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RESUMO

Os tripanossomatideos sao organismos caracterizados pelo controle pés-
transcricional da expressdo génica, principalmente em nivel de traducdo. Na
traducdo em eucariotos, tem grande destaque o complexo elF4F, sendo um de seus
principais componentes o fator de iniciagdo da traducdo elF4E. Ja foram descritos
em tripanossomatideos seis homoélogos para o elF4E, nomeados EIF4E1 a 6. Em
um estudo com Leishmania amazonensis, focado no EIF4E3, percebeu-se que seu
perfil de expressdo se alterava rapidamente numa curva de crescimento, com este
apresentando ao menos duas bandas. As mudancas observadas sugeriam
modificacdes pds-traducionais do tipo fosforilagdo, algo posteriormente confirmado.
Analisando-se a sequéncia do EIF4E3 de Leishmania, foi possivel identificar a
presenca de possiveis sitios de fosforilacéo e de ligacdo a parceiros funcionais como
homologos do elF4G, outro componente do complexo elF4F, e da proteina de
ligacdo & cauda poli-A (PABP). No presente estudo foi analisado o perfil de
expressdo e a capacidade de ligacdo a parceiros funcionais do EIF4E3 de
Leishmania superexpresso em células transfectadas e no qual foram introduzidas
mutacBes em motivos especificos. Os resultados mostraram um perfil de expressao
de ao menos trés bandas para o EIF4E3 de L. amazonensis e duas para L. infantum,
com o sitio S75, presente apenas na primeira, sendo 0 responsavel por esta
diferenca. Em ensaios de imunoprecipitagao, foi identificado um motivo que, quando
mutado, aboliu a ligacdo do EIF4E3 com a PABPS3, sugerindo este como o sitio de
interagcdo entre os fatores. Com a analise do efeito de mutacdes no EIF4E3 de L.
amazonensis, foi percebido que ao se mutar trés motivos implicados na a PABP e o
possivel sitio de ligacdo ao EIF4G, sua fosforilagdo diminuiu drasticamente,
sugerindo a necessidade destas interacdes para que a fosforilagdo ocorra. Estes
resultados indicam um complexo mecanismo de modificacbes pos-traducionais
responsaveis pela regulacdo do EIF4E3 e contribuem a para a caracterizacdo da
sua fungéo em Leishmania.

Palavras-chave: Leishmania, EIF4E3, modificacdes pos-traducionais
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ABSTRACT

The trypanosomatids are organisms characterized by the post-transcriptional control
of their gene expression, particularly at the translation level. In eukaryotic translation,
the elF4F complex plays an important role, and one of its main components is the
translation initiation factor elF4E. In trypanosomatids, there have been described six
elF4E homologues, named EIF4El to 6. In a study of Leishmania amazonensis,
focusing on EIF4E3, it was noticed that its expression profile was altered quickly
during a growth curve, with it being represented by at least two bands. The changes
seen were consistent with post-translational modifications, like phosphorylation,
which were confirmed later. Analyzing the sequence of the Leishmania EIF4E3, it
was possible to identify the presence of putative phosphorylation sites and binding
motifs to partners such as elF4G homologues, another component of elF4F complex,
and to the poly-A tail binding protein (PABP). In the present study we analyzed the
expression profile and the ability to bind to functional partners of Leishmania EIF4E3
overexpressed in transfected cells and in which mutations targeted to specific motifs
were introduced. The results showed an expression profile of at least three bands for
L. amazonensis EIF4E3 and two for L. infantum, with the S75 site, found just in the
first protein, being responsible for this difference. In immunoprecipitation tests, a
motif was identified which, when mutated, abolished the binding of EIF4E3 to
PABP3, suggesting this as the site of interaction between these factors. With the
analysis of the effect of mutations in L. amazonensis EIF4E3, it was noticed that
mutations in the three motifs involved in binding to different PABP homologues and
the tryptophan responsible for binding to elF4G dramatically decreased
phosphorylation, suggesting the need for these interactions for phosphorylation to
occur. These results indicate a complex mechanism of post-translational
modifications responsible for regulating EIF4E3 and contribute to the characterization
of its function in Leishmania.

Key-words: Leishmania, EIF4E3, post-translational modifications.
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1 INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae, pertencente a ordem Kinetoplastida, € formada
por protozoarios que possuem importancia médico-veterinaria a nivel mundial por
ocasionarem doencas como a Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi,
a Doenca do Sono, causada pelo Trypanosoma brucei e as diversas formas clinicas
de Leishmaniose, causadas pelas diferentes espécies do género Leishmania. No
caso da Leishmaniose, esta é endémica em 98 paises e atinge anualmente milhdes
de pessoas no mundo, uma situagdo preocupante e que desperta o maior interesse
pelo estudo tanto da biologia celular quanto molecular destes organismos.

Os vetores que transmitem a Leishmaniose séo insetos hematofagos da
familia Psychodidae. A infeccdo acontece quando fémeas infectadas fazem o
repasto sanguineo em hospedeiros mamiferos (incluindo o homem) inoculando
formas infectivas do parasita no sangue. De um hospedeiro a outro, o parasita
precisa se adaptar a condicbes adversas, como diferencas de temperatura e pH e
disponibilidade de nutrientes. Esta adaptacdo se reflete numa mudanca grande de
sua morfologia, sugerindo que estes parasitas tenham uma complexa regulagéo
génica.

Do ponto de vista de sua biologia molecular, os tripanossomatideos como um
todo possuem caracteristicas bastante distintas em relacdo a outros eucariotos. A
sintese dos seus mMRNAs ocorre de forma policistronica, com a formacao de grande
transcritos primarios contendo regifes codificantes para varios genes. Estes séo
separados em mMRNAs monocistronicos através de dois processos concomitantes: o
trans-splicing e a poliadenilacdo. Juntando a transcricdo policistronica a auséncia de
promotores de transcricdo classicos dos eucariotos, ndo parece haver controle
transcricional para estes parasitas, sendo a regulagdo génica feita pods-
transcricionalmente ao longo de vérias etapas, como durante a traducao.

A biossintese protéica, ou traducéo, tem um papel fundamental na biologia de
todo ser vivo. Esta é dividida em iniciacdo, alongamento, terminacao e reciclagem
dos ribossomos, sendo a iniciagdo a etapa mais complexa e da qual participa um
grande numero de moléculas denominadas elFs (do inglés, eukaryotic Initiation
Factor). Pelo fato da compreender varias moléculas adicionais € muitos passos
sucessivos, a etapa de iniciacdo da traducdo é mais sujeita a eventos de regulacao.

Dentre suas varias moléculas, existe um complexo de papel fundamental chamado
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elF4F. Este é formado por trés subunidades: o elF4A, uma RNA helicase; o elF4E,
uma proteina que se liga diretamente ao cap na extremidade 5 do mRNA e o elF4G,
a proteina estruturadora deste complexo que interage com os dois fatores ja citados
e com outras proteinas. Uma das proteinas parceiras do complexo elF4F é a
proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP — Poly-A Binding Protein) que promove a
circularizagdo do mRNA, via interacdo com o elF4G, e apresenta fungdes
importantes na iniciacéo da traducao.

Em tripanossomatideos, um ponto chave para o entendimento de seu
processo de iniciagdo da traducdo foi a descoberta de varios homdlogos para os
fatores do complexo elF4F nestes organismo: dois para o elF4A (EIF4AI e Ill), seis
para o elF4E (EIF4E1 a 6) e cinco para o elF4G (EIF4G1 a 5). Além destes, também
foram identificados e caracterizados homologos da PABP em Leishamnia (PABP1 a
3) e em Trypanosoma brucei (PABP1 e 2). Atualmente, maiores estudos vém sendo
desenvolvidos acerca destes homologos no intuito de elucidar suas fungdes na
fisiologia desses organismos, uma vez que nem todos parecem estar envolvidos
diretamente com a iniciacdo da traducdo. Um desses estudos avaliou a expressao
dos quatro primeiros homologos do elF4E de Leishmania amazonensis ao longo de
curvas de crescimento em meio de cultura. Os resultados mostraram um perfil de
isoformas sujeitas a modificacdes pos-traducionais, posteriormente confirmadas
como contendo multiplas fosforilacoes.

Em outro estudo, foi analisada a sequéncia do EIF4E3 de Leishmania
amazonensis e se percebeu a existéncia de provaveis dominios envolvidos com sua
ligacdo a parceiros funcionais e sitios de fosforilacdo. Constru¢cdes mutantes foram
criadas direcionadas para alguns dos provaveis dominios de interacdo desta
proteina com homoélogos da PABP e para alguns de seus possiveis sitios de
fosforilagdo. Os resultados mostraram abolicdo de determinadas isoformas em
curvas de crescimento para algumas das constru¢cdes mutantes. Este estudo visou
continuar esta caracterizagdo do EIF4E3 de Leishmania, utilizando algumas
construcbes mutantes obtidas anteriormente e outras geradas neste momento,
visando melhor avaliar o efeito que diferentes mutagbes causariam no perfil de
isoformas desta proteina e na sua capacidade de ligacdo a seus parceiros

funcionais, como homdélogos do EIF4G e PABP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ORDEM KINETOPLASTIDA E A FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

A ordem Kinetoplastida € composta por protozoarios unicelulares,
compreendendo parasitas intra e extracelulares responsaveis por diversas doencas
em humanos e animais e também por organismos de vida livre que vivem no solo e
em ambientes aquaticos (SZOOR, 2010). Os organismos desta ordem s&o
caracterizados por possuirem uma Unica e grande mitocondria que contém uma
regido em forma de disco, rica em DNA, o cinetoplasto. O DNA do cinetoplasto
(kDNA) é organizado de forma bem diversa do DNA cromossomal, formando até
20.000 moléculas circulares pequenas nao codificantes de proteinas (minicirculos) e
de 20 a 50 moléculas maiores que codificam basicamente proteinas da cadeia
respiratéria e da maquinaria de traducdo mitocondrial (maxicirculos). Numa regido
proxima a mitocondria, em uma estrutura em forma de bolsa na membrana celular, a
bolsa flagelar, origina-se um unico flagelo, dotando estes organismos de motilidade.
Em algumas espécies ha ainda projec¢des longitudinais na membrana, conhecidas
como membrana ondulante (SCHMIDT; ROBERTS, 2009; STUART et al., 2008).

Os organismos da ordem Kinetoplastida diferem consideravelmente quanto ao
seus hospedeiros, ciclos de vida e importancias medico-veterinaria. Esta ordem
compreende duas familias: a Bodonidae, da qual fazem parte espécies de vida livre
e parasitas de peixes e invertebrados, e a Trypanosomatidae, composta por
organismos bem-sucedidos evolucionariamente, ndo apenas por serem encontrados
em quase todo o planeta como também por parasitarem todos os grupos de
vertebrados, varias espécies de invertebrados e até mesmo plantas (LOPES et al.,
2010; SCHMIDT; ROBERTS, 2009). Nesta familia estdo presentes os causadores de
algumas das mais importantes doencgas infecciosas do ser humano, as espécies do
género Trypanosoma - causadoras da Doenca do Sono e da Doenca de Chagas - e
as do género Leishmania - causadoras das formas clinicas da Leishmaniose,
doencas que afetam principalmente populacdes de baixa renda nas regides tropicais
e subtropicais do planeta (FIDALGO; GILLE, 2011).



19
MORAES, R. M. N. Identificacdo de motivos relevantes para a fungao...

Figura 1 - Formas evolutivas do género Leishmania

(A)

Fonte: adaptado de Besteiro et al. (2007).

Legenda: Micrografia eletronica das formas promastigosta prociclica (A) e promastigota metaciclica
(B), ambas de parasitas crescidos em cultura e da forma amastigota (C) isolada de um macréfago de
camundongo.

2.2 GENERO LEISHMANIA

O género Leishmania inclui mais de 20 espécies que infectam seres
humanos, tendo como vetores de transmissdo insetos dipteros da familia
Psychodidae (sub-familia Phlebotominae). Este género se divide em dois
subgéneros de acordo com o local do trato digestivo do vetor em que ocorre a
colonizacdo e o desenvolvimento dos parasitas: 0 subgénero Leishmania se
desenvolve preferencialmente no intestino médio e anterior, enquanto o subgénero
Viannia preferencialmente nas por¢des posteriores do intestino. Embora todas as
espécies do género sejam patogénicas, as manifestacdes da doenca dependem de
qual esta causando a infeccdo, variando desde lesGes auto-resolutivas na pele,
passando por formas desfigurantes, nas mucosas, até a forma visceral letal
(CUERVO, 2011; SCHELTEMA, 2010).

Quanto a morfologia, as espécies de Leishmania sdo bastante semelhantes e
basicamente duas formas evolutivas sdo encontradas. A amastigota, forma
parasitaria, encontrada em células fagocitarias (sendo obrigatoriamente intracelular),
possui formato oval ou esférico com auséncia de flagelo aparente e mede em média
de 1,5 a 3 um de comprimento por 3 a 6 um de diametro. Ja a forma promastigota,
encontrada no trato digestivo dos vetores (extracelular), € alongada, com flagelo livre
e de dimensdes maiores que as amasigotas, variando entre 10 a 40 pum de
comprimento e 1,5 a 3 um de diametro (NEVES, 2011). Além disso, pode-se ainda
fazer distingdo entre subgrupos nas formas promastigotas, sendo as principais: a
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promastigota prociclica, capaz de se replicar por divisdo binéria, encontrada no
intestino do vetor e desprovida de capacidade infectiva no hospedeiro mamifero; e a
forma promastigota metaciclica, incapaz de se replicar e encontrada nas porc¢des
toracicas e glandulas salivares do vetor, sendo a forma infectiva (BESTEIRO, 2007)
(Figura 1).

2.3 VETORES DE TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO

Das 500 espéecies conhecidas de flebotomineos (como podem ser
denominados os membros da sub-familia Phlebotominae), cerca de 30 estdo
envolvidos com a transmissao da leishmaniose nas Ameéricas - cujo principal género
transmissor € o Lutzomyia - e 40 nos demais continentes onde a Leishmaniose é
encontrada - cujo principal transmissor é o género Phlebotomus (Figura 2). Estes
insetos, quando adultos, possuem de 2 a 4 mm de comprimento e Sdo mais ativos
ao anoitecer e no periodo noturno. Apesar de suas pequenas propor¢cdes e
delicadeza, os flebotomineos podem ser vetores ndo apenas da Leishmaniose, mas
também de algumas outras zoonoses como a bartonelose, e algumas viroses,
requerendo seu controle populacional mesmo em area onde nao sejam ativos como
vetores. Apenas as fémeas participam da transmissdo de parasitas, realizando
atividade hematofaga, ingerindo sangue infectado ao fazer o repasto sanguineo
necessario para a obtencdo de nutrientes para o desenvolvimento de seus ovos.
Quando este mesmo inseto faz o repasto em outro individuo, saudavel, ele inocula o
parasita, infectando um novo hospedeiro (ALEXANDER; MAROLI, 2003;
GRIENSVEN; DIRO, 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015a).

