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RESUMO

O Brasil € um dos maiores exportadores de commodities do mundo,
destacando-se nas leguminosas como um dos seus principais produtos. Entre essas
leguminosas, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), é conhecido pelo elevado
teor de proteinas, vitaminas e sais minerais em sua composicao, além de possuir
grande importancia socioecondmica nas Américas, Asia e Africa. Relatorios anuais,
revelam perdas nas safras dessa cultura, devido a infeccdo por fitopatégenos. A
interacdo entre biomoléculas da planta e dos fitopatégenos se tornaram um dos
principais topicos para compreensédo das infeccdes por esses patégenos, bem como
para busca por solucdes biotecnolégicas para combaté-las. Logo, estudos que visam
compreender as vias utilizadas por fitopatdgenos, como o Cowpea afhidborne mosaic
virus (CABMV), sdo importantes para a mitigacéo de perdas relacionadas as infeccées
causadas em culturas de V. unguiculata. Estudos sugerem que uma das principais
vias de acdo dos patdgenos, ocorre pelo sequestro da maquinaria do complexo
ribossomal, sendo o principal alvo, o fator de iniciacdo da traducdo eucariético 4E
(elF4E), fundamental para manutencao da infeccdo pelo virus. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi investigar e caracterizar, em escala atomistica, a estrutura de
diferentes proteinas codificadas por homélogos de elF4E, incluindo aquelas
associadas ao mecanismo de tolerancia e/ou resisténcia em cultivares de feijao-caupi.
Para tal, mineragdes foram realizadas de acordo com os dados de anotacdo dos
genomas disponiveis pelo Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e, pelos genomas de P. vulgaris (ID:
442) e V. unguiculata (ID: 540) disponiveis no Phytozome. As modelagens para o fator
elF4E, foram realizadas por seguinte, os modelos foram validados quanto a qualidade
de dobramento e estereoquimica e foram submetidos a simulagdes em dinamica
molecular. Os dados de dindmica molecular revelaram diferengas entre os sistemas,
com destaque para as isoformas do cromossomo 6, que apresentaram diferenciacéo
de cargas superficiais que nao favorecem interagbes com as proteinas dos
fitopatdgenos. Assim, sendo alvo de estudos promissores para a defesa das safras de

V. unguiculata, contra esses agentes infecciosos.

Palavras-chave: Feijdo-caupi; Fator de Traducdo Eucaribtico; Fitopatdogenos;

Modelagem Molecular; Dindmica Molecular;
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ABSTRACT

Brazil is one of the world's largest commodity exporters, with legumes standing
out as one of its main products. Among these legumes, cowpea (Vigna unguiculata
(L.) Walp) is renowned for its high protein, vitamin, and mineral content, as well as its
significant socioeconomic importance in the Americas, Asia, and Africa. Annual reports
reveal crop losses of this species due to infection by phytopathogens. The interaction
between plant biomolecules and phytopathogens has become one of the main topics
for understanding infections by these pathogens, as well as for seeking
biotechnological solutions to combat them. Therefore, studies aiming to understand
the pathways used by phytopathogens, such as the Cowpea aphidborne mosaic virus
(CABMV), are important for mitigating losses related to infections in V. unguiculata
crops. Studies suggest that one of the main pathogen action pathways occurs through
the hijacking of the ribosomal complex machinery, with the main target being the
eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E), which becomes crucial for
maintaining viral infection. Thus, the objective of this study was to investigate and
characterize, at an atomistic scale, the structure of different proteins encoded by
homologs of elF4E, including those associated with tolerance and/or resistance
mechanisms in cowpea cultivars. To achieve this, mining was conducted according to
the genome annotation data from the Genetics Department, available from the Plant
Genetics and Biotechnology Laboratory (LGBV) at the Federal University of
Pernambuco (UFPE), as well as from the genomes of P. vulgaris (ID: 442) and V.
unguiculata (ID: 540) available on Phytozome. The elF4E factor models were then
validated for folding quality and stereochemistry and subsequently subjected to
molecular dynamics simulations. The molecular dynamics data revealed structural
differences between the systems, with emphasis on chromosome 6 isoforms, which
exhibited surface charge differentiation that does not favor interactions with
phytopathogen proteins. Thus, these are promising targets for studies aimed at
defending V. unguiculata crops against these infectious agents.

Key words: Cowpea; Eukaryotic Translation Factor; Phytopathogens;

Molecular Modeling; Molecular Dynamics;
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INTRODUCAO

O feijao-caupi, popularmente conhecido como feijao-frade, feijdo-macéacar e
feijdo-de-corda - espécie botanica Vigna unguiculata (L.) Walp. - € um alimento de
elevado valor nutricional (FROTA; SOARES, R. A. M.; AREAS, 2008). Constitui um
importante parcela da fonte proteica da alimentacdo de diferentes populacdes do
mundo (FREITAS; TEIXEIRA; FERREIRA, R. B., 2004; GONCALVES et al., 2016;
THANGADURALI, 2005). O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de
feijdo-caupi, no entanto, fatores bidticos e abidticos comprometem as lavouras,
ocasionando perdas anualmente (LEITE, Rubson Da Costa; LEITE, Robson Da Costa;
CRAVO, 2020). Tais perdas estdo diretamente relacionadas a infec¢cdes por
fitopatégenos, que se figuram entre os principais responsaveis pelos prejuizos em
lavouras de diversas culturas de leguminosas todos os anos (BASHIR; AHMAD;
GHAFOOR, 2002; GONCALVES et al., 2016).

Durante o processo de infeccado, alguns fitopatbgenos aproveitam o sistema de
traducdo do hospedeiro vegetal, especificamente fatores de iniciacdo da traducédo
eucariodtica (elFs, do inglés Eukaryotic Translation Initiation Factors), para direcionar
a sintese de proteinas virais, comprometendo as fun¢Bes da planta. Entre esses
fatores, o elF4E e suas isoformas se destacam, pois s&o essenciais ndo apenas para
a traducdo de proteinas no hospedeiro, mas também para a infeccdo de virus de
determinadas familias, como a Potyviridae (WALTER et al., 2020). Por essa razao, as
isoformas do elF4E sdo alvos estratégicos tanto para programas de melhoramento
genético, devido ao seu papel na sintese proteica, quanto para o desenvolvimento de
cultivares resistentes a fitopatégenos que dependem desses fatores (SINDHU et al.,
2019).

Visto que, o fator elF4E figura como um dos principais componentes do
complexo multiprotéico que contribui para o inicio da traducéo, pois, € a partir do seu
pareamento no complexo traducional, que ocorre o0 reconhecimento e a interagcao
entre a regido 5-cap dos acidos ribonucleicos mensageiros (MRNA) e o recrutamento
de subunidades dos ribossomos e outros fatores que compdem o complexo da qual a
elF4E faz parte (ALA-POIKELA; RAJAMAKI; VALKONEN, 2019; COUTINHO DE
OLIVEIRA et al., 2019; XU et al., 2017). Esse sistema multimérico é denominado de

complexo proteico elF4F, sendo composto por 4 diferentes proteinas que interagem
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entre si e compdem o sitio de ligagdo entre o complexo, 0 MRNA e as subunidades
do ribossomo (MAYBERRY et al., 2009; SAHA; MAKINEN, 2020).

Diante do que foi exposto, estudos que caracterizem o elF4E e suas isoformas
no feijdo-caupi séo de importancia para o0 melhoramento genético, visando melhorias
na producdo desse gréo. Estas pesquisas podem levar a identificacdo de variagfes
naturais ou modificacbes que conferem resisténcia a fitoviroses dependentes desse
fator, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares mais robustas e resistentes a
doencas virais, além de aprofundar o entendimento dos mecanismos moleculares da

sintese proteica e infec¢do viral em plantas.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Vigna unguiculata

A Vigna unguiculata (L.) Walp., conhecida popularmente no Brasil como feijao-
caupi (Figura 1), € uma leguminosa cultivada em diversas partes do mundo, com maior
distribuicio na Africa, América Latina e em algumas regides da Asia (FREITAS;
TEIXEIRA; FERREIRA, R. B., 2004; GONCALVES et al., 2016; THANGADURAI, 2005).

O feijdo-caupi apresenta diferentes variacbes dentro da mesma espécie,
resultantes de processos de selecdo ou melhoramento genético. Essas variacdes sao
denominas como cultivares, e podem influenciar caracteristicas como resisténcia a
doencas, produtividade e adaptacéo a diferentes condicdes ambientais (BOUKAR et
al., 2019; GOMES et al., 2020; SILVA, J. A. et al., 2021). As cultivares da V. unguiculata
sdo conhecidas pelas variacdes genéticas e alteracdes fenotipicas de coloracdo dos
graos, folhagem e tamanho do grdo (BOUKAR et al., 2019; GOMES et al., 2020).

Figura 1. Gréos de V. unguiculata.

Fonte: Fotografia de Madson Aragao, 2022
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Estima-se que a extensédo de plantio do feijao-caupi globalmente, tenha uma
area de cultivo de cerca de 14 a 15 milhdes de hectares, resultando anualmente em
mais de 8 milhdes de toneladas de graos (DHANASEKAR; SOUFRAMANIEN;
SUPRASANNA, 2021). Informacfes do Instituto Brasileiro de Feijao e Pulses
(ABRAFE), indicaram uma projecao de 630 mil toneladas de feijao-caupi produzidos
no Brasil, entre os anos de 2022 e 2023, abrangendo uma média de produtividade de
1410kg por hectare no Distrito Federal (CHEMIM, 2022). Na América Latina, o Brasil
continua em crescimento constante em termos de producdo e area de cultivo, e,
atualmente, ocupa uma das maiores posicoes de producdo desse legume,
mundialmente (MINISTERIO DA AGRICULTURA (MAPA), 2024).

O feijao-caupi se destaca como uma fonte significativa de macro e
micronutrientes, sendo uma das principais fontes de proteina para populacfes das
Ameéricas e da Africa (JAYATHILAKE et al., 2018). Nutricionalmente, o gréo apresenta
baixo teor de gordura e elevado valor proteico, com cerca de 23-32% de proteina, 50-
60% de carboidratos e, em média, 1% de gordura (CARVALHO et al.,, 2017,
JAYATHILAKE et al., 2018). Apesar de ser um alimento rico em nutrientes, possui
baixa densidade cal6rica quando comparado a outros grédos (JAYATHILAKE et al.,
2018; Safety Assessment of Foods and Feeds Derived from Transgenic Crops, Volume 3,
2019). Assim, em diversas regides do mundo, a producéo e o consumo do feijao-caupi
contribuem de maneira substancial para a sociedade, especialmente nos aspectos
econdmicos e nutricionais. No entanto, alguns tipos de estresses bibticos e abidticos,
representam ameacas significativas a sua producdo, de exemplo, a desidratacao
radicular e a infeccdo por alguns tipos de virus, como, o Cowpea aphid- born mosaic
virus (CABMV) da familia Potyviridae (BORGES, 2021).

