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RESUMO

Os tripanossomatideos séo caracterizados por processos moleculares diferenciados
como a transcricdo policistrbnica e regulacdo pds-transcricional da expressao
génica. Em mamiferos, a traducdo se inicia com a ligacdo do complexo elF4F
(formado pelos elF4A, elF4E e elF4G) a extremidade 5 dos mRNAs, o que facilita
seu reconhecimento pelo ribossomo. A atividade do elF4F é reforcada pela proteina
de ligacdo a cauda poli-A (PABP), na extremidade 3’ dos mRNAs, que interage com
o elF4G. Dois complexos do tipo elF4F foram identificados em tripanossomatideos:
o primeiro formado pelos EIFAG3, EIF4AE4 e EIF4Al com a PABP1; e um outro
baseado na interacdo do EIF4G4 com o EIF4E3 e o EIF4AL. Este trabalho buscou
caracterizar as interagdes entre as subunidades destes complexos e sua associagcéo
com PABPs de Leishmania, avaliando o efeito de mutacées em motivos especificos.
Proteinas recombinantes foram geradas fusionadas a GST e avaliadas quanto a sua
habilidade de interagir com parceiros marcados radioativamente em ensaios do tipo
pull-down. Para o EIF4G3, mutacdes individuais em dois residuos vizinhos (I8A e
R9A), afetaram a interagdo com o EIF4E4 e a mutacdo de ambos os residuos
equivalentes do EIF4G4 (IL25-26AA) também impediu sua ligacdo ao EIF4E3,
sugerindo um motivo comum para a ligacdo aos seus parceiros. As proteinas
EIF4E3 e EIF4E4 foram avaliadas quanto a capacidade de interagir com a PABP2 e
PABP1 respectivamente, e mutacdes em motivos conservados nas regiées N-
terminais dos EIF4E (Boxes A, B e C) aboliram sua interacdo com os homélogos da
PABP. Para identificar que regides da PABP1 estdo relacionadas as interagcdes com
o parceiro EIF4E4, foram obtidas proteinas PABP1 mutantes em motivos
conservados e observou-se que a mutacdo no motivo TGM, C-terminal, aboliu sua
interacdo com o EIF4E4. Com estas abordagens conseguiu-se avancar na definicao
das interacdes entre as referidas subunidades do elF4F e PABP, identificando-se
diferencas relevantes em relagéo a outros eucariotos.

Palavras-chave: Leishmania sp., complexo EIF4F e PABP, interagao proteica.
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ABSTRACT

The trypanosomatids are characterized by unique molecular processes such as
polycistronic transcription and post-transcriptional regulation of gene expression and
differential mMRNA processing and possibly translation. In mammals, translation
begins with the binding of the elF4F complex (formed by elF4A, elF4E and elF4G) to
the 5 'end of the mMRNAs, facilitating its recognition by the ribosome. elF4F activity is
enhanced by its binding to the poly A binding protein (PABP), bound to the 3 'end of
the mRNAs, which interacts with elF4G. Two elF4F-like complexes were identified in
trypanosomatids: one formed by EIF4G3, EIF4E4 and EIF4AlI with PABP1 and
another based on the interactions between EIF4G4, EIF4E3 and EIF4A1l. This study
aimed to characterize the interactions between the subunits of these complexes, as
well as their association with Leishmania PABPSs, evaluating the effect of mutations in
specific motifs. Recombinant proteins fused to GST were generated and evaluated
for their ability to interact with radioactive partners through pull-down assays.
Individual mutations in two neighboring residues in EIFAG3 (I8A and 9A) impaired its
interaction with EIF4E4 and simultaneous mutations in two equivalent residues in
EIF4G4 (IL25-26AA) also prevented its binding to EIF4E3, suggesting a common
binding motif mediating these interactions. The EIF4AE3 and EIF4E4 proteins were
assayed for their ability to interact with PABP2 and PABP1 respectively, and
mutations in motifs within their N-terminal regions (A, B and C) abolished their
interaction with the PABP partners. To identify which region of PABP1 mediates its
interactions with EIF4AE4, PABP1 mutants were generated and a mutation targeting
the conserved TGM motif, within its C-terminus, abolished its interaction with EIF4E4.
With these approaches a significant improvement in the definition of the interactions
between the elF4F subunits and PABPs was achieved, identifying relevant
differences in comparison with other eukaryotes.

Keywords: Leishmania sp., EIF4F complex and PABP, protein interaction.
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1 INTRODUCAO

A familia Tripanosomatidae € formada por nove géneros de parasitas
obrigatérios, com destaque para os géneros Trypanosoma e Leishmania. Estes
protozoarios apresentam uma organizacdo gendmica, estruturas celulares e
processos hiologicos semelhantes, contudo se destacam por apresentarem
mudancas morfoldgicas significantes durante seu ciclo de vida, visto que habitam
dois diferentes hospedeiros, 0 homem e insetos vetores. As principais doencas
humanas causadas por estes protozoarios sdo as tripanossomiases, doenca de
Chagas e doenga do Sono, e as diversas formas de leishmanioses, sendo causados
respectivamente pelo Trypanosoma cruzi, T. brucei e varias espécies do género

Leishmania.

Os tripanossomatideos sao eucariotos que apresentam particularidades
guanto a sua expressao génica. Seus genes estao presentes em grandes blocos nos
cromossomos que sao transcritos em RNAs policistrénicos, e apds processamento
por trans-splicing geram mRNAs monocistrénicos que séo transportados do nucleo
para o citoplasma, para serem utilizados na sintese de proteinas ou traducdo. A
regulacdo da expressdo génica nestes protozoarios é pos-transcricional, ocorrendo
em pequeno percentual via processamento (estabilidade/degradacédo dos mRNAS).
Mecanismos durante e/ou apds o processo de sintese de proteinas devem constituir

0s principais alvos para controle da expressao génica nestes protozoarios.

A traducdo € um importante e complexo mecanismo que € imprescindivel a
todos os seres vivos. Em eucariotos, este processo pode ser dividido em quatro
etapas: iniciagdo, alongamento, terminacdo e reciclagem dos ribossomos. A etapa
submetida a maior regulacdo e controle é a iniciacdo da traducédo, processo em que
participam os fatores de iniciacao eucarioticos (elFs — Eukariotic Initiation Factors). A
iniciacdo da traducdo comeca entdo com a formacao do complexo elF4F, constituido
pelas subunidades elF4E (proteina que se liga ao cap dos mRNAs na sua
extremidade 5’), elF4A (RNA helicase) e elF4G (proteina mantenedora do complexo
que interage com elF4E e elF4A). O principal papel do complexo elF4F é fazer o
reconhecimento dos mRNAS e mediar sua associacdo com 0s ribossomos, para a
formacao do complexo 48S e dar andamento a traducao. Nesse contexto o elF4F

participa de interagBes criticas com o complexo elF3 (interacdo mediada pelo
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elF4G), que faz a conexdo entre a subunidade menor ribossomal e 0 mMRNA, e com
a PABP (proteina de ligacdo a cauda poli-A) que promove a circularizacdo do mRNA

durante o processo de traducao.

O processo de iniciacdo da traducdo em tripanossomatideos € o foco da
pesquisa realizada pelo grupo de pesquisa no qual esse projeto de mestrado esta
inserido. Andlises prévias identificaram diferentes homologos de subunidades de
elF4F e diferentes homologos de PABP conservados em todas as espécies destes
protozoarios: cinco homologos de elF4G (EIF4AG1 a 5), seis de elF4E (EIF4ELl a 6),
dois de elF4A (elF4Al e Alll) e dois de PABP (PABP1 e 2, com a PABP3 so
encontrada no género Leishmania). Ensaios de interacdo proteina-proteina
demonstraram a formacéo de dois complexos do tipo elF4F associados ao processo
de traducdo: EIFAG3/EIF4AE4/EIF4Al, interagindo ainda com a PABPI1,
EIFAGA4/EIFAE3/EIF4AL.

Algumas das interacdes entre os fatores de traducao de tripanossomatideos
citados ocorrem em dominios similares aos descritos para outros eucariotos, como
por exemplo, a interacdo do EIF4G3 com o EIF4AIl. Entretanto, existem diferencas
no processo de iniciacdo da tradugcdo em relacdo aos eucariotos, e uma evidéncia
disso foi a constatacdo que o EIF4E4 interage com a PABP1, representando a
primeira descricdo de interacdo direta entre homologos de elF4AE e PABP. Dados
nao publicados indicam ainda que esta interacdo é mediada pela regido C-terminal
da PABP1 que interage com motivos presentes da regido N-terminal do EIF4E4 (e
também do EIF4E3). Experimentos utilizando proteinas mutantes em L. infantum
confirmaram que a interacdo entre o EIF4E4/PABP1 é mais importante para
viabilidade celular que a interacdo EIF4E4/EIF4G3, reforcando as diferencas no

processo de traducao destes protozoarios.

Dentro deste contexto, a proposta deste trabalho foi a de estudar os motivos
envolvidos na interacdo entre as proteinas EIFAE4/EIFAG3, EIF4E3/EIFAG4 e
PABP1/EIF4E4, assim como confirmar se hé interacdo entre a proteina EIF4AE3 com
homélogos de PABP e identificar os dominios envolvidos nesta interagdo. Espera-se
gue a compreensdo do modo de interacdo entre as proteinas permita avancar no
conhecimento sobre o processo de iniciagdo da traducdo, uma etapa critica de um

dos principais processos biolégicos encontrados nos seres Vvivos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Trypanosomatidae

Os tripanossomatideos sdo organismos unicelulares flagelados que incluem
parasitas intra e extracelulares e pertencentes a ordem Kinetoplastida. S&o
representados por nove géneros distintos, classificados de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas bem como sua interacdo com seus hospedeiros.
(SZOOR et al., 2010). Estes protozoarios possuem uma organiza¢do gendmica,
estruturas celulares, e processos bioldégicos semelhantes, porém apresentam
diferencas morfoldgicas significantes em seu ciclo de vida, visto que habitam nichos
biolégicos diferentes e séo transmitidos por diferentes insetos vetores (STUART et
al.,, 2008). Além dessas caracteristicas, a sua organela mais marcante é o
kinetoplasto, 0 DNA mitocondrial dos kinetoplastideos, denominado kDNA, presente
nas suas mitocéndrias Unicas (POVELONES, 2014).

Nos tripanossomatideos destacam-se 0s genéros Leishmania e
Trypanosoma, sendo responsaveis por enfermidades de importancia médica e
veterinaria causando doencas de grande impacto mundial, tais como as varias
formas de Leishmaniose (Leishmania sp.), a Doenca de Chagas (Trypanosoma
cruzi) e a Doenca do Sono (Trypanosoma brucei) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2010). O tratamento dessas doencas ainda é insatisfatorio em termos de
seguranca e eficicia, o que contrasta fortemente com as necessidades terapéuticas
das pessoas que se encontram em situacdo de risco, com o numero de pacientes

afetados e o de mortes associadas (FLOHE, 2012).

2.2 O género Leishmania e as Leishmanioses

O género Leishmania é formado por um grupo de protozoarios que possui
mais de 20 espécies patogénicas, onde a manifestacdo clinica da doenca que
provocam ir4 depender, dentre outros aspectos, da espécie infectante, variando
desde lesdes simples de pele que podem regredir por cura espontanea, passando
por lesBes desfigurantes das mucosas, até a forma mais grave da doenga,

acometendo as visceras, que é letal (SCHELTEMA et al., 2010). As espécies
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pertencentes a este género podem ainda ser divididas em dois subgéneros, o
Leishmania (Leishmania), encontrado no Velho e Novo Mundo e o Leishmania
(Viannia), presente apenas no Novo Mundo. Estes sub-géneros foram divididos de
acordo com o local de desenvolvimento do parasita no interior do intestino do

mosquito flebotomineo vetor (hospedeiro invertebrado) (BATES, 2007).

A Leishmaniose é transmitida para o hospedeiro vertebrado por cerca de 30
espécies diferentes de fémeas de flebotomineos, insetos hematéfagos da familia
Psychodidae e ordem Diptera. Os vetores flebotomineos que foram
comprovadamente associados a infeccdo por espécies do género Leishmania
pertencem aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo)
(Figura 1) (KATO et al., 2010).

Figura 1 - Vetores invertebrados da Leishmaniose

Fonte: Vectorbase (2014).
Nota: Figura 1A. Phlebotomus. Figura 1B. Lutzomya.

Durante seu ciclo de vida os protozodarios do género Leishmania possuem
duas formas evolutivas principais, sendo uma aflagelada ou amastigota, observada
nos tecidos dos hospedeiros vertebrados em células do sistema fagocitico
mononuclear, e outra flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor (BRASIL, 2010). A forma promastigota compreende células alongadas
gue possuem um flagelo livre emergindo da sua regido anterior. O nucleo é Unico e
esférico, variando bastante quanto a sua posi¢ao. O tamanho da forma promastigota
varia muito, mesmo dentro da mesma espécie, de 1,5 a 3 um de largura e 16 a 40
um de comprimento incluindo o flagelo, que é muitas vezes maior do que o corpo
celular (Figura 2A) (LACOMBLE, 2012). J4 a forma amastigota apresenta-se ovoide
ou arredondada, com um unico nucleo semelhante ao encontrado na forma

promastigota que geralmente fica disposto em um dos lados da célula. Nao possui
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flagelo aparente, apenas um rudimentar associado a bolsa flagelar, e seu tamanho
varia entre 3 a 6,5 um de comprimento e 1,5 a 3um de largura, dependendo da
espécie (Figura 2B) (NEVES, 2011; SCHMIDT; ROBERTS, 2009).

Figura 2 - Formas evolutivas da Leishmania

Fonte: Fundagéo Oswaldo Cruz (2015a, 2015b) .

Nota: Figura 2A. Formas amastigotas encontradas parasitando os macréfagos do
hospedeiro vertebrado. Figura 2B. Formas promastigotas encontradas no tubo
digestivo do hospedeiro invertebrado.

2.2.1 Distribuicdo da Leishmaniose

A Leishmaniose ocupa a nona posicdo entre as doencas infecciosas
individuais, no entanto, ela ainda nao é tratada como prioridade pelas politicas de
salde publicas (HOTEZ et al., 2006; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).
A doenca apresenta uma incidéncia anual de cerca de 1 a 1,5 milhdes de casos para
as variedades de leishmaniose cutanea e de 500 mil para a forma visceral, afetando
12 milhdes de pessoas em diferentes paises do mundo, incluindo o Brasil (ALVAR et
al., 2012). Aproximadamente 350 milh6es de pessoas vivem em area de risco,
sendo a doenca endémica no norte da Africa, Oriente Médio, regides da Europa,

América Central e do Sul.

Estima-se que mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorre em
seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo e Suddo do Sul (GRIENSVEN;
DIRO, 2012). Nos casos de leishmaniose cutdnea aproximadamente 95% ocorrem
nas Américas, Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central (ALVAR et al.,
2012) e mais de dois tercos dos novos casos aparecem em seis paises:
Afeganistao, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird e Siria. Ja a leishmaniose mucocutanea,

forma mais severa da leishmaniose cutdnea, € mais encontrada na América do Sul,
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onde aproximadamente 90% dos casos ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru
(ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014).

Com relacdo a leishmaniose cutdnea no Brasil, foram registrados casos
autoctones em todas as unidades federadas do pais. No periodo de 1991 a 2010, a
regido Norte contribuiu com o maior numero de casos (36,4 casos por 100.000
habitantes) seguida das regides Centro-oeste (36,5 casos por 100.000 habitantes) e
Nordeste (19,9 casos por 100.000 habitantes). No caso da leishmaniose visceral, no
Brasil, no periodo entre 2006 e 2010 foram registrados 18.168 casos e em 2010, a
regido Nordeste representou 47,1% dos casos, seguida pelas regides Norte (18,0%),
Sudeste (17,8%), Centro-Oeste (8,6%) e Sul (0,1%). Atualmente, ambas estao

distribuidas em 21 Unidades Federadas, atingindo as cinco regides brasileiras.

2.2.2 Ciclo biolégico da Leishmania

O ciclo biolégico do parasita Leishmania se inicia com a infeccdo dos
hospedeiros vertebrados, pelas formas promastigotas infectantes (metaciclicas)
geradas ap0s o repasto sanguineo das fémeas do inseto vetor. Estas formas
metaciclicas se utilizam de mecanismos que permitem resistir a acdo de elementos
do soro, principalmente do complemento. Por outro lado, algumas de suas
moléculas de superficie agem facilitando a adesédo do parasito e a sua endocitose
pelos macrofagos. Apoés interiorizacdo, o macréfago promove a formacdo do
fagolisossomo e o0 parasito adapta-se as condicbes do novo ambiente,
transformando-se na forma amastigota, capaz de desenvolver-se e multiplicar-se no
meio acido do vacuolo digestivo. Apds sucessivas multiplicacdes por divisdo binaria
simples, os amastigotas sdo liberados pelo rompimento da célula hospedeira e
fagocitados por outros macrofagos. A infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre
pela ingestao das formas amastigotas durante o repasto sanguineo em individuo ou
animal infectado. No inseto, os parasitas se transformam novamente em
promastigotas e podem ser encontrados em processo de multiplicacdo, aderidos a
parede intestinal ou livres no limen. As formas metaciclicas infectantes podem ser
encontradas livres ou aderidas na porcao anterior do aparelho bucal do inseto. A

fémea do inseto, ao se alimentar novamente, inocula no hospedeiro vertebrado as
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formas infectantes, permitindo assim a concluséo do ciclo (Figura 3) (WILSON et al.,

2010).