Figura 2 - Insetos vetores da Leishmaniose

(A) (B)

Fonte: Wilson (2015a, 2015b)

Legenda: em (A), um representante do género Lutzomyia (L. longipalpis), presente
principalmente no Novo Mundo; em (B), representante do género Phlebotomus (P.
papatasi), encontrado principalmente no Velho Mundo.
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O ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania se alterna entre o trato
digestivo do vetor, onde as formas promastigotas (prociclicas ou metaciclicas) sao
encontradas, e o fagolisossomo dos macrofagos, onde as promastigotas se
diferenciam na forma intracelular amastigota, responsavel pelas manifestacdes da
doenca (CUERVO, 2011). Quando as fémeas dos flebotomineos fazem o repasto
sanguineo ingerindo sangue infectado, os parasitas, juntamente com o sangue, sédo
revestidos no intestino do vetor pela matriz peritréfica, uma membrana quitinosa
secretada pelo epitélio intestinal, com as primeiras formas promastigotas
aparecendo apds 4 a 5 dias. Com mais alguns dias de desenvolvimento, as
promastigotas migram para a por¢do toracica do trato digestivo, transformando-se
em metaciclicas, e chegando posteriormente a por¢cfes mais anteriores como a
faringe, o cibario e a probdscide. Estas promastigotas metaciclicas sdo entédo
inoculadas em um hospedeiro vertebrado durante outro repasto sanguineo. A
infeccdo é facilitada pela agédo vasodilatadora e antiagregante plaquetaria da saliva
do vetor, além da acdo quimiotatica sobre os macrofagos. Estes internalizam as
promastigotas que mudam rapidamente sua morfologia, transformando-se em
amastigotas, capazes de sobreviver e se reproduzir no fagolisossomo. Apés varias
divisées mitoticas, a grande quantidade de parasitas dentro do macréfago promove
a sua lise, liberando-os para infectarem novas células (NEVES, 2009) (Figura 3).

Durante o ciclo de vida da Leishmania algumas moléculas de superficie nos
promastigotas auxiliam na sua sobrevivéncia e no processo de infec¢éo. E o caso do
lipofosfoglicano (LPG) e da glicoproteina de 63 kDa (gp63). A primeira promove
acdo protetora contra enzimas hidroliticas, no flebotomineo, enquanto que a
segunda permite a evasdo do parasita da matriz peritrofica para a luz do intestino,
digerindo-a. No vertebrado, estas moléculas agem em conjunto protegendo o
parasita contra a ativagao do sistema complemento, embora ativem suas reagdes
iniciais com a formacdo de C3b e C3bi, opsoninas que recobrem o parasita e
promovem sua “entrada silenciosa” no macrofago. Outras funcdes da LPG envolvem
a atenuacédo da acidificacéo do vacuolo digestivo e da acdo de enzimas lisossomais
no macrofago (FRANCO et al., 2012).
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Figura 3 - Ciclo biolégico do género  Leishmania

Ciclo no vetor
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Fonte: adaptada de Stuart et al. (2008).
Nota: Foto ilustrativa mostrando as formas do parasita encontradas nos hospedeiros vertebrados e
no vetor e suas transformagoes.

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacbes da Leishmaniose envolvem um amplo espectro de formas
clinicas que vao desde lesdes auto-resolutivas na pele, passando por lesdes
desfigurantes das mucosas até a perigosa forma visceral. Estas variacfes estdo
bastante relacionadas a espécie infectante e ao estado imunologico do hospedeiro
(NEVES, 2009).

A Leishmaniose Cutanea (LC) é causada no Brasil por espécies como a L.
braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensi, com participagcdo também de L.
mexicana e L. panamensis na América como um todo. Apesar de causar lesdes

potencialmente desfigurativas a LC ndo é realmente uma ameaca a vida. E
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caracterizada pelo aparecimento de Ulceras na pele (Figura 4A), indolores ou néo
tdo dolorosas quanto sua aparéncia possa denotar, geralmente em area expostas do
corpo como bragos, pernas e face. Os pacientes podem apresentar mais de uma
lesédo que, em casos estritos de LC, representam picadas individuais dos vetores. As
lesbes geralmente comecam com pequenas papulas avermelhadas e, dependendo
da espécie, num periodo de 1 a 3 meses se desenvolvem formando nddulos
eritematosos, placas endurecidas e Ulceras com bordas levantadas e escurecidas.
Caso nao tratadas, essas lesdes evoluem para a cura espontanea, deixando
cicatrizes deprimidas de superficie lisa, com coloracdo ligeiramente diferente da
pele. A LC pode evoluir em alguns casos (1% a 10%) para uma forma mais grave e
gue pode levar ao 6bito, a Leishmaniose Mucocutanea (LMC), também chamada de
espundia. Geralmente ocorre apds a cura clinica da LC e tem inicio insidioso e
assintomatico. Atinge com mais frequéncia individuos do sexo masculino e se
caracteriza por lesfes desfigurantes em mucosas principalmente das vias aéreas
superiores (Figura 4B), contiguas a lesdes cutaneas ou resultantes de metastases
hematogénicas ou linfaticas. A evolucéo clinica depende de uma combinacédo entre
a viruléncia da espécie e a imunidade celular do hospedeiro. E causada em sua
maioria pela espécie L. braziliensis, mas também esta associada em alguns casos a
L. guyanensi e L. amazonensis. (BRASIL, 2009; DAVID; CRAFT, 2010; RAMOS-E-
SILVA; JACQUES, 2002)

A LC pode evoluir ainda para uma forma rara: a Leishmaniose Cutaneo-
Difusa (LCD). Ela é causada no Brasil pela espécie L. amazonensis e se caracteriza
pelo aparecimento de lesdes nodulares, ndo ulceradas, em areas extensas da pele
(Figura 4C). Neste caso, as multiplas lesbes ndo sdo consequéncia de picadas
independentes, mas de metastases dos parasitas do local de origem para outras
partes através do sistema imunoldgico. Esta manifestacdo esta intimamente
associada a um estado de anergia do sistema imunolégico do paciente aos
antigenos de Leishmania (NEVES, 2009).

Uma outra forma de Leishmaniose, bem mais grave que as ja citadas, é a
Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar. Os pacientes
apresentam febre persistente, perda de peso e aumento do tamanho de
determinados 6rgédos, sendo a esplenomegalia o mais frequente (Figura 4D). Outros
sintomas como anemia, trombocitopenia e neutropenia também sdo frequentes,

ocasionados pela supressdo da medula éssea e pelo sequestro esplénicos desses
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elementos do sangue. Como o figado pode ser afetado, hipoalbuminemia também é
um sintoma possivel, podendo causar caquexia e edema nos pacientes
(GRIENSVEN; DIRO, 2012). Esta forma da doenca € bastante grave, sendo letal se
nao tratada. A principal espécie causadora desta forma nas Américas é a L. infantum
(BRASIL, 2009). Em alguns casos, ap0s a cura clinica da LV, pode aparecer uma
manifestacdo cutédnea conhecida como Leishmaniose Dérmica Pds-Calazar (LDPK),
gue envolve o aparecimento de maculas hipopigmentadas ou nédulos infiltrados em
sua maioria na face e regides perifaciais e que depois se espalham para outras
partes, podendo ter o envolvimento de mucosas (Figura 4E). Estas manifestagcbes
sdo encontradas principalmente na india e no leste africano e sdo causadas em sua
maioria por L. donovani (SINGH et al., 2011).

Apesar dos consideraveis avancos no entendimento da biologia celular e
molecular de Leishmania, ndo ha ainda vacinas e/o métodos de controle de seu
vetor realmente efetivos. Isso faz com que o tratamento com quimioterapicos seja a
ferramenta principal no combate a doenca, embora haja varias complicacdes
(LEANDRO; CAMPINO, 2003).

Figura 4 - As diversas manifestacdes clinicas da leishmaniose

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (2015a), Neves (2005), Ramos-e-Silva e Jacques (2002),
Schimidit e Rogers (2009).

Legenda: (A) Leishmaniose Cuténea; (B) Leishmaniose Mucocuténea; (C) Leishmaniose Cutaneo-
difusa; (D) Leishmaniose Visceral; (E) Leishmaniose Dérmica P6s-Calazar.
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Atualmente, 98 paises sdo endémicos para a Leishmaniose, sendo
anualmente relatados de 700 mil a 1,2 milhdes de novos casos de LC e 200 a 400
mil de LV em todo o mundo. De todos estes casos, 90% se concentram num grupo
de seis paises, dentre os quais o Brasil faz parte, juntamente com Bangladesh,
Etiopia, india, Suddo do Sul e Suddo. Como pode-se perceber, trata-se de um
problema de saude publica mundial, afetando principalmente populacdes pobres
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015b).

2.5 CARACTERISTICAS MOLECULARES DOS TRIPANOSSOMATIDEOS

De um modo geral, ndo s as espécies de Leishmania mas boa parte das
espécies de tripanossomatideos possuem um ciclo biolégico que envolve mais de
um hospedeiro, como no caso hospedeiro vertebrado e do inseto vetor. Sendo
assim, estes parasitas precisam se adaptar a diferentes ambientes, com diferentes
temperaturas, disponibilidade de nutrientes e mecanismos de defesa, requerendo
grandes alteracdes na expressao génica que, neste caso, € bastante complexa
(CLAYTON, 2002).

Na ultima década, houve uma revolucdo na compreensdo dos genomas
eucarioticos através do seqiienciamento de um namero crescente de genomas de
diferentes organismos, dentre 0s quais tripanosomatideos Trypanossoma brucei
(BERRIMAN et al.,, 2005), Trypanossoma cruzi (EL-SAYED et al., 2005) e
Leishmania major (IVENS et al., 2005). Este grupo tem atraido a atencdo de
bi6logos moleculares por apresentarem mecanismos de expressdo génica Unicos
gue estdo associados a organizacdo de seus genes e a transcricdo e edicao de seus
RNAs, bem como outros processos (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

2.5.1 Organizagcao Gendmica e Transcrigao Policistronica

O genoma dos tripanossomatideos varia bastante quanto ao seu tamanho e
organizacdo cromossbmica, quando se compara as trés principais espécies
estudadas: Leishmania major, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei. L. major
possui 32,8 Mb de DNA gendmico, organizados em 36 cromossomos relativamente
pequenos. T. cruzi apresenta quase o dobro do tamanho do genoma - 60,3 Mb -

organizados em 41 cromossomos pequenos. Com o menor genoma dos trés, o T.
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brucei apresente 26 Mb em 11 cromossomos grandes (MARTINEZ-CALVILLO et al.,
2010). Apesar dessas diferencas entre os tripanossomatideos, o genoma das
espécies de Leishmania possuem tamanho similar (em torno de 32 Mb), com
conservacgao cariotipica (embora haja polimorfismos quanto ao tamanho) e sintenia
alta (99%), mesmo havendo uma variacdo no numero de Cromossomos entre as
espécies originarias do Velho Mundo (L. major, L. infantum e outras, com 36
cromossomos) e as do Novo Mundo (L. braziliensis e relacionadas com 35 e L.
mexicana com 34 cromossomos) (GOMEZ et al., 2010).

Quanto a sua organizagdo génica, os genes dos tripanossomatideos se
encontram organizados nos cromossomos em grandes blocos de regides
codificadoras, arranjadas em sequéncia (em tandem). Estes blocos génicos séo co-
transcritos pela RNA polimerase Il a partir de promotores desconhecidos, nao
havendo relacdo funcional obvia entre os genes de um mesmo bloco (KRAMER;
CARRINGTON, 2011). Esta organizacdo nao comum foi observada pela primeira vez
no cromossomo 1 de Leishmania major, da cepa Friedlin, que possui 85 regides
codificadoras de proteinas das quais 53 estdo orientadas para uma dire¢cdo em uma
das fitas e 32 para a outra dire¢do, na outra fita (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).
Os genes presentes num mesmo bloco, posicionados em uma mesma orientagcéo
sdo co-transcritos em grandes RNAs policistronicas, diferentemente dos demais
eucariotos, que transcrevem RNAs monocistrénicos, cada um correspondendo a
uma regido codificante (CLAYTON, 2002). A regido entre esses dois blocos de
genes € chamada de regido de troca de fita e € de onde a transcricdo se inicia.
Entretanto, uma analise dessa regido demonstra uma caréncia de promotores
eucaribticos classicos, como o TATA box. Isto indica que a transcricdo ocorre
randomicamente ou que 0S promotores nestes organismos sao incomuns
(PALENCHAR; BELLOFATTO, 2006).

2.5.2 O Trans-splicing

A maioria dos eucariotos possui regides codificadoras interrompidas,
formadas por éxons e introns alternados. Apos a transcri¢cao, os introns precisam ser
retirados e os éxons, encadeados de forma precisa para a formacdo de um mRNA
maduro, em um processo chamado de cis-splicing. Como os tripanossomatideos

possuem a transcri¢cao policistrénica, o processamento dos RNAs ocorre de maneira
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bastante diversa, através do trans-splicing. Este mecanismo foi primeiramente
descrito em T. brucei, através da observacdo de que varios dos seus mRNAs
possuiam em suas extremidades 5 uma mesma sequéncia lider, ausente na
sequéncia genbmica correspondente (MAYER; FLOETER-WINTER, 2005;
PREURER; JAE; BINDEREIF, 2012).

O trans-splicing € uma etapa essencial a maturacdo do mMmRNAs em
tripanossomatideos. Ele atua separando as regifes codificantes do RNA
policistrénico através da adicdo de uma sequéncia conservada de 39 nucleotideos
chamada de spliced leader RNA (SL RNA) ou mini-éxon a extremidade 5' de cada
seguéncia codificante. Concomitantemente e de forma acoplada, ocorre o processo
de poliadenilacdo nas extremidades 3', possibilitando a formacdo de mMRNAs
passiveis de serem traduzidos (Figura 5) (CLAYTON, 2002; ZINOVIEV; SHAPIRA,
2012). Como todos os transcritos maduros possuem o SL RNA em suas sequéncias,
os tripanossomatideos dependem que esse tenha uma alta taxa de sintese, o que
esta de acordo com a presenca de cerca de 200 genes codificantes para o0 SL RNA,
e seu alto turnover, com tempo de meia-vida de aproximadamente quatro minutos
(PREURER; JAE; BINDEREIF, 2012).