1.2 Fitopatdégenos

Na agricultura, os fitopatbgenos impactam diretamente o crescimento e a
sobrevivéncia das plantacdes, além de diminuir a producéo e a qualidade da colheita,
0 que geralmente resulta em perdas financeiras. As plantas podem ser infectadas por
parasitas, fungos, bactérias e virus (Figura 2) (ANDERSEN et al., 2018; NAZAROV et
al., 2020).

Esses patdgenos podem ser disseminados de forma horizontal, ou seja, por
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meio de vetores como solo, 4gua de irrigacdo e insetos, e, também, de maneira
vertical, por transmissdo parental (JAIN, A. et al, 2019). Além disso, esses
fitopatdgenos podem ser espécie-especificos, afetando apenas determinadas
espécies de plantas, ou generalistas, capazes de infectar uma variedade de fito-
hospedeiros (ANDERSEN et al., 2018).

Figura 2. Fitopatdgenos. Esquema representativo de patégenos capazes de causar doencas em
plantas.

Bactérias Virus

Fungos Parasitas

Fonte: Criado pelo autor em BioRender.com.

Dentre 0s microrganismos patogénicos, os parasitas Meloidogyne spp.,
Pratylenchus spp., Ditylenchus dipsaci e Aphelenchoides spp. sdo reconhecidos por
afetar diretamente a variedade de plantas agricolas, por meio de danos constantes
nas raizes e folhagens (JONES, J. T. et al., 2013; POVEDA; ABRIL-URIAS; ESCOBAR,
2020; SIDDIQUE; GRUNDLER, 2018).
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Outro patégeno de interesse ao controle de pragas, sdo os fungos com mais
de 19 mil espécies reconhecidas como causadoras de doencas em vegetais
(HARIHARAN; PRASANNATH, 2021). Fungos patogénicos conseguem infectar
plantas em diferentes fases do desenvolvimento vegetal, desde o estagio de muda até
a maturacdo final, afetando até a germinacdo das sementes (HARIHARAN;
PRASANNATH, 2021). Como representantes dessa classe, pode-se citar Botrytis
cinérea que causa necrose no tecido vegetal, Puccinia spp. que compromete
folhagens causando uma espécie de ferrugem nas folhas e Colletotrichum spp. que
causa antracnose (DEAN et al., 2012). As infec¢Bes fungicas podem ser moduladas
por outras infeccbes concomitantes nas plantas ou por outros estresses de ordem
fisica, como: seca, temperatura e alteracdes osmoéticas (NAZAROV et al., 2020). Assim
como as infeccbes parasitarias supracitadas, essas infec¢cbes causam perdas
significantes, sejam em termos de quantidade ou qualidade (HARIHARAN;
PRASANNATH, 2021; JAIN, A. et al., 2019).

As bactérias, também sado reconhecidas como agentes nocivos aos vegetais,
causando graves quadros patogénicos, que vao desde manchas nas folhas como
padrdes de mosaico ou pustulas, até o apodrecimento de tubérculos, responsavel pela
morte da planta (NAZAROV et al.,, 2020; PFEILMEIER; CALY; MALONE, 2016;
VIDAVER; LAMBRECHT, 2004). Nesses casos, a maioria das bactérias patogénicas
sdo Gram-positivas classificadas no filo Actinobacteria, ou Gram-negativas no filo
Proteobacterias (VIDAVER; LAMBRECHT, 2004). Apesar de se infectarem por uma
gama de bactérias patogénicas, as plantas possuem um complexo sistema
imunolégico composto por proteinas antimicrobianas e outras substancias
imunomoduladoras (NAZAROQV et al., 2020; PFEILMEIER; CALY; MALONE, 2016).

Nas plantas, assim como 0s outros patdégenos, 0s virus representam uma
importante fonte causadora de doencgas infecciosas. Alguns relatos mostram que mais
da metade das infec¢des por fitopatdogenos sédo causadas por virus (MEHETRE et al.,
2021). E reportado que mais de 25 familias de virus sdo capazes de infectar uma
variedade de espécies agricolas, causando danos e consequentemente ocasionando
perdas (MEHETRE et al., 2021). Algumas familias de virus possuem um destaque
devido aos danos que podem causar as planta¢des, uma delas € a familia Potyviridae,
cujo Potato virus Y (PVY), Tomato mosaic virus (ToMV) e Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV) pertencem (COLARICCIO et al., 2020; LEFEUVRE et al., 2019).
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Tal fato, ocorre devido a grande variedade dos virus agricolas dependerem dos
fatores de traducdo celular das plantas infectadas, em especifico os fatores de
traducdo elF4E, elF4G e suas isoformas, para a sintese dos seus aminoacidos, a
partir da leitura do seu RNA viral, assim como, para regular a sua replicacdo e
aumentar o seu movimento local e sisttmico (SANFACON, 2015). Atualmente duas
abordagens sao utilizadas como sistema de contencdo quando essas infecgdes séo
detectadas: imunizacéo, selecionando plantas tolerantes ou resistentes, e uso de
medidas que evitem a disseminacao do patdogeno (RUBIO; GALIPIENSO; FERRIOL,
2020). Além do sistema imunoldgico, algumas mutacdes em genes pontuais ajudam
as plantas a resistirem a essas infecgées (BASTET; ROBAGLIA; GALLOIS, 2017).

Portanto, estudar e compreender as estratégias de resisténcia e/ou tolerancia
a fitopatbgenos é uma etapa essencial para o desenvolvimento de novas

possibilidades para o controle de pragas.

1.3 Complexo de traducéo elF4F

O processo de traducdo em organismos eucariotos se da inicio pela ativagao
do complexo proteico elF4F, composto pelas subunidades elF4E, elF4A, elF4G,
PABP, mRNA e o ribossomo (Figura 3) (MAYBERRY et al., 2009; SAHA; MAKINEN,
2020).

Figura 3. Complexo proteico EIF4F de tradugdo eucaridtico. Esquema simplificado representando o
complexo elF4F composto por elF4E (4E), elF4AG (4G), elF4A (4A), PABP, elF3, elF2, GTP, Ribossomo e
mRNA.

3" UTR

elF4F
complex

elFAE _Jp

~ T
P

43S
Fonte: de Nogueira et al., 2015.
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O elF4E se liga a regido CAP 5' do mRNA, e interage com o elF4G, que juntos,
funcionam como suporte para outros fatores de iniciagdo (MAYBERRY et al., 2009). O
elF4G é responsavel por se ligar com a Proteina de Ligacédo a Poli-A (PABP), que
interage com a porgao poli-A 3 do mRNA, formando por fim um sistema onde o mRNA
esta ligado pelas duas extremidades ao complexo elF4F (MAYBERRY et al., 2009;
PATRICK; BROWNING, 2012).

Dentro do complexo ainda existe o fator elF4A que atua como helicase
desfazendo estruturas de tenséo e removendo proteinas anexadas ao mRNA (Figura
5) (MONTERO; PEREZ-GIL; SAMPIERI, 2019; OBERER; MARINTCHEV; WAGNER,
2005). Essa funcao de helicase do mRNA, exercida pela elF4A, é bastante necessaria
para facilitar a varredura da sequéncia no ribossomo, principalmente, nos RNAs com
uma elevada regido 5 nédo codificante, além disso, € denominada uma estrutura
DEAD-box, por possuir um motivo conservado de aminoacidos de Asp-Glu-Ala-Asp
(DEAD) (SANFACON, 2015).

Quando as unidades do complexo estdo acopladas ao ribossomo e se liga ao
MRNA, da-se inicio a uma varredura de busca pelo cédon de inicio (AUG), e por fim
a traducdo acontece, até que cdédons de parada sejam identificados (UAA, UAG e
UGA) (BASTET; ROBAGLIA; GALLOIS, 2017; PATRICK; BROWNING, 2012; SAHA;
MAKINEN, 2020).

Além disso, para o inicio da traducdo, faz-se necessario a atividade do
complexo 43S, o qual € composto pela subunidade ribossomal 40S, o fator elF3 e um
grupamento terndrio, constituido pelo fator elF2, GTP e metionina-iniciador-tRNA
(Met-tRNAi) (MONTERO; GARCIA-ROMAN; MORA, 2015). A fungdo desse
agrupamento € ser carregado, junto com a subunidade ribossomal 40S, para o c6don
iniciador, onde as 2 subunidades irdo se ligar para assim formar o ribossomo completo
(MONTERO; GARCIA-ROMAN; MORA, 2015).

Por fim, as conformacdes dimensionais da proteina elF4E, se ligam a
extremidade 5’ do mRNA formando uma estrutura semelhante a m&os em concha, na
qual, aregido 5’ CAP se encontra localizada entre residuos conservados de triptofano
(Trp), que sao capazes de reconhecer a porgao 7-methyl-GTP do mRNA (JOSHI et al.,
2005).

Apesar da conservagao evolutiva, algumas plantas, como a V. unguiculata,

apresentam isoformas para algumas unidades do complexo elF4F, sendo estas
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elF(is0)4E e elF(is0)4G (MAYBERRY et al., 2009; SAHA; MAKINEN, 2020). (Alguns
estudos relatam a formacdo de complexos mistos de elF4E a elF(is0)4G e de
elF(iso)4E a elF4G, no entanto, com performance enzimatica reduzida (COUTINHO
DE OLIVEIRA et al., 2019; MAYBERRY et al., 2009; PATRICK; BROWNING, 2012). Fato
esse existente, em virtude da capacidade das plantas em se tornar mais susceptivel
Ou resistentes a virus e outros possiveis patdogenos, por meio de muta¢des pontuais
nesses fatores de traducéo (ZLOBIN; TARANOV, 2023a).

No entanto, esse elevado numero de isoformas existentes ndo é uma
peculiaridade exclusiva das plantas, como exemplo a Drosophila melanogaster, que
possui 8 diferentes isoformas do fator de tradugéo elF4E no seu genoma (LAYANA
etal., 2023). Por outro lado, nos mamiferos ocorre o oposto, tal como no humano, onde
h& uma quantidade reduzida de isoformas do fator elF4E, quando comparado a outras
espécies, na qual ha apenas a presenca de 2 isoformas localizadas no cromossomo
3, a elF4E2 e a elF4E3 (FRYDRYSKOVA et al., 2016). Por este motivo, as plantas da
espécie V. unguiculata, devido ao seu valor socioecondmico, sdo 6timos candidatos

para esse estudo de identificacao e caracterizacdo das isoformas do fator elF4E.