Figura 3 - Ciclo evolutivo da Leishmania
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Fonte: Modificado de Centers of Disease Control and Prevention (2014).

Nota: O inseto ao realizar o repasto sanguineo deposita as formas promastigotas na pele do hospedeiro
vertebrado (1). As promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos (2) onde se transformam em
amastigotas (3) e se multiplicam (4). Ao realizar novo repasto sanguineo o inseto ingere os macrofagos
infectados com as amastigotas (5). Em seguida ocorre ingestdo das células parasitarias (6) e estas se
transformam em promastigotas no tubo digestivo dos insetos (7). As promastigotas migram até a

probdéscide onde ficam até novo repasto sanguineo (8).

2.3 Biologia molecular dos tripanossomatideos

2.3.1 Regulacédo génica

A familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, divergiu muito cedo da

linhagem eucariodtica, entre 200-500 milhdes de anos, exibindo varias caracteristicas
bioldgicas especificas (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007), como por exemplo, uma

notavel conservacdo no numero e na organizacédo dos genes (GHEDIN et al.,

KISSINGER, 2006).

2004;
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Os tripanossomatideos possuem um genoma organizado em blocos génicos,
contendo de dezenas a centenas de genes, que codificam proteinas funcionalmente
ndo relacionadas, transcritos a partir de uma das cadeias do DNA (MARTINEZ-
CALVILLO et al.,, 2010; SIMPSON et al., 2006). Outra caracteristica é que esses
organismos ndo apresentam promotores tipicos para RNA polimerase || (CLAYTON;
SHAPIRA, 2007). Apds o processo de transcricdo ocorre a maturacdo dos mRNAs
pelo processo de trans-splicing com posterior poliadenilagdo. Sendo assim, o
controle da expressdo de genes nesses microorganismos ocorre a hivel poés-
transcricional, em eventos de processamento e/ou degradacdo de mRNAs que
podem aumentar ou diminuir a estabilidade dessas moléculas, controle da traducéo

e mecanismos pos-traducionais (KRAMER, 2012).

2.3.2 Organizacao gen6mica dos tripanossomatideos

A publicacdo dos genomas dos protozoarios T. brucei, T. cruzi e L. major,
referidos como TriTryps, foi de extrema importancia e relevancia por impulsionar
pesquisas que permitem a compreensdo da biologia destes protozoarios, além de
facilitar o desenvolvimento de testes de diagnosticos, quimioterapicos e vacinas.

Os TriTryps apresentam uma alta conservagdo na organizacdo dos genes
(sintenia), assim como um grande numero de genes em comum. Especula-se que tal
conservacao seja devido a algum tipo de pressdo seletiva que deve restringir o
rearranjo dos genes, tais como a incidéncia relativamente baixa de recombinacgéo
sexual, a organizacao policistrdnica ou a replicacdo, porém a razédo de tal fendmeno
ainda néo esta bem clara (EL-SAYED et al., 2005; GHEDIN et al., 2004).

Os genomas de T. brucei, T. cruzi e L. major contém 8100, 12000 e 8300
genes que codificam para proteinas, respectivamente para cada espécie. Destes,
aproximadamente 6200 sdo comuns para as trés espécies e estdo organizados em
agrupamentos de genes sinténicos, que fornecem as unidades para transcricdo
policistronica de dezenas de genes nao relacionados (GINGER, 2005; EL-SAYED et
al., 2005). A identidade de amino&cidos entre proteinas das trés espécies tem uma
média de 57% entre T. brucei e T. cruzi, e de 44% entre L. major e as duas espécies

de Trypanosoma, refletindo suas relagdes filogenéticas (EL-SAYED et al., 2005).
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Os genomas das espécies Leishmania major, L. braziliensis e L. infantum,
respectivos agentes etioldgicos das LC, LMC e LV, ja estao disponiveis em bancos
publicos de dados (PEACOCK et al., 2007). O tamanho do genoma de espécies do
género Leishmania é conservado, de aproximadamente 34 Mpb e distribuidos em 36
cromossomos para L. major e L. infantum e 35 cromossomos para L. braziliensis,

além disso sabe-se que a sintenia dos blocos génicos entre as espécies € de 99%.

Comparando as espécies de Leishmania que possuem seus genomas ja
publicados, foram identificadas cerca de 200 diferencas do conteddo de genes ou
pseudogenes, incluindo aproximadamente 80 genes que sao restritos a uma Unica
espécie. Estas diferencas sugerem que alguns genes especificos de uma uUnica
espécie sao importantes na patogénese e manifestacao clinica da doenca, além de
diferencas de expressdo observada nos genes comuns entre as espécies
(PEACOCK et al., 2007; SMITH et al., 2007).

2.3.3 Transcricao policistronica e RNA polimerases

O arranjo de genes em tripanossomatideos se assemelha em alguns pontos
aos conhecidos operons bacterianos. Os genes deste grupo de eucariotos sao
transcritos em unidades policistrénicas, onde um unico promotor é utilizado na
transcricdo de multiplos genes. No entanto ao contrario dos operons bacterianos, as
unidades policistrbnicas dos tripanossomatideos nao codificam genes
funcionalmente relacionados (FERNANDEZ-MOYA; ESTEVEZ, 2010; PREURER et
al., 2012). Também, ao contrario das bactérias, esses RNAs sofrem um processo de
maturacdo através de um mecanismo conhecido como trans-splicing, explicado
detalhadamente adiante (CAMPBELL, 2003).

Nos tripanossomatideos a transcri¢cao policistronica engloba grande parte do
genoma, com os transcritos contendo dezenas de genes e se iniciando numa regiao
nao-transcrita denominada de regido de troca de fitas (SSR, do inglés Strand Switch
Region) as quais devem ser responsaveis por direcionar a transcricdo (DANIELS et
al., 2010). Essas regides séo ricas em guanina (ou citosina), ainda que nao se
consiga divisar um promotor especifico, e a partir delas um segundo grupo de genes
pode ser codificado na outra fita em sentido contrario (MARTINEZ-CALVILLO et al.,
2010).
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Os tripanossomatideos apresentam trés RNA polimerases conservadas em
relacdo aos demais eucariotos: RNA pol I, 1l e Ill. Nesses organismos, a fungéao de
cada uma delas permaneceu em geral conservada: a RNA pol | transcreve preé-
rRNAs e, em T. brucei, VSGs (expressas no parasitismo ao hospedeiro vertebrado)
e prociclinas (no parasitismo ao hospedeiro invertebrado); a RNA pol Il sintetiza os
MRNAS, como nos demais eucariotos, e 0 RNA Spliced Leader (RNA SL), essencial
para o trans-splicing do transcrito policistronico; e a RNA pol Ill transcreve um altimo
rRNA (0 RNA 5S), snRNAs ricos em uracila e tRNAs (MARTINEZ-CALVILLO et al.,
2010). Até o momento ndo foram encontradas regides regulatdrias para os grandes
grupos de genes transcritos pela RNA pol Il nos tripanossomatideos. Esses
promotores s6 foram identificados para RNA pol | e Il e, no caso da RNA pol II,

exclusivamente para a transcricdo do RNA SL (DANIELS et al., 2010).

2.3.4 Trans- splicing do mRNA e a poliadenilacéo

Os tripanossomatideos, diferentemente dos eucariotos em geral, nao
possuem introns na maioria dos seus genes (com apenas quatro excecdes
identificadas) (IVENS et al., 2005), e o processamento de seus mMRNAs
policistrénicos ocorre através do mecanismo denominado de trans-splicing, que
permite a juncdo de duas moléculas separadas de RNA para formar um mRNA
qguimérico final (HASTING, 2005).

O trans-splicing atua nos tripanossomatideos adicionando um éxon
denominado de spliced leader (SL), que possui 39 nucleotideos, na regidao 5 dos
MRNASs monocistronicos maduros, juntamente com uma estrutura cap (7-metil
guanosina) modificada nos tripanossomatideos, denominado de cap4 (HAILE;
PAPADOPOLOU, 2007; KRAMER; CARRINGTON, 2011). Todos os mRNAs de
tripanossomatideos possuem essa sequencia spliced leader, por isso, dependem de
uma taxa de sintese do SL-RNA bastante elevada (PREURER et al., 2012). O
mecanismo de trans-splicing se da através de duas reacfes de transesterificacao,
onde o sitio GU doador presente no RNA SL precursor fusiona-se a uma regiao
proxima ao sitio AG receptor do mRNA policistrénico, denominado ponto de

ramificacdo, formando uma estrutura em forma de “Y”, que permite a insercao do
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cap no transcrito e sua separacdo das demais ORFs (PREURER et al, 2012) (Figura
4).

Diferentemente dos demais eucariotos, a poliadenilacdo nos
tripanossomatideos € um processo que ocorre paralelamente ao trans-splicing, visto
gue ambos 0s mecanismos utilizam o mesmo sinal para realizar o processamento do
pre-mRNA, a regido rica em pirimidinas. Sendo assim, a poliadenilagdo por sua vez
€ a adicdo de uma sequéncia de adeninas 100 a 300nt a jusante do sinal de trans-
splicing do cistron seguinte, fazendo com que a 3’-UTR anterior seja poliadenilada e
clivada dos demais (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Além disso, a poliadenilacao
influencia na transcricdo, processamento, qualidade, transporte, traducéo,

silenciamento e destruicdo dos mRNAs (YAN, 2014).

Figura 4 - Formacao dos mRNAs maduros nos tripanossomatideos
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Fonte: Modificado de Haile e Papadopolou (2007).

Nota: A transcricdo se inicia a partir da regido de troca de fita, bilateralmente e em
sentido contrario, utilizando as fitas opostas do DNA (neste caso, no sentido divergente).
Os genes transcritos pela RNA polimerase Il formam o pré-mRNA policistrdnico, que é
processado pelo mecanismo de trans-splicing. Os genes que codificam a sequencia
spliced leader (SL) também s&o transcritos pela RNA polimerase |l e a estrutura cap
modificada, cap4, é adicionada na por¢do 5’do SL-RNA. A partir do trans-splicing, os pré-
MmRNAs sdo separados, na regido 5’ é adicionado o SL-RNA + cap4 e, em paralelo,
ocorre a poliadenilacdo na regido 3’. Com estas etapas, o mRNA se torna maduro e
pronto para ser utilizado na sintese de proteinas.
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2.4 Sintese de proteinas em eucariotos

A sintese de proteinas ou traducdo € um importante e complexo processo
imprescindivel a todos os seres vivos e cuja regulagdo tem um importante papel no
controle da expressao génica. A regulacdo da traducao € clara em eventos celulares
tais como crescimento, proliferacdo e desenvolvimento celular (GINGRAS et al.,
1999).0 controle da expressdo génica durante a traducdo é responsavel por
mudancas rapidas, reversiveis e espaciais nas concentracfes celulares das
proteinas (JACKSON et al., 2010).

O processo de traducdo pode ser dividido em quatro etapas: iniciacao,
alongamento, terminacdo e reciclagem dos ribossomos. Na iniciacdo, as
subunidades ribossomais sdo reunidas sobre o codon de iniciagdo, no mRNA ligado
ao tRNA iniciador. Durante a etapa de alongamento, a cadeia polipeptidica é
formada pela formacao de ligacdes peptidicas entre os aminoacidos que vao sendo
trazidos para dentro do ribossomo pelo RNA transportador que através do seu
anticédon reconhece o cédon do RNA mensageiro especifico a medida que o
ribossomo vai se deslocando sob o0 mesmo. A terminagéo ocorre com a chegada do
ribossomo ao cédon de parada e a liberacdo da proteina. E, finalmente, na
reciclagem, as subunidades ribossomais séo dissociadas e 0 mMRNA e os tRNAs séo

liberados para iniciarem um novo ciclo de traducao (JACKSON et al., 2010).

A maior parte dos mecanismos de controle desse processo ocorre na etapa
de iniciagdo da traducdo no qual compreende o processo de montagem das
particulas ribossomais 80S funcionais, onde o cdédon AUG inicial do mRNA é
pareado com o anticédon do tRNA iniciador (Met-tRNAI) no sitio P ribossomal. Esta
fase requer no minimo nove fatores de iniciacdo da traducdo (elFs) e compreende
algumas etapas que envolvem a formag&o do complexo de iniciagdo 43S e a sua
unido com a subunidade 60S (HINNEBUSCH, 2014; JACKSON et al., 2010;
SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009):

1) Formacdo do complexo pré-iniciagdo 43S: Ocorre a selecdo do tRNAIi a
partir do conjunto de tRNAs celulares que, juntamente com o fator elF2, forma o

chamado complexo ternario (elF2-GTP-Met-tRNAi). Em seguida ocorre a ligacdo
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desse complexo com outros fatores de iniciagdo, como o elF3, promovendo assim
a ligacdo com a subunidade ribossomal 40S resultando em um complexo de pré-
iniciacao 43S;

2) Ligacdo do complexo 43S ao mRNA: O recrutamento do complexo 43S
acontece por acao cooperativa do complexo elF4F (composto de trés
subunidades - elF4E, elF4A e o elF4G) juntamente com os fatores elF4B ou
elF4H, que desfazem as estruturas secundarias presentes na 5 UTR e preparam
essa regido para a ligacdo do ribossomo. O recrutamento do complexo 43S ao
MRNA é resultado de uma cadeia de interacfes entre cap-elF4E-elF4G-elF3-43S,

formando o complexo 48S;

3) Varredura da regido 5' UTR do mRNA pelo ribossomo: Ocorre 0 movimento
do complexo ribossomal ao longo da regido 5° UTR do mRNA até alcancar o
codon AUG de iniciacdo. Nesta etapa atuam a subunidade elF4A do complexo
elF4F que, com ajuda do elF4B, apresenta atividade de helicase removendo

estruturas secundarias;

4) Reconhecimento do cédon de iniciacdo pelo ribossomo: Ao alcancar o
cédon AUG ocorre a formacédo do complexo 48S no qual o codon de iniciagao tem
suas bases pareadas com as bases do anticédon do tRNAIi. Essa etapa é
fundamental para assegurar a fidelidade da iniciagdo, prevenindo pareamentos
errdbneos do tRNAI na 5'UTR,;

5) Formacao da particula ribossomal completa: Ocorre a liberacédo dos fatores
de iniciacdo do complexo 48S para que a subunidade ribossomal 60S possa ser
recrutada para formacdo do ribossomo 80S, deixando o tRNAi no sitio P

ribossomal.

2.4.1 Complexo elF4F e PABP nos eucariotos

O processo de reconhecimento da molécula do mRNA envolve a formacao do
complexo elF4F, constituido pelas subunidades elF4E (proteina que se liga ao cap
dos mRNAs na sua extremidade 5’), elF4A (RNA helicase) e elF4G (proteina
mantenedora do complexo que interage com elF4E e elF4A). O principal papel do
complexo elF4F é fazer o reconhecimento da extremidade 5’ dos mMRNAs e mediar a

associacéo destes com a subunidade 40S ribossomal, para formar o complexo 48S
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e dar inicio a traducdo. Nesse contexto o elF4F participa de interacdes criticas com
o complexo elF3, mediadas pelo elF4G e que fazem a conexdo entre esta
subunidade ribossomal e 0 mMRNA. Outra interacdo do elF4F, com a PABP (proteina
de ligacéo a cauda poli-A), promove a circularizacdo do mRNA e também parece ser
critica para uma traducdo eficiente (MARINTCHEV; WAGNER, 2004). A PABP,
apesar de ndo ser considerada um fator de iniciacdo da traducao classico, tem um
papel de destaque na iniciagdo da traducéao, através da sua ligagcao a extremidade 3’
do mRNA, pela cauda poli-A, e sua interacdo com o elF4G (JACKSON et al., 2010).

Figura 5 - Esquema representativo da iniciacdo da tradu¢cdo em eucariotos

€F3 eir2
408
Complexo pré-iniciacio

&

Ribossomos

Fonte: Modificado de Yanguez e Nieto (2011).

Nota: Reconhecimento do cap e da ligacdo das subunidades do complexo
elFAF (elF4A, elF4E e elF4G) ao mRNA, a PABP e ao elF3, como parte
do processo de recrutamento do complexo ribossomal.

2.4.2 elFAE

A proteina elF4E (24 kDa) é o fator de iniciacdo responsavel pelo
reconhecimento do cap, presente na grande maioria dos mRNAs eucarioticos, etapa
critica para se dar inicio ao processo de traducdo (SONENBERG, 2008). A familia
elF4E de proteinas pode ser encontrada em diversos organismos, hormalmente com
multiplos homologos por espécie, sendo pelo menos um destes envolvido com
traducdo e os demais relacionados a outras funcdes celulares relacionadas ao
metabolismo dos mMRNAs (JOSHI et al., 2005; RHOADS,2009).