Figura 5 - Transcricdo e processamento de mRNAs nos tripanossomatideos

Cromossomo 1 ;
de L. major (I EEENENENSESESSNENINEEEEEEEE)
Transcricio do RNA
policistréni
’ RNAE [ Genel ] [ GeneZ ]| [ Gened | [ Gened ]
l Trans-splicing
RNAs QI HRNANN-AAAA QIIEERENAZEN AAAA @EEERNAENE-AAAA
monocistrénicos

| I

TRADUCAO | Spliced L eader
—AAAA Cauda pali-A
[ Regides Intergénicas

Fonte: o autor.
Nota: Os genes do cromossomo 1 de L. major sdo co-transcritos policistronicamente a partir da regido de
troca de fita (haste negra no centro do cromossomo) e processados pelo mecanismo de trans-splicing.



28
MORAES, R. M. N. Identificacdo de motivos relevantes para a fungao...

O SL RNA é ainda caracterizado por possuir em sua extremidade 5 um cap
com uma molécula de 7-metil-guanosina invertida (na posicado 3'-5’) e metilacdes
nas riboses dos quatro primeiros nucleotideos. Algumas dessas metilagcdes sao
Unicas dos tripanossomatideos, diferentemente do cap dos demais eucariotos que
apresentam no geral apenas uma metilacdo. Esta estrutura diferenciada é chamada
de cap4 e uma vez que este faz parte do SL RNA, o trans-splicing representa uma
forma pos-transcricional de adicdo do cap4, etapa essencial para a producdo de
MRNAs funcionais (CAMPBELL et al., 2003; GUNZL, 2010).

Pelo fato de o trans-splicing e a poliadenilacdo serem processos acoplados e
nao haver relacdo funcional entre os genes co-transcritos policistronicamente, nao
parece haver regulacdo da expressdo génica em nivel de transcricdo nos
tripanossomatideos. Aliando isso ao fato de ndo existir nesses organismos
promotores classicos para a RNA pol Il nos genes codificantes, pode-se dizer que a
regulacdo génica em tripanossomatideos ocorre quase que exclusivamente a nivel
pos-transcricional (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).

2.6 BIOSSINTESE PROTEICA EM EUCARIOTOS

A sintese protéica, também conhecida como traducéo, € o ultimo passo do
dogma central da biologia molecular, sendo um ponto de controle critico na
regulacdo da expressdo génica. Comparada com a regulacdo transcricional, a
regulacdo da traducdo permite a célula fazer mudancas mais rapidas na
concentragcdo das proteinas, sendo utilizada para a manutengdo da homeostase e
para a modulacdo de mudancas mais permanentes na fisiologia e no destino celular
(VALASEK, 2012). Esta regulacdo pode ser feita globalmente, com atuacdo sobre
guase todos os mMRNAs da célula ou pode ser feita sobre mMRNAs mensageiros
especificos sem afetar a traducao global (GEBAUER; HENTZE, 2004).

A traducdo pode ser dividida em quatro fases: iniciacdo, alongamento,
terminacdo e reciclagem dos ribossomos. A iniciacdo da traducdo € a fase onde
ocorre a maior parte dos eventos de regulacdo da expressao génica. Esta fase
compreende uma série de reacdes que promovem 0 posicionamento do codon de
iniciacdo AUG no sito P do ribossomo, pareando com o anti-cédon do tRNA iniciador

(Met-tRNA)). Ela é promovida pelos chamados fatores de iniciacdo da traducéao,
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conhecidos com elFs (eukaryotic Initiation Factors) (SONEMBERG, 2009), e pode

ser resumida da seguinte forma:

a)

b)

d)

Formacdo do complexo ternério, através da ligacdo do fator elF2 a uma
molécula de GTP e ao tRNA iniciador (Met-tRNA)).

Formacéo do complexo de pré-iniciacdo 43S, através do recrutamento para a
subunidade menor ribossomal (40S) do complexo ternério, mediado pelo elF5
e com a participacdo também de outros trés fatores (elF1, elF1A e elF3).
Concomitantemente, no cap do mRNA, ocorre a ligacdo do complexo elF4F.
Este é formado por trés subunidades e inclui uma RNA helicase (elF4A) que
desfaz estruturas secundarias na 5’UTR e facilita 0 ancoramento do complexo
de pré-iniciacdo 43S que, ligado ao mRNA, forma o complexo 48S. Além da
atividade helicase, o complexo elF4F possui também outras duas
subunidades muito importantes: o elF4E, responsavel pela ligacdo do
complexo ao cap e o elF4G, uma proteina mutidominio que interage com
vérias proteinas envolvidas na traducdo e, através da sua interagdo com o
complexo elF3, recruta o complexo 43S para o0 mRNA. Outro fator, o elF4B,
reforca a atividade helicase do elF4A.

Em seguida a subunidade menor do ribossomo, dentro do complexo 43S,
“desloca-se” (processo de scanning) ao longo da 5’'UTR até encontrar o
codon de iniciagdo da traducdo AUG, onde ocorrerd pareamento deste com o
seu anti-codon no Met-tRNAI, associado ainda ao elF2.

O pareamento do cddon de iniciagcdo com o anti-cédon do Met-tRNA; provoca
a hidrolise do elF2-GTP em elF2-GDP, promovendo a dissociacdo de todos
os fatores da subunidade menor ribossomal. Esta fica livre para se ligar a
subunidade maior (60S), formando o complexo 80S ativo, responsavel pelo
alongamento da cadeia peptidica nascente. Esta etapa é facilitada pelo elF5B
(Figura 6) (JACKSON et al., 2010; PESTOVA; HELLEN 2006; SONEMBERG,
2009; WATSON et al., 2006).

As etapas acima sédo parte do mecanismo de traducédo cap-dependente, ao

gual esta sujeita a grande maioria dos mRNAs eucaribticos. Porém, alguns mRNAs

possuem mecanismos de tradugdo que ndo seguem a risca esses eventos. Tais

MRNASs possuem em suas regides 5 nédo traduzidas estruturas chamadas IRES
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(Internal Ribosome-Entry Site). As IRES recrutam diretamente o ribossomo sem a
necessidade da ligacdo de qualquer fator ao cap, sendo este o0 mecanismo de
traducdo cap-independente. Muitos dos mRNAs que contém IRES séo codificantes
para proteinas envolvidas com resposta ao estresse, crescimento, proliferacdo e
diferenciacdo celular. Estes sdo processos que precisam de uma regulacdo da
expressdo génica bastante rigida, sendo a traducdo mediada por IRES importante
nos processos de morte e sobrevivéncia celular, através da traducdo de mRNAs
especificos, uma vez que a traducao global esta diminuida nesses casos (HELLEN;
SARNOW, 2001; HOLCIK; SONEMBERG, 2005).

Figura 6 - Esquema simplificado da iniciacdo datra  ducdo em eucariotos

1) (2) 3)
& W >
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_‘2 GTP J iy ., MeG JE GTf | S&an
Formacéo do Formacéo do Formacéo do
complexo ternario complexo 43S complexo 48S
(4) (5) (6)
A Q} B
& & {/ﬁ-___- ‘xJ
2 (GTP 7 ' ] )
"Me-G _I "Me- J — >
T ), —— av T (AAA), MeG - ™,
glcor P
Localizacdo do Hidrélise do GTP Formagéo do
Ic()don de iniciacdo ligado ao el F2 complexo 80S

Fonte: adaptada de Algire e Lorsch (2006).

Legenda: (1) Formacao do complexo ternario formado pelo elF2 e o Met-tRNA;; (2) Formacao do
complexo 43S através da ligacdo da subunidade 40S do ribossomo ao complexo ternario; (3)
Ancoramento do complexo 43S ao mRNA, formando o complexo 48S; (4) Localizagao do codon inicial
e pareamento do Met-tRNA;; (5) Hidrolise do GTP ligado ao elF2 com consequente dissociacdo dos
demais fatores (ndo representados na figura); (6) Ligacdo da subunidade 60S do ribossomo com
formacao do complexo 80S.

2.6.1 O Complexo elF4F e a PABP

A iniciagédo da traducdo cap-dependente em eucariotos requer pelo menos 13
fatores de iniciacdo da traducdo. O elF4F € um complexo protéico heterotrimérico
que participa neste processo de iniciacdo, tendo um papel de destaque no

recrutamento do ribossomo ao mMRNA. Este complexo é formado por trés
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subunidades com funcgbes distintas: o elF4A, uma RNA helicase dependente de
ATP; o elF4G, um grande polipeptideo com sitios de ligacdo para o elF4E, o elF4A,
a proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP - Poly-A Binding Protein) e o elF3, fator
que faz a ponte entre o complexo e o ribossomo; o elF4E, a proteina do complexo
que se liga diretamente ao cap (GINGRAS et al., 1999; PARSYAN et al., 2011). De
acordo com o modelo prevalente, o elF4E reconhece a estrutura do cap e,
juntamente com as regides de ligacdo ao RNA no elF4G, ancora o elF4A a
extremidade 5 do mRNA. Essas ligacdes permitem a interacdo do elF4A com o
elF4B, que estimula sua atividade de helicase. Além disso, o elF4G interage com a
PABP, promovendo a unido das extremidades 5 e 3' do mRNA, permitindo o
acoplamento da terminacdo da traducdo com o processo de reciclagem dos
ribossomos, para subsequentes estagios de iniciagdo no mesmo mRNA (Figura 7)
(AITKEN; LORSCH, 2012).

Figura 7 - Complexo elF4F e circularizacdo do mMRNA  através da PABP

PABP
AAAAAA

A

AUG

Fonte: adaptada de Hinnebusch (2014).

Nota: O elF4E é responsavel pela ligacdo direta ao cap; o elF4A, uma RNA helicase, desfaz as
estruturas secundarias que possam existir na 5’'UTR facilitando o processo de “scanning”; o elF4G
promove a estruturacdo do complexo elF4F interagindo com varias proteinas; a PABP promove a
circularizacdo do mRNA através da interagdo com a cauda poli-A e o elF4G, aproximando as
extremidades do mRNA e facilitando a reciclagem dos ribossomos.

O elF4A tem como principal funcdo o desmanche de estruturas secundarias
que possa haver na 5’'UTR, proximo a estrutura do cap, facilitando a ligacdo da
subunidade 40S do ribossomo ao mMRNA e o0 processo de scanning. Essencialmente,
0 elF4A contém um core de helicase, com por¢des C- e N-terminais muito curtas.
Comparando-o com outras helicases da mesma familia, ele apresenta baixa

afinidade pelo RNA e baixa atividade ATPasica. Estas sdo aumentadas quando o
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fator faz parte do complexo elF4F, e reforcadas quando na interacdo com o elF4B
(LINDER; JANKOWSKY, 2011; MARINTCHEV; WAGNER, 2004).

O elF4G é uma proteina formado por trés dominios principais: o N-terminal,
onde estdo os dominios de ligacdo ao elF4E e a PABP; o central, critico para a
montagem do complexo elF4F como um todo; e o C-terminal que desempenha uma
funcdo moduladora na traducdo. A sua por¢do central apresenta um dominio
encontrado em proteinas envolvidas com a montagem de grandes complexos
multiprotéicos, denomidado HEAT (nomeado de acordo com as proteinas em que
ele foi inicialmente descrito — Huntingtina, Fator de Elongacéo 3, subunidade A da
fosfatase 2A e proteina alvo da rampamicina 1/TOR1). A presenca deste dominio €
mais um indicio de sua funcédo na co-ordenacdo dos componentes necessarios a
formacao do complexo de pré-iniciagdo da traducao (PREVOT et al., 2003).

A PABP, que também atua como um fator de iniciacdo da traducgdo, possui
em sua por¢cdo N-terminal quatro dominios de ligacdo ao RNA altamente
conservados (RRMs — do inglés, RNA Recognition Motifs), permitindo que ela
interaja com a cauda poli-A dos mRNAs eucariéticos. Além disso, a PABP interage
ainda com outras proteinas como o elF4B, o fator de terminacdo eRF3 e o elF4G. A
interacdo com este Ultimo permite a circularizacdo do mRNA (Figura 9), estimulando
a traducdo através da facilitagdo da reciclagem dos ribossomos pela aproximacéo
das extremidades do mRNA (SONEMBERG, 2003; WATSON et al., 2006).

2.6.1.1 elF4E - estrutura e funcao

O fator elF4E é uma proteina pequena, de cerca de 25 kDa, que possui uma
grande importancia na biossintese proteica. Esta proteina é encontrada virtualmente
em todos 0s eucariotos, participa ndo somente na tradugcdo, mas em outras funcoes
celulares associadas ao metabolismo de mMRNAs, como transporte nucleo-
citoplasma, sequestro de mRNAs para repressdo da traducéo e a estabilizacdo de
MRNAS contra a degradacéo (RHOADS, 2009; RHOADS et al., 2007).

Considerando o papel critico que o elF4E desempenha na célula, ndo é de se
espantar a sua alta conservacdo em sequéncia de aminoacidos, que apresenta a
incomum caracteristica de ter um alto conteido de triptofanos, alguns dos quais
envolvidos com a ligacdo ao cap e ao elF4G (RHOADS, 2009). A estrutura

tridimensional de seu nucleo central lembra uma mao em forma de concha, com a
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por¢cdo concava formada por oito folhas B antiparalelas, onde se encontra o sitio que
promove sua interagdo com 0 cap - com seus dois residuos de triptofano
conservados nas posicdes 56 e 102 (W56 e W102) em murinos (GOODFELLOW;
ROBERTS, 2008). Esta interacdo € estabilizada através de trés pontes de
hidrogénio entre a 7'-metil-guanosina do cap com o triptofano 102 e o glutamato 103
(W102 e E103). A ribose do cap nédo parece exercer uma contribuicao significante na
ligacdo, ao contrario do grupamento trifosfato que participa de varias interacbes
polares entre o elF4E e seus ligantes (FISCHER, 2009). Ja a por¢cao convexa do
elF4E, formada por trés longas a-hélices, é onde a maioria de seus parceiros
interagem. Um dos principais é o elF4G, que se liga por um residuo de triptofano
conservado na posicado 73 (W73) (Figura 8) (GOODFELLOW; ROBERTS, 2008;

MCKENDRIK et al., 1999).

Figura 8 - Modelo tridimensional do elF4E murino

elF4G
peptide

Fonte: adaptada de Goodfellow e Roberts (2008).

Nota: A estrutura do elF4E de murinos lembra uma m&o em forma de concha, cuja "palma" abarca os
triptofanos 56 e 102, responsaveis pela ligagdo ao cap de 7-metil-guanosina; no "dorso", esta presente
o triptofano 73, sitio de ligacdo ao elF4G.

Atualmente ja foram identificadas varias proteinas da familia elF4E em
diferentes tipos de organismos como plantas, artrépodes, mamiferos, anfibios,
peixes e protozoarios. Essa diversidade sugere que as mesmas foram resultado de
duplicacdes de um gene do elF4E ancestral (JAGUS et al.,, 2012). As proteinas
desta familia foram entdo separadas em trés classes de acordo com os residuos
correspondentes aos triptofanos 43 e 56 do elF4E-1 de humanos. Os membros da

classe | possuem os dois residuos conservados; os membros da classe Il contém
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uma tirosina, uma fenilalanina ou uma leucina no lugar do primeiro residuo e uma
tirosina ou fenilalanina no lugar no segundo; e na classe lll, 0s membros possuem o
triptofano na primeira posicdo e uma cisteina ou tirosina no lugar no segundo
residuo (JOSHI et al., 2005).

2.6.1.1 elF4E - fosforilacdo e 4E-BPs

E sabido que o elFAE em humanos é fosforilado no residuo de serina na
posicdo 209 (GINGRAS et al., 1999). Esta fosforilagcdo € executada pelas enzimas
Mnkl e Mnk2 e, em humanos, é preciso que o elF4E esteja ligado ao elF4G para
que ela ocorra. Enquanto a Mnk1 é ativada por diferentes estimulos como fatores de
crescimento, citocinas e estresse, a Mnk2 é ativa constitutivamente, ndo ocorrendo
aumento de sua funcdo na existéncia dos estimulos supracitados (PYRONNET et
al., 1999; TOPSIROVIC et al., 2011). Embora a fosforilacdo da serina 209 seja
considerada como uma forma de aumentar a ligacdo do elF4E ao cap, por ser
proxima ao sitio de ligacdo, ainda ndo € claro a nivel atbmico como esta afeta a
funcao do fator (TOMOO et al., 2003).

Por ser a fosforilacdo do elF4E induzida por fatores de crescimento, alguns
grupos postulam que a presenca desta fosforilacdo aumenta a eficiéncia de traducéo
(SCHEPER; PROUD, 2002). Alguns estudos inclusive suportam esta teoria, como a
observacdo da reducdo da viabilidade e do tamanho do corpo de larvas de
Drosophila quando esta teve seu elF4E mutado pontualmente no sitio de
fosforilacdo (LACHANCE et al.,, 2002). Entretanto, outros estudos sugerem que a
fosforilacdo ndo tem relacdo direta com a traducdo, como por exemplo quando
realizado o nocaute duplo em camundongos das Mnks 1 e 2. Sem estas enzimas,
ndo ocorre a fosforilagdo do elF4E, porém os camundongos ndo apresentaram
nenhum efeito negativo em seu crescimento, levando a crer que a fosforilacado deste
fator ndo seja essencial para a sintese protéica (UEDA et al., 2004).

Embora o efeito da fosforilagdo do elF4E permaneca obscuro e suas vias de
regulacéo néo sejam totalmente compreendidas, um maior aumento da atividade do
elF4E, seja por mutagBes ou amplificacdo das suas vias de regulagdo, esta
envolvido com o surgimento de canceres em humanos (HSIEH; RUGGERO, 2010).

Outra forma de regulacdo do elF4E por meio de fosforilagdo acontece de

forma indireta através das proteinas de ligacdo ao elF4E (4E-BPs — elF4E-Binding
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Proteins). Estas possuem trés homologos em mamiferos (4E-BPs 1-3) e apresentam
multiplos sitos de fosforilagdo. Num estado hipofosforilado, a 4E-BP liga-se ao elF4E
num complexo binario impedindo a formacdo do complexo elF4F através do
impedimento da interacdo com o elF4G, por ocupar 0 mesmo sitio de interacdo que
este ultimo. A fosforilagdo da 4E-BP reverte esse estado, provocando sua
dissociacdo do elF4E, liberando-o para utlizagdo na iniciacdo da traducéo
(JACKSON et al.,, 2010; LOPEZ-LASTRA et al.,, 2005). A ligacdo da 4E-BP é
regulada através da via do mTOR (Mammalian Target of Rampamycin), através de
estimulos como aminoéacidos, insulina, fatores de crescimento e nutrientes, levando
a fosforilacdo de treoninas especificas e sua dissociacéo do elF4E (TOPSIROVIC et
al., 2011).

2.7 COMPLEXO EIF4F E PABP EM TRIPANOSSOMATIDEOS

Embora varios esforcos tenham sido direcionados a elucidacdo da iniciacao
da traducdo em tripanossomatideos, este processo ainda ndo esta muito bem
caracterizado. Um ponto chave, entretanto, foi a identificacdo de alguns fatores de
iniciacdo da traducdo em Leishmania major e Trypanosoma brucei de homologos
aos fatores candnicos do complexo elF4F: dois para o elF4A (EIF4AIl e EIF4AIll —
numerados assim pela similaridade funcional com os fatores equivalentes de
humanos); cinco para o elF4G (EIF4G1 a EIF4G5) e seis para o elF4E (EIF4ELl a
EIFAEG6) (DHALIA et al., 2005; FREIRE et al., 2014a, 2014b).

Alguns estudos direcionados para a caracterizacdo dos homologos de elF4A
levaram a conclusdo de que o EIF4Al é o homdlogo envolvido na iniciacdo da
sintese protéica (DHALIA et al., 2006). Na forma promastigota de L. major, esta €
uma proteina bastante abundante e capaz de se ligar ao EIF4G3, em contraste com
o EIF4AIll que se encontra em pequena quantidade na célula e ndo apresenta a
interacao anteriormente citada (DHALIA et al., 2005). Os dados obtidos em T. brucei
suportam esses achados, com o EIF4Al possuindo localizacdo citoplasmatica e,
através de sua deplecdo por RNAI, promovendo inviabilidade celular e diminuicdo da
traducdo global. J& o EIF4AIIl, embora mostrando-se essencial a célula quando
submetido a RNAI, tem localizacdo nuclear e ndo leva a diminuicdo da producéo

protéica quando abolida sua funcédo de helicase, ao contrario do observado para o
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EIF4Al, levando a crer que sua fungéo seja outra que ndo na iniciacdo da traducao
(DHALIA et al., 2006).

Quanto ao elF4G, os cinco homologos encontrados em L. major diferem
significantemente em tamanho (sendo o EIF4G2 o maior com 1425 aminoacidos e o
EIFAG3 o menor, com 635), em carga elétrica geral (positiva para o EIFAG1 e
negativa para os demais) e localizagdo do dominio HEAT que caracteriza os elF4Gs
(central para EIF4G1, 2 e 5 e no N-terminal para EIF4G3 e 4, diferentemente do
encontrado em humanos). Ortdlogos para essas cinco proteinas também foram
descritos para T. brucei (DHALIA et al., 2005). Atualmente, ha indicativos de que dos
cinco homologos do elF4G de L. major, apenas o EIF4G3 e 4 participam da iniciacédo
da traducdo com formacédo de complexos elF4F. Um estudo realizado em 2009
demonstrou haver interagédo tanto in vitro quanto in vivo do EIF4G3 com o EIF4E1,
EIF4E4 e EIF4Al, inclusive co-migrando em um gradiente de sacarose nesta espécie
(YOFFE et al., 2009). Outros estudos corroboraram esses resultados mostrando a
existéncia de interacdes distintas para os fatores EIF4AG3 e EIF4G4. Enquanto o
primeiro apresentou ligacdo com o EIF4E4 e o EIF4AIl, o segundo se ligou ao
EIF4E3 e ao EIF4AIl, sugerindo a existéncia de dois complexos elF4F distintos.
Porém, apenas o EIF4G3 apresentou ligacdo a PABP e sua deplecdo por RNAI
levou a uma inibicdo rapida e substancial na sintese de proteinas (FREIRE et al.,
2011; MOURA et al., 2015). O EIF4GS3, portanto, seria 0 mais apto a atuar como o
complexo de iniciacdo da traducéo, ja que possui todas as propriedades necessarias
para atuar nessa fungéo.

Para a PABP, foram reportados trés homodlogos para L. major (PABP1 a
PABP3) e dois para T. brucei (PABP1 e PABP2). As PABPs 1, 2 e 3 de L. major sé@o
proteinas bastante abundantes que, apesar de possuirem a estrutura classica da
PABP com os quatro dominios RRMs, apresentam uma similaridade bastante baixa
entre si. Entretanto, alguns dados suportam a ideia de que apenas a PABP1 parece
estar envolvida na formacdo do complexo elF4F iniciador da traducdo. Os trés
homélogos de L. major apresentam localizagédo citoplasmatica, mas em condicéo de
inibicdo da transcricdo, PABP2 e 3 migram para o nudcleo, enquanto a PABP1
continua citoplasmatica. Aléem disso, apenas esta Ultima apresenta interacao in vivo
e in vitro com o EIF4G3, acima citado como sendo um dos fatores mais cotados a
participacdo na traducao em tripanossomatideos (DA COSTA LIMA et al., 2010).
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2.7.1 O elF4E em tripanossomatideos

O primeiro candidato a homélogo do elF4E em Leishmania foi inicialmente
identificado e caracterizado em L. major - denominado LeishlF4E-1 - como uma
proteina citoplasmatica e com capacidade de ligacdo tanto ao cap monometilado
quanto ao tetrametilado (YOFFE et al.,, 2004). Mais tarde, outros trés homologos
foram identificados e, embora ja tenham sido feitos trabalhos para sua
caracterizacao, juntamente com o primeiro descrito, suas fun¢des ainda nao foram
totalmente elucidadas. Comparadas as sequéncias dos homologos de L. major com
as de camundongo e levedura, eles apresentaram baixa similaridade (de 30% a
40%). Isto é compreensivel, considerando que eles provavelmente devem ter
passado por alteracdes estruturais ao longo da evolugdo para se adaptarem a
estrutura modificada do cap4 dos tripanossomatideos. Entretanto, apesar dessa
baixa similaridade, o nucleo central da proteina, responsavel pela ligacdo ao cap e
gue contém os residuos importantes para esta atividade, encontra-se conservado.
Apesar disso, numa abordagem mais funcional, nenhum desses ort6logos conseguiu
suprir as funcdes de um mutante deficiente em elF4E de levedura (YOFFE et al.,
2006; ZINOVIEV; SHAPIRA, 2012).

Analisando sequéncia e expressao, foram realizados alguns estudos em que
se viu que os quatro primeiros homoélogos de elF4E de L. major sdo expressos
constitutivamente e apresentam similaridade razoavel entre si e com os homadlogos
de T. brucei. Em ambas as espécies, o EIF4E3 € o0 mais abundante embora seja o
anico que apresenta baixa ou nenhuma capacidade de ligacdo ao cap classico.
Curiosamente este é também o unico homologo que provoca inviabilidade celular em
experimentos de RNAI na forma prociclica (encontrada do vetor) de T. brucei.
Quanto a localizacdo subcelular, estes quatro homologos de elF4E de T. brucei sdo
proteinas citoplasmaticas, sendo os EIF4E1 e 2 também encontrados no nucleo.
Quanto as interacbes com outros fatores, como ja citado anteriormente, apenas 0s
EIF4E3 e 4 estdo associados a formacao de complexos elF4F tipicos nesta espécie
interagindo com o EIF4G4 e 3 respectivamente (FREIRE et al., 2011; MOURA et al.,
2015; YOFFE et al.,, 2004, 2006). Recentemente, foram identificados mais dois
homologos do elF4E tanto em L. major quanto em T. brucei (EIF4E5 e 6) e sua

caracterizacdo iniciada com a localizacdo subcelular, sendo também proteinas
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citoplasmaticas e a identificacdo de suas interagdes com homologos do elF4G
(FREIRE et al., 2014a, 2014b).

Em um estudo focado no EIF4E4 com promastigotas de L. amazonensis
procurou-se identificar parceiros de ligacao para elucidar melhor sua participacédo no
processo de iniciagdo da traducdo. Os resultados mostraram a associacdo do
EIF4E4 com o EIF4AG3 e o EIF4AI, supracitados como um dos provaveis complexos
elF4F ativos na traducdo em tripanossomatideos. Além disso, o EIF4E4 apresentou
interacbes também com as PABPs 1 e 2 e outros fatores como o EIF5 e o EIF5B,
reforcando a idéia de participacdo desse fator na traducdo (ZINOVIEV et al., 2011).
O EIF4E1, foi outro homodlogo que apresentou ligagbes semelhantes ao EIF4E4,
como com o EIF4A1 e as PABPs 1 e 2, além de outros fatores de iniciacdo da
traducdo, porém ndo apresentou ligacdo com nenhum dos homologos do EIF4G,
sugerindo que ndo esteja ligado a eventos diretamente relacionados a traducdo
(ZINOVIEV et al., 2011).

Mais recentemente, estudos analisaram a interacdo entre o EIF4E3 e o
EIF4G4. Em ensaios de pull-down, foi demonstrada uma forte ligagédo entre os dois
fatores, inclusive com o mapeamento da regido desta interacdo no EIF4G4 (MOURA
et al., 2015). Este resultado também foi obtido em ensaios de duplo-hibrido.
Entretanto, em um gradiente de sacarose estes dois fatores ndo co-migraram nas
porcdes correspondentes aos polissomos (0 que denotaria atividade na traducéo).
Aliando estes resultados, ao fato de que a ligacdo do EIF4E3 ao cap4 é baixa, é
provavel que ndo atuem globalmente na traducdo. Além disso, a interacdo entre
essas duas proteinas é sensivel a condi¢cdes estressantes a célula. Em condi¢des
normais, ambos encontram-se dispersos pelo citoplasma, mas durante estresse
nutricional, o EIF4E3 é encontrado em granulos induzidos por estresse e o EIFG4,
nao (ZINOVIEV; MANOR; SHAPIRA, 2012).

2.8 RESULTADOS PREVIOS QUE DERAM ORIGEM A ESTE TRABALHO

Em trabalhos prévios que deram origem a este estudo, realizados em L.
amazonensis, foi analisado através de curvas de crescimento o perfil de expresséo
dos homologos EIF4E1 a EIF4E4, nos quais foi possivel detectar a presenca de
multiplas isoformas para o EIF4E3 e o EIF4E4, ausentes nos demais homadlogos de

elF4E. Chamou a atencao que o perfil destas isoformas alterava-se rapidamente ao
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longo da curva, sugerindo modificacbes poés-traducionais. Estas modificagbes
apresentadas foram analisadas posteriormente, com a descoberta de que envolviam
fosforilacbes (PEREIRA et al.,, 2013). Uma mudanca neste perfil de isoformas foi
observada quando as culturas foram submetidas a condicGes de estresse, como a
auséncia no meio de soro fetal bovino, componente de suplementacdo do meio de
cultivo, com uma expresséao preferencial de isoformas de maior peso molecular para
o EIF4E3 e menor para o EIF4E4 nestas condi¢cOes estressantes (PEREIRA, 2008).

Em uma outra abordagem, a sequéncia de aminoacidos do EIF4E3 de L.
amazonensis foi analisada em comparacdo as de L. infantum e L. major. Essas
sequéncias sdo bem conservadas, possuindo em suas regides N-terminais motivos
que podem estar envolvidos com a ligacdo a parceiros funcionais, como a PABP.
Além disso, elas possuiam triptofanos conservados nas posi¢coes 187 e 216, sendo
possiveis sitios de ligacdo ao EIFAG e ao cap, respectivamente. Ainda estavam
presentes na sequéncia de L. amazonensis trés provaveis sitios de fosforilacdo para
MAP quinases (serinas seguidas de prolinas) nas posices 75,165 e 344, sendo o
primeiro exclusivo desta espécie (PEREIRA, 2013). Foram entdo construidos
mutantes de EIF4E3 alterando alguns destes seus possiveis sitios de fosforilagéo
bem como candidatos a dominios de ligacdo a PABPs. A superexpressdo destes
mutantes em células de L. amazonensis transfectadas foi analisada por ensaios de
Western-blot e em ensaios preliminares percebeu-se que existiam algumas
alteracbes de expressdo em relacdo ao controle como, por exemplo, o
desaparecimento das isoformas de maior peso molecular no mutante da serina 75 e
de uma das isoformas de menor peso molecular do mutante para a serina 344
(PEREIRA, 2013).

Sendo assim, este projeto tem como objetivo dar continuidade a
caracterizacdo funcional da proteina EIF4E3 de Leishmania e ao estudo de suas
modificagdes pos-traducionais. Para isso fez-se uso de mutantes ja obtidos em
estudos anteriores e de outros que foram construidos neste projeto como, por
exemplo, os que tiveram os motivos identificados na sua regido N-terminal e os
triptofanos candidatos a sitios de ligacdo ao EIF4G e cap mutagenizados, bem como
combinacgdes dessas mutacdes. Com isso, pretendemos avaliar o impacto que essas
mutacOes causardo no perfil de isoformas do EIF4AE3 e em sua capacidade de

ligacdo a parceiros funcionais.
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3 JUSTIFICATIVA

Esta pesquisa faz parte de um estudo maior que visa investigar a iniciacdo da
traducdo em tripanossomatideos, processo complexo e crucial a vida de qualquer
organismo. Apesar dos varios estudos ja feitos com o objetivo de elucidar este
processo nos tripanossomatideos, falta ainda muito a ser conhecido. Estudos ja
realizados, porém, apontam que estes organismos possuem um processo de
iniciacdo da traducdo mais complexo que outros eucariotos, necessitando que
estudos complementares sejam realizados. Some-se isso ao fato dos
tripanossomatideos serem patdgenos de impacto mundial, causadores de doencas
debilitantes e de dificil tratamento, este projeto visa contribuir para a producédo de
conhecimentos com uma possivel aplicabilidade no tratamento destas enfermidades,
a partir da identificacdo de diferencas entre mecanismos moleculares basicos no
processo de traducéo de Leishmania e seus hospedeiros mamiferos (incluindo o ser
humano).

Portanto, as informacfes geradas a partir desta pesquisa podem contribuir
com a descoberta de um alvo molecular especifico para acdo de quimioterapicos
gue combatam o parasita de forma eficiente, causando danos minimos ao seu
hospedeiro. Isto é de grande valia ja que a leishmaniose € um problema de saude
publica mundial, endémica no Brasil, com um grande numero de pessoas sendo

afetadas na regido Nordeste.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar motivos da proteina EIF4E3 de Leishmania sp. que estdo
associados a eventos de modificacdo pos-traducional e a ligacdo a parceiros

funcionais do complexo de iniciacao da traducéo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito de mutacdes em sitios de fosforilacdo da proteina EIF4AE3 em
seu perfil de expressao em L. amazonensis e L. infantum;

b) Identificar diferencas e novos elementos de modificacdo pés-traducional do
EIF4E3 comuns as duas espécies de Leishmania estudadas;

c) ldentificar motivos do EIF4E3 de L. amazonensis que sao responsaveis pela
sua interacdo com parceiros do complexo de inicia¢do da traducéo;

d) Investigar como a eliminagdo de interacdes entre o EIF4AE3 e parceiros
especificos interfere no perfil de expressao de suas isoformas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CONSTRUGAO DOS GENES MUTANTES DO EIF4E3

Construgbes mutantes do gene EIF4E3 contendo mutacdes em alguns dos
motivos conservados identificados na sua regido N-terminal e em dois dos trés
provaveis sitios de fosforilacdo ja haviam sido construidas anteriormente a este
projeto e encontravam-se disponiveis em laboratério. Neste trabalho foi necessaria a
construcdo de mais genes mutantes, alterando os demais motivos na por¢cdo N-
terminal da proteina e os triptofanos provaveis de ligacdo ao EIF4G e ao cap, além
da geracdo de combinacgdes entre estes mutantes.

Para tal proposito, foi utilizado um esquema de duas reacdes em cadeia da
polimerase (PCR). Na primeira reacdo, um oligonucleotideo iniciador (primer)
contendo a mutacao a ser inserida foi usado em conjunto com o primer de uma das
extremidades do gene. O amplicon resultante desta reacao, parte do gene EIF4E3
contendo a mutacdo desejada, foi purificado e entdo utilizado como um primer
extendido (megaprimer) numa segunda PCR em conjunto com outro primer
correspondente a segunda extremidade do gene (Figura 9) (Quadro 1). O resultado

final destas reacdes é o gene EIF4E3 completo, contendo a mutacéo desejada.

Figura 9 - Esquema de PCRs utilizado para a constru  ¢cao dos genes mutantes

Primer 3" mutado
Y —

Primer 5" selvagem

1" PCR l

[ 1 Fragmento mutado

Primer 3" selvagem
[ |
[ ]
Megaprimer

2*PCR l

Gene com a mutagio desejada

Fonte: o autor.
Nota: as constru¢cdes mutantes utilizadas neste trabalho foram produzidas a partir de duas reacbes de
PCR, com a segunda utilizando o produto da primeira como megaprimer.
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Quadro 1 - Sequéncia dos primers utilizados na mutagénse do EIF4E3

Primer Sentido Sequéncia (5'- 3"
EIFAE3-HA F Foward | GGATCCATGAACCCGTCTGCCGCAGCATAC
AAGCTTCTAAGCATAATCTGGCACATCATAAGGATAG
EIFAES-HAR Reverse | \AGGTGTGATCGGGCGAGATCTTC
GGATCCCCGCCACCATGAACCCGTCTGCCGCAGCAG
Mut Y8A Foward ey

CCATACCACCGAAAAGCGAT

MUt PASA/EABA Reverse TTCGGGCCGCCAGGCACGGCCGCCTCTGCGGLCCGC

GCTTAG
Mut S75D Reverse | @GCCGGGCGCTCCGTCAGCGGGTCCACAGTCGTCTT
TCCGTCCTC
Mut Reverse | COGCTGCGCCTCCGGCAGCGCGGCCAGCTGAGAGT
D108A/W109A CCTCGTT
Mut S165A Reverse | COACATGGTGCTGGTGGGGGCGCTATGAGACGCCGT
ATT
Mut W1S7A Foward | COCGACGTGGAGAGCTTCGCGCGACTGTGGCGGTA
CCTG
Mut W216A Foward | AAGGATATTAAGCCCGAGGCGGAGCACCCGCGC

AACAAG

Fonte: o autor.

Legenda: as bases em negrito correspondem aos sitios de restricdo para as enzimas BamHI
(GGATCC) e Hindlll (AAGCTT); as sublinhadas sinalizam os codons de iniciagao da tradugéo (ATG) e
de parada (CTA); as em vermelho correspondem as bases mutadas; as em azul, correspondem a
sequéncia Kozak; ja as verdes, mostram a sequéncia do epitopo HA.

Além de inserirem mutacdes na sequéncia das construcdes resultantes das
PCRs, os primers ainda adicionaram a suas extremidades os sitios de restricdo das
enzimas BamHI e Hindlll, como também uma sequéncia codificando para o epitopo
sintético HA na sua extremidade 3.

As amplificacdes foram obtidas com 0,02 U/ml da enzima Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase, com seu tampdo Phusion®GC, 0,5 mM de MgCl, 3% de
DMSO e 0,2 mM de dNTPs, para uma reacao final de 20 ul, de acordo com as
quantidades estabelecidas pelo fabricante e usando o DNA gendmico total de L.
amazonensis como molde. As condi¢cdes usadas para a primeira reacéo foram: 98°C

por 3 minutos (para a desnaturacao inicial das fitas de DNA) seguidos por 10 ciclos
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com 98°C por 1 minuto (para desnaturacdo a cada ciclo), 30 segundos por 65°C
(para anelamento dos primers) e 72°C por 30 segundos (para extensdo do
fragmento) seguidos de 30 ciclos de 98°C por 1 minuto, 55°C por 30 segundos e
72°C por 30 segundos, com extensao final a 72°C por 5 minutos. Nos primeiros 10
ciclos, a temperatura de anelamento decrescia 1°C a cada ciclo, estacionando em
55°C no restante da reacao. Este decréscimo de temperatura garante a amplificacao
mais especifica de coOpias nos primeiros ciclos que foram amplificadas
preferencialmente nos ciclos posteriores. Para a segunda reacdo de PCR, a Unica
diferenca de parametros foi a utilizagcdo da faixa de temperatura de 60°C a 50°C
para o anelameto.

Os amplicons resultantes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1% corado com Syber® safe (Invitrogen) e visualizados em transluminador. As
bandas que possuiam aproximadamente o tamanho do gene EIF4E3 mais a
sequéncia codificante do epitopo HA - 1089 pb - eram excisadas do gel e purificadas
atravées do "GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit" segundo as

recomendacdes do fabricante.

5.2 CLONAGEM E SUBCLONAGEM DOS GENES MUTANTES

Os DNAs resultante das PCRs de mutagénese com megaprimers
amplificados foram tratados com a enzima Tag polimerase para a adicdo de uma
adenina em suas extremidades (0,1 uL de de Taq polimerase; 0,2 puL de dATP 2
nmol; 0,4 uL de MgSQO,, 1 uL de Tampédo 10x da Tag polimerase; 5 pL do DNA
purificado; e agua Mili-Q em quantidade suficiente para 10 pL) e posteriormente
ligadas no pGEM®-T Easy Vector System (Promega®), que confere resisténcia a
ampicilina, de acordo com as recomendacoes do fabricante.

Os plasmideos contendo as sequéncias mutadas foram entao introduzidos em
células quimiocompetentes de Escherichia coli da cepa Topl0 através do processo
de transformacdo bacteriana por choque térmico. Juntamente com 50 pL destas
bactérias, foram incubados 5 pL do plasmideo por 30 minutos em gelo, seguindo
uma incubacdo em banho-maria (37°C) por 5 minutos. Estas células foram
semeadas em meio Luria-Bertani (LB) sélido contendo ampicilina, com a superficie
revestida por 10 pL de IPTG 1 M e 20 pL de X-gal 50mg/mL, permanecendo a placa

em estufa a 37°C por 16 horas. O IPTG/X-gal permite a distincdo das col6nias que
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assimilaram apenas o plasmideo fechado (que apresentam cor azul) das que
possivelmente possuem o gene de interesse (em cor branca), sendo estas ultimas
crescidas em meio LB liquido e tendo o DNA plasmidial extraido através do
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (da Sigma®) de acordo com as recomendacées do
fabricante. Os plasmideos extraidos foram submetidos a digestdo coma enzima de
restricio EcoRI para confirmagdo da clonagem, comparando o tamanho do
fragmento liberado com marcador de peso molecular. Posteriormente, o0s
plasmideos confirmados por digestdo foram enviados ao Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas (NPT) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - CPgAM/FIOCRUZ -
para serem submetidos a sequenciamento.

O sequenciamento foi necessario para checar a insercdo correta das
mutacdes intencionadas e sua analise foi realizada através do programa DNAStar
(Lasergene), em comparacao a sequéncia do EIF4E3 de L. amazonensis disponivel
no TriTrypDB. Os plasmideos contendo as sequéncias corretas foram digeridos com
as enzimas BamHI e Hindlll e os fragmentos liberados purificados com o PCR DNA
and Band Purification Kit® (GE Healthcare Life Sciences) conforme citado acima. A
subclonagem foi realizada através da ligacdo destes fragmentos ao vetor de
expressao eucariético pSP-BT1-Y-Neo-alfa (previamente tratado com as enzimas
BamHI e Hindlll também), pela acdo de 0,5 uL da enzima T4 DNA Ligase (400,000
U/mL, New England Biolabs), 1 yL do tamp&o (10x) de ligacdo da enzima e agua
para um volume final de 10 pL por ligacdo. Apos incubacéo por 16h em temperatura
ambiente, as ligacbes foram inseridas em células ToplO de E. coli através de
transformacdo bacteriana e posteriormente extraidas com o GenElute™ Plasmid
Miniprep Kit (da Sigma®) conforme descrito anteriormente. A confirmacédo da
subclonagem foi feita através da digestdo com as enzimas especificas citadas

acima, sendo os DNAs quantificados em Nanodrop 2000c® (ThermoFisher).

5.3 CULTIVO E TRANSFECCAO DE CELULAS DE LEISHMANIA

Formas promastigotas infectivas de L. amazonensis (MHOM/77/LTB0016) e
L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) que se encontram estocadas em nitrogénio
liquido em laboratério foram descongeladas e mantidas em estufa B.O.D. a 26°C,

em meio Schneider pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino, adicionado
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de 1% de Penicilina e Estreptomicina (Sigma®) e 0,2% de hemina. A manutencao
das culturas foi feita através de repiques sucessivos a cada dois dias.

Para cada transfeccdo foram utilizadas aliquotas de 2 x 10® células/mL de
culturas em fase exponencial de crescimento. Estas células foram centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em 1 mL de tampéao HEPES-NaCl (21 mM
HEPES pH 7,05; 137 mM NaCl; 5 mM KCI; 0,7 mM Na;HPO4; 6 mM glicose) e mais
uma vez centrifugadas como descrito acima, sendo ressuspendidas novamente em
400 pL de tampédo HEPES-NaCl e transferidas para cuvetas de 0,2 mm, contendo
aproximadamente 2 pg do DNA a ser inserido nas células (plasmideo pSP-BT1-Y-
Neo-alfa + sequéncia mutante do gene EIF4E3). A suspensao repousou nas cuvetas
em gelo por 15 minutos. Como controle negativo, utilizou-se uma cuveta sem DNA.
Posteriormente, o conjunto foi submetido & eletroporagdo em aparelho BioRad Gene
Pulser Il, com pulso elétrico de 450 V e capacitancia de 500uF (microfarads). Tal
procedimento promove a entrada da construcdo descrita no tépico anterior em
algumas das células em suspensdo. Estas foram entdo transferidas para uma
garrafa de cultura com 5mL de meio Schneider pH 7,2, permanecendo em
incubacéo a 26°C por 24h. Passado este periodo, foram submetidas a pré-selecéo,
com a adicdo de mais 5 mL de meio Schneider pH 7,2 e neomicina numa
concentracdo de 40 pg/mL para inicio da selecdo das células portadoras da
construcdo mutante. Apds mais 24h, foi feita a selecao de fato, repassando 1 mL
desta cultura para uma nova garrafa contendo mais 9 mL de meio, sendo adicionada
neomicina na concentragdo de 80 pg/mL. Estas culturas foram incubadas
novamente a 26°C e monitoradas até 10 a 15 dias, sendo repicadas quando se

apresentassem viaveis para um novo repasse.

5.4 CURVAS DE CRESCIMENTO E PREPARACAO DE EXTRATOS TOTAIS

Para a realizacdo de curvas de crescimento, foram utilizadas culturas de
linhagens transfectadas como especificado no tépico anterior em meio Schneider
com pH 7,2. Ao atingir a fase estacionaria, estas foram repassadas para 0 meio da
cultura-teste numa diluicdo inicial de 10° células/mL e adicionadas de neomicina 80
ng/mL. A partir dai, as culturas foram monitoradas e aliquotas de 10" células foram
retiradas para a avaliacdo da expresséo das proteinas mutadas nos pontos Oh, 6h,

48h e 120h, pontos estes representativos das principais etapas da curva de
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crescimento. A contagem das células foi realizada em camara de Neubauer. Em
alguns casos, apenas amostras de 48h de cultura foram retiradas, por neste ponto o
EIF4E3 apresentar sua duas isoformas principais. As células foram centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em tampao fosfato salino (PBS) para
lavagem do excesso de meio e centrifugadas novamente nas mesma condicdes.
Posteriormente, foram ressupendidas em tampao de amostra para gel SDS-PAGE
(10% SDS, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 50% glicerol, azul de bromofenol, 50 pl/mL de 2-
mercaptoetanol) para uma concentracdo final de 2 x 10° cél/uL. As amostras foram

fervidas por 5 minutos e guardadas a -80°C.

55 PREPARACAO DE LISADOS CELULARES E ENSAIOS DE
IMUNOPRECIPITACAO

Para a obtencdo dos lisados celulares, cerca de 2 x 10°® células obtidas a
partir das linhagens mutantes foram centrifugadas nas mesmas condi¢cdes do topico
5.4 e ressuspendidas em PBS com 10% de inibidor de protease - cOmplete ULTRA
tablets, Mini, EDTA-free, EasyPack® (Roche). Ap6s mais uma centrifugacéo, foram
ressuspendidas em 500 pL de tampéo de lise (20 mM de HEPES-KOH pH 7,4; 75
mM acetato de potassio; 4 mM de acetato de magnésio; 2 mM de DTT,;
suplementado com 10% de inibidor da protease). A lise foi realizada através de 10
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria
(37°C) e a verificacdo da ruptura das células foi feita por microscopia otica. Por fim,
as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos para separacao de
restos celulares, sendo os sobrenadantes guardados a -80°C.

Para a imunoprecipitacdo, como todas as proteinas de interesse possuiam o
epitopo HA, utilizou-se 40 pL da resina Monoclonal anti HA agarose® (Sigma). Esta
foi lavada cinco vezes com PBS suplementado com 10% de inibidor de protease. Em
seguida, a resina foi incubada com 200 pL dos lisados celulares por 2h a 4°C. Apos
a incubacao, o sobrenadante foi guardado e a resina, lavada mais quatro vezes com
PBS com 10% de inibidor de protease. Aliquotas do lisado celular original, do lisado
depletado apds a imunoprecipitacdo e a resina foram ressuspendidos em tampéao de

amostra para SDS-PAGE, fervidos por 5 minutos e armazenados a -80°C até o uso.
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5.6 ENSAIOS DE WESTERN-BLOT

Tanto as amostras provenientes das curvas de crescimento quanto as de
imunoprecipitacdo foram analisadas através de ensaios de Western-blot (WB). Estas
foram fracionadas em gel SDS-PAGE e transferidas para membrana de PVDF
(Immobilon-P — Millipore®) que foi bloqueada com solucéo de TBS (20 mM Tris, 500
mM NaCl, pH 7.5), leite desnatado 5% e Tween-20 a 0,05% em temperatura
ambiente por 1h. Em seguida, estas foram incubadas com o anticorpo comercial
anti-HA® (Sigma) numa diluicéo de 1:3000 por 16 horas a 4°C em solucéo igual a de
bloqueio, lavadas trés vezes por 5 minutos com TBS-Tween 20 e incubadas com um
segundo anticorpo, anti-lgG de camundongo ligado a peroxidase, numa diluicdo de
1:3000 por 1h a temperatura ambiente, em solucéo de igual composicdo a utilizada
no bloqueio e incubacdo com primeiro anticorpo. Apds mais trés lavagens de 10
minutos com TBS-Tween 20, as membranas foram incubadas em 25 mL de solucao
guimioluminescente de revelacdo (25 mL de luminol 1,2 mM diluido em solucdo de
Tris-HCI 0,1 M de pH 8,5; adicionado de iodofenol diluido em DMSO para uma
concentragcdo final de 0,4 mM; e perdéxido de hidrogénio para 0,03%), sendo a
visualizacéo final realizada através de uma reacdo de quimioluminescéncia em filme
Kodak Biomax Light.

Para a visualizacdo da presenca da PABP3 nas imunoprecipitacbes e
extratos, foram realizados ensaios de WB utilizando soros policlonais produzidos em
coelho como primeiro anticorpo na diluicdo de 1:1000, por 1h de incubacdo. O
segundo anticorpo utilizado nesse caso foi 0 anti-lgG de coelho ligado a peroxidase,
numa diluicdo de 1:10000, também por 1h. As demais condi¢cdes do WB foram as

mesmas.
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6 RESULTADOS

6.1 CONSTRUGAO DOS GENES EIF4E3 MUTANTES

Em trabalhos anteriores a este estudo, comparando a sequéncia de
aminoéacidos dos ortélogos de L. amazonensis, L. infantum e L. major, foi possivel
observar a alta conservacao do EIF4E3 em Leishmania. Estendendo a comparacao
a outras espécies deste género (Figura 10), esta observacédo é reforcada, com um
pequeno numero de aminoacidos diferindo entre os ortblogos das espécies
analisadas. Nesta andlise foi também possivel perceber a presenca de motivos
conservados na regidao N-terminal das sequéncias (denominados de boxes), sendo
candidatos a provaveis sitios de ligacdo a homdlogos da PABP, uma vez que
motivos equivalentes identificados nas sequéncias de outro homdlogo de elF4E
(EIF4E4) se mostraram responsaveis pela ligacdo a esta proteina (DE MELO NETO
et al., manuscrito submetido a publicagédo). Os residuos de triptofano 187 (W187) e
216 (W216), provaveis sitios de ligagcdo ao EIF4AG e ao cap, respectivamente,
também foram identificados, conservados inclusive em ort6logos do EIF4EA4.
Também foram preditos os sitios de fosforilagdo S75, S165 e S344, que apresentam
0 consenso para alvo das enzimas MAP-quinases (serinas ou treoninas seguidas de
prolina) (LU et al., 2002), sendo o S75A exclusivo de L. amazonensis e L. mexicana.
Tanto aminoacidos chaves dos provaveis boxes de ligacdo a PABPs, quanto os
triptofanos conservados e os sitios de fosforilagdo supracitados foram mutados de
acordo com a metodologia descrita no item 5.1. A mutacdo consistiu na troca dos
aminoacidos por uma alanina, com excec¢ao de uma segunda construgcéo do S75 em
gue se mutou a serina por um aspartato (D). Também foram produzidas proteinas
mutadas em mais de um ponto, como foi 0 caso das que envolviam mutagdes nos
boxes A e B, boxes A, B e C (para sua amplificagéo, foi utilizado como DNA molde a
construcdo ja mutada nos boxes A e B) e nos trés boxes juntamente com o W187

(cujo DNA molde ja possuia as mutacfes nos boxes A, B e C).
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Figura 10 -
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Fonte: o autor.
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VDPHiTTEDGHTTHPPIMERPASSLPDSHEHHFﬂAthﬂDENEDSQLEWLFEAQPTEWSE
VDPK“TTEDEBTTHPHIMEEFHSSLPDSPPPAFPHthADENEDSQLEWLFEHQPTEWSE

VDPKIiw: TEDGI\TTEPLHERPASSLP*SP.PP.AFPAI HL3EADE NEDSC,L]'_‘WLF E.P:C,PT[‘WSE
'

180

SKLEKLFGCHNTAAKATSSATPLHASWDLYADDHQGSSNTASESSPTSTMSFEPTFVSNV
SKLPHLFGCHNTHEHATSSEIPLHASWDLYADDHQGSSN;ASNSEPTSTMSFEPIFVSNV
SKLEKLFGCHNTAAKATSSATPLHASWDLYADDHQGSSNGASNSSPTSTMSFEPTFVSNV
SKLPHLFGCHNTHEHATSSEIPLHASWDLYADDHQGSSNTHSESEPTSTMSFEPIFVSNV
SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNTASNSSPTSTMSFEPIFVINY

190 200 210 240

FFVESFWRIWRYLPAPSELPTVYTYSWFRhDIhPEWEHPFNhIjGTISIVVFDRDRSGLS
FEVESFWRIWRYLFHPSALPTVYTYSWFR;DIhPEWEHPFNhI“TISIUVFDRDRSGLS
GDVESFWRLWRYLEAPSALPTVYTYSWFRKDIKPEWEHPENKKGGTISIVVFDRDRSGLS
FEVESFWRIWRYLFHPSeLPTVYTYSWFRhDIhPEWEHPFNhI“TISIUVFDRDRSGLS
FFVESFWRIWRYLPAPSALPTVYTYSWFRhDIhPEWEHPFNhI"TISIVVFDRDRSGLS

DRCVLDDVFMAMIVCAVGESFHECSTTINGIMLEVRSNKEVILOQIWIAHSEVGELEAFAN
DRKCVLDDVFMAMIVCGAVGESFHECSTTINGIMLEVRSNKEVTLQIWIAHSEVGELEAFAN
DRCVLDDVFMAMIVCAVGESFHECSTTINGIMLEVRSNKEVILOQIWIAHSEVGELEAFAN
DHQVLDEVFHHMIVGAVGESFHECSTTINGIMLHVRENHEVTLQIWIAHSEVGHLHAFBN
DKGVLDDVEMAMIVGAVGESFHECSTTINGIMLEVRSNKEVTLQLWIAHSEVGKLKEFEN

330 340 l
] . . o] -] - ] . BEEEEE R | -
SVRDTLSI\I |rAI"'-iL-;;I\LEYYSHHC,I\QBA'INSIPAEMI\(‘I\TI\ISPDI—]TF

SVRDTLSKIMCAKTLOKLEYYSHHQKCAATNSIAARMKGKTKISPDHTF
SVRDTLEKIMGAHTLQKLEYYSHHQHCAAINSIHHEMKGHTKISPDHTF

SVRDTLSHIEGHYEEQRLEYYSHHQHCﬂAINSIHﬂFMHGHTHISPDHTF
SVRDTLSKIMCAKTLOQKLEYYSHHQECAATNSTI AARMKGKTKISPDHTF

Legenda: alinhamento mostrando a alta conservagdo do EIF4E3 entre espécies de Leishmania. Em
fundo branco, encontram-se os aminoacidos divergentes entre as espécies analisadas. Os motivos em
vermelho representam possiveis motivos de ligacdo a homélogos da PABP (nomeados de boxes A, B
e C), sendo indicados pelas setas vermelhas os aminoacidos mutados. As setas amarelas indicam os
triptofanos 187 e 216, possivelmente relacionados a ligacdo ao EIF4G4 e ao cap respectivamente. As
setas verdes indicam provaveis sitios de fosforilagdo. Estdo indicadas com um asterisco as mutagdes
ja produzidas antes deste estudo. Alinhamento produzido no programa BioEdit. Lama: L. amazonensis;
Linf: L. infantum; Lmaj: L. major; Lmex: L. mexicana; Ltar: L. tarentolae.
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A amplificacdo dos genes completos contendo mutacdes pontuais e

combina¢des de mutacdes seguiu o esquema de utilizacdo de primers descrito no

Quadro 2. Os megaprimers oriundos da primeira reagdo de PCR foram amplificados

no tamanho esperado, assim como 0s genes completos provenientes da segunda

reacdo, que possuem 0 mesmo tamanho por se tratarem do mesmo gene com

mutacgdes pontais em locais diferentes da sequéncia (Figura 11).

Quadro 2 - Esquema de primers utilizado nas construcfes dos genes mutantes

~ 1*PCR 22 PCR Tamanhos
Mutagéo
Primer 5’ Primer 3’ Primer 5’ Primer 3’ dos MPs
Boxes Ae B Mut Y8SA Mut P45A/F46A MP EIF4E3-HA R 156 pb
Box C EIFAE3-HA F Mut MP EIFAE3-HA R 345 pb
D108A/W109A P
Mut

Boxes A,Be C Mut Y8SA D108AM/109A MP EIF4E3-HA R 345 pb

Boxes ABC +
W187A W187A EIF4AE3-HA R EIF4AE3-HA F MP 504 pb
S75D EIF4E3-HA F Mut S75D MP EIF4E3-HA R 243 pb
S165A EIFAE3-HA F Mut S165A MP EIF4AE3-HA R 513 pb
W187A W187A EIF4AE3-HA R EIF4E3-HA F MP 504 pb
W216A W216A EIF4AE3-HA R EIF4AE3-HA F MP 417 pb

Fonte: o autor.

Legenda: a construcao dos genes mutantes envolveu um esquema de duas PCRs na qual o produto
resultante da primeira reacdo serviu como primer — megaprimer (MP) — para a segunda. O quadro
mostra quais os primers utilizados para a producdo do gene completo do EIF4E3 contendo as muta¢fes
desejadas e o tamanho esperado dos MPs. Para construcdo do gene mutado nos boxes A, B e C, foi
utilizado como DNA molde a construgcdo mutada nos boxes A e B. Ja para mutar os boxes A, Be C +
W187, a construcdo mutada nos trés boxes foi utilizada com DNA molde.
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Figura 11 - Géis representativos das amplificacGes dos megaprimers e dos genes do
EIF4E3 mutados

BoxC

ST5D
BoxA.Be(C

m
LY
<
»
@
=]

S165A
WI18TA
W216A
S75D
BoxC
BoxAeB
BoxA.B eC

1650pk

1000pk
500pk
400pk
300pk
200pk

Fonte: o autor.

Legenda: géis representativos mostrando a amplificacdo em tamanho esperado de megaprimers a
esquerda e de construcdes completas do EIF4AE3 contendo mutacdes pontuais a direita. Tamanho

completo da construcdo do EIF4E3 é de 1089 pb.

Foram utilizadas ao todo onze constru¢gbes do EIF4E3 neste estudo, listadas
no Quadro 3, todas fusionadas ao epitopo HA e clonadas e subclonadas como
descrito no topico 5.2. A Figura 12 traz um esquema do EIF4E3 com a posicao das
mutacdes produzidas. Como a observacao da correta inser¢cdo das mutacdes néo e
possivel através de digestdes seguidas de corrida em gel de agarose, por se
tratarem todas do mesmo gene, essa analise foi realizada através de dados obtidos
a partir de sequenciamento.
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Quadro 3 - Construcdes do EIF4E3 utilizadas neste estudo

Contrugao do EIF4E3 Aminoacidos mutados | Caracteristicaanalisada
4E3-HA™ - -
4E3AST5A-HA™ S75 Sitio de fosforilagio
4E3ASTHD-HA S75 Sitio de fosforilagao
Y& (Box A)
4E3ABoxesAB-HA Interacdocom PABPs
P45/F46 (Box B)
4E3ABoxC-HA D108/MWW109(Box C) Interacdocom PABPs
Y& (Box A)
4E3ABoxesABC-HA P45/F46 (Box B) Interacdocom PABPs
D108/AW109(Box C)
Y& (Box A)
4E3ABoxesABC+HW187A- P45/F46 (Box B) Interagédocom PABPs
HA D108/MWW109(Box C) Interacdo com EIF4G4
W187
4E3AS165A-HA S$165 Sitio de fosforilagio
4E3AW18T7A-HA W187 Interagdocom EIF4G4
4E3AWZ16A-HA W216 Ligagdoaocap
4E3AS344A-HA™ S344A Sitio de fosforilagio

Fonte: o autor.

Nota: foram utilizadas ao todo onze constru¢cfes do EIF4E3, algumas delas envolvendo mutagBes em
mais de um ponto da proteina. Estdo sinalizadas por um asterisco as construgfes que ja se
encontravam disponiveis e ndo foram produzidas neste estudo.

Figura 12 - Esquema do EIF4E3 e de seus aminoacidos mutados

BOX A BOX B BOX C
MNPSAAAYIP LSAAAEPFVP NEDSQLDWLP
\ / \ / sp \ / sp W w P
FIF4E3 8 4546 75 108 109 165 187 216 344

Fonte: o autor.

Legenda: esquema do EIF4E3, mostrando a posi¢cao na proteina dos aminoacidos mutados neste
estudo (em vermelho).
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6.2 PERFIL DE EXPRESSAO DOS MUTANTES DO EIF4E3 EM SITIOS DE
FOSFORILACAO

As construgcbes mutantes no plasmideo pSP-BT1-Y-Neo-alfa foram
transfectadas em células de L. amazonensis. Estas foram utilizadas para a producéo
de extratos celulares quando a cultura se apresentasse em fase exponencial de
crescimento, fracionados em seguida em gel SDS-PAGE para observacéo do perfil
de expressdo das proteinas mutantes, através de imunodeteccdo por Western-blot
com anticorpo contra o epitopo HA.

Num primeiro ensaio, comparou-se o0 perfil de expressdo das proteinas
mutadas na serina 75 em gel SDS-PAGE 15% (Figura 13). O EIF4E3 selvagem de
L. amazonensis é uma proteina sabidamente fosforilada que se apresenta como
duas bandas em gel unidimensional, sendo cada uma composta por isoformas
contendo modificagBes pos-traducionais. Abolindo o provavel sitio de fosforilacdo
S75, modificando o aminoacido serina por alanina (4E3AS75A), foi possivel observar
0 desaparecimento da banda de maior tamanho aparente do EIF4E3, levando a crer
que este é um importante sitio de modificacdo pds-traducional para a proteina,
sendo o ponto onde ocorre a modificacdo responsavel pela diferenca no padréo
migratério das duas bandas do EIF4E3. Quando a serina foi trocada por um
aspartato (4E3AS75D), no entanto, o padrdo de migracdo na eletroforese se alterou
ligeiramente. A proteina ainda se apresentou como uma unica banda, porém em
altura intermediaria as da proteina selvagem. O aspartato € um aminoacido de carga
total negativa e foi utilizado para simular a carga de um grupamento fosfato. Sua
presenca foi suficiente para promover uma alteracdo no padrédo de migracdo da
proteina, porém ndo a ponto desta se apresentar na mesma altura da banda mais
alta do EIF4E3 selvagem. Isto poderia se dever ao fato de que o grupamento fosfato
possuir trés cargas negativas, enquanto que o aspartato possui apenas uma. Este
resultado sugere, portanto, a presenca de um evento de fosforilacdo neste ponto,
responsavel pela modificacdo de altura que promove o aparecimento da banda
superior do EIF4E3.
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Figura 13 - Perfis de expresséo do EIF4E3 com as mutacdes S75A e S75D em L. amazonensis

R
.- 45kDa

Fonte: o autor.

Nota: comparando a expressao das proteinas mutantes S75A e S75D, foi possivel observar nesta
ultima um padrao de expressdo que tende a se assemelhar a banda de maior peso molecular da
proteina selvagem. Pelo aspartato simular uma carga negativa conferida a proteina por um
grupamento fosfato, isto sugere que a banda mais alta do EIF4E3 seja fosforilada. Quantidade de
células por poco: 10° células; tempo de cultura: 48h. Gel SDS-PAGE 15%. Imunodeteccdo por
anticorpos anti-HA.

Continuando a analise de modificacbes poés-traducionais do EIF4E3,
comparou-se as proteinas mutadas nos trés sitios de fosforilagdo preditos (Figura
14) em extratos de 48 horas. A proteina 4E3AS75A mais uma vez apresentou o
perfil de uma dUdnica banda, enquanto que o 4E3AS165A e o 4E3AS344A
apresentaram perfil semelhante ao EIF4E3 selvagem (ver figura 13). As mutacoes
realizadas em sua sequéncia portanto ndo impactaram na forma como estas se

apresentaram em gel unidimensional.

Figura 14 - Expressao dos mutantes do EIF4E3 nos sitios de fosf  orilagcdo S75, S165 e S344

45kDa

Fonte: o autor.

Nota: 0 4E3AS165A e 0 4E3A344A se apresentaram semelhantes ao EIF4AE3 selvagem, ndo sendo
observada qualquer alteracdo em seus perfis de expressdo em gel unidimensional com as mutacdes
inseridas. O 4E3AS75A mais uma vez se apresentou como uma Unica banda. Quantidade de células
por poco: 10° célluas. Tempo de cultura: 48h. Gel SDS-PAGE 15%. Imunodeteccdo por anticorpos
anti-HA.
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6.3 EXPRESSAO DO EIF4E3 EM L. AMAZONENSIS E L. INFANTUM

A partir da andlise da sequéncia do EIF4E3 de varias espécies de Leishmania
(Figura 10), chamou atencéo o fato de sé haver trés sitios de fosforilacdo preditos
para uma proteina que apresenta um perfil de expressdo que sugeriria mais
fosforilagbes. Além disso, havia a presenca de um sitio de fosforilagdo (S75)
exclusivo para as espécies L. amazonensis e L. mexicana cuja mutagéo levou a uma
alteracdo drastica em seu perfil de expressdo. No intuito de observar, entdo, as
diferencas quanto a expressao do EIF4E3 de acordo com a espécie, procedeu-se
um ensaio em que o EIF4E3 selvagem (4E3 La) e 0 4E3AS75A de L. amazonensis e
o EIF4E3 selvagem de L. infantum (4E3 Li) foram expressos tanto nas suas
espécies de origem quanto de forma trocada.

Foram utilizadas constru¢des disponiveis em laboratério do EIF4E3 selvagem
portadoras do tag HA das duas espécies para transfeccdes, tanto com o 4E3 La
quanto o 4E3 Li, assim como o 4E3AS75A, sendo introduzidos em células de L.
amazonensis e L. infantum. Foram retiradas aliquotas em pontos representativos da
curva de crescimento (Oh, 6h, 48h e 120h) com a expressdo sendo analisada
utilizando o dobro da quantidade de células dos extratos utilizados previamente. A
concentracéo do gel SDS-PAGE também foi alterada (para 12,5%), o que propiciaria
uma melhor separacdo das bandas.

Analisando a expressdo em L. amazonensis (Figura 15), foi observado que o
4E3 La apresentou-se na curva preferencialmente como duas bandas equivalentes
em intensidade, chamando atengcdo uma terceira banda no ponto 6h, ligeiramente
mais alta que as demais e de menor intensidade, ndo observada anteriormente. Ja
0 4E3 Li apresentou-se preferencialmente numa banda de menor peso molecular,
correspondente a banda mais baixa de seu ortdlogo em L. amazonensis, com uma
segunda também ligeiramente mais alta e de menor intensidade, aparecendo do
ponto Oh a 48h, com o 4E3AS75A apresentando um perfil bastante semelhante.
Este resultado mostra um possivel novo evento de fosforilacdo, indicado pela
terceira banda observada para o 4E3 La. A isoforma superior do 4E3 Li corresponde
provavelmente a terceira banda observada no 4E3 La, ja que o0 4E3 Li ndo possui a
serina 75 responsavel pelo perfil tipico do 4E3 La. O resultado para o 4E3AS75A
apoia esta hipotese, uma vez que esta proteina, ndo possuindo o sitio S75 (como na

sequéncia selvagem do 4E3 Li) apresentou perfil semelhante ao 4E3 Li, também
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com uma segunda banda mais alta (n&o observavel nas Figuras 13 e 14 por se tratar
de um gel de SDS-PAGE 15% e, portanto, de menor capacidade de separacgao).

Figura 15 - Expresséo das proteinas 4E3 La, 4E3Li e 4E3AS75A em L. amazonensis

L. amazonensis

4E3La 4E3 Li S75A
Oh 6h 48h 120h 0L 6h 48h 120h 0Oh 6h 48h 120h

* *- w 45kDa

Fonte: o autor.

Nota: ao analisar o perfil de expressdo do 4E3La em L. amazonensis, foi possivel observar o
aparecimento de mais uma banda no ponto 48 h. J& o 4E3 Li e 0 4E3AS75A apresentaram um perfil
semelhante entre si, porém diferente do 4E3 La. Quantidade de células por poco: 2x10°. Tempo de
cultura: 48h. Gel SDS-PAGE 12,5%. Imunodeteccéo por anticorpos anti-HA.

Posteriormente, foi feita a mesma andlise em L. infantum (Figura 16) sendo
obtidos resultados semelhantes aos de L. amazonensis para as trés proteinas, com
0 4E3 La apresentando novamente trés bandas e o 4E3 Li e 0 4E3AS75A, duas,
com as de maior peso molecular tendo menor intensidade. A grande semelhanga no
perfil de expressdo das proteinas, ndo importando a espécie em que estivessem
sendo expressas, sugere que este perfil se deve a sequéncia proteica em si € ndo a

maquinaria de modifica¢cdes pos-traducionais das espécies analisadas.

Figura 16 - Expresséo de 4E3 La, 4E3 Lie 4E3 AS75A em L. infantum

L. infantum

4E3 La 4E3 Li S75A
Oh 6h 48h 120h Oh 6h 48h 120h oOh 6h 48h 120h

‘ P DD e
* 45kDa

Nota: o perfil de expresséo para o 4E3 La, 0 4E3 Li e 0 4E3AS75A em L. infantum foi semelhante ao
obtido em L. amazonensis, sugerindo que o perfil das proteinas tem mais relacdo com as suas
sequéncias em si que com as espécies em que sao expressas. Quantidade de células por poco:
2x10°. Tempo de cultura: 48h. Gel SDS-PAGE 12,5%. Imunodeteccdo por anticorpos anti-HA. Fonte:
0 autor.
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O ponto 120h do 4E3 La em L. infantum ndo teve expressdo detectada
porque a cultura ja se apresentava em fase de declinio adiantada quando na coleta

da aliquota.

6.4 AVALIACAO DO IMPACTO DE MUTACOES NO EIF4AE3 EM SUA INTERACAO
COM A PABP3

Utilizando as linhagens transfectadas com as constru¢cdes mutantes do
EIF4E3, pretendeu-se avaliar que impacto essas mutagbes causariam na
capacidade de ligacdo do fator a um homologo da PABP, a PABP3. A partir de
culturas em fase exponencial destas linhagens, foram produzidos lisados celulares,
posteriormente submetidos a ensaios de imunoprecipitacdo (IP) com uma resina de
agarose ligada a anticorpos monoclonais anti-HA. Foram utilizados neste ensaio
culturas expressando as proteinas correspondentes as construgdes 4E3-HA (EIF4E3
selvagem), 4E3ABoxesAB, 4E3ABoxC e 4E3AW187A, portadoras do epitopo HA. O
ensaio de imunoprecipitacdo permite a purificacdo de proteinas especificas e de
complexos proteicos a que se encontrem ligadas no momento do ensaio, separando-
os do restante das proteinas do lisado.

Ao final da imunoprecipitacéo, foram analisadas em ensaios de Western-blot
aliquotas das resinas, dos lisados de origem (lisados totais) e dos lisados apos o
ensaio (lisados depletados) (Figura 17).

Antes da utilizacdo de qualquer outro anticorpo, foi utilizado o anti-HA. Uma
vez detectado o epitopo na resina, 0 que indica a presenca da constru¢cdo do
EIF4E3 a ele ligada, foi possivel proceder aos ensaios de interesse com o anti-
PABP3. Os resultados mostraram a presenca da PABP3 na resina da IP do 4E3-
HA, indicando a existéncia de interagdo entre as duas proteinas. Esta interacdo, no
entanto, ndo foi afetada pelas mutagdes inseridas nos boxes A e B e no W187, uma
vez que a PABP3 ainda foi detectada na resina, porém foi abolida para o 4E3ABoxC.
Estes resultados indicam que os aminoacidos D108 e W109 (mutados no Box C
para alaninas) tem participacdo na ligacdo do EIF4E3 com a PABP3, sugerindo
estes residuos sdo essenciais para a ligacdo entre os fatores. Entretanto, outros
ensaios sao necessarios para determinar se esta ligacdo ocorre de forma direta ou

indireta, através de algum homélogo do EIF4G, por exemplo.



59
MORAES, R. M. N. Identificacdo de motivos relevantes para a fungao...

Figura 17 - Imunoprecipitacdo de constru¢cdes mutantes do EIF4E3 e sua interacdo com

a PABP3
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Fonte: o autor.

Nota: foram utilizadas 2x10° células das linhagens transfectadas com as constru¢cdes 4E3-HA
(EIFAE3 selvagem ligado ao HA), 4E3ABoxesAB, 4E3ABoxC e 4E3AW187A para a preparacdo dos
lisados utilizados nas imunoprecipitacées. A imunodeteccdo por WB foi realizada com os anticorpos
anti-HA e anti-PABP3. As proteinas detectadas na resina indicam sua interacdo com o EIF4E3. Gel
SDS-PAGE 15%. Imunoprecipitacdo produzida com lisados de 48h. Imunodetecgéo com anti-HA.

6.5 ANALISE DA EXPRESSAO DOS DEMAIS MUTANTES DO EIF4E3

No intuito de avaliar se as mutacdes néo direcionadas a sitios de fosforilacao
no EIF4E3 causariam alguma alteracéo na expresséao do fator, foi comparado o perfil
de expressado de aliquotas correspondendo a 2 x 10° células de uma cultura de 48
horas dos demais mutantes do EIF4E3 (Figura 18). Neste ensaio se utilizou uma
maior concentracao do anticorpo de deteccdo anti-HA e a reacao de imunodeteccao
foi mais forte fazendo as duas bandas aparecerem fusionadas no filme para a
maioria dos mutantes do EIF4ES3.



60
MORAES, R. M. N. Identificacdo de motivos relevantes para a fungao...

Figura 18 - Comparacéao do perfil de expressdo de mutantes do EI  F4E3
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Fonte: o autor.

Nota: a maioria dos mutante do EIF4E3 apresentou-se na forma habitual de duas bandas, com
excecdo do 4E3ABoxesABC+W187A, envolvendo mutacdo nos possiveis sitios de ligacdo a
homoélogos da PABP e de ligacdo ao EIF4G4, que se expressou principalmente como a banda mais
baixa. Isto sugere a participacdo tanto da PABP quanto do EIF4G4 no processo de fosforilacdo do
EIF4E3. Quantidade de células por poco: 2x10°. Tempo de cultura: 48h. Gel SDS-PAGE 12,5%.

As proteinas mutantes 4E3ABoxesAB, 4E3ABoxC e 4E3AW216A
apresentaram perfil de expressdo semelhante a proteina selvagem, com as habituais
duas bandas caracteristicas do EIF4E3 e a terceira banda mais alta. Esta ultima ndo
foi observada, no entanto, para o 4E3ABoxesABC e 4E3AW187A. As mutac¢des nos
trés boxes e no W187 tinham o objetivo de abolir a ligacdo do EIF4E3 com
homologos da PABP e com o EIF4G4 respectivamente, algo confirmado para os
seus equivalentes em EIF4E4 (em fase de elaboracdo)* sugerindo que estas
interacdes isoladamente sejam necesséarias para o aparecimento desta isoforma.
Porém, quando se realizou a mutacdo nos trés boxes e no W187 numa mesma
construcdo (4E3ABoxesABC+W187A), seu perfil de expressdo alterou-se
drasticamente, com este mutante se apresentando preferencialmente na forma da
banda mais baixa. Este resultado mostra a importancia dos aminoacidos mutados
para a fosforilagdo do EIF4E3, sugerindo um sinergismo da interacao tanto da PABP
quanto do EIF4G4 no processo de fosforilagdo do EIF4E3, uma vez que a
eliminacado destas interacdes isoladamente leva ao desaparecimento da isoforma
mais alta (contendo mais fosforilagbes) e, com a eliminagdo simultanea de ambas,
com o EIF4E3 mostrando-se quase totalmente em sua banda menor (com menos ou
nenhuma fosforilacdo). Entretanto, seria necessaria a confirmacdo da abolicdo
destas interacbes por ensaios de imunoprecipitacdo para a confirmacdo desta

hipotese.

*Artigo em fase de redacéo de autoria do Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto.
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7 DISCUSSAO

Os tripanossomatideos apresentam varias peculiaridades no que diz respeito
a sua biologia molecular. Diferentemente dos demais eucariotos, nestes organismos
praticamente ndo ha controle transcricional, sendo o controle da expressédo génica
desempenhado em etapas posteriores a transcrigcdo, principalmente através da
estabilidade e degradacdao dos mRNAs e da iniciacdo da traducdo (FERNANDEZ-
MOYA; ESTEVEZ, 2010). O ciclo de vida destes parasitas é bastante complexo,
envolvendo diferentes hospedeiros e condi¢cdes muito diversas de pH, temperatura e
disponibilidade nutricional. O controle traducional da expressado génica torna-se
entdo um mecanismo bastante importante, uma vez que permite mudancas rapidas
na concentracdo de proteinas codificadas, podendo promover mudancas na
fisiologia e destino celular (VALASEK, 2012). Este controle, entdo constitui uma
ferramenta da qual os tripanossomatideos podem lancar méo para desencadear as
mudancas morfolégicas necessarias a sua adaptacao aos diferentes hospedeiros.

Neste estudo, pretendeu-se caracterizar o fator de iniciacdo da traducao
EIF4E3 de Leishmania, introduzindo em sua sequéncia muta¢cées em aminoacidos
candidatos a sitios de fosforilacdo, ou de ligacdo a parceiros funcionais, para
observacdo de seu impacto na expressédo deste e em sua capacidade de interacdo
com outras proteinas envolvidas na iniciacado da traducdo. Em estudos anteriores a
este, a expressdo do EIF4E3 foi descrita em uma curva de crescimento de L.
amazonensis, apresentando-se na forma de duas bandas com a mais alta sendo
preferencialmente expressa imediatamente apds o inicio e no final da curva, o que
corresponde as fases estacionaria (de onde as células séo retiradas) e de declinio,
respectivamente. Este perfil diferiu de seu homédlogo EIF4E4 que aparece como
vérias isoformas, bastante préximas, e de forma inversa ao EIF4E3, com as bandas
menores preferencialmente expressas nas fases supracitadas. Chamou atencgéo que
as isoformas dos dois fatores se alteravam rapidamente durante a curva de
crescimento, sugerindo que as mudancas fossem ocasionadas por modificacdes
pés-traducionais. Realizando entdo purificacdo das proteinas fosforiladas totais nos
dois fatores, observou-se que ambos possuiam fosforilagdes, com as duas bandas
do EIF4E3 aparecendo na porcao da eluicdo (que continha as proteinas fosforiladas)
(PEREIRA et al., 2013).
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Em dois estudos analisando o fosfoproteoma de L. donovani (HEM et al.,
2010) e T. brucei (URBANIAK et al., 2013), foi possivel identificar a presenca de
sitios de fosforilagdo no EIF4E4 das duas espécies, sendo a grande maioria desses
sitios composta por serinas ou treoninas seguidas de prolinas. Partindo entdo para a
analise da sequéncia do EIF4E3 de Leishmania foi observada a presenca de trés
destes sitios nas posicdes 75, 165 e 344 das espécies analisadas, sendo o primeiro
encontrado apenas em L. amazonensis e L. mexicana. Estes motivos sao
conhecidos por serem locais de acdo de varias quinases (LU et al., 2002) e foram
mutagenizados para observacdo do perfil de expressdo no presente estudo. O
4E3AS75A mostrou o perfil mais inusitado das trés proteinas mutadas, com o
desaparecimento da banda de maior peso molecular. Isto mostra que neste sitio
ocorre alguma modificacdo poés-traducional responsavel pela mudanca no perfil
migratério das duas bandas do EIF4E3. Uma vez que, nas condi¢bes utilizadas nos
ensaios, nenhuma diferengca na expressdo do 4E3AS165A e 4E3AS344A foi
detectada, a possivel fosforilacdo que ocorre nestes sitios pode ocasionar mudancas
de expressao ndo passiveis de serem apreciadas em gel unidimensional. Levando
isto em consideragdo, é de se supor que na S75 ocorra alguma outra modificacdo
pés-traducional que ndo a fosforilagdo (ou que esta Ultima induza alteragbes
estruturais que levaram a uma alteracdo maior de seu tamanho aparente em gel
desnaturante de SDS-PAGE, gerando a banda de migracdo mais lenta). A partir
desta ideia, em um estudo das modificagBes poés-traducionais do EIF4E3 de L.
amazonensis foi realizada a predi¢cao de alguns tipos de modificacbes na sequéncia
do fator. Os resultados mostraram uma alta predicdo de O-glicosilacdo entre os
aminoacidos 50 e 100, mais especificamente na S75 (PEREIRA, 2013).

Posteriormente, foi comparado o perfil do EIF4E3 selvagem de duas espécies
de Leishmania numa curva de crescimento. Neste ensaio foi utilizado um gel SDS-
PAGE de menor concentracao (12,5%), o que promove uma melhor separacdo das
proteinas presentes nos extratos. Com isto, pretendeu-se avaliar se esta maior
separacdo em gel unidimensional promoveria o aparecimento de mais alguma
isoforma do EIF4E3, uma vez que foi observado em géis bidimensionais que o fator
se apresentava na forma de quatro spots, sendo dois equivalentes para cada banda
observada no gel unidimensional (PEREIRA et al., 2013). A partir dos resultados, foi
possivel perceber diferencas grandes nos perfis de expressédo do EIF4E3 das duas

espécies analisadas. Enquanto em L. amazonensis o EIF4E3 apresentou-se
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predominantemente como duas bandas, com uma terceira de maior peso molecular
(que corresponderia a uma isoforma hiperfosforilada do fator), o de L. infantum
apresentou predominantemente uma mais baixa, com uma segunda, mais fraca e
compativel com a terceira de L. amazonensis, aparecendo em alguns pontos da
curva. Esta diferenca se deve exclusivamente a propria sequéncia dos fatores, e ndo
a maquinaria celular, uma vez que o 4E3 La apresentou-se da mesma forma tanto
em L. amazonensis quanto em L. infantum, assim como o 4E3 Li. Estes resultados
também foram obtidos por um estudo em que se observou a expressao do EIF4E3
das duas espécies nas mesmas condi¢cdes, em extratos de 48h (PEREIRA, 2013),
porém né&o foi observada nem a terceira banda para o 4E3 La, nem nenhuma banda
adicional para o 4E3 Li, possivelmente devido a maior concentracdo do gel SDS-
PAGE utilizado. A diferenca observada entre as espécies € ocasionada pela falta da
serina 75 na sequéncia de L. infantum, com a proteina 4E3AS75A apresentando-se
no mesmo padrdo. A banda adicional observada em ambas as espécies séo, entdo,
um relato novo de isoformas para o fator nas duas espécies. Observando um
alinhamento entre o EIF4E3 de algumas espécies de Leishmania com o de T. brucei
(Figura 19) pode-se perceber a presenca de motivos conservados e repetidos na
regido N-terminal apenas nos homologos de Leishmania, que podem ser os sitios
destas fosforilagBes adicionais, porém é necesséario um estudo analisando o impacto
de mutacdes nestes pontos na expressao do EIF4E3.

Quanto as interacdes entre os homélogos de elF4E de Leishmania e outros
fatores de iniciacdo da traducdo, j4 foram relatados véarios dados na literatura.
Resultados de espectrometria de massas detectaram interacdo do EIF4E4 de L.
major com a PABP1, assim como a auséncia de ligacao entre o EIF4E3 e a PABP1
(ZINOVIEV et al., 2011). Este ultimo resultado foi observado também para o EIF4E3
de L. amazonensis e L. infantum, porém em ensaios de imunoprecipitacao, o EIF4E3
apresentou ligacéo tanto com a PABP2 quanto com a PABP3 (PEREIRA, 2013). No
presente estudo foi investigado o impacto de mutacdes produzidas no EIF4E3 na
sua capacidade de ligacdo a PABP3. Os resultados confirmaram a interacdo entre
os dois fatores através desta regido do Box C do EIF4E3. A proteina mutagenizada
nos aminoacidos D108 e W109 perdeu a capacidade de ligacdo a PABPS3, indicando
estes como os residuos responsaveis pela interacao entre os fatores. Em ensaios in
vivo com L. major, foi observado que as PABP2 e 3 possuem capacidade de ligagao

entre si, inclusive depletando uma a outra de lisados usados em imunoprecipitacdes.
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Além disso, em situacao de inibicdo da transcricdo através do uso de actinomicina
D, ambas migraram juntas do citoplasma para o nucleo (DA COSTA LIMA et al.,
2010), sugerindo que os dois homologos desempenhem fun¢des juntos, podendo
apresentar os mesmo perfis de ligacdo a parceiros funcionais. Porém, em ensaios in
vitro com a PABP2, esta ainda apresentou interacdo ao EIF4E3 mutado no Box C,
perdendo a capacidade de ligagdo apenas quando o EIF4E3 foi mutagenizado nos
trés motivos (XAVIER, 2015), o que torna necessaria a observacdo da conservacao

destas interagdes in vivo.

Figura 19 - Alinhamento da regido N-terminal do EI F4E3 de Leishmania com outros
possiveis sitios de fosforilagédo
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Fonte: o autor.

Nota: realizando um alinhamento com o EIF4E3 entre as varias espécies de Leishmania e T, brucei,
foram percebidos motivos conservados e repetidos na regido N-temrinal (delimitados pelos
retangulos azuis) do fator apenas em Leishmania. Estes podem ser os sitios de fosforilagao
responsaveis pelas fosforilacdes adicionais observadas neste trabalho para o EIF4E3. Alinhamento
realizado no programa BioEdit.
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Em T. brucei, o EIF4E3 interage tanto in vivo quanto in vitro com o EIF4G4
(FREIRE et al., 2010) e estas interacbes também tendo sido observadas em L. major
(REIS, 2009; YOFFE et al., 2009). Aqui ndo foi possivel mostrar se a mutacdo no
W187 provocaria a abolicdo da interacdo entre essas proteinas, porém quando seu
equivalente no EIF4E4 de L. infantum foi mutagenizado, houve abolicdo entre os
dois.

Ao realizar a andlise da expressédo das demais proteinas mutadas do EIF4E3
produzidas neste trabalho, foi observada novamente a presenca de mais uma banda
para a construcao selvagem do EIF4E3, mais acima das demais, com esta isoforma
se repetindo em algumas das proteinas mutadas. Porém, o resultado mais
surpreendente foi o perfii do 4E3ABoxesABC+W187A, apresentando
preferencialmente uma banda de menor peso molecular, que corresponderia a
isoforma desfosforilada do fator selvagem. As mutagcbes nos boxes A, B e C e no
W187 tinham o intuito de abolir a interagdo do EIF4AE3 com homologos da PABP e
com o EIF4G4, respectivamente, jA que seus equivalentes no EIF4E4 séo
responsaveis por estas interagbes (DE MELO NETO et al., artigo submetido a
publicacdo), porém estas mutacdes isoladamente promoveram apenas o
desaparecimento da terceira banda do fator. Num estudo com EIF4E4 de
Leishmania infantum, foram observados resultados semelhantes com uma reducéao
drastica da fosforilacdo quando introduzidas as mutacdes equivalentes nesta
proteina e uma diminuicdo da fosforilagdo quando mutados os trés motivos
envolvidos na ligacdo a homologos de PABP. Porém, quando mutado apenas o
triptofano de ligagdo ao EIF