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RESUMO

DE LIMA, Gustavo Barbosa. Contribuicbes ao estudo de multiplos complexos
atuantes na iniciacdo da traducdo em Leishmania sp.: identificacdo de
interacdes proteicas e mecanismos de regulagcdo. 2021. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

A familia Trypanosomatidae de protozoarios parasitas apresenta caracteristicas
moleculares diferenciadas, como a regulag¢éo da sua expressao génica feita em nivel
pos-transcricional. Como em outros eucariotos, acredita-se que a iniciagdo da
traducao, mediada por diferentes fatores de iniciacdo da traducédo (elFs), seja uma
etapa critica dessa regulacdo. Etapas importantes desse processo Sdo0 o0
reconhecimento do mMRNA e tRNAs, o recrutamento dos ribossomos e a identificagao
do cdédon AUG de iniciacdo da traducdo, atividades realizadas por diversos elFs
como os complexos elF2, elF3 e elF4F. O elF2, formado pelas subunidades elF2q,
elF2B3 e elF2y, leva o tRNA ligado a metionina inicial da proteina nascente a
subunidade menor ribossomal (40S). Ja o elF3, formado por 13 subunidades em
mamiferos (elF3a até elF3m), com mudltiplas funcdes na traducdo, atua ligado a
subunidade 40S e facilitando sua associacdo ao mRNA. O elF4F, por sua vez, é
responsavel por reconhecer o mRNA e facilitar o recrutamento dessa subunidade
ribossomal através de sua interacdo com o elF3. Esse complexo é formado pelas
subunidades elF4E, elF4A e elF4G. Os tripanosomatideos se destacam por
apresentarem particularidades especificas em cada um destes complexos e que 0s
distinguem dos demais eucariotos, como dois homologos de elF2y, cinco elF4Es
formando diferentes tipos de complexos do tipo elF4F e um complexo elF3 com 12
subunidades. Este trabalho buscou avancar no conhecimento sobre cada um destes
complexos a partir de estudos voltados a caracterizacdo de subunidades
selecionadas de cada complexo (EIF2y-1 e EIF2y-1; seis subunidades do elF3;
EIF4AE3 e EIF4E5), avaliando interacdes proteicas a partir de duas espécies de
Leishmania. Estas proteinas foram estudadas a partir de sua expressdo em
linhagens transgénicas fusionadas ao epitopo HA. Cada proteina alvo foi utilizada
em experimentos de imunoprecipitacdo, com parceiros co-precipitados identificados
por espectrometria de massa. Foram definidas redes de interacdes proteicas para
cada um destes complexos. Assim, diferencas importantes foram identificadas entre
proteinas parceiras dos dois homodlogos de elF2y, sugerindo mecanismos de
atuacao distintos. As subunidades do complexo elF3 apresentam interacdes entre si
semelhantes a outras espécies, mas interacdes distintas com outras proteinas
parceiras. Para o EIF4E3 foi observado a relevancia da sua fosforilagdo sobre todo o
seu perfil de interacdo com proteinas parceiras. Ja para o EIF4ES5, a resolucédo da
sua estrutura, nos trouxe novas informacdes sobre como seu modo de acéo e
interacdo com parceiros proteicos. Os resultados gerados contribuem no
conhecimento sobre a tradugdo nos tripanosomatideos e sobre como essa pode ser
regulada, subsidiando ainda o desenvolvimento de moléculas inibidoras especificas.

Palavras chaves: elFs; expressao génica; tripanosomatideos.



ABSTRACT

DE LIMA, Gustavo Barbosa. Contribuicbes ao estudo de multiplos complexos
atuantes na iniciacdo da traducdo em Leishmania sp.: identificacdo de
interacdes proteicas e mecanismos de regulacdo. 2021. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

The family Trypanosomatidae of parasitic protozoa is characterized by unique
molecular features, such as their gene expression regulation being carried out at the
post-transcriptional level. As in other eukaryotes, translation initiation, mediated by
different translation initiation factors (elFs), is believed to be a critical step in this
regulation. Important steps in this process are the recognition of mRNA and tRNAs,
the recruitment of ribosomes and the identification of the translation initiation codon
AUG, activities performed by several elFs, such as the elF2, elF3 and elF4F
complexes. elF2, formed by the elF2a, elF2f3 and elF2y subunits, delivers the tRNA
bound to the first methionine of the nascent protein to the smaller ribosomal subunit
(40S). elF3, formed by 13 subunits in mammals (elF3a to elF3m), with multiple
functions in translation, acts bound to the 40S subunit, facilitating its association with
the mRNA. elF4F, is responsible for recognizing the mRNA and facilitating the
recruitment of this ribosomal subunit through its interaction with elF3. This complex is
formed by the elF4E, elF4A and elF4G subunits. Trypanosomatids are noteworthy
for specific features found in each of these complexes and that distinguish them from
other eukaryotes, such as two elF2y homologues, five elF4Es forming distinct elF4F-
like complexes and a 12 subunit elF3. This work sought to advance the knowledge
on each of these complexes from studies aimed at the characterization of selected
subunits from each complex (EIF2y-1 and EIF2y-1; six elF3 subunits; EIF4E3 and
EIF4E5), evaluating protein interactions from two Leishmania species. These
proteins were studied from their expression in transgenic lines fusioned to the HA
epitope. Each target protein was used in immunoprecipitation experiments, with co-
precipitated partners identified by mass spectrometry. Protein interaction networks
were defined for each of these complexes. Thus, important differences were
identified between partner proteins of the two elF2y homologues, suggesting distinct
mechanisms of action. The subunits of the elF3 complex have interactions with each
other similar to other species, but distinct interactions with other protein partners. For
EIF4E3 the relevance of its phosphorylation on its entire interaction profile with
partner proteins was observed. As for the EIF4ES5, the resolution of its structure
produced new information regarding its mode of action and interaction with protein
partners. The results generated contribute to the knowledge about translation in
trypanosomatids and how it can be regulated, further supporting the development of
specific inhibitor molecules.

Key Words: elFs; regulation of gene expression; Trypanosomatids.
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1 INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae é formada por protozoarios flagelados que
incluem os géneros Leishmania e Trypanosoma, agentes causadores de
enfermidades de importancia para saldde publica, em especial em paises em
desenvolvimento. Juntas, as doencas provocadas por esses patdgenos
(Leishmaniose, a Doenca de Chagas e a Doenca do Sono) chegam a afetar cerca
de 21 milhdes de pessoas, mas métodos de prevencdo e tratamento para essas
enfermidades se mostram pouco efetivos, custosos ou possuem diversos efeitos
colaterais. Portanto ainda existe uma grande necessidade de uma maior
compreensao sobre mecanismos basicos da biologia molecular desses parasitas

para se buscar métodos mais efetivos de combate.

Os tripanosomatideos sdo organismos que divergiram precocemente durante
a evolucdo e possuem caracteristicas biologicas distintas dos demais eucariotos,
como a complexa regulacdo da sua expressao génica. Esta ocorre em etapas pos-
transcricionais, como no processamento, transporte e estabilidade dos RNAs
mensageiros (MRNAS) e ainda durante sua tradugdo em proteinas. Existem indicios
de que o controle da tradugdo de mRNAs tenha um papel importante na regulagéao
da expressédo génica, porém os mecanismos deste controle ndo sdo adequadamente
conhecidos. Em eucariotos mais bem caracterizados, a maioria dos eventos de
controle da expressao génica ao nivel da traducdo ocorre na sua etapa de iniciacao,
gquando os mMRNAs sdo selecionados por complexos proteicos associados aos
fatores de iniciacao da traducéo (elFs de eukaryotic Initiation Factors) e levados aos

ribossomos.

Dentre os fatores de iniciacdo da traducdo podemos destacar varios
complexos formados por mdltiplas subunidades, como os elF2, elF3 e elF4F. O
complexo heterotrimérico elF2, formado pelas subunidades elF2aq, elF2p e elF2y,
tem atividade de ligagdo ao GTP e sua principal funcéo € entregar o tRNA ligado a
primeira metionina da proteina a ser sintetizada (Met-tRNAIi) a subunidade menor
ribossomal (40S). Sua acdo se da em todas as células eucaridticas e garante que a
sintese proteica comece pelo codon AUG correto. Ja o elF3, envolvido em quase

todas as etapas da traducgéo, atua na iniciacdo associado a subunidade ribossomal
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40S, junto com os elF2 (com o Met-tRNAI), elF1 e elF1A. O elF3 é o maior dos elFs
e em mamiferos é composto por 13 subunidades nao idénticas (elF3a até elF3m).
Entre suas funcdes esta a de mediar a interacéo entre a subunidade 40S e o mRNA
e a de atuar na varredura do mRNA para o reconhecimento do cédon AUG de
iniciacdo da traducdo. O complexo elF4F tipico, por sua vez, formado pelos fatores
elF4E, elF4G e elF4A, é responsavel pelo reconhecimento dos mRNAs e, junto com

o elF3, media a interacéo entre estes e a subunidade ribossomal 40S.

Nos tripanosomatideos, caracteristicas proprias foram observadas em
diferentes fatores de iniciagdo da traducdo e que podem estar associadas ao
controle da sua funcdo. No caso do complexo elF2, sua subunidade elF2y é
representada por dois homologo distintos, chamados de EIF2y-1 e EIF2y-2, embora
pouco se sabe sobre como se diferenciam funcionalmente. No caso do elF3, poucos
estudos tem avaliado seu papel e o subunidades individuais na tradugcéo, embora
apenas 12 subunidades (EIF3A até EIF3L) tenham sido identificadas, todas
representadas por um unico homadlogo. Ja no que diz respeito ao complexo elF4F,
foram descobertos nos tripanosomatideos varios homadlogos para suas subunidades
elFAE (EIF4E1l a 6) e elF4G (EIF4AG1 a 5), formando multiplos complexos do tipo
elF4F atuantes na tradug&o.

Este trabalho se prop6s a investigar diferencas e semelhancas nos complexos
elF2, elF3 e elF4F de tripanosomatideos a partir do estudo de subunidades
selecionadas e previamente identificadas. Primeiramente, foram estudados os dois
homdlogos de EIF2Y, avaliando suas interacbes e informagdes sobre como atuam
na traducdo. A andlise realizada para evidenciar interacbes do elF3, a partir do
estudo de seis de suas subunidades, nos trouxe uma maior clareza das interacdes
entre si e com novas ou conhecidas proteinas parceiras. Estudos semelhantes com
os EIFAE3 e EIF4E5, além da andlise estrutural focada apenas no EIF4ES,
revelaram importantes aspectos sobre o0 modo de atuacdo destas proteinas e
complexos nas quais atuam, inclusive no que concerne a regulagdo de suas
atividades por modificacdes pos-traducionais do tipo fosforilagdo. Importantes
contribuices foram entdo realizadas no estudo de cada uma dessas proteinas e
complexos associados com impacto importante no conhecimento existente a

respeito da iniciagdo da traducdo em tripanosomatideos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais da familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae possuem caracteristicas celulares e moleculares

gue os tornam organismos com fungdes e metabolismo distinto de outros eucariotos.

2.1.1 Ordem Kinetoplastida

O Reino Protozoa possui mais de 40.000 espécies existentes de seres
unicelulares, das quais, cerca de 25.000 sdo espécies de vida livre, enquanto as
demais possuem um estilo de vida parasitico (REN; GUPTA, 2017). Dentro deste
Reino existe um supergrupo denominado Excavata e neste se encontra o filo
Euglenozoa onde se encontra a ordem Kinetoplastida (STUART; BRUN; CROFT;
FAIRLAMB et al., 2008) (

Figura 1).

Figura 1 - Arvore filogenética esquematica representando os super-filos principais do
reino protozoa, nomeados Alveolata e Excavata
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Nota: Dois dos filos mostrados, Apicomplexa e Kinetoplastida, compreendem a grande maioria de
patbgenos humanos e de animais. Enquanto a maioria dos apicomplexos (exceto gregarinas)
favorecem um estilo de vida intracelular, os kinetoplastideos preferem uma vida extracelular (exceto
certos estagios de T. cruzi e Leishmania).

A ordem Kinetoplastida € constituida por um grande grupo de protozoarios de
vida livre ou parasitas de invertebrados, vertebrados e plantas. Todos séo
caracterizados por possuirem uma estrutura intracelular exclusiva, dentro de sua
Unica e grande mitocdndria (LUKES; GUILBRIDE; VOTYPKA:; ZIKOVA et al., 2002).
Essa estrutura possui forma de disco e € denominada de kinetoplasto ou também
chamado de kinetoplasto, de onde vem a denominacdo da ordem (Figura 2A). Essa
estrutura € formada por um grande numero de moléculas circulares de DNA
mitocondrial entrelagcadas (~20.000 minicirculos, 20-50 maxicirculos), o kDNA
(Figura 2B e 2C). Todos os protozoarios que fazem parte desta ordem possuem um
flagelo, que pode ser longo e livre, incorporado na superficie celular (formando uma

membrana ondulatéria), ou ainda ser pequeno e fechado na bolsa flagelar (BASTIN;
PULLEN; MOREIRA-LEITE; GULL, 2000).
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Fonte: adaptado de Lukes et al.(2002)

Nota: Em A) Eletromicrografia da regido do kinetoplasto evidenciando o kDNA de Trypanosoma
avium. B) Eletromicrografia evidencicando a rede de DNA e sua organizacdo no kinetoplasto, na seta
um minicirculo claramente visivel. C) Diagrama esquematico da organizagdo do kDNA, evidenciando
as suas duas formas de organizacédo, identificadas através do estudo de cortes transversais no
kinetoplasto.

2.1.1.1.1 Familia Trypanosomatidae

Dentro da ordem Kinetoplastida encontra-se a familia Trypanosomatidae.
Essa familia possui atualmente 13 géneros confirmados, todos compreendendo
espécies exclusivamente parasitas: Leptomonas, Chritidia, Herpetomonas,
Blastocrithidia, Strigomonas, Angomonas, Wallaceina, Sergeia, Blechomonas,
Phytomonas, Endotrypanum, Trypanosoma e Leishmania (Figura 3) (LUKES;
SKALICKY; TYC; VOTYPKA et al., 2014; YAZAKI; ISHIKAWA; KUME; KUMAGAI et
al., 2017).

Figura 3 - Filogenia global Kinetoplastida.
Trypanosoma cruzi (o%) ¢

Trypanosoma brucei (3%) ¢ Trypanosomatida
Leishmania infantum (o%) &
Leishmania major (0%)
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Diplonema papillatum (3%)

Euglena gracilis (27%)

= ().05 substitutions/site

Fonte: YAZAKI et al.(2017)

Nota: A arvore foi inferida a partir de um alinhamento compreendendo 43 genes que codificam
proteinas altamente conservadas. A topologia da arvore foi inferida a partir do método de méaxima
verossimilhanga. Os ndés marcados por pontos foram suportados por valores de bootstrap de maxima
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verossimilhanca de 100% e probabilidades bayesianas posteriores de 1,0. Para cada taxon, a
porcentagem de dados ausentes € apresentada entre parénteses. Os parasitas sdo marcados por
diamantes.

A familia Trypanosomatidae inclui varios parasitas responsaveis por
causarem doengas em humanos e animais. Os mais relevantes por causarem
doencas em humanos e pelo seu impacto sdo Trypanosoma brucei, Trypanosoma
cruzi e Leishmania, causadores da Doenca do Sono, da Doenca de Chagas e as
varias manifestacdes clinicas da Leishmaniose, respectivamente (GUARNER, 2019;
KENNEDY, 2019; MCCALL; MCKERROW, 2014). No caso da Leishmaniose, esta é
caracterizada por um amplo espectro de manifestagdes clinicas, entre as quais se
destacam a leishmaniose visceral (LV), a leishmaniose Mucocutanea (LMC) e a
leishmaniose cutanea (LC), sendo uma doenca tropical negligenciada, afetando
populacbes em &reas tropicais e subtropicais em todo o mundo (TASLIMI;
ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estima que
mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas de leishmaniose e estédo
sob risco de infec¢cdo. Também é estimado que 30.000 novos casos de LV e mais de
1 milhdo de novos casos de LC ocorram anualmente (WHO, 2020). O género
Leishmania é transmitido pela picada de fémeas de flebotomineos infectados
(PACE, 2014; WHO, 2018) e compreende aproximadamente 53 espécies, dentre as
quais 20 sdo causadoras de leishmaniose em humanos (KAUFER; ELLIS; STARK;
BARRATT, 2017).

Atualmente ndo héa vacina contra qualquer forma da leishmaniose aprovada
em humanos, e a quimioterapia € a Unica abordagem para o tratamento. Os
tratamentos atuais para leishmaniose incluem quimioterapia com antimoniais para as
LC e LMC e Anfotericina B para LV, sendo as opc¢des de tratamento muito limitadas,
em parte devido ao alto custo e efeitos adversos significativos, além da
citotoxicidade, a resisténcia aos medicamentos é o principal obstaculo para a terapia
antileishmanicida atual, sendo necessario o desenvolvimento de novas formas
terapéuticas de rapida acdo e com baixa toxicidade (TASLIMI; ZAHEDIFARD;
RAFATI, 2018). Um cenario semelhante é observado para as doencas provocadas
por outras espécies de tripanosomatideos e o desenvolvimento de novas
ferramentas de controle terapéutico ainda depende de um conhecimento mais fino
sobre a biologia destes parasitas voltados a identificacdo de novos alvos para

quimioterapicos. Entretanto as caracteristicas Unicas ja observadas em processos
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associados a expressdo génica destes parasitas sugerem possiveis processos
passiveis de investigacao e voltados a identificacdo destes alvos.

2.2 Expresséo génica em tripanosomatideos

De uma forma geral, os tripanosomatideos sé@o caracterizados por ciclos de
vida digenéticos, ou seja, se alternam entre dois hospedeiros distintos, sendo um
deles o vetor, geralmente um invertebrado, e o segundo o hospedeiro definitivo
(planta ou animal). Ao longo do seu ciclo de vida estes parasitas sofrem alteracfes
morfolégicas e genéticas que os permitem se adaptar a diferentes microambientes
em seus respectivos hospedeiros (LUKES; SKALICKY:; TYC; VOTYPKA et al., 2014;
SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006).

Do ponto de vista de sua biologia molecular, e mesmo tendo divergido entre si
h& cerca de 200 a 500 milhdes de anos, os tripanosomatideos de uma forma geral
apresentam uma notavel conservacao tanto no nimero como na organizagdo de
seus genes (BRINGAUD; MULLER; CERQUEIRA; SMITH et al., 2007; KISSINGER,
2006). Todos tém seu genoma organizado em grandes blocos policistrénicos (Figura
4), ou seja, dezenas a centenas de genes codificadores de proteinas arranjadas na
mesma fita de DNA e separados por uma ou mais regides de troca de fita em cada
cromossomo (BUBIS; MARTINEZ; CALABOKIS; FERREIRA et al., 2018; SIMPSON;
STEVENS; LUKES, 2006). Como consequéncia do arranjo génico em blocos, os
tripanosomatideos tem seus mMRNAs gerados a partir de precursores policistrénicos
gigantes que sao transcritos simultaneamente por conta da auséncia de promotores
para transcricdo individual de cada gene. Isso requer um processamento
diferenciado destes precursores em MRNAs maduros, conhecido como trans-
splicing. Este processo é direcionado a todos os RNAs codificantes de proteinas
que, ao serem processados, recebem uma sequéncia de nucleotideos chamada de
sequéncia Spliced Leader (SL) (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003). Por
possuirem sua organizacdo gendmica peculiar e também por ndo possuirem
promotores tipicos para RNA polimerase Il, a regulacdo da expressdo génica nos
tripanosomatideos € dependente de eventos pds-transcricionais, onde um papel
crucial parece ser o do controle da tradugédo dos mRNAs em proteinas (KRAMER,
2012).
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Figura 4 - Arquitetura do mapa do cromossomo 26 de Leishmania infantum.
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Fonte: Adaptado Tritrypdb. (2022)

Nota: Os genes estdo representados por faixas azuis (esquerda para direita) e faixas vermelhas
(direita para esquerda) alternando assim a fita positiva e negativa de leitura transcricional dos genes
em cluster. Uma regido de inversdo da transcricdo (troca de fita) estd presente em retangulo
vermelho.

2.3 Iniciacdo datraducéo eucariodtica

A sintese proteica, que consiste na traducdo dos mRNAs em proteinas,
representa o objetivo final da expresséo génica e € essencial para a sobrevivéncia
de todos o0s organismos vivos. Este € um dos processos celulares mais
conservados, sendo controlado por varios fatores proteicos que atuam em quatro
etapas principais: iniciagdo, alongamento, terminacdo e reciclagem (SONENBERG,;
HINNEBUSCH, 2009). A regulacdo da traducdo pode ser mediada por mecanismos
gue atuam em diferentes etapas, mas o alvo principal para essa regulacéo € a etapa
de iniciacdo, onde um grande numero de proteinas denominadas fatores de
iniciacdo eucaridticos (elFs de eukaryotic Initiation Factors), sdo necessarios. Os
elFs participam de muitos pontos criticos requeridos para a tradugcdo prosseguir e
estes incluem a identificacdo de mRNA maduros, protecdo contra nucleases, e
recrutamento dos ribossomos para o0 inicio da tradugdo corretamente
(SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). Embora os mecanismos e a regulacdo da
iniciacdo da traducdo, em diferentes grupos de seres vivos, venham sendo

estudados ha décadas, muitos aspectos permanecem obscuros (FRASER, 2015).

A iniciacdo da traducdo em eucariotos € a fase mais altamente regulada na
traducdo da maioria dos mRNAs. Estd etapa compreende todas as etapas que
levam a montagem de um ribossomo completo (80S) junto ao mMRNA, através da
unido das subunidades ribossomais maior (60S) e menor (40S) junto a0 mMRNA,
posicionadas em torno do codon AUG de inicio da traducéo (Figura 5) (SHIROKIKH,;
PREISS, 2018). O processo comega com a montagem do “complexo de pré-
iniciacao” 43S (PIC), composto por: o tRNA transportando com anticédon para o
primeiro AUG da sequéncia codificadora e transportando o aminoacido metionina

(Met-tRNAI); varios fatores de iniciacdo, como os elF1, elF1A, elF2 e elF3; e a
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subunidade ribossomal menor 40S. O mRNA maduro é recrutado de forma
independente através da ligagdo do complexo elF4F a sua extremidade 5. Em
seguida se da a associacao entre o PIC e o mRNA, através da sua extremidade 5’
nao traduzida, com a subsequente busca pelo cédon AUG e recrutamento da
subunidade 60S junto com o fator elF5B. A partir dai se inicia a sintese da cadeia
polipeptidica, propriamente.
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Figura 5 - Representacdo esquematica da via de iniciacdo da traducao

eucariotica.
408
A l/‘ * *
%«« : 43S preinitiation complex
»
48 —.

73 ATP ADP
ATP
s
ADP E
GDP

mRNA
“* =

EIF2B
4F

D ATP
F GTP _/
ADP

@—&-_/W\%

\%_. :
s N

1 elF1 4B  elF4B

® <FIA G arac @——-&---—/\’V\m@@@
@R eIF2 eIF4E

@ eIF3 & eIF5
IF4A IF5B
B el i)

Fonte: HAO et al.(2020)

Nota: A) Reciclagem de subunidades ribossomais separadas e elFs que sdo gerados a partir de
eventos prévios de traducdo. B) Formacdo do complexo ternério elF2-GTP-Met-tRNAi Met. C)
Formacao de 43S PIC que é composto de complexo ternario elF2-GTP-Met-tRNAi Met, subunidades
ribossémicas 40S, elF1, elF1A, elF3 e elF5. D) Ativacdo do mRNA pelo complexo elF4F com a ajuda

80S initiation complex
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de elF4B, elF3 e PABP. E) Ligacdo de 43S PIC ao mRNA. F) Varredura de mRNA 5'UTR em uma
direcdo 5'-3 'por 43S PIC. G) Reconhecimento do cddon de iniciacdo e a formacdo do complexo de
iniciacdo 48S. H) Unido da subunidade 60S ao complexo 48S com a assisténcia de elF5B-GTP e
elF1A, e deslocamento concomitante de elF2-PIB e outros fatores, incluindo elF1, elF3, elF4B, elF4F
e elF5. 1) Hidrdlise de GTP ligado a elF5B e liberagdo de elF1A e elF5B-GDP do ribossomo 80S, com
a traducdo de mRNA entrando no estagio de alongamento.

2.4 Visao geral do papel de elFs selecionados nainiciacéo da traducéo

2.4.1 Complexo elF2

O fator de iniciacdo elF2 € uma proteina de ligacdo ao GTP (proteina G)
heterotrimérica formada pelas subunidades elF2a, elF23 e elF2y. Sua principal
funcéo é entregar o Met-tRNAi & subunidade ribossomal menor, processo que ocorre
em todas as células eucariéticas e garante que a sintese proteica comece pelo
cédon AUG correto (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010; WORTHAM; PROUD,
2015). Semelhante a outras proteinas G, o elF2 alterna entre os estados inativo
(ligado ao GDP) e ativo (ligado ao GTP) e este ciclo da proteina G conduz rodadas
sucessivas de iniciagdo da tradugcao. Juntamente com outros fatores da traducéo, o
elF2 ajuda na selecdo de mRNA e na varredura para localizar o codon AUG
iniciacdo da traducdo. Durante a selecdo de AUG pelo ribossomo, o GTP ligado a
elF2 é hidrolisado pela atividade da proteina aceleradora de GTPase (GAP) de elF5
e uma molécula de fosfato inorganica (Pi) é liberada. A liberacdo de Pi reduz a
afinidade de elF2 para Met-tRNAI e desencadeia a liberagcdo de ambos os fatores do
ribossomo, permitindo a formacao do ribossomo 80S completo e o alongamento da
traducdo. O elF2 &, portanto, liberado dos ribossomos em seu estado inativo em
complexo com o elF5. Para a proxima rodada de iniciagdo da traducdo, o GDP do
elF2y deve ser substituido por GTP, essa troca é realizada pelo fator elF2B, um
complexo heterodecamérico de dois conjuntos das subunidades a, 3, y, 0 e €. Este é
um fator de troca de nucleotideo guanina (GEF) especifico para elF2 (Figura 6)
(ALGIRE; MAAG; LORSCH, 2005; KASHIWAGI; ITO; YOKOYAMA, 2017; KOMAR;
MERRICK, 2020).
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Figura 6 - Esquema que descreve o papel de elF2 na iniciacado da traducéo.
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Fonte: KIMBALL.(1999)

Nota: O papel principal do elF2 na iniciacdo da traducéo, é transferir Met-tRNAI para a subunidade
ribossomal 40S. Seguindo a associagdo de mRNA com a subunidade 40S e localizagdo da
subunidade no codon de inicio AUG, o elF5 se liga a elF2 e estimula a hidrélise de GTP ligado a
elF2. O elF5 estimula a hidrolise de GTP apenas quando o elF2 esta ligado a subunidade 40S com
complexo ternario com GTP e Met-tRNAi. Apods a hidrélise do GTP, o complexo elF2 -GDP é liberado
do ribossomo. No préximo ciclo o GDP do elF2 é substituido por GTP pelo elF2B.

Diversos estudos bioquimicos, genéticos e estruturais do elF2 demonstraram
que as trés subunidades que compBem o complexo tém funcdes distintas. A
subunidade elF2a contém o principal residuo-alvo para a regulacdo de elF2 (por
fosforilacdo), uma serina na posicdo 51, sendo a sua fosforilacdo uma das vias
regulatérias de inibicdo da sintese de proteinas. A subunidade elF2B contém
motivos de ligacdo para elF2B (o fator de troca de nucleotideo da guanina) e elF5 (a
proteina ativadora de GTPase). A subunidade elF2y é a maior subunidade do
complexo (52 kDa) e é responsavel pela ligagdo aos nucleotideos de guanina, GTP
e GDP e ao Met-tRNA i (Figura 7) (BORCK; SHIN; STILLER; MIMOUNI-BLOCH et
al., 2012; DONNELLY; GORMAN; GUPTA; SAMALI, 2013; KOMAR; MERRICK,
2020).



Figura 7 - Interacfes do elF2 com o tRNA Iniciador e o elF2B.
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Fonte: BEILSTEN-EDMANDS et al.(2015)
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Nota: Representacdo do elF2 (a, verde; B, amarelo; e y, vermelho), com a serina 51 do elF2a
destacada (laranja). A localizacao de motivos de fosforilagéo e acetilacédo séo indicadas (azul). O elF2
ligado a GTP é altamente flexivel em solugcdo. Apds a ligacdo de Met-tRNAi, o complexo ternério
adota uma conformacédo mais rigida. O N-terminal ndo estruturado do elF23, quando o complexo esta
ligado a GTP, interage com elF5. A liberacdo de Met-tRNAi do elF2 e a transferéncia para o
ribossomo é desencadeada pela hidrélise do GTP. O Pi é trocado pelo fator de troca de nucleotideos
elF2B, preparando o elF2 para uma nova rodada de iniciagdo da traducéo. A troca de nucleotideos é

inibida pela fosforilagédo da serina 51.
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2.4.2 Complexo elF3

Entre as diversas proteinas envolvidas na iniciacdo da traducao vale ressaltar
o fator elF3, o maior dos elFs. Este em mamiferos € composto por 13 subunidades
(@ — m) n&o idénticas, com aproximadamente 800 kDa (CATE, 2017; DES
GEORGES; DHOTE; KUHN; HELLEN et al., 2015). A composi¢cdo do elF3 é
conservada na maioria dos eucariotos como em plantas e fungos filamentosos
(BROWNING; BAILEY-SERRES, 2015; CATE, 2017), mas difere em S. cerevisiae,
onde o complexo compreende apenas seis subunidades (a, b, ¢, g, i e j) (GENUTH;
BARNA, 2018; SENOHRABKOVA; MALCOVA; HASEK, 2019).