A funcdo da proteina elF4E, e sua regulacdo, € mediada em parte por

interacdes com outras proteinas, como as 4E-BPs (4E binding proteins— proteinas
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de ligacdo ao elF4E) e seu parceiro funcional, o elF4G. A ligacdo do elF4E as 4E-
BPs atua reprimindo a traducéo, através do sequestro do elF4E (JOSHI et al., 2004).
A ligacdo elF4E-elFAG € necessaria para a traducdo dos mRNAs com cap, € 0
motivo de interacdo na proteina elF4G € o mesmo encontrado na 4E-BPs.
(RICHTER; SONEMBERG, 2005). A maioria dos parceiros do elF4E identificados
em eucariotos, incluindo o elF4G e as 4E-BPs, contém uma sequéncia de ligacao
YXXXXL¢p, sendo o X qualquer aminoacido e o ¢ qualquer residuo hidrofobico,
podendo ser preferencialmente Leucina, Metionina ou Fenilalanina (GOODFELLOW,
ROBERTS, 2008; RHOADS, 2009).

A analise estrutural do elF4E foi de grande importancia para a compreensao
molecular das interaces com o cap e com seus varios parceiros funcionais. Estudos
mostraram que as estruturas terciarias do elF4E de camundongo, humano e de
levedura se ligam a andlogos do cap, e que cada um deles é constituido por oito
cadeias de folhas B suportadas por trés a-hélices, conferindo a proteina a forma de
uma mao concava, em forma de concha (MARCOTRIGIANO et al., 1997; MATSUO
et al., 1997; TOMOO et al., 2002). O segmento responsavel pelo reconhecimento do
cap localiza-se na face cbncava, através da acdo de dois residuos do aminoacido
aromatico triptofano, altamente conservados. A Figura 6 mostra o sitio responsavel
pela ligacdo do elF4E de camundongo ao cap, onde os dois residuos de triptofano,
encontrados nas posicbes 56 e 102, empacotam a guanosina metilada do cap
(JOSHI et al., 2005; NIEDZWIECKA et al., 2002). Liga¢gBes quimicas estabilizam
ainda mais essa ligagdo, como as pontes de hidrogénio entre o cap e o0s
aminoacidos triptofano 102 e glutamato 103, ligacdes polares entre aminoacidos
carregados positivamente e grupamentos fosfato e varias interacdes de van der
Waals (FISCHER, 2009; JACKSON et al., 2010). A maioria dos parceiros funcionais
do elF4E se ligam na face convexa da estrutura, como o elF4G por exemplo, no qual
envolve outro triptofano conservado, o W73 (Figura 6) (GOODFELLOW; ROBERTS,
2008).
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Figura 6 - Estrutura tridimensional do elF4E de camundongo

Peptideo
elF4G

Fonte: Modificado de Goodfellow e Roberts (2008).

Nota: Conformacéo da proteina elF4E (em azul), demonstrando o
sitio de ligacdo ao cap na regido cbncava da proteina, nos
aminoacidos W56 e W102. A figura mostra também o aminoacido
W73, que esta envolvido na ligagdo com o elF4G (em vermelho), na
parte convexa da proteina.

A proteina elF4E pode ter sua fungcdo regulada por fosforilagcdo. Em
mamiferos, essa regulacdo se da através da fosforilacdo da serina 209 (S209) pelas
quinases Mnkle Mnk2. As Mnks interagem com o elF4G, através de seu dominio C-
terminal, que funciona como sitio de ancoragem para as quinases permitindo que as
mesmas se posicionem proximas ao seu substrato principal, o elF4E (GINGRAS et
al., 1999). A ligacdo ao elF4G parece entdo modular a fosforilagdo do elF4E
(GINGRAS et al., 1999; PARRA-PALAU et al., 2003). Esta fosforilacdo aumenta a
sua afinidade pelo cap, mas ndo resulta em aumento da atividade traducional
(SCHEPER; PROUD, 2002).

2.4.3 elF4AG

O fator de iniciacdo da traducdo eucaridtico elF4G é uma proteina de alto
peso molecular, de 220 kDa em humanos, cujo papel crucial € coordenar a formacéao
do complexo elF4F na iniciacdo da traducao. Esta proteina participa e influencia na
eficiéncia de traducdo dos mRNAs devido ao seu papel na formacdo do complexo
elF4AF-mRNA-PABP, que é crucial para o acoplamento do complexo de pré-iniciacdo
43S junto a extremidade 5 do mRNA, (PARK et al., 2004). Durante a iniciacdo da
traducdo, o elF4G interage com o elF3, elF4A, elF4E, PABP, com a propria
molécula de RNA e com outras proteinas (PREVOT et al., 2003).
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Em plantas, leveduras e mamiferos existem duas isoformas de elF4G. No
homem elas s&o denominados de elF4GI e elF4GII. Estas isoformas exibem discreta
homologia nas espécies de eucariotos avaliadas, mas mostram atividades
bioguimicas semelhantes (GALLIE; BROWNING, 2001; TARUN et al.,, 1997). A
proteina elF4Gl humana possui aproximadamente 1600 aminoé&cidos e se divide em
trés regides: N-terminal (aminoacidos 1 a 612), central (aminoacidos 613 a 1090) e
C-terminal (aminoacidos 1091 a 1560), de acordo com um padrao de clivagem
gerado por proteases virais (revisto por PREVOT et al., 2003). Na regido N-terminal
h& dominios para interagbes com as proteinas PABP e elF4E, associando as
regides 5 e 3' do mRNA. A regido central inclui um dominio contendo repeti¢coes
HEAT (HEAT-1/MIF4G) comuns em proteinas envolvidas na formagéo de complexos
multiméricos. Este dominio constitui a regido mais conservada evolutivamente em
homélogos do elF4G em diferentes organismos. Na regido central, se ligam o elF3 e
o elF4A (LEFEBVRE et al.,2006) e esta regido possui ainda um motivo para ligacao
de RNA (PESTOVA et al., 2001). A regido C-terminal, contém um segundo sitio de
ligacdo ao elF4A, o dominio HEAT-2/MA3 e um sitio de ligacdo as proteinas
qguinases Mnks, o dominio HEAT-3/W2 (BELLSOLELL et al., 2006 MARINTCHEYV et
al., 2009; JACKSON et al., 2010) (Figura 7).

Além do motivo de ligacdo ao elF4E, ja descrito, o0 motivo de ligacdo a PABP
também foi mapeado na regido N-terminal da proteina elF4G em diferentes modelos
de estudo. Apesar de estar localizado na regido N-terminal das diferentes proteinas
de eucariotos, o motivo ndo € conservado em sequéncia de aminoacidos (IMATAKA
et al., 1997; PREVOT et al., 2003). Uma excecdo a essa forma de ligacdo é
encontrada em um homologo do elF4G de plantas, o elFiso4G. Nesta proteina, o
sitio de ligacdo a PABP esta presente no dominio HEAT-1/MIF4G, sobrepondo-se
ao sitio de ligacdo ao elF4A e ao elF4B, e assim as trés proteinas competem pela
interacéo ao elFiso4G (CHENG; GALLIE, 2010).
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Figura 7 - Esquema do elF4Gl humano e seus principais sitios de ligacao a outras proteinas

elF4G
752 993 1235 1420 1435 1593
1 165210 557 €81 - <600
HEAT-1/MIF4G HEAT-2/MA3
PABP 4E RNA 4A RNA 3 4A 3 4A 4A MNK
l | | |
I n |
N-terminal Dominio central C-terminal

Fonte: Marintchev (2009).

Nota: O elF4Gl possui ha sua regido N-terminal os sitios de ligacdo a PABP e elF4E. Na
regido central desta proteina encontra-se o dominio central de ligacéo ao elF4A, além de
uma regido de ligacdo a RNA (RRM) e do sitio de ligacdo ao elF3. Ja na sua porgao C-
terminal se encontram um segundo sitio de ligacdo ao elF4A (apenas em mamiferos) e o
sitio de ligacdo da proteina Mnkl (quinase de elF4E). O elF4G humano, proteina
prototipo da familia, é formada por trés dominios HEAT: HEAT-1/MIF4AG, HEAT-2/MA3 e
HEAT-3/W2.

2.4.4 Proteina de ligacdo a cauda poli-A — PABP

A PABP atua como um fator auxiliar durante a sintese protéica, ligando-se
especificamente a cauda poli-A presente na regido 3’ dos mRNAs eucariéticos. Além
disso, atua participando de varios processos celulares relacionados aos mRNAs, tais
como biossintese, processamento, transporte e degradacdo (CHANG et al., 2004;
DUNN et al.,, 2005; HOSODA et al.,, 2006). A estrutura da PABP é altamente
conservada em diferentes organismos (KUHN; WAHLE, 2004) e se caracteriza por
uma regido N-terminal que apresenta quatro motivos de ligacdo a RNA (RRMs), uma
regido intermediaria de conexdao rica em prolina/glutamina e uma regidao C-terminal
contendo um dominio chamado PABC cuja funcdo € mediar interacbes com outras
proteinas (KUHN; WAHLE, 2004). Embora seja pouco conservada, a regido de
conexao parece estar envolvida em processos de multimerizacdo onde moléculas de
PABP se associam umas as outras presas a cauda poli-A dos mRNAs (MELO et al.,
2003) (Figura 8).

Os RRMs presentes na regido N-terminal da PABP diferem em suas
especificidades de ligacdo ao RNA e a proteinas, sendo os dois primeiros RRMs
responsaveis pela ligacdo especifica ao poli-A e o RRM2 responsavel pela ligagao
ao fator de iniciagao da traducao elF4G (CHENG; GALLIE, 2007). Os RRMs 3 e 4
estdo envolvidos na ligacédo a sequéncias nao poli-A e ricas em AU (SLADIC et al.,

2004). Evidéncias experimentais sugerem que a extremidade C-terminal da PABP
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participa na estabilizagdo dos mRNAs, na iniciagdo e terminagdo da tradugao
(WANG; GRUMET, 2004), bem como na exportacdo dos mRNAs contendo cauda
poli-A recém sintetizados (AFONINA et al., 1998).

Até o momento foram determinadas as estruturas do dominio PABC em
humanos, leveduras e T. cruzi (DEO et al., 2001;KOZLOV et al., 2002; SIDDIQUI et
al., 2003) a partir da ressonancia magnética nuclear e cristalografia de raios-X de
um segmento conservado de 75 aminoacidos. A analise mostrou que esta regiao
consiste de quatro ou cinco alfa-hélices e que se liga especificamente através de
uma regido hidrofébica a um motivo de aproximadamente 12 aminoacidos,
encontrados em todos seus parceiros ligantes. Observou-se nesse dominio, em um
grande numero de organismos diferentes, um alto grau de conservacdo de
sequéncia nas hélices 2, 3 e 5, que correspondem aos sitios de ligacdo dos
peptideos alvos (KOZLOV et al., 2001, 2004; KOZLOV; GEHRING, 2010; LEI et al.,
2011).

Figura 8 - Esquema geral da PABP em eucariotos

RRM PABC
A A
N-Terminal C-Terminal|

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Em destaque a regido N-terminal que possui quatro dominios de ligagcao ao
MRNA (RRMs), a extremidade C-terminal que possui o dominio denominado
PABC. Entre esses dominios localiza-se a regido central da proteina, pouco
conservada.

Em mamiferos a PABP associa-se ao elF4G através de sua regido N-terminal
resultando em circularizacdo do mRNA, conectando o cap com a cauda poli(A)
durante a iniciacdo da traducdo (VALASEK, 2012). Esta interacdo estabiliza o
complexo de iniciacdo da traducdo e €, portanto, alvo da acdo de proteinas
regulatorias, tais como as proteinas de ligacdo a PABP, PAIP1 e PAIP2, que atuam
melhorando ou reprimindo a atividade de PABP, respectivamente (DERRY et al.,
2006).

Ja foram descritos isoformas da PABP em diferentes organismos, tais como

plantas, trigo e leveduras. A fosforilagdo é a provavel responsavel por tais
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modificacdes (DRAWBRIDGE et al., 1990; LE et al., 2000). Em plantas o estado
fosforilativo da PABP néo so influencia a ligagdo cooperativa com o poli-A como
também determina a interacdo especifica com aqueles fatores ja identificados como
capazes de interagir com a PABP (LE et al., 2000 MELO et al., 2003) .

2.5 Uso de moléculas parainibir aligacdo de fatores da traducéo

As regides de interacao elF4E/cap, elFAG/elF4E, elFAG/elF4A, elFAG/PABP,
elF4G/elF3, elFAG/mMRNA e PABP/mRNA foram em sua maioria identificados em
eucariotos e sdo fundamentais para o processo de traducéo. A ligacao estudada em
maior detalhe se refere a interacdo elF4G/elF4E, onde se mostrou que, no elF4G, o

sitio de ligacdo ao elF4AE é o motivo YXXXXL® (onde X pode ser qualquer
aminoacido e ® é um residuo hidrofébico), altamente conservado em homodlogos de

elF4G de varios organismos (MADER et al., 1995).

Estudos estruturais mostram que este motivo assume a estrutura de uma
hélice curta que se associa a superficie dorsal, convexa do elF4E
(MARCOTRIGIANO et al., 1999). Em mamiferos, um peptideo de 16 aminoacidos do

elF4Gll, contendo o motivo YXXXX @, liga-se a face dorsal do elF4E com uma alta

afinidade e a conformacao do elF4E nédo se altera quando ligado a este peptideo
(MARCOTRIGIANO et al., 1999). Em contraste, em levedura o peptideo do elF4G
correspondente liga-se ao elF4E com baixa afinidade (GROSS et al.,, 2003). A
ligagdo do elF4G ao elF4E causa uma mudanca de conformagdo em ambas as

proteinas, conduzindo a formacéo de um complexo estavel.

A traducdo constitui ainda um dos principais sitios de acdo de varios agentes
antimicrobianos procariéticos e eucaridticos e dentre estes podemos citar
antibidticos classicamente utilizados no tratamento de infec¢Bes bacterianas. Entre
alguns mecanismos de acdo de antibidticos que paralisam a traducdo estdo 0s
aminoglicosideos, a espectinomicina, a tetraciclinas, o cloranfenicol e os
macrolideos (BLANCHARD; COOPERMAN; WILSON, 2010; TENSON; MANKIN,
2006).

O desenvolvimento de moléculas que inibam etapas da iniciacéo da traducao

tem sido visto como possivel alternativa para o tratamento do cancer. Assim, a
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inibicdo da interacdo elF4G/elF4E utilizando uma molécula especifica (4EGI-1), que
compete com o elF4E pela ligacdo ao elF4G, reduziu a eficiéncia de traducao
exibindo atividade contra varias linhagens de células cancerigenas (MOERKE et al.,
2007). Além disso, o bloqueio da interacdo do elF4G/elF4A tem sido obtida
utiizando uma molécula inibidora que liga-se especificamente ao elF4A, o
hippuristanol (LINDQVIST et al., 2008).

Outra via alvo é a via que blogueia a quinase Mnk, responsavel pela
fosforilacdo do elF4E e que promove a proliferacdo celular, sendo critica para o
desenvolvimento de tumores malignos. Uma droga inibidora da Mnk tem se
mostrado promissora para ser utilizado no tratamento de varios tipos de canceres
humanos (KONICEK et al., 2011). Vale ressaltar que o desenho racional de
pequenas moléculas que inibam a traducdo, como as descritas acima, sé € possivel
a partir do conhecimento adquirido de como as interacdes entre diferentes proteinas

ocorrem.

2.6 Iniciacdo da traducao nos tripanossomatideos

Os mecanismos de expressdo génica ja vem sendo estudado ao longo dos
altimos anos nos tripanossomatideos, e estes estudos vem ganhando complexidade
nos ultimos anos, principalmente apds o seqienciamento de genomas de espécies
importantes destes protozoarios (EL-SAYED et al., 2005). Este tem sido o ponto de
partida para analises mais refinadas em relagcdo a busca da funcao de proteinas
homoélogas a fatores de iniciacao da traducao, fatores estes originalmente estudados
em outros eucariotos. Uma vez que o processo de traducdo € um dos processos
mais complexos de todos os seres vivos, e tendo em vista que a iniciagdo da
traducdo é a etapa mais complexa de todo o processo e a mais variavel entre
diferentes grupos de seres vivos, trabalhos vém se detendo na caracterizagao
funcional de homodlogos de fatores de iniciacdo da traduc&o nos tripanossomatideos.
Dente estes, um dos focos principais tem sido o estudo das subunidades do
complexo elF4F e a PABP, por conta do seu papel no recrutamento dos mRNAs

para a traducao.

