,
também conhecida como doenca do sono, e as espécies de Leishmania, causadoras
da leishmaniose. Esse grupo divergiu de outros eucariotos ha aproximadamente 600
milhdes de anos e desenvolveu caracteristicas ndo encontradas em nenhum outro
grupo, como transcricdo policistrénica, trans-splicing, cap 5° com mais grupamentos
metil, auséncia de regulacao da transcrigdo e a presenga de uma base incomum, (3-
D-glucosil-hidroximetiluracil (J), em seu genoma (Vesteg et al., 2019; Maslov et al.,
2019).
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Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi, ilustrando suas formas tripomastigota, amastigota e
epimastigota de acordo com o hospedeiro e o estagio da infec¢cédo. O T. cruzi esta presente na sua
forma epimastigota na regi@o posterior do intestino médio do triatomineo, onde ele é capaz de se
reproduzir por divisdo binaria, porém ndo invade as células do hospedeiro invertebrado (1). Uma vez
gue eles alcangam o intestino posterior, eles se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, a sua
forma infectiva (2). Quando o inseto realiza o repasto sanguineo, ele possui o instinto de defecacéao (3).
A picada causa um estimulo de coceira, que promove um espalhamento das fezes contendo o parasito.
Uma vez em contato com uma mucosa ou solu¢ao de continuidade de pele, o tripomastigota metaciclico
alcanca a corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, onde ele pode invadir células por interagées
com proteinas da membrana basal. Dentro da célula, eles se diferenciam na forma amastigota, que se
multiplicam por divisdo binaria (4). Os amastigotas intracelulares séo capazes de se diferenciar em
tripomastigotas sanguineos, que rompem a célula e infectam outras células ou permanecem em vida
livre na corrente sanguinea (5). Caso algum triatomineo faga novo repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado previamente infectado, ele ingere tripomastigotas sanguineos, que se
diferenciam em epimastigotas, reiniciando o ciclo (6) (adaptado de Siqueira-Batista, 2020).

2.2. TRADUCAO

A sintese de proteinas € um processo essencial para todos os seres Vvivos e,
como tal, a sua base é altamente conservada. Uma molécula de &cido ribonucleico
mensageiro (mMRNA) é lida, da extremidade 5 para a 3’, pelo ribossomo em um
processo denominado traducéo (Berg et al., 2021).

A traducdo pode ser dividida em trés partes: a iniciacdo, a elongacéo e o
término. No geral, a iniciacdo é caracterizada pelo recrutamento do ribossomo ao
codon de inicio, o alongamento é composto pela adicdo de aminoacidos a cadeia
polipeptidica nascente e o término consiste na liberacédo do polipeptidio e do mRNA e
na desassociacdo das subunidades do ribossomo, que serdo recicladas para uma

proxima tradugéo (Jackson et al., 2010).
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2.2.1. Iniciacdo da traducdo em procariotos

Nos procariotos, a traducdo € iniciada conforme o0 mMRNA ainda esta sendo
sintetizado a partir do molde de DNA. Os mRNAs de procariotos possuem uma regiao
denominada Shine-Delgarno, caracterizada por ser rica em purinas, que €
complementar a uma regido do rRNA 16S, componente da subunidade ribossomal
30S, a menor em procariotos. Assim, o0 mRNA é capaz de, por si sO, recrutar
diretamente o ribossomo (Berg et al., 2021).

Entretanto, a iniciacdo da tradugdo em procariotos ainda requer trés fatores de
iniciacdo (IFs). IF1 e IF3 ligam-se a subunidade 30S de forma a impedir que ela
complexe com a subunidade 50S, a maior. Ja IF2 liga-se a GTP de forma a mudar sua
conformacéo e permitir interacdo com o RNA transportador (tRNA), o fMet-tRNA!, que
carrega 0 aminoacido que sempre € o primeiro da cadeia nascente em procariotos, a
formilmetionina. O tRNA do complexo IF2-GTP-tRNA possui uma sequéncia de trés
nucleotideos denominada anticédon, que se pareia com o codon de iniciacdo do
MRNA (geralmente AUG). O pareamento entre IF2-GTP-tRNA e mRNA ocorre na
regido correta da subunidade 30S devido ao pareamento entre a regiao de Shine-
Delgarno e o rRNA 16S. Em seguida, IF1 e IF3 se dissociam e IF2 recruta a
subunidade 50S para formar o ribossomo 70S. Com a interacdo entre as subunidades,
IF2 hidrolisa GTP e é liberado. Esse evento termina a iniciacdo da traducdo em

procariotos (Berg et al., 2021).

2.2.2. Iniciagdo da tradug&@o em eucariotos

A iniciacdo da traducdo em eucariotos consiste no acoplamento do ribossomo
a uma molécula de RNA e o escaneamento desta até que o cdédon de inicio (AUG),
esteja pareado com o anticodon do RNA transportador iniciador, que transporta o
primeiro aminoacido da cadeia nascente, a metionina (Jackson et al., 2010). Esse
processo requer aproximadamente 12 fatores de iniciagdo eucaridtica (elFs),
proteinas e complexos de proteinas que medeiam a intera¢cdes responsaveis pela
iniciacdo da traducao (Fig. 2) (Aitken, 2012).

Ao contrario do que ocorre com procariotos, em eucariotos 0 RNA nédo € capaz
de ligar-se diretamente ao ribossomo. Em vez da sequéncia Shine-Delgarno,

eucariotos possuem uma estrutura denominada cap, presente na extremidade 5’ de
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MRNASs (Fig. 3A). A sintese do cap que consiste na hidrolise de um grupamento fosfato
do trifosfato do nucleotideo 5 de um mRNA e na esterificacdo do difosfato com o
fosfato de uma metilguanosina (Fig. 3A). Esse processamento ocorre no ndcleo, onde
o0 mMRNA ¢ sintetizado, antes dele ser transportado para o citoplasma, onde ele é
traduzido (Jackson et al., 2010). Além da sintese do cap, 0 mMRNA passa por outras
modifica¢cdes no ndcleo, como a adicdo de uma sequéncia de adeninas (cauda poli-
A) em sua extremidade 3’ e splicing, que consiste na retirada de sequéncias nao
codificantes entre sequéncias que codificam um polipeptidio (Berg et al., 2021). O cap
€ reconhecido pelo elF4E, que é responsavel também pela formacdo de complexo
com outros fatores, o que culmina no recrutamento da subunidade 40S do ribossomo,
a menor em eucariotos (Jackson et al., 2010).