O elF3 esta envolvido em quase todas as etapas da traducdo. Na iniciacao,
ele atua interagindo com o complexo elF4F associado ao mRNA e atraindo o PIC
43S e auxiliando na varredura e reconhecimento do codon AUG (DES GEORGES;
DHOTE; KUHN; HELLEN et al.,, 2015; JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010;
WOLF; LIN; DUAN; CHENG, 2020). Por atuar ainda no recrutamento do complexo
ternario (TC) para formar o PIC 43S, o elF3 também atua como um ativador ou
repressor da traducédo (AITKEN; BEZNOSKOVA; VLCKOVA; CHIU et al., 2016;
GOMES-DUARTE; LACERDA; MENEZES; ROMAO, 2018). Além disso, tem
envolvimento em mecanismos nao canonicos de iniciagdo da tradugdo do mRNA
refletindo a sua complexidade (GENUTH; BARNA, 2018; THAKOR; SMITH,;
ROBERTS; FAYE et al., 2017)

Como dito anteriormente, o complexo elF3 de mamiferos é formado por 13
subunidades, sendo que oito delas se organizam no chamado octamero e séo
relacionadas a subunidades encontradas em dois outros grandes complexos
celulares, o Proteassoma e um complexo distinto chamado COP9. Seis das
subunidades do elF3 contém um dominio denominado de PCl comum aos trés
complexos (elF3a, elF3c, elF3e, elF3k, elF3l e elF3m) e duas subunidades, elF3f e
elF3h, possuem o MPN, um segundo dominio comum aos trés complexos e
envolvido em mediar interagbes entre as subunidades (Figura 8) (DES GEORGES;
DHOTE; KUHN; HELLEN et al, 2015; SIMONETTI; BRITO QUERIDO;
MYASNIKOV; MANCERA-MARTINEZ et al., 2016). As subunidades elF3b, elF3g e
elF3i se ligam de maneira flexivel ao octamero de subunidades PCI/MPN por meio

do elF3a, organizadas como um submaddulo. Ja o elF3d estd localizado em uma
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posicdo mais periférica anexada a subunidade elF3e do octamero, préximo a saida
do mRNA e interage diretamente com elF4G e com o0 cap e estad implicado na
traducdo de mRNAs. A subunidade elF3j, por sua vez, é fracamente anexada ao
resto do elF3. As subunidades elF3b e elF3a sdo ainda consideradas como um
ndcleo em torno do qual outras subunidades se agrupam de forma ordenada em
dois mddulos interconectados (DES GEORGES; DHOTE; KUHN; HELLEN et al.,
2015; ELLISDON; STEWART, 2012; GOMES-DUARTE; LACERDA; MENEZES;
ROMAO, 2018; KRAMER, 2012; LEE; KRANZUSCH; DOUDNA; CATE, 2016;
VILLA; DO; HERSHEY; FRASER, 2013).

Figura 8 - O nucleo PCI/MPN do complexo elF3 de mamiferos.

elelele

elF3k

Fonte: Adaptado de DES GEORGES et al.(2015)

Nota: A) Nucleo segmentado do elF3, colorido de forma variavel por subunidade, visto de diferentes
orientagcbes. B) Montagem do modelo de nudcleo elF3, com base em crio-EM C) Representacéo
bidimensional da estrutura tridimensional do nucleo do octamero elF3. O feixe helicoidal é
representado por barras coloridas. A linha em ziguezague em elF3c indica cauda N-terminal
possivelmente ndo estruturada. A regido C-terminal do elF3a (ndo presente na estrutura relatada
aqui), ndo é mostrada nesta representa¢cédo esquematica.
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2.4.3 Complexo elF4F

O complexo heterotrimérico elF4F ¢é formado pela associacdo das
subunidades elF4E, elF4G e elF4A, onde elF4E é responsavel pelo reconhecimento
e ligacdo especifica ao cap de m7GTP encontrado na extremidade 5 do mRNA. O
elF4G € o nucleo central do complexo e se liga tanto ao elF4E quanto ao elF4A,
organizando o complexo elF4F. J4 o elF4A é uma helicase de RNA que possui o
papel de desenrolar quaisquer estruturas secundarias encontradas na regido 5 nao
traduzida (5" UTR) do mRNA. Para o reconhecimento propriamente do mRNA pela
maquinaria de traducao, o PIC 43S é conduzido para a regido 5° do mRNA por meio
de uma interacdo entre multiplas subunidades do complexo elF3 e a subunidade
elF4G do elF4F. Simultaneamente, o elF4F, através da subunidade elF4G, se liga a
proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP), por sua vez associada a extremidade 3’
dos mRNAs, pela sua cauda poli-A (HAO; YU; WARD; LIU et al., 2020; PELLETIER;
GRAFF; RUGGERO; SONENBERG, 2015; SHIROKIKH; PREISS, 2018;
SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009).

A ligacdo da PABP a cauda poli-A do mRNA, na sua extremidade 3’, e a sua
interagdo com o elF4G, preso a extremidade 5, promove a circularizagdo do mRNA
durante a traducdo (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010)(JACKSON et al., 2010).
Acredita-se que esta formacdo em circuito fechado aumenta a eficiéncia do
processo. A atividade helicase do complexo elF4F facilita ainda a mobilidade de todo
o PIC ao longo do mRNA, um requisito para a varredura da regidao 5UTR e a
identificagdo do primeiro AUG. Apés a identificagdo do AUG, as subunidades do
complexo elF4F sdo dispersas e em seguida ocorre o0 recrutamento da subunidade
ribossomal maior e subsequente formacédo da primeira ligacdo peptidica da proteina
nascente (BROWNING; BAILEY-SERRES, 2015; SONENBERG; HINNEBUSCH,
2009).

2.4.3.1 Superfamilia elF4E

O fator elF4E, a proteina de ligacdo ao cap, € reconhecido como
representante de um grande grupo de proteinas eucaribticas classificadas na

superfamilia elF4E, geralmente definida pela presenca de até oito residuos
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aromaticos, em geral triptofanos, conservados. Estes foram originalmente descritos
com base nos homélogos do elF4E de mamifero e de leveduras, com a humeragéo
de sequéncia dos aminoacidos em mamiferos utilizada como referéncia aqui: W43,
W46, W56, W73, W102, W112, W130 e W166. Quatro desses residuos sao
essenciais para as funcdes classicas do elF4E, com os W56, W102 e W166 sendo
necessarios para o reconhecimento do cap, enquanto que o W73 esta envolvido na
ligacdo ao elF4G (JAGUS; BACHVAROFF; JOSHI; PLACE, 2012). Ao se comparar
os elF4Es de varios organismos, foi possivel determinar que esses residuos de
triptofanos sdo espacgados dentro de uma regido central conservada. Este regiao
constitui o nucleo tipico (core) dos elF4Es e é encontrado em todos os membros
dessa familia de proteinas (JOSHI; LEE; MAEDER; JAGUS, 2005).

Do ponto de vista estrutural, os elF4Es se dobram em uma estrutura terciaria
em formato de “luva de beisebol”’, tendo oito folhas antiparalelas e trés alfa hélices
(Figura 9), sendo essa estrutura critica para sua habilidade de ligar ao cap de
M7GTP (GINGRAS; RAUGHT; SONENBERG, 1999). A ligacdo ao cap € mediada
pelos dois triptofanos conservados localizados no lado céncavo do elF4E, W56 e
W102 (MATSUO; LI; MCGUIRE; FLETCHER et al., 1997). Uma rede de pontes de
hidrogénio também fortalece a interacdo elF4E-cap envolvendo o W56 e outros
residuos (LAMA; PRADHAN; BROWN; EAPEN et al., 2017).

Figura 9 - Estrutura tridimensional do fator elF4E3 em humano.
N-term

human elF4E
N-term




35

Fonte: BORDEN; CULJKOVIC-KRALJACIC e VOLPON.(2015)

Nota: Complexo ternario do peptideo m7GpppA-elF4E-4EBP1. elF4E (azul) e o peptideo 4E-BP1
(verde) sdo mostrados com o modelo de fita. O modo de reconhecimento do cap do elF4E é
caracterizado por um sanduiche pi-pi da base m7G do cap (aqui m7GpppA, laranja) pelos anéis
aromaticos de Trp56 e Trpl102.

Através do seu lado convexo, o elF4E pode se ligar a varias proteinas com
papéis diferentes, mas seu principal parceiro na traducao € o elF4G (KAMENSKA;
SIMPSON; STANDART, 2014; RHOADS, 2009). A ligacao elF4E-elF4G é mediada
pelos residuos VEDFW do elF4E e o motivo candnico Y(X)sL® (onde X representa
qualquer aminoacido e ® representa um residuo hidrofébico) localizado dentro do
terco N-terminal do elF4G (MARCOTRIGIANO; GINGRAS; SONENBERG; BURLEY,
1999; MOERKE; AKTAS; CHEN; CANTEL et al., 2007). Este motivo de ligacdo ao
elF4E também é encontrado em varias outras proteinas, como é o caso de proteinas
de ligacdo elF4E (4E-BPs) de varios organismos que se ligam competitivamente ao
elF4E, impedindo a sua ligacao ao elF4G, seja para promover ou reprimir a traducéo
de mRNAs especificos (KAMENSKA; SIMPSON; STANDART, 2014).

O elF4E participa também em outros processos celulares além da iniciacao
da traducéo, como o transporte do mMRNA do nucleo para o citoplasma, sequestro de
MRNAs instaveis bem como a estabilizacdo do mRNA, protegendo-o da degradacao
no citosol (STRUDWICK; BORDEN, 2002). Esta é uma proteina encontrada apenas
em eucariotos, mas que pode ser representado por varios homélogos em uma

mesma espécie (Tabela 1).

Tabela 1 - Homologos do fator elF4E em diferentes espécies.
Organismo Nome cientifico Homologos do Referéncias

modelo elF4E

Camundongo | Mus musculus elF4E-1, 4EHP | (QOSHI; CAMERON; JAGUS,
2004)
e elF4E-3
Humano Homo sapiens elF4E1, elF4E2 | (GAO; RYCHLIK; RHOADS,
AEHP 1998; ROM; KIM; GINGRAS;
€ MARCOTRIGIANO et al.,
1998)
Vegetal Arabidopsis thaliana elF4E, (RUUD; KUHLOW; GOSS;
. BROWNING, 1998).
elFiso4E e
nCBP
Levedura Schizosaccharomyces | elF4E-1 e | (PTUSHKINA; BERTHELOT;
be oIF4E-2 VON DER HAAR; GEFFERS
pom et al., 2001)
Nematoide Caenorhabditis elegans | IFE-1, IFE-2, | (KEIPER; Lishelpiri=st
IFE-3. IFE-4 e | PESHPANDE;
' JANKOWSKA-ANYSZKA et
IFE-5 al., 2000)
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O elF4E possui um papel chave na regulacdo da sintese proteica e, em
organismos multicelulares, foi observada a relacdo direta deste fator com o cancer,
sendo frequentemente detectado em altos niveis em tumores e correlacionado com
prognosticos negativos. Estes dados reforcam a importancia deste fator como um
alvo a ser estudado na producéo de novos farmacos (PETTERSSON; DEL RINCON,;
MILLER, 2014).

2.5 elFs de tripanosomatideos

2.5.1 Complexo elF2

O complexo elF2 dos tripanosomatideos também é formado por trés
subunidades com fungbes conservadas. A subunidade elF2a de T. brucei e T.cruzi
é fosforilada no residuo treonina T169 e em Leishmania no residuo Thr 166, o que
corresponde a serina S51 em outros eucariotos. Em Leishmania, essa fosforilacdo
de elF2a em resposta ao estresse se demonstrou ser relevante para a diferenciacéo
celular da forma promastigota, encontrada no vetor inseto, nas amastigotas
encontrados nos macrofagos de mamiferos. Da mesma forma, tanto em T. brucei
quanto em T. cruzi, e em outros protozoarios como Toxoplasma gondii, e
Plasmodium falciparum, uma resposta equivalente associada a diferenciacao celular
também ja havia sido observada (CASTRO MACHADO; BITTENCOURT-CUNHA;
MALVEZZI; ARICO et al., 2020; CHOW; CLOUTIER; DUMAS; CHOU et al., 2011;
NARASIMHAN; JOYCE; NAGULESWARAN; SMITH et al., 2008; TONELLI;
AUGUSTO; CASTILHO; SCHENKMAN, 2011; ZHANG; FENNELL; RANFORD-
CARTWRIGHT; SAKTHIVEL et al., 2010).

Em estudo recente sobre a estrutura de elF2B de T. cruzi, foram
caracterizados residuos envolvidos no ancoramento do elF2(3 e do elF1 dentro do
PIC 43S. Essa ligacao de elF23 em elF1, ocorre pelos residuos T325, Y326 e S327
na porcdo C terminal, e essa porcao C terminal também interage com o rRNA 18S.
Também se avaliou a interacdo entre o elF5 e o elF2y (dominio G), onde R229,
R230 e R273 do elF5 entram em contato com D219, S224 e S220 do dominio G de
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elF2y. Com base nessa estrutura, o arranjo do sitio de ligagdo do elF5 em elF2y no
contexto do 43S PIC é semelhante ao do dominio elF2B& no contexto do complexo
elF2-elF2B, essa interacao elF5-CTD indica que a interacdo entre elF5-CTD e elF2y
poderia, induzir uma mudanca conformacional sutil em seu dominio G, permitindo
que o elF5-NTD (um dominio de ativacdo de GTPase de elF5) ganhasse acesso ao
bolso de ligacdo de GTP para promover a hidrolise reversivel de GTP em elF2
durante a varredura do mRNA (BOCHLER; QUERIDO; PRILEPSKAJA; SOUFARI et
al., 2020).

2.5.2 Complexo elF3

Em tripanosomatideos poucos estudos tém como foco o papel do elF3 na
traducdo, além do que a presenca de diversas subunidades do complexo elF4F e os
mecanismos pelo qual esses organismos recrutam o ribossomo 40S ainda ndo séo
completamente elucidados. A composi¢cdo do complexo elF3 de tripanosomatideos
foi determinada por meio de analises comparativas de sequéncias in silico e
confirmadas por caracterizacdo bioquimica e espectrometria de massas.
Demonstrou-se que esses organismos possuem apenas 12 subunidades, néo
codificando a subunidade elF3m. As subunidades identificadas apresentam um alto
grau de conservacdo como os dominios PCI/MPN, porém algumas subunidades
como o elF3f e elF3a apresentam grandes variacdes em sua estrutura o que implica
em caracteristicas distintas do complexo em tripanosomatideos (LI; ZHOU; GUO;
CHEN et al., 2017; MELEPPATTU; KAMUS-ELIMELEH; ZINOVIEV; COHEN-MOR
et al., 2015; REZENDE; ASSIS; NUNES; DA COSTA LIMA et al., 2014).

De fato, quando comparado ao de mamiferos, a conformac¢do do nucleo
estrutural elF3 de T. cruzi difere devido a auséncia da subunidade elF3m,
ocasionando em rearranjos de outras subunidades do elF3, principalmente as
subunidades elF3f e elF3h, que alteram sua conformacao para suprir essa auséncia.
Este rearranjo é provavelmente necessario para a manutencao do nacleo central do
elF3 (Figura 10A e 10B, as setas indicam a direcdo da mudanca). T. cruzi elF3.
Além disso, uma analise da superficie de carga revela padrées de distribuicdo de
carga muito diferentes entre T. cruzi elF3 e sua contraparte de mamifero (Figura 10C

e 10D), em parte como consequéncia da superficie de ligacdo de 40S diferente que
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€ representada principalmente por rRNA, que estd em contraste com outros
eucariotos conhecidos (BOCHLER; QUERIDO; PRILEPSKAJA; SOUFARI et al.,
2020).

Figura 10 - Andlise da estrutura do elF3 de mamiferos e T. cruzi.
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Fonte: BOCHLER et al.(2020)

Nota: A) Sobreposicdo de estruturas de mamiferos e kinetoplastidas de subunidades individuais do
elF3 com diferengas estruturais marcadas. As estruturas do T. cruzi s8o representadas em tons
escuros e os de mamiferos em tons claros. Setas curvas indicam a direcéo do rearranjo estrutural das
subunidades de elF3 de T. cruzi em comparagdo com suas contrapartes de mamiferos. Circulos
coloridos destacam diferencas estruturais marcadas entre subunidades do elF3 de T. cruzi e de
mamiferos. B) Desenho representativo do modelo atdmico do elF3 mostrando o feixe helicoidal em
mamiferos (painel superior) e em T. cruzi (painel inferior). A seta escura indica o deslocamento de
uma hélice de elF3f em T. cruzi para compensar a auséncia de elF3m. C) Representacdo de
superficie da estrutura elF3 de T. cruzi (esquerda) e mamifero (direita) em relacdo ao 40S. Painel
inferior: visdo aproximada do elF3c de T. cruzi e sua interacdo com a hélice A e a hélice B. O modelo
é codificado por cores de acordo com o potencial eletrostatico - negativo em vermelho e positivo em
azul. D) Representacdo de superficie da estrutura do elF3 de T. cruzi (esquerda) e de mamifero
(direita) vista do lado do solvente 40S. Painel inferior: visdo aproximada do elF3c-NTD de T. cruzi e
sua interacdo com o RNA 18S.

2.5.3 Complexos do tipo elF4F em tripanosomatideos

A partir do que ja foi descrito nos eucariotos, foram feitos avangos para se
melhor compreender o complexo elF4F e suas subunidades em tripanosomatideos.
Com a publicacdo dos genomas das trés primeiras espécies de tripanosomatideos,
os TriTryps, um total de seis homdlogos elF4E foram identificados, sendo quatro
deles descritos inicialmente, EIF4AEL1 a EIF4E4 (DHALIA; REIS; FREIRE; ROCHA et
al., 2005), e outros dois bem depois, EIF4AE5 e EIF4E6 (FREIRE; MALVEZZI,
VASHISHT; ZUBEREK et al., 2014; FREIRE; VASHISHT; MALVEZZI; ZUBEREK et
al.,, 2014). No que concerne aos homodlogos de elF4G foram descritos cinco
homologos no total (EIF4AGL1 a EIF4G5) (DHALIA; REIS; FREIRE; ROCHA et al.,
2005), além de dois homologos de elF4A (EIF4AIl e EIF4AIIN (DHALIA; MARINSEK;
REIS; KATZ et al.,, 2006). Até o momento foi confirmada a formacdo de dois
complexos principais do tipo elF4F, um entre os fatores EIF4AE4/EIFAG3/EIF4Al e 0
outro baseado nos fatores EIF4AE3/EIFAG4 com a provavel participacdo do EIF4AI
(DHALIA; REIS; FREIRE; ROCHA et al., 2005). Foi observado ainda a formacao de
mais trés complexos do tipo elF4F, mas que ainda ndo se sabe seu papel na sintese
proteica. Estes sdo baseados nos EIF4ES/EIFAGL, EIF4E5/EIF4AG2 (FREIRE;
VASHISHT; MALVEZZI; ZUBEREK et al.,, 2014) e no EIF4E6/EIFAG5 (FREIRE;
MALVEZZI; VASHISHT; ZUBEREK et al., 2014).

Em trabalhos realizados em T. brucei foi visto uma diminuicdo brusca e
acelerada do crescimento celular quando o fator EIF4G3 foi depletado através de
ensaio de RNAIi, com um resultado diferente observado para o EIF4G4 com o

mesmo ensaio, onde ocorre uma diminuicdo mais lenta do seu crescimento e com
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alteracdes morfologicas. Como estes fatores possuem sequéncias e estruturas
similares, acredita-se que o complexo baseado no EIF4E4/EIFAG3 tem a funcédo
principal na sintese proteica, enquanto o complexo EIF4AE3/EIF4G4 também atue na
traducao, mas de forma mais restrita (MOURA,; REIS; XAVIER; DA COSTA LIMA et
al., 2015). Além dos fatores que compdem o elF4F, no genoma de L. major foram
encontrados trés sequencias homologas da PABP (PABP1l, PABP2 e PABP3),
porém ortélogos de apenas as duas primeiras foram observadas em T. cruzi e T.
brucei (DA COSTA LIMA; MOURA; REIS; VASCONCELOS et al., 2010). Estudos
destas proteinas em Leishmania indicam que apenas a PABP1 participa do
complexo formado pelos EIFAG3/EIFAE4/EIF4Al. As PABPs 2 e 3 se ligam aos
mesmos MRNAs, porém a mRNAs distintos daqueles nos quais a PABP1 se liga,
reforcando funcdes diferenciadas para estas proteinas (DA COSTA LIMA; MOURA,;
REIS; VASCONCELOS et al., 2010).

2.5.3.1 Cap4

Enquanto ocorre a maturacdo do RNA mensageiro é adicionado o cap, uma
estrutura composta por uma guanosina metilada, também chamada de m7GTP, na
regidao 5’ de todos os mRNAs, sendo importante para estabilizar o mRNA e atuar na
direcédo da sintese proteica. (COWLING, 2009).

Em tripanosomatideos é encontrado uma cap modificado, o cap4, este recebe
essa nomenclatura pois a numeracdo é dada pelo nimero de modificacbes por
metilacdo na guanosina invertida e nos nucleotideos préximos a este (Figura 11).
Este cap € caracteristico da familia Trypanosomatidae, e de forma geral foi
observado uma grande importancia do cap4 para esta familia atuando

principalmente na sintese proteica.
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Figura 11 - Estrutura quimica do cap4

(15)

Cap 4 m’Gpppm,882ApmZApm?Cpm,32U

DMF = N,N-dimethylformamide

Fonte: MAGDALENA et al. (2004)
Nota: Estrutura quimica representativa do cap modificado cap4.

2.5.3.2 Homdlogos de elF4E

A analise dos homdélogos de elF4E de Leishmania mostrou que estes diferem
na sua afinidade pelo nucleotideo cap, na sua associacdo a polissomos e, como ja
ressaltado, na sua capacidade de se ligar a homodlogos de elF4G (DHALIA; REIS;
FREIRE; ROCHA et al., 2005; YOFFE; LEGER; ZINOVIEV; ZUBEREK et al., 2009;
YOFFE; ZUBEREK; LERER; LEWDOROWICZ et al., 2006). Estudos de homologia
por modelagem molecular sugeriram que a estrutura basica de ligacdo ao cap
observada em leveduras e mamiferos esta conservada nos diferentes homadlogos de
elF4E (ZINOVIEV; LEGER; WAGNER; SHAPIRA, 2011).

A caracterizagdo dos quatro primeiros homologos de elF4E em T. brucei os
classificou em dois grupos, com base em propriedades estruturais e moleculares
(FREIRE; DHALIA; MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011). No entanto, com a

identificacdo de mais dois homodlogos elF4E, um terceiro grupo foi proposto
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(FREIRE; VASHISHT; MALVEZZI; ZUBEREK et al., 2014). O grupo 1 entéo € entao
formado por EIF4E1 e EIF4E2, proteinas pouco abundantes, de alta similaridade de
tamanho e maior homologia ao elF4E de humano. Estes homologos ndo formam
complexos do tipo EIF4F e parecem ndo ser necessarios para traducao geral. O
grupo 2 dos elF4Es é formado pelos EIF4AE3 e EIF4E4, proteinas mais abundantes
que possuem longas extens@es N-terminais. Estas proteinas possuem uma menor
homologia entre os elF4Es, a excecao da regido do core, mas, no entanto, formam
complexos elF4F tipicos implicados na traducdo geral e essenciais para a
sobrevivéncia celular. O grupo 3 é composto por EIFAE5 e EIF4E6, proteinas
pequenas e com baixa homologia do core do elF4E, mas que sdo capazes de se
ligar a homologos elF4G como parte de novos complexos elF4F, que provavelmente
nao estdo envolvidos na traducdo geral (NETO; REIS; MOURA; CARRINGTON,
2016). Analises comparando apenas sequéncias dos elF4Es de varios grupos
protistas, confirmam que o EIF4AE1-EIF4E2 e EIF4E3-EIF4E4 pertencem a clados de
elF4E filogeneticamente independentes, confirmando assim sua separacao,
baseada em suas propriedades biologicas, em dois grupos independentes (FREIRE;
DHALIA; MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011).

2.5.3.2.1 Grupo 1: EIF4E1 e EIF4E2

O primeiro homélogo de elF4E relatado de tripanosomatideos foi o EIF4E1,
caracterizado de L. major e descrito como uma proteina com 42% de similaridade
com o elF4E de mamiferos. Sua estrutura 3D predita indicou que ele deveria se
dobrar em uma estrutura geral compativel com o descrito para o elF4E de
mamiferos, apesar da baixa conservacdo em sequéncia entre as duas proteinas
(DHALIA; REIS; FREIRE; ROCHA et al, 2005; YOFFE; ZUBEREK;
LEWDOROWICZ; ZEIRA et al.,, 2004). O EIF4E2 de L. major apresenta 41% de
semelhanca com o homologo humano. Esta proteina conservou todos os residuos
de triptofano tipicos mais relevantes dos homologos de elF4E, bem como os
residuos carregados positivamente necessarios para se ligarem aos grupos fosfato
do cap. O EIF4E2 é também caracterizado pela presenca de insercfes curtas

localizadas dentro da regido central do elF4E e uma inser¢do muito maior perto do
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seu terminal C, mas a sua estrutura 3D predita também é compativel com a do
elF4E de mamiferos (DHALIA; REIS; FREIRE; ROCHA et al., 2005; YOFFE;
ZUBEREK; LERER; LEWDOROWICZ et al., 2006).

Recentemente foi visto que o EIF4E2 de T. brucei forma um complexo com
um homologo da proteina de ligagdo a mRNAs de histonas de mamiferos, a SLBP,
possivelmente desempenhando um papel na selecdo diferencial de mRNAs
contendo estruturas do tipo stem-loop. E possivel que este fator esteja entfo
desempenhando um papel na selecdo diferencial de mRNAs estruturalmente
especificos (FREIRE; MOURA; BEZERRA; XAVIER et al., 2018).

2.5.3.2.2 Grupo 2: EIF4ES3 e EIF4AE4

Os fatores EIF4E3 e EIF4E4 sdo os homodlogos de elF4E que participam dos
complexos mais bem caracterizados em tripanosomatideos (Figura 12). Tanto o
EIF4E3 como o EIF4E4 sao proteinas abundantes, localizadas no citoplasma e que
interagem com homélogos de elF4G (FREIRE; DHALIA; MOURA; DA COSTA LIMA
et al., 2011). O complexo EIF4AE4/EIFAG3 se associa ao EIF4Al e PABP1 e parece
ter como principal papel sua acdo na sintese proteica. No que diz respeito ao
complexo EIF4E3/EIF4G4, ainda ndo esta claro qual a sua real importancia para o
processo de sintese proteica como um todo, embora acredita-se que este complexo
esteja responsavel num papel seletivo a grupos especificos de mRNAs para sintese
proteica (FREIRE; DHALIA; MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011; MOURA,; REIS;
XAVIER; DA COSTA LIMA et al., 2015). Resultados em Leishmania para o EIF4E3
indicariam uma funcdo dissociada da sintese proteica (ZINOVIEV; MANOR,;
SHAPIRA, 2012).

A proteina EIF4E3 de L. major apresenta 43% de similaridade com
homologos de mamiferos, mas com apenas quatro residuos aromaticos
conservados das sequéncias tipicas de EIF4E: os residuos de ligacdo ao cap (F172,
W216 e W286), equivalente aos W56, W102 e W166 de mamiferos; e o residuo de
ligacdo ao EIF4G, W187, equivalentes ao W73 de mamiferos (FREIRE; DHALIA;
MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011) Em ensaios de fracionamento celular e
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localizacdo subcelular foi visto que o EIF4E3 é exclusivamente citoplasmético, o
mesmo local onde foi encontrado o EIF4G4 (MOURA,; REIS; XAVIER; DA COSTA
LIMA et al., 2015). O EIF4E3 se mostrou mais abundante que todos 0s outros
homologos de elF4E de tripanosomatideos, com cerca de 2x10* a 10° moléculas por
célula na forma promastigota de Leishmania (DHALIA; REIS; FREIRE; ROCHA et
al., 2005; FREIRE; DHALIA; MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011).

Figura 12 - Representacdo esquematica dos homélogos de EIF4E3 e EIF4E4 de
Trypanosoma brucei e Leishmania major.
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Fonte: Adaptado de FREIRE et al.(2017)

Nota: As regides centrais do elF4AE s&o representadas em cinza; inser¢cdes dentro dessas regifes sdo
representadas por caixas pretas; os residuos de triptofano envolvidos na ligacdo ao cap séo
destacados em azul; e residuos envolvidos na ligacao elF4G sdo destacados em vermelho. Os Box 1,
2 e 3 representam trés regibes conservadas envolvidas na ligagdo a homologos de PABP e
localizadas dentro da regido N terminal do EIF4E3 e EIF4E4.

A ligacdo do EIF4E3 e EIF4G4 foi observada através de ensaios de
imunoprecipitacdo e ambos co-precipitavam com o EIF4Al em T. brucei (FREIRE;
DHALIA; MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011), mas a interac&o direta entre estes
fatores foi também confirmada por ensaios de duplo hibrido e de pull-down
(MOURA; REIS; XAVIER; DA COSTA LIMA et al.,, 2015). Em L. amazonensis,
analises de espectrometria de massas confirmaram a co-precipitacdo de ambas as
proteinas e o papel da interacdo do W187 do EIF4E3 com uma leucina (L26) no
EIFAG4 (ZINOVIEV; MANOR; SHAPIRA, 2012). O papel da proteina EIF4E3 na
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traducéo é reforcado por ensaios de RNAi em T. brucei, onde sua deplecédo levou a
morte célula tanto na forma prociclica como na sanguinea (FREIRE; DHALIA;
MOURA; DA COSTA LIMA et al., 2011). Um efeito letal também é observado quando
€ depletado o EIF4G4, mas ainda sdo necessarios estudos pra entender melhor o
papel destas proteinas na sintese proteica (MOURA; REIS; XAVIER; DA COSTA
LIMA et al., 2015).

Outra caracteristica dos EIF4E3 e EIF4E4 € que ambos possuem uma
extensdo em suas por¢cdes N terminais ndo observada para outros elF4Es (DE
MELO NETO; DA COSTA LIMA; XAVIER; NASCIMENTO et al., 2015). A ocorréncia
de multiplos eventos de fosforilagdo nos residuos N terminal de ambos EIF4E3 e
EIFAE4 mostrou associacdo com o crescimento celular (PEREIRA; MALVEZZI;
NASCIMENTO; LIMA et al., 2013). Além de se ligar ao EIFG3, o EIF4E4 de
Leishmania infantum também é capaz de se ligar diretamente a PABP1 por meio de
motivos conservados em sua por¢cao N terminal. Tanto o EIF4AE4 como a PABP1 séo
alvos de multiplas fosforilacbes em residuos de serina-prolina ou treonina-prolina
(DE MELO NETO; DA COSTA LIMA; XAVIER; NASCIMENTO et al., 2015).
Resultados de alinhamento de sequéncia sugerem que as interagbes entre 0 5' — 3’
do mRNA mediada por EIFAE4 e PABP1 desempenham um papel distinto e
possivelmente dominante na iniciacdo da traducdo em Leishmania. Ha possibilidade
de que a interacdo EIF4E4-PABP1 pode ser aplicada em outras espécies de
tripanosomatideos (DOS SANTOS RODRIGUES; FIRCZUK; BREEZE; CAMERON
et al., 2019).