Em relagdo as subunidades do complexo elF4F, ja foram descritos nos

tripanossomatideos dois homodlogos do fator elF4A (EIF4Al e EIF4AIl), seis de
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elF4E (EIF4E1l, EIF4E2, EIFAE3, EIF4E4, EIFAES5 e EIF4E6), cinco de elF4G
(EIFAG1, EIFAG2, EIFAG3, EIF4G4 e EIF4G5), além de trés de PABP (PABP1,
PABP2 e PABP3) em Leishmania (DA COSTA LIMA et al., 2010; DHALIA et al.,
2005; FREIRE et al., 2014; YOFFE et al., 2004, 2006). Com excec¢do da PABP, que
possui apenas dois homologos encontrados em T. brucei e T. cruzi, todos 0s outros
fatores possuem o mesmo numero de homodlogos nas diferentes espécies de
tripanossomatideos. Em trabalhos anteriores, foi demonstrado a formacdo de dois
complexos: o primeiro formado pelos EIF4G3, EIF4E4, EIF4Al e PABP1, envolvido
com o processo de iniciacdo da traducdo, e o segundo formado pelas proteinas
EIF4G4 e EIF4E3 com papel ainda ndo bem caracterizado e que podem ou néo se
associarem ao EIF4Al e a homoélogos de PABP (DA COSTA LIMA et al., 2010;
FREIRE et al.,, 2011; MOURA et al.,, 2015; REIS, 2009). Para algumas destas
interacdes, foi demonstrando que trechos de residuos nas proteinas EIF4G3 e
EIF4G4 estdo envolvidos respectivamente na ligacdo com as proteinas EIF4E4 e
EIF4E3 (REIS,CRS., 2009) (Figura 9), entretanto néo ficou esclarecido se a ligacéo

EIFAG/EIF4E nos dois complexos ocorre de forma similar.
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Figura 9 - Esquema dos possiveis complexos elF4F nos tripanossomatideos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Esquema representativo de complexos do tipo elF4F: A esquerda formado pelos homdlogos
EIF4G3, EIF4E4, EIF4A1 e PABP1, envolvido com o processo de iniciagdo da traducdo, e a direita
formado pelas proteinas EIF4G4, EIF4E3 e, possivelmente, EIF4A1l, com papel ainda ndo bem
caracterizado.

2.6.1 Homoélogos de elF4A

O fator elF4A foi a primeira helicase identificada que exibe um papel na
iniciacdo da traducdo eucaribtica (também conhecida como DDX2). A familia das
helicases conhecidas como “DEAD-box” compreende proteinas que possuem nove
motivos conservados, e com base na sua homologia, foi demonstrado que o elF4A
possui 0 motivo Il que é o mais conservado dentro da superfamilia SFII, denominado
“DEAD’” (L-D-E-A-D-X-X-L) (LINDER, 2003; PARSYAB et al., 2011).

A maioria das helicases de RNAs envolvidos na traducdo também
desempenham uma variedade de papéis em outros processos do metabolismo do
RNA, incluindo a degradacao, exportacdo, e processamento dos mRNAs. As
proteinas “DEAD-box” usam a energia do ATP para desmanchar regides curtas de
fita dupla de RNAs. Alternativamente elas também podem funcionar como grampos
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nos RNAs dependentes de ATP, gerando centros estaveis para auxiliar na formacéo
de complexos RNA-proteinas (LINDER; JANKOWSKY, 2011).

Nos tripanossomatideos o EIF4A é um dos fatores mais bem caracterizados.
Foi constatado que o EIF4AIl possui fungdo RNA helicase dependente de ATP (in
vitro), além de capacidade de ligacdo direta ao elF4G de levedura (BARHOUMI et
al., 2006). Além disso, o EIF4Al € bastante abundante na forma promastigota de L.
major e € capaz de interagir com o dominio HEATMIF4G do fator EIF4GS3,
diferentemente do EIF4Alll, incapaz de se ligar a esse homdlogo do elF4G e
expresso de forma bem menos abundante nesta mesma fase celular (DHALIA et al.,
2006).

2.6.2 Homodlogos de elF4E

Com relacdo aos homélogos de elF4E de tripanossomatideos, dentre os seis
homologos identificados, apenas dois, os EIFAE3 e EIF4E4, se mostraram capazes
de interagir respectivamente com homélogos de elF4G potencialmente envolvidos
no processo de traducgéo, os EIF4G4 e EIF4G3 (REIS, Tese de Doutorado, 2009).
De fato, diversas linhas de evidéncia implicam o homodlogo EIF4E4 como o
candidato mais provavel para melhor realizar as fungdes atribuidas para o elF4E na
iniciagdo da tradugédo (JAGUS et al., 2012; ZINOVIEV; SHAPIRA, 2012). Do ponto
de vista das interacfes entre os dois pares de homologos de elF4E e elF4G, estas
parecem exigir o residuo de triptofano conservado nos homélogos de elF4E
(equivalente ao W73 de mamiferos), e motivos presentes na curta extremidade N-
terminal dos homologos de elF4G que divergem do consenso descrito em outros
eucariotos (0 motivo YXXXXL®) (GOODFELLOW,; ROBERTS, 2008). Recentemente
foram descritas interacfes entre outros homolégos de elF4E e elF4G, formando
novos complexos elF4F cujas fung¢des ainda ndo estdo bem caracterizadas (FREIRE
et al., 2014).

Os homologos EIF4E3 e EIF4E4 sao proteinas abundantes, de localizagédo
estritamente citoplasmatica, que se destacam ainda por possuirem em comum
extensas regides N-terminais de homologia limitada e que ndo foram vistas em
homologos de elF4E em outros organismos (FREIRE et al., 2011). Uma evidéncia

clara das diferencas existentes no processo de iniciagdo da tradugdo nos
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tripanossomatideos foi a identificacdo de uma interacdo entre o EIF4E4 com a
PABP1, descrita em Leishmania. Esta interacdo envolve a regido N-terminal da
proteina EIF4E4 e representa o Unico caso descrito até 0 momento em eucariotos de
interacdo direta entre homodlogos de elF4E e PABP (ZINOVIEV et al., 2011). Dados
ndo publicados indicam ainda que esta interacdo € mediada pela regidao C-terminal
da PABP1 que parece interagir com motivos presentes da regidao N-terminal do
EIF4E4 (e também do EIF4E3), mas ausentes de outros homélogos de elF4E de
Leishmania e de outros organismos. Experimentos de complementacdo que
expressaram proteinas mutantes em L. infantum confirmaram que a interacdo entre
o EIF4E4/PABP1 € mais importante para o processo de traducdo que a interacdo
EIFAE4/EIFAG3, reforcando as diferencas no processo de traducdo destes
protozoarios (DA COSTA LIMA, 2012; DE MELO NETO, manuscrito em fase de

redacao).

2.6.3 Homodlogos de elF4G

Em L. major, entre os cinco homologos de elF4G encontrados, nenhum
dominio ébvio para ligacdo ao elF3, ao elF4E ou & PABP foi identificado baseado
apenas em homologia de sequéncias, entretanto todos apresentam o dominio
HEAT-1/MIF4G (Figura 10). Uma andlise mais detalhada das suas sequéncias
revela que estes homélogos de uma forma geral ndo compartilham outras
semelhancas, com excecdo dos EIFAG3 e EIF4G4. Estas duas proteinas
apresentam uma regido N-terminal curta e uma regido conservada de
aproximadamente 120 aminoacidos localizada cerca de 180 aminoacidos ap6s o
dominio HEAT-1/MIF4G, com similaridade aos dois outros dominios HEAT do
elF4GIl humano (HEAT-2/MA3 e ou HEAT-3/W2) (DHALIA et al., 2005). No entanto,
analises de predicdo da regido C-terminal dos homélogos EIF4G3 e EIF4G4 previu
com alta confianca um dominio MA3 semelhante a um dominio regulador de
traducdo de mamifero Pdcd4 (CHANG et al., 2009). Além disso, residuos de
triptofano conservados, também na extremidade C-terminal dos elF4Gs de
tripanossomatideos assemelham-se a aminoacidos aromaticos conservados no
dominio W2 de mamiferos e afins (BELLSOLELL et al., 2006; LIBERMAN et al.,
2008).
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Apesar das suas regides N-terminais do EIF4G3 e EIF4G4 terem um tamanho
muito curto, observa-se que nas mesmas estéo localizados os motivos de interacao
ao EIF4E3 e EIF4E4 respectivamente. Estas interacdes ocorrem através de motivos
semelhantes aos descritos para outros eucariotos, mas que seriam posicionados em
regides ndo correspondentes nos dois homologos de elF4G (YOFFE et al., 2009,
ZINOVIEV et al., 2012).

A proteina EIF4AG3 demonstrou ainda ser capaz de interagir com a proteina
PABPL1, e polipeptideos contendo o dominio MIF4G e/ou o dominio C-terminal da
proteina EIF4AG3 séo capazes de interagir com a proteina PABP1, através das suas
regides N e C-terminais. Estes resultados sinalizam para um modo de interagao
elFAG/PABP diferente do que foi descrito até o momento em outros eucariotos (DA
COSTA LIMA et al., 2010; REIS CRS , Tese de doutorado 2009; XAVIER et al.,
2013).

Figura 10 - Esquema dos homologos ao elF4G de L. major e seus principais dominios

[ B ] w164 LMEIFAG1
I == | 14258 benGo

LmEIF4G3

——1 | 1 | 765nas LmEIFAG4

I = I oY LmEIFAGS

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A regido mais conservada das proteinas, semelhante a outros organismos,
€ o dominio MIF4G (listras vermelhas). Os homologos EIFAG3 e EIF4G4
aparentemente sdo funcionalmente relacionados, uma vez que além do dominio
HEAT-1/MIF4G, ambos possuem uma regido N-terminal curta e uma regido
conservada de 120 aminoacidos na regido C-terminal (listras azuis) que poderia
ser um segundo dominio presente em eucariotos, 0o HEAT-2/MA3 ou o HEAT-3/W2
ou ambos.

2.6.4 Homdlogos de PABP

Homologos da PABP nos tripanossomatideos foram identificados e
caracterizados em T. brucei, T. cruzi, e L. major. Analises de bioinformatica

confirmaram que todos o0s tripanossomatideos estudados apresentam dois
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homologos de PABP (PABP1 e 2) e que espécies de Leishmania apresentam um
terceiro homologo (PABP3) (DA COSTA LIMA et al., 2010). Os trés homologos da
PABP em Leishmania sp. possuem localizacdo predominantemente citoplasmatica,
entretanto foi observado que as trés proteinas diferem na maneira de se ligar ao
RNA alvo. Experimentos de imunoprecipitacdo mostram que as PABP2 e 3
interagem entre si e com as mesmas populagées de mRNAs. Nenhumas das duas,
entretando, se ligam a PABP1, que parece se associar a populacdes diferentes de
MRNAs. Até o momento somente a PABP1 foi identificada se ligando a um
homologo de elF4G, o EIF4G3 (DA COSTA LIMA et al., 2010).

A estrutura da PABP é altamente conservada e assim como nos demais
eucariotos, os homologos de tripanossomatideos se caracterizam por uma regiao N-
terminal que apresenta quatro motivos de ligacdo a RNA (RRMs), uma regido
intermediaria rica em prolina/glutamina e uma regido C-terminal contendo um
dominio chamado PABC. Além disso, por analises de sequencias de bioinformatica
foram avaliados motivos relevantes da proteina, que parecem mediar interacdes

com parceiros proteicos ou RNAs (Figura 11).

Recentemente, foi descrito na literatura que a PABP1 de Leishmania € capaz
de interagir diretamente com o fator EIF4E4, uma intera¢do nova que até o momento
nao foi observada em outros eucariotos (ZINOVIEV et al., 2011). Dados recentes
nao publicados, realizados a partir de experimentos de interacdo in vitro,
confirmaram de fato a ligacdo da PABP1 tanto com o EIF4E4 como com o EIF4E3 e
verificaram que esta é mediada pela regidao C-terminal da PABP1 (Figura 12). Ja a
interacado da PABP1 com o EIF4G3 é bem mais fraca que a interacéo entre PABP1 e
EIFAE4 ou entre o EIFAG3 e EIF4E4. Esta interacdo parece envolver multiplos
segmentos, com a regido central e C-terminal do EIF4G3 interagindo com motivos

distintos e ainda nao definidos da PABPL1.



Figura 11 - Esquema geral da PABP1 em Leishmania

N-terminus C-terminus
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Em destaque a regido N-terminal que possui quatro dominios de
ligacdo ao mRNA (RRMs), a extremidade C-terminal que possui o dominio
denominado PABC (KUHN; WAHLE, 2004). Entre esses dominios a regido
central da proteina, de conexao. Outros motivos relevantes da proteina, que
podem mediar intera¢cdes com parceiros protéicos (LMW e TGM) ou com
RNAs (YGF), estéo indicados.

Figura 12 - Mapeamento daregido de interacdo da PABP1 com os fatores EIF4E3 e 4/

2% B8 B S-EIF4E4
EIF4E4 X PABP1

Fonte: Da Costa Lima (2012).

Nota: Autoradiografias dos ensaios de pull-down entre as
PABP1 completa, PABPINT;,99 € PABP1CT 37561,
fusionadas a GST, com os EIF4E3 e 4 marcados [35 S]. Os
EIF4E3 e 4, ao contrario do EIF4G3, interagem nado so
com a PABP1 completa como especificamente com a sua
regido C-terminal. (T.O. = traduc&o original).
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3 JUSTIFICATIVA

Este trabalho esta inserido em um projeto maior que tem por finalidade
investigar o processo de iniciacdo da traducéo em tripanossomatideos. E importante
ressaltar que estes protozodrios sdo responsaveis por causar doencas que afetam
milhares de pessoas no mundo, incluindo o Brasil e Pernambuco, causadas por
diferentes espécies dos géneros Leishmania e Trypanosoma. A Organizacao
Mundial de Saude classifica essas doencas como negligenciadas e estimula a
producdo de conhecimento cientifico referente as mesmas, o que pode possibilitar o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle. A caracterizacdo do
processo de iniciacdo da traducédo, a partir da identificacdo das proteinas envolvidas
e de como essas interagem entre si, se enquadra dentro dessa perspectiva. Nesta
proposta, pretende-se avaliar o papel de interacdes especificas entre homélogos de
elF4F e PABP in vitro, e determinar os sitios de interacdo e os amindacidos chaves,
utilizando proteinas recombinantes de espécies de Leishmania submetidas a
mutagénese e/ou truncagem contendo dominios e motivos especificos. Os
conhecimentos obtidos neste trabalho podem ser muito Gteis no desenvolvimento
racional de moléculas inibidoras das interacbes que resultem em acdo

antiparasitéria.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar em Leishmania sp. interacbes especificas,
conservadas ou ndo, entre homdélogos de subunidades do complexo de iniciacdo da
traducao elF4F e entre estes e homologos de sua proteina parceira PABP, avaliando
o efeito sobre estas interacbes de mutacdes direcionadas a dominios e/ou motivos

especificos.

4.2 Objetivos especificos

a) Confirmar os motivos de ligacdo nas proteinas EIFAG3 e EIF4G4 aos
parceiros EIF4E4 e EIF4AE3, respectivamente.

b) ldentificar os motivos requeridos para a ligacdo entre as proteinas PABP1 e
EIF4AEA.

c) ldentificar os motivos requeridos para a ligacdo entre a proteina PABP2 e o
homologo de EIF4E3.
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5 METODOLOGIA

5.1 Subclonagem dos genes EIF4E3, EIF4E4 e PABP1 de Leishmania

Para as subclonagens, as construcdées plasmidiais no vetor pGEMT-easy
contendo os genes mutados dos diferentes homologos (EIF4E3, EIF4E4 e PABP1),
ja disponiveis no laboratério, foram individualmente digeridos com enzimas de
restricdo Bam HI/ Hind 1ll, para obtencdo dos fragmentos de DNA correspondente.
Os diferentes fragmentos obtidos foram avaliados por meio de eletroforese em gel
de agarose 0,8%, corado com Syber® Safe (Invitrogen®) e visualizados em aparelho
emissor de ultravioleta de ondas longas. As bandas de interesse foram excisadas e
purificadas utilizando-se o sistema de purificacdo GFX (GE Helthcare®) conforme

recomendacdao do fabricante.