Assim, o elF4E interage com elF4G, que interage com elF4A, formando um
complexo denominado elF4F. elF4G é responsavel por agir como um “arcabougo”,
interagindo com outros fatores, elF4B e elF3, de forma a posiciona-los em proximidade
da extremidade 5 do mRNA. elF4G também é capaz de se ligar a proteinas ligantes
de cauda poli-A (PABP), circularizando o mRNA. A circularizagdo aumenta a
expressdo do mRNA, provavelmente devido a ancoragem de elF4F ao mRNA, mesmo
gue este se desassocie do cap (Jackson et al., 2010).

Foram identificados diferentes paralogos de elF4E e elF4G para a maioria das
espécies de eucariotos investigadas, e esses paradlogos combinam-se de forma
paralogo-especifica para formar diferentes complexos elF4F-like. Para a maioria das
espécies também foi identificado pelo menos um paralogo de elF4E que nédo possui
um par elF4G e que, portanto, atua na inibicdo da expressdo dos mRNAs aos quais

ele se liga (Hernandez et al., 2012).



17

28 A
bl Met-tRNA ¥
Complexo ternario @
o . GTP

elF1A - .
elf1 [ ° "_/lx\‘ Q{ .
A b
\ Q CQeIFS
40s N S0 mG mRNA
// = - & , Auoj?j

& E 4 43s PABP
P Ao -l
i, A Q
Reciclagem &L ) £70, A\ 3' poly(A) tail elFAE | ;
S J R ( Ciad ) . Complexo
\l\ ( ! T iR

LZISND |
e
Terminagdo e

@ elF4F-mRNA-PABP ©F4C
dissociacao do ribossomo

| Recrutamento do i
Complexo ternario 80S 43S ao mRNA { .
\ AUG
) SEUR +elF4A s
LI kr/ Yaan

eEFs £

\,\r

Escaneamento

Selegdo do AUG

488
—f‘., D § i
AN o

48s fechado

i 2 ‘;w " A a
GTP > elF5B 7\
Adesdo da Q@ - 4 v
subunidade 605 J IFs © Q = 4
A
D )
A o 4

Figura 2. Esquemarepresentando ainiciacdo datraducdo em eucariotos. Primeiramente os fatores
elF1, elF1A e elF3 ligam-se a subunidade 40S de forma a impedir a sua associa¢do com o 60S (1), e
o elF2 liga-se ao tRNA iniciador (Met-tRNAMet), formando o complexo ternario (2). Em seguida, o
complexo ternario e o elF5 associam-se a subunidade 40S, formando o complexo 43S (3). Enquanto
isso, elF4E4 reconhece o cap 5 enquanto em complexo com elF4G, uma proteina scaffolding, e elF4A,
uma helicase DEAD-box, formando o complexo elF4F, que se liga a proteina ligante de poli-A (PABP),
circularizando o0 mRNA (4). Entdo, o complexo mRNA-elF4F-PABP interage com o 43S, formando o
complexo 48S (5), que escaneia 0 RNA até que o cddon de iniciagdo se pareie com o anticédon do
Met-tRNAMet (6), momento no qual o 48S se fecha, e os fatores de iniciacdo desassociam-se do
complexo (8). Neste ponto, o fator elF5B promove a interagéo do 60S com o 40S, de forma que a
elongacédo da traducéo pode comecar (8) (adaptado de Querido, Diaz-Lépez e Ramakrishnan, 2023).
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2.2.3. Diferencas na iniciacao da traducéo em tripanossomatideos

Ao contrario do que ocorre em outros eucariotos, os mMRNAs de
tripanossomatideos ndo séo transcritos separadamente de acordo com a proteina. Em
vez disso, 0s genes codificantes de proteinas estédo dispostos em sequéncia na fita de
DNA e sao transcritos em longas sequéncias de prée-mRNA que englobam varias
proteinas nao relacionadas. Essa forma de organizacao das sequencias codificadoras
é denominada de policistronica. Apés a transcricdo dos pré-mRNA policistronicos, é
necessario que ele passe por um processo de maturacdo para gerar oS mRNAs
maduros, cada um codificando uma unica proteina. O processamento dos pré-mRNAs
policistronicos envolve uma reacado denominada trans-splicing, que adiciona o spliced
leader contendo o cap na regidao 5 da ORF e, outra denominada de poliadenilagédo
que ocorre na regidao 3’ da ORF (Clayton et al., 2019).

A transcricdo em tripanossomatideos é constitutiva, ja que eles ndo possuem
promotores de transcricdo entre as ORFs e ela produz um precursor policistronico. O
fato de n&do apresentarem estes promotores faz com que a regulacdo da expressao
génica seja realizada apenas ap0s a sintese do pré-mRNA, tanto a nivel pos-
transcricional, na maturacdo do RNA, quanto a nivel traducional (de Gaudenzi et al.,
2011). De fato, o controle a nivel traducional tem se mostrado de interesse, como
discutido posteriormente.

Além disso, a estrutura do cap em tripanossomatideos contém modificaces
encontradas apenas nesses organismos. A estrutura do cap encontrado em humanos,
denominado cap-0, possui apenas o grupamento metil na posicdo N-7 da guanosina.
Ja o cap caracteristico dos tripanossomatideos, denominado cap-4, possui
grupamentos metil adicionais nos quatro primeiros nucleotideos na posi¢ao 2’-O da
ribose, além de dois grupos metil na primeira adenosina e um na quarta uridina (Fig.
3B). Estudos de nocaute em genes de enzimas responsaveis pelas metilagbes 2’-O-
ribose determinaram que a falta do grupo metil na primeira ribose néo afeta a traducéo.
Entretanto a falta de grupo metil nas riboses trés e quatro inibe a traducéo, e a falta
adicional do grupo metil na segunda ribose promove uma inibicdo ainda maior da
traducdo. Além disso, 0 a auséncia de grupo metil na posicéo 1 e na 2 ou dos grupos
metil das posi¢des 3 e 4 ndo produz parasitas viaveis. Dessa forma, a estrutura do
cap 4 é a ideal para a maior expressao e uma quantidade minima de grupos metil em

7

posicdes especificas é necessaria para a viabilidade dos tripanossomatideos
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(Zinoviev et al., 2012).
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Figura 3. Estruturas do cap-0 e do cap-4. (A) Representacdo da estrutura de um cap 0 com o
grupamento metil da m7-guanosina destacado em roxo. (B) Representacdo da estrutura do cap-4 com
0 grupo metil da guanosina marcada em roxo, 0s grupos metil das riboses em amarelo e 0s grupos
metil das bases em verde.

O cap-4 é reconhecido pelo elF4E em tripanossomatideos assim como o
homologo de elF4E em outros eucariotos reconhece o seu cap. Entretanto, a estrutura
do elF4E ndo é muito conservada entre tripanossomatideos e outros eucariotos
(Dejung et al., 2016), de forma que os residuos de aminoacidos que interagem com a
m7-guanosina diferem entre elF4E humano e elF4ES5 de T. cruzi (Fig. 4B). H& pelo
menos seis genes para homaologos de elF4Es e cinco para homologos de elF4Gs no
genoma de tripanossomatideos, sendo que os homélogos variam em tamanho e
estrutura. Os diferentes elF4Es s&o capazes de interagir com diferentes elF4Gs,
formando complexos elF4F-like distintos. Esses complexos possuem afinidades
diferentes pelo cap 4 dependendo do homodlogo de elF4E (Freire et al., 2017).
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Figura 4. Estrutura tridimensional do elF4E humano e do elF4E5 de T. cruzi. (A) Estrutura
tridimensional do elF4E humano ligado ao cap-0 (em verde) entre dois residuos de triptofano, Trp-102
e Trp-56, no bolso de ligagdo ao cap (cédigo PDB: 2V8W). A ligagdo com elF4G ocorre com o N-
terminal e o C-terminal, ndo indicados na imagem (Pisera, 2018). (B) Estrutura tridimensional do elF4E5
de T. cruzi ligado ao cap-4 (em verde) entre dois residuos, um de tirosina e outro de triptofano (Tyr-83
e Trp-33). Outras partes da estrutura do cap-4 também interagem com outros residuos do elF4E de T.
cruzi (codigo PDB: 607Y) (Reolon et al., 2019).

2.2.4. Caracterizagao de complexos elF4F

A identificacdo de pares elF4E/elF4G e proteinas que formam o complexo
elF4F em T. cruzi foi realizada majoritariamente por imunoprecipitacdo de uma
proteina do complexo e caracterizagcao por espectrometria de massas de proteinas
coprecipitadas. Assim foi identificado que o elF4E de tripanossomatideos que nao
possui par elF4G e que reprime a expressdao de mRNAs € o elF4E1. Em vez de formar
complexos com elF4G, este fator interage com elF4E-IP ou elF4E-IP2 (Falk et al.,
2022). elF4E-IP também é capaz de recrutar TUT3 (Fig. 5A) (Falk et al., 2021).

Outro parélogo, elF4E2, ainda ndo possui um par elF4G determinado. Porém,
ele se liga a SLBP2 (Fig. 5B), que possui um dominio de ligacdo a estruturas em
grampo da regido 3' de mRNAs de histonas. Entretanto, como mRNAs de
tripanossomatideos possuem cauda poli-A, essas regides nao ocorreriam em mRNAs
codificantes de outras proteinas, de forma que a funcdo de SLBP2 e do complexo
como um todo ainda néo é bem estabelecida (Freire et al., 2018). O nocaute, mas nao
o0 knock down, de elF4E2 causa impedimento na multiplicagdo de tripomastigotas
sanguicolas, mas ndo em prociclicos, e 0s mMRNAs identificados como ligantes deste
fator apresentam picos de expresséo durante a fase S, o que indica que elF4E2 esta
envolvida com o processo de divisdo celular em T. brucei (Falk, 2022).

Ja os complexos formados entre elF4E3 e elF4G4 e ente elF4E4 e elF4G3 ja
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estdo bem estabelecidos para espécies de Leishmania e T. brucei e sdo considerados
candnicos por terem inicialmente sido encontrados em concentracdes equimolares
com mRNA. Além disso, j& se sabe que esses complexos reconhecem alguns mRNAs
especificos (Bezerra et al., 2022; Falk et al., 2022).

elF4E3/elF4G4 liga-se a PABP2, elF4A e outras helicases e varias RBPs
diferentes (Fig. 5C) (Bezerra et al., 2022). O knock down de elF4E3 causa a perda de
viabilidade de tripomastigotas prociclicos e sanguicolas, enquanto o knock down de
elF4E4 causa a diminuicdo da viabilidade apenas de formas sanguicolas, o que
sustenta que a funcéo desses complexos também é especifica quanto a fase do ciclo
de vida do parasita (Bezerra et al., 2022).

Em T. brucei, elF4E4/elFAG3 liga-se a PABP1, elF4A e RBP23 (RNA binding
protein 23) (Fig. 5D). E provavel que RBP23 e outras proteinas encontradas em
experimentos de imunoprecipitacdo do complexo que possuem dominio de ligacdo a
RNA também possuam algum papel em recrutar o complexo ao mRNA a ser traduzido
(Bezerra et al., 2022). Além disso, foi mostrado em Leishmania que PABP1 e elF4E4
podem ser fosforilados, o que deve cumprir algum papel na regulacdo da expresséo
génica, entretanto isto ainda ndo € muito claro. A fosforilacédo € catalisada pela CRK-
1, uma quinase reguladora da transicdo da fase G1 para a S, sugerindo que a
regulacado dessas proteinas esta envolvida com o ciclo celular. Porém, foi encontrado
também que elF4E4 e PABP1 podem ser fosforiladas por proteinas MAP quinase-like,
que nao estédo conectadas com o ciclo celular. Embora PABP1 seja essencial para a
multiplicacdo de Leishmania, ndo ha indicios de que a sua fosforilacdo seja, apenas
de que ela cause uma menor associacdo a mMRNA. Foi teorizado que a fosforilacdo de
elF4E4 e PABP1 simultanea cause diminuicdo na associacao entre elas, como ocorre
em células humanas (Neto, 2018).

Os fatores elF4ES5 e elF4E6 foram caracterizados posteriormente em relagao a
elF4E3 e elF4E4 por serem ainda mais divergentes em relagdo a outros eucariotos.
Entretanto, estudos mais recentes demonstram que estes fatores podem ser
encontrados em quantidades similares aquelas de elF4E3 e elF4E4 (Dejung, 2016).
elF4E5 pode formar complexos tanto com elF4G1 quanto com elF4G2, e cada elF4F
forma complexos com diferentes proteinas (Fig. 5E). elF4G1 pode se ligar a uma
proteina com atividade de sintese do cap, contendo dominios guanililtransferase e N7-
metiltransferase, a uma proteina 14-3-3, sugerindo fosforilacdo, e a uma proteina

ligante de RNA, RBP43. Ja elF4G2 também se liga a proteinas 14-3-3 e a uma
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proteina ainda ndo caracterizada. Nenhum dos dois complexos foi copurificado com
elF4A ou outra helicase conhecida (Freire et al., 2014).

Em Leishmania, elF4E5 apresenta atividade de ligagdo ao cap em sua fase
promastigota, mas nao na forma amastigota, de forma que elF4ES5 teria esta atividade
apenas na forma que habita invertebrados (Shrivastava et al., 2021). Ja para T. brucei,
foi determinado que elF4E5 néo é essencial para tripomastigotas sanguicolas, sendo
gue a sua falta causa apenas pequenas alteragdes na sua multiplicacdo e motilidade;
porém, quando o tripomastigota se diferencia em prociclico, elIF4E5 torna-se essencial
(Falk, 2022).

Ja elF4E6 forma complexo com elF4G5. Este complexo é recrutado para o cap
por uma proteina denominada MKT-1, quando esta estd formando complexo com
PBP1, XAC1 e LSM12 e quando este complexo foi recrutado ao mRNA por uma outra
proteina ligante de RNA (possivelmente ZC3H20, PUF9, ZC3H28, PUF6 ou CFB2).
Adicionalmente, este complexo também recruta PABP2, circularizando o mRNA. Foi
sugerido que, como varias proteinas neste complexo sdo capazes de se ligar a
diferentes regides do mRNA (Fig. 5F), ele poderia aumentar os niveis de transcrigdo
dos mMRNASs aos quais ele é recrutado por sua capacidade de estabilizar a estrutura e
manter elF4E ancorado. Uma outra proteina, denominada MKTLL, foi indicada como
podendo também formar complexo com PBP1/XAC1/LSM12, entretanto, ndo foram
identificados complexos entre MKTL1L e proteinas ligantes de RNA (Nascimento et al.,
2020).

A falta de elF4E6 ndo afeta o crescimento da forma prociclica, ao contrario
ocorre com elF4E5, mas causa a inibicdo da multiplicacdo de formas sanguicolas
(Falk, 2022). De fato, foi encontrado também que MKT1 e MKT1L ndo formam
complexos com proteina ligante de RNA durante a fase prociclica, e a diminui¢cdo nos
niveis de ambas causa inviabilidade de tripomastigotas sanguicolas. Ademais, uma
terceira proteina do complexo, XAC1, foi apontada como essencial para todo o ciclo

de vida de T. brucei (Nascimento et al., 2020).
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Figura 5. Representacdo fora de escala das interacdes de proteinas com diferentes complexos
elF4F-like identificados em T. brucei. Interagdes para complexos com elF4E1 (A), elF4E2 (B), elF4E3
(C), elF4E4 (D), elF4E5 (E) e elF4E6 (F). As interacdes entre as proteinas podem ndo ocorrer
exatamente da forma apresentada (Falk, 2022).

Como foi demonstrado, a grande parte do conhecimento a respeito da
maquinaria de iniciacdo da traducdo em tripanossomatideos foi obtida a partir de
Leishmania e T. brucei, de forma que conhecimento a respeito da mesma maquinaria
em T. cruzi continua escasso. Além disso, os complexos formados no cap sdo muito
intricados, e ainda ha muitas proteinas que participam deles cujas fun¢des néo foram

completamente elucidadas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. PREPARACAO DA COLUNA DE AFINIDADE CONTENDO ANALOGO DE CAP-
4 IMOBILIZADO

Por meio de colaboragéo com as pesquisadoras Sylvie Pochet e Sophie Vichier-
Guerre do Instituto Pasteur, foi obtido o analogo de cap-4 contendo grupo alcino para
acoplamento a microesferas de agarose que contém o grupo azida. Como suporte

sélido para o analogo de cap-4, foi adquirida e resina azida-agarose da empresa Jena
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Bioscience como parte do kit de click chemistry CLK-1038-2, que também contém os
demais reagentes da reacao de adicdo azida-alcino catalisada por sal de cobre.

Para realizar a reacao do kit, o cap-4 liofilizado foi diluido em agua RNAse-free,
a resina azida-agarose foi lavada trés vezes com o tampao fornecido pelo kit (fosfato
de sbdio a 100 mM), e foram combinados a agua do kit, THPTA e sulfato de cobre
(CuSO4) em solugado “premix” (CuSO4:THPTA; 20 mM:100 mM). Todas essas
solugbes foram combinadas, foi acrescentado ascorbato de sodio a 1M, que inicia a
reacao, e a solucao final foi colocada em agitador a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz por uma hora. A resina foi, entdo, lavada cinco vezes com tampao PBS e
aliquotada para a realizacdo de experimentos futuros. A resina comercial de agarose
acoplada a cap-0 também foi lavada com PBS e aliquotada.

3.2. TESTE DA EFICACIA DA REACAO DE ACOPLAMENTO

A eficacia da reacdo de acoplamento foi testada pela comparacao da habilidade
das resinas em capturar e eluir TcEIF4E1 (0,5 mg/ml, 25 ug) previamente purificado.
Para tanto, em trés réplicas, foram acrescentados a uma aliquota de cada resina
volumes iguais de TcEIF4E1 e tampdo PBS antes de incuba-las por uma hora em
agitador a 4°C ao abrigo da luz. Depois, o flowthrough foi retirado e a resina foi lavada
guatro vezes com PBS. Para a eluicédo, foi acrescentada a resina de cap-0 solucdo de
PBS com cap-0 0,1mM e a resina com cap-4 solucédo de PBS com cap-4 0,1 mM, o
que foi incubado por 30 minutos a 4°C. Amostras do flowthrough, de cada uma das
lavagens e da eluicdo foram separadas por eletroforese e coradas com azul de
Coomassie. Com a confirmacdo de que ambas as resinas estavam funcionais pela
visualizacdo de TcEIF4E1l na eluicdo, os experimentos com extratos puderam ser

realizados.

3.3. PREPARACAO DE EXTRATOS DE CELULAS DE T. CRUZI

Foram produzidas em laboratério culturas de T. cruzi na forma de epimastigotas
axénicos de crescimento exponencial. Foram obtidos seis pellets de 4,6x10° células,
gue foram ressuspendidos em tampéo de lise (20 mM tampao HEPES/HOH, pH 7,4,
50 mM KCI, 2 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,5 % (v/v) n-octil-glucosideo e inibidor de
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proteases complete protease inhibitor EDTA-free, Roche). Os pellets depois de
ressuspendidos foram combinados em um mesmo tubo e lisados por sonicagéao (10
vezes 30 segundos com 35 de amplitude). Finalmente, o extrato foi clarificado por
centrifugacao, de forma que agora podem purificados em resina por afinidade ao cap-

4 ou ao cap-0.

3.4. PURIFICACAO DE COMPLEXOS DE LIGACAO CAP-4 DE T. CRUZI

Volumes iguais foram retirados do extrato e transferidos para trés tubos
contendo resina acoplada a cap-4 e para trés tubos contendo resinas acopladas a cap-
0. As misturas resina-extrato foram incubadas em agitador a 4°C e ao abrigo da luz por
duas horas. Depois desse intervalo, o flowthrough foi recuperado e a resina foi lavada
trés vezes com tampéo Al (20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 50 mM KCI; 2mM DTT; 2mM
EDTA; NOG 0,5%, 1xinibidor de protease complete protease inhibitor, EDTA-free,
Roche). Para a sedimentacg&o da resina, a suspenséo foi centrifugada a 3000 g por 30
segundos. Depois, a resina foi lavada trés vezes novamente, porém com tampéao A2
(20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 50 mM KCI, 2mM DTT; 2 mM EDTA, NOG 0,2%). A
eluicdo foi realizada com tampao A2 contendo 0,1 mM de cap-4 livre para as resinas
acopladas a cap-4 ou 0,1 mM de cap-0 livre para as resinas acopladas a cap-0. As
resinas foram incubadas com esta solugéo por 30 minutos a 4°C e, entéo, o eluido foi
recuperado.

Foi realizada a eletroforese em gel de bis-acrilamida 13% de todas as amostras
coletadas durante a purificacdo, e os géis foram corados em prata para a avaliacao do

desempenho da purificacéo.
3.5. IDENTIFICACAO DE COMPLEXOS DE LIGACAO CAP-4 DE T. CRUZI

Para remocdao do detergente presente nas amostras, as amostras da das ultimas
lavagens e das elui¢cdes de cada experimento foram concentradas e aplicadas em gel
de poliacrilamida, no qual a eletroforese foi realizada apenas até que as amostras
entrassem por aproximadamente 1 cm do gel de separacdo. Subsequentemente, as
regides do gel contendo as amostras foram cortadas e processadas para digestdo com
tripsina. A preparacdo das amostras desde a etapa de digestdo com tripsina foi

realizada na Plataforma de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas -
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Fiocruz, que esta equipada com dois espectrometros de massas (LTQ Orbitrap XL ETD
e Orbitrap Fusion Lumos; Thermo Fisher Scientific). Os espectros obtidos foram entéo
analisados pelo software MaxQuant (versao 2.2.0.0) (Cox e Mann, 2008). Os peptideos
identificados foram comparados com o genoma de T. cruzi Dm28c 2018 utilizando a
plataforma de buscas integrada ao MaxQuant, Andromeda (Cox et al., 2011) e a razdo
de descobertas falsas (FDR, False Discovery Rate) foi calculada com base na
comparagdo com as sequéncias inversas do genoma.

Para o uso de peptideos na busca, foi estabelecido um limite minimo de
peptideos de sete aminoacidos, sendo que pelo menos um desses peptideos tinha que
ser identificado em uma proteina para que ela fosse inclusa. Este um peptideo poderia
ser razor, um peptideo em comum com pelo menos mais uma das demais proteinas
identificadas. Proteinas que nado se diferenciavam com base nos peptideos

encontrados foram agrupadas.

3.6. ANALISE COMPUTACIONAL DOS DADOS OBTIDOS PELA
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os dados obtidos pela espectrometria de massas e processados pelo MaxQuant
sdo exportados em forma de tabela. Esta pode ser aberta no Perseus (Tyanova et al.,
2016), um programa para andlises de dados de espectrometria compativel com o
formato de tabelas do MaxQuant. Uma vez neste programa, foi possivel excluir
proteinas identificadas como possiveis contaminantes, identificadas por peptideo ou
identificadas apenas pelo sitio. Também foi usado para filtrar proteinas baseado no
namero de peptideos Unicos ou razor identificados, que deveria ser igual ou maior que
trés em todas as trés réplicas de pelo menos uma condicdo. Para o iBAQ, o valor da
intensidade de uma proteina normalizado de acordo com a quantidade de possiveis
peptideos formados em uma digestao triptica tedrica, foi estabelecido um minimo de
108 em todas as trés réplicas de pelo menos um experimento.

O LFQi é o valor das intensidades normalizado por Levenberg-Marquardt de
acordo com quantas vezes a intensidade de um peptideo muda para cada par de
amostras no qual ele € encontrado, de forma que as intensidades podem ser
comparadas entre amostras de condi¢des diferentes (Cox et al., 2014). O logaritmo de
base 2 desse valor foi utilizado para comparar a presenca das proteinas nas diferentes
condi¢bes. Para que esses dados pudessem ser analisados, foi necessario realizar a

imputacao de valores de LFQi para proteinas que foram encontradas em apenas parte



27

das amostras. Para este estudo € necessario considerar que pode haver diferencas
grandes o suficiente entre a interacdo de proteinas com cap-4 e cap-0 para estarem
presentes em apenas uma das condi¢des e que proteinas tenham sido enriquecidas
com eficiéncia suficiente para que estejam presentes apenas em amostras da elui¢cao
guando comparadas com as lavagens. Desta forma, os dados faltantes observados
devem ser considerados dentro da teoria de dados faltantes como dados faltantes ndo
aleatoriamente, ou seja, a probabilidade de um valor variavel estar faltando depende
apenas do préprio valor faltante (Rubin, 1976), o que, em termos biol6gicos, seria
considerar que a falta de uma proteina em uma amostra € devida a falta real dela nesta
condicdo. Como foi demonstrado em estudos utilizando dados fabricados para se
adequarem a cada um dos casos de dados faltantes, a imputacdo realizada por
métodos mais simples e comuns, como por constante ou por distribuicdo normal, é
inadequada para dados faltantes ndo aleatoriamente, alterando a covariancia e a
correlacdo de duas variaveis de maneira significativa (Enders, 2010). Assim, foi
necessario eleger um método de imputacdo capaz de considerar multiplos perfis de
distribuicdo de dados entre amostras, sendo que dentro de cada perfil os dados
possuem uma distribuicdo normal propria (Henry e Hofrichter, 1992). Para tanto, foi
utilizada a imputacéo por decomposicdo de valor singular, que utiliza propriedades de

matriz para identificar estes perfis e imputar os valores necessarios.

Uma vez que os valores de LFQi haviam sido corretamente tratados, foi possivel
analisar as diferenc¢as no enriquecimento das proteinas utilizando gréaficos de dispersao
construidos a partir das variancias calculadas para cada proteina. Primeiramente,
foram separadas as proteinas que foram significativamente enriquecidas com pelo
menos um dos caps pela comparagéo da eluicao com a lavagem (FDR = 0,05; sO =

0,1). Entdo, foram comparadas as presencas das proteinas entre as condicdes.

3.7. ANALISE COMPARATIVA DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS NESTE
TRABALHO COM ESTUDOS DE IMUNOPURIFICACAO DE COMPLEXOS DE
FATORES DE TRADUCAO

Esta andlise visa validar os resultados encontrados com as proteinas purificadas
por afinidade a cap-4 imobilizado. As proteinas que copurificarem com fatores de
tradug&o em outros estudos e estdo presentes nas purificacdes por afinidade ao cap-4

tem maior chance de possuirem interacdes especificas ho complexo de iniciacdo da
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traducdo. Para tanto, foram utilizados estudos que purificaram proteinas que fazem
complexo com o cap ou estdo presentes em outros complexos com RNA tanto em
outros tripanossomatideos quanto em humanos.

Para a comparacdo com outros tripanossomatideos, as sequéncias das
proteinas foram encontradas no banco de dados TriTrypDB e foram realizadas
comparacfes de sequéncias utilizando o programa BLAST da propria plataforma
TriTrypDB para encontrar os homdélogos em outros tripanossomatideos (Aslett et al.,
2010). Entdo, os cdédigos das proteinas homologas foram procurados nas tabelas
disponibilizadas pelos artigos publicados, de acordo com a espécie utilizada no estudo.

Ja para a comparacdo com humanos, as sequéncias das proteinas foram
obtidas da mesma forma, mas as comparacdes de sequéncias foram realizadas na
plataforma UniProt para proteinas humanas. Os homologos foram, entédo, também

procurados nas tabelas dos artigos publicados.
4. APRESENTAQAO DOS RESULTADOS

4.1. ANALISE COMPUTACIONAL DOS DADOS OBTIDOS POR ESPECTROMETRIA
DE MASSAS

Ao todo, 2.169 proteinas foram identificadas pelo MaxQuant nas amostras.
Dessas, 460 proteinas foram significativamente purificadas (s0O = 0,1), distribuidas de
formas desigual entre as purificagdes com cap-0 e com cap-4 (Fig. 6).
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Figura 6. Distribuicdo das proteinas entre as purificaces com cap-0 e cap-4. (A) Os pontos em
amarelo (a direita) representam proteinas significativamente presentes na purificagdo com cap-4,
enquanto os pontos em rosa (a esquerda) representam as proteinas significativamente enriquecidas
com cap-0. Ja os pontos em cinza ao centro representam as proteinas que ndo possuem diferenca
significativa entre as purificagbes. Os pontos dessas nuvens representam proteinas fortemente
presentes em cada uma das purificagdes por afinidade, ao cap-0 ou ao cap-4, mas que nao estédo
presentes na purificacdo com o outro tipo de cap (B) Diagrama proporcional para a quantidade de
proteinas presente em cada grupo separado no gréafico A.

Em uma andlise mais detalhada das proteinas presentes em cada purificacao,
€ possivel constatar que os perfis das funcdes das proteinas purificadas diferem
consideravelmente entre os dois tipos de cap (Fig. 7). Pode ser observado que grupos
de proteinas com funcdes relacionadas a tradugédo, como proteinas ribossomais e
fatores de traducgdo, aparecem em ambas as purificacdes, embora a fragdo ocupada
por cada grupo difira entre elas.
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Figura 7. Perfil das proteinas purificadas de acordo com a sua funcdo. Separadas entre
significativas para cap-0 (A), presentes igualmente em ambos (B) e significativas para cap-4 (C).
‘indeterminadas”: proteinas de funcéo ainda ndo determinada (anotadas como proteinas conservadas
hipotéticas); “fatores™ fatores de iniciagcdo da tradugdo; “RHS”: proteinas codificadas por
retrotransposon hotspot; “GTP”: proteinas que interagem com GTP; “cap”: proteinas que atuam na
sintese do cap ou ligam ao cap no nucleo.

E possivel constatar que ha uma menor quantidade de fatores de iniciacdo em
associacdo com o cap-0 do que em associagdo com cap-4. Este resultado € de certa
forma esperado considerando a importancia de certos grupos metil do cap-4 de
tripanossomatideos apontada por estudos anteriores.

No caso das proteinas ribossomais, embora sejam encontradas, em teoria, em
complexos formados tanto com o cap-0 como com o cap-4, elas estdo presentes em
maior quantidade na eluicdo da purificagdo com cap-0. Isso se deve, provavelmente,
a presenca de menor concentracdo de proteinas que se ligam ao cap. Dessa forma, a
intensidade das proteinas ribossomais nas amostras da purificagdo com cap-0 seria

maior em comparacdo com a purificacdo com cap-4 simplesmente por ndo serem
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ofuscadas por maiores concentracdes de proteinas ligantes de cap.

Além disso, foram encontradas algumas proteinas de sintese e clivagem do cap
enriquecidas com ambos caps, 0 que acrescenta mais uma camada de complexidade
a analise dos resultados obtidos. As enzimas de decapping (XRNA, C4B63_69572;
C4B63 42993 e ALPH1, C4B63_49g176) podem ter de fato clivado o cap da resina,
de forma a possibilitar a interacdo de certas proteinas com a cadeia curta de
ribonucleotideos que conecta o cap resina, como por exemplo proteinas ligantes de
RNA mitocondriais (mitochondrial RNA binding complex 1 subunit, C4B63_11g70 e
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase, mitochondrial, C4B63_230g25), proteinas
ligantes de RNAs citosélicos que ndo possuem cap (rRNA processing protein,
C4B63_75g42 e aspartyl-tRNA synthetase, C4B63_42g203) e proteinas ligantes de
MRNA ndo maduro (Lariat debranching enzyme, C4B63 259106 e Splicing factor
TSR1, C4B63_459g133). Também foram encontradas proteinas que interagem com o
GTP (como Inosine-5-monophosphate dehydrogenase, C4B63 117955 e nucleolar
GTP-binding protein 1, C4B63_29367), que devem ter interagido com o cap ainda
ligado a resina apos ter sido demetilado por proteinas de decapping. Entretanto, a
identificacdo de proteinas de sintese do cap (Cap-specific mMRNA (nucleoside-2-O-)-
methyltransferase, @ C4B63 28g37; RNA capping enzyme, Bifunctional
Monophosphate RNA Kinase/RNA guanylyltransferase, C4B63_186g9 e mRNA (2'-O-
methyladenosine-N(6)-)-methyltransferase, C4B63_149109) além do elF4G1-IP1
(C4B63_709g113), que possui funcdo guanina-N(7)-metiltransferase, sugere que, uma
vez que o cap tenha sido removido, ele pode ter sido novamente ligado a cadeia de
ribonucleotideos da resina. Assim sendo, € necessario analisar os resultados deste
experimento ndo em um contexto estatico de proteinas que se ligam ou nao aos caps
estudados, mas sim em um contexto dindmico no qual proteinas constantemente
associam-se e desassociam-se ao cap, incluindo proteinas que podem modificar a
estrutura do cap. Dessa forma, pode se pensar na lista de proteinas obtidas como
uma “foto” de um momento arbitrario desta dinamica no qual espera-se que as
proteinas encontradas em maior intensidade e, portanto, maior quantidade reflitam as
proteinas que dentro da célula interagiriam mais fortemente com o cap.

Além destas, foram encontradas outras proteinas que interagem com o0 mRNA.
Uma delas, a helicase DDX60 (C4B63_239g275) foi encontrada em associagao com o
complexo 43S de T. cruzi, interagindo com o N-terminal de elF3c e elF5, assim como

com o rRNA 18S e diversas proteinas da subunidade 40S, por meio de dominios e
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insercdes ausentes no homologo de mamiferos (Bochler et al.,, 2020). As demais
proteinas ligantes de RNA encontradas ndo foram encontradas em outros estudos
como possiveis participantes da iniciacdo da traducdo, porém como muitas delas
ainda ndo foram caracterizadas como integrantes de outros processos, é possivel
admitir que pelo menos parte delas pode ser componente auxiliar de algum complexo
de iniciacdo, atuando na ancoragem do complexo ao mRNA, ou na linearizacao de
estruturas secundarias do mRNA no caso de helicases. Entretanto, é igualmente
possivel que pelo menos parte destas proteinas tenha interagido inespecificamente e
tenha sido enriquecida desta forma.

Também ha uma grande fracdo composta pelas proteinas codificadas por
retrotransposon hotspot e as de funcdo ainda indeterminada em ambas as
purificacdes. Como estes dois grupos nao possuem uma funcdo estabelecida, é
possivel que algumas das proteinas encontradas pertencentes a eles facam parte da
traducdo ou interajam com o RNA em outro contexto, mas néo € possivel afirmar o
motivo da presenca destas proteinas.

Entretanto, a maior quantidade de proteinas identificada esta associada a
funcdes ndo relacionadas a traducdo, como proteinas de citoesqueleto ou do
metabolismo, que provavelmente foram purificadas por estarem em grande
concentragcdo nas células e, portanto, formarem muitas interacdes inespecificas com

proteinas que fazem parte de complexos.

4.2. FATORES DE INICIACAO ENCONTRADOS NO EXPERIMENTO

Todos os elF4Es encontrados, que classicamente sdo responsaveis pela
interacdo com o cap, e todos os elF4Gs a excecao do elF4G2, foram enriquecidos em
maior propor¢cao em associagao ao cap-4 (Tabela 1). Entretanto, em contraste com
estudos anteriores, nao foi encontrado que elF4E3 e elF4E4 foram enriquecidos em
maior quantidade em relacdo aos outros elF4Es, o que seria esperado pelo papel
principal na iniciagéo da traducgéo sugerido anteriormente (Bezerra et al., 2022; Falk
et al., 2022). O elF4E encontrado com IBAQ maior para 0 ensaio com cap-4 foi, na
realidade, o elF4E5, que, apesar de um de seus parceiros, 0 elF4G2, ndo ter sido
encontrado, seguido de elF4E6, que foi agrupado por estudos anteriores com o
elF4E5 devido a similaridade entre as suas sequéncias e a maior diferenca que elas

apresentam em relacdo as elF4Es humanas. Assim, estes resultados apontam que
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em T. cruzi epimastigota elF4E5 pode possuir um papel mais significativo na iniciacao
da traducédo do que os demais elF4Es e que seu complexo elF4F com elF4G1 é mais
prevalente do que o formado com elF4G2.

Outro ponto notavel na descricdo dos complexos elF4F purificados foi que, ao
contrario do que era inicialmente esperado, ndo foi possivel correlacionar as
intensidades e, portanto, as concentracfes dos parceiros esperados. As elF4Es de
forma geral, a excecdo da elF4E3, demonstraram maior intensidade do que os seus
parceiros elF4Gs. Mesmo ao n&o se comparar 0s valores das intensidades
diretamente, e sim o ranqueamento das elF4Es pelas suas intensidades e aquele das
elF4Gs, as posi¢cdes tomadas ndo se correlacionam entre os parceiros. Por exemplo,
enguanto, como mencionado acima, os elF4Es de maior intensidade foram elF4E5 e
elF4E®, os elF4Gs mais intensos foram elF4G3 seguido de elF4G4, cujo par, elF4E3,
foi o elF4E de menor intensidade. Ao se realizar o agrupamento hierarquico das
proteinas em relacédo ao iBAQ encontrado para as purificacdes com cap-4 e cap-0, 0s
pares elF4AF assim como as elF4Es e elF4Gs nédo foram encontrados nos mesmos
grupos. Dessa forma, fica claro que é impreciso estabelecer proteinas que formam
complexo entre si utilizando-se apenas destes experimentos. Entretanto, ainda é
possivel inferir a possibilidade da instabilidade ou de uma dindmica maior de
complexos que previamente foram assumidos como bem estabelecidos.

Ainda, a subunidade d do elF3, apontada mais recentemente como uma via
alternativa de ligacéo ao cap e iniciagao da traducdo em humanos (Lee et al., 2016) e
Leishmania (Bose et al., 2023), foi encontrada associada em maior proporcéo ao cap-
0 (Tabela 1). Dessa forma, os resultados sugerem que, embora todos os elF4Es
tenham maior afinidade para o cap-4, o cap-0 pode possuir um papel em via alternativa
de iniciagédo da traducao.

Além disso, foram enriquecidas em maior propor¢cdo com o cap-0 o fator de
terminacédo da traducéo ERF1 e a PABP1. A maior presenca de PABP1 em associacao
ao cap-0 parece contraintuitiva, ja que ela forma complexo com o elF4F formado por
elF4E4 e elF4G3, ambos fatores mais enriquecidos com cap-4. Entretanto, essa
diferenca poderia ser justificada caso seja encontrado que PABP1 também participa
da via de iniciacdo da tradugcdo do elF3D, movendo a tendéncia de presenca da
PABP1 para amostras enriquecida com cap-0. Os resultados encontrados para PABP
se tornam ainda mais complexos ao se considerar que a PABP2, que deveria interagir
com o0s elF4Fs elF4E3/elF4G4, elFAES5/elF4AG1 e elF4E6/elF4G5, nédo foi
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significativamente eluido em nenhuma amostra, o que indica que a associacao destas
proteinas ao complexo pode ndo ser tdo forte quanto indicada por estudos de
imunoprecipitacao.

Também encontrado enriquecido em maior proporcdo com o cap-0 foi o
elF4G1-IP1, que possui atividade guanina-N(7)-metiltransferase além de formar
complexo com o elF4F formado por elF4E5 e elF4G1. As demais proteinas do
complexo terem sido enriquecidas em maior propor¢ado com o cap-4 indica que a
elF4G1-IP1 pode cumprir um papel no recrutamento do elF4F para mRNAS cujos caps
tenham sofrido demetilacdo e que ela pode se desassociar do complexo apos
restaurar a metilacao do cap.

Além dos fatores de traducédo ja caracterizados, foram encontradas ainda as
seguintes proteinas que possuem dominios relacionados com a iniciacao da traducao:
Lupus La protein, Translation machinery-associated protein 22 (SUI1), CCR4-NOT
transcription complex subunit 1 e NGG1 interacting factor 3. Neste caso néo é possivel
inferir a significancia da presenca destas proteinas em associacdo com o cap.
Entretanto, é interessante apontar a comprovacao de que elas podem estar de alguma

relacionadas com a traducéo, como € indicado pelas suas sequéncias.

id nome Logz(LFQi
cap-4)

Mais presentes na coluna de afinidade a cap-0
C4B63_709g113-t42_1-p1 EIF4G1-IP1, mRNA cap 18,64360746

(guanine-N(7)-)-

Logz(LFQi
cap-0)

23,39999262

methyltransferase
C4B63_29g331-t42_1- PABP1 20,75023397 23,9497776
t42_1-pl
C4B63_18g223-t42_1-p1 EIF3D 22,1255455 24,79680634
C4B63 2g558-142 1-p1 ERF1 21,17790985 23,25791168

Presentes na mesma proporc¢ado nas na colunas de afinidade a cap-0 e cap-4

C4B63_7g223-t42_1-pl
C4B63_39g333-t42_1-pl
C4B63_58g143-t42_1-pl

EIF3G
EIF3I

Lupus La protein

23,53618304
24,10429637
23,92858505

23,85194778
24,33895238
24,10339355

C4B63 4g188-t42 1-p1 Elongation factor Tu, 21,74134191 21,79549281
mitochondrial
C4B63 199g113-t42_1-p1 Translation machinery- 21,2711188 21,3018074
associated protein 22
(SUI1)
C4B63 6g161-t42 1-p1 EIF4A-3 22,71824773 22,73418872
C4B63_25¢g237-t42_1-p1 EIF3B 24,6385746  24,39756076
C4B63 2g158-t42 1-pl EIF4E-1-IP 28,44299507 28,06215096
C4B63_5g417-t42_1-p1 EIF2G 22,93535119 22,53462537
C4B63 289g170-t42 1-p1l EIF1 25,10315005 24,61955579
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Mais presentes na coluna de afinidade a cap-4
C4B63 _85¢83-t42 1-p1 EIF4A-1 23,05538368 22,49582481
C4B63_139g145-t42_1-p1 EIF3L 26,06839498 25,26034737
C4B63_12¢g6-t42_1-pl EIF4E-2 binding protein ~ 22,57064565 21,72006226
C4B63_2g551-t42_1-p1 EIF4E-1 29,28768920 28,40811538
C4B63_619g149-t42 1-p1 EIF3A 25,83008575 24,91854668
C4B63_119g83-t42_1-p1 EIF3F 25,56136195 24,55927785
C4B63_63g7-t42 1-pl EIF3C 26,10117404 25,07793935
C4B63_83g34-t42_1-p1 EIF4G-1 25,6698246  24,61502647
C4B63 513g4-t42 1-p1 EIF4E-2 22,63040924 21,45578003
C4B63_45997-t42_1-p1 EIF3H 25,40393511 24,06776174
C4B63_6g227-t42 1-p1 EIF3E 26,16411591 24,73737526
C4B63_58g101-t42_1-p1 EEF1l-alpha 28,82475408 27,29186376
C4B63 40¢g97-t42 1-p1 EIF4G-4 24,94089063 23,26255671
C4B63_330g12-t42_1-p1 EIF4E-3 25,41816839 23,697656
C4B63 139g194-t42 1-p1 EIF4E-5 28,52418645 26,4031442
C4B63_179131-t42_1-p1 EIF4G5-IP 22,46014849 19,86973381
C4B63_79g36-t42 1-p1 CCR4-NOT transcription 23,20959028 20,51209259
complex subunit 1

C4B63 55¢g173-t42_1-p1 EIF4G-3 26,1721789 23,4145546
BCY84_00845-t36 1 EIF4E-4 28,1884524 25,09578133
C4B63 219g47-t42 1-p1 EIF4G-5 25,89238739 22,37081019
C4B63_8g546-t42 1-p1 EIF4E-6 27,69744428 22,33872096
C4B63 70g67-t42 1-p1 NGGLI interacting factor 3  26,72729556 19,98205694

Tabela 1. Relagéo dos codigos e dos nomes dos fatores de iniciagdo encontrados separados de
acordo com o cap com o qual eles estdo em maior associacgao.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que, conforme esperado, ha uma diferenca entre os
complexos que se ligam ao cap-0 e ao cap-4 e que, provavelmente, as proteinas que
interagem diretamente com o cap interagem com afinidades diferentes com os
diferentes caps. E possivel constatar que os fatores de iniciacdo da via classica
interagem mais fortemente com o cap-4 do que com o cap-0 e que os elF4Es que
foram enriquecidos em maior quantidade em associacdo ao cap-4 diferem daqueles
sugeridos por parte da literatura como os elF4Es principais, colocando o elF4E5 e
elF4E6 em posi¢cdes de maior destaque.

Ainda é possivel que o cap-0 tenha importancia para a iniciacdo da traducéo
em vias alternativas, em especifico a via da elF3d. Nesse sentido, uma possibilidade
a ser estudada é a interacdo do elF3d com mRNAs especificos de T. cruzi que devem
ser traduzidos por essa via.

Apesar de este trabalho ter sido capaz de afirmar a importancia do cap-4 para

a interacdo com fatores de iniciacao de tripanossomatideos em favor do cap-0, ainda
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ha aspectos dos complexos de iniciacdo que ndo puderam ser completamente
visualizados por este experimento. A falta de agrupamento hierarquico e correlacao
entre as intensidades e a grande presenca de proteinas que ndo participam da
traducdo ou de interagdes com o RNA no geral dificultaram o estabelecimento de
complexos de iniciacao especificos. Entretanto, foi possivel entender o cap como um
local de interacfes dinamicas que nao se restringem apenas a iniciacdo da traducao,

ao menos quando observado in vitro.
5.1. RECOMENDAQOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos ainda deixam diversas duavidas que podem ser
respondidas em trabalhos futuros. Por exemplo, o uso da mesma técnica acoplada a
cromatografias por troca ibnica e exclusdo por tamanho anteriormente a analise por
espectrometria de massas pode trazer resultados mais especificos em relacdo as
possiveis composi¢cdes de complexos de iniciacdo da traducdo. Esses estudos
poderiam entdo comprovar a participacdo de algumas proteinas de potencial papel na
iniciacdo da traducdo, como aquelas identificadas como ligantes de RNA ou que
possuem dominios caracteristicos de iniciacdo da traducdo. Uma vez que a
importancia dessas proteinas ainda ndo caracterizadas tenha sido comprovada, seria
interessante estudar o papel funcional que estas proteinas podem cumprir nos
complexos.

Além disso, seria interessante realizar os mesmos métodos para outras fases
do ciclo do T. cruzi, jA que se espera que os complexos elF4F tenham significancias
diferentes a depender da fase. Além disso, purificacfes sequenciais para a separagcao
de complexos diferentes também poderiam ser realizadas, ja que também é possivel
que a funcdo dos complexos mude devido a mudangca em sua composicdo em

estagios do ciclo de vida do parasito.
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