1.4 Fator de traducao eucariotico elF4E

O fator de traducdo eucaribtico elF4E apresenta alta conservacgdo estrutural,
exibindo um elevado grau de similaridade entre suas sequéncias. Residuos criticos
para sua funcdo sdo conservados, como os triptofanos, mesmo entre diferentes
espécies. Esses residuos conservados, sdo extremamente importantes para o
sucesso da ligacdo, pois, além de serem capazes de reconhecer certas regides de
ancoragem com o mRNA, também auxiliam no equilibrio de cargas superficiais no sitio
de ligagado com o RNA mensageiro, corroborando para que a ligagdo ocorra
(HERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2021)

Assim sendo, os Triptofanos (Trp) sdo um dos principais residuos conservados
de importancia para tal ligacdo, mesmo sendo aminoacidos aromaticos que possuem
carga superficial parcialmente negativa (JENKINS; LARSEN; WILLIAMS, 2005), em
conjunto com as Lisinas (Lys) e as Argininas (Arg), que possuem carga superficial
positiva (JENKINS; LARSEN; WILLIAMS, 2005), compdem o sitio de ligagdo com um
equilibrio eletrostatico positivo, favorecendo a ligagdo com o 5 CAP (STACHELSKA
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et al., 2002).

A conformacédo da elF4E, é constituida por pares de beta-fitas antiparalelas
entre si e alfa-hélices posicionadas posteriormente a essas beta-fitas (MIRAS et al.,
2017; ROSS-KASCHITZA; ALTMANN, 2020). No caso da V. unguiculata (Figura 4),
apresenta 6 beta-fitas antiparalelas entre si, que séo configuradas na seguinte ordem,
da esquerda para a direita: beta-fita 4 (B4), beta-fita 6 (B6), Beta-fita 5 (B5), Beta-fita
3 (B3), beta-fita 1 (B1) e beta-fita 2 (B2), e 3 alfa-hélices, as quais sdo posicionadas
posteriores as beta-fitas. Dessa forma, a primeira alfa-hélice encontra-se posicionada
numa regido localizada posteriormente as beta-fitas 1 e 2, a segunda alfa-hélice atras

das fitas 3 e 5, e a alfa-hélice 3, atras das fitas 6 e 4.

Figura 4. Modelo teorico estrutural do fator eucaridtico elF4AE de Vigna unguiculata. Representado em cartoon, em azul as
Alfa-hélices e em vermelho as Beta-fitas.
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1.5 Modelagem molecular

A elucidacdo de modelos tridimensionais (3D) de proteinas (Figura 5) e seus
complexos fornecem informacdes valiosas, ndo apenas para a compreensao das
bases moleculares de fendmenos biologicos, mas também para triagem e
desenvolvimento de novos de farmacos (SANTOS-SILVA et al., 2020).
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Figura 5. Imagem ilustrativa de métodos computacionais voltados para predicdo de modelos
tridimensionais de proteinas a partir da sequéncia primaria.
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Fonte: Criado pelo autor em BioRender.com.

Atualmente é possivel classificar a modelagem computacional de proteinas em
4 categorias distintas: modelagem comparativa, segmentacao (do inglés threading),
ab initio e modelagem baseada em aprendizado de maquina. Os dois primeiros
métodos, modelagem comparativa e segmentacao, constroem modelos 3D baseados
em alinhamentos de sequéncias de estruturas tridimensionais ja resolvidas e
disponiveis para busca (SANTOS-SILVA et al, 2020). Caso o0s modelos
correspondentes as sequéncias buscadas nao estejam disponiveis no Protein Data
Bank (PDB), os modelos devem ser preditos por modelagem ab initio, ou seja, sem
referéncia prévia, baseados apenas em func¢des energéticas fundamentadas em leis
da termodinamica (SANTOS-SILVA et al., 2020).

Por fim, mas ndo menos importante, vém o0s métodos baseados em
aprendizado de maquina, que recentemente vém chamando atencdo na Biologia
Estrutural (KOMAROFF, 2021). Este dltimo incorpora novas arquiteturas de redes
neurais e procedimentos de treinamento de base com utilizagbes de informacgdes de
restricbes evolutivas, fisicas e geométricas das estruturas proteicas. Segundo o CASP
(do inglés, Critical Assessment of Protein Structure Prediction), os algoritmos

baseados em aprendizado de maquina conseguem predizer e selecionar modelos 3D
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com alto valor assertivo quando comparado com os outros métodos (JUMPER et al.,
2021; KRYSHTAFOVYCH et al., 2021; KUHLMAN; BRADLEY, 2019).

Alguns estudos ja apontam essa técnica como um dos maiores avangos da
ciéncia dos dltimos anos, um exemplo € o AlphaFold que foi usado para realizar a
predicdo de parte do proteoma humano (disponivel em: https://alphafold.ebi.ac.uk)
(CALLAWAY, 2020; HUMPHREYS et al.,, 2021; KOMAROFF, 2021; THORP, 2021;
TUNYASUVUNAKOOL et al., 2021).

Dessa forma, a modelagem molecular € capaz de analisar e representar as
propriedades estaticas da molécula, suas propriedades fisico-quimicas, como por
exemplo, a distribuicdo das cargas eletrostaticas superficiais (SANT'ANNA, 2009).
Devido ao seu fundamental papel na quimica e na biologia, essa propriedade é de
suma importancia em variados processos biologicos, como, na identificacdo das
regidbes moleculares e nas catalises enziméticas. Desse modo, métodos
computacionais para a avaliacdo dos potenciais eletrostéticos, tornou-se popular
globalmente, principalmente nas areas da biofisica molecular, biologia estrutural e na
quimica medicinal (YU, B. et al., 2021).

Além disso, para a acompanhar a crescente evolucdo das modelagens
moleculares, alguns programas de visualizacdo de estruturas tridimensionais foram
criados, entre eles, o Visual Molecular Dynamics (VMD) e o PyMOL ganharam
bastante popularidade nos ultimos anos. O VMD é um programa de gréficos
moleculares, que foi particularmente criado para analisar biopolimeros, como as
proteinas e os acidos nucleicos. Esse programa possui uma variedade de estilos de
apresentacao e visualizacdo da molécula, assim como, métodos de coloracdo e a
habilidade de animar as trajetérias das simulacdes das dinamicas moleculares
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). Assim como o VMD, o PyMOL também é
um programa de visualizac&o e representacédo de graficos moleculares. Entretanto, a
nova versdo, o PyMOL 3, permite ao usuario uma maior facilidade de utilizacdo da
sua interface e, se 0os mesmos preferirem, podem até realizar todas as etapas do
processo de modelagem por homologia, além de possuir uma melhor visualizacéo
para aminoacidos especificos, seus recursos de animacdo das estruturas tornaram-
se mais variados (JANSON; PAIARDINI, 2021).
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1.5 Simulag&o em dinamica molecular

A simulacdo em dinamica molecular (MD, do inglés Molecular Dynamics)
(Figura 6) € uma técnica que permite predizer em escala atomistica como uma
proteina ou outro modelo bioldgico se movera ao longo do tempo com base em um
modelo regido por leis fisicas que conduzem as intera¢gdes do sistema (LAZIM; SUH;
CHOI, 2020).

Figura 6. Imagem conceitual sobre simulacdes de sistemas

proteicos por simulacdo em dindmica molecular.

Fonte: Criado pelo autor em BioRender.com.

A MD é capaz de capturar uma gama de variedades em processos
biomoleculares, incluindo mudancgas conformacionais, e interagdes interatbmicas ou
intermoleculares, mostrando as posicdes atdmicas em resolucdo temporal. E
importante ressaltar que essa técnica possui um poder preditivo capaz de evidenciar
como proteinas responderdo a perturbacées como mutagdes, fosforilacdo, protonacao
ou adicdo/remocéao de um ligante (LAZIM; SUH; CHOI, 2020; PAN et al., 2019).

Simulacbées de MD s&o frequentemente usadas em combinagdo com uma

ampla variedade de técnicas experimentais de biologia estrutural, incluindo
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cristalografia de raio-X, microscopia crioeletrdnica (crio-EM) e ressonancia magnética
nuclear (NMR) (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018; PAN et al., 2019). Além disso, a MD
também é usada para validacdo e descricdo de fendmenos estruturais em modelos
tedricos construidos por técnicas de modelagem molecular (HOLLINGSWORTH;
DROR, 2018; PAN et al., 2019).

Simplificando, a ideia basica por tras de uma simulacdo em MD é direta. Dadas
as posicdes de todos os atomos em um sistema biomolecular (exemplo: uma proteina
cercada por agua e ions), é possivel calcular a forca exercida em cada atomo por
todos os outros atomos. Pode-se, portanto, usar as leis da mecanica classica de
Newton para prever a posicao espacial de cada &tomo em funcéo do tempo, o que
configura um campo de forgca (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018; LAZIM; SUH; CHOI,
2020; PAN et al., 2019). Por fim, se tem uma trajetoria resultante, que é em sua
esséncia, um filme tridimensional que descreve a configuracdo em nivel atomistico do
sistema em cada ponto durante o intervalo de tempo simulado (HOLLINGSWORTH,;
DROR, 2018; LAZIM; SUH; CHOI, 2020; PAN et al., 2019).

Nesse aspecto, os dados da dinamica molecular s&o muito vantajosos, pois,
além de evitar tarefas repetitivas ao usuario, produz resultados rapidamente
desejados, através de uma visualizacdo automatizada, porém, flexivel do sistema
(MARGREITTER; OOSTENBRINK, 2017).

Os resultados dessas trajetdrias, podem ser interpretados a partir de 4
principais informacfes, a Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD, do
inglés Root-Mean-Square Deviation), que € uma das andalises mais comumente
usadas no campo de simulagdes biofisicas, e € uma medida de divergéncia posicional
de um ou mais atomos ao longo de um certo periodo predeterminado. Essa analise,
requer vetores alternados de indices de tempo e valores de RMSD para os seus
resultados (MARGREITTER; OOSTENBRINK, 2017). A Raiz Quadrada da Flutuacao
Quadratica Média (RMSF, do inglés Root-Mean-Square Fluctuation), a qual indica o
grau da variacéo posicional de cada atomo da estrutura, sua flexibilidade, ao longo do
tempo. Para a obtencéo dos resultados, essa analise necessita de uma coluna com
os valores de RMSF e outra coluna com todos os residuos, ou &tomos, da molécula a
ser analisada (MARGREITTER; OOSTENBRINK, 2017). Outra importante analise da
dindmica molecular, sédo as Pontes de Hidrogénio (HBond, do inglés Hydrogen Bond)

intrinsicamente relevantes no contexto das biomoléculas. Nela, observa-se a
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formacao, destruicdo ou manutencdo das ligacdes de hidrogénio ao longo de um
determinado periodo (MARGREITTER; OOSTENBRINK, 2017).

Por fim, tem-se a analise do Raio de Giro (RG, do inglés Radius of Gyration), a
qual reflete o grau de alinhamento de uma molécula, em virtude da taxa de
cisalhamento da mesma. Quando essa taxa € alta, pode-se induzir a uma modificacdo
estrutural na molécula, que é refletido no aumento ou na diminuicdo do RG e,
consequentemente, corresponder a uma diminuicdo da viscosidade durante o
processo. Esse comportamento, pode ser atribuido a deformacao ou alongamento da
estrutura, influenciados pelo cisalhamento das moléculas, que foram induzidas pelo
fluxo do campo num espaco de tempo predeterminado (LIU, P. et al., 2017).