Os fragmentos resultantes foram entdo subclonados em vetores plasmidiais
de expressado (pET21d da Novagen® e pGEX4T3 da GE Helthcare®) previamente
digeridos com as mesmas enzimas e purificados em gel, por incubagdo durante 20
h a 16°C com a enzima T4 DNA Ligase (New England BioLabs®). Estas construcdes
foram transformadas em bactérias Escherichia coli cepa DH5a e a partir dos clones
positivos selecionados foram realizadas extragédo de DNA plasmidial por lise alcalina
em pequena e/ou larga escala, segundo Sambrook e Russel (2001). Todas as

construcdes foram confirmadas por sequenciamento.
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Quadro 1 - Construcgdes selvagens e mutantes subclonadas nos vetores pET21a e pGEX4T3.

pET21aLiEIFAEAWT pET21lalLaEIF4E3WT pGEX4T3LIPABPIWT
(selvagem) (selvagem) (selvagem)
pET2laLiEIFAE4AB pET2lalLaEIF4E3AB pGEX4T3LiIPABP1LMW/YGF
(EY-AA/EF-AA) (Y-AIPF-AA) (LMW-AAA/YGF-AAA)
pET21aLiEIF4EAC pET2lalLaEIF4E3C pGEXAT3LIPABP1TGM
(Y-A) (DW-AA) (TGM-AAA)
pET21aLiEIFAE4ABC pET2lalaEIF4E3ABC -
(EY-AA/EF-AA/Y-A) (Y-A/PF-AA/ DW-AA)
pET21aLiEIFAEAMUTAG - -
(W305A)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Os prefixos Li e La se referem as espécies de Leishmania de onde os genes foram obtidos (L.
infantum ou L. amazonensis). Os aminoacidos que foram mutados estdo identificados entre
parénteses abaixo de cada construcao.

5.2 Expresséo de proteinas recombinantes

Para a expressdo das proteinas recombinantes fusionadas a proteina
Glutationa S-transferase (GST), o vetor de expressao procaridtico pGEX4T3,
contendo os fragmentos génicos ou genes que codificam dominios das proteinas,
proteinas selvagens ou proteinas contendo muta¢gfes em residuos de aminoacidos
(EIFAG3, EIF4G4 e PABP1) foram transformados em cepas de células BL21 star
(Invitrogen®) de E. coli através de transformagdo por choque térmico. Para a
transformacado, as bactérias foram incubadas por 30 minutos a 4° C, seguido de
choque térmico a 37°C por 5 minutos, com subsequente semeio das células
transformadas em placa de Petri contendo meio Agar LB (Luria-Bertani) solido na
presenca de ampicilina (100 pg/uL) e incubadas a 37°C por 18 horas. As colbnias
obtidas foram inoculadas em 20 mL de meio LB liquido contendo antibiético, como
descrito anteriormente, e foram crescidas a 37°C sob agitagdo de 180 rpm por 18
horas. Para inducdo da expressao das proteinas recombinantes, aliquotas de 10 mL
das culturas crescidas foram inoculadas em 500 mL de meio LB com antibiotico e

crescidas a 37°C sob agitacdo de 180 rpm e o crescimento bacteriano foi
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acompanhado pela afericdo em espectrofotbmetro (comprimento de onda de 600
nm) até atingir uma densidade 6tica (D.O.) entre 0,5 ou 0,8, dependendo da proteina
a ser expressa. Em seguida foi adicionado o indutor de sintese de proteinas, IPTG
(isopropil-B-D-tio-galactosideo - Sigma-Aldrich®), na concentracéao final de 0,1 mM e
a cultura permaneceu sob agitacao por 4 horas a 30°C (D.O. de 0,5) ou 1 hora (D.O.
de 0,8).

Quadro 2 - Proteinas selvagens, mutantes e truncadas expressas fusionadas a Glutationa S-
transferase (GST).

GST-LmG3WT GST-LmGAWT GST- LIPABPIWT
GST-LmGSI8A GST-LmG4125A GST- LIPABP1LMW/YGF
GST-LmG3R9A GST-LmG4L26A GST- LIPABP1TGM
GST-LmG3R12A GST-LmGA4I25AL26A GST- LmPABP2WT
GST-LmG3Y15A GST-LmG4R9A -
GST-LmGS3FSL GST-LmG4W32A -
GST-LmG3NT+MIF GST-LmG4FSL -
GST-LmG3MIF+CT GST-LmGANT+MIF -

= GST-LmG4AMIF+CT -

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Os prefixos Lm e Li se referem as espécies de Leishmania de onde os genes foram obtidos (L.
major ou L. infantum).

5.3 Purificacéo e dialise de proteinas recombinantes

Culturas bacterianas ap6s inducdo foram centrifugadas a ~10000 g durante
10 minutos e o sedimento bacteriano obtido foi ressuspenso em 20mL de PBS,
acrescido de inibidor de protease livre de EDTA, de acordo com as instrucées do
fabricante (Roche). Em seguida a lise das bactérias foi realizada através de ultra-
sonicacdo (6 pulsos de 30 segundos com intervalos de 1 minuto), com posterior
adicdo de 1% de Triton-X e centrifugacdo a ~10000 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante apoés lise foi incubado com 200 uL de resina Glutationa sefarose (GE
Biosciences), previamente equilibrada em PBS, apos trés lavagens de 10 mL cada.
A incubagcao foi realizada por 1 hora a temperatura de 4°C sob leve agitacdo. Apos a
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incubacéo foi realizada uma centrifugagcdo de 1000 g por 1 minuto, descartado o
sobrenadante, a resina foi lavada trés vezes com 1 mL de PBS, trés lavagens de 1
mL. Em seguida foram eluidas duas vezes com 500 uL de glutationa reduzida (em
50mM de Tris-HCI pH 9.0) por 30 minutos. Em seguida foi adicionado 200 pL de
PBS a resina e a amostra congelada a —80°C. Para 15 pL de cada eluato e da resina
foi acrescido igual volume de tampao de gel de eletroforese de proteinas (duas
vezes concentrado), 15 ulL desta mistura fracionados em SDS-PAGE 15% e

visualizados ap0s coloragdo com azul de Coomassie R-250.

ApGs purificacdo, as proteinas purificadas foram submetidas a diélise no qual
os eluatos foram transferidos para sacos de dialise de 6 mm de diametro (Sigma) e
incubadas com 700 mL de tampao de dialise (44 mM de Na,HPO,4 5,2 mM
NaH,PO,4, 50 mM de NaCl; 5 % de glicerol; 0,1 % TritonX-100), sob leve agitacao
por 6 horas a 4°C, sendo o tamp&o trocado trés vezes a cada intervalo de duas
horas. As proteinas dialisadas foram analisadas em gel SDS-PAGE 15% como
descrito, sendo a quantificacdo das mesmas realizadas através da comparacado da
intensidade das bandas de diluicdes seriadas das proteinas recombinantes com
diluicdes seriada de concentracdes conhecidas de BSA, por meio do programa da
camera digital, Kodak 1D Image Analysis Software.

5.4 Transcrigao e tradugéo in vitro

Para a transcricao in vitro foram utilizadas as constru¢gdes contendo os genes
EIF4E3 e EIF4E4 clonados no vetor pET21d. Para a reacdo foram utilizados 3 pg de
DNA linearizado na regido 3’ com a enzima Hindlll, posicionado imediatamente apés
o fim do gene, e a enzima T7 RNA polimerase (Promega®) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As reacdes de transcricdo foram realizadas em um
volume final de 50 yL na presenca de tampao de transcricdo (40 mM Tris pH 8,0, 15
mM MgCl,), rNTPs (4 mM de ATP, CTP e UTP, cada; 0,4 mM de GTP; todos da GE
Healthcare), 0,5 mM de m7-GTP (New England Biolabs), 10 mM DTT, 30 U de
inibidor de RNAse (Promega), 10 U de T7 RNA polimerase (Pharmacia) e agua
deionizada, tratada com DEPC. A reacao foi incubada por 2 horas a 37°C e apds os
30 minutos iniciais foi adicionado GTP para uma concentracao final de 1 mM. Apés

mais 30 minutos de reacgéo foi adicionado 2,5U de T7 RNA polimerase. Ao término
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das reagOes de transcricao, 1 pL de cada transcrito sintetizado foi analisado em gel
de agarose 1% corado com Syber® Safe. Os mRNAs sintéticos obtidos foram
precipitados com 0,3 M NaCl e 2,5 volumes de etanol 100 % e o sedimento
ressupenso em agua deionizada tratada com DEPC. Aliguotas de 0,1, 0,2 e 1 yL dos
RNAs purificados foram traduzidos em lisado de reticulécito de coelho (RRL)
suplementado com metionina marcada radioativamente com **S, de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Promega). As reacdes de traducdo foram realizadas
na temperatura de 30°C, durante 90 minutos. Apés a traducéo, aliquotas de 5 uL de
cada amostra foram acrescidas de tampao de amostra para gel SDS-PAGE, e
submetidas a migracédo por eletroforese. Apés a migracdo, o gel foi corado com azul
de Coomassie R-250 (Sigma) e submetido a secagem em papel de filtro a 70°C,
durante uma hora, sob vacuo. Para visualizacdo das proteinas recombinantes
marcadas com *S, o gel foi exposto a um filme de autorradiografia Hiperfilme MP
Amersham (GE Healthcare®) e revelada com dektol 1:1 (Kodak®).

5.5 Ensaio de interacdo proteina- proteina (pull-down)

Para os ensaios de interacao proteina-proteina, a resina Glutationa-Sefarose
4B (GE Biosciences®) foi previamente equilibrada com o tamp&o de ligacdo BB3
(100 mM KCI, 1 mM MgCl,, 50 mM Hepes pH 7.2, 0,2% NP-40, 5% glicerol). Em
seguida a resina foi bloqueada utilizando o tamp&o BB3 acrescido de 10 pg/mL de
BSA para evitar ligacdes inespecificas. Para cada ensaio, aproximadamente 10 pL
de cada resina bloqueada foi incubada com 2 ug de proteina recombinante em um
volume final de 200 puL (em tampéo BB3), durante 1 hora sob agitacédo, a 4°C. As
resinas foram lavadas duas vezes com tampao BB3 e incubadas com 5 pL de
proteinas marcadas radiotivamente (no volume final de 200 pL de tampédo BB3),
durante 2 horas sob agitacdo a 4°C. Apés trés lavagens com 500 pL de tampéao BB3,
as proteinas ligadas a resina foram eluidas com 40 pL de tampao de amostra para
SDS-PAGE e 10 pL de cada amostra foram submetidas a eletroforese em gel 15%.
Os géis foram corados com azul de Coomassie R-250, para visualizacdo das
proteinas recombinantes, e submetidos a autorradiografia para visualizacdo das
proteinas radioativas marcadas com *S (DHALIA et al., 2005), verificando a

associagdo ou ndo das proteinas avaliadas.
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5.6 Modelagem de proteinas in silico

Para o estudo da interacdo PABP1/EIF4AE4 as modelagens in silico das
proteinas foi realizada através do programa disponivel na web MHOLIline que
combina um conjunto especifico de programas para andlise da estrutura de
proteinas, incluindo os métodos de modelagem comparativos e identificacao regides

transmembrana.

O MHOLIine comeg¢a com um arquivo de entrada no formato FASTA contendo
uma ou mais sequéncias de proteinas. Para identificacdo da estrutura modelo,
MHOLIline usa o algoritmo BLAST (versdo 2.2.25) para pesquisar estruturas
tridimensionais (3D) no Protein Data Bank (PDB). Um refinamento na etapa de
busca de modelo foi implementado com o desenvolvimento de um programa
chamado BATS (Explosdo automética Segmentacéo de Estruturas). O alinhamento
global automatizada e a construcdo de modelos 3D das proteinas sdo executados
pelo programa MODELLER (versdo 9v13). Modelos construidos sao avaliados, de
acordo com a sua qualidade estereoquimica, pelo PROCHECK programa (versao
3.5.4). Para cada programa, MHOLIline retorna os arquivos de saida de costume e
quando todo programa selecionado terminar, MHOLIline retorna um arquivo de

resumo.

Além disso, também foi utilizado o programa KBDOCK que é um sistema de
banco de dados 3D que define e aglomera espacialmente sitios de ligacdo de
proteinas. O KBDOCK extrai informac6es do PDB (banco de dados de proteinas) de
interacdo dominio-dominio (DDI) e interacdo dominio-peptideo (DPI) das proteinas,
utilizando a classificacdo de dominio PFAM (banco de dados de familia de
proteinas), a fim de analisar os arranjos espaciais de DDIs e DPIs por familia Pfam e

propor modelos estruturais para acoplamento (docking) de proteinas.
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6 RESULTADOS

Os dados obtidos até agora a respeito dos mecanismos de interacéo entre as
subunidades dos complexos do tipo elF4F e PABP de tripanossomatideos indicam
multiplos aspectos que os diferenciam de complexos equivalentes em outros
eucariotos. Sendo assim, esta dissertagéo teve como proposta dar continuidade ao
esforco de caracterizacdo das interacfes necessarias para a funcdo de proteinas
selecionadas na iniciacdo da sintese proteica nos tripanossomatideos. Acredita-se
que a identificacdo dos motivos de interagcéo e a validagdo de novas interagdes que
possam ser avaliadas podem contribuir na identificagdo de novos alvos para o

desenvolvimento de agentes inibidores do processo de traducéo.

No presente trabalho, trés conjuntos distintos de interacbes foram
investigadas e que parecem ser criticas para a funcdo dos dois complexos do tipo
elF4F mais relevantes para a iniciacdo da sintese proteica em Leishmania e outros
tripanossomatideos: o primeiro formados pelas interacfes ja definidas entre os
EIFAE4/EIFAG3/EIF4AI/PABPL; e o segundo formado pelas interacdes entre os
EIFAE3/EIFAG4 que podem ou ndo interagir ainda com homologos de PABP e com
0 EIF4Al. Na primeira etapa dos procedimentos, foram investigadas as interagdes
entre as proteinas EIF4G3 e EIF4G4 com seus parceiros EIF4AE4 e EIF4E3
respectivamente. Dados da literatura apontam que o dominio de interacdo entre
estas proteinas € diferente, mas os resultados apresentados ndo sao conclusivos e
precisam de uma reavaliagdo. Num segundo momento, os motivos de ligacdo na
nova interagdo identificada entre as proteinas EIF4E4 e PABP1 foram avaliadas. Foi
investigada também a possivel interacdo entre a PABP2 com o EIF4E3, bem como
0s motivos envolvidos nesta ligacdo. Por fim, ferramentas de bioinformatica foram
utilizadas para se definir melhor as propriedades das interacdes evidenciadas entre
os homodlogos de PABP e elF4E.
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6.1 Identificacdo dos motivos responséaveis pela ligacdo dos EIF4G3 e EIF4G4
aos EIF4E4 eEIF4ES3, respectivamente

Os dados da literatura indicam que as interacGes entre os EIF4G3/EIF4E4 e
EIF4G4/EIF4E3 ocorrem através de motivos semelhantes aos descritos para outros
eucariotos, mas que seriam posicionados em regides nao correspondentes nos dois
homologos de elFAG (YOFFE et al., 2009; ZINOVIEV et al., 2012). Entretanto o alto
grau de semelhanca na estrutura e sequéncia dos homologos de elF4G, bem como
seus parceiros, homoélogos de elF4E, sugeriria elementos mais conservados para
estas interacdes. Desta forma, esta dissertacdo de mestrado se iniciou com a
continuacéo de trabalho anterior que teve como propésito avaliar a possibilidade de
qgue as duas interacdes utilizem um motivo comum. Para isso, proteinas EIF4G3 e
EIF4G4 contendo mutacbes em residuos previamente identificados, e equivalentes
nas duas sequéncias (Figura 13A caixa vermelha), foram expressas em fusédo com a
Glutationa S-transferase (GST) e testadas quanto a sua capacidade de interacao
com os parceiros elF4Es marcados radioativamente. Todas as construcdes
plasmidiais necessarias para esta etapa do trabalho j4 estavam disponiveis quando

do inicio de sua execucao.

Figura 13 - Candidatos a motivos de ligacdo ao elF4E encontrados nas proteinas EIF4G3 e
EIF4G4 de tripanossomatideos

{
LmEIF4G3 1 Mg ENNYLEP-13
TbEIF4G3 1 MH IHSLYPEP-3
TcEIF4G3 1 MH 1ISMYKDA-13
LmEIF4G4 1 MLFNLRGIVP QKEEKVKN-- aDTWTAI—

TbEIF4G4 1 MLFKPRGVTS NDPRYAGGSR
TcEIF4G4 1 MLFKPRGVTS NDPKYAGNSR IpMiy AY SDTWKER-LS DDFSMGRILF

A B

Fonte: Reis (2009).

Nota: (A) o primeiro motivo M/F/YXXXXI/LL possui caracteristicas semelhantes ao motivo
cldssico, nas proteinas EIFAG3 e EIF4G4, exceto pela mutacdo no LmEIF4G3 de um
aminoacido hidrofébico por um bésico (L/R). Este motivo foi relacionado a interacdo das
proteinas EIF4G4 e EIF4E3 (caixa azul) (Zinoviev et al., 2012). (B) o segundo motivo
conservado, foi relacionado a interacdo entre EIF4AG3 e EIF4E4 (caixa verde) (Yoffe et al.,
2009). A interacdo entre EIFAG3/EIF4E4 pode envolver aminoacidos presentes em A num
motivo de interacdo que seria comum ao EIFAG4/EIF4E3 (caixa vermelha).
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6.1.1 Expresséo e purificacdo de proteinas recombinantes

Nesta etapa foram utilizadas as construcfes disponiveis no laboratorio
contendo os genes codificando diferentes constru¢cdes do EIFAG3 e EIF4G4 de L.
major clonados no plasmideo pGEX4T3. As referidas construcbes do EIF4G3
(EIFAG3 selvagem, mutantes I8A, R9A, R12A, Y15A, FSL-AAA e truncagens
NT+MIF, MIF+CT) e EIF4G4 (EIF4G4 selvagem, mutantes 125A, L26A, 125AL26A,
R29A, W32A, FSL/AAA e truncagens NT+MIF, MIF+CT) foram inicialmente
transformadas em Escherichia coli para a inducdo e purificacdo de proteinas
recombinantes fusionadas a cauda GST. Aliquotas pré- e pés-inducado, assim como
resina, sobrenadante e eluatos das purificacbes foram submetidos a migracdo em
gel SDS-PAGE (Figura 14). Todas as proteinas foram em seguida dialisadas e
quantificadas.