Em pesquisas nos ultimos anos vem sendo estudado a regido N-terminal do
EIF4AES, especificamente de L. amazonensis, onde um sitio de fosforilagdo em uma
serina na posicdo 75 foi identificado que ndo é encontrado em outras espécies do
género Leishmania. Observou-se a importancia deste residuo em estudos que
avaliaram a formacdo de granulos em situacdo de estresse nutricional, onde a
proteina fosforilada nesta regido, ndo conseguiu migrar para 0s granulos de
estresse, e sua interacdo com o seu provavel parceiro funcional EIF4G4 néo foi
evidenciada (SHRIVASTAVA; DRORY-RETWITZER; SHAPIRA, 2019).
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2.5.3.2.3 Grupo 3: EIF4ES5 e EIF4E6G

Os fatores EIF4E5 e EIF4E6 sdo proteinas citoplasmaticas que sdo capazes
de se ligar tanto ao cap comum como ao cap4, tipico de tripanosomatideos. Ambos
parecem apresentar estruturas tipicas de elF4E para poder fazer interagdo ao cap.
Através de ensaios de ligacdo ao cap foi visto que o EIF4E5 recombinante interage
tanto com o m’GTP quanto com o cap4. Estudos de imunofluorescéncia realizados
em T. brucei indicam que tanto o EIF4E5 quanto o EIF4EG6 estdo presentes em todo
0 citoplasma, e ensaios de RNAi em T. brucei indicaram que o EIF4E5 parece nao
ser um fator necessario para a sintese proteica em células prociclicas. Por outro
lado, a sua deplecéo levou a perda da motilidade celular, avaliada por meio de
ensaios de sedimentacdo. Outro estudo que também utilizou RNAi em T. brucei
mostrou que ocorreu um crescimento anormal das células prociclicas ap6s a
deplecdo do EIF4E5 (ALSFORD; TURNER; OBADO; SANCHEZ-FLORES et al.,
2011). A delecdo dupla do gene do fator EIF4AE5 em T. brucei ndo foi viavel,
podendo indicar a essencialidade do mesmo (FREIRE; MALVEZZI; VASHISHT,;
ZUBEREK et al., 2014; FREIRE; VASHISHT; MALVEZZI; ZUBEREK et al., 2014).

Em ensaios de interacdo do EIF4ES de T. brucei com os cinco homologos do
elF4G observou-se uma especificidade de ligacdo do EIF4E5 com os EIF4G1 e
EIF4G2 (Figura 13), com a interagao do EIF4E5 com o EIF4G2 sendo mais intensa
quando comparada com a com o EIF4G1. Andlises de protedmica e espectrometria
de massas também mostraram a interacdo do EIF4E5 ao EIF4G1 e ao EIF4G2 in
vivo, formando assim dois complexos do tipo EIF4F em T. brucei, os EIF4E5-EIF4G1
e EIFAE5-EIF4G2, além de interacBes com outras proteinas hipotéticas associadas
(FREIRE; VASHISHT; MALVEZZI; ZUBEREK et al., 2014). Umas das proteinas com
a qual o EIF4ES5 interagiu foi a G1-IP, uma proteina grande que contém dois
dominios, de guanilil-transferase e metil-transferase. Esses dominios séo
encontrados em proteinas que estdo implicadas na adicdo do cap e maturacdo do
MRNA (GHOSH; LIMA, 2010). Ensaios em duplo hibrido demonstraram que a G1-IP
se liga diretamente ao EIF4G1 e parece estar relacionada com a ligacdo do EIF4ES
ao EIF4G1 (FREIRE; VASHISHT; MALVEZZI; ZUBEREK et al., 2014). Em relacéo
ao EIF4ES6, ensaios de interacdo em T. brucei mostraram uma associagado especifica

com o EIF4G5, tanto em ensaios de duplo-hibrido quanto em ensaios in vivo. Foi
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também observada a interacdo do complexo EIF4E6/EIF4AG5 com proteinas com
dominios relacionados a formacdo do cap, hidrolase trifosfatase e
guanililtransferase. Sua deplecdo levou a alteracdes de morfologia e também a
perda de movimentacdo celular em cultura (FREIRE; MALVEZZI; VASHISHT,;
ZUBEREK et al., 2014).

Figura 13 - Esquema do complexo EIF4E5-EIF4G1-G1-IP-GI-IP2.
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Fonte: FREIRE et al.(2017)

Nota: O esquema apresentado mostra o complexo EIF4E5-EIF4G1-G1-IP-G1-IP2. O complexo do
EIF4ES é composto por sua interacdo com o EIF4G1, que por sua vez se liga a proteina G1-IP que
contém o dominio da guanil transferase/ metil transferase e também esta ligado a proteina G1-IP2,
que é uma proteina de ligacdo ao RNA. O outro complexo é composto pela interacdo do EIF4E5 ao
EIF4G2, que também se liga a uma proteina hipotética denominada de G2-1P.

Recentemente foi obtida a estrutura do fator EIFAE5 de Trypanosoma cruzi
(Figura 14) e através desta pode se observar de forma estrutural a interacédo do fator
EIF4E5 com o cap4, este encontrado nos mRNAs de tripanosomatideos. A interacédo
encontrada se mostrou um pouco diferente da ligacdo que ocorre com o EIF4E1 de
Leishmania major, evidenciando e corroborando com a diferenca de capacidade de
ligagcdo entres os homodlogos do EIF4E1 e EIF4E5. Uma vez que este estudo
compara duas espécies muito diferentes, € necessario ainda, entretanto, observar a
interacdo destes em espécies mais proximas (REOLON; VICHIER-GUERRE; DE
MATOS; DUGUE et al., 2019).
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Figura 14 - Sitio de interacdo ao cap-4 e o fator EIF4E5 de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: REOLON et al.(2019)
Nota: A) Representacdo estrutural dos residuos envolvidos na interacdo ao cap4. As regifes que

conectam as regides betas estdo indicadas por S1-S2, S3-S4 e S5-S6. B) Estrutura tridimensional
evidenciando como as bases AACU do cap4 estdo posicionadas durante a ligagédo ao fator EIF4ES.
C) Representacdo esqueméatica em detalhes da interacdo entre o fator EIFAES e o cap4, as regides
hidrofobicas estdo representadas tracejadas vermelhos e as ligagdes de hidrogénios em linhas e
pontilhadas em azul. Os atomos que envolvem as ligagGes de hidrogénio estdo indicados em

parénteses, moléculas de agua estdo representadas por esferas azuis.
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A biologia molecular do tripanosomatideos e as peculiaridades que sé&o
encontradas para cada proteina nova estudada, em especial no caso dos fatores
envolvidos na iniciacdo da traducdo, nos leva a novas perguntas a partir de cada
nova descoberta. O estudo dos fatores que atuam na sintese proteica nos leva a
cada vez mais estar a um passo proximo de entender importantes aspectos
particulares de uma etapa critica para a biologia molecular e expressdo génica
destes microrganismos. Nesse sentido, neste trabalho, foi proposto avancar de
forma sistematica no estudo de proteinas selecionadas que parecem ter acoes
criticas no processo porém com particularidades nos tripanosomatideos nao

observadas em outros eucariotos.
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3 JUSTIFICATIVA

Os géneros Trypanosoma e Leishmania sdo responséaveis por diferentes
enfermidades de impacto mundial, como a Doenca de Chagas, a Doenca do Sono e
as varias formas de leishmaniose. No Brasil, as politicas de saude empregadas vém
sendo consideradas fracassadas, ocasionando o aumento da incidéncia e a
expansdo das areas de transmissdo, sendo que a leishmaniose visceral esta
distribuida em 17 dos 27 estados, com maior incidéncia no Nordeste, com 92% do
total de casos. Considerando a auséncia de ferramentas eficientes de tratamento e
prevencdo da leishmaniose, o desenvolvimento de novos quimioterapicos menos
toxicos e mais eficazes depende de um conhecimento maior sobre 0S processos
biolégicos basicos desses agentes etiologicos. A sintese proteica € um alvo
amplamente utilizado por quimioterapicos que agem sobre diferentes grupos de
organismos (CENCIC; DESFORGES; HALL; KOZAKOV et al.,, 2011; MALINA;
CENCIC; PELLETIER, 2011; MOERKE; AKTAS; CHEN; CANTEL et al., 2007).
Devido as diferencas biolégicas no processo de traducdo entre eucariotos superiores
e o0s tripanosomatideos, o melhor entendimento e estudo de como ocorre 0s
processos bioldgicos nestes organismos ajudara no desenvolvimento de ferramentas

de controle como moléculas inibidoras da sintese proteica.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a funcdo na iniciacdo da traducdo nos tripanosomatideos de
subunidades dos complexos elF2, elF3 e elF4F, pela investigacdo de suas
interacbes com proteinas parceiras, modificacbes pds-traducionais e/ou

ultraestrutura.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analisar as diferencas génicas e caracterizar quais as principais proteinas que
interagem com as proteinas homélogas do complexo elF2 (EIF2Y1 e EIF2Y2) e

avaliar diferencas de interacéo entre estas.

¢ Identificar as interacfes proteicas de subunidades do complexo EIF3 (EIF3a,
EIF3d, EIF3e, EIF3g, EIF3i e EIF3j) avaliando interacBes internas dentro do

complexo e com outros parceiros funcionais.

e Avaliar o papel da proteina de ligacdo ao cap (EIF4E3) frente aos seus parceiros

funcionais e da importancia da serina 75 em L. amazonenses.

e Caracterizar a estrutura tridimensional da proteina de ligacdo ao cap (EIF4E5) e
realizar estudo comparativo de sitios de ligacdo a provaveis parceiros funcionais

em Leishmania sp.
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5 METODOLOGIA

5.1 Analises de sequéncia e filogenia

Para a pesquisa de sequéncias ligadas aos dos EIF2Y1 e EIF2Y2 no banco

de dados do TritrypDB (https:/tritrypdb.org/tritrypdb/app), e em todos os bancos de

dados disponiveis pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/), foram avaliados um total de 40 espécies entre
kinetoplastidas e outros organismos considerados ancestrais a esta familia. Também
foram incluidas 14 espécies representando grupos eucariéticos distintos como 0s
Opisthokonta, Archaeplastida, Chromalveolata, SAR (grupo composto por

Stramenophila, Alveolata e Rhizaria), Amebozoa e Excavata.

No banco de dados de familias de proteinas Pfam (https://pfam.xfam.org/) se

buscou regiées funcionais, comumente denominada de dominios, que por sua vez
estdo presentes em determinados grupos funcionais onde € possivel identifica-los e
trazer informacdes relevantes ao papel funcional das proteinas estudadas. Desta
forma foram definidas, através de sete sequéncias de carater relevante para analise

obtidas por alinhamento, regides de dominio caracteristicos destas proteinas.

Com todas as sequéncias obtidas anteriormente em bancos de dados, foi feito
o alinhamento pela ferramenta online MAFFT (Multiple Alignment program for amino
acid or nucleotide sequence) versao 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) que

como nome j& nos informa, realiza alinhamento de sequencias mdultiplas, utilizando
diferentes métodos de alinhamento. Apds o alinhamento foi utilizado o trimal

(http://trimal.cgenomics.org/) ferramenta que ira gerar um novo alinhamento apos

avaliar as insercbes e delegcdes envolvidas no alinhamento, melhorando o
alinhamento removendo regides mal alinhadas, gerando um novo alinhamento sé

com as areas que alinharam de forma melhorada.

Apo6s o alinhamento finalizado, o alinhamento foi submetido ao Phylemon.2
(http://phylemon2.bioinfo.cipf.es/) ferramentas online de evolugdo molecular,
filogenética, filogendmica e teste de hipéteses. Foi utilizado neste trabalho o modelo

evolutivo Phyml para geracdo de arvores filogenéticas, obtido como melhor modelo o
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Blossum 62+I1+G. Com a arvore determinada, foi utilizado a ferramenta FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) para geracao de arvores visuais a partir dos

modelos gerados pelo Phylemon.2 e avaliado pelo Bootstrap para verificar a

confianca da arvore gerada.

5.2 Cultivo e avaliagdo de crescimento celular

Células de Leishmania infantum e L. amazonensis foram mantidas em fase
exponencial de crescimento através de repiques sucessivos em meio Schneider pH
7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,1% v/v de Penicilina e
Estreptomicina (Sigma-Aldritch Co.) em estufa BOD a 26°C. Culturas de Leishmania
foram utilizadas durante todos os experimentos de modificacdo genética através da
técnica de transfeccdo dos parasitas com as construcdes obtidas para expressao
heter6loga e conseguinte analise do crescimento e diferenciacdo das diversas

linhagens obtidas.

Para a avaliacdo e crescimento das linhagens selvagens e mutantes, células
em fase estacionéria de cultivo foram repassadas numa concentracéo inicial de 108
células/mL em meio Schneider, como descrito anteriormente, durante curvas de
crescimento (cinco a sete dias) e observadas quanto ao numero de células,

morfologia e motilidade para observar a sua viabilidade celular.

5.3 Transfeccédo dos parasitas

Apenas formas promastigotas de Leishmania sp. foram utilizadas nos
experimentos de transfeccdo. Aliquotas de 2,5 x 108 célula/mL de Leishmania sp.
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos, lavadas com 5 ml de tampé&o Hepes-
NaCl pH 7,05 (Hepes 20 mM, NaCl 85 mM, KCI 5 mM, Na2PO4 0,7 mM e Glicose 20
mM) e ressuspendidas em 400 yl do mesmo tampdo. As células foram entado
repassadas para cuvetas de 2 mm (Biolabs), ja contendo de 5 a 10 yg do DNA

plasmidial ou 2 a 5 pyg do DNA linear a ser transfectado. Apds um periodo de 15
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minutos a 4°C as células foram eletroporadas com 1 pulso de 450 Volts e
capacitancia de 450uF, utilizando o eletroporador Gene Pulser Xcell™ system (BIO-
RAD). Imediatamente depois da eletroporacdo, foi adicionado 1 ml de meio
Schneider pH 7,2 na cuveta e o contetdo repassado para um frasco de cultura, com

5 ml do mesmo meio.

A pré-selecao foi realizada no dia seguinte, adicionando mais 5 ml de meio
Schneider pH 7,2 e a adicdo de 50% da quantidade adequada do antibiotico
especifico. Apos 24 horas da pré-selecédo foi realizada a selecdo, onde 1 ml da
célula pré-selecionada foi diluida em 9 ml de meio novo adicionando a concentragdo
adequada do antibiético especifico. Os transfectantes foram recuperados entre 7 e
14 dias ap0s o inicio da etapa de selecéo e foi utilizado como controle experimental

células eletroporadas com agua purificada no lugar do DNA.

5.4 Construgdes plasmidiais dos fatores de iniciagéo da tradugéo

As construcdes utilizadas neste trabalho foram obtidas através de diferentes
trabalhos prévios. Foram utilizadas neste trabalho para expressdo em células
eucariodticas do género Leishmania o vetor pSP-BT1-Y-Neo-alfa-HA (Figura 15) e
para expressao procariotica o pET21d (Novagen). Todas as construcdes utilizadas

neste trabalho tiveram a integridade confirmada por digestdo enziméatica.

A constru¢cdes para imunoprecipitacdo que foram construidas produzidas
junto ao vetor pSP-BT1-Y-Neo-alfa-HA continham os genes EIF2Y1 e EIF2Y2, do
complexo EIF2 (NASCIMENTO, 2016); os genes EIF3a, EIF3d, EIF3e, EIF3g, EIF3i
e EIF3j, codificantes de subunidades pertencentes ao complexo EIF3 (ASSIS, 2015);
0 gene EIF4E3 selvagem e com a mutacdo S75A (ROMULO; MORAES, 2015); e o
gene EIF4E5 de L. infantum (DE LIMA; DE LIMA CAVALCANTI; DE BRITO; DE
ASSIS et al., 2021). Também foi usada a construcdo derivada do plasmideo pET-

21d com o gene EIF4E5 de L. major.
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Figura 15 - Mapa do vetor plasmidial de expressdo pSP-BT1-Y-Neo-alfa-HA.
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Fonte: Adaptado de ADDGENE (2018)
Nota: Fusionado ao epitopo HA (Hemaglutinina). Os sitios das enzimas de restri¢édo utilizados foram:
BamHI e Hindlll (em vermelho).

5.5 Sequenciamento de DNA

Apés confirmacdo dos tamanhos dos insertos por digestdo, as construcdes
em vetor pSP-BT1-YneoalR-HA e pET21d foram submetidas ao sequenciamento de
DNA, que foi realizado utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems®) e os produtos purificados com Etanol/EDTA (Applied
Biosystems®), ambos os métodos seguindo as instrucfes do fabricante. Todos os
clones foram analisados através do sequenciador automatico de DNA ABI Prism
3100 (Applied Biosystems®) disponivel para utilizagdo no Nucleo de Plataformas
Tecnologicas do IAM / FIOCRUZ. Apé6s o seqlienciamento, as sequencias obtidas

foram avaliadas para verificar a sua integridade.
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5.6 Ensaios de Western-Blot

Os extratos proteicos obtidos a partir de aliquotas retiradas de cultivo de
Leishmania sp. foram fracionados em gel SDS-PAGE 20% em concentracdes de
5x10°% a 1x107 células por poco e transferidos para membrana de PVDF (100 mA por
1h). A membrana foi entdo bloqueada com solucdo de TBS (20 mM Tris-HCI, 500
mM NaCl, pH 7,5), leite desnatado 5% e Tween-20 a 0,05% em temperatura
ambiente por uma hora. Apos o bloqueio, a membrana foi incubada com anticorpo
primério com a solucdo de bloqueio com diluicbes dos anticorpos utilizados. Apos
trés lavagens de 10 minutos em solucdo de TBS/Tween-20 a 0,05%, houve uma
segunda incubacdo, desta vez com o segundo anticorpo secundario conjugado a
peroxidase em diluicdes semelhantes as do primeiro anticorpo na solucdo de
bloqueio, por uma hora. Esta incubacao foi seguida de trés lavagens de 10 minutos

cada.

A visualizacéao final foi obtida através de uma reacédo de quimioluminescéncia
(ECL, do inglés Enhanced chemiluminescence) e exposicdo a filme Biomax Light
(Kodak). Tal reacdo uma solugdo contendo 25 mL de luminol a 1,2 mM diluido em
solugdo de Tris-HCI 0,1 M de pH 8,5, adicionado de iodofenol para uma
concentracéo final de 0,4 mM e de perdxido de hidrogénio para 0,03%. A membrana
foi exposta ao filme em tempos que variaram de 30 segundos a 5 minutos de acordo

com anticorpo utilizado.

5.7 Preparacéo de lisados celulares e ensaios de imunoprecipitacéo

Para a obtencéo da fracdo citoplasmética de células de Leishmania sp, cerca
de 2x108 células promastigotas foram coletadas por centrifugacdo e lavadas com
PBS suplementado com 10% de inibidor de protease (Roche®). Em seguida, estas
células foram ressuspensas de 400 a 800 ul de tampdo de lise (20 mM de HEPES-
KOH pH 7,4/ 75 mM acetato de potassio/ 4mM de acetato de magnésio/ 2 mM de
DTT, suplementado com inibidores de protease). Para a lise, as células foram
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submetidas a diferenca de presséao, utilizando um cavitador ( para realizar a ruptura
celular), e esta lise monitorada por microscopia O6ptica. As amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm durante 10 minutos para remover restos celulares e o

sobrenadante foi armazenado a -80°C.

Para a imunoprecipitacdo, como todas as proteinas de interesse possuiam o
epitopo HA, utilizou-se para cada 250 ul de lisado, 0,2 a 0,5 mg de microesferas
magneéticas contendo anticorpos anti-HA (Pierce™) de acordo com o protocolo dos
fabricantes. As microesferas foram lavadas trés vezes com tampao PBS e em
seguida foram incubadas com os lisados celulares produzidos como descrito
anteriormente, de 30 a 60 minutos. Apés a incubacdo, o sobrenadante (depletado)
foi guardado e a resina, lavada mais trés vezes com tampao PBS. Aliquotas do
lisado celular original, do lisado depletado apds a imunoprecipitacdo e as
microesferas (imunoprecipitado) foram ressuspendidas em tampé&o de amostra para
SDS-PAGE, fervidos por 5 minutos e guardados a -80°C para realizar o western blot

de confirmacé&o de imunoprecipitacdo e as demais analises.

5.8 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS)

A espectrometria de massas foi realizada com 30 ul das IPs (volume total
resultante apés testes de confirmacdo por western blot), que foram fracionadas em
gel SDS-PAGE 12,5% até atingir a linha limite entre as duas fases do gel. O gel foi
corado com azul de Comassive Blue 250-R de 10 a 30 minutos e depois descorado
com solucdo solvente, sendo necesséarias varias trocas para total remocdo do
excesso de corante, o conjunto de proteinas foi excisado do gel e enviados para
analise por espectrometria de massa na plataforma tecnolégica de Espectrometria
de Massa do Instituto Carlos Chagas Fiocruz, Paranad. Ao chegar no destino as
amostras foram digeridas com tripsina e os peptideos submetidos a analise por LC-
MS/MS (MS2) no sistema Thermo Scientific Easy-nLC 1000 Ultra Performance
Liguide Chromatography (UPLC) acoplado a um espectrometro de massas LTQ-
Orbitrap XL ETD (Thermo Fisher Scientific).
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Os dados brutos provenientes da andlise por LC-MS/MS das IPs foram
processados pelo programa MaxQuant v1.3.0.3 e os espectros MS/MS foram
submetidos a busca contra o banco de dados de Leishmania infantum (strain:
JPCM5) e Leishmania mexicana (strain: MHOM/GT/2001/U1103) disponivel em
TriTrypDB, para a identificacdo de proteinas. A andlise se deu inicialmente pela
normalizagdo das intensidades de cada amostra geradas em amostras em
triplicatas. Para isso, apés a soma das intensidades de cada amostra, foi feito a
razdo do total de intensidade da amostra com maior intensidade pela intensidade da
amostra testada, gerando um fator de normalizacdo do total de intensidade da
amostra, onde cada amostra foi multiplicada pelo respectivo fator de normalizagéo.
Apoés a normalizacéo, e a partir dos valores de peptideos Unicos e das intensidades,
foram calculadas tanto as médias entre as replicatas do controle quanto das
amostras analisadas. Com as médias obtidas, foi calculada a razdo entre a média da
intensidade da amostra a ser estudada sobre a média da intensidade do controle.
Foi assim obtido o valor em nimero de vezes que a proteina estd mais enriquecida

do que no controle.

Para maior robustez da analise foi realizado corte das proteinas que obteve o
namero de peptideos Unicos menor que 2 em pelo menos duas das triplicatas e
valores de intensidade préximos de zero em pelo menos duas das réplicas. Foi
removido da andlise também todas as proteinas que no valor de intensidade média
estivesse 1000 vezes menor que o valor da proteina alvo. Apds os pontos de corte
as proteinas foram classificadas como acima de 100 vezes, proteinas que nao
apresentavam intensidade no controle se comparado a amostra, proteinas acima de
20 vezes mais enriquecida que no controle, dez vezes, quatro vezes e em alguns
casos duas vezes mais enriquecida que no controle foram mantidas para fins de

andlise e comparacao.

5.9 Cristalografia do fator EIF4E5

5.9.1 Purificagao de proteinas com cauda histidina

A construcao pET2l1a-EIF4ES5 de L. major foi utilizada para transformacéo de
Escherichia coli linhagem BL21 star (Invitrogen). Apdés crescimento, em uma

densidade optica de 0,5, foi feita a inducéo da expressdo da proteinas recombinante
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com IPTG (B-D-1-tiogalactopiranésido de isopropilico) em uma concentragédo de 0,5
mM por 3 horas a 37°C em meio LB. As células foram coletadas por centrifugacao e
lisadas por sonicacdo, com seis ciclos de 30 segundos de sonicacdo por 30
segundos de repouso, sob amplitude de 40% em gelo e agua, em aparelho
sonicador MSE Soniprep 150. As proteinas superexpressas foram purificadas
utilizando-se de colunas de afinidade e colunas catidnicas em sistema automatizado
de purificacdo FPLC AKTA UV-900 em tampéado A (50mM Tris-HCI, 300mM NacCl e
Imidazol a 20mM) e para a eluicdo linear, em coletor automatico P-950, usando
tampéo B (tampdo A com KCI 1M). Apés eluicdo das fracdes contendo as proteinas,
as fragbes contendo a proteina de interesse foram analisadas em SDS-PAGE e

entdo reunidas e dialisadas em tampédo A com 20% de glicerol.

5.9.2 Gel filtracéo

Apébs a purificacdo das proteinas por afinidade elas foram separadas por gel
filtracdo, para exclusdo de tamanho de proteinas contaminantes que vieram na
purificacdo, onde foram utilizadas colunas HiTrep 16/60 Sephacryl S-300 (GE-
Healthcare), Superose 12 10/300 (GE-Healthcare) ou coluna Superose 6 10/30 (GE-
Healthcare) conforme indicagbes do fabricante em FPLC AKTA purifier UV-900,

coletor automatico P-900 (GE-Healthcare).

5.9.3 Cristalizacao

Para triagem de cristais do fator EIF4E5 foram utilizadas preparacdes de
proteinas recém purificadas (sem congelamento) para incubacdo pelo método de
difusdo de vapor em gota sentada, com solucdes providas por testes comerciais
(Hampton Research) PEG/lon, INDEX; JCSG | e Il, Wizard I, Il e lll e Crystal Screen
Cryo. A condicao de cristalizacdo encontrada e reprodutivel foi de 10mg/mL de
proteina em 0.2 M de Citrato de potassio tribasico monoidratado, 20% (p/v) de
polietilenoglicol (PEG) 3350. identificada com auxilio de robd nanopipetador
(Mosquito®) (0,05:0,05 uL) (40 pL de solugdo de precipitacdo no reservatério) e
incubacéo a 20°C.
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Reproducgdes dos cristais foram realizadas sob método manual de pipetagem
(1:1uL), com 40 pL de solugédo de precipitacdo no reservatorio. O experimento de
otimizacao de cristais foi realizado modificando os parametros de concentracédo de
PEG 3533 (10, 15, 20, 25% (p/v)) e de proteina (2, 8, 10, 15 mg/mL). Analises de
difracdo dos cristais obtidos foram realizadas em difratdmetro Rigaku. A coleta de
dados foi realizada utilizando sincrotron APS, Todas as etapas de cristalizagao
foram feitas em colaboracdo com laboratério de protedmica e engenharia de

proteinas do Instituto Carlos Chagas, Fiocruz-PR.

5.10 Ensaio de interacdo entre o fator EIF4AE5 e os capO e cap4 através de

termoforese em microescala (MST)

A andlise da interacdo entre o fator EIFAE5 e o cap4 foi realizada através da
técnica de termoforese em microescala (microscale thermophoresis, MST). A técnica
tem como principio analisar o movimento das moléculas quando submetidas a um
gradiente de temperatura. O gradiente é gerado por um laser infravermelho (IR), cuja
radiacdo as moléculas de agua presentes na solucdo da amostra conseguem
absorver, o que desencadeia o fluxo de moléculas. Esse fluxo é decorrente de
mudancas de tamanho, carga ou conformacdo que podem ocorrer quando as
moléculas interagem. A quantificacdo da interacdo é feita através da quantificacédo
de fluorescéncia emitida pelas moléculas, tornando-se necessario que uma das
moléculas esteja ligada a um marcador fluorescente. O equipamento Monolith
NT.115 (NanoTemper Technologies) utilizado para esta técnica é constituido de uma
luz visivel usada para excitacdo do fluoréforo, e de um laser infravermelho acoplado
no mesmo caminho dessa luz. Com isso, é possivel medir a intensidade de
fluorescéncia no mesmo ponto em que a radiacdo € focada na amostra, gerando o
fluxo das moléculas. Os graficos referentes a interacdo das moléculas séo gerados
de forma a calcular a fluorescéncia relativa sobre o tempo em segundos, como pode
ser observado na Figura 16. E possivel também observar os intervalos de tempo
referentes aos estados de salto de temperatura (temperature jump, T jump), e de
termoforese. O salto de temperatura se refere ao estado do primeiro segundo em
gue o laser € ativado. Ja o fluxo das moléculas através do gradiente de temperatura

se refere ao estado da termoforese, sendo esta geralmente avaliada no intervalo de
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tempo que apresenta maior distancia calculada entre as duas curvas geradas

referentes a proteina com ligante e a proteina sem ligante.

Foi analisada a interacdo entre a proteina recombinante EIF4E5 e moléculas
de GTP (n&o ligante), como controle negativo, m7GTP (capO) e o cap4. Os
experimentos foram realizados em triplicata. As curvas geradas foram analisadas

para se avaliar a constante de dissociacao (kd).

Figura 16 - Representagdo do mecanismo do ensaio de termoforese em
microescala.
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Fonte: NanoTemper Technologies

Nota: A) equipamento utilizado para o MST, B) esquema representativo de como ocorre a deteccao
nos capilares, C) esquema de como € formado o grafico de excitagdo, D) graficos com dados
comparativos da molécula com ligante e sem ligante.
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6 RESULTADOS

Com base em conhecimentos prévios obtidos em tripanosomatideos para 0s
trés principais complexos envolvidos na iniciacdo da traducdo, os elF2, elF3 e
elF4F, esse trabalho buscou preencher lacunas no conhecimento a respeito de cada
um destes complexos a partir do estudo de subunidades individuais. Nesse sentido,
a abordagem padrédo utilizadas para boa parte dos trabalhos realizados e descritos
aqui fez uso de ferramentas geradas em trabalhos prévios. Essas ferramentas séo
construgBes plasmidiais que permitem a expressdo, de forma ectopica, das
subunidades selecionadas em células transgénicas de Leishmania sp. Todas estas
construcdes levam a producdo das respectivas proteinas fusionadas com os nove
aminoacidos do epitopo HA (YPYDVPDYA) na sua extremidade C-terminal. A
presenca deste epitopo permitiu a avaliacdo da expressdo de cada proteina
utilizando um anticorpo monoclonal anti-HA comercial. Apdés a confirmacdo da
expressdo de cada proteina, foram produzidos lisados celulares em condi¢des de
auséncia de detergente, com o0s lisados utilizados para ensaios de
imunoprecipitacdo utilizando microesferas magnéticas ligadas ao anticorpo anti-HA.
Para cada proteina imunoprecipitada, seus parceiros proteicos co-precipitados foram
identificados por espectrometria de massa. Estas abordagens foram utilizadas para
se estudar os dois homélogos da subunidade elF2y do complexo elF2, homélogos
de seis subunidades do complexo elF3 e o EIF4E3, um dos seis homdlogos de
elF4E (subunidade do complexo elF4F) de tripanosomatideos. Um outro aspecto
investigado de proteinas selecionados, e também com o auxilio de espectrometria
de massa e das ferramentas ja citadas, foi a ocorréncia e o efeito de mutacdo pos-
traducionais do tipo fosforilacdo sobre o homologo EIFAE3 em Leishmania

amazonenses.

Apenas no caso especifico do EIF4E5, este trabalho também investigou a
estrutura dessa proteina e sua interacdo com analogos sintéticos de seu substrato, o
cap 5 dos mRNAs. Esta investigagdo fez uso de todo um conjunto novo de
ferramentas para a expressao da respectiva proteina recombinante em Escherichia
coli, seguida de sua purificacdo, utilizacdo em ensaios de interacdo proteina-

proteina e cristalizacdo, para definicAo de sua estrutura. Cada conjunto de
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resultados, associados aos diferentes complexos e/ou proteinas sdo descritos de

forma compartimentalizada nos topicos a seguir.

6.1 Analise comparativa dos dois homodlogos de EIF2y de L. infantum

6.1.1 Alinhamento dos EIF2Y1 e EIF2Y2 de espécies de kinetoplastidas e
espécies representativas.

Para se iniciar os estudos com o complexo elF2, e buscando entender o
significado funcional da presenca de dois homélogos para sua subunidade central, o
elF2y, foram realizadas analises in silico a partir da busca por homologos desta
proteina em diferentes espécies de tripanosomatideos e organismos relacionados.
Primeiro foi possivel observar a presenca de homélogos desta proteina em todos 0s
outros eucariotos investigados com estes em geral possuindo similaridades maiores
com o EIF2y-1, como por exemplo o homdlogo de Bodo saltans, espécie precursora
ancestral, embora néo seja da familia Trypanosomatidae. J4 o EIF2y-2 parecer ser

exclusivo dos tripanosomatideos, como melhor descrito abaixo.

Através do alinhamento é possivel observar a presenca de duas regiées com
0os dominios GTP-EFTu e GTP-EFTu D2 (Figura 17 eFigura 18). Estes sdo dominios
presentes em fatores de alongamento responsaveis por facilitar a selecdo e catalisar
a ligacdo de um aminoacil-tRNA ao sitio A ribossomo. Também foi possivel observar
a regido C terminal tipica de fatores de tradugcdo do complexo EIF2Y (EIF2G-CT).
Deste alinhamento foram observados ainda regides de insergdo em alguns genes,
inferindo uma aproximacdo perante a arvore filogenética. De acordo, com as
divergéncias encontradas nas sequéncias lineares, esses homologos podem diferir

guanto a capacidade de interacdo com o tRNA..
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Figura 17 - Alinhamento esquematico dos dominios encontrados em fatores da
familia EIF2Y.
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Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: Alinhamento esquematico de 7 sequencias de proteinas homologas do elF2y, sendo: HselF2Y=
Homo sapiens; LIEIF2Y1 e LIEIF2Y2 = Leishmania infantum; TbEIF2Y= Trypanosoma brucei brucei;
BsEIF2Y= Bodo saltans; PerEIF2Y= Perkinsela sp.; e TgEIF2Y= Trypanosoma grayi. Em tracejado
esté delimitada os dominios identificados.
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Figura 18 - Alinhamento dos homdélogos EIF2y-1 e EIF2y-2 com espécies de
Kinetoplastida e espécies modelo utilizando o Pfam.
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TgREIF2Y2 415 GSAVTTTT-- ——— NTAAN-- —AR--NAGVM 483
HseIF2Y 418 SAVKA--DLG ERH TKPTVDDD- 472
LiEIF2Y1l 426 LNITQDPEIR DKT MKQSS——— 479
TbEIF2Y 425 VSITKSPDI EKN VKLN-———— 477
BsEIF2Y 367 LvRRG-—E1] ERK AAELK-———— 418
PerEIF2Y 425 YKTRA- NV DKH LT 474
LiETF2Y2 543 LRTSRHAG DPPHORIVLA DRK VKLLPEDSQ 601
TgEIF2Y2 484 LRTAH--G A-CGDRVRILA JFFHRKT VRAVD-——— 535

Através das analises de dominios entre as proteinas e de arvore filogenética é
possivel concluir que anterior aos tripanosomatideos s6 € encontrado nas espécies
analisadas apenas um homologo de elF2y com similaridade ao EIF2y-1 (Figura 19).
O EIF2y-2 parece ter surgido nos tripanosomatideos, mas ap0s sua separacao
(aproximadamente 450 milhdes de anos) a maioria das espécies do género
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Trypanosoma sp. teria perdido o EIF2y-2, sendo mantido apenas no Trypanosoma

grayi e no género Leishmania e espécies proximas.

Figura 19 - Arvore filogenética dos homoélogos EIF2Y1 e EIF2Y2 com outras
espécies de Kinetoplastidae e espécies modelo.
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Fonte: Autoria préopria (2021)
Nota: Arvore filogenética dos homodlogos EIF2Y1 e EIF2Y2 com identificacdo da familia
Trypanosomatidae, classe Kinetoplastida e por coloragdo da fonte outros grupos de importancia
evolutiva.

6.1.2 Identificagcao de parceiros funcionais dos EIF2y1 e EIF2y2

A partir de células expressando o EIF2yl-HA e EIF2y2-HA foi possivel
imunoprecipitar as proteinas recombinantes EIF2y1-HA e EIF2y2-HA usando a
resina de microesferas magnéticas anti-HA. Amostras das diferentes etapas do
experimento, incluindo o lisado celular, o imunoprecipitado e o lisado depletado
(lisado apos incubagdo com a resina) foram submetidos a ensaios de western blot

para observar a eficiéncia da imunoprecipitacdo (Figura 20).
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Figura 20 - Western blot de Imunoprecipitacao de fatores EIF2Y1 e EIF2Y2.

EIF2Y2 EIF2Y1
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Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: Western blot dos fatores EIF2Y1 e EIF2Y2 utilizando anticorpo monoclonal comercial Anti-HA
na propor¢cdo de 1:3000 e anticorpo secundario na mesma proporcao. Evidenciando as etapas da
imunoprecipitacdo, Lis= Lisado celular, DP= Lisado depletado e IP= Imunoporecipitacao.

Através das analises de espectrometria de massas foi possivel identificar
proteinas que interagem de forma direta ou indireta com os fatores EIF2y1 e EIF2y2
(Figura 21). Assim, os resultados de imunoprecipitacdo dos EIF2y-1 e EIF2y-2
expressos ectopicamente em células promastigotas, seguido de identificacdo
proteica dos parceiros co-precipitados por espectrometria de massa, demonstraram
gue ambas as proteinas sdo capazes de co-precipitar com um dos principais
parceiros do complexo elF2, o fator elF5, de forma similar ao descrito para o elF2
eucariotico. Ambas as proteinas co-precipitam com outras subunidades do elF2
(EIF2a) e também do complexo elF2B (EIF2BB e EIF2B®). Entretanto, apenas o
EIF2y-1 co-precipita com a terceira subunidade do EIF2 (EIF2B) e com as
subunidades EIF2Ba e EIF2Be do EIF2B. Além destas a proteina EIF2By é
observada apenas com o EIF2y-1, o que é uma informacao interessantes, mas que
nao consta na analise devido ao baixo numero de peptideos encontrado na
espectrometria de massas. Apenas 0 EIF2y-1 co-precipitou com uma Unica
subunidade do complexo elF3, o EIF3G, além de proteinas relacionadas a
exosomas e proteinas helicases. A proteina EIF2y2 co-precipitou ainda com

Histonas, proteinas do complexo elF4F, o EIF4AG1, MAP kinases e proteinas de
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ubiquitinacdo e degradacédo celular além de algumas proteinas de ligagdo ao RNA.
Ambas as proteinas co-precipitaram com a kinase CRK3 e o regulador de elF2

denominado de D123.

Figura 21 - Diagrama de Venn de interagcao com os fatores EIF2Y1 e EIF2Y2.
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Fonte: Autoria préopria (2021)
Nota: Diagrama de Venn evidenciando os grupos de proteinas que interagem com os fatores EIF2Y1

e EIF2Y2, dispostos de forma decrescente as proteinas de maior raz&o de interacdo com os fatores
de estudo.

6.2 Analises de interacdo com parceiros funcionais do complexo elF3

6.2.1 Expresséao heterologa de subunidades do elF3 de Leishmania infantum

Assim como foi realizado com a subunidade elF2y do complexo elF2, foi
realizado a expresséo celular em Leishmania infantum de subunidades selecionadas
do complexo elF3, geradas a partir de construgdes plasmidiais produzidas em
trabalhos prévios. No caso, seis subunidades foram expressas no parasita de forma
ectopica: EIF3A, EIF3D, EIF3E, EIF3G, EIF3I e EIF3J. A presenca do epitopo HA na

extremidade C-terminal de cada uma destas proteinas recombinantes nos permitiu
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realizar sua imunoprecipitagdo. Amostras das diferentes etapas do experimento,
incluindo o lisado celular, o imunoprecipitado e o lisado depletado foram submetidos
a ensaios de western blot para observar a eficiéncia da imunoprecipitagdo (Figura
22). E possivel observar que a proteina EIF3A durante o processo de lise e
imunoprecipitagéo € clivada por fatores como a lise mecéanica ou agédo de enzimas
proteoliticas apés a lise, mas que apesar da clivagem, a regido C-terminal, com o
peptideo HA é mantida e pode nos trazer informacdes valiosas sobre parceiros que

possam interagir com esta regiao.

Figura 22 - Western blot de Imunoprecipitacdo de fatores EIF3.
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Fonte: Autoria préopria (2021)

Nota: Western blot das subunidades de elF3 selecionadas para este estudo: EIF3A, EIF3D em A,
EIF3E, EIF3G, EIF3l e EIF3J em B e C utilizando anticorpo monoclonal comercial Anti-HA na
proporcdo de 1:3000 e anticorpo secundario na mesma propor¢do. Evidenciando as etapas da
imunoprecipitacdo, Lis= Lisado celular, DP= Lisado depletado e IP= Imunoporecipita¢o.

6.2.2 Andlise de espectrometria de massas de proteinas do complexo elF3

Por meio das analises dos dados da espectrometria de massas foi possivel
observar quais subunidades do complexo elF3 estava interagindo entre si e com

grupos distintos de proteinas, como proteinas de ligagcdo ao RNA e as proteinas que
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participam de outros complexos de iniciacdo da traducdo. Em primeiro lugar,
analisando os dados das proteinas que co-precipitaram com cada um dos fatores,
podemos analisar as interacbes das subunidades que co-precipitam com elas
mesmas (Figura 23). Com relacdo a imunoprecipitacdo do EIF3A podemos observar
uma co-precipitagdo baixa se comparada com as das demais subunidades do
complexo elF3, mas como na preparacdo dos lisados e ensaio de
imunoprecipitacdo, foi observado, que a proteina EIF3A completa ndo estava mais
presente, dando lugar a truncagens da proteina que ndo possuem sua regido N-
terminal, estas truncagens podem explicar a falta de interacdo com as outras
subunidades do elF3. J& a subunidade EIF3E co-precipita principalmente com os
fatores EIF3D e EIF3C, e em menor propor¢cdo com as subunidades EIF3A, EIF3B e
EIF3L. A subunidade EIF3I co-precipita com um maior nimero de proteinas como as
EIF3A, EIF3B, EIF3C e EIF3D, com maior intensidade, e ainda as EIF3G, EIF3H e
EIF3L, com menor intensidade. As subunidades EIF3D e EIF3G sao as que co-
precipitam com o maior numero de outras subunidades, mas ainda assim néo co-
precipitam com a EIF3J. Por outro lado, a prépria EIF3J co-precipita com menos
intensidade com vérias subunidades, mais especificamente interage com as EIF3A,
EIF3C e EIF3H, vindo muito fracamente com as demais subunidades de elF3.
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Figura 23 - Mapa de co-precipitacdo de subunidades do complexo elF3 com
outras subunidades desse mesmo complexo.
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Fonte: Autoria préopria (2021)

Nota: Mapa resumindo os resultados de co-precipitacao das proteinas EIF3A, EIF3D, EIF3E, EIF3G,
EIF3l e EIF3J, contra outras subunidades do complexo elF3 de L. infantum. A intensidade da
coloracdo aumenta na medida em que se aumenta 0 numero de vezes que a proteina alvo é
enriquecida se comparada com o controle do ensaio.

A partir dos dados de imunoprecipitagdo, partiu-se para avaliar como as
diferentes subunidades de elF3 co-precipitavam com outros fatores envolvidos na
iniciacdo da traducdo (Figura 24). E interessante observar que embora a proteina
imunoprecipitada EIF3A tenha tido um rendimento baixo ou quase nulo na co-
precipitacdo com as outras subunidades de elF3, ainda assim co-precipita bem com
os EIF4E3 e EIF4G4, que juntos formam um dos principais complexos do tipo elF4F
dos tripanosomatideos. Este resultado pode indicar uma interacdo mais direta da
regido C-terminal do EIF3A e o complexo EIF4E3/EIF4G4. JA a proteina EIF3E
parece ter mais afinidades com proteinas dos complexos EIF4E4/EIFAG3 e
EIF4E6/EIFAG5, sendo observado uma alta interacdo com a proteina G5-IP,
parceira conhecida do EIF4E6. A subunidade EIF3G co-precipita bem com o
EIFAG4, embora ndo com seu parceiro EIF4E3, e com proteinas associadas ao
complexo EIF4E5/EIF4G1, inclusive com suas parceiras G1-IP e G1-1P2. Por outro
lado, a EIF3I co-precipita com as G1-IP e G1-IP2, embora ndo seja observado
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associacao com o fator EIF4G1 ou com o EIF4E5. No caso da subunidade EIF3D,
esta co-precipita com varias proteinas em comum com o EIF3G, a excec¢do da
ausente G1-IP2, e co-precipita fortemente ainda e de forma especifica com dois
fatores de terminacéo da traducédo, os ERF1 e ERF3. Por fim a EIF3J co-precipita
apenas com os EIF4G1 e EIF4G4.

Analisando de forma isolada os EIF3E e EIF3G, ambos co-precipitam com o
fator EIFAE5 e com proteinas parceiras deste, como o EIF4G1, EIF4G1-IP e
EIF4AG1-IP2. Estes resultados reforcam a associacdo do complexo do tipo elF4F
baseado no EIF4AE5 com o complexo elF3 de Leishmania, indicando um papel direto
na iniciacdo da traducdo, motivo pelo qual estes resultados foram incluidos no artigo
publicado no qual se descreve o EIF4E5 de Leishmania (DE LIMA; DE LIMA
CAVALCANTI; DE BRITO; DE ASSIS et al., 2021).

Figura 24 - Mapa de co-precipitacdo de subunidades do complexo elF3 com
homologos selecionados fatores de iniciacdo da traducéo.
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Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Mapa de co-precipitacdo das proteinas EIF3A, EIF3D, EIF3E, EIF3G, EIF3l e EIF3J, com
fatores de iniciacdo da traducéo selecionados de L. infantum.
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Sobre a interacdo das subunidades do complexo elF3 com proteinas de
ligacdo ao RNA, varios pontos precisam ser considerados (Figura 25). E
interessante observar que proteinas especificas co-precipitam diretamente com
quase todas as subunidades que foram alvo dos ensaios de imunoprecipitacéo,
como as RBP12, PUF7, PUF10 e ZC3H34. Outras proteinas s precipitaram com o
EIF3J (PUF5 e ZC3H28) ou especificamente deixaram de co-precipitar s6 com esta
subunidade, como a UBP2. E observado que algumas proteinas interagem
fortemente e de forma exclusiva com o EIF3l, as RBP29 e RBP35, enquanto as
RBP42 e RBP45 também co-precipitam com as subunidades EIF3D e EIF3E. N&ao
foram observados enriquecimento especificos para proteinas de ligacdo ao RNA

mais abundantes como PABPs e ALBAs.

Figura 25 - Mapa de co-precipitacdo de subunidades do complexo elF3 com
proteinas de ligacdo ao RNA.
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Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Mapa de co-precipitacdo das proteinas EIF3A, EIF3D, EIF3E, EIF3G, EIF3l e EIF3J, contra
proteinas de ligacdo ao RNA de L. infantum.
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Sobre outras proteinas que co-precipitam com as subunidades do complexo
elF3 é interessante observar que entre as kinases € observado um nimero maior
destas co-precipitando com a EIF3E e EIF3G, sendo que ambos apresentam varias
kinases com as quais co-precipitam especificamente. Algumas kinases co-precipitam
com a maioria das subunidades de elF3 avaliadas, como a CAMK, NRK e PGKB.
Chama a atencéo o fato de que os EIF3J e EIF3A, parceiras diretas, ttm em comum
a forte co-precipitacdo com a CRK3 que também co-precipita com os homdlogos de
elF2y. Uma outra classe de proteinas avaliadas foi a das helicase, onde uma
associacao clara foi observada entre as subunidades EIF3E, EIF3G e o EIF3J com
helicase especificas. Em relagdo as proteinas ribossomais foi observado uma alta
associacdo de todo o complexo com a proteina RPP2, menos com o fator EIF3J,
mas de forma geral, a presenca de proteinas ribossomais reforca o papel do

complexo elF3 no inicio da traducéo (Figura 26).
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Figura 26 - Mapa de co-precipitacdo de subunidades do complexo elF3 com
proteinas kinases, RNA helicases e proteinas ribossomais.
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Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Mapa de co-precipitacdo das proteinas EIF3A, EIF3D, EIF3E, EIF3G, EIF3I e EIF3J, contra
proteinas kinases, RNA helicases e proteinas ribossomais de L. infantum.
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6.3 Analises de interacdo com parceiros funcionais do fator EIF4E3

6.3.1 Expresséo heter6loga do EIF4E3 e seus mutantes

Também a partir de constru¢des obtidas em trabalhos anteriores, foi realizado

a transfeccéo de construcdo com o gene do fator EIF4E3 fusionado ao epitopo HA a

fim de produzir amostras de imunoprecipitacdo visando a caracterizacdo e

identificag8o de parceiros funcionais deste fator. Neste caso o modelo usado foi a
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Leishmania amazonensis tendo em vista o perfil previamente descrito para esta
proteina de expressao de isoforma de maior peso molecular em fase estacionéaria de
curvas de crescimento (PEREIRA; MALVEZZI; NASCIMENTO; LIMA et al., 2013).
Ao se iniciar este trabalho, os genes codificando o EIF4E3 nativo e dois mutantes
importantes associados a expresséo desta isoformas ja se encontravam disponiveis
em vetor plasmidial para a expressdo em Leishmania (ROMULO; MORAES, 2015).
A transfeccdo ocorreu em uma linhagem clonal de L. amazonensis onde ja havia
sido deletada umas das copias endogenas do gene EIF4E3. A expressao foi
confirmada com a visualizacdo de bandas mostrando um tamanho predito de ~46
kDa, porém duas ou mais bandas foram geralmente detectadas, sugerindo
mudancas pés-traducionais, como fosforilacéo. E claro observar que no mutante em
gue a serina 75 € substituida por uma alanina ocorre a supressao da banda superior
(Figura 27, S75A) indicativo da importancia deste residuo como sitio de fosforilacéo.
Como contraprova, a serina 75 também foi substituida por um aspartato, para
simular a carga de um residuo fosforilado. Observou-se entdo um aumento de
tamanho gerando uma proteina de peso intermediario (S75D). Estes resultados
evidenciam o papel da serina 75 no fator EIF4E3 de L. amazonensis, visto que este
residuo ndo se encontra em espécies mais proximas de Leishmania, como a L.

infantum.

Figura 27 - Ensaio de western-blot avaliando a expressdo em Leishmania
amazonensis da proteina EIF4E3 fusionada ao epitopo HA e dois mutantes.
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Fonte: Autoria préopria (2021)

Nota: Experimento realizado com anticorpo monoclonal comercial anti-HA usando formas
promastigotas de L. amazonensis em crescimento exponencial. Células de L. amazonenses nao
transfectadas (wt) foram utilizadas como controle negativo. EIF4E3wt representa a proteina nativa,
com o0s seus mutantes S75A e S75D indicados. Foram aplicados em cada po¢o a quantidade de
extrato total da célula de equivalente a 1x107 células.



77

6.3.2 Lisados celulares e imunoprecipitagcdo do EIF4E3 nativo e mutante S75A.

A partir das células expressando o EIF4E3 selvagem e o mutante S75A,
foram produzidos lisados celulares e realizados ensaios de imunoprecipitacéo,
utilizando a resina ligada ao anticorpo anti-HA. Amostras das diferentes etapas do
experimento, incluindo o lisado celular, o imunoprecipitado e o lisado depletado
(lisado apds incubacdo com a resina) foram submetidos a ensaios de western blot

para observar a eficiéncia da imunoprecipitacao (Figura 28).

Com as imunoprecipitacdes foi possivel observar que a proteina apoés a lise
celular sofre uma clivagem especifica, e em lugar da banda com o tamanho previsto
de 47kDa observa-se um segundo fragmento mais abundante de 40kDa. Esta
clivagem € observada tanto no lisado (LIS), como no lisado depletado (DP) e na
imunoprecipitacdo (IP), mas, ndo no extrato total (EXT). Com isto conclui-se que
existe algo na técnica que leva a proteina a ser clivada rapidamente logo apos a lise.
Para evitar este tipo de clivagem foi utilizado uma concentragdo maior de inibidor de
protease, que ndo alterou este padrdo. As amostras de imunoprecipitacdo foram
entdo enviadas para espectrometria de massas, para analise das proteinas que co-

precipitam juntamente com o EIF4E3 e seu mutante.

Figura 28 - Ensaio de western-blot para avaliacdo de imunoprecipitacdo do
fator EIF4AE3 de Leishmania amazonensis expressando o EIF4E3 e seu mutante
S75A, ambos fusionados ao epitopo HA.
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Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Experimento utilizando o anticorpo monoclonal comercial anti-HA da marca sigma® diluido
1:3000. EXT- extrato proteico total, LIS- lisado celular, DP- lisado depletado e IP- imunoprecipitado.

Pode ser observado nas IPs uma banda superior a todas as outras e uma inferior, essas bandas
corresponde as cadeias das imunoglobulinas utilizadas para este ensaio.
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6.3.3 Identificacdo de parceiros do EIF4E3 e avaliacdo do impacto da mutacéao

S75A sobre sua capacidade de interacao a parceiros selecionados

Através da espectrometria de massas foi possivel analisar de forma
independente a proteina EIF4E3 nativa e seu gene mutado com a mutagcdo S75A,
com os resultados obtidos resumidos nas Figura 29 a Figura 33. Com estas andlises
encontramos algo peculiar, onde a proteina selvagem a principio formaria um
complexo do tipo elF4F juntamente com o EIF4G4 além de outras proteinas
parceiras, o que nao € observado. Este padrdo, contudo, € observado na proteina
com a mutacdo na serina 75 que co-precipitou tanto com o EIF4G4 como com o
EIF4G1. Além destes, a proteina mutante co-precipitou com todo um conjunto de
proteinas que estariam associadas a uma funcéo na iniciacao da traducédo, como as
PABP3 (fortemente) e PABP2 (fracamente), EIF4AI, proteinas do complexo elF2
(EIF2a, EIF2B e EIF2y), EIF5, EIF5A, EIF5B e proteinas do complexo EIF3 (EIF3E,
EIFSL e EIF3K). Além destes, varias proteinas ribossomais também foram

observadas com a proteina mutante, indicando uma associacao com a traducao.

Na co-precipitacdo do fator EIF4E3 selvagem foi interessante observar em
alguns grupos de proteinas a interacdo de forma distinta do fator mutado. Por
exemplo, algumas helicases que foram encontradas co-precipitando com o fator
EIF4E3 selvagem ndo foram sequer detectadas na proteina mutante, e vice-versa. E
importante notar algumas proteinas que interagem exclusivamente com o EIF4E3
selvagem, como proteinas com dominio PUF (pumilio) que estdo relacionadas a
inibicdo da traducdo de RNAs com os quais estdo ligadas, proteina ribossomal L7,
algumas proteinas nucleares e histonas, que nos dao indicios de que este fator

enguanto fosforilado esta de alguma forma inativo para um papel de traducao.

As andlises de espectrometria de massa mostraram ainda que o fator EIF4E3
selvagem interagiu com um ndmero maior e com maior intensidade com proteinas
do proteasoma ou proteinas relacionadas a estas como proteinas regulatérias do
proteasoma ou ubiquitinas, nos indicando uma possivel maior facilidade de via de
degradagéo, embora ndo sendo observado por western blot um grau de degradacéo

aparente.
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Figura 29 - Analise de interacado do fator EIFAE3wt e EIF4AE3S75A com fatores
de iniciacdo da traducéo, helicases, proteinas de ligacdo ao RNA, quinases e
NTPases.

Proteinas EIF4E3wt EIF4E3S75A
EIF4E3 [N

Genes ID
LMXM_28_2500

EIF4G4 LMXM_36_6060
EIF4AI LMXM_01_0770
EIF4G1 I L VXM_15_0060
EIF2-alpha LMXM_03_0980
EIF2-beta LMXM_08_0550
EIF2-gamma P LMXM_09 1070
EIF3e LMXM_28_2310
EIF3L I L VXM_36_0250
EIF5A LMXM_25 0720  Legenda
EIF3K LMXM_31_2180 >100 [N
EIF5B LMXM_32_2740 >20 [
EIF5 P LMXM_33 0350 >10
EIF3H LMXM_07_0640 >4
EIF3C LMXM_36_6980 >2
eRF3 B L VXM 11 1170 n/a
DBP2B LMXM_07_0340
DEAD box RNA helicase [N LMXM_28_1530
ATP-dependent RNA helicase I L V<M_33 2050
DEAD/DEAH-BOX Nucleolar RNA helicase LMXM_05_0140
RNA helicase I V<M 09 0070
RNA helicase [ LMXM_13_0500
ATP-dependent RNA helicase [N LMXM_15_0130  Legenda
RNA helicase LMXM_21_0610 >100 N
HEL67 P LMXM_31_0400 >20 R
ATP-dependent RNA helicase-like protein, [N LMXM_31_0570 >10 N
RuvB-like helicase I VXM 33 2610 >4 I
RuvB-like helicase I V<M 33 3500 >2
ATP-dependent RNA helicase P LMXM_34 3100 n/a
ALBA3 LMXM_33_2580
PABP2 LMXM_34_4130
PABP3 I VXM 25 0080
RRM domain-containing protein LMXM_11_0080
pumilio-repeat, RNA-binding protein LMXM_11_0470 Legenda
HAT (Half-A-TPR) repeats, nucleolar, RNA Bind Protein LMXM_36_4280 >100 [N
PUM-HD domain-containing protein || N | NIJNI . VxM_25_2360 >10 N
NRBD- RNA binding protein LMXM_31_0750 >4 [l
pumilio/PUF RNA binding protein 7 LMXM_31_1750 >2
pumilio protein I VXM 32 1150 >1
RNA-binding protein LMXM_34_2200 n/a
14-3-3 protein-like protein P LMXM_36_3210
Activated protein kinase ¢ receptor - RACK1 LMXM_28_2740
Serine/threonine-protein phosphatase LMXM_05_0100
Protein kinase domain-containing protein I VXM 061180
14-3-3 protein P LMXM_11_0350
nucleoside-diphosphate kinase _ LMXM_13_1050
Uridine 5'-monophosphate synthase LMXM_16_0550
Phosphoglycerate kinase I  LMXM_20_0110  Legenda
Phosphotransferase LMXM_21_0250 >100 [N
adenylate kinase LMXM_21_1250 >20 Il
AEK1- serine/threonine-protein kinase LMXM_25_2340 >10
serine/threonine-protein kinase I L VXM_30_2960 >4
serine/threonine protein kinase LMXM_34_1010 >2
mitochondrial phosphate transporter LMXM_34_4430 n/a
Rab GDP dissociation inhibitor LMXM_08_29 2160
AAA family ATPase I L VXM 09 1220  Legenda
small GTP-binding protein Rab11 LMXM_10_0910 >100 [N
rab1 small GTP-binding protein LMXM_10_1160 >4
rab7 GTP binding protein [N LMXM_18_0890 >2
ras-related protein rab-5 [ LmxM_18_ 1130 n/a

Plasma membrane ATPase [

V-type proton ATPase subunit H
Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: Grafico ilustrativo em estilo heatmap, evidenciando as intensidades em numero de vezes que a

proteina esta frequente se comparado ao controle negativo.

LMXM_18_1520
LMXM_21_1340



Figura 30 - Analise de interacado do fator EIF4E3wt e EIFAE3S75A com
proteinas ribossomais, ubiquitinas, proteinas do proteasoma e nucleares.

Proteinas EIF4E3wt

Vacuolar proton pump subunit B

40S ribosomal protein S3a

60S acidic ribosomal protein PO

40S ribosomal protein S7

60S ribosomal protein L11 (L5, L16)

60S ribosomal protein L7a

ribosomal protein L1a

60S ribosomal protein L40

40S ribosomal protein S12

60S ribosomal protein L13a

60S ribosomal protein L6

Ribonucloprotein

60S ribosomal protein L21
60S ribosomal protein L7 [N

60S ribosomal protein L10a

40S ribosomal protein S10

60S ribosomal protein L7

ribosomal protein S20

40S ribosomal protein S2

60S ribosomal protein L2

ribosomal protein L3

60S ribosomal protein L18a

60S ribosomal protein L5

60S ribosomal protein L32

ubiquitin-conjugating enzyme e2
ubiquitin-protein ligase-like [INEGEGGGE

ubiquitin hydrolase

HECT- (ubiquitin-transferase)

ubiquitin-conjugating enzyme e2
Proteasome regulatory non-ATPase subunit 6, [ INEGEGEG-GTNEE

(HSP78
26S protease regulatory subunit ST

HSP100
Proteasome regulatory non-ATPase subunit [N
proteasome regulatory ATPase subunit 2 [
Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit [
Proteasome regulatory ATPase subunit [N

Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 5
proteasome regulatory ATPase subunit 1 _
proteasome regulatory ATPase subunit 5 [
Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 3 _
Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 2 _
Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 8 [N
Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit [
Proteasome regulatory non-ATP-ase subunit [ NNRNEREEE
26S proteasome regulatory subunit RPN11 [
Nucleolar GTP-binding protein 2 [

nucleolar protein

nucleolar RNA binding protein
Nucleolar protein 168 _

nuclear segregation protein

Nucleolar GTP-binding protein 1
U3 small nucleolar RNA-associated protein ¢ | NNEEEEEN

EIFAE3S75A Genes ID
LMXM_28_2430
LMXM_34_0420
LMXM_27_1380
LMXM_01_0410
P LMXM_04_0470
[ LMXM_07_0500
[ LMXM_08_29_1070
P LmMxXM_09_0891
LMXM_13_0570
LMXM_15_0200
LMXM_15_1000
P LMXM_15_1470
LMXM_16_0460
LMXM_18_0230
LMXM_18_0620
P LMXM_36_0990
[ LmxM_26_0170
LMXM_28_1010
[ LMXM_31_0450
[ LMXM_31_3900
[ LMXM_33_2870
LMXM_34_0600
LMXM_34_1880
LMXM_34_2050
LMXM_04_0680
LMXM_07_0280

B <M _29_0250
I | VXM_31_1090
LMXM_34_1300
LMXM_02_0370
LMXM_02_0710
LMXM_03_0540
LMXM_08_29_1270
LMXM_08_29_0120
LMXM_13_1090
B VXM 19 1120
I L VXM _36_4360
LMXM_21_0760
P LMXM_22_0570
LMXM_22_0620
I V<M 27 1460
[ LmxM_28 1730
N L MXM_31_0390
LMXM_31_1200
I MXM_31_2820
I LMXM_33_0650

LMXM_05_0460
LMXM_10_0210
LMXM_15_1380
LMXM_22_0210
LMXM_31_0020
LMXM_32_1870
LMXM_34_1990

Legenda
> 100
>2

>1

n/a
Legenda
> 100
>4

>2

n/a

Legenda
> 100
>10

>4

>2

n/a

Legenda
>4
>2
>1
n/a



Figura 31 - Analise de interacdo do fator EIF4E3wt e EIF4AE3S75A com
proteinas transportadoras, mitocondriais, de atividade metabdlica e

hipotéticas.

Proteinas

Importin N-terminal domain-containing protein
ABC transporter

Vesicular transport protein

Importin subunit alpha

importin beta-1 subunit

paraflagellar rod protein 1D

Paraflagellar rod protein 2C

paraflagellar rod component

FAZ9

HSP60, mitochondrial

mitochondrial DEAD box protein
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, mitochondrial
Mitochondrial processing peptidase
long-chain-fatty-acid-CoA ligase

calpain-like cysteine peptidase
ATP-dependent 6-phosphofructokinase (ATP-PFK)
Cysteine peptidase C (CPC)

Isocitrate dehydrogenase [NADP]
3-methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta subunit
lanosterol 14-alpha-demethylase

Elongation of fatty acids protein
Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA synthase
NAD-specific glutamate dehydrogenase
Citrulline--aspartate ligase

Hexosyltransferase

4-coumarate:coa ligase-like protein

ATP synthase

N-acetyltransferase domain-containing protein
malic enzyme

cytochrome c oxidase subunit V
isovaleryl-coA dehydrogenase

acyl-CoA dehydrogenase

Aspartyl-tRNA synthetase

TPR domain protein

3-ketoacyl-CoA reductase

H(+)-transporting two-sector ATPase

Serine palmitoyltransferase-like protein
Aspartate transaminase

PSP1 C-terminal domain-containing protein
cytoskeleton-associated protein CAP5.5
Structural maintenance of chromosomes protein
Cnd3 domain-containing protein
Vesicle-fusing ATPase

Structural maintenance of chromosomes protein
leucine-rich repeat protein

Tubulin alpha chain

Chorein - a TM vesicle-mediated sorter
Kinesin-like protein

Transitional endoplasmic reticulum ATPase,
Clathrin heavy chain

Kinesin motor domain-containing protein
Coatomer subunit beta (Beta-coat protein)
Kinesin-like protein

Cytoplasmic dynein 2 light intermediate chain 1
Dynein assembly factor 5, axonemal
Coatomer subunit beta’

Gim5A protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Histone H2A

Histone H2B

Histone H4

EIF4E3wt EIFAE3S75A Genes ID
LMXM_07_0720

LMXM_19_0800
I XM _27_1050

I XM 29 1120
I | \1XM_33_0490

LMXM_08_29 1750
LMXM_16_1430
LMXM_24_1560
LMXM_31_0140
LMXM_36_2020
I B XM 28 2080
LMXM_30_2250
LMXM_34_1380
I <M 01 0520
I /<M 04 0450
I |V XM_08_29 2510
LMXM_08_29 0820
LMXM_10_0290
LMXM_11_0590
LMXM_11_1100
LMXM_14_0650
LMXM_14_0660
LMXM_15_1010
LMXM_16_0590
LMXM_18_1610
LMXM_19_1005
I N VXM _36_3100
I V<M 22 0450
I N LMXM_24_0770

LMXM_26_1710

LMXM_27_0930
LMXM_28_2510
LMXM_29_0460
LMXM_29_3450
I N 132 1590
LMXM_33_3670
I N | MXM_33 3740
I V<M 34 0820
I V' XM_34_0950

[ N LmxM_30_0440_1

I <M 05 0400

I XM_08_29_2650

P LMXM_08_29 2500
LMXM_08_0010
I | /XM_09_0530
LMXM_13_0280
LMXM_16_0780
I |/ XM_19_0260
P LMXM_36_1370

LMXM_36_1630
LMXM_36_5150
LMXM_20_1350
LMXM_23_0560
LMXM_31_3230
LMXM_32_1620
LMXM_32_3210
LMXM_34_3700
I N MXM_10_0160
B v 11 0810
P L vixm_16 1420
I v 20 0080
LMXM_21_0170
LMXM_26_0730
LMXM_32_2270
LMXM_08_29 1720
LMXM_17_1220
LMXM_25_2450

Legenda
> 100
>20

>10

>4

>2

n/a



Figura 32 - Analise de interacado do fator EIF4E3wt e EIFAE3S75A com

proteinas diversas.

Proteinas

U3 small nucleolar RNA-associated protein 6
Voltage-dependent anion-selective channel
CPSF_A domain-containing protein
Guanine nucleotide-binding protein
Stress-induced protein stil

Calmodulin

Ribosome biogenesis protein BOP1 homolog
PX domain-containing protein

calpain-like cysteine peptidase

XRN_N domain protein

Mak10 subunit

Ahal_N domain-containing protein
ILITYHIA Protein

pumilio protein

ADP/ATP translocase

IMP dehydrogenase

SCD domain-containing protein

Nascent polypeptide-associated complex subunit beta
Diadenosine tetraphosphate synthetase
Adenosylhomocysteinase

DUF2042

CCT-theta

rRNA biogenesis protein-like protein
axoneme central apparatus protein

NTF2 domain-containing protein

DnaJ protein

heat shock protein DNAJ

CCR4-NOT transcription complex subunit 11
T-complex protein 1 subunit gamma

ATP synthase subunit beta

HpcH_Hpal domain-containing protein
parkin co-regulated protein

10 kDa heat shock protein

Heat shock protein 70-related protein
HEAT repeat-containing protein 1
replication factor C, subunit 4

C3H1-type domain-containing protein
Sas10 domain-containing protein

DUF423

hydrolase, alpha/beta fold family

DUF676

heat shock protein 70

bystin

splicing factor 3a

ADP-ribosylation factor-like protein
SAM-dependent MTase TRM10-type protein
S-adenosylmethionine synthase

DUF3808

C3H1-type domain-containing protein
Prostaglandin f2-alpha synthase

Pan3_PK domain-containing protein

U5 snRNP-associated 102 kDa protein

DNA mismatch repair protein

Cysteine desulfurase

heat shock protein

NUC173 domain-containing protein

short chain dehydrogenase

exosome subunit rrp6p homologue

Cyclic nucleotide-binding domain-containing protein
R-SNARE protein

phosphoinositide-binding protein
cystathione gamma lyase

KH domain-containing protein

PACRGB

EIFAE3wt EIFAE3S75A

I\ill \ | ‘II

Genes ID

LMXM_34_1990
LMXM_02_0450
LMXM_05_0890
LMXM_08_0410
LMXM_08_1110
LMXM_09_0910
LMXM_11_0410
LMXM_14_0220
LMXM_14_0850
LMXM_16_0390
LMXM_17_0980
LMXM_18_0210
LMXM_18_0820
LMXM_18_1420
LMXM_19 0210
LMXM_19_1560
LMXM_36_1590
LMXM_36_3770
LMXM_36_3840
LMXM_36_3910
LMXM_36_6800
LMXM_36_6910
LMXM_20_0650
LMXM_20_1400
LMXM_21_0430
LMXM_21_0490
LMXM_22_0080
LMXM_23_0020
LMXM_23 1220
LMXM_25_1170
LMXM_25_2010
LMXM_25_ 2200
LMXM_26_0620
LMXM_26_1240
LMXM_26_1790
LMXM_27_0550
LMXM_27_1300
LMXM_28 0720
LMXM_28_1490
LMXM_28_1570
LMXM_28_2445
LMXM_28 2820
LMXM_29 0480
LMXM_29 1830
LMXM_29 2370
LMXM_29 3070
LMXM_29 3500
LMXM_29 3690
LMXM_30_0080
LMXM_30_2150
LMXM_31_0720
LMXM_31_2490
LMXM_32_0410
LMXM_32_1680
LMXM_32_2390
LMXM_32_2530
LMXM_33_0010
LMXM_33_3080
LMXM_33_4620
LMXM_34_2120
LMXM_34_2420
LMXM_34_3230
LMXM_34_3540
LMXM_34_4690

Legenda
> 100
>10

>4

>2

>1

n/a
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Figura 33 - Distribuicdo das proteinas que co-precipitaram com o fator EIF4E3.

Nucleares; 7 NTP ases; 9

Estruturais; 18

Chaperonas; 7

Transporte; 5
Flagelar; 4

Diversos; 63
Mitocondriais; 4

252 proteinas

enriquecidas através
de imunoprecipitacao
do fator LaEIF4E3wt e
LaEIF4E3g;5,

Enzimas Metabalicas; 26

Proteassoma; 17
Ribossomais; 23

Ubiquitinagao; 5
kinases e fosfatases; 14

Fatores de tradugdo; 16

Histonas; 3

. i hipotéticas; 7
Ligagao ao RNA; 11 Helicases; 13

Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Gréafico em pizza evidenciando os grupos de proteinas e a sua quantificagdo, todas
enriquecidas pela imunoprecipitacdo do fator EIF4AE3 em L. amazonensis.

Todas as proteinas citadas nas Figura 29 a Figura 32 estavam relacionadas a
co-precipitacdo de alguns fatores que consigo trazem outros, mas € evidente o papel
gue a mutacdo na serina 75 e seu papel na ativacao/inibicéo por fosforilacdo atua de
alguma forma inibindo a interagdo deste fator em L. amazonensis. Como
contraprova, para garantir que nao houve qualquer troca no processamento das
amostras, foi realizado o sequenciamento dos peptideos destas proteinas a fim de
identificar as mutacdes em suas respectivas linhagens (Tabela 2).
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Tabela 2 - Sequéncias de peptideos da proteina alvo por Espectrometria de
massas do fator EIF4E3.

I

E9BO72 tr|[E9BO72|E9BO72_LEIM DIKPEWEHPR;
U Eukaryotic translation GGTISIVVEFDR;

initiation  factor,putative KDIKPEWEHPR;

OS=Leishmania mexicana (strain KGGTISIVVEFDR;
MHOM/GT/2001/U1103)
0X=929439 GN=LMXM_28_ 2500
PE=3 Sv=1

KGGTISIVVEDRDR;

LEYYSHHQK;

LSAAAEPEFVPGGPK;
TTVSPLTERPASSLPNSAAAAGAAK;
YLPAPSGLPTVYTYSWFEFR

LEIMU LEIMU Mutant Eukaryotic DIKPEWEHPR;

(proteina translation initiation factor GGTISIVVFEFDR;

mutada) KDIKPEWEHPR;
KGGTISIVVFDR;
KGGTISIVVFDRDR;
LEYYSHHOQK;
SAAAEPFVPGGPK;
TATEDGKTTVAPLTERPASSLPNSAAAA
GAAK;
TTVAPLTERPASSLPNSAAAAGAAK;
YLPAPSGLPTVYTYSWFR

Pode ser observado pela analise que foi sequenciado um peptideo que tem a
regido da serina 75 na proteina selvagem e na proteina mutante teve a presenca da

mutacao (alanina) em dois peptideos sequenciados pela espectrometria de massas.

6.4 Caracterizacao estrutural do fator EIF4E5

Para compreender as interacbes, assim como obter uma estrutura
tridimensional do fator EIF4E5 de Leishmania major, foi realizado em conjunto com o
laboratorio de Prote6bmica e Engenharia de Proteinas do Instituto Carlos Chagas

(Fiocruz), sob supervisdo da pesquisadora Dra Beatriz Gomes Guimaraes,
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experimentos para se obter a cristalografia do fator EIFAE5 de Leishmania. Este foi
escolhido entre os fatores utilizados neste trabalho por ter sido observado uma alta
expressao em sistema de expressao bacteriano com alta solubilidade, o que facilita

a sua purificacao.

6.4.1 Expressao e purificacdo do fator EIF4AE5 com cauda de Histidina

Para realizacdo da cristalografia foi necessaria se obter a proteina purificada
em estudo em uma concentracéo de 5 a 10 mg/ml. Para isto, foi feita a inducdo para
se expressar em E. coli (BL21) a proteina EIF4AE5 que contém uma sequéncia de
seis histidinas na sua extremidade C-terminal, utilizando se para isso a construgéo
pET21d-EIF4ES5 (Figura 34).

Figura 34 - Expresséo do fator EIFAE5 em Escherichia coli apés inducéo.
Extrato de E.coli
Clonel Clone2 Clone3
IPTG = < + = 4+ ™M

‘97kDa

66kDa

45kDa

30kDa

20kDa

14kDa

Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Separacgéo por eletroforese em gel SDS-PAGE, onde foi observada a indugdo da proteina
EIF4E5-His de valor aproximado a 28kDa. Foram avaliados trés clones bacterianos.

Apés confirmada a expressdo do fator EIF4E5-6xHis, foi realizada a
purificagcdo utilizando cromatografia liquida, através de uma resina de Niquel,
separando as proteinas por afinidade iénica (Figura 35). Com isto foi visto que a
proteina ndo tem dificuldade de ser expressa e purificada, sendo um bom alvo para

a formacéo de cristal e de podermos caracteriza-lo estruturalmente.
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Figura 35 - Purificacdo do fator EIF4E5.

Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Separacgéo por eletroforese em gel SDS-PAGE, onde foi observada a purificagcdo da proteina
EIF4E5-His.

6.4.1.1 Expresséo e purificagdo do EIF4ES5 por FPLC por afinidade, troca

iGnica e filtracdo em gel

A expressdao e purificacdo da proteina EIF4ES para cristalografia foi realizada
otimizando cada etapa do processo para uma melhor obtencdo da proteina
purificada. Para expressao em vetor de expressao bacteriano foi utilizado a E. coli
(BL21 — ASIyD).

6.4.1.2 Purificacdo por afinidade a histidina

Apo6s confirmar a expressdo em pequena escala, foi realizada a indugdo em
larga escala para purificacdo diretamente em coluna cromatografica de afinidade a
Histidina (HisTrap 1ml FF) (Figura 36).
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Figura 36 - Cromatograma de purificacdo da proteina EIF4E5 por cauda de
histidina.
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Fonte: Autoria prépria (2021)
Nota: A) Cromatograma da purificacéo do fator EIF4E5 com cauda de 6x Histidina, B) zoom na regido
de eluicdo, onde pode ser observado dois pico especifico da fragcdo 34 a 61.

Foram coletadas vérias fracbes do cromatograma, em especifico a regido
com maior absorbancia no comprimento de luz UV de 280, e resolvidos em gel SDS-
PAGE para observar o conteddo de cada fracdo, a presenca da proteina alvo e de

provaveis contaminantes (Figura 37).

Figura 37 - Eletroforese das fracbes do cromatograma de purificagcdo por
afinidade a cauda de histidina do fator EIF4ES5.

2 4 12 24 26 28 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 48 50 52 54 56 58 60 61

30KDa-

Fonte: Autoria prépria (2021)
Nota: Eletroforese da purificacdo por FPLC em SDS-PAGE, pré coluna é o extrato total bacteriano
apos inducgdo, e as numeracdes indicam as fragdes da cromatografia (Figura 36).

A purificacdo resultou em dois picos equivalentes a proteina de interesse

EIF4ES. Por terem saido em dois picos é certo de que ha duas populagbes com
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7

diferencas estruturais do fator EIF4E5, onde no primeiro pico € necessaria uma
concentracdo menor de imidazol para eluicdo, e na segunda uma concentracao

maior.

Foi utilizado entdo o primeiro pico da cromatografia de afinidade de histidina
para realizar a etapa de purificagdo seguinte. Para isso foram misturadas todas as
fragOes do pico 1 e o conjunto dialisado com o tampéao A da cromatografia de troca

ibnica.

6.4.1.3 Purificacéo por troca idnica

ApGs realizar a didlise da proteina foi realizado uma purificagdo diferente da
purificacdo por cauda de histidina. Nesta as proteinas purificadas sdo separadas
pela sua carga, utilizando uma coluna de troca ibnica, especificamente carga
anibénica (HiTrap Q HP 1ml) (Figura 38), Nesta purificacdo o objetivo é separar a
proteina alvo dos contaminantes.

Figura 38 - Cromatograma de purificacao da proteina EIF4E5 por troca ibnica.

Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Cromatograma da purificacao do fator EIF4E5 por troca ibnica, onde pode ser observado varios
picos, mas é possivel observar uma maior absorbancia de UV nas primeiras fracdes.
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Foram coletadas vérias fragbes do cromatograma, em especifico a regido
com maior absorbancia no comprimento de luz UV de 280, e resolvidos em gel SDS-
PAGE para observar o contetudo de cada fracdo, a presenca da proteina alvo e de

provaveis contaminantes (Figura 39).

Figura 39 - Eletroforese das fracdes do cromatograma de purificacdo por troca
ibnica do fator EIF4ES.

2 345 6 7 8 910111213 1415161718 19202122 2324 25 26 27 28

30KDa-

Fonte: Autoria prépria (2021)
Nota: Eletroforese da purificagdo por FPLC em SDS-PAGE. As numeragdes indicam as fracdes da
cromatografia apresentada na Figura 38.

A purificacdo resultou em varios picos, s6 nao foi esperado que a proteina
ndo fosse liberada em um pico especifico, nos levando a crer que a proteina
recombinante EIF4E5 néo se liga a coluna de troca idnica anidnica, mas serviu para
remover proteinas inespecificas que aparecem a partir da fracédo 21. Foi utilizado da
fracdo numero 2 até a fragdo 20, estas fracdes foram misturadas e dialisadas em

tampao de gel filtragc&o.

6.4.1.4 Purificacdo por gel filtracdo

Apo6s purificacdo por troca ibnica e dialise, a preparacdo da amostra para
purificagdo por exclusdo de tamanho (gel filtracdo) necessitou que esta fosse
concentrada para o volume de aplicacdo compativel com a coluna utilizada, no caso
em um maximo de 2 ml (superdex 16/600 75pg). Nesta purificacdo o objetivo foi o de
separar a proteina alvo de contaminantes e agregados através da separagao por

tamanho (massa globular) (Figura 40).
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Figura 40 - Cromatograma de purificacdo da proteina EIF4E5 por exclusao
tamanho.
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Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: Cromatograma da purificagdo do fator EIF4E5 por exclusdo de tamanho, onde pode ser
observado um Unico pico nas frag@es iniciais, onde se espera uma proteina de tamanho aproximado

entre 30 e 25KDa.

Foram coletadas as fracdes do cromatograma, em que Sse encontra 0 pico nas

fases iniciais do cromatograma, em especifico a regido com maior absorbancia no

comprimento de luz UV de 280, e resolvidos em gel SDS-PAGE para observar o

conteudo de cada fracéo, a presenca da proteina alvo e de provaveis contaminantes

(Figura 41).
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Figura 41 - Eletroforese das fragcbes do cromatograma de purificacdo por
excluséo de tamanho do fator EIF4ES.

M P-C 23 24 25 26 27 28

30KDa-

Fonte: Autoria prépria (2021)

Nota: Eletroforese da purificacdo por FPLC em SDS-PAGE, M- marcador de peso molecular, P-C —
Pré coluna e as numeragdes indicam as fragfes da cromatografia por exclusdo de tamanho (Figura
40).

A purificacdo resultou em um Unico pico, cada fracdo desta cromatografia foi
feita em 1ml para cada fracdo, resultando em 6ml totais de proteina altamente

purificada, a proteina foi quantificada e armazenada a 4°C.

6.4.2 Cristalizagdo do EIF4E5 recombinante

Para triagem de cristais do fator EIF4E5 foram utilizadas as fragOes
recentemente purificadas por exclusdo de tamanho. Foi necessario inicialmente a
quantificacdo, pois caso a concentracdo da proteina estivesse abaixo da desejada,
de 5 a 10 mg/ml, seria necessario realizar a concentracdo da amostra proteica. Foi
utilizado solugdes providas pelos sistemas comerciais (Hampton Research) PEG/lon,
INDEX e JCSG I. A condigcéo de cristalizagdo encontrada e reprodutivel foi usando
5,2mg/mL da proteina de interesse em 0.2 M de Citrato de potassio tribasico
monoidratado, 20% (p/v) de polietilenoglicol (PEG) 3350 incubado a 20°C (Figura
42).
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Figura 42 - Formacéao dos cristais através de solucdes precipitantes.
Lm4E5_INDEX_G2g3 LmA4E5_JCSG_E1g2 Lm4E5_JCSG_F1g2 LmA4E5_JCSG_G7g3

Lm4ES_JCSG_E4g2 LmA4ES_JCSG_G2g2 LMA4ES_JCSG_G11g2

Lm = Leishmania major

4E5 = EIF4ES5

INDEX = kit utilizado

G2 = posigdo na placa

g3 = condigdo utilizda da amostra
g2=s6 a proteina EIF4ES

g3= proteina EIF4E5 + Cap4

Fonte: Autoria propria (2021)
Nota: Estruturas formadas pela precipitacdo controlada da proteina EIF4E5 e EIFAE5+Cap4.

Lm4ES_INDEX_G10g3

A reproducao dos cristais foi realizada sob método manual de pipetagem. O
experimento de otimizagé@o de cristais foi realizado modificando os parametros de
concentragdo de PEG 3533 (Figura 43).

Figura 43 - Refinamento de cristais da proteina recombinante EIF4E5 através
de solucdes precipitantes especificas.
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Fonte: Autoria prépria (2021)

Nota: Estruturas formadas pela precipitagao controlada da proteina EIF4ES5, especificados nas setas
em vermelho, (A) proteina EIF4E5 com cap4 e em (B) e (C) cristais formados apenas do EIF4ES.
Todos os cristais foram obtidos sob mesma solucéo precipitante del,25M de Citrato de sddio, 0,1M
de cacodilato de s6dio em pH 7.0.

Andlises de difracdo dos cristais obtidos foram realizadas em difratbmetro
Rigaku. A coleta de dados foi realizada utilizando sincrotron APS-U; Franca em
colaboragéo com o laboratério de proteémica e engenharia de proteinas do instituto
Carlos Chagas, FIOCRUZ-PR.

6.4.3 Refinamento estatistico e dados cristalograficos

Para a obtencdo de uma caracterizacdo estrutural e informacdes sobre o0s
mecanismos moleculares envolvido na interacdo entre o fator EIFAE5 e seus
parceiros, nés fomos capazes de cristalizar a partir da proteina obtida da sequéncia
de Leishmania major em colaboracdo com o Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ-PR,
qgue compartilha 98% de identidade com EIF4E5 de Leishmania infantum. A
estrutura cristalina foi determinada por substituicdo molecular usando um modelo
gerado pelo servidor Phyre2 como modelo de pesquisa. Apesar da obtencdo de
pequenos cristais da proteina ligada ao cap, dados de difracdo adequados foram
obtidos apenas a partir de cristais crescidos na auséncia do ligante (apo) (Tabela 3).
O conjunto de resultados obtidos constitui parte fundamental do artigo publicado
ligado a esta tese (DE LIMA; DE LIMA CAVALCANTI; DE BRITO; DE ASSIS et al.,
2021).

Tabela 3 - Dados cristalogréaficos e estatisticas de refinamento.

Dados estatisticos:

Fonte

Comprimento de onda (A)
Resolugéo (A)

Grupo de Espaco

Célula unitaria (A)

Numero de Observacoes
Numero de reflexdes Unicas
Completude (%)
Redundancia

/o
CC 1

Estatisticas de Refinamento:

Rwork

SOLEIL-PX1

0,978565

50-2,0 (2,12-2,00)
P3221
a=b=61,89c=173,03
470.983 (61.054)
26.851 (4162)

99,8 (98,6)

17.5 (14.7)

9.1 (0.96)
99.8 (44.6)

0,201
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Rfree 0,230
Comprimento da ligagdo RMSD (A) / Angulo (°) 0,008 /0,96
Valor médio de B (proteina geral, A [2]) 41,9
Atomos de proteina 2807
Numero de moléculas de agua 204
Ramanchandran Plot:

Favorecido (%) 98,0
Discrepantes (%) 0

Fonte: Autoria prépria (2021)
Nota: Os valores entre parénteses séo para a camada de maior resolucao.

Com os dados obtidos foi realizada a superposicdo da estrutura do EIF4ES5 de
Leishmania com o EIF4E5 de T. cruzi em complexo com o cap4 (PDB60O7Y) resultou
em um desvio da média da raiz quadrada (RMSD- Root Mean Square Deviation) de
2,3 A para 172 C-alfa atomos alinhados, com 43% de identidade de sequéncia,
valores que indicam o grau de semelhanca entre as estruturas do EIF4E5 de L.
major e T. cruzi. A comparacao estrutural entre as formas holo e apo evidenciou
rearranjos significativos (Figura 43 A). O residuo de triptofano que participa da
interacdo classica de empilhamento com a por¢do m7G na estrutura de holo
TcEIF4E5 (W33) se move longe do bolso m’G em LmEIF4E5 (W37), como uma
consequéncia do rearranjo de toda a regido de fitas f1-p2 (S1-S2) (Figura 44B).

6.4.4 Andlise do fator EIF4E5 com interface ao EIF4G

Com a estrutura do fator EIF4E5 de L. major, nds podemos investigar
diferencas na superficie de interacdo ao elF4G quando comparada com outros
homologos de elF4E com estrutura ja descrita na literatura. A sobreposicdo
estrutural de LmEIF4E5 com elF4E1 humano e elF4E de levedura em complexo
com peptideos elF4G (Figura 44) mostra que, assumindo uma interface de ligacédo
semelhante, o residuo W58 do LmEIF4E5 (equivalente a W53 em LIiEIF4ED)
mantém a conformacado altamente conservada do triptofano equivalente de humano
e levedura (W73 e W75, respectivamente) e estaria em posicdo de interagir com a
hélice canbnica do elF4G. O W50 do LmEIF4E5 (W45 em LIiEIF4ES) nao reflete na
interagdo quando comparado com o complexo humano (Figura 45 A, painel direito).

Um cenario diferente é observado no complexo de levedura, onde FG68,

estruturalmente alinhado com o W50 do LmEIF4E5, esta envolvido na interagdo com
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elF4G (Figura 45 B, painel direito) por meio de regifes hidrofébicas com a hélice C-

terminal de elF4G.

Figura 44 - Andlise estrutural do EIF4E5 de Leishmania major na forma apo.

, @Qws ,
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Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: A) Superposicéo geral de LmEIF4ES (salmé&o) e cap4 ligado ao EIF4ES de T. cruzi (PDB 607Y,
roxa). A superposicdo evidencia rearranjos estruturais das regides S1-S2 e S5-S6 apos a ligacao de
capd. O cap4 é representado em bastfes. B) Andlise detalhada dos residuos que interagem com
cap4 em TcEIF4E5 mostrando uma mudanca conformacional significativa de W37, Y88 e E89
(numeracdo de LmEIF4ES5, correspondendo aos W33, Y83 e E84 do TcEIF4ES) na auséncia do
ligante. Substituicdes ndo conservadas de residuos que interagem com cap4 também sdo indicadas.
O ultimo residuo LmEIF4E5 que foi modelado na estrutura 3D é destacado por uma esfera. C)
Superposicdo geral de LmEIF4E5 (salméo) e elF4E humano na forma apo (PDB 2GPQ, cinza). Os
residuos de elF4E humano conhecidos por participar do sanduiche m7G (W56 e W102) e os residuos
béasicos que interagem com os grupos fosfato cap, juntamente com os residuos correspondentes em
LmEIF4E5 s&o representados em bastBes. D) Andlise da distribuicdo do fator B na estrutura
LmEIF4E. A estrutura é colorida de acordo com os valores do fator B, de azul a vermelho, indicando
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aumento do fator B. Os residuos que interagem com o cap (em comparacdo com TcEIF4ES5) séo
representados em bastdes.

Figura 45 - Andlise da interface elF4E — elF4G.

Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: A) Superposicdo estrutural de EIF4AE5 de L. major (salméo) e elF4E1 de H. sapiens (cinza) em
complexo com o peptideo derivado do elF4G (ciano) e m7GTP (bastfes). As extremidades N e C-
terminais, localizadas nos lados convexo e céncavo de elF4E, respectivamente, séo indicadas. A
esquerda, o triptofano altamente conservado (W73 em HselF4E1l) envolvido na interagdo com a
hélice canbnica elF4G é mostrado em bastdo. O W58 correspondente em LmEIF4E5 também é
mostrado. No painel direito, o0 W50 do LmEIF4E5 esta destacado. O residuo correspondente em
HselF4E1 (ndo mostrado) ndo estd envolvido na interacdo elF4G. B) Sobreposicdo estrutural de
LmEIF4ES5 (salméo) e S. cerevisiae elF4E (ouro) em complexo com um peptideo elF4G (ciano) (PDB
1RF8). A esquerda, 0 W75 de ScelF4E, que participa da interagdo com a hélice canénica elF4G e o
W58 de LmEIF4E5 correspondente sdo mostrados em bastdes. A direita, o0 W50 de LmEIF4ES5, o
residuo correspondente ao F68 de ScelF4E que participa da interacdo com o elF4G, esta destacado
em bastao.
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6.4.5 Andlise comparativa da superficie de interacdo do fator EIF4E5

Em analise comparativa do potencial eletrostatico de superficie do LmEIF4E5
com o EIF4E5 de T. cruzi e elF4E1 humano, foram reveladas diferencas
interessantes (Figura 46). Também se observou uma distribuicdo de cargas distintas
entre EIF4E5 e elF4E1 humano no sitio de ligacdo ao cap. A sobreposicdo das
estruturas de T. cruzi e L. major EIF4E5 com elF4E1 humano em complexo com o
peptideo de interacdo elF4G também evidencia uma diferenca marcante na
distribuicdo de carga na regido correspondente a superficie de interacdo do elF4G

(Figura 46, painéis inferiores).

Figura 46 - Analise das superficies de interacdo putativas EIF4E5 dos
tripanosomatideos
HselF4E TCEIF4ES5 LmEIF4E5

non-canonical
loop

Fonte: Autoria propria (2021)

Nota: Comparacdo das superficies de potencial eletrostatico de H. sapiens elF4E (a esquerda), T.
cruzi EIF4E5 (meio) e L. major EIF4ES5 (direita). Os limites para a visualizacdo do mapa de contorno
potencial sdo = 5 kT / e. m7GTP e cap4, ligado a elF4E1 humano e TcEIF4ES5, respectivamente, sdo
representados em bastdes (painéis superiores). O peptideo elF4G ligado ao elF4E humano é
representado em ciano na parte inferior esquerda. As extremidades dos N e C terminais, bem como a
hélice canbnica e a alca de interacdo ndo candnica séo indicadas. Com base na superposicao
estrutural, o peptideo elF4G do complexo humano é posicionado nas estruturas dos EIF4E5 dos
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tripanosomatideos, para fins comparativos. As posicdes do W73 de HselF4E, W54 de TcEIF4E5,
W58 e W50 de LmEIF4ES5 séo indicados. A posicdo da hélice a2' de LmEIF4ES5 é indicada no painel
inferior direito.

6.5 Ensaio de interacdo entre o fator EIF4E5 e o cap4 através de termoforese
em microescala (MST)

A andlise da interacdo entre o fator EIFAE5 e o cap4 foi realizada utilizando a
proteina purificada para cristalizacdo e o cap4 sintetizado quimicamente. As
amostras utilizadas foram diluidas trés vezes, para serem utilizadas nos ensaios. Foi
realizado um pré-teste com o fator EIF4E5 fusionado a histidina que foi incubado
com uma molécula fluorescente de ligacédo a cauda de histidina para verificar se ela
era compativel com o tampdo de eluicdo diluido trés vezes, e foi confirmada
auséncia de agregacdo entre as moléculas e os componentes da solucdo. A
interacdo entre a proteina EIF4E5 e dois tipos de cap (cap0O e cap4) foi analisada, e
as curvas geradas avaliadas. Também foi realizado um experimento controle
utilizando o fator EIF4E5 e GTP. A curva gerada é resultante da fluorescéncia
emitida dos quatro capilares contendo apenas a proteina alvo, e quatro capilares
contendo a proteina alvo com adicao dos ligantes (capO e cap4) ou do controle
(GTP). Observa-se que as interagbes do fator EIF4AE5 e o capO e o cap4 geraram
uma curva diferente em relagcdo a curva da proteina sem a adicdo de ligantes,

indicando que os ligantes conseguem interagir com essa proteina (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Gréafico da diferenca de ligacdo do Fator EIF4E5 e o capO e cap4.

Compare Kd-Fit: Analysis-Set #1

® LIiEIF4ES - GTP (#02)
@ LIEIFAES - m7GTP (#07)
@ LIiEIF4ES - Cap4 (#12)

A FNorm [%o]

T Ty Ty T Ty Ty T
1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04 1.0E-03 1.0E-02 1.0E-01
Ligand Concentration

Fonte: Autoria préopria (2021)
Nota: Termoforese em Micro Escala que evidencia a diferenca de ligagéo entre os ligantes estudados.

Os dados indicam que nao houve interagcdo com a molécula de GTP (controle
negativo) Kda de 0,0148 enquanto o capO o Kd foi de 0,000209 e o cap4 de
0,000254. Como quanto maior o valor da constante de dissociacdo, menor é a
afinidade entre o fator EIFAE5 e seus ligantes, logo o capO se liga com maior
afinidade que o cap4. Este dado corrobora com o encontrado para este mesmo
homélogo em T. cruzi. O fator EIF4E5 é entdo uma proteina de ligacdo ao cap que,
talvez por ndo interagir da mesma forma que outros homologos, possui uma menor
afinidade ao cap4, embora este seja o cap que comple a estrutura dos

tripanosomatideos.
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7 DISCUSSAO

O estudo de fatores de traducdo vem crescendo a cada ano, através de
técnicas e novas tecnologias que estdo evoluindo a cada dia, descobrimos novas
informacdes sobre a sintese protéica, e como podemos aprender sobre o estudo da
biologia molecular através dela (DE TARAFDER; PARAJULI; MAJUMDAR; KACAR
et al., 2021).

A traducéo, a ultima etapa da expressao génica propriamente, € um processo
extremamente dindmico que envolve 4 fases: iniciacdo, alongamento, término e
reciclagem dos ribossomos. Em cada um dessas fases o0s ribossomos formam
complexo transitérios juntamente com fatores de traducao auxiliares que facilitam a
sintese protéica. A dinamica de complexos de traducdo com ribossomos, as
mudancas conformacionais e os fatores de tradugcédo que séo diversos, desempenha
um papel no direcionamento do que vai ser sintetizado pela célula (MERRICK;
PAVITT, 2018; RODNINA, 2018).

Um grande desafio é entender como as interacfes fortemente relacionadas
ou fracamente acopladas desses fatores leva a uma sintese de proteina rapida e
precisa para a necessidade da célula (ROSS-KASCHITZA; ALTMANN, 2020) Aqui
nesta discussao tentamos avaliar novas interacdes, que ainda nao foram descritas, e
reforcar o conhecimento adquirido com outros organismos a respeito dos fatores

estudados e como a dindmica entre elas permite regulacdo da sintese proteica.

elF2y

Através de analise filogenética, determinar os dominios que estdo presentes
em ambos os homdlogos de elF2y, assim como descrito por Krauss, 2005, nos
mostra onde a conservacdo € mais forte entre as subunidades, indicando a
conservagao ou nao de propriedades como a sua ligagao a substratos como tRNA e
GTP/GDP(KRAUSS; PECYNA; KURZ; SASS, 2005). As informagfes encontradas
neste trabalho sdo de uma importancia evolutiva, comparavel as obtidas para outros
fatores que ndo séao encontrados em todas as espécies de tripanosomatideos, como
por exemplo a PABP3, originalmente identificado no género Leishmania (DA COSTA
LIMA; MOURA; REIS; VASCONCELOS et al., 2010; KRAMER; BANNERMAN-
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CHUKUALIM; ELLIS; BOULDEN et al., 2013). Os genes de elF2y2 se encontra a
jusante do elF2yl com pequena regido intergénica menor que 500pb entre os
genes, indicando um evento de duplicagdo génica em tandem. A taxa na qual novas
copias de genes aparecem nas populacdes influencia muito sua dindmica evolutiva e
a variacdo do numero de copias de genes, mas isto ndo indica que estas apenas
aumentem a taxa de expressao deste gene ou que a fungdo seja a mesma se
houver mudancas de sequéncia (KATJU; BERGTHORSSON, 2013).

As caracteristicas dos dois genes elF2y apontam para a dualidade funcional
dessas proteinas e demonstram que 0s genes ndo apresentam redundéancia de
funcdo (NASCIMENTO, 2016). Das interagbes encontradas o EIF5 se liga tanto ao
EIF2y1l como ao EIF2y2 sendo esta uma das ligacBes mais criticas para o inibidor
de dissociagdo de GTP GDI (JENNINGS; KERSHAW; WHITE; HOYLE et al., 2016).
Ja o D123, também denominado Cdc123 é critico para a atividade de elF2. Cdc123
se liga mais fortemente a subunidade elF2y de forma separada das outras
subunidades do complexo EIF2. A regido C-terminal do dominio Ill de elF2y foi
necessaria e suficiente para a ligacdo de Cdcl23, sendo que este participa do
controle do ciclo celular em eucariotos superiores (PERZLMAIER; RICHTER,
SEUFERT, 2013), podendo atuar também de alguma forma na diferenciacdo e
replicacdo celular de tripanosomatideos. Outra evidéncia apontando uma associacao
mais importante dos homologos de elF2y com o ciclo celular foi sua co-precipitacdo
com a CRK3. Em estudos em Leishmania mexicana foi observada a essencialidade
dessa kinase (HASSAN; FERGUSSON; GRANT; MOTTRAM, 2001), além de sua
associacdo com a divisao celular e interacdo com histonas (GRANT; HASSAN;
ANDERSON; MOTTRAM, 1998), o que pode ainda corroborar com a presenca de
histonas no fator EIF2y2.

Com base nos resultados de espectrometria de massas e as informacdes
obtidas pela andlise filogenética, estes achados encontrados nos leva a acreditar
que os dois homologos de elF2y sdo potencialmente funcionais. J& as diferencas
encontradas nas sequencias génicas e nas interacbes que divergem entre 0s
fatores, indicaria semelhancas, pela sua regido N-terminal, e divergéncias
funcionais. O elF2y1 parece ter um papel mais voltado na traducdo propriamente
dita, enquanto o elF2y2, embora possa ter um papel na tradugcédo, apresenta

interacdes importantes com proteinas nucleares e proteinas que atuam na
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diferenciacdo celular. E possivel entdo que possa assumir algum papel a
acrescentar que ndo seja na traducao, ressaltando que foi observado em trabalhos
anteriores que o elF2y2 ndo consegue substituir na auséncia do elF2yl no seu
papel na sintese protéica, sugerindo uma divergéncia de funcao fisiolégica
(NASCIMENTO, 2016).

EIF3

Os resultados obtidos com as subunidades do complexo elF3 de Leishmania
infantum sdo consistentes com a funcionalidade descrita para o complexo elF3 em
eucariotos em geral. Assim ha uma predominancia de maior interagdo das proteinas
gue se ligam diretamente, como a interacdo do EIF3E com os EIF3C e EIF3D, por
exemplo, proteinas com as quais ele sabidamente interage diretamente, ou com 0s
EIF3A e EIF3L, préximas a essas (WAGNER; HERRMANNOVA: MALIK;
PECLINOVSKA et al., 2014). Da mesma forma, o EIF3| parece também estar
associado com as proteinas que sdo reconhecidamente suas parceiras diretas
(EIF3B, EIF3G e EIF3l) (KHOSHNEVIS; HAUER; MILON; STARK et al., 2012;
REZENDE; ASSIS; NUNES; DA COSTA LIMA et al., 2014), mas também co-
precipita com outras associadas a estas como os EIF3H e EIF3L. Para os EIF3D e
EIF3G, ambos parecem co-precipitar mais com o complexo elF3 completo sem
muita distincdo de subunidades, com destaque para a auséncia do EIF3J. Isso quer
dizer também que estas duas subunidades s6 ligam com o complexo inteiro ja
pronto, o que faz sentido visto que ja foi observado, pela baixa interacdo com as
outras subunidades, que o elF3J se liga mais facilmente apés todas as outras
subunidades estarem formadas (SHA; BRILL; CABRERA; KLEIFELD et al., 2009).

A subunidade EIF3J traz mais fracamente todas as subunidades do elF3,
mais especificamente o EIF3A (sua parceira direta) e os parceiros destas (EIF3C e
EIF3H), mas ndo esta vindo com nenhum dos demais. Em Schizosaccharomyces
pombe foi relatado que o EIF3J se liga fracamente a outras proteinas do complexo
elF3, e apenas se liga a todo o complexo quando este esta praticamente montado
com todas as outras subunidades (SHA; BRILL; CABRERA; KLEIFELD et al., 2009).

Com base em nossos resultados isso pode estar ocorrendo também em Leishmania,
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ou entdo estar havendo alguma expressao estdgio especifica do EIF3J ainda nao
detectada.

Em relacdo as RBPs que co-precipitaram com as subunidades do elF3,
chama a atencédo tambéem o perfil contrastante de RBPs vindo com o EIF3I mas
ausentes do EIF3G (RBP29, RBP35, RBP42 e RBP45), em especial sabendo que
essas duas subunidades de elF3 sao parceiras diretas. No caso da RBP42, esta
também ja foi observada em L. braziliensis coprecipitando com o EIF3I, mas ndo
com o EIF3G, sugerindo um papel diferenciado para o EIF3l na formacdo de
subcomplexos mRNA-proteina com funcgbes diferenciadas para traducdo (NOCUA;
REQUENA; PUERTA, 2021). Como hipétese, o EIF3I pode entdo interagir quando
nao esta associado ao complexo elF3? Em estudos foi observado a interacdo de
proteinas de ligacdo ao RNA com complexo elF3 agindo de forma seletiva na
traducdo de RNAs mensageiros (FRANCISCO-VELILLA; AZMAN; MARTINEZ-
SALAS, 2019). Além destes foi observado um numero interessante de RBPs que
interagem de forma seletiva com diferentes subunidades do complexo elF3,
indicando a ocorréncia de outros subcomplexos especificos envolvendo diferentes

subunidades de elF3.

Um resultado relevante foi a co-precipitacdo da kinase CRK3 com o EIF3A.
Esta co-precipitagdo mesmo em uma condi¢do em que o EIF3A ndo baixa com as
outras subunidades do elF3 pode sugerir uma interacéo direta com o0 CRK3 mediada
pela sua regido C-terminal. A CRK3 é uma proteina que atua na divisdo celular e
que ja foi relacionada anteriormente com o EIF2y e posteriormente com o fator
EIF4E5. Além dessa, diversas outras kinases demonstram vir pela co-precipitacdo
com as subunidades do complexo EIF3, demonstrando um alto grau de regulacéo
gue pode estar ocorrendo neste complexo, com impacto direto na traducédo. As
interacdes vistas nestas proteinas sdo similares ao que acontece com a CRK1,
proteina esta que interage especificamente com o complexo EIF4AE4/EIFAG3/PABP1
em T. brucei (AN; LIU; GOURGUECHON; WANG et al., 2018).

A proteina EIF3A também apresentou relacdo de interacdo direta com 0s
fatores EIFAE3 e EIF4G4, sendo estes parceiros em um complexo de iniciagdo da
traducdo em tripanosomatideos. Este resultado foi observado apesar da auséncia da

regido N-Terminal da proteina EIF3A (parcialmente clivada no processo de lise
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celular) e corrobora com achados de Mellepattu,2015 com L. amazonensis. Este
estudo identificou através ensaios de duplo hibrido que na regido C-Terminal do
EIF3A (especificamente os residuos de 537 a 774) se encontra uma regido de
interacdo com outras proteinas, no caso o EIF4E1 (MELEPPATTU; KAMUS-
ELIMELEH; ZINOVIEV; COHEN-MOR et al., 2015).

Em relacdo as proteinas ribossomais, a PO e principalmente a P2 podem
possuir um papel diferencial devido a intensidade de co-precipitacdo com quase
todas as subunidades do complexo elF3 testadas. Em levedura foram observados
0S mesmos achados, através de ensaios de polissomas e de imunoprecipitagéo,
onde foram identificados motivos especificos podem estar associados a interacdo
destas subunidades a proteinas ribossomais (CHIU; WAGNER; HERRMANNOVA;
BURELA et al., 2010), mas ainda € necessario mais estudo neste campo de atuacdo

pouco estudado.

Com os resultados de espectrometria de massas com as seis subunidades
descritos aqui, foi possivel entdo se avancar na analise de interacfes conservadas
do complexo elF3, como por exemplo a interacdo do EIF3E com o EIF3C e EIF3D,
além da identificacdo de interacdes diferenciadas, talvez especificas de
tripanosomatideos. Também foi possivel corroborar um maior papel da regidao C-
terminal do EIF3A na iniciacdo da traducdo além de se identificar diversas proteinas

de ligacdo ao RNA e outras com possivel papel auxiliar na sintese proteica.

EIF4E3

O fator elF4E é conhecido como um fator de iniciacdo da traducdo geral que
permite a interacdo mMRNA-ribossomo e a traducdo dependente de cap em células
eucaribticas, sendo bem estudado em diversas espécies (ROSS-KASCHITZA,
ALTMANN, 2020). Este parece também ser o caso do EIF4E3, atuando através da
sua interacdo especifica com o elF4G4, como observado em outros estudos
(MOURA; REIS; XAVIER; DA COSTA LIMA et al., 2015; YOFFE; LEGER;
ZINOVIEV; ZUBEREK et al.,, 2009). Neste trabalho, foi observado um grande
namero de proteinas co-precipitando com o EIF4E3: ribossomais, RBPs, kinases,

proteinas do proteasoma, enzimas metabdlicas entre outras. Interessante e crucial
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nesta investigacdo, foi observado que a maioria das proteinas que possuem um
papel importante na traducéo co-precipitaram apenas com o EIF4AE3 com a mutacao
S75A. E importante ressaltar, contudo, que apenas em L. amazonensis e espécies
mais proximas se observa a presenca de uma serina na posicdo 75 (PEREIRA;
MALVEZZI; NASCIMENTO; LIMA et al., 2013),.

Foi observado que entre os fatores de iniciagdo tradugéo que co-precipitaram
com o fator LaEIF4E3s7sa, além do EIF4G4 ja comentado anteriormente, se
destacam o EIF4Al e outras proteinas ja esperadas pra formacdo do complexo de
pré-iniciacdo da traducdo, como subunidades do complexo elF2 (alfa, beta e
gamma), subunidades de EIF3 (EIF3E, EIF3L, EIF3K, EIF3H e EIF3C) e também os
EIF5, EIF5A e EIF5B. A presenca destes fatores demonstra o papel que o EIF4E3
realmente tem como um fator candnico na traducao dos tripanosomatideos (ROSS-
KASCHITZA; ALTMANN, 2020).

Através das andlises realizadas aqui, um grupo de enzimas helicases do
grupo DEAD-box foi observado com as duas proteinas EIF4E3, mas cada helicase
interagia apenas com uma das versdes do fator, sendo isto um fato curioso. Dentre
as proteinas de ligacdo ao RNA, ndés temos como uma proteina que veio em grande
intensidade a PABP3, esta que pode ser a proteina chave para confirmar com qual
PABP este fator interage, visto que o EIF4E4 interage apenas com a PABP1
(FREIRE; STURM; CAMPBELL; DE MELO NETO, 2017). Além desta, outras
proteinas RBP foram identificadas sendo interessante ressaltar as proteinas pumilio
que sdo proteinas de ligacao ao RNA de sequéncias especificas e que podem atuar
como repressores poés-transcricionais, ligando-se a 3-UTR de mRNA alvos
(FILIPOVSKA; RAZIF; NYGARD; RACKHAM, 2011) e justificando uma forma de

selecionar os MRNAs que sao traduzidos pelo EIF4E3.

Dentre as kinases e proteina relacionadas que co-precipitam com o fator
EIF4E3, as 14-3-3 foram observadas em trabalhos anteriores. Estas sao proteinas
de ligacéo de fosfoserina / fosfotreonina que se ligam a uma infinidade de diversos
fatores de sinalizacdo e regulam as interacdes proteina-proteina (FREIRE; STURM,;
CAMPBELL; DE MELO NETO, 2017). Um grande numero de proteinas ribosomais

também co-precipitaram com o mutante LaEIF4E3s7sa, enquanto que apenas uma



106

proteina ribossomal baixou com a proteina selvagem, a proteina ribossomal L7,

sendo necessario mais estudos para se tentar compreender essas observacoes.

O fator EIF4E3 ja vem sendo estudado por diversos grupos que acreditam ter
este um papel importante para a fisiologia celular. Foi observado que, apos a
diminuicdo deste fator por delecdo génica de uma das copias, houve alteracdo de
morfologia celular em curvas crescimento em cultura. Foi observado também que a
substituicdo da serina 75 por uma alanina em L. amazonensis reduziu a sua
capacidade de se concentrar em granulos (SHRIVASTAVA; DRORY-RETWITZER,;
SHAPIRA, 2019), o que pode indicar que na presenca da proteina fosforilada neste
residuo o EIF4E3 é estocado em granulos. E entdo necessario sua desfosforilagio
para gque se ligue a fatores voltados a sintese proteica. Em outro estudo foi sugerido
que a proteina EIF4E3 pode ser encontrada em dois estados dentro da célula, ou
ligado ao parceiro EIF4G4 ou encaminhado a granulos de estresse como local de
armazenamento em granulos (ZINOVIEV; MANOR; SHAPIRA, 2012) corroborando
com o trabalho anterior. Um fato interessante foi que em artigo publicado foi
observado que a presenca da mutacdo no residuo de serina realmente afeta o perfil
de fosforilagdo, mas que este diminuia parcialmente a ligacdo ao EIF4G4
(SHRIVASTAVA; TUPPERWAR; DRORY-RETWITZER; SHAPIRA, 2019), contrario

ao que foi observado aqui.
EIFAES

Através da determinacdo da estrutura de L. major EIF4E5, nés pudemos
investigar semelhancas e diferencas na superficie de interacdo com elF4G quando
comparada com outros homodlogos de elF4E. A sobreposicdo estrutural de
LMEIF4E5 com elF4E1 humano (GRUNER; PETER; WEBER; WOHLBOLD et al.,
2016) e elF4E de levedura (GROSS; MOERKE; VON DER HAAR; LUGOVSKOY et
al., 2003) em complexo com peptideos elF4G mostra que, assumindo uma interface
de ligacdo semelhante, o W58 de LmEIF4E5 (equivalente ao W53 em LIiEIF4ED)
mantém uma conformacgdo altamente conservada e estaria em posi¢cao de interagir
com a hélice conservada do elF4G, como o W73 e W75 dos elF4E humano e de
levedura, respectivamente. Em contraponto, o W50 do LmEIF4E5 (W45 em
LIEIF4ES), estruturalmente alinhado com o F68 de levedura, poderia estar envolvido
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na interacdo com elF4G por meio de regies hidrofobicas com a hélice C-terminal de
elF4G (GROSS; MOERKE; VON DER HAAR; LUGOVSKOY et al., 2003).

O estudo do potencial eletrostatico de superficie do LmEIF4E5 e a
comparacao com o EIF4E5 de T. cruzi (REOLON; VICHIER-GUERRE; DE MATOS;
DUGUE et al., 2019) e elF4E1 humano (GRUNER; PETER; WEBER; WOHLBOLD
et al., 2016) revelam diferencas interessantes. Em trabalho anterior ja foi observada
uma distribuicdo de cargas distintas entre o EIF4ES de T. cruzi e o elF4E1 humano
no sitio de ligacdo do cap (REOLON; VICHIER-GUERRE; DE MATOS; DUGUE et
al., 2019). A sobreposicao das estruturas do EIF4E5 de T. cruzi e L. major com o
elF4E1 humano, em complexo com o peptideo de interacdo elF4G, também
demonstra que ha uma diferenca marcante na distribuicdo de cargas na regido
correspondente a superficie de interacdo de elF4G. Na verdade, o alinhamento da
sequéncia mostra que, embora varios dos residuos do elF4E humano envolvidos na
interacdo com o elF4G sejam conservados no EIF4E5 de tripanosomatideos,
regides ndo conservadas em algumas posicfes coincidem com diferencas nas
superficies de potencial eletrostatico. Essas substituicdes modificam a superficie em
torno destes residuos de triptofano altamente conservados e muito provavelmente
tém um impacto no mecanismo de interacdo EIF4E5 com proteinas parceiras de.
Notavelmente, a forma molecular e distribuicdo de cargas desta regido € bastante
distinta entre as trés proteinas, em particular no EIF4E5 de L. major.

Em relagdo a interagcdo do EIF4ES5 e o cap4 observada por termoforese em
microescala, ndo houve interacdo com a molécula de GTP utilizado como controle,
mas tanto com o cap0O quanto com o cap4 foi observada uma interacdo. Esta
interacdo, entretanto, é de baixa for¢ca, assim como a encontrada em trabalhos que
observou através de estrutura a ligacdo do EIF4E5 de T. cruzi (REOLON; VICHIER-
GUERRE; DE MATOS; DUGUE et al., 2019). E possivel entdo que o fator EIF4ES5,
ainda que uma proteina de ligacdo ao cap, talvez ndo interaja da mesma forma que
outros homologos e possua uma menor afinidade ao cap4. Ou entdo necessita de
uma ligacdo alostérica, talvez com homologos de elF4G, para ter uma maior

afinidade ao cap4, tanto em L. major como em T. cruzi.

A cristalografia assim como o ensaio de termoforese em microescala apontam

o grau de semelhancas que os ortélogos de EIF4E5 de L. major e T. cruzi possuem.
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A forma de ligacdo ao cap, baseada na estrutura de T. cruzi, evidencia como € o
encaixe EIF4E5-cap e simula a interacdo com a regido da proteina EIF4G,
evidenciando ainda quais as similaridades com outras proteinas de ligacdo ao cap.
Ainda € necessério entender o baixo grau de interagdo ao cap encontrado e se a
intensidade da interacdo se da por interacbes alostéricas que aumentam sua
afinidade. Essas comparacOes estruturais fornecem insights sobre diferentes
caracteristicas que podem ter um impacto na interacdo do EIF4E5 de

tripanosomatideos com seus parceiros de ligacao.
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CONCLUSOES

Ambos os homologos de EIF2y de Leishmania apresentam interacfes com
fatores de iniciacdo da traducdo caracteristicos deste grupo, mas diferem em
parceiros especificos, que os indicam funcionais ainda que com papeis

distintos na sintese proteica.

As seis subunidades do elF3 estudadas interagem principalmente com seus
parceiros funcionais pré-estabelecidos, como em outros eucariotos, embora
subunidades especificas apresentem interacdes diferenciadas com o0s
complexos do tipo elF4F de Leishmania, sendo que ao menos em relacdo ao
complexo EIF4E3/EIF4G4, a regido C-terminal da subunidade EIF3A parece

estar envolvida nesta interacao.

Diferentes subunidades do elF3 apresentam interacBes especificas com
proteinas de ligacdo a RNA e outros grupos proteicos, incluindo quinases e
helicases, sugerindo um papel regulatério dindmico destas subunidades com

proteinas que atuam de forma auxiliar na sintese proteica.

O fator EIF4AE3 em Leishmania amazonenses tem a capacidade de interagir
com diversos fatores que atuam na sintese proteica, sendo sua atuacao
regulada pela fosforilacdo em um residuo de serina Unico que, quando
fosforilado, parece impedir a participacdo do EIF4E3 no processo de

traducéo.

O EIF4E5 de Leishmania possui uma estrutura similar com a estrutura de seu
ortdlogo em T. cruzi, mostrando uma interface semelhante com outros
homologos de elF4E na sua regido de ligagdo a homodlogos de elF4G, porém
com diferencas marcantes no seu potencial eletrostatico de superficie e baixa

afinidade de ligacdo ao cap4 de tripanosomatideos.
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ABSTRACT

The mRMA cap-binding protein, elF4E, mediates the recognition of the mRMNA 5' end and, as part of the
heterotrimeric elF4F complex, facilitates the recruitment of the ribosomal subunits to initiate eukaryotic
translation. Various regulatory events involving elF4E and a second elF4F subunit, 2lF4G, are required for
proper contrel of translation initiation. In pathogenic trypanosomatids, six elF4Es and five elF4Gs have
been described, several forming different elF4F-like complexes with yet unresolved roles. EIF4ES is one
of the least known of the trypanosomatid elF4Es and has not been characterized in Leishmania species.
Here, we used immunoprecipitation assays, combined with mass-spectrometry, to identify major EIF4ES
interacting proteins in L. infantum. A constitutively expressed, HA-tagged, EIF4ES co-precipitated mainly
with EIF4G1 and binding partners previously described in Trypanosoma brucei, EIF4G1-IP, RBP43 and the
14-3-3 proteins. In contrast, no clear co-precipitation with EIF4G2, also previously reported, was
observed. EIF4ES also co-precipitated with protein kinases, possibly associated with cell-cycle regulation,
selected RNA binding proteins and histones. Phosphorylated residues were identified and mapped to
the Leishmanig-specific C-terminal end. Mutagenesis of the tryptophan residue (W53) postulated to
mediate interactions with protein partners or of a neighbouring tryptophan conserved in Leishmania
(W45) did not substantially impair the identified interactions. Finally, the crystal structure of Leishmania
EIF4E5 evidences remarkable differences in the elF4G interfacing region, when compared with human
elF4E-1 and with its Trypanosoma orthologue. Mapping of its C-terminal end near the cap-binding site
also imply relevant differences in cap-binding function and/or regulation.
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Introduction acting upon the different aspects of mRNA metabolism, as

Trypanosomatids are early branching protozoan parasites
belonging to the class Kinetoplastida and characterized by
complex life cycles that can alternate between two different
hosts. Many species are pathogenic to a wide variety of ani-
mals, humans and plants, with Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei and Leishmania sp. being the aetiologic
agents of neglected human diseases [1]. These organisms are
further characterized by their unique molecular biology. For
instance, trypanosomatid genomes reveal functionally unre-
lated genes organized in large polycistronic clusters [2]. These
clusters are constitutively transcribed into long polycistronic
precursors which are subsequently processed by trans-splicing
and polyadenylation into mature monocistronic mRNAs. As
a result, all mature mENAs have the frans-spliced SL (spliced
leader) sequence plus the modified cap-4 on their 5" ends [3].
Regulation of gene expression in trypanosomatids is thus
largely dependent on post-transcriptional mechanisms mainly

well as during their translation [4-6].

In eukaryotes, the heterotrimeric elF4F complex is essen-
tial for the cap-dependent mRNA translation and is a main
target of translation regulation. eIF4F is responsible for the
mRNA 5' cap recognition and for the recruitment of the 405
ribosomal subunit to the mENAs, in order to properly initiate
translation. It is formed by the cap-binding protein eIF4E, the
RMNA helicase eIlF4A and the large modular protein elF4G.
Dwring translation initiation, its activity is enhanced by
a direct interaction with the poly(A) binding protein
(PABP), bound to the 3" end of the mRNAs [7-9]. The
elF4E subunit is responsible for recognizing the methylated
guanosine residue of the cap structure and its interaction with
elF4G is required for ribosomal recruitment [10-12]. In uni-
cellular eukaryotes, multiple homologues for the subunits of
the elFAF complex were identified in dinoflagellates and try-
panosomatids [13], indicating independent events of genetic

CONTACT Osvaldo Pompllio de-Melo-MNeto
Recife-PE, Brazil; Beatriz Gomes Guimaraes
Curitiba, PR 81350-010, Brazil

ID Supplemental data for this artide can be accessed here.

beatriz.guimaraesgfiocruz.br

© 2021 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francks Group

osvaldo.pompllio@fiocruz.br %

Institute Aggeu Magalhaes, FIOCRUZ-PE, Av. Moraes Rego 5/n, Cldade Universitaria,
Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ-PR, Rua Prof. Algacyr Munhoz Mader 3775,




2 (&) G.B.D.LMAETAL

duplication in each lineage of major functional relevance. In
trypanosomatids there are six elF4E homologues, classified
into three groups based on structural and molecular proper-
ties (reviewed in [14]). Group 1 is formed by EIF4El and
EIF4EZ, less abundant proteins which do not seem to form
elF4F-like complexes and are probably not required for gen-
eral translation [15-18]. Group 2, based on EIF4E3 and
EIF4E4, comprises the most abundant elF4Es, forming typical
elFAF complexes that are required for translation and are
essential for cell survival [16,19-21]. These elFAE homologues
are atypical as they are characterized by long N-terminal
extensions which have been shown, at least for EIF4E4, to
directly interact with PABP homologues, a mode of interac-
tion not seen so far in other eukaryotes [21,22]. The third
trypanosomatid elF4E group is based on EIF4ES and EIF4ES,
both small proteins capable of binding to elF4G homologues
and forming elF4F-like complexes with yet undefined roles in
translation [14,23,24].

elF4Es of most eukaryotic species have a conserved
core of 160-170 amino acids characterized by the presence
of eight tryptophan residues generally conserved (or
mostly replaced by other aromatic residues) [12]. Three
of those, W56, W102 and W166 (human eIF4E-1 number-
ing), are involved in cap recognition, while W73 is
involved in the interaction with elF4G [25]. The mamma-
lian eIF4E is regulated by the elF4E-binding proteins,
a family of repressor proteins, named 4E-BP1, 4E-BP2,
and 4E-BP3 [26,27]. The consensus elF4E binding motif
is represented by YX,L® (where X is any amino acid and
@ is a hydrophobic amino acid residue) and is found in
both mammalian eIF4G and 4E-BPs. As these factors bind
to elF4E at the same site, their mutual binding is not
observed [28].

The three-dimensional structure of the so-called eIF4E
domain is highly conserved, consisting of a cupped-hand
structure formed by seven beta-strands arranged to form
a pocket for the cap interaction, with three flanking a-
helices forming the interface regions with eIF4E-interacting
proteins [29]. Structural studies of eIF4E from several organ-
isms, including human, revealed details of the cap-binding
mechanism [30-32] and the interaction of elF4G and 4E-BP
at the convex side of elF4E, as well as the motifs modulating
these interactions to regulate translation initiation [33-37]. To
date, the crystal structures of two trypanosomatid elF4E
homologues were reported. The L. major EIF4El structure
was described in the apo form [38], and, in a recent work,
we have determined the 3D structure of Trypanosoma cruzi
EIF4E5 in complex with the mRNA cap-4 and other cap
analogues. Structural comparisons showed significant differ-
ences in the cap-binding pocket, providing evidences of dis-
tinct cap-binding mechanisms between the trypanosomatid
eIF4Es [39].

Both the initial description and the structural charac-
terization of the trypanosomatid EIF4ES has been carried
out from Trypanosoma species [24,39]. Although major
functional and structural features are predicted to be con-
served among trypanosomatids, relevant differences might
be expected between the Trypanosoma and Leishmania
species due to the substantial period of divergence of
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their corresponding lineages, greater than 150 million
years [40]. In this work, immunoprecipitation assays com-
bined with mass-spectrometry allowed wus to identify
EIF4ES interacting proteins in Leishmania and to investi-
gate the role of specific residues in these interactions.
Moreover, we have determined the crystal structure of
Leishmania EIF4ES in the apo form. Our structural ana-
lysis indicates significant conformational changes in
EIF4ES upon cap binding and provide insights into mole-
cular specificities that may be implicated in the associa-
tion of trypanosomatid EIF4E5 with known and novel
partners.

Results

Leishmania EIF4E5 share conserved residues with their
Trypanosoma EIFAE5 orthologues but are characterized
by unique C-terminal ends

The trypanosomatid EIF4E5 was first described in
T. brucei as one of the smallest elF4Es identified so far
among all major eukaryotic groups, including vyeasts,
metazoans and trypanosomatid eIF4Es, with the sole
exception being the related EIF4E&. Nevertheless, it con-
tains the full core domain typical of the elF4E super
family, including motifs involved in cap binding and
required for the interaction with elF4G partners [24].
EIF4E5 orthologues from wvarious trypanosomatid species
have only four out of the eight tryptophan residues typi-
cally conserved in other eukaryotic elF4Es, but these
include the equivalents to W56 and W1&6 from human
elF4E-1, which in this case are required for the binding of
the cap structure, and W73, involved in the interaction
with elF4G [33,41,42]. The W102 residue from human
elF4E-1, also required for cap binding, is replaced by
another aromatic amino acid, a tyrosine, in trypanosoma-
tid EIF4E5. Figure | shows a comparison of the sequences
of EIF4E5 orthologues from selected trypanosomatids,
including T. brucei, T. cruzi and various Leishmania spe-
cies. Noteworthy from this alignment is the identification
of an additional conserved tryptophan residue within the
Leishmania EIF4AES (W45 in L. infantum and W50 in
L. major), which is replaced by an aromatic residue,
a tyrosine, in Trypanosoma orthologues and a lysine resi-
due in human eIF4E-1. Further differences between the
trypanosomatid EIF4ES and the human elF4E homologue
will be discussed in the next sessions.

To identify differences of possible functional relevance
between Leishmania and Trypanosoma EIF4ES, we first eval-
uated overall identities and similarities between selected
orthologues. The L. infantum EIF4ES shares 98% amino acid
identity with its L. major orthologue but less than 50% iden-
tity with the T. brucei and T. cruzi orthologues (44 and 47%,
respectively). This conservation is similar to that observed for
other trypanosomatid eIFAE homologues, such as EIF4E] and
EIF4E4 (97% identities between L. major and L. infantum,
with -~50% or less identity between Leishmania and
Trypanosoma orthologues). For EIF4ES, a noteworthy differ-
ence in length and amino acids composition is observed on
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Figure 1. Comparison of EIFAE5S orthologues from different trypanosomatids with H. saplens elF4E-1. The allgnment compares EIF4ES sequences from
Leishmania infantum (L), L major (Lm), L mexicana (Lmed, L brazilensis (Lb), Crithidla fasciculata (CF), Trypanosoma cruzi (Tc), T. congolense (Tcl) and T. brucel (Th)
with the human elF4£-1 (Hs). Amino acids identical In 100% of the sequences are Indicated by the white colour and black background and those similar In 100% of
the sequences are highlighted by the grey background. Asterisks represent tryptophan residues generally conserved within the elF4E proteln family. The
symbolWindicates the residues Involved In cap binding in T cuz EIF4ES [39]; In red are highlghted the residues corresponding to human elF4E-1 W56 and
W102 Invelved In the classical stacking Interaction with the m’G cap molety [20]. Thekindicates the residues of human elF4E which participate In the Interaction
with the elF4G peptide [36] with the W73 highlighted In red and additional Interfacing residues Indicated by red boxes. L infantum tryptophans W45 and W53,
mutated In this wark, are highlighted with pink rectangles. The 5P motifs found within the C-terminus of the Letshmanio and Crithidia sequences are Indicated by
brown boxes, while the validated phosphorylation sites for the L infantum EIF4E5S are marked with the symbal @ on top. The secondary structure elements, according
to the L major EIF4ES structure determined In this work, are Indicated above the sequences, with the additional a-helx connecting the a2 helix and the B5 strand
(named ') highlighted In grey. The sequences underlined at the C-terminal ends of the L major, T. cruzi and human sequences correspond to the reglons which are

not visiole In the 3D structures.

the proteins’ C-terminal regions (Figure 1), with the
Leishmania and Crithidia orthologues being roughly 20
amino acids longer than those from the Trypanosoma species.

EIF4ES is constitutively expressed during the growth of
L. infantum promastigotes

To investigate functional roles for the Leishmania EIF4ES
and compare with the data derived from T. brucei, we
started by generating transgenic L. infantum cell lines ecto-
pically expressing a C-terminally HA-tagged form of the
protein, as previously done with L. infanfum EIF4E4 [21].

After stable transfection of L. infanium promastigotes, the
expression of the tagged protein was evaluated through
Western blots with whole protein extracts from different
stages of promastigote growth curves. As shown in Figure
2(a), both during exponential growth (up to 48 hours) and
stationary phases (~96 hours) the same expression profile is
observed for the LIEIF4E5-HA, indicating a constitutive pat-
tern of expression for the parasite’s promastigote form. In all
samples analysed, the major EIF4ES band is always accom-
panied by a second minor isoform of slightly larger mole-
cular weight, whose abundance does not change along the
growth culture.
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Figure 2. Expression analysls and Identification of top-ranking proteins co-predpitating with the Leishmania Infantum HA-tagged EIF4E5. (A} Western
blotting showing the expression of HA-tagged Lelshmarnia EIF4ES. After transfectlon and stable selection, expression of LEIFAES-HA proteln was evaluated at different
promastigote growth stages, including exponential (up to 48 hours) and statlonary (~36 hours) phases, by western blotting using an antl-HA monodonal antibody. In
all analyses, the antl-EIF4Al antibody was used as a gel loading control. The numbers on the left Indicate the sizes In kDa of molecular welght markers and the amow
on the right highlights the minor EIF4ES 1soform. (B) Bar chart with the top-most proteins co-precipitated with LEIF4ES-HA, selected according to the arbitrarily
defined 'strength’ category, a5 defined In the Supplementary Table 2 and also shown In Table 1 (all those classifled as “+++ and '++ plus the two proteins classified

& + with Intensity values greater than 1 x 10°).

EIFAG1, interacting partners and cell-cycle related

proteins co-precipitate with the HA-tagged L. infantum
EIF4E5

The T. brucei EIF4ES has been shown to co-precipitate with
EIF4G] and EIF4G2, two members of the trypanosomatid
elF4G family. Mass-spectrometry data from both EIF4G1
and EIF4G2 associated complexes revealed the presence of
THEIF4ES in two independent elF4F-like subcomplexes. The
first subcomplex was formed by EIF4ES, EIF4GI, a protein
belonging to the 14-3-3 family (14-3-3 1) and two additional
proteins, a mRNA cap guanine-N7 methyltransferase and the
RMNA Binding Protein 43 (RBP43), also named as ThG1-IP
(EIF4G1-IP) and TbGI-IP2 (EIF4G1-1P2), respectively.
A second subcomplex was formed by EIF4ES, EIFAG2, two
14-3-3 paralogues (14-3-3 I and II) and another uncharacter-
ized protein that was previously named Th-G2-1P (EIF4G2-
IP) [14,24]. Here, a search to identify the Leishmanin EIF4ES-
interacting partners was carried out. First, single knock out
(SEO) cell lines were generated by replacing a single EIF4ES
gene copy with a hygromycin resistance marker, prior to
transfection with the plasmid encoding the HA-tagged
EIF4E5. Immunoprecipitations (IPs) were then carried out
using whole cytoplasmic lysates from L. infantum promasti-
gotes expressing LIEIF4E5-HA in the context of the SKO
background. Whole cytoplasmic lysates of cells lacking the
HA-tagged protein were used as negative controls. The IPs
from two sets of replicates were then submitted to mass-
spectrometry analysis. Proteins specifically co-precipitating
with LiEIF4E5-HA were identified based on normalized

intensity values and enrichment ratios for the LIEIF4E5-HA
in comparison with the control, using the averages from the
replicates. The whole set of proteins with a minimum enrich-
ment ratio of 1.5 and at least two unique peptides in both
replicates with the tagged protein were selected for further
analysis and are listed in the Supplementary Table 51, while
Table 1 and Supplementary Table 52 list only those proteins
which were found with an enrichment ratio greater than 4.0
plus having average intensity values greater than 1/1000 of the
value observed for the LIEIF4ES-HA bait. These were consid-
ered more likely to reflect critical EIF4ES interactions, with
the uncharacterized proteins thus omitted from Table 1.
Fifteen proteins having the highest combination of enrich-
ment ratios and intensity values are also shown in Figure
2 (b), for a comparative analysis based only on their intensi-
ties, and will be discussed in more detail.

Apart from the HA-tagged LiEIF4ES bait, the topmost
protein co-precipitated was EIF4G1, with the L. infantum
EIFAGL-IPl and RBP43/EIF4GL-IP2 orthologues also
found amongst the highest-ranking proteins (Table 1 and
Figure 2(b)). Likewise, both 14-3-3 paralogues were also
found within the most relevant co-precipitated proteins.
These results indicate the conservation in Leishmania of

one of the EIF4ES sub-complexes previously identified in
T. brucei. Histones were also found within the topmost
proteins co-precipitated with LiEIF4E5S (Figure 2(b)), as
well as the RuvB-like DNA helicase involved in chromatin
remodelling. At this stage it is not clear how these nuclear
proteins would be associated with the cytoplasmic EIF4ES
{based on the localization of its T. brucei orthologue [24]),




Table 1. Protelns specifically co-precipitating with the HA-tagged LiEIF4ES.
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Mame Description Intensity Ratlo Strength
EIF4ES - BAIT Eukaryotic translation Inttiation factor 4E type 5 [l 145405 et
Translation initlation factors
EIF4G1 Eukaryotic translation Initiation factor 4 G type 1 Sx107 8.26 -+
RNA binding and RNA modifying protelns
GI1-Ip mANA cap guanine-N7 methyltransferasa 20 15.00 4+
G1-IP2, REP43 RMA-binding protein 43 26107 17.46 e
nREP Mucleolar RNA-bInding protain Bim10° 424 -
PUF10 Pumilic 10 g 980 -
RBP2O RMA-binding proteln 29 12w10° 17.00
Protain kinases and related
14-3-3 11 14-3-3 proteln 2 a0 408 -
14-3-3 | 14-3-3 proteln 1 140107 807 +
MEK-12 Serinesthreonine-protedn kinase 7. 1212 ++
PP2A Protein phosphatase 24, regulatory subunit 5.0° 606
PEA Protalm kinase A, regulatory subunit 29x10° 682
MEKS Mitogen-activated protein kinase 5 al0® o0
Histones
H2B Histone HZB 28007 585 -
Hia Histone HZa 150107 7.70 +
Enzymes
RuvB RuvE-like DNA helicase 3107 436 -
PPase Acdocaldsomal pyrophosphatase 4 x0° 450 -
1L Thymidine kinase FEN [V 402
PPME1 Protein phosphatase methylesterase 1 13x10° 495
Intracellular transport and cell motility
CDC42 homaologue Weslcular transport proteln, CDC48 homologue 13107 15.95 -+
KIN-13 & KInesin-13 & T’ 41 -
RabX1 Ras-related proteln RabX1l BAx10° 451 -
Other proteins
ARL3C ADP-ribosylation factor proteln o.7x10° 6.50 +
Dinal Chaperone proteln Dnal 46x10° 993 -+
RFA3 Replication factor A protein 3 3ax10° 458 -
TWF Twinfilin 28108 10.54 +
WD repeat WD domain-containing protein, G-beta repeat 250108 o0 =
MBP15 Muclectide-binding proteln 35 16x10° 744 -
PSP, C-terminal PSP Cterminal domaln-contalning proteln 16x10° 465

The polypeptides listed here are also detalled on the Supplementary Tables 51 and 52 and Includes only Identifled protelns which fit into the following parameters:
two of more peptides found fior each EIF4ES replicate; a minimum of four-fiold (4x) enrichment over the negative control (Ratlo’); 8 minimum average Intensity
(‘Intensity’) 1000-fold (1000x) less than that seen for the LEIF4E5-HA bait. The last column arbitrarlly defines the "Strength’ of the Interaction with the balt
conskdering both the average Intensity and the enrichment In comparison with the negative control, according with criterla defined In the Supplementary Table 52.

although some degree of contamination of our cytoplas-
mic extracts with nuclear proteins is generally seen.
EIF4E5 also co-precipitated with the Leishmaniga NEK-12
kinase as well as other protein kinases whose orthologues
are linked to cell-cycle regulation in Trypanosoma and
L. mexicana (Table 1). Our IP assays also identified pro-
teins related with intracellular transport and cell motility
among the topmost proteins co-precipitating with EIF4ES
(KIN13-6 and CDC48 in Figure 2(b)) with one additional
related protein found in Table 1 (RabX1). Additionally,
the single uncharacterized protein appearing in the top list
of EIF4ES interacting proteins (LINF_250013700 in Figure
2{b)) has domains indicative of an association with the
cell cytoskeleton. Other co-precipitated proteins include
PUF10, an RNA binding protein (RBP) member of the
Pumilio family {Figure. 2(b}), and two other RBPs (Table
1). Finally, the relevance of the association of EIF4ES with
the chaperone DNAJ is unclear. Overall, this analysis
highlights a broader panel of proteins co-precipitating
with the tagged Leishmania EIF4ES, when compared to
those previously reported for its T. brucei orthologue, and
better define several which should be further investigated
in order to clarify the EIF4E5 mode of action.

Further analysis of the proteins co-precipitating with
EIF4E5

A number of proteins found to co-precipitate with EIF4ES,
but with lower enrichment ratios or intensity values, might
also reflect functional relevance. To consider this, we evalu-
ated the more comprehensive list of co-precipitated proteins
{Supplementary Table 51) and searched for proteins which
might be functionally related to EIF4E5 (summarized in
Figure 3(a)). We first investigated other elF4F-related subu-
nits and EIF4G2 was indeed found in the full list of co-
precipitated proteins, although associated with enrichment
ratio and intensity values more similar to EIF4G4 and its
partner EIF4E3, both elF4F subunits so far found to be
unrelated to EIF4E5. More relevant was the identification of
a significant number of ribosomal proteins, normally asso-
ciated with translationally active mRNAs. Likewise, co-
precipitation with EIF3B, one of the many subunits of the
elF3 complex, also reinforces an association with the transla-
tion machinery (a second elF3 subunit, EIF3G, was also found
with an enrichment ratio greater than two, but it was omitted
from the Figure and Supplementary Table since it was repre-
sented by only one unique peptide in one of the replicates).
Two of the Leishmania PABP homologues (PABP1 and
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Flgure 3. Detalled analysls of selacted protelns co-pracipitating with LIEIF4ES-HA. (A} Average enrichment ratlos for selected proteins co-precipltated with
LIEIF4E5-HA (based on the comprehensive list from Supplementary Table 1} and considered functionally relevant for the understanding of Its function. The numbers
within the sguares Indicate several related proteins grouped together. (B) Validation of the co-precipitation of selected proteins with the HA-tagged EIF4ES by
wastern blotting. The left panel shows the blot with IPs from the LEIF4ES-HA sample and the negative contral assayed with the antl-HA antibody. The stars Indicate
the [gG bands with the sizes of the molecular welght markers also shown and the EIF4E5-HA band Indicated by the arrow. The panels on the right show the same

samples blotted with selected antlsera, as Indicated.

precipitated with EIF4E5S-HA within the expanded list from
Figure 3(a).

With the availability of previously described antisera
against Leishmania orthologues for the two PABP homo-
logues identified [43], the EIF3E subunit of the eIF3 [44]
and the protein PO [45], constituent of the 608 ribosomal
subunit, we decided to use those antisera to independently
validate the co-precipitation assays. A new set of [Ps were
then carried out with cytoplasmic extracts from both
LiEIF4E5-HA expressing cells and corresponding negative
controls, but now with cells having both endogenous copies
of the wild-type LiEIF4ES gene. The IPs were followed by
western blotting using these antisera. As shown in Figure 3
{(b), the two PABP homologues were found both with the
negative control as well with the tagged LIiEIF4ES5, but with
a stronger signal for the latter, consistent with both PABPs
binding non-specifically to the beads to some extent but
being enriched in the presence of LIEIF4E5. In contrast,
both EIF4E3 and the ribosomal PO were only seen in the
presence of the tagged protein. HA-tagged versions of two
elF3 subunits, EIF3E and EIF3G, were also expressed in
L. infantum and used for IPs and mass-spectrometry

identification of the co-precipitated proteins. EIFAES was
found to co-precipitate with both elF3 subunits, with
EIF3G also found to co-precipitate with EIF4G1 and related
protein partners. In contrast, EIF4E3 was the only other
Leishmania elF4AE found co-precipitating with these two
elF3 subunits (Supplementary Figure). These results con-
firm the association of EIF4E5S with the translation machin-
ery and validate the identification of the proteins co-
precipitated with LiEIFAES-HA.

Assessing the role of selected tryptophan residues in
mediating the EIF4ES interactions

The role of the W73 residue in mediating the mammalian
elF4E-1 interaction with elF4G homologues and eIF4E-BPs
was originally demonstrated both in vitro and in vivo
[33,42]. In yeast elF4E the equivalent residue was also
found to be required for its interaction with yeast elF4G
and the p20 elF4E binding protein [41]. The equivalent
residues have likewise been shown to be required for the
binding of the Leishmania EIF4E3 and EIF4E4 to their
corresbondine elF4G partners. respectively EIF4G4 and




EIF4G3, since their replacement with alanines abolished
these interactions [20-22]. The conservation of
a tryptophan residue in an equivalent position in the var-
ious trypanosomatid EIF4ES orthologues (Figure 1) indi-
cates a likely role in binding to elF4G partners and possibly
to other co-precipitated proteins. In addition to the con-
served W53 (L. infantum numbering), the presence of
a nearby tryptophan residue conserved in EIF4E5S from
Leishmania species (W45) raised the question of whether
this tryptophan would be also involved in relevant interac-
tions with known or novel protein partners. To investigate
these possibilities, we generated two EIF4E5-HA tagged
mutants (Trp replaced by Ala) which were transfected
into L. infantum EIF4E5-SKO promastigotes. Expression
of the two mutants was evaluated as for the wild-type
LiEIF4E5-HA, with both ectopically expressed proteins hav-
ing identical profiles to the one seen for the wild-type
protein, including the presence of a larger molecular weight
isoform  indicative of post-translational meodifications
{Figure 4(a)).

The two mutant proteins were immunoprecipitated in
two sets of experiments carried out in parallel with the
original LiEIF4E5-HA, with the co-precipitated proteins
also analysed by mass-spectrometry. After two cycles of
normalization considering both the overall IP-yield and
the intensity of the LIEIF4E5-HA bait, the three sets of
data were compared aiming to identify proteins whose co-
precipitation with EIF4ES was altered by either of the two
mutations (EIF4ESys3s or EIF4ESwysa). We specifically
looked for proteins found to be enriched with LiEIF4ES-
HA in comparison with the negative control, in the
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experiments discussed previously (based on the list from
Supplementary Table 51), but whose co-precipitation was
reduced at least two-fold by either mutation (listed in
Table 2 with the data detailed in the Supplementary
Tables 83 and 54, respectively, for the EIF4ESwss4 and
EIF4E5yys4 mutants). Remarkably, no noticeable effect of
the W53A mutation was observed on the association of
the top-ranked proteins identified in the wild-type
LiEIF4E5-HA IP assay, including EIF4G1, or the other
protein partners associated with the EIF4G1 subcomplex.
MNonetheless, the W53A mutation has an impact on the
association of RBP33; two members of the PUF family
{(PUF10 and PUF7T); several other enzymes and uncharac-
terized proteins. Overall, most of those affected proteins
were already associated with reduced intensity levels
(1-3x%10%) in the wild-type LiEIF4ES-HA and the reduc-
tion seen in the mutant is generally less than four-fold.
An exception is RBP33, also known as cell-cycle sequence
binding phosphoprotein, with intensity values of ~5x10°
and more than five-fold reduction in co-precipitation with
the mutant protein. As for the EIF4ES.y4s4 mutant,
although the mutation did not lead to changes in the co-
precipitation of EIF4G1 or other elF4G homologues, it did
lead to a two-fold reduction of RBP43 (G1-IP2). More
noteworthy, however, is the major (thirty-fold) drop in
intensity seen for the serine/threonine protein phospha-
tase 2A regulatory subunit (PP2A).

e
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Figure 4. Expression analysls of mutated LIEIF4ES-HA and Identification of phosphorylated peptides. (&) Westemn blotting showing the expression of the HA-
tagged LIEIF4ES mutant protelins. After transfection Into L nfantum EIF4E5-5SKO promastigotes, expression of W53A-HA and W45A-HA EIFAES protein was evaluated
at different promastigote growth phases as described for the previous figure. (B) Western blotting comparing the expression of the tagged protelins shown In (A) with
that of the S205A5208A mutant. (C) Phosphopeptides identifled after mass-spectrometry analysis of the HA-tagged EIF4ES. The figure summarizes the data from
a representative experment with the two phosphopeptides identified, as well as the most likely phosphorylated residues (In red), defined according to the
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Table 2. Proteins specifically co-precipitated with the HA-tagged UEIF4ES but
Impacted by elther tha W53A or W4SA mutations.

Ratio
Name Description "
[ S—
RBP31 Cell cycle sequence binding phosphoproteln 675
Uncharacterzed proteln 363
KHC1 Kinesin - putative 161
PSP1 C-terminal conserved reglon contalning protein — 294
putative
PUFF Pumilio/PUF RNA binding proteln 7 - putative 275
AP-1 adapter complex gamma subunit — putative 256
Uncharacterized proteln 253
PUF10 Pumillie proteln 10 — putative 256
Uncharacterzed proteln 253
ASAT Aspartate aminotransferase — putative 21
Protein kinase - putative n
LPG3 Lipophosphoghycan blosynthetic protein’heat shock 207
proteln 90 — putative
Cytoplasmic translation machinery assoclated protein - 203
putative
EIF4ES s
PP2A Protein phosphatase ZA, regulatory subunit 305
Gl1-IP2 RNA-binding proteln 43 - putative 25
REP43

The protelns listed (fully detalled on the Supplementary Tables 53 and 54) are
those found to be enriched with the wild-type proteln In comparison with the
negative controd (from Supplementary Table 51} and whose co-precipitation
with the EIF4ESysas 0F EIF4ES s, mutants 1s reduced by a minimum of two-
fold. * Ratlo calculated between the wild-type LEIF4ES and the mutamt
proteins based on the averages of the Intensity values for the two replicates
for both the wild-type and mutants.

The unique C-terminal end of the Leishmania infantum
EIF4ES is a target for post-translational modifications

The trypanosomatid EIF4E3 and EIF4E4 homologues have
been shown to be targeted by multiple phosphorylation
events in both T. brucei and Leishmania species. These
have so far been shown to be directed at their unique
N-terminal regions, although many of the phosphorylation
motifs are not conserved across the species [21,46,47]. In
contrast, T. brucei EIF4ES and EIF4E6 have been shown to
be targets for lysine acetylation [48]. Here, we opted to
investigate whether the larger molecular weight isoform
seen for the HA-tagged EIF4ES was also a product of
phosphorylation. In L. infantum, phosphorylation of both
EIF4E4 as well as its PABPl partner was found to target
similar serine-proline or threonine-proline (SP/TP) motifs
[21,45]. We first considered the possibility that such motifs
might also be targeted in EIF4ES and searched for them in
orthologues from wvarious trypanosomatids. As highlighted
in Figure 1, two SP motifs were generally found near the
C-terminal ends of the Leishmania and Crithidia EIF4ES
orthologues. We next generated another EIF4E5S mutant
having the two serine residues from these motifs replaced
by alanines (5205A/5208A). The new mutant was then
assayed with the anti-HA antibody after transfection and
expression in L. infantum promastigotes. When compared
with the wild-type EIF4ES and the previously described
mutants, the S205A/5208A EIF4ES was the single one lack-
ing the extra isoform (Figure 4(b}). Taking advantage of the
mass-spectrometry analyses carried out above, we also

searched for phosphorylated peptides derived from the HA-
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tagged LiEIF4ES proteins in order to map phosphorylated
sites. Two phosphorylated peptides were indeed found
which mapped to the protein’s C-terminus, with the most
likely phosphorylated residues identified being 5207 and
S208 (Figure 4{c)). Owerall, these results are consistent
with the Leishmania EIF4ES being targeted by phosphory-
lation directed to the C-terminal SP motifs and/or neigh-
bouring serine residues. The lack of similar motifs in the
Trypanosoma orthologues highlights that the difference
between the Leishmania and Trypanosoma sequences within
their C-terminal ends imply relevant functional
implications.

The crystal structure of L. major EIF4ES5 in the apo form
indicates structural rearrangements upon mRNA cap
binding

To gain more insight into the molecular mechanisms
involved in the interaction between Leishmania EIF4ES
and its partners, we were able to crystallize the L. major
EIF4E5 homologue, which shares 98% identity with
L. infantum EIF4E5. The crystal structure was determined
by molecular replacement using a model generated by the
Phyre2 server [49] as the search model. Despite the
attempts to obtain the protein structure also in the cap-
bound form, suitable diffraction data were obtained only
from crystals grown in absence of the ligand. Analysis of
LmEIF4E5-cap association through microscale thermophor-
esis (data not shown) indicated low affinity of LmEIF4ES
for the cap-4, although we were not able to determine the
dissociation constant with sufficient accuracy. These results
are in agreement with the results from the T. cruzi EIF4ES
[39]. The LmEIF4ES apo structure was refined at 2.0 A
resolution to final Bwork/Rfree of 20.1/23.0% (Table 3).

Table 3. Crystallographic data and refinement statistics. Values In parentheses
are for the highest resolution shell.

Data Statistics

Source SOLEIL-PX]
Wavelength (4) 0.978565
Resolution (A) 50-2.00 (2.12-2.00)
Space Group P31

Unit Call (&) a=h=51.80c=17303
Mumber of Observations 470,983 (51,054)
Mumber of Unlque Reflactions 26,851 (4162)
Completeness (%) Q0.8 (JB.6)
Redundancy 175 (147
I/ 9.7 (0.596)
C% G0 (448)
Refinement Statistics

Ruvors 0.201

Rioa 0.230
Bond RMSD Lengthid)/Angle (%) 0.008/0.96
Mean B value (protein overall, Al 419
Proteln atoms 2807
Mumber of Water Molecules 204
Ramanchandran plot

Favourad (%) Q8.0
Outlers (%) 0




The two asymmetric unit monomers comprise residues 9 to
192 (out of 219 residues per monomer and with a single
difference between the L. major and L. infantum
sequences), with the polypeptide chains clearly defined by
the electron density. The exception is the region connecting
helix a2 and strand B5, where residues 123 to 131 could not
be modelled in monomer B. Asymmetric unit monomers
superposition resulted in a Root Mean Square Deviation
(RMSD) of 1.25 A and we used the monomer A for struc-
tural analysis.

Superposition of the Leishmania EIF4ES structure with its
T. cruzi counterpart in complex with the mRNA cap-4 (PDB
607Y) [39] resulted in a RMSD of 2.3 A for 172 C-alpha
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atoms aligned, with 43% of sequence identity. Structural
comparison between the holo and apo forms evidenced sig-
nificant rearrangements (Figure 5(a)). The tryptophan resi-
due that participates in the classical stacking interaction with
the m7G moiety in TcEIF4ES holo structure (W33) moves
away from the m7G pocket in LmEIF4E5 (W37), as
a consequence of the rearrangement of the entire region
connecting P1-B2 strands (S1-S2) (Figure 5(b)). The side
chain of the highly conserved glutamic acid (E84 in
TcEIF4ES, E89 in LmEIF4ES), which forms two hydrogen
bonds with the cap-4 guanine base in the TcEIF4ES struc-
ture, moves towards the solvent in the apo structure.
Moreover, together with the S1-S2 region, the loop

helix a2'
S
<)
. - 7 >I 3-54
f’( /
1 7|
$5-5S6
N/
D 3
- U
i (o /«
A7)
W« $1-82

Figure 5. Structural analysls of L. major EIFAES In the apo form. (A) Overzll superposition of LmEIF4ES (salmon) and cap-4 bound T. cruzi EIF4ES (PDB 607Y,
purple). The superposition evidences structural rearangements of 51-52 and S5-S6 reglons upon cap-4 binding. The cap4 Is represented In sticks. (B) Detalled
analysis of the cap4 Interacting residues In TcEIF4ES showing a significant conformational change of W37, Y88 and E89 (LmEIF4ES numbering, corresponding to
TcEIF4ES W33, Y83 and E84) In the absence of the ligand. Non-conservative substitutions of cap-4 interacting residues are also Indicated. The last LmEIF4ES residue
which was modelled In the 3D structure Is highlighted by a sphere. (C) Overall superposition of LmEIF4ES5 (salmon) and human elF4E In the apo form (PDB 2GPQ,
grey). The residues of human elF4E known to participate In the m7G sandwich (W56 and W102) and the baslc residues which Interacts with cap phosphate groups,
together with the corresponding residues in LmEIF4ES are represented In sticks and labelled. (D) Analysis of B-factor distribution In the LmEIF4E structure. The
structure Is coloured according to the B-factor vaiues, from blue to red Indicating Increasing B-factor. The cap Interacting resldues (by comparison with TcEIF4ES) are

represented In sticks.




10 (@) G.B.D.LIMAETAL

connecting p5-p& strands (55-56 loop) adopts a more open
conformation in the absence of the cap-4. Although most of
the TcEIF4ES residues involved in cap-4 binding are con-
served in LmEIF4ES, three non-conservative substitutions
are observed. TcEIF4ES D95 and L145 are replaced, respec-
tively by an asparagine (N100) and a glutamine (Q150) in
LmEIF4ES (Figure 5(b)). However, in T¢EIF4ES their ali-
phatic moieties are involved in hydrophobic interactions
with the cap-4’s first methylated adenine. Therefore, these
substitutions may not have an impact in cap-binding. In
addition, TcEIF4ES Q140 is replaced by an arginine (R145)
in LmEIF4ES. LmEIF4ES R145 could fulfill the same role as
TcEIF4ES (3140 in cap-binding, by forming a H-bond with
the cytosine base and participating in a hydrophobic inter-
action with the wuracil nucleotide. However, we cannot rule
out that the R145 basic character may also have an impact
on the interaction with the mRNA. As for the L. major
EIF4E5 C-terminus, the crystal structure determined here
lacks the terminal 193 to 219 residues, indicating
a flexibility similar to what was observed in human and
T. cruzi elFAE homologues (Figure 1, underlined).
Interestingly, the last modelled residue ([2192) is in the
vicinity of the cap-binding site.

A structural comparison of LmEIF4ES with the human
elF4E structure in the apo form (Figure 5(c)) revealed differ-
ences in the 53-54 conformation which are expected, consid-
ering the proteins’ intrinsic flexibilities in the absence of
ligands. The P1-f2 and p5-B6 connections are longer in the
elF4E homologues from trypanosomatids, contributing to
additional differences in the cap-binding pocket as previously
discussed [39]. However, most of the residues involved in the
m7GTP binding in human e[F4E are conserved in LmEIF4ES
and in other trypanosomatid elF4E homeologues. An analysis
of the B-factor distribution along the LmEIF4ES structure
(Figure 5(d)) also revealed interesting features of the apo
form. The highest B-factors are observed in the region con-
necting the a2 helix and B5 strand, which forms an additional
a-helix in LmEIF4ES (named a2’ in Figures | and 5 {d)) when
compared with other elF4E structures. Helix a2’ is not in the
vicinity of the cap-binding region and its position is discussed
in the next section. The region connecting the p3 and P4
strands (53-54), which includes the tyrosine residue that par-
ticipates in the m7G sandwich, are also associated with high
B-factor values. In contrast, the 51-52 region, which includes
the tryptophan residue that also participates in the stacking
interaction, has lower B-factors. Stability of 51-52 may be
partially related to crystal contacts, although its interaction
with a neighbour molecule is not extensive.

Structural analysis suggests distinct interaction
mechanisms for EIF4E5 binding proteins in
trypanosomatids

The structure determination of L. major EIF4ES prompted us
to investigate differences in the putative elF4(G interaction
surface when compared with other eIF4E homologues.
Structural superposition of LmEIFAES with human eIF4E1
[36] and veast elF4E [34] in complex with elF4G peptides
(Figure 6) shows that, assuming a similar binding interface,
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LmEIF4ES W58 (equivalent to W53 in LiEIF4ES) keeps the
conformation of the highly conserved tryptophan (W73 and
W75 in human and yeast elF4E, respectively) and would be in
position to interact with the eIF4G canonical helix. In con-
trast, LmEIF4ES W50 (W45 in LIiEIF4E5) would not partici-
pate in the interaction when compared with the human
complex (Figure &(a), right panel). A different scenario is
observed in the yeast complex, where F&8, structurally aligned
with the LmEIF4ES W50, is involved in the interaction with
elF4G (Figure &(b), right panel) through hydrophobic con-
tacts with the C-terminal helix of elF4G [34].

Analysis of the LmEIF4ES electrostatic potential surface
and comparison with T. cruzi EIF4ES [39] and human
elF4El [36] reveal interesting differences (Figure 7). As well
as the distinct charge distribution between EIF4ES and human
elF4E] in the cap-binding site, which was already discussed in
a previous work [39], superposition of the T. cruzi and
L. major EIF4ES structures with human elF4E] in complex
with the elF4G interacting peptide also evidences a striking
difference in charge distribution in the region corresponding
to the elFAG interacting surface (Figure 7, bottom panels).
Indeed, the sequence alignment shows that although several of
the human elF4E residues involved in the elF4G interaction
are conserved in the trypanosomatids EIF4ES (Figure 1), non-
conservative substitutions in some positions concur with dif-
ferences in the electrostatic potential surfaces. Notably, the
W73 neighbouring motif in human eIF4E (73-WALY-76) is
replaced by 54-WSTI-57 and 58-WSTM-61 in T. cruzi and
L. major EIF4ES, respectively. These substitutions modify the
surface surrounding this highly conserved tryptophan residue
and most likely have an impact in the EIF4E5 interaction
mechanism with protein partners. In addition, the eIF4G non-
canonical interacting loop begins after the ‘elbow loop” which
is anchored to the surface of elF4E through interactions with
conserved elF4E Asn (Hs N77) and His (Hs H78) [3§].
Whereas all trypanosomatid EIFAES conserve an asparagine
at the same position when compared with HselFAE, the histi-
dine residue is replaced by a serine (see also in Figure 1). This
substitution may also contribute to a distinct association
mechanism of EIF4ES with partners when compared with
other elF4E-4 G/4E-BP complexes. Another striking differ-
ence is observed in the loop connecting elF4E helix a2 and
strand (5. A four-residues insertion is observed in T. cruzi
and L. major EIF4ES orthologues when compared with
HselF4E, and the additional a2’ helix is observed in the
LmEIF4ES structure (its position is highlighted in Figure 7,
bottom-right panel). In human eIF4E, the a2-f5 loop partici-
pates in the interface with the N-terminal residues of the
elFAG interacting peptide. Remarkably, the molecular shape
and charge distribution of this region is quite distinct among
the three proteins, in particular in LmEIF4ES. Interestingly,
the four-residues insertion within the a2-B5 connection is also
observed in EIF4ES from other trypanosomatids, but its
sequence, EKAS in Leishmania species, is not conserved in
Trypanosoma orthologues (Figure 1). In summary, these
structural comparisons provide insights into distinct molecu-
lar features that may have an impact in the interaction of
trypanosomatids EIF4ES with their binding partners.
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Figure 6. Analysls of the elF4E-elF4G Interface. (A) Structural superposition of L major EIF4ES (salmon) and H. sapiens elF4E1 (grey) In complex with an elF4G
peptide (cyan) and m7GTP (sticks) (PD8 5T46). The N- and C-terminal ends, located at the convex and concave sides of elF4E, respectively, are Indicated. On the left,
the highly conserved tryptophan (W73 in HselF4E1) Involved In the Interaction with the elF4G canonical hellx Is shown In sticks. The corresponding W58 in LmEIF4ES
Is also shown. On the right panel, the LmEIF4E5 W50 Is highlighted. The corresponding residue in HselF4E1 (not shown) Is not Involved In elF4G Interaction. (B)
Structural superposition of LmEIF4ES (salmon) and S. cerevisige elF4E (gold) In complex with an elF4G peptide (cyan) (PD8 1RF8). On the left, ScelF4E W75, which
particlpates In the Interaction with the elF4G canonical helx and the corresponding LmEIF4ES W58 are shown In sticks. On the right, LmEIF4ES W50 and the
corresponding residue In ScelF4E (F68), which participates In elF4G Interaction, are highlighted In sticks. LmEIF4ES W58 and W50 corresponds, respectively, to

L Infantum W53 and W45, mutated In this work.

Discussion

The unique diversity of eIF4E homologues found in trypano-
somatids still raises major questions considering their possible
roles in these divergent unicellular eukaryotes. At this stage,
and based mostly in data from T. brucei, EIF4El and EIF4E2
are most likely translation regulators, perhaps mediating
selective translation repression of target mRNAs with the
help of specific RNA binding proteins, such as EIF4E1-IP
and SLBP2, respectively [50,51]. In contrast, EIF4E4 and
EIF4E3 have been directly or indirectly implicated in transla-
tion initiation, a role that seems to require their association
with eIF4G partners, respectively EIFAG3 and EIF4G4
(reviewed in [14]). The roles of EIF4E5 and EIF4E6 are so

far less clear, although their association with specific elF4G
homologues does suggest a direct role in translation which
needs to be further clarified.

The full-length proteins or fragments of all trypanosomatid
eIF4G homologues, as well as EIF4E3 and EIF4E4, have been
known for some time to enhance expression of a reporter
mRNA when tethered to its 3 UTR [52,53], although only
EIF4G3 and EIF4G4, again with their EIF4E4 and EIF4E3
partners, were identified in a search for RNA binding proteins
associated with the T. brucei polysomes [54]. Rather than
reflecting roles other than in translation, the lack of identifi-
cation of either EIF4E5 or EIF4E6 from both the original
tethering assay, as well as the polysomal analyses, might be
more related to specific structural features, such as their small
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HselF4E

TcEIF4ES

LmEIF4E5

non-canonical
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Figure 7. Analysls of trypanosomatids EIF4E5 putative Interacting surfaces. Comparison of the electrostatic potential surfaces of H. sapiens elF4E (left, PDB
S5T46), T. cruzi EIF4ES (middle, PDB 607Y) and L. major EIF4ES (right). The boundarles for potential contour map visualization are + 5 kT/e. m’GTP and cap-4, bound to
human elF4E1 and TcEIF4ES, respectively, are represented in sticks (top panels). The elF4G peptide bound to the human elF4E Is represented In cyan In the bottom-
left panel. The N-and C-terminal ends as well as the canonical hellx and non-canonical Interacting loop are Indicated. Based on structural superposition, the elF4G
peptide from the human complex Is positloned In the trypanosomatid EIF4ES structures, for comparative purposes. The positions of HselF4E W73, TcEIF4ES W54,
LmEIF4ES W58 and W50 are Indicated. LmEIF4ES W58 and W50 corresponds, respectively, to L infantum W53 and W45, mutated In this work. The position of the

LmEIF4ES helix a2’ Is Indicated In the bottom-right panel.

sizes, or to lower abundances. Indeed, it has been recently
reported that EIF4E6 does stimulate expression in a tethering
assay and that the EIF4E6/EIFAG5 complex is specifically
associated with a number of RNA binding proteins that
behave likewise, suggesting all might be directly linked to
translation stimulation [55]. Here, the co-precipitation of
EIF4ES with ribosomal subunits as well as with a subunit of
the elF3 complex might reflect a direct presence in polysomes
and a role in translation. This would still need to be verified
but it would clearly be linked to its association with EIF4GI.

The presence of the EIF4G1-IP, with a putative mRNA cap
guanine-N7 methyltransferase activity, as seen in T. brucei
[24], still raises the possibility of EIF4ES also being involved
in cytoplasmic cap modification, or recapping, an activity that
has recently come into focus in mammalian cells [56]. The IP
data for EIF4ES5 reinforced its association with EIF4G1-1P2 or
RBP43 and also revealed an association with other RNA
binding proteins. A relevant difference observed for the

Leishmania EIF4ES, in comparison with T. brucei, is the lack
of substantial EIF4G2 enrichment in the immunoprecipitated
fractions. This might reflect interspecific differences which
would also be associated with a lack of the T. brucei EIF4G2
partner, the uncharacterized Tb-G2-1P (Th927.11.6010), from
Leishmania or Crithidia species. In this case, it remains to be
defined what would be the EIF4G2 role and what are the
reasons for its conservation throughout most trypanosomatid
and related species [13].

Our structural analysis revealed molecular differences that
could account for genera-specific mechanisms involved in the
association of trypanosomatids EIF4ES with their partners.
Although the mRNA cap-binding site was found to be con-
served between T. cruzi and L. major EIF4ES orthologues,
major differences were identified in the opposite side, the so-
called convex side of the protein, responsible for the interac-
tion with elF4G partners and other elF4E-binding proteins.
The significant differences observed in the electrostatic




potential surfaces between the two trypanosomatids homolo-
gues, as well as between these and the human counterpart,
indicate that these interactions involve different binding
modes, which may also involve different partners. Our results
show that the mutation of a highly conserved tryptophan
(W73 in human eIF4E), essential to the association of eIF4E
with elFAG and elF4E-BP in mammalian and other eukar-
yotes [20-22,33,41,42], does not abolish the interaction of
EIF4E5 with EIF4G1 and the associated proteins in
Leishmania. This may reflect distinct molecular features
being involved in specific elF4E interactions within trypano-
somatids. It is important to notice that the fact that this
mutation (L. infantum EIF4ES W53A) does not disrupt the
elF4F-like complex associated with the Leishmania EIF4ES
does not necessarily imply that the conserved W53 is not
involved in the interaction. However, it indicates that the
mutation is not sufficient to abolish the identified EIF4ES
interactions. We hypothesize that substitutions common to
both Leishmania and Trypanosoma species may contribute for
a distinct interaction network which could attenuate the role
for this tryptophan in mediating binding to specific protein
partners. Concerning LiEIF4ES W45, the second tryptophan
residue mutated in this work, the equivalent residue in human
elF4E does not participate in the interaction with elF4G,
whereas the eguivalent residue in yeast elF4E (F&8) was
shown to participate in elFAG interaction in vifro, although
only under certain experimental conditions [34,37]. Our
results showing that this mutation does not abolish the elF4F-
like complex involving LiEIF4ES appears to corroborate that
W45 is not essential for the elF4E-elF4G interaction. In
contrast, both W45A and W50A mutations did impact on
the association of LiEIF4ES with other partners. We hypothe-
size that both exposed tryptophan residues may have a role in
regulating the EIF4ES affinity for some protein partners, with
direct or indirect influence on the stability of transient com-
plexes. Structural data on the complexes of EIF4ES with
specific partners, such as EIF4G1, and/or mutation of two or
more residues, will be necessary to better define the details of
the interacting surfaces.

Both EIF4E4 and its partner PABPl are known to be
simultaneously phosphorylated by the cell-cycle related kinase
CRKI [57] and their phosphorylated motifs also suggest phos-
phorylation by MAP-like kinases. In contrast, kinases asso-
clated with the phosphorylation of other trypanosomatid
elFAE or even elF4G homologues are not known. For
EIF4E5, our mass-spectrometry analyses have identified at
least one relevant kinase that might be involved in its regula-
tion, the NEK-12 kinase homologue. This is a member of
a protein kinase family involved in the regulation of micro-
tubule and cytoskeleton synthesis (reviewed in [58]) and
whose orthologue, RDK2, is involved in regulating T. brucei
differentiation [59]. More relevant still is the EIF4ES associa-
tion with the 14-3-3 proteins, also identified with the T. brucei
orthologue [24]. In T. brucei these are structurally conserved
proteins known to bind phosphorylated motifs and with roles
related to regulation of motility, cell-cycle and cytokinesis
[60]. They have been shown to function mostly as
a heterodimer and to bind specifically to the AKBI kinase,
however their target proteins still have to be properly defined
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[61,62]. The co-precipitation of both 14-3-3 proteins strongly
reinforces a role in regulating EIF4ES function. Nevertheless,
the lack of conservation of the identified phosphorylated
motifs in the T. brucei orthologue might be an indication
that, instead of EIF4ES, they act targeting a protein partner,
such as EIF4GL.

Although the EIF4E4/PABPI phosphorylation seems to
enhance the activity of both proteins during translation
[63], the ability of both recombinant, non-phosphorylated,
proteins to interact in vilro and the position of the phos-
phorvlated residues in EIF4E4 proximal to PAM2 motifs
likely mediating PABP1 binding [45] suggests that phosphor-
ylation might inhibit their interaction. For EIF4E3, at least
one phosphorylation site mapped to the L. donovani ortholo-
gue also overlaps with a PAM?2 motif [64] suggesting an effect
upon the binding to partners such as the PABP homologues.
With regards to the impact of the C-terminal phosphorylation
of EIF4E5 on its function, structural and functional analysis
have demonstrated the relevance of the C-terminal region for
the cap binding in human eIF4E [32], Schisfosoma mansoni
elF4E [30] and T. cruzi EIF4AES [39]. The phosphorylation
described here reinforces a relevant role of the EIF4ES
C-terminus, but the effect of this phosphorylation on the
protein’s function still needs to be better characterized so as
to define whether it impacts on the direct binding to the cap,
to neighbouring nucleotides or to protein partners.
Mevertheless, the lack of sequence conservation for the
EIF4E5 C-terminal region between the Leishmania and
Trypanosome orthologues, mainly concerning the phosphor-
ylation sites, may reflect different regulatory mechanisms
acting upon these proteins that also need to be further
defined. Overall, our findings constitute additional evidence
of the diverse and species-specific mechanisms that may be
found in the context of the
trypanosomatids.

translation initiation in

Materials and methods
Sequence analysis

Protein sequences were aligned using the MAFFT software
(default settings) [65]. The sequences of the trypanosomatid
EIF4ES orthologues used in the alignment are all available at
the TriTrypDB Webpage (http://tritrypdb.org/). The identifi-
cation of the serine-proline (5P) motifs and the other impor-
tant sites were done through wvisual inspection of the
sequences. Serine, threonine and tyrosine phosphorylation
status of LiEIF4ES protein was predicted using the online
open access server MetPhos 3.1 [66,67], considering only
residues with the threshold value for the prediction higher
than 0.5. TriTrypDB accessions: Leishmania infantum (Li)-
LINF_360011500; L. major (Lm)- LmjF.36.0590; L. mexicana
(Lmx)- LoxM.36.0590; L. braziliensis (Lb)- LbrM.35.0710;
Crithidia fasciculata (Cf)- CFACI1_250013200; Trypanosoma
cruzi  (Tc)- BCYB4 16159 T.  congolense  (Tcl)-
TcIL3000_10_4200 and T. brucei (Th)- Th927.10.5020.
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DNA manipulations

The L. infantum genomic DNA, from the MHOM/MA/G7/
ITMAP-263 strain, was isolated using DMNAzol (Life
Technologies) followed by amplification of the full-length
wild-type EIF4ES  (Trytrip; LINF_360011500; NCBL
XP_001469544.1), using primers flanked by sites for the
restriction enzymes BamHI and HindIII. Cloning procedures,
site-directed mutagenesis and generation of the constructs for
ectopic expression and gene deletion (single and double
knockouts) were essentially carried out as previously
described for the EIF4E4 and PABP! genes [21,45]. Briefly,
using the full-length wild-type EIF4ES gene as template, two
sets of PCR reactions were performed for the site-directed
mutagenesis required for the EIF4ESys3. and EIF4ESyus,
mutants, while just one PCR reaction was necessary for the
EIF4ES - oo mutant, since the mutated sequence was loca-
lized within its C-terminus. Wild-type and mutant genes
were cloned into pGEM-T Easy vector (Promega), sequenced
and subcloned inte the BamHI/HindIIl sites of the
Leishmania expression vector pSPBTIYNEOa. To generate
the construct for gene deletion, consisting of 500 bp frag-
ments flanking the coding sequence from the LIEIF4ES gene
joined to the coding sequences of the hygromycin resistance
gene, a PCR fusion-based strategy was used. The resulting
amplified fragment was cloned into the pGEM-T Easy vector,
sequenced, and recovered by digestion with Notl, followed by
gel-purification and transfection into L. infantum promasti-
gotes. Relevant primers are listed in the Supplementary
Table 85.

Parasite growth and transfection

Leishmania infantum MHOM/MA/JET/ITMAP-263 promasti-
gotes were cultured in Schneider's insect medium (Sigma) pH
7.2 and 1% penicillin / streptomycin, supplemented with 10%
foetal bovine serum and 0.2% haemin, at 26°C. Growth curves
were set up using late-stationary phase cells passaged to fresh
medium at a pre-established cell density of 10° cells/ml
Samples were taken at selected time points for processing,
SDS-PAGE, and blotting. Transfections were carried out
using standard electroporation procedures, followed by
growth in Schneider's medium in the presence of neomycin
{80 pg/ml G418, Sigma), used for circular plasmids (episomal
expression), and hygromycin B (80 pg/ml, Sigma) for linear
DNA fragments (for integration and gene deletion).

Antibodies and Western blotting

Western blotting was performed using standard procedures.
Antisera against the Leishmania PABP1, PABP2, EIF3E and
ribosomal protein PO, as well as their use, have been pre-
viously described [43-45]. The rabbit anti- EIF4AT antibody
{1:5000 dilution) from T. brucei [68] was used as a control due
to its constitutive expression. For the detection of the different
HA-tagged proteins, a commercial anti-HA monoclonal anti-
body (1:3000 dilution) from Sigma was used.

Cytoplasmic extract preparation and
immunoprecipitation

For the mass-spectrometry analysis, total cytoplasmic extracts
from exponentially grown L. infanfum promastigotes, either
non-transfected cells (negative control) or transgenic cell
lineages expressing either the HA-tagged wild-type LiEIFAES
or the EIF4ESy=34 and EIF4ESys4 mutants, were generated
in duplicates after cells lysis using nitrogen cavitation [69].
Briefly, late exponentially grown L. infantum promastigotes
were harvested and washed once in ice cold PBS, followed by
resuspension in HEPES-lysis buffer (20 mM HEPES-KOH
pH74, 75 mM potassium acetate, 4 mM magnesium acetate,
2 mM DTT, supplemented with EDTA-free protease inhibi-
tors from Roche) to a concentration of 4 % 107 cells/ml. The
resuspended cells were transferred into the cavitation cham-
ber of the cell disruption vessel (Parr Instruments) and incu-
bated at 4°C under pressure of 70 bar for 45 minutes, followed
by rapid decompression. The lysates were submitted to cen-
trifugation for 10 minutes at 17.000 g, 4°C to remove cellular
debris and the supernatants, the cytoplasmic extracts, ali-
quoted and stored at —80°C.

All cytoplasmic extracts were mixed with Monoclonal
Anti-HA Agarose (Sigma) as per manufacturer’s protocol.
Briefly, 80 pg of the Anti-HA agarose were washed five
times with ice cold PBS supplemented with protease inhibi-
tors (Roche) followed by the incubation with the cytoplasmic
extracts for 2 h at 4°C. After, centrifugation and removal of
the supernatant, the beads were washed four more times with
PBS plus protease inhibitors. The resulting immunoprecipi-
tated complexes were then directly eluted from the beads in
SDS-PAGE sample buffer. They were analysed through 5DS-
PAGE and Western-blotting using antibodies against the HA-
tag to confirm the efficiency of the precipitation reaction. The
immunoprecipitations were performed in duplicates using
different cytoplasmic extracts.

Mass-spectrometry analysis

For mass-spectrometry (MS) and protein identification, the
immunoprecipitated samples from the HA-tagged EIF4ES and
both W45A and W53A mutants were loaded into 15% SDS-
PAGE gels and allowed to enter the resolving gel
Electrophoresis was interrupted before protein fractionation
with the gel slices containing the whole protein samples
excised. These slices were analvsed at the Proteomics facility
of the Carlos Chagas Institute - FIOCRUZ, where they were
submitted to in-gel tryptic digestion and mass-spectrometry
analysis, as previously described [44]. The same dataset was
used for the subsequent search for post-translational medifi-
cations using the MaxQuant platform (version 1.6.14) [70].
Protein identification was based on the L. infantum protein
sequence database (L. infanfum JPCMS5, version from
29 March 2016 available at TriTrypDE). For subsequent ana-
lysis, a first normalization was performed based on the sum of
the intensities of all identified proteins, which was calculated
for each replicate of the tagged proteins and the negative
control. The highest sum was then used to calculate the
ratio to the sums of the other samples and this ratio was




then used to normalize the individual intensities for each
identified protein. From then on only proteins with at least
two or more peptides in both replicates of the HA-tagged
proteins were considered. Enrichment ratios between the
average intensities generated from the HA-tagged EIFAESyr
IPs and the average intensities from the control IPs were next
calculated for each co-precipitated protein and both these
intensities and enrichment ratios used to define the proteins
included in the Tables and Figures. For the analyses of the IPs
with the LiEIF4ES mutants, the intensity values of the co-
precipitated proteins were normalized for a second time using
the intensity value obtained for the HA-tagged EIF4ES bait
from the wild-type samples as reference. For this, the inten-
sities obtained for HA-tagged EIF4ES, .. and HA-tagged
EIF4ESy 454 baits were divided by the intensity value obtained
for the HA-tagged EIFAES wild-type. The resulting ratio
values were then multiplied by the intensities of the co-
precipitating proteins from each respective mutant sample.
Finally, the ratios for the intensities between the proteins in
the wild type and mutant samples were calculated and
compared.

Expression and purification of Leishmania major EIFAE5

The DNA fragment encoding the full-length LmEIF4ES was
amplified from L. major (Friedlin} genomic DNA flanked by
sites for the Nco I/Not I restriction enzymes and cloned into
the same sites of the pET-21d vector (Novagen). Escherichia
coli BL21 (DE3) slyD™ cells [71] carrying the plasmid pRARE2
{Novagen) were transformed with the recombinant plasmid
and grown at 37°C in LB medium plus ampicillin and induced
at 30°C (ODggg ~ 0.6) for four hours with 0.5 mM isopropyl-
B-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Cells from one-litre cul-
tures were harvested, resuspended in 20 mL of buffer A (50
mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole,
10 mM 2-Mercaptoethanol) and lysed using a microfluidizer
processor (Microfluidics™). The soluble fraction was isolated
by centrifugation at 25,000 x g for 30 minutes at 4°C and
loaded onto a | mL His-Trap HP column (GE Healthcare Life
Sciences) equilibrated with buffer A. LmEIF4ES was eluted
with a two-step gradient in a 10 column volumes (CV) linear
gradient from 0% to 10% buffer B (buffer A + 500 mM imi-
dazole) followed by a 20 CV linear gradient from 10% to
100% buffer B. Fractions containing the target protein were
pooled, dialyzed against 50 mM Tris-HCl pH 8.0 and loaded
onto a | mL Hi-Trap Q HP column (GE Healthcare Life
Sciences). LMEIF4ES was eluted with a 20 CV linear gradient
from 0 to 1 M NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 8.0. The sample was
concentrated to a final volume of 2 mL and loaded onto
a Superdex 75 16/60 (GE Healthcare Life Sciences) equili-
brated with 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM
DTT. The eluted protein was concentrated to approximately
5 mg/mL for crystallization assays. Expression of LmEIF4ES
in E. coli was achieved prior to the start of the L. infantum
EIF4E5 work, so no attempts were made to express the
LiEIF4ES in E. coli.
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Crystallization, data collection and processing

Protein samples in the presence and absence of the cap-4
analogue were submitted to crystallization trials by sitting
drop vapour-diffusion method using commercial screens.
Optimization of the initial crystallization conditions were
performed by varying precipitant and protein concentrations.
Suitable crystals were obtained only in the absence of the
ligand. The best crystals were obtained by hanging drop
vapour diffusion at 18°C by mixing the LmEIF4ES protein
at 5 mg/mL in 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM
DTT with crystallization buffer containing 1.25 M Sodium
Citrate and 0.1 M Sodium Cacodylate pH 7.0 The crystals
were cryo-protected with 20% (v/v) glycerol added to the
mother liquor prior to flash cooling in liguid nitrogen.
¥-ray diffraction data were collected at the PROXIMA 1
beam line of the Synchrotron SOLEIL using an EIGER
16 M detector (Dectris). Diffraction data were processed
with XDS package [72]. Diata statistics are presented in the
Table 3.

Structure determination, refinement and analysis

The structure of the L. major EIF4ES was determined by
molecular replacement using MOLREP [73]. A homology
model generated by the Phyre2 server [49] was used as the
search model. Refinement of the structure was performed
alternating cycles of BUSTER [74] with wvisual inspection
and manual rebuilding using COOT [75]. Model validation
was performed using the MolProbity Web Server (http://maol
probity.biochem.duke.edu/) [76]. Electrostatic potential calcu-
lations were performed using the Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver through the software Chimera [77]. The
atomic coordinates and structure factors have been deposited
in the Protein Data Bank (PDE ID 7KCJ).
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