As trajetorias de MD, trazem informacdes importantes do sistema como:
convergéncia energética, flexibilidade do sistema, estabilidade, dindmica estrutural,
interacdes Interatdbmicas ou intermoleculares etc. (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018;
LAZIM; SUH; CHOI, 2020). Essas informacfes sdo de importancia crucial para o
entendimento de alguns fenbmenos bioldgicos.

Por isso, alguns pacotes de programas sao utilizados para facilitar tais
resultados. Um dos pacotes frequentemente usados, € 0 GROMACS, que €, capaz de
criar um sistema fechado e centralizado, introduzir moléculas de &agua, ajustar a
temperatura, a densidade, a pressdo e produzir dados de dispersdo térmica nas
moléculas de H20, tanto para os &tomos de hidrogénio, quanto para os de oxigénio
(HYUNA, 2023). E, envolve transformacdes de intera¢cdes nao ligantes, para calcular
solvatacdo ou energias livres de ligacdo, por exemplo (OANCA; ENT, VAN DER;
AQVIST, 2023).

Esses softwares, podem utilizar variados campos de forca em suas analises,
em concordancia com a necessidade do estudo. A qualidade das DM, séo
intrinsicamente dependentes do campo de forga a ser utilizado, para apresentar as
interacdes entre as particulas no sistema. O GROMOS 53A6, € um dos campos de
forca utilizados no GROMACS, que possui bons parametros em termos de
estabilidade da proteina e do DNA, comparado com os campos de forca anteriores, e
possui vantagens na descri¢cdo do equilibrio entre dobramento e desdobramento dos
aminoacidos.(OOSTENBRINK et al., 2005).

Com o avanco da computacdo e dos conhecimentos em biologia estrutural

simulacbes em MD de sistemas de larga escala como membranas bacterianas,
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capsideos virais e grandes complexos proteicos estdo ficando cada vez mais comuns
em estudos biocomputacionais (TARASOVA; NERUKH, 2018; WADHWA et al., 2021).
Esses adventos tornardo ao longo dos anos as MDs ainda mais precisas, baratas e

acessiveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Minerar e investigar sequéncias de elF4E em genomas de V. unguiculata,
usando estratégias in silico, em escala de sequéncia priméria e atomistica, visando
compreender assinaturas moleculares associados aos fatores de iniciagcdo do grupo

elF4E em V. unguiculata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Minerar modelos anotados para fatores de traducéo eucarioticos do tipo 4E em
genomas de cultivares de V. unguiculata;

2. Alinhar e caracterizar as sequéncias dos genes e proteinas das isoformas de
elF4E encontradas nos genomas de cultivares de V. unguiculata;
Performar modelagem tridimensional dos candidatos minerados;

4. Realizar simulacdo em dindmica molecular dos modelos teéricos e extrair
informacdes de dindmica estrutural, estabilidade e caracteristicas fisico-
quimicas;

5. Sugerir estratégias de melhoramento genético vegetal baseado nestes fatores.
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3. METODOLOGIA

3.1 MINERACAO

A busca por genes elF4E foi realizada em genomas anotados de Phaseolus
vulgaris (ID: 442) e Vigna unguiculata (ID: 540), disponiveis no Phytozome. Apos a
identificacdo dos genes, as sequéncias primarias foram extraidas de seus respectivos
proteomas putativos. As mineracdes envolvendo os cultivares BR14, Denkitiliana,
IT85F, Santo Inacio e Pingo de Ouro de Vigna unguiculata foram conduzidas em
genomas em fase de publicacdo pelo Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal
(LGBV).

3.2 Alinhamento

Visando compreender a conservacao do fator elF4E em organismos eucariotos
e entre as cultivares de V. unguiculata, uma vez que os genes foram devidamente
minerados, os mesmos foram submetidos a etapa de alinhamento através do servidor
Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014) e visualizados pelo Jalview
(WATERHOUSE et al., 2009). Para o fator elF4E de eucariotos, foram usadas as
seguintes sequéncias: P. vulgaris (ID: 442), V. unguiculata (ID: 540), Mus musculus
(UniProt ID: P63073), Arabidopsis thaliana (UniProt ID: 023252), H. sapiens (UniProt
ID: P06730) e Danio rerio (Zebrafish) (UniProt ID: Q9DFS6).

Em seguida, a busca por dominios conservados foi realizada utilizando a
ferramenta CD Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) com a
finalidade de buscar os dominios estruturais funcionais das proteinas alvos do estudo
(LU, S. etal., 2020).

E para o alinhamento das espécies de V. unguiculata, especificamente, foram
utilizadas as seguintes cultivares para os homologos no genoma: BR14, Denkitiliana,

IT85F, Santo Inacio, e Pingo de Ouro, comparando com a espécie P. vulgaris.

3.3 Modelagem molecular

Para realizar as modelagens tridimensionais, das isoformas do fator elF4E, das
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cultivares de V. unguiculata, foi utilizado o pacote AlphaFold2, As informacdes de
entrada utilizadas para as predicbes dos modelos, foram de acordo com as
recomendadas pelos desenvolvedores do AlphaFold2 for Google Colab (AlphaFold-
Colab).

Para avaliar a qualidade desses modelos preditos, foi analisada a profundida e
a diversidade do conjunto de alinhamentos de sequéncias multiplas (MSAS) e recursos
pareados, além das métricas de confianca do proprio AlphaFold2 (pLDDT e PAE)
(JUMPER et al., 2021; MIRDITA et al., 2022). De forma complementar para concluir as
validagdes, foram utilizadas as seguintes ferramentas: ProSa-web e os seus valores
do Z-score, o PROCHECK e seus graficos de Ramachandran e, o Swiss-model com
seus valores do Qmean-DisCo, com a finalidade de afirmar a qualidade dos seus
dobramentos locais e globais, e as suas respectivas estereoquimicas (LASKOWSKI;
MACARTHUR; THORNTON, 2012; STUDER et al., 2020; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

3.4 Dindmica molecular

Apbs serem preditos, os modelos passaram por simulacdes em dinamica
molecular (DM) utilizando o pacote GROMACS 2022.4 (OANCA; ENT, VAN DER;
AQVIST, 2023). Desse modo, os modelos tridimensionais foram centralizados em
uma caixa cubica, a uma distancia de 1.0 nm, solvatados utilizando agua do tipo
SPCI/E e, as energias dos sistemas foram minimizadas. As simulacfes entédo, foram
feitas em NVT (Numero de particulas, Volume e Temperatura) e NPT (Numero de
particulas, Pressdo e Temperatura).

Assim, para preparar as dinamicas, foi utilizado o campo de forca GROMOS
53A6, com condi¢gBes periddicas de contorno nos eixos x, y € z, uma vez que, esse
campo foi parametrizado para a entalpia livre de hidratacdo, propriedade essa,
diretamente ligada a uma melhor descricdo sobre o equilibrio de dobramento e
desdobramento de um peptideo (OOSTENBRINK et al., 2005). Portanto, as DMs foram
realizadas sem restricdes, com pressao e temperatura constantes de 1 atm e 300 K
respectivamente, por um tempo de total de 100 ns.

Por fim, as simulagbes dos modelos foram analisadas quanto a sua Raiz

Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD, do inglés Root Mean Square
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Deviation), Raiz Quadrada da Flutuacdo Quadratica Média (RMSF, do inglés Root
Mean Square Fluctuation), Raio de Giro (RG) e Pontes de Hidrogénio (HBnum), além

de avaliacdes de Potencial da Superficie Eletrostatica (PSE).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando uma melhor compreensdo na distribuicdo dos resultados e da
discusséo, esse estudo ira detalhar as estruturas homologas do fator de traducédo
elF4E identificadas, usando como referéncia o nimero do cromossomo em que seu
respectivo gene se encontra. Portanto, comecando assim, pelo cromossomo 4, em

seguida o 7 e, para finalizar, o cromossomo 6.
4.1 Alinhamento das sequéncias

Desse modo, primeiramente foi obtido os alinhamentos para o fator elF4E
(Figura 7), para tal, foram utilizadas as seguintes sequéncias: P. vulgaris (ID: 442), V.
unguiculata (ID: 540), Mus musculus (UniProt ID: P63073), Arabidopsis thaliana
(UniProt ID: 023252), H. sapiens (UniProt ID: P06730) e Danio rerio (UniProt ID:
QIDFS6).

Figura 7. Alinhamento completo das sequéncias do fator elF4E de eucariotos. Em verde o Triptofanos conservados
(W), em laranja as Lisinas conservadas (K) e em rosa as Argininas conservadas (R).
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Logo, observamos diferencas entre o fator elF4E de diferentes espécies, mas,
nota-se residuos conservados de importancia para a ligagédo com o 5’CAP e o elF4G,
como os Triptofanos (W), as Argininas (R) e as Lisinas (K) (MIRAS et al., 2017; ROSS-
KASCHITZA; ALTMANN, 2020).

Seguindo essa etapa, os alinhamentos das sequéncias do fator elF4E
encontradas no cromossomo 4 de V. unguiculata, nas cultivares BR14, IT85F,

Denkitiliana, Santo Inacio e Pingo de Ouro. Ademais, exclusivamente para fins de uma
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melhor observagédo na comparacao e validacdo, alinhamos também, a sequéncia do
fator elF4E de Phaseolus vulgaris para cada respectivo cromossomo. Essa espécie
foi usada a fim de comparacao, pois, compartilha de um mesmo ancestral comum e
possui uma elevada homologia com a espécie Vigna unguiculata (VALE MARTINS,
DO et al., 2021).

Portanto, primeiramente foi feito o alinhamento (Figura 8) e, observamos um
elevado grau de conservacao por toda a estrutura das cultivares, até mesmo na regido
do peptideo sinal. Onde, apenas a cultivar Santo Inacio apresentou a adicao de uma
Serina na posicao 29, uma troca de uma Serina por uma Prolina na posi¢cao 30 e uma
troca de uma Asparagina por uma Serina, todas localizadas somente na regido do

peptideo sinal, que termina na posi¢ao 56.

Figura 8. Alinhamento completo das sequéncias de elF4E do cromossomo 4 das cultivares BR14,
DEN, IT85F Sle PO de V. unguiculata e da Phaseolus vulgaris
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Apos isso, realizamos o alinhamento apenas das regibes de dominio
conservado do fator de tradugdo do cromossomo 4 (Figura 9). Observamos no
mesmo, uma corroboracao do alto grau de conservacao genética desses fatores, nas
cultivares de V. unguiculata, apesar de geralmente ser comum observar algumas
mutacbes pontuais entre cultivares da mesma espécie (MARTINEZ-FORTUN;
PHILLIPS; JONES, 2022). Algumas dessas mutacdes, podem ser fatores auxiliadores
das caracteristicas individuais de cada cultivar, como a IT85F, que é conhecida por
sua resisténcia ao CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus) (SILVA, J. A. et al.,
2021).
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Figura 9. Alinhamento dos dominios das sequéncias de elF4E do cromossomo 4 de Phaseolos vulgaris e das

cultivares BR14, DEN, IT85F, Sl e PO de V. unguiculata. Em destaque, sinalizados com circulos verdes, estéo residuos de

aminoéacidos do tipo triptofano (W), em azul residuos de aminoacidos de prolina (P), em rosa residuos de arginina (R), em

laranja residuos de lisina (K) e em vermelho residuos de fenilalanina (F), os quais fazem parte do bolsdo catiénico, cruciais
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Entretanto, nos homadlogos do cromossomo 4, podemos observar que ndo ha

acentuadas mutacdes entre as isoformas, apresentando estruturas com elevado grau

de conservacdo. Inclusive, com relacdo aos triptofanos, que sao residuos de

aminoacidos preservados, por serem essenciais na atividade de ligacdo com a regido
5’CAP do mRNA (TUPPERWAR et al., 2021).

Em seguida, as isoformas do cromossomo 7 foram alinhadas, primeiramente

toda a sequéncia com o peptideo sinal, que termina na posicao 55 (Figura 10) e,

depois, o alinhamento apenas das regides do dominio conservado (Figura 11).
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Figura 10. Alinhamento completo das sequéncias de elF4E do cromossomo 7 das cultivares BR14, DEN, IT85F, SI
e PO de V. unguiculata e da Phaseolus vulgaris.
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Nesse alinhamento das sequéncias completas, podemos observar que a

isoforma do cromossomo 7 tem uma conservacdo menor quando comparada ao

cromossomo 4, inclusive, se tratando do peptideo sinal da cultivar Santo Inacio, a qual

apresenta uma variacdo acentuada no tamanho, quando comparada as outras

cultivares. Mas, ainda assim, o grau de correspondéncia entre essas sequéncias de
aminodcidos € alto, sendo assim, altamente similares (ZLOBIN; TARANOV, 2023b).

Figura 11. Alinhamento dos dominios das sequéncias de elFAE do cromossomo 7 de Phaseolos vulgaris e das cultivares

BR14, DEN, IT85F, Sl e PO de V. unguiculata. Em destaque, sinalizados com circulos verdes, estdo residuos de aminoacidos

do tipo triptofano (W), em azul residuos de aminodcidos de prolina (P), em rosa residuos de arginina (R) e em laranja

residuos de lisina (K), os quais fazem parte do bolséo catidnico, cruciais para interagdo dos fosfatos da regido 5° CAP.
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Esse grau de correspondéncia, pode ser visualizado com uma maior facilidade
no alinhamento das regiées de dominio das isoformas do cromossomo 7 (Figura 11),
na qual, apresentam uma similaridade maior que 90%. Essas isoformas, apresentam
também, mutacbes pontuais mais recorrentes que as do cromossomo 4,
principalmente a cultivar Santo In4cio, a qual apresenta substituicdo de uma Histidina
por um Acido Aspartico na posicéo 43, Glutamina por acido Glutamico na posicéo 44,
uma Lisina por uma Serina na posi¢do 49, um Acido Glutamico por uma Lisina na
posicdo 50, uma Asparagina por uma Isoleucina na posi¢ado 53, uma Alanina por uma
Treonina na posicéo 62, outro Acido Aspartico por uma Alanina na posi¢éo 89 e uma
Lisina por umas Asparagina na posicdo 93. Outras substituicdes ocorrem também,
como as cultivares Denkitiliana e Pingo de Ouro, que compartiham de uma
substituicdo entre um Acido Aspartico por uma Tirosina na posicdo 10 do alinhamento
do dominio. Entretanto, algumas pequenas trocas ocorrem também, mas nao
possuem tanto impacto nas propriedades fisico-quimicas da estrutura, por serem
residuos de aminoéacidos com propriedades semelhantes, como por exemplo, o Acido
aspartico e o Acido glutamico (HERRINGTON; KELLOGG, 2021) que sofrem tal
substituicdo na posi¢ao 108 da Santo Inacio.

Por fim, alinhamos as sequéncias completas das isoformas recém encontradas

no cromossomo 6, das cultivares BR14, IT85F e Santo Inacio (Figura 12).

Figura 12. Alinhamento completo das sequéncias de elF4E do cromossomo 6 de Phaseolus vulgaris e das cultivares BR14,
IT85F e Sl de V. unguiculata.
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Nota-se, que entre todas as isoformas, essas sdo as que apresentam mais

mutacdes entre si. Comecando pelo peptideo sinal, que termina na posi¢do 55, na
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qual a Santo In4cio possui uma estrutura reduzida, em contrapartida a sua isoforma
do cromossomo 7, como também, apresenta mais mutacdes nessa regido, comparado
as outras cultivares. As quais, apresentam um elevado grau de homologia da sua
sequéncia na regido do peptideo sinal, inclusive com a P. vulgaris.

Em seguida, foi realizado o alinhamento apenas da regido de dominio do

cromossomo 6 (Figura 13).

Figura 13. Alinhamento dos dominios das sequéncias de elF4E do cromossomo 6 de Phaseolos vulgaris e das

cultivares BR14, IT85F e Sl de V. unguiculata. Em destaque, sinalizados com circulos verdes, estdo residuos de aminoacidos

catidnico, cruciais para interagdo dos fosfatos da regido 5> CAP.
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Essas isoformas, apresentam elevadas mutacdes pontuais entre si, quando
comparado as estruturas dos outros cromossomos, especialmente a cultivar IT85F.
Portanto, a primeira modificacdo pontual foi apresentada pela cultivar Santo Inacio por
uma substituicdo de uma Serina por uma Asparagina na posi¢cdo 12, seguida pela
IT85F que faz a troca de uma Alanina por um Acido Aspartico na posicdo 20, uma
mutacdo da BR14 de um Acido Glutdmico por uma Lisina na posicdo 21, uma
substituicdo de uma Treonina por uma Valina na posi¢cao 80 pela IT85F e, a adicao de
uma Isoleucina e uma Treonina nas posi¢coes 81 e 82 respectivamente, apresentada
apenas por essa mesma cultivar. Em especial, essas cultivares apresentaram uma
grande diferenga entre si, na posi¢cdo 121 do seu dominio estrutural, onde, cada
isoforma possui um residuo de aminoacido diferente. A IT85F por sua vez, contém

uma tirosina, a Santo Inacio apresenta uma Serina, e a BR14, em concordancia com
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a P. vulgaris, exibe uma Asparagina nessa regiao.

4.3 Modelagem molecular

Para realizar a predicdo dos modelos estruturais das cultivares, foi utilizado o
servidor do AlphaFold2, conforme dito anteriormente. Estruturalmente, todos os
modelos possuem uma visivel similaridade, sem grandes altera¢cdes conformacionais,
mesmo entre modelos de diferentes cromossomos.

Assim, temos as estruturas modeladas do cromossomo 4, come¢ando com o
modelo da cultivar BR14 (Figura 14), que serd usado como referéncia para a

visualizacédo dos outros modelos desse cromossomo (Figura 15).

Figura 14. Modelo teérico estrutural do cromossomo 4 da cultivar BR14 representado em cartoon. Em azul as Alfa-hélices e

em vermelho as Beta-fitas.
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Figura 15. Modelos estruturais do cromossomo 4. Em (A) a cultivar Denkitiliana, (B) a cultivar IT85F, (C) a cultivar Pingo

de Ouro e (D) a cultivar Santo Inécio. Representado em vermelho as Alfa-hélices e em azul as Beta-fitas.

9

Em seguida, as estruturas modeladas do cromossomo 7, comecando pela
estrutura da cultivar BR14 (Figura 16), de referéncia para as outros modelos desse

cromossomao.
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Figura 16. Modelo estrutural do cromossomo 7 da cultivar BR14. Representado em azul as Alfa-hélices e em vermelho as
Beta-fitas.
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Figura 17. Modelos estruturais do cromossomo 7. Em (A) a cultivar Denkitiliana, (B) a cultivar IT85F, (C) a

cultivar Pingo de Ouro e (D) a cultivar Santo Inacio. Representado em vermelho as Alfa-hélices e em azul as Beta-fitas.

E, para finalizar, tem-se as modelagens do cromossomo 6 das cultivares BR14,
IT85 e Santo Inacio de Vigna unguiculata. Essas estruturas seguem o mesmo padrao
dos cromossomos anteriores, no entanto, a cultivar Santo Inacio (Figura 18 “C”)
apresentou uma caracteristica distinta, um alongamento das Beta-fitas 1 e 2, nas
regides ocupadas pelos residuos de nimero 12 ao 15 e 19 a 25. Alongamento esse,
provavelmente acarretado pela mutacdo da serina pela asparagina na posi¢ao 12 e
da mutacdo do acido glutamico na posicdo 21, com a manutencdo da alanina na
posicdo 20, diferentemente da cultivar IT85F, que faz a substituicdo por um acido

aspartico nessa posicao.
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Figura 18. Modelo estrutural do cromossomo 6 da cultivar BR14 (A), IT85F (B) e Santo Inécio (C). Representado em

vermelho as Alfa-hélices e em azul as Beta-fitas.
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4.2 Validacdo dos Modelos Estruturais

Para um melhor entendimento da conservacdo das sequencias alinhadas
anteriormente, foram realizadas as modelagens e os alinhamentos de todas as
estruturas de elF4E, presentes nos respectivos cromossomos das cultivares de Vigna
unguiculata. Tais modelagens foram realizadas com base nos resultados obtidos pelo
software CD-Search, incluindo, apenas o intervalo de residuos de aminoéacidos entre
56-217 no cromossomo 4 e, 55-216 nos cromossomos 6 e 7, regidao de dominio
estrutural, excluindo a regido N terminal ndo estruturada. Apesar das mutagcdes
evolutivas que podem ocorrer naturalmente, quando alinhamos as estruturas, €
possivel observar uma similaridade elevada entre os modelos do cromossomo 4
(Figura 19), assim como mostram o0s resultados dos alinhamentos de sequéncia,
apresentando como base global da estrutura da proteina elF4E, 3 alfa-hélices e 6
beta-fitas. Visto que, a estrutura é mais conservada do que a sequéncia, corroborando
com a ja mencionada conservacao estrutural nesse fator de traducao eucariotico
(COUTINHO DE OLIVEIRA et al., 2019; KINKELIN et al., 2012). Devido a essa alta
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conservacao, a estrutura da elF4E entre os eucariotos, € comumente descrita na
literatura como “méo em concha” (do inglés, cupped hand), e adquire diferencgas
minimas geralmente em regides desordenadas (sem estrutura secundaria definida)
(KINKELIN et al., 2012; VOLPON et al., 2006). Como, por exemplo, a diferenca na

flutuacdo entre as suas algas.

Figura 19. Representacdo em cartoon do alinhamento dos modelos do cromossomo 4 das cultivares BR14 em azul,

Denkitiliana em verde, IT85F em vermelho, Pingo de Ouro em turquesa e Santo Inécio em laranja.

Por conseguinte, as estruturas do cromossomo 7, também mostraram elevado
grau de conservacdo entre os modelos e, algumas pequenas diferencas de
flexibilidade das alcas, observadas também no cromossomo anterior, como podemos
ver no alinhamento entre elas (Figura 20). No entanto, em comparagcdo com o
cromossomo 4, as estruturas do cromossomo 7 apresentam elevada similaridade

guanto a sua conformacao estrutural.
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Figura 20. Representacdo em cartoon do alinhamento dos modelos do cromossomo 7 das cultivares BR14 em azul,

Denkitiliana em verde, IT85F em vermelho, Pingo de Ouro em turquesa e Santo In&cio em laranja.

Por fim, os modelos alinhados do cromossomo 6 das cultivares BR14, IT85F e
Santo In4cio (Figura 21). Essas estruturas, apresentam da mesma forma, um elevado
grau de similaridade entre elas, entretanto, por possuirem mais mutacées pontuais
entre as suas sequencias, podemos observar algumas diferencas entre os modelos.
Tais diferencas, sé&o principalmente observadas nas conformacdes distintas das
flutuacdes entre as suas alcas e as suas estruturas secundarias. Além de que, a
cultivar Santo Inacio, particularmente, apresenta as suas 2 primeiras beta-fitas, com

um maior grau de alongamento, quando comparadas com as cultivares anteriores.

Figura 21. Representacdo em cartoon do alinhamento dos modelos do cromossomo 6 das cultivares BR14 em azul,
IT85F em vermelho e Santo Inécio em laranja.
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Visando avaliar a qualidade dos modelos gerados anteriormente, foram
avaliados trés principais parametros, sendo estes: a distribuicdo dos angulos de tor¢ao
pelo grafico de Ramachandran (PROCHECK), o Z-Score que avalia a qualidade do
modelo pela energia total da estrutura (PRO-SA) e 0o QMEANDIsCo score, que avalia
a qualidade geométrica local e global dos modelos (SwissModel) (LASKOWSKI,
MACARTHUR; THORNTON, 2012; STUDER et al., 2020; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Os resultados obtidos pelo PROCHECK, revelam que todas as modelagens do
cromossomo 4 e 6, possuem valores acima de 94%, sobre os residuos preditos em
regides onde os angulos de tor¢cdo sdo termodinamicamente favoraveis. Os modelos
do cromossomo 4, foram os que apresentaram maior indice nessa avaliacdo, com as
cultivares IT85F, DEN, Sl e PO empatadas com um valor de 96.5% e, entre esses 2
cromossomos, 0 modelo com menor valor foi do cromossomo 6 pela cultivar IT85F,
com 94.4%. J4, para as modelagens do cromossomo 7, 0 maior valor obtido foi pela
cultivar Santo Inacio, com o indice de 93.2%, e, esses modelos, apresentaram valores
acima 90% para essa validacdo, com excecdo da cultivar Pingo de Ouro, a qual
evidenciou um valor de 89.7%, o menor valor entre todos os modelos preditos. Os
respectivos valores do PROCHECK, estéo disponiveis na tabela 1 e, os graficos de
Ramachandran, estédo disponiveis em Anexo.

As andlises observadas no PRO-SA, para todos os modelos, revelaram
pontuacdes de Z-Score entre -6.34 a -5.41, que indicam estruturas confiaveis e, dentro
do intervalo de pontuacBes comumente encontrado, de 0 a -10, para proteinas de
tamanhos semelhantes, mais de 100 residuos (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Os
respectivos valores de Z-Score dos modelos, estao disponiveis na tabela 1 e, as suas
representacdes graficas, disponiveis no apéndice.

Por fim, os dados resultantes das analises do QMEAN-DisCo (Tabela 1),
mostraram que todos as estruturas modeladas, apresentam qualidade na sua
construgdo geométrica local e global, corroborando com os dados dos gréficos de
remancharam. Esses dados, revelam um intervalo de 0.76 a 0.80 para os
cromossomos 4 e 7, e, 0.83 a 0.87 entre as estruturas do cromossomo 6, as quais se
espera uma qualidade levemente maior dos modelos, segundo esse parametro, por
apresentar valores que mais se aproximam de 1 (STUDER et al., 2020). Os graficos

resultantes do QMEAN-DisCo, estéo disponiveis em Anexo.
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Tabela 1. Descricdo de scores de validagdo das estruturas modeladas. Na primeira coluna encontram-se a
identificacdo das estruturas, na segunda coluna os scores do QMEAN-DisCO, na terceira coluna os valores retomados pelo
PRO-SA e por fim os valores obtidos no PROCHECK.

BR14 QMEAN-DisCo Z-Score PROCHECK
-CH4- 0.80 -5.57 95.8
-CH6- 0.87 -6.28 96.4
-CH7- 0.77 -5.49 92.5
IT85F QMEAN-DisCo ZScore PROCHECK
-CH4- 0.79 -5.46 96.5
-CHG6- 0.83 -6.17 94.4
-CH7- 0.76 -5.51 925
Santo Inacio QMEAN-DisCo Z-Score PROCHECK
-CH4- 0.79 -5.38 96.5
-CH6- 0.86 -6.34 95.7
-CH7- 0.77 -5.93 93.2
Denkitiliana QMEAN-DisCo Z-Score PROCHECK
-CH4- 0.79 -5.42 96.5
-CH7- 0.76 -5.48 91.1
Pingo de Ouro QMEAN-DisCo Z-Score PROCHECK
-CH4- 0.79 -5.41 96.5
-CH7- 0.76 -5.50 89.7

4.4 Dinamica molecular

A etapa de dindmica molecular, envolve 4 analises distintas, RMSD, RMSF, HB
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e RG, para cada isoforma encontrada nos respectivos cromossomos das cultivares.
Desse modo, as analises foram feitas pelo agrupamento das isoformas de cada
cromossomo respectivamente. Portanto, para iniciar, temos o grafico do RMSD das

isoformas do cromossomo 4 (Figura 22).

Figura 22. Gréafico de RMSD do cromossomo 4. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em verde a

Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Incio e em magenta a P. vulgaris.
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A partir desse grafico, podemos observar que todas as isoformas conseguiram
alcancar um grau de convergéncia estrutural por volta dos 50 ns, com uma
generalidade de variagdo de aproximadamente 1,5 nm, confirmando assim a
qualidade dos modelos tedricos preditos, e, com isso, sem extremas modificagdes nas
suas estruturas. No entanto, a cultivar IT85F apresentou particularidades levemente
diferentes das outras cultivares, como por exemplo, um nimero mais elevado de
rearranjos estruturais para alcancar a sua convergéncia, com uma variagdo de
aproximadamente 2,5 nm no periodo de 100 ns.

Por conseguinte, temos a andlise da dindmica do RMSF (Figura 23) das

estruturas do cromossomo 4. Esse grafico permite a visualizacdo da flexibilidade de
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cada aminoacido da estrutura, permitindo uma anélise geral e pontual.

Portanto, para as caracteristicas gerais apresentadas pelas cultivares, pode-se
destacar que todos os sistemas mostraram perfis de flexibilidade semelhantes,
apresentando os maiores pontos de flutuacao localizados nas algcas dessas proteinas,
principalmente, na primeira al¢ca da estrutura, posi¢éo 18, entre a primeira beta-fita
(B1) e a segunda beta-fita (B2), e, na al¢ca da posicao 69 — 70, a qual também € o
segundo pico de flexibilidade para elas. Importante também, um olhar especial para a
Arginina conservada nessa posicao 18, a qual é presente em todas as cultivares, com
um elevado grau de flexibilidade. Outra caracteristica comum dessas proteinas, é o
Triptofano conservado na posi¢cédo 40 de todas elas e que apresenta um certo grau
elevado de flexibilidade nas estruturas da BR14, Denkitiliana e Pingo de Ouro. Mesmo
as sequéncias dessas proteinas sendo idénticas, elas ainda possuem algumas
caracteristicas individuais, como, a cultivar BR14, a qual possui seu maior pico de
flutuacdo, com seus respectivos residuos, na posicdo R-13, P-15, R-18, que formam
a regiao de positividade para a ligagdao com o 5’CAP, e o triptofano na posicéo 40,
também presente nessa regido de ligacdo. Para a cultivar Denkitiliana, os residuos de
importancia mais flexiveis nessa regido positiva de ligacdo, sao os residuos R-18, Q-
20 e 0 W-40, completamente conservados. Ja a cultivar IT85F, € a que possui maior
grau de flexibilidade entre as isoformas de V. unguiculata, apresentando os residuos
de flutuagcdo comum entre elas, na regido de positividade, R-13, R-18 e, possui uma
regido de alca, ainda mais flexivel que a primeira, composta pelos residuos Serina na
posicdo 72 e Alanina na posicao 73. Essa regido ndo carrega nenhuma mutacao
guando comparado com as outras cultivares, sendo este fenbmeno influenciado por
algum residuo da vizinhanca. Uma importante contribuicdo entropica vem da maior
flexibilidade de um sistema, o0 que consequentemente interfere caso o mesmo partisse
de interacbes com outros sistemas (ALVAREZ-GARCIA; BARRIL, 2014; AMARAL et
al., 2017). Por conseguinte, os residuos mais flexiveis da cultivar Pingo de Ouro séao,
além da Arginina na posicao 18, a P-15, Q-20, W-40 e o W-69. Por ultimo, a cultivar
Santo Inacio, contém os seguindo residuos de maior flexibilidade: R-18, Q-20, E-24,
W-69 e Q-104. No geral, esses dados de flexibilidade corroboram com o que esta
descrito na literatura, onde mostra que a estrutura das elF4E possuem um dominio
estrutural altamente estavel (ESSEGIAN et al., 2021; PAPADOPOULOS et al., 2014;
ROMAGNOLLI et al., 2021).
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Figura 23. Gréafico de RMSF do cromossomo 4. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em verde a
Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Inacio e em magenta a P. vulgaris.
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Em seguida, para corroborar com os fatos anteriores, temos as analises das
Pontes de Hidrogénio (HB) (Figura 24), na qual podemos observar uma manutengao
dessas ligacdes, em todas as cultivares. As mesmas, mantiveram um nivel de
estabilidade em relacédo a sintese e decomposicdo das pontes de hidrogénio, no

decorrer dos 100 ns.
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Figura 24. Grafico de Pontes de Hidrogénio do cromossomo 4. Representado em azul a analise da cultivar BR14,
em verde a Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Inacio e em magenta a P.

vulgaris.
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Para finalizar as analises do cromossomo 4, temos o grafico do Raio de Giro
(RG) (Figura 25). Nele, conseguimos avaliar que todas as estruturas das cultivares
desse cromossomo, ndo sofreram grandes altera¢cdes conformacionais, sendo a sua

forma inicial muito similar & sua forma final, de convergéncia estrutural, com uma
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variacdo de no maximo 0,075nm. Ademais, todas as isoformas mostraram um nivel
elevado de compactacdo, em comparagao com a estrutural inicial, corroborando com

os graficos anteriores, de uma estabilidade elevada das estruturas.

Figura 25. Gréfico de Raio de Giro do cromossomo 4. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em verde a
Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Indcio e em magenta a P. vulgaris.
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Seguidamente, as avaliacdes das dindmicas do cromossomo 7, comecando
pelo grafico do RMSD (Figura 26). A partir do mesmo, podemos observar que todas

as cultivares desse cromossomo, alcangaram um nivel de convergéncia estrutural, por
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volta dos 50 ns, como as do cromossomo 4. Entretanto, diferentemente das isoformas
anteriores, as isoformas BR14 e S| do cromossomo 7, tiveram um grau mais elevado

de rearranjos estruturais para conseguir se convergir.

Figura 26. Grafico de RMSD do cromossomo 7. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em verde a
Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Inacio e em magenta a P. vulgaris.
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Logo apés, o grafico das analises do RMSF (Figura 27). De modo geral, as
cultivares do cromossomo 7, se mostraram mais flexiveis que as do cromossomo 4,
as quais apresentam 4 regioes de alta flexibilidade acima de 0,4 nm, enquanto, as
cultivares do cromossomo 7, apresentam 6 regibes. Assim como as cultivares
anteriores, essas estruturas apresentam seus pontos de maior flutuacdo nas algas,
principalmente, entre a primeira e a segunda beta-fita (B1) e (B2), respectivamente.
Essas isoformas, também compartilham algumas regides de pico de flexibilidade entre
si, como, a Glutamina na posicao 18, presente em todas essas estruturas e, a Lisina
na posicao 15, com elevada flexibilidade nas cultivares IT85F, PO e Sl. Mas,
diferentemente do cromossomo anterior, a estrutura mais flexivel do cromossomo 7 é

a cultivar BR14, a qual possui seus picos de flexibilidade nas posi¢oes K-17, Q-18, E-
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69 e E-72, que é o residuo com o maior grau de flutuacdo dessa estrutura. Em
seguida, a isoforma da cultivar Denkitiliana, mostrou-se com elevada flexibilidade,
principalmente nos pontos Q-18, W-68, Q-106 e E-111. Apds, a isoforma do
cromossomo 7 da IT85F, mostrou-se como uma das estruturas menos flexiveis entre
todas, em contrapartida com a isoforma do cromossomo 4, e, possui Seus pontos mais
flexiveis nas posicdes K-15, Q-18, Q-52 e W-68. Seguidamente, a cultivar Pingo de
Ouro, tem seus pontos de maior flexibilidade nas posi¢des K -15, Q-18, W-22 e W-68.
Por fim, a isoforma da cultivar Santo Inacio, possui pontos de maior flutuacdo nas
posicoes K-15, Q-18, K-49 e W-68.

Figura 27. Gréafico de RMSF do cromossomo 7. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em verde a

Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo In&cio e em magenta a P. vulgaris.
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Prontamente, as analises das Pontes de Hidrogénio (HB) das isoformas do
cromossomo 7, podem ser observadas no grafico abaixo (Figura 28). A partir do
mesmo, pode-se avaliar que essas isoformas, assim como as anteriores, apresentam
um grau de estabilidade em relacdo as pontes de hidrogénio e, tiveram uma geral

conservacao da quantidade dessas ligacdes, em meio aos processos de sintese e
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decomposicdo das mesmas, ao longo de 100 ns. No entanto, uma caracteristica
comum nas isoformas do cromossomo 7, é um numero global maior de pontes de

hidrogénio, quando comparadas as isoformas do cromossomo 4.

Figura 28. Grafico de Pontes de Hidrogénio do cromossomo 7. Representado em azul a andlise da cultivar BR14,
em verde a Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Inacio e em magenta a P.

vulgaris.
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Para concluir, tem-se o grafico dos Raios de Giro (RG) das isoformas do

cromossomo 7 (Figura 29). Com base nele, avalia-se que todas as estruturas das



58

cultivares, ndo apresentaram grandes variacbes até alcancar a sua forma mais
estavel, de convergéncia estrutural. E, assim como as isoformas do cromossomo
anterior, apresentam um maior grau de compactacdo, quando comparadas a sua
estrutura anterior, com uma variagdo menor que 0,05 nm, validando assim, a

estabilidade das estruturas, em concordancia com as analises anteriores.

Figura 29. Gréfico do Raio de Giro do cromossomo 7. Representado em azul a anélise da cultivar BR14, em verde a

Denkitiliana, em vermelho a IT85F, em turquesa a Pingo de Ouro, em laranja a Santo Inacio e em magenta a P. vulgaris.

1,6

1,45 —

® Bru4

' Denkitiliana

@ IT85F

Pingo de Ouro
¢ Santo Inacio
@ Phaseolus vulgaris
1 ,4 T I T [ T [ T | T
0 20 40 60 80 100
Tempo (ns)

Para finalizar a etapa das dindmicas, as isoformas mais recentes do
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cromossomo 6, também foram submetidas as analises da dindmica molecular.
Comecgando assim, pela avaliacdo do RMSD (Figura 30) das estruturas do
cromossomo 6, das cultivares BR14, IT85F e Santo Inacio, pois, sdo as unicas que
apresentam tais isoformas nessa regido gendmica, além da Phaseolus vulgaris,
utilizada a fim de comparacéo. Baseado no grafico, pode-se observar que as recentes
isoformas, assim como as anteriores, alcangam suas respectivas convergéncias
estruturais, principalmente apdos os 50 ns, com possiveis perdas de cadeias laterais,
mas sem exacerbadas modificacdes, confirmando assim, a qualidade dos modelos

tedricos preditos.

Figura 30. Gréafico de RMSD do cromossomo 6. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em vermelho a
IT85F, em laranja a Santo Inacio e em magenta a P. vulgaris.
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Em seguida, foi realizada a dinamica do RMSF das estruturas do cromossomo
6, como mostra o grafico abaixo (Figura 31). Embasado nele, podemos verificar
algumas caracteristicas comuns entre elas, como, o triptofano conservado em todas,
na posicédo 68, o qual, possui uma certa flexibilidade, mas levemente abaixo de 0,4

nm. De modo geral, essas isoformas sdo mais rigidas que as anteriores,
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demonstrando apenas 1 regidao de pico de flexibilidade maior que 0,4 nm. Com
exececao da IT85F, a qual pode ser considerada a cultivar mais flexivel dentre essas,
com uma segunda regido de pico, levemente mais alta que 0,4 nm, na posi¢cao 89,
ocupada por um residuo de Lisina. Portanto, para as caracteristicas individuais, a
BR14 possui seus residuos flexiveis de maior importancia, nas seguintes posicoes: K-
18, A-20 e W-68, a IT85F nas posi¢des K-18, D-20/E-21, W-68 e K-89. Ja a Santo
Inacio, pode ser considerada a mais rigida dentre todas, possuindo seus pontos de
maior flexibilidade nas posi¢cdes Q-19, sendo esse 0 maior pico dentre todas desse
cromossomo, e, o triptofano na posicao 68. Baseado nesses resultados, as isoformas
do cromossomo 6, provavelmente, ndo se ligam facilmente a outras moléculas, em
virtude da rigidez das suas estruturas, pois, a flexibilidade das proteinas permite que
elas adotem mudltiplas conformacdes, o que € crucial para a ligacdo, em vista que,
proteinas mais flexiveis podem se ajustar melhor & forma do ligante, facilitando o
encaixe no sitio de ligacdo (AMARAL et al., 2017).

Figura 31. Gréfico de RMSF do cromossomo 6. Representado em azul a anélise da cultivar BR14, em vermelho a

IT85F, em laranja a Santo Indcio e em magenta a P. vulgaris.
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A seguir, as andlises das Pontes de Hidrogénio (HB) das isoformas do
cromossomo 6 (Figura 32). No geral, as isoformas mostraram uma estabilidade na
manutencao dessas ligacdes, no decorrer dos 100 ns, com uma leve diminuicdo do
numero de HB nas cultivares BR14 e SI, e, um leve aumento na IT85F. Quando
compradas as isoformas dos cromossomos anteriores, essas demonstram mais
pontes de hidrogénio que as isoformas do cromossomo 4, entretanto, menos que as

isoformas do cromossomo 7.

Figura 32. Gréfico das Pontes de Hidrogénio do cromossomo 6. Representado em azul a analise da cultivar BR14,
em vermelho a IT85F, em laranja a Santo Indcio e em magenta a P. vulgaris.
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Por fim, tem-se as analises do Raio de Giro (RG) dessas isoformas mais
recentes (Figura 33). Assim como as isoformas anteriores, as do cromossomo 6 néo
apresentaram grandes modifica¢des estruturais nos 100 ns, demonstrando um maior
nivel de compactacdo das suas estruturas finais, em comparacdo com a suas
estruturas iniciais. Com excecdo da cultivar Santo Inacio, a qual demonstrou um
comportamento de expansdao da sua estrutura, com uma variacdo de
aproximadamente 0,05 nm, em contrapartida com a sua menor flexibilidade

evidenciada anteriormente.

Figura 33. Gréfico do Raio de Giro do cromossomo 6. Representado em azul a analise da cultivar BR14, em

vermelho a IT85F, em laranja a Santo Incio e em magenta a P. vulgaris.
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4.5 Perfil de Superficie Eletrostatica

O ultimo parametro observado nesse estudo, foi a analise das cargas
eletrostaticas superficiais, das cultivares de Vigna unguiculata. Dessa forma,
caracteristicas individuais de cada cromossomo e, caracteristicas comuns entre as
isoformas de diferentes cromossomos, foram notadas. Uma dessas caracteristicas
globais observadas, foi um bolsdo de cargas positivas no sitio de ligacdo com a regido
5" CAP do mRNA, caracteristica essa, comum para todas as isoformas do fator elF4E,
com excecgao das isoformas do cromossomo 6, apresentadas pelas cultivares BR14,
IT85F e SlI, as quais, apresentaram cargas superficiais mais negativas. Entretanto, as
isoformas do cromossomo 7, apesar de apresentar a regido de maior positividade, tem
um total de cargas superficiais negativas, maior que as do cromossomo 4. Esse bolsdo
de positividade, apresentado pela maioria das isoformas, € um importante fator para
a ligacdo com o mRNA, pois, essa estrutura € carregada negativamente e, com o
auxilio das estruturas ribossomais, esse agrupamento geralmente segue o potencial
eletrostatico positivo ao longo da superficie da proteina (STEITZ, MOORE, 2003;
VARANI; NAGAI, 1998). Outra caracteristica notada, foi o total de cargas superficiais
apresentadas pelas isoformas do cromossomo 6, as quais tem uma negatividade
superior as suas cargas positivas, apresentando um bolséo negativo.

Portanto, para uma visdo mais minuciosa das caracteristicas de cada isoforma,
por cromossomo respectivo, primeiramente as isoformas do cromossomo 4. As
isoformas desse cromossomo, apresentaram caracteristicas comuns nos seguintes
residuos de elevada positividade, presente nas regides dos bolsdes: R18, R83, R119,
P53, P55, K79, K85, K86 e F120, além dos seu triptofanos de importancia,
conservados nas posicbes W69 e W128, que mesmo com as suas cargas mais
negativas, auxiliam nas ligacées com o 5’CAP. Assim, para as individualidades de
cada isoforma, na estrutura do cromossomo 4 da BR14 (Figura 34), pode-se observar
uma regido altamente positiva, que contém, além dos residuos comuns falados
anteriormente, os residuos R12, R13, R48, R66, R130 e P15.
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Figura 34. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 4 da
cultivar BR14. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de positividade

representado no circulo verde.

Por conseguinte, a estrutura do cromossomo 4 da cultivar Denkitiliana (Figura
35). Além dos residuos comuns entre as cultivares, nessa regido de elevada

positividade, essa isoforma apresenta o residuo R13, assim como a BR14.
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Figura 35. Residuos de destaque para a diferenciacio e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 4 da

cultivar Denkitiliana. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de positividade

representado no circulo verde.

Apos, a estrutura do cromossomo 4 da cultivar IT85F (Figura 36). Observa-se
uma disposi¢cdo menor de cargas positivas ao redor da superficie da proteina, em
comparacdo com as cultivares anteriores, entretanto, ainda assim essa isoforma
possui a sua regido de maior positividade, apresentando os residuos R66 e P15 como

caracteristica adicional dessa regiéo.
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Figura 36. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 4 da

cultivar IT85F. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsao de positividade

representado no circulo verde.

Em seguida, a disposicao superficial das cargas do cromossomo 4 da cultivar
Pingo de Ouro (Figura 37). Nota-se, que essa isoforma segue o padréo de disposi¢ao
de cargas desse cromossomo, com uma superficie eletrostatica de elevada
positividade, com a sua regido do bolsdo possuindo os residuos R12, R13, além dos

residuos comuns das isoformas desse cromossomo.
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Figura 37. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 4 da

cultivar Pingo de Ouro. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de

positividade representado no circulo verde.

Por fim, as cargas superficiais do cromossomo 4 da cultivar Santo Inacio
(Figura 38). Seguindo o mesmo padrdo, com o seu bolsdo nos residuos comuns e
possui R12, R13, P15 e P67, como caracteristica a mais dessa regiao.
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Figura 38. Residuos de destaque para a diferenciacio e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 4 da

cultivar Santo Inacio. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de

positividade representado no circulo verde.

Para dar continuidade, as isoformas do cromossomo 7, as quais apresentam
nos seus bolsdes de positividades, residuos comuns como: R87, R121 e K126, e os
seus triptofanos de importancia na posicdo W22. Possuem também, na posi¢ao 16,
um Prolina fazendo parte dessa regido, com excecao da cultivar BR14. Outra excecao
nessa regido de positividade, € na posi¢cdo 78, onde as cultivares apresentam uma
Lisina de importancia para essa regido, menos a cultivar Santo Incio. Essa cultivar,
compartilha de uma caracteristica nica com a cultivar Pingo de Ouro, apresentando
um Triptofano de importancia no bolsdo de positividade, na posicédo 68. Entdo, para
as caracteristicas individuais, tem-se a cultivar BR14 (Fgura 39). Essa estrutura,
possui um volume global de cargas negativas maior que as isoformas do cromossomo
4, entretanto, possui também, embora néo tdo positiva quanto a isoforma do
cromossomo anterior, uma regido de positividade, sendo formada pelos residuos,
além dos compartilhados, comentados anteriormente, K17, P71 e um Triptofano na

posicéo 123.
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Figura 39. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 7 da
cultivar BR14. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de positividade

representado no circulo verde.

Por conseguinte, a isoforma do cromossomo 7 da cultivar Denkitiliana (Figura
40). Essa cultivar, além dos residuos comuns, compartilha dos residuos K17 e W123

em seu bolsdo, como a BR14.
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Figura 40. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 7 da
cultivar Denkitiliana. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de positividade
representado no circulo verde. Por motivos técnicos essa modelagem foi feita usando o pardmetro “QuickSurf” em

contrapartida das outras representagdes eletrostaticas que foram representadas no “Surf”.

Logo apos, as cargas superficiais do cromossomo 7 da cultivar IT85F (Figura
41). A qual, possui também, o W123, além de uma Lisina na posi¢éo 156 e uma Prolina

na posi¢ao 66, compondo sua regido de elevada positividade.
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Figura 41. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 7 da

cultivar IT85F. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsao de positividade

representado no circulo verde.

A sequir, a estrutura do cromossomo 7 da cultivar Pingo de ouro (Figura 42).
Essa isoforma, como dito anteriormente, compartilha com a cultivar SI, um Triptofano
da posicdo 68 de alta positividade, comp&em também, os seguintes residuos: K15,
K17 e K156.
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Figura 42. Residuos de destaque para a diferenciacio e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 7 da

cultivar Pingo de Ouro. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de

positividade representado no circulo verde.

Para finalizar as estruturas desse cromossomo, a isoforma da cultivar Santo
Inacio (Figura 43). Essa isoforma, além do seu W68, comporta também um Triptofano
na posicdo 9, Prolina na posicdo 66 e Lisina na posi¢cdo 67, como caracteristicas

Gnicas da sua regido de elevada positividade.
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Figura 43. Residuos de destaque para a diferenciacao e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 7 da
cultivar Pingo de Ouro. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de

positividade representado no circulo verde.

Para concluir, as isoformas do cromossomo 6, que apresentam nos seus
bolsdes de positividade, os residuos comuns R120, R122, K18 e K123, e 0s seus
triptofanos de importancia nas posicées W22 e W68. Iniciando com a cultivar BR14
(Figura 44), que apresenta como caracteristica individual, os residuos adicionais: R85
e W127 na sua regido de positividade, mas, ainda possui uma distribuicdo de cargas

negativas superficiais, elevadamente maior que as cargas positivas.
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Figura 44. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 6 da

cultivar BR14. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de positividade

representado no circulo verde e a regido de alta negatividade no circulo amarelo

Logo apés, a isoforma do cromossomo 6 da cultivar IT85F (Figura 45).

Figura 45. Residuos de destaque para a diferenciacéo e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 6 da

cultivar IT85F. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de positividade
representado no circulo verde e a regido de alta negatividade no circulo amarelo
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Em concluséo, a isoforma do cromossomo 6 da cultivar Santo Inécio (Figura
46).

Figura 46. Residuos de destaque para a diferenciaco e perfil de superficie eletrostatica do cromossomo 6 da

cultivar Santo Inacio. Em azul os residuos com carga positiva e em vermelho os com carga negativa. O bolsdo de

positividade representado no circulo verde e a regido de alta negatividade no circulo amarelo
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5. CONCLUSAO

Em suma, este trabalho obteve resultados promissores sobre as isoformas de
elF4E presentes no genoma de Vignha unguiculata. As analises revelaram informacoes
importantes sobre a localizacdo cromossdmica e assinaturas moleculares das elFAE.
As isoformas do cromossomo 4 mostraram uma elevada similaridade estrutural entre
si, caracterizadas por bolsdes de positividade e sitios de flexibilidade, sugerindo que
sao potenciais alvos para estudos de ligacdo com a regido 5'CAP do mRNA, sendo
as cultivares BR14, IT85F e PO, alvos promissores para estudos de susceptibilidade
nessa regiao, e, a cultivar SI, um promissor alvo de resisténcia, em virtude da sua
baixa flexibilidade.

No cromossomo 7, observou-se um aumento nas cargas superficiais negativas
em relacdo ao cromossomo 4, com bolsdes de positividade e flexibilidade em
residuos-chave como W68 e K15, favorecendo o reconhecimento e a ligacdo com o
5'CAP. Nesse cromossomo, promissores alvos de estudos para a susceptibilidade de
ligacdo com a regido 5'CAP, sdo as cultivares BR14, DEN e SI, com sua elevada
flexibilidade nessa regiao de ligacao, e, para estudos de resisténcia, a cultivar IT85F,
em virtude da sua maior rigidez e distribuicdo de cargas negativas na superficie da
proteina.

Ja as 3 isoformas do cromossomo 6, apresentaram as cargas negativas mais
elevadas e uma menor regido de positividade, sendo mais rigidas, mas com
flexibilidade conservada no triptofano W68, o que as torna promissoras para estudos
de resisténcia a ligacdo com o 5'CAP ou interacdes com elF4G.

Em resumo, este estudo mostrou que as isoformas do elF4E de V. unguiculata,
distribuidas nos cromossomos 4, 6 e 7, possuem caracteristicas estruturais unicas
gue podem influenciar na sua capacidade de interagdo com componentes essenciais
da traducéo, como a regido 5'CAP e o elF4G. Essas diferencgas estruturais podem ter
implicagbes no desenvolvimento de resisténcia a patégenos e no aprimoramento da
resposta ao estresse em plantas, além de fornecer uma base solida para futuros
estudos sobre a funcionalidade e adaptacao evolutiva dessas proteinas. Os resultados
gerados contribuem para a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia e na regulacdo da traducdo em plantas, oferecendo potenciais alvos para

biotecnologia e melhoramento genético.
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APENDICES

Figura Suplementar 1. Validagdo do modelo do cromossomo 4 da cultivar BR14. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran

do melhor modelo.
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Figura Suplementar 2. Validacdo do modelo do cromossomo 4 da cultivar DEN. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 3. Validacdo do modelo do cromossomo 4 da cultivar IT85F. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.

Local model quality

A)

JSmol

= ] Xray [=5= Ramachandran Plot
) L D) o Sales
R




92

Figura Suplementar 4. Validagdo do modelo do cromossomo 4 da cultivar PO. A) Gréafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 5. Validagdo do modelo do cromossomo 4 da cultivar SI. A) Gréafico de cobertura de sequéncia
B) Representacéo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran do melhor
modelo.
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Figura Suplementar 6. Validacdo do modelo do cromossomo 7 da cultivar BR14. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 7. Validagdo do modelo do cromossomo 7 da cultivar DEN. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 8. Validacdo do modelo do cromossomo 7 da cultivar IT85F. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 9. Validagdo do modelo do cromossomo 7 da cultivar PO. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.

Local model quality

A)

] Xray Ramachandran Plot
. NR D) saves
"o

200 00 600 800
Number of residues




98

Figura Suplementar 10. Validagdo do modelo do cromossomo 7 da cultivar SI. A) Gréafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 11. Validacdo do modelo do cromossomo 6 da cultivar BR14. A) Gréafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 12. Validacdo do modelo do cromossomo 6 da cultivar IT85F. A) Grafico de cobertura de
sequéncia B) Representacdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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Figura Suplementar 13. Validagdo do modelo do cromossomo 6 da cultivar SI. A) Gréfico de cobertura de
sequéncia B) Representagdo tridimensional do melhor modelo C) Z-score do melhor modelo, D) Gréafico de Ramachandran
do melhor modelo.
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