6.1.2 Transcri¢ao e traducdao in vitro dos genes LmEIF4E3 e LmEIF4E4

Para as proteinas radioativas, foi necessario primeiramente a obtencao de
MRNAs por transcrigdo in vitro dos genes LmEIF4AE3 e LmEIF4E4. Os mRNAs
sintéticos obtidos foram analisados em gel de agarose quanto a sua integridade
(Figura 15A) e foram traduzidos in vitro, permitindo a obtencdo das proteinas
radioativas visualizadas em autoradiografia (Figura 15B) que posteriormente foram
utiizadas no ensaio de interacdo com as proteinas recombinantes mutantes
LmEIF4G4 e LmEIF4G3 respectivamente.
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Figura 14 - Expressdo e purificagdo das proteinas selvagem e mutantes
GST-LmEIFAG3 e GST-LmEIF4G4

A INDUCAO

[ I
=

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Géis de SDS-PAGE demonstrativos com parte das proteinas expressas e purificadas fusionadas a

GST. Figura 14A. Para a inducé@o das proteinas de fusdo foi adicionado as culturas bacterianas IPTG
(p6s-IPTG). Como controle, foram crescidas culturas nas mesmas condigcdes sem adicdo de IPTG (pré-
IPTG). Figura 14B. Purificagcdo de proteinas representativas, com as amostras retidas na resina e as duas
eluicbes destacadas nos quadros vermelhos. O tamanho das proteinas foi de aproximadamente 97 KDa.
Os valores do marcador de peso molecular, a esquerda, estdo expressos em kilodaltons (kDA).
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Figura 15 - Transcricdo e traducao in vitro dos LmEIF4E3 e LmEIF4E4

A. TRANSCRICAO IN VITRO B. TRADUGAO IN VITRO

LmE3 LmE4

[ I ! LmE3 LmE4

RNA PROTEINA- 35S

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Figura 15A. Gel de agarose apos eletroforese dos mMRNAs provenientes da
reacdo de transcricdo in vitro dos genes LmEIF4E3 e LmEIF4E4 no plasmideo
pET21a. Figura 15B. Expresséo das proteinas LmEIF4E3 e LmEIF4E4 que foram
fracionadas em gel SDS-PAGE, submetidas a exposi¢céo de filme autoradiogréafico
para revelacdo das proteinas radioativas.

6.1.3 Ensaios de interagdo proteina-proteina para investigar as interagdes entre 0s
EIFAG3/EIF4E4 e EIFAG4/EIF4AES

Para se investigar diretamente qual o sitio envolvido nas interacdes entre 0s
fatores EIFAG3 e EIF4E4, bem como a interacdo EIF4G4 e o parceiro EIF4E3 de L.
major, foram realizados ensaios de intera¢do proteina-proteina do tipo pull-down. No
primeiro ensaio as proteinas do LmEIF4G3 contendo mutagbes em residuos de
aminoacidos especificos fusionadas a GST (selvagem, I8A, R9A, R12A, Y15A, FSL-
AAA, NT+MIF e MIF+CT) foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e em
seguida incubadas com a proteina LmEIF4E4 marcada com *°S. A resina foi
coletada, lavada para remocdo de interacfes inespecificas e as proteinas retidas
foram analisadas em SDS-PAGE (Figura 16 A). Apenas no caso de interacdes
especificas, entre as proteinas com GST e aquela marcada com *°S, as proteinas
radioativas seriam detectadas junto a resina. A proteina GST foi incubada com as
radioativas para ser utilizada como um controle negativo, a fim de descartar qualquer
interacdo inespecifica. Além disso, também foram usados como controle de ligagédo
no ensaio as proteinas truncadas NT+MIF e MIF+CT, pois estudos prévios
demonstraram a regido N-terminal+MIF4G e a proteina completa EIF4G3 interagem

com a proteina EIF4E4 enquanto que a regidao MIF4G+C-terminal ndo interage.
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Como pode ser visto na Figura 16B, as proteinas do LmEIF4G3 contendo mutaces

em residuos conservados I18A, R9A e FSL-AAA afetaram a ligacdo ao LmEIF4EA4.

Figura 16 - Analise da interacao entre as proteinas recombinantes mutantes GST-LmEIF4G3
com a proteina radioativa **S-LmEIF4E4

- Coomassie Blue

- 35S-LmE4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As diferentes proteinas recombinantes LmEIF4G3 fusionadas a
GST, foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas
com a proteina **S-LmEIF4E4. Figura 16A. Representa o input da
traducdo original juntamente com as proteinas recombinantes
fracionadas em SDS-PAGE e coradas com azul de Coomassie. Figura
16B. Representa a autoradiografia mostrando que a mutacdo nos
residuos I18A, R9A e FSL na proteina LmEIF4G3 afeta a ligacédo ao seu
parceiro LmEIF4E4 (setas).

No segundo ensaio de pull-down, as proteinas do LmEIF4G4 contendo
mutacdes em residuos de aminoacidos em posi¢cdes equivalentes ao LmEIF4G3
fusionadas a GST (selvagem, 125A, L26A, 125AL26A, R9A, W32A, FSL-AAA,
NT+MIF e MIF+CT) foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e em
seguida incubadas com a proteina LmEIF4E3 marcada com **S (Figura 17A). A
proteina GST utilizada como um controle negativo, além disso, também foram
usados como controle de ligagdo no ensaio as proteinas truncadas NT+MIF e
MIF+CT, pois estudos prévios demonstraram a regido N-terminal+MIF4G e a
proteina completa EIF4G4 interagem com a proteina EIF4E3 enquanto que a regido
MIF4G+C-terminal ndo interage. Como pode ser visto na Figura 17B, as proteinas
com a mutacao dupla de residuos vizinhos equivalentes do LmEIF4G4 (IL25-26AA)
impediu a ligacdo ao LmEIF4E3, enquanto que as mutacdes simples nos residuos
I25A e L26A, bem como o FSL-AAA nao foram capazes de interromper a interacao

analisada.
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Figura 17 - Andlise da interacéo entre as proteinas recombinantes mutantes GST-LmEIF4G4
com a proteina radioativa *>S-LmEIF4E3

A

r Coomassie Blue

35S-LmE3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As diferentes proteinas recombinantes LmEIF4G4 fusionadas a
GST foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas
com a proteina **S-LmEIF4E3. Figura 17A. Representa o input da
traducgdo original juntamente com as proteinas recombinantes fracionadas
em SDS-PAGE e coradas com azul de Coomassie. Figura 17B.
Representa a autoradiografia mostrando que a mutacdo de residuos
equivalentes do LmEIF4G4 (IL25-26AA) impediu a ligacdo ao parceiro
LmEIF4E3 (seta vermelha).

E importante ressaltar que os resultados obtidos e descritos para as
interacbes EIFAG3/EIFAE4 e EIF4E3/EIF4E4 foram importantes para definir os
motivos de ligag&o envolvidos entre essas proteinas e foram incluidos no manuscrito
intitulado “Two trypanosomatid elF4AG homologues have functional differences

compatible with two distinct elF4F complexes “ aceito para a publicagao.
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6.2 ldentificacdo dos motivos responsaveis pela interacdo entre a PABP1 e o
EIF4AE4

Em trabalhos que precederam a realizacdo dessa dissertacao, foi realizado o
alinhamento no Clustal W da sequencia de aminoacidos do segmento N-terminal da
proteina EIF4E4 de diferentes espécies de tripanossomatideos. Este alinhamento
levou a identificacdo de trés motivos distintos conservados que foram denominadas
Boxes A, B e C (Figuras 18 e 19). Em um primeiro momento postulou-se que 0s
aminoacidos encontrados nestes motivos poderiam estar envolvidos na ligacdo do
EIF4E4 com novos parceiros e possivelmente com a PABP1, tendo em vista que a
regido N-terminal do EIF4E4 foi identificada como possivel dominio de ligacdo desta
proteina (ZINOVIEV et al., 2011).

Para investigar os motivos de ligacédo na interacdo PABP1/EIF4E4, os EIF4E4
selvagem e/ou mutantes foram sintetizados marcados com **S. Ao mesmo tempo,
diferentes proteinas PABP1 (selvagem e mutantes) foram expressas fusionadas a
GST e em seguida testadas quanto a sua capacidade de se ligar as constru¢des do
EIF4E4 marcado radioativamente. Neste tépico, a regido C-terminal da PABP1, ja
relacionada a ligagdo com a proteina EIF4E4 (conforme descrito na introdugéo
dessa dissertacao), foi avaliada através de mutantes direcionados ao dominio PABC
da proteina e como controle foram utilizados mutantes direcionados a sua regido N-
terminal. Em seguida, a regido N-terminal do EIF4E4, contendo mutacdes em
aminoécidos presentes nos motivos denominados Boxes foi avaliada em relagédo a
interacdo com a PABP1. Por fim, foi avaliado o efeito de uma mutacédo direcionada
ao residuo de triptofano responsavel pela ligacdo ao EIF4G3 tanto na interacao
EIFAG3/EIF4E4 como também na PABP1/EIF4E4.



Figura 18 - Andlise comparativa da regido N-terminal do EIF4E4 de diferentes

tripanossomatideos

LARIP4R4
LomBIP4R4
LoxEIF4B4
LbEIP4R4
LtRIP4R4
CERIP4R4
TcRIP4E4
TbERIP4R4

LiEBIP4RB4
LmRIF4R4
LoxEIF4E4
LbRIP4EB4
LtERIP4R4
CERIP4R4
TcRIP4R4
TbEIF4RB4

LARIP4R4
LoBIP4R4
LoxEIF4R4
LbRIP4R4
LtERIP4RB4
CERIP4R4
TcRIP4R4
TbEIF4E4

LiRIP4R4
LoRIP4RB4
LoxEIF4B4
LbRIP4R4
LtEBIP4R4
CERIP4B4
TcRIP4R4
TbERIP4R4

80 AWMPPLQPAS
77 ASMPPVQPAS
79 APMPAAQPGS
79 APAPFVQPAP
79 APMPPVQPVS
78 SQMSPAHPPP
S7 AQNFTSSPR-
68 PQSPSCPPQG

160 GGLEALPTST
157 GGLEALPTST
159 GGLEALPTST
158 GGLEALPTST
159 GGLEALPTST
154 GGLEALPTST
114 NSLAPLPTST
128 GSLMPLPTST

228
225
227
223
227
224
194
208

SSCVNPAATS
SSAVAVTAPT

PLPPMHSAPP TASVVSNSIP
PLPPMHSAPP TASVVSNSIP
QPPPMHSAPP TVSVGSNSIP
QLPPMHPAAP TAPTVSNLIP
QLPPMHSASP TVSVVSNSIP
PSPGAHRTAH TSMP----YP
----AAAGLP LCSP--=---
QQOQTVVPPP TRSP------

ADMELAKTPA GAAAAAVHAP
ADMELAKTPA GAAAAAVHAP
ADMELAKTPA GAAAAAVHAS
ADMELAKAPP ---ATAGYAP
ADMELAKTPA GAAAAADHAP
ADMELTKSST TNAAAAAVAG
ADLAEEKERQ QKQESHLSSS
ADLAVEKELQ RKQQSGSPST

RTLARVVLTQ PSPLALAPSE
RTLARVVLTQ PSPLALAPSE
RTLARVVLTQ PSPLALAPSE
RTLARVVLAQ PSPLALAPSE
RTLARVVLTQ PSPLVLAPSE
RTLARVVLVK PSPLTLIPSE
RTLNRVMIAK PSPFSLTPAT
RTLNRSNMTK PSPFTLTPDS

LPA-PAKSKI
SPA-PAKSKI
SPA-PAKSKI
SLA-PAKPKI
SPT-PAKSKI
EPQ-PVKPTP

PSSPATAPGE
PSSPATAPGE
PSSPATAPGE
PPSPATAPGE
PRSPAIAPGE
PPSPASMAAR
-TTALRLPTR
-VSTHVIPTR

--SLPGAARR
-=-8SLPGAVRR
--ALPGAARR
-~ SPAGAARR
--SLSGAARR
KLTPPAVLRR
MEKWTTTSTRK
SSWVTTCTKS

SVTRTGVNTT
SVTRTGVNTT
SVTRTGINTT
SVTCTGVNTT

PPFHP-APTA
- TNENGFATS
PTPKTGFTTS

REPAVAARSV
RSPAVAARSV
RSPAVAARSV
RSPAVAARSV
REPAVAARSV
RSPAVAARSH

SLONSPIIQP
SLONSPIIQP
SLENSPIIQP
SLHSSPIIQP
SLENSPIIQP
SVQNSPIIQP
NITQPALPLA
NGVRSATSPV

Core eIF4E

267
264
266
262
266
263
237
241

YPMPPPPPPM
YPMPPP- --M
YPMPPPPP-M
YPMSPPPP-L
YPMPPPPP-M

VKANFTPTFA
PKAGSTPIVA

PEKNYAPFFA AGCQTPAASK
PEKNYAPFFA EGCQTIAASK
PEEKNYTPFFA AGCQTPAASK
HAKNDLLSFA PAYLTPAAPK
PEKNYTHLFA AGCQPFPVCK
TKSKISVTRT SANTTSPMPS
PTSNVMITHS G--CTG--IN
TSTNTITTHS G--FSAQATT

----AKSASE IEAISKNS
----VKSASE IEAISKNS
----VKSASE IEAISKNS
----VKSASE IEAISKNS
----VKSASE IEAISKSS
----AKSAKE IERISKKS
PIYVEKTEEE ILEISKRS
BISVDKTDEE VLEISRCS

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Os trés motivos distintos encontrados ao longo da sequencia estéo indicados (caixas A, B e C)
e as setas indicam os residuos de aminoacidos conservados que foram mutados nesses motivos

conservados.

Figura 19 - Sequencias de aminoacidos conservadas na regido dos Boxes do EIF4E4

LDVRAAEYSP
MNPHATEFMP

LMAARAAFVE

BOX A

BOX B

BOXC

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: A sequéncia de aminoacidos dos
trés BOX (A, B e C) distintos encontrados
ao longo da sequencia da regido N-

terminal

do EIF4E4. Os aminoacidos

mutados estdo destacados nos quadros

pretos.
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6.2.1 Producdo das proteinas EIF4E4 selvagem e mutantes marcadas

radioativamente

Os genes codificando o EIF4E4 de L. infantum (LIEIF4E4) selvagem e seus
mutantes nos motivos Boxes (ABC, AB e C) e no possivel sitio de ligacdo ao
EIF4AG3, nomeada MUT4G, clonados no vetor pGEMT-Easy ja se encontravam
disponiveis no laboratoério. Entretanto para os ensaios de interacao proteina-proteina
foi necessaria a sua subclonagem no vetor de expressédo pET21a, utilizado para os
experimentos de transcricéo e traducdo in vitro e producéo das respectivas proteinas
marcadas radioativamente. Para essas subclonagens, tanto o plasmideo pET21la
guanto as construcdes no pGEMT-easy foram digeridas com as enzimas de restricao
BamHI e Hindlll, em seguida os fragmentos liberados (1359 pb) foram purificados

para serem ligados ao vetor pET21a (5441 pb).

Com plasmideo e insertos disponiveis, foi feita ligacao, transformacédo e a
partir dos clones selecionados foi realizada a extracdo do DNA plasmidial
(minipreparacfes) das construcdes. Foi possivel a confirmacdo das clonagens
através da digestdo das construcdes utilizando as enzimas BamHI e Hindlll, com a
liberacdo dos fragmentos nos tamanhos esperados de 1359 pb para o LIEIF4E4
(Figura 20). As construcdes foram analisadas e confirmadas quanto a sua
integridade por sequenciamento de DNA.

Figura 20 - Confirmacgao da subclonagem dos genes selvagens e mutantes do LiEIF4E4 no
plasmideo pET21a

5000

2000
1650
1000
850 1359 pb

1359 pb

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Gel de agarose apoés eletroforese dos fragmentos de DNA
resultantes da reacdo de subclonagem. Digestdo enzimatica das
minipreparacfes com as enzimas BamHI e Hindlll verificando a
liberacdo do fragmento no tamanho esperado de 1359 pb para o
gene EIF4E4 (linha vermelha) e 5441 pb, para o vetor plasmidial
pET2la. O tamanho dos fragmentos do marcador de peso
molecular estdo mostrados a esquerda.
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Em seguida, os genes mutantes e selvagem dos LIEIF4E4 (Boxes ABC, AB,
C e MUT4G) também foram transcritos para obtencdo de proteinas radioativas por
traducdo in vitro e posterior analise de interacdo com a proteina LIPABP1 (Figura
21A e 21B).

Figura 21 - Transcri¢do e traduc¢do in vitro de mutantes do LiEIF4E4

A. TRANSCRIGAO IN VITRO

. ;Y. . . /
b~ > X >
\-/(o \}‘Q’ \-/{o \}‘Q’ &

RNA

B. TRADUGAO IN VITRO

PROTEINA- %S

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Figura 21A. Gel de agarose apds
eletroforese dos mMRNAs provenientes da reagéo de
transcrigcdo in vitro dos genes do LIEIF4E4 selvagem
e contendo mutacdes nos Boxes ABC, AB e C, além
do mutante MUT4G, no plasmideo pET21a. Figura
21B. Expressdo dos mutantes das proteinas
LIEIF4E4 que foram fracionadas em gel SDS-PAGE
15%, submetidas a filme autoradiogréafico que revela
a presenca de proteinas radioativas.

6.2.2 Expressdo e purificagdo das proteinas PABP1l selvagem e mutantes
fusionadas a GST

Nesta etapa, os genes codificando a PABP1 selvagem de L. infantum
(LIPABP1), bem como os genes contendo mutacdes nas regides dos RRMs da
PABP1 (LMW/YGF e YGF) e no dominio PABC (TGM) também ja se encontravam
disponiveis no laboratério, porém clonados no vetor de clonagem pGEMT-Easy.
Para a expressao das respectivas proteinas em E. coli fez-se necessario

inicialmente a sua subclonagem no vetor de expressao pGEX4T3. Para isso, tanto o
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plasmideo pGEX4T3 quanto as constru¢cdes no pGEMT-easy foram digeridas com
as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, em seguida os fragmentos liberados (1683
pb) foram purificados para serem ligados ao vetor (4968 pb). A subclonagem dos
genes no vetor e a sua confirmacao (Figura 22) foi realizada como descrito no topico

anterior.

Figura 22 - Confirmacgao da subclonagem dos genes selvagem e mutantes do LiPABP1 no
plasmideo pGEX4T3

5000

2000
1650

1000
850

1683 pb

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Gel de agarose apés eletroforese dos
fragmentos de DNA resultantes da reacdo de
subclonagem. Digestéo enzimética das
miniprepara¢gbes com as enzimas BamHI e Hindlll
verificando a liberagdo do fragmento no tamanho
esperado de 1683 pb para o gene da PABP1 (linha
vermelha) e o vetor pGEX4T3 no tamanho de 4968
pb. O tamanho dos fragmentos do marcador de
peso molecular estdo mostrados a esquerda.

Apos a confirmacdo das subclonagens, as construcdes obtidas da PABP1
(LIPABP1IWT ou selvagem, LIPABP1LMW/YGF e LIPABP1TGM) foram também
utilizadas para a inducdo e purificacdo de proteinas recombinantes fusionadas a

GST e andlise por meio de migracdo em gel SDS-PAGE (Figura 23).
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Figura 23 - Expresséo e purificagdo da proteina LIPABP1 selvagem (WT) e seus mutantes
fusionados a GST

LiPABP1 LiPABP1  LIPABP1
WT LMW/YGF TGM 'NDU,COES

KDa

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Gel SDS-PAGE corado com azul de Coomassie mostrando a purificacdo
das proteinas fusionadas a GST. As amostras das duas elui¢cdes estéo indicadas
nos quadros vermelhos. Para a inducdo das proteinas foi adicionado as culturas
bacterianas IPTG (pos-IPTG) e como controle, foram crescidas culturas nas
mesmas condi¢cdes sem adi¢cdo de IPTG (pré-IPTG). O tamanho das proteinas
foi de aproximadamente 92 KDa. O tamanho dos marcadores de peso molecular
estdo expressos em kilodaltons (kDA) a esquerda.

6.2.3 Andlise da interacdo entre mutantes da PABP1 e o homélogo EIF4E4 de L.

infantum

Trabalhos prévios demonstraram interacdo entre EIF4AE4 e a PABP1 nos
tripanossomatideos. Com o intuito de identificar qual o motivo da PABP1 envolvido
na ligacdo ao EIF4E4, foi realizado o ensaio de pull-down, no qual as proteinas da
LIPABP1, fusionadas a GST (LIPABP1WT, LIPABP1LMW/YGF e LIPABP1TGM)
foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubadas com a
proteina LIEIF4E4 selvagem marcada com *$S (Figura 24A). Como pode ser visto na
Figura 24B, a proteina mutante LIPABP1TGM né&o consegue interagir com a proteina
LIEIFAEA4.
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Figura 24 - Andlise da interacdo entre proteina a proteina GST-LiPABP1 com a proteina
radioativa **S-LiEIF4E4

2
©)
3
A
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- Coomassie Blue
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As diferentes proteinas recombinantes LiPABP1
fusionadas a GST (LIPABP1IWT, LiIPABPILMW/YGF e
LIPABP1TGM), foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose
4B e incubadas com a proteina LIiEIF4AE4 marcada
radioativamente. Figura 24A. Representa as proteinas
recombinantes fracionadas em SDS-PAGE e corado com azul de
Coomassie. Figura 24B. Representa a autoradiografia
mostrando que a mutacdo TGM-AAA localizada na regido C-
terminal da proteina LIPABP1 remove a ligagdo ao parceiro
LIEIFAE4 (seta vermelha).

6.2.4 Andlise reversa da interacdo entre os mutantes do EIF4E4 e o homdlogo
PABP1 de L.infantum

Sabendo-se entdo em qual regido da PABP1l se liga o EIF4E4, foram
realizados ensaios de interacdo para mapear em que regido do EIF4E4 estaria
ligando-se a PABP1. Com esse intuito, a proteina recombinante LIPABP1 fusionada
a GST foi imobilizada na resina Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubada com
mutantes da proteina EIF4E4 marcada com *°S (LIEIF4E4 selvagem e mutantes
MUT4G, AB, C, ABC) (Figura 25A). Como pode ser visto na Figura 25B, a proteina
LIEIFAE4 contendo mutacdo nos trés Boxes envolvidos na interagdo, aboliu a
ligacdo a proteina LIPABPL1.
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Figura 25 - Andlise da interacdo entre a LIPABP1 com as proteinas mutantes do LiEIF4E4
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A proteina recombinante LIPABP1WT fusionada a GST foi imobilizada na
resina Glutationa Sefarose 4B e incubada com a proteina LIEIF4E4 selvagem
(WT) e mutantes (MUT4G, 4AB, C, ABC) marcadas radioativamente. Figura
25A. Representa input das tradugbes originais juntamente com as proteinas
recombinantes fracionadas em SDS-PAGE e corado com azul de Coomassie.
Figura 25B. Representa a autoradiografia mostrando que a mutagao
envolvendo os Boxes ABC do LIiEIF4E4 (em vermelho) aboliu a ligacdo a
proteina parceira LiPABP1(seta vermelha).

Y T T T T
LIE4-35S LIEAMUT4G- %S LIE4AAB-*°S LIE4C-*S LIE4ABC-%S

6.2.5 Analise da interacdo entre 0 mutante no sitio de ligacdo ao 4G (W305A) do
LIEIF4E4 e 0 homologo LmEIF4G3

Estudos prévios de bioinformatica mostraram que o triptofano na posi¢édo 305
na sequencia do EIF4E4 é um aminoacido conservado e um provavel sitio de
ligagdo ao EIF4G3. Com base nessa informagéo, foi inicialmente realizado o ensaio
de pull-down com o intuito de confirmar o sitio de ligacdo do EIF4G3 nessa posi¢ao
do EIF4E4. No presente trabalho a proteina LIEIF4AE4 contendo a mutagdo W305A
foi nomeada de MUT4G e a subclonagem do respectivo gene mutante bem como
sua producao marcada radioativamente ja foi descrita nos intens anteriores. Para
avaliar o efeito dessa mutacdo na ligacdo do EIF4E4 ao EIF4G3 a proteina
recombinante EIF4G3 de L. major (LmEIF4G3) fusionada a GST foi imobilizada na
resina Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubada com a proteina LIiEIF4E4
selvagem (WT) e mutantes selecionados marcados com **S. Além do préprio
mutante MUT4G o ensaio avaliou ainda o efeito do mutante ABC, que néo liga a
PABP1, na sua capacidade de ligagdo ao EIF4G3. Como pode ser visto na Figura
26, a proteina MUT4G contendo a mutacdo W305A ndo foi capaz de se ligar a
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proteina LMEIF4G3 embora a mesma proteina tenha mantido a sua capacidade de
ligacdo a PABP1,como mostrado na Figura anterior. Ja o0 mutante ABC, bem como a
proteina selvagem, foi capaz de se ligar com eficiéncia ao homélogo do elF4G3,
confirmando que a mutacdo tripla nos Boxes ABC néo altera o dobramento da

proteina e o efeito que abole a sua ligacdo a PABP1 é especifico.

Figura 26 - Andlise da interacdo entre a proteina LmEIF4G3 com o LiEIF4AE4 mutante

Coomassie Blue

35S-LiE4
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LiE4-35S LIEAMUTA4G-%°S LIE4ABC-%S

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A proteina recombinante LmMEIF4G3 fusionada a GST foi
imobilizada na resina Glutationa Sefarose 4B e incubada com a proteina
LIEIFAE4 selvagem (WT) e mutantes selecionados (MUT4G e ABC)
marcados com *°S. Figura 26A. Representa input das traducdes
originais juntamente com as proteinas recombinantes fracionadas em
SDS-PAGE e corado com azul de Coomassie. Figura 26B. Representa a
autoradiografia mostrando que a mutacdo W305A no MUT4G (seta
vermelha) aboliu a ligacdo ao homdlogo LmEIF4G3 (seta vermelha) mas
que a mutacdao tripla ABC néo interferiu nesta ligacéo.

6.3 Confirmacao da interacdo entre o EIF4E3 e homologos de PABP e definicao

dos motivos responsaveis por essa interacao

A presenca de regides N-terminais ndo observadas em outros homélogos de
elF4AE, bem como sua capacidade de interagir com homélogos de elF4G
relacionados, sdo propriedades que indicam modos de acdo semelhantes para o0s
EIF4E3 e EIF4E4 de tripanossomatideos. Até o momento contudo, ndo esta claro
para o EIF4E3, ao contrario do EIF4E4, sua interacdo com homologos de PABP in

vivo. Neste trabalho, de forma comparativa com o que foi realizado com o EIF4E4,
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partiu se entdo para avaliar a possibilidade de interacdo do EIF4E3 de Leishmania
com homoélogos de PABP in vitro. Dados preliminares de alinhamento multiplo da
regido N-terminal do EIF4E3 de diferentes espécies ja haviam identificados também
trés motivos distintos conservados (A, B e C), equivalentes aos motivos
denominados de Boxes encontrados no EIF4E4 (Figura 27). Mutantes dirigidos a
estes motivos ja haviam sido produzidos dirigidos a proteina de L. amazonensis
(LaEIF4E3) e neste trabalho investigou-se sua interagdo com a PABP2 de
Leishmania tendo em vista que dados ndo publicados sugerem uma possivel

interacao preferencial in vivo do EIF4E3 com esta proteina, em lugar da PABP1.

Figura 27 - Analise comparativa do EIF4E3 de Leishmania infantum e Leishmania amazonensis
BoxA § 28 3336 _BoxByy 54

LaEIF4E3 MNPSAAAYIPPKSDAKGEPKSSSAAAVAKPPSIQLATHLSAAAEPFVPIGGPKQMSATSTH
LiEIF4E3 MNPSAAAYIPPKSDAKGEPKSSSAAAVVKPPSTQLVTHLSAAAEPFVPIGGPKQASATSTH
LmEIF4E3 MNPSAAAYIPPOSDAKGDPKSSSAAAVAKPPSTQPATHLSAAAEPFVPIGGPKOMSATSTH

€566 7475 78 87 37 99 108 Box C
LaEIF4E3 VDPKTATEDGKTTVSPLTERPASSLPNSAAAAGAAKREADENEPSOLDWLPEAPPTDWSE
LiEIF4E3 VDPKATTEDGKTTAPPLMERPASSLPDSAAAAGAAKKE TDENDPSQLDWLPEADPTDWSE
EA

LmEIF4E3 VDPKATTEDEKTTAPLLMECPASSLPDSAAAAGAAKKEADENDPSQLDWLPEADPTDWSE

160 163
LaEIF4E3 SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNTASHSSPTSTMSFEPIFVSNV
LiEIF4E3 SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNMASNSSPTSTMSFEPIFVSNV
LmEIF4E3 SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNMASNSSPTSTMSFEPIFVSNV

198 210
LaEIF4E3 GDVESFWRLWRYLPAPSGLPTVYTYSWFRKDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDRSGLS
LiEIF4E3 GDVESFWRLWRYLPAPSALPTVYTYSWFRRDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDRSGLS
LmEIF4E3 GDVESFWRLWRYLPAPSALPTVYTYSWFRKDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDRSGLS

LaEIF4E3 DKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLQLWTAHSEVGKLKAFAN
LiEIF4E3 DKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLOQLWTAHSEVGKLKAFAN
LmEIF4E3 DKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLOLWTAHSEVGKLKAFAN

310 314
LakEIF4E3 SVRDTLSKIIGAKALQKLEYYSHHQKQAATNSLAARMKGKTKISPDHTF
LiEIF4E3 SVRDTLSKIMGAKTLQKLEYYSHHQKQAATNSLAARMKGKTKISPDHTF
LmEIF4E3 SVRDTLTKIMGAKTLQKLEYYSHHQKQAATNSLAARMKGKTKISPDHTF

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Os trés motivos distintos encontrados ao longo da sequencia estao
indicados (caixas A, B e C). As setas indicam os residuos de aminodacidos
conservados que foram mutados.
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6.3.1 Producdo das proteinas EIF4E3 selvagem e mutantes marcadas

radioativamente

Quando do inicio do presente trabalho, os genes do homdélogo EIF4E3 de L.
amazonensis (LaEIF4E3) selvagem e contendo muta¢des direcionadas ao motivos
denominados Boxes (ABC, AB e C), ja estavam disponiveis no laboratorio inseridos
no vetor pGEMT-easy. Da mesma forma que para as construcbes com o EIF4E4,
para sua utilizacdo nos ensaios de interacdo proteina-proteina, foi necessario sua
subclonagem no vetor de expressdo pET2la. Para isso, tanto o plasmideo pET21a
guanto as constru¢cdes no pGEMT-easy foram digeridas com as enzimas de restricao
BamHI e Hindlll, em seguida os fragmentos liberados (1080 pb) foram purificados
para serem ligados ao vetor pET21a (5441 pb). Apds as etapas de subclonagem, foi
realizada a extracdo do DNA plasmidial dos clones selecionados e confirmacgao
destas através da digestdo das construcdes utilizando as enzimas BamHI e Hindlll,
com a liberacdo dos fragmentos no tamanho esperado de 1080 pb (Figura 28). As
construcbes foram analisadas e confirmadas quanto a sua integridade por

sequenciamento de DNA.

Figura 28 - Confirmacgéo da clonagem dos genes selvagens e mutantes do LiEIF4E3 no
plasmideo pET21a

5000 Wearvew e e w w o
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Gel de agarose apds eletroforese dos
fragmentos de DNA resultantes da reacdo de
subclonagem. Digestéo enziméatica das
minipreparacbes com as enzimas BamHIl e Hindlll
verificando a liberacdo do fragmento no tamanho
esperado de 1080 pb para o gene EIF4E3 (linha
vermelha) e 5441 pb, para o vetor plasmidial pET21a.
O tamanho dos fragmentos do marcador de peso
molecular estdo mostrados a esquerda.
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Dando prosseguimento, também foram transcritos os genes mutantes e
selvagem do homoélogo LaEIF4E3 (Boxes ABC, AB e C ) para obtencéo de proteinas
radioativas por transcricdo e traducao in vitro e posterior andlise de interagdo com a

proteina recombinante PABP2 de Leishmania major (Figura 29A e 29B).

Figura 29 - Transcricdo e traducao in vitro da proteina selvagem e mutantes do LaEIF4E3
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Figura 29A. Gel de agarose apos
eletroforese dos mMRNAs provenientes da reagéo de
transcricdo in vitro dos genes do LaEIF4E3
selvagem e contendo mutac¢des nos Boxes ABC, AB
e C, no plasmideo pET21a. Figura 29B. Expressédo
dos mutantes das proteinas LaEIFAE3 que foram
fracionadas em gel SDS-PAGE, submetidas a filme
autoradiogréfico que revela a presenca de proteinas
radioativas.

6.3.2 Avaliacdo da interacdo entre os fatores EIF4E3 com os homodlogos PABP1 e
PABP2

Trabalhos recentes ndo publicados do grupo sugerem que a PABP2 pode
esta se ligando ao homologo EIF4E3 e participando de um complexo do tipo EIF4F
em Trypanosoma Brucei. Com o intuito de verificar se essa interagao ocorre de
maneira similar em Leishmania, foi realizado o ensaio de interac&o in vitro. Para isso

a proteina recombinante PABP2 fusionada a GST foi imobilizada na resina
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Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubada com a proteina EIF4E3 marcadas
com *S nas condicBes previamente descritas. Além da interacdo do EIF4E3 com
PABP2, também foi testada a interacdo do mesmo com a PABP1. Como pode ser
visto na Figura 30, ha uma interacdo forte entre o fator de iniciagcdo da traducédo
EIFAE3 e a PABP2, enquanto que a interacdo com PABP1 praticamente ndo é

visualizada.

Figura 30 - Analise da interac&o entre as proteinas LmPABP2 e LiPABP1 com a proteina

LaEIF4E3
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As proteinas recombinantes LmPABP2 e LiPABP1
fusionadas a GST foram imobilizadas na resina Glutationa
Sefarose 4B e incubadas com o LaEIF4E3 marcada
radioativamente. Figura 30A. Representa input da
traducdo original juntamente com as proteinas
recombinantes fracionadas em SDS-PAGE e corado com
azul de Coomassie. Figura 30B. Representa a
autoradiografia mostrando que o homdlogo LmPABP2 é
capaz de interagir fortemente in vitro com o LaEIF4E3
(seta vermelha) enquanto que na PABP1 quase néo é
possivel observar o sinal.
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6.3.3 Andlise da interacdo entre os mutantes do LaEIF4E3 e do homdlogo LmPABP2

Baseado no resultado de interacdo anterior, onde foi visto que o homélogo
EIF4E3 tem capacidade de ligagdo a PABP2, foi realizado o ensaio de pull-down
com o intuito de avaliar o sitio de ligacdo nessa interacdo. Para isso a proteina
recombinante PABP2 fusionada a GST foi imobilizada na resina Glutationa Sefarose
4B e em seguida incubada com as construcées do EIF4E3 marcadas com *S
(LaEIF4E3 - AB, C e ABC) nas condi¢cOes previamente descritas. Como pode ser
visto na Figura 31B, a mutag&do nos trés Boxes previamente identificados levou a

eliminagdo desta interagéo.

Figura 31 - Analise da intera¢8o entre a LmPABP2 com as proteinas mutantes do LaEIF4E3

L Coomassie Blue

L

T T !
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A proteina recombinante LmPABP2 fusionada & GST foi
imobilizada na resina Glutationa Sefarose 4B e incubada com os
mutantes do LaEIF4E3 (AB, C e ABC) marcadas radioativamente.
Figura 31A. Representa input das traduc¢des originais juntamente com
as proteinas recombinantes fracionadas em SDS-PAGE e corado com
azul de Coomassie. Figura 31B. Representa a autoradiografia
mostrando que a mutacdo envolvendo os Boxes ABC do LaEIF4E3 (em
vermelho) aboliu a ligacao.
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6.4 Analise e modelagem in silico da interagcdo das proteinas PABP1 e EIFI4E4

Com base nos resultados obtidos in vitro dos ensaios de interacdo entre
proteinas foram realizadas modelagens in silico da estrutura da proteina PABP1,
utilizando como modelo a estrutura dessa proteina ja definida de outros organismos.
A primeira modelagem realizada foi da regido PABC da PABP1, provavel dominio de
interacdo com proteinas, destacando a regido da mutacdo do motivo TGM envolvido

na interacdo com o EIF4E4 (Figura 32).

Figura 32 - Modelagem in silico da regido PABC da proteina PABP1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Modelagem da regido PABC da proteina PABP1
(em azul), onde é possivel observar na estrutura a
existéncia de alfa hélices. Em uma das alcas esta
destacada a regido da mutagcdo dos residuos TGM (em
amarelo).
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Além disso, foi realizada uma busca em banco de dados por dominios de
diferentes eucariotos que sédo capazes de interagir com a PABC e foi encontrado um
motivo bastante conservado denominado PAM2 (ALBRECHT; LENGAUER, 2004).
Ao comparar a sequencia desse motivo PAM2 com a sequencia dos homologos
EIFAE4 e EIF4E3 de Leishmania, observou-se um alto grau de conservacao
principalmente com a regiao dos Boxes (Figura 33), sendo um indicativo de que as
regibes mapeadas pelos ensaios in vitro de fato estdo envolvida na interagéo
PABP1/EIF4EA.

Figura 33 - Alinhamento in silico de dominios conservados que se ligam a PABC com o

QIRGIS_TETNG/S60-577 - - - - - VKKETLNPNAKEF NP I KP - - -
ATX2_MOUSE/SB80-897 - - - - - VRKETLNPNAKEFNPREF - - -
YATE_SCHPOY13349-1357 - - - - - KOQKVALNPSAPEFVPDST - - -
QI0QX0_ORYSW12-29 - - - - - NKT.AL PNAQEFVPSSL - - -
POLA_CHPVV246-263 - - - - - RIGNQLNFPLAAEFCPRESA - - -
Q2HD11_CHAGE/S23-9490 - - - - - KETSQL PSAASF.PR A - - -
Q29F25_DROPS/183-200 - - - - - RFTERLNPSAKPFAPRGY - - -
QSCXC8_CRYP¥107-118 - - - - - KSSEYLNPNAQEF IPRGW- - -
QeI T_ORYSWV/I0-947 - - - - - PLLEKLNPMAEEFVPPSL - - -
A3AS03_ORYSWEe-23 - - - - - ELMEKLNPRAQCEFVPSER - - -
UBPI0_MOUSE/77-99 - - - - - SISSTLNPQAPEF ILGCT - - -
QBEW7_OICO¥76-93 - - - - - SITETL PNASSF.PSFN- - -
Lind.30.096¥1-450 FSPATVPRHHM PNAY.FMPORRNOP
BOXA LDVRAAEYSP
LiEIF4E4 ] soxe MNPNATEFMP
BOX C LNAAAAAYVP
BOXA MNPSAAAYIP
- il
L(IEIF4E3 9 BOXB LSAAAEPFVP
BOXC DSQLDWLPEA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Alinhamento de sequencias do motivo de dominios de
diferentes eucariotos capazes de interagir com a regido (painel
superior), PABC com a sequencia do EIF4E4 e EIF4E3 de
Leishmania (painel inferior). Foi possivel observar a conservacao
da maioria dos aminoécidos localizados nas regibes dos Boxes
(destacado em diferentes cores).
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A partir dessa informacdao, foi realizada a modelagem da PABP1 de humano,
inserindo 0 motivo conservado PAMZ2 previamente encontrado em vermelho,
destacando a PABC contendo a mutacdo TGM em amarelo, além de realcar no
dominio PAM2 os mesmos aminoacidos que foram mutados no Box B do EIF4AE4 em
verde. Ao analisar a estrutura modelada pode-se observar mais detalhadamente que

h& interacdo na regido estudada (Figura 34).

Figura 34 - Andlise e modelagem in silico da PABP1, destacando a mutacdo na PABC e o
motivo PAM2 com a sequéncia conservada no EIF4E4.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Modelagem da PABP1 de humano (em azul),
destacando o residuo TGM na PABC (em amarelo), o0 motivo
conservado PAM2 capaz de interagir com a PABC (em
vermelho), a regido do dominio PAM2 referente aos
aminoacidos EF do Box B do EIF4E4 (em verde).
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7 DISCUSSAO

Os tripanossomatideos caracterizam-se por apresentarem peculiaridades em
sua biologia molecular e na regulacdo de seus genes. Diferentemente dos demais
eucariotos, o0 controle da expressdo génica nesses organismos ocorre pos-
transcricionalmente, ou seja, a nivel de estabilidade/degradacdo do mRNA e na
iniciacdo da sintese proteica ou traducdo (FERNANDEZ-MOYA; ESTEVEZ, 2010).
Este trabalho teve por objetivo avancar na caracterizacdo de dois complexos do tipo
elFAF/PABP previamente identificados e que possivelmente estdo envolvidos ndo s6
no processo de iniciacdo da traducdo de uma forma mais global, mas também em
etapas associadas ao seu controle. O primeiro destes complexos € o formado pelas
subunidades EIFI4G3, EIF4E4, EIF4Al e PABPl1 e o outro formado pelas
subunidades EIF4G4, EIF4E3, EIF4Al e PABP2. Buscou-se identificar quais motivos
estariam envolvidos nessas interagcdes previamente conhecidas, a partir de ensaios

de interacao entre as proteinas.

Em vérios organismos foi demonstrado que o elF4G reconhece o elF4E
através do motivo YXXXXL® (RHOADS, 2008) localizado na sua regido N-terminal.
Estudos mostraram em ensaios de duplo hibrido, que o EIF4G3 liga-se ao EIF4E4
através de sua regido N-terminal e que o motivo YPGFSLD seria responséavel por
essa interacdo, visto que a mudanca do Y, F, ou L por A, individualmente abolem a
interacdo com o EIF4E4 (YOFFE et al., 2009). Neste trabalho, foi visto que as
mutacdes nos residuos FSL de fato interrompem a interacdo do EIF4AG3 com o
EIF4E4 por alterar residuos de aminoacidos chaves, de acordo com YOFFE et al,
2009. Além disso, apesar do FSL do motivo YPGFSLD do EIF4G3 ser conservado
no homologo EIF4G4, foi visto que a mutagdo nos residuos FSL do EIF4G4 néo
afeta a ligagdo ao parceiro EIF4E3. Uma explicagdo para isso seria o fato da nao
conservacdo do aminoécido Y no motivo mencionado anteriormente, indicando que
essa regiao poderia estar envolvida indiretamente nessa interacao (REIS, 2009).
Outra possivel explicagdo seria que motivos idénticos podem ser reconhecidos de
maneiras diferentes, como é o caso dos motivos de ligacdo dos dois elF4Gs de
plantas que sao diferencialmente reconhecidos pelos fatores elF4E e elFiso4E por

mecanismos desconhecidos (GALLIE, 2002).
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Uma analise detalhada das sequencias do alinhamento dos ortélogos do
EIFAG de Leishmania e Trypanosoma revelou um segundo motivo, M/F/YXXXXI/LL,
que poderia desempenhar um papel comum nas ligacbes EIFAG3/EIF4E4 e
EIFAG4/EIF4G3. A mutagéo dos residuos IL do LmEIF4G4 remove a interagdo com
o LmEIF4E3 (REIS, Tese de doutorado, 2009), entretanto mutacdes individuais dos
aminoacidos | e L separadamente, como observado neste trabalho, ndo sédo capazes
de remover a ligacdo especifica entre as proteinas analisadas. Por outro lado, a
mutacdo dos residuos individuais na proteina LmEIF4AG3 | ou R impede sua
capacidade de se ligar ao LmEIF4E4. As proteinas EIF4AG3 e EIF4G4 de
Trypanossoma brucei contendo mutacfes, em ambos os residuos, sédo incapazes de
se ligarem in vivo com 0s seus parceiros confirmando os resultados obtidos por pull
down, reforcando um modo comum de interagdo EIFAG/EIF4E entre os dois
complexos (MOURA et al.,, 2015). Sendo assim, as interacfes de ligacdo entre
EIFAG3/EIF4E4 e EIFAGA4/EIF4AE3, sdo mediadas por residuos de aminoacidos
posicionados em posicdes equivalentes em ambos os homoélogos elF4G. Residuos
vizinhos, como aqueles presentes no motivo FSL, comum a ambos os elF4Gs mas
critico apenas para interacdo EIFAG3/EIF4E4, pode ter causado uma alteracdo no
dobramento apenas da proteina EIFAG3 alterando sua ligacdo ao EIF4E4, todavia
seria necessario uma melhor caracterizagdoo estrutural do mesmo para maiores

conclusoes.

A interacdo entre os homoélogos de elF4E e elF4G, além de exigir motivos
presentes na curta extremidade N-terminal dos homologos de elF4G que divergem
do consenso descrito em outros eucariotos (0 motivo YXXXXL®), parece também
exigir o residuo de triptofano conservado nos homélogos de elF4E (equivalente ao
W73 de mamiferos) (RHOADS, 2008). Sendo assim, no trabalho atual foram
realizados ensaios de interacdo com a proteina LIEIF4E4 mutada no residuo W305A
guanto a capacidade de interagir com o EIF4G3 e o resultado demonstrou que
houve interrupcao da ligagao EIFAE4/EIF4G3.

Outra abordagem do trabalho teve como foco determinar em maior detalhes a
interacdo de subunidades do complexos elF4F com a proteina parceira PABP. A
interacdo entre PABP e outros fatores de iniciacdo da traducdo ja estd bem
caracterizada em diversos organismos (KUHN; WAHLE, 2004). Diferentemente do

gue ocorre na maioria destes, entretanto, os fatores de iniciacdo da traducao que
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formam o complexo EIF4F e a PABP nos tripanossomatideos possuem um namero
elevado de homodlogos de expressdo simultdnea, indicando uma grande
complexidade na iniciacdo da sua sintese protéica. Em trabalhos anteriores
realizado pelo grupo, foi possivel determinar que in vivo apenas a PABP1 é capaz
de se ligar ao EIF4G3, enquanto que as outras duas ndo possuiam capacidade de
ligacdo (DA COSTA LIMA, 2012). Estudos recentes de duplo hibrido sugerem de
forma oposta que, ao menos em Leishmania, a PABP1 ndo é capaz de interagir com
o EIF4G3, e sim que sua ligacéo seria indireta através do EIF4E4 (ZINOVIEV et al.,
2011).

Sendo assim, foi proposto no trabalho atual mapear a regido de ligacéo entre
a PABP1 e o EIF4E4 até entdo nunca descrito na literatura. A regidao C-terminal da
proteina, denominada PABC, foi selecionada, pois possui um motivo conservado
que estaria envolvidos na interacdo. Ao mutar os residuos TGM presente nesse
motivo conservado da PABP1, houve interrupcdo na ligacdo ao EIF4E4. Para uma
melhor caracterizacdo dessa interacdo, foram identificadas trés regides bem
conservadas denominadas de Boxes A, B e C na regido N-terminal da proteina
EIF4AEA4. Foi visto que ao mutar residuos de aminoacidos presentes nos trés Boxes
ABC a interacdo entre EIF4E4 e PABP1 foi abolida. Dados recentes do grupo néo
publicados mostraram a capacidade de interacdo da PABP2 com o EIF4E3 em T.
brucei a partir de ensaios in vivo. No trabalho atual, essa mesma interagao foi
confirmada in vitro. Além disso, foi possivel identificar que a ligacao ocorre na regiao
dos Boxes ABC do EIFI4E3 de maneira equivalente a interacdo EIF4AE4/PABP1.

Em relacdo a interagdo PABP1/EIF4E4, os resultados foram confirmados por
modelagem molecular das proteinas in silico. Ao modelar a PABP1 de humano e de
outros eucariotos, observou-se que a regido PABC é capaz de interagir com
dominios que contém um motivo de ligacdo comum e conservado (ALBRECHT;
LENGAUER, 2004). Verificou-se uma alta conservagao deste motivo com a regiao
dos Boxes, confirmando que a interacdo EIF4AE4/PABP1 ocorre diretamente. Sendo
assim, podemos afirmar a interacdo entre EIF4E4 e PABP1 é mais critica para a
funcédo EIF4E4 que a interacdo com EIF4G3, além de ser essencial e suficiente para

a funcdo da proteina na iniciacdo da traducédo em Leishmania.

Assim, este trabalho auxiliou na caracterizagcdo funcional dos fatores
presentes em complexos do tipo elF4F e PABP: EIF4AE3, EIF4E4, EIFAG3, EIF4G4,
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PABP1 e PABP2, dando continuidade ao esfor¢co de caracterizagédo das interacdes
necessarias para o processo de sintese protéica nos tripanossomatideos,
identificando e validando novas interacdes que possam ser avaliadas como alvos
para o desenvolvimento de agentes inibidores desse processos. Além disso, as
evidéncias apresentadas destacam o0s aspectos exclusivos da biologia molecular
bésica desses microorganismos e como o seu estudo pode ter amplas implicacdes

para a compreensao de processos equivalentes em outros eucariotos.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

Para o EIF4G3 as mutacdes nos residuos vizinhos (I8A e R9A) afetaram a

interacdo com o EIF4E4, bem como a mutagao dos residuos FSL;

Para o EIF4G4 a mutagcdo simultanea de residuos equivalentes (IL25-26AA)

ao EIF4G3 impediu a ligacéo ao parceiro EIF4ES;

Foi visto que a mutagdo W305A no EIF4E4 aboliu a ligagédo ao EIF4G3;

Na PABP1 a mutacédo localizada na por¢cdo C terminal (TGM-AAA) foi capaz

de interromper a ligacdo ao EIF4E4;

Foram identificados os motivos requeridos para a ligagdo da PABP1 e PABP2

na regido N-terminal dos homoélogos EIF4E4 e EIF4E3 respectivamente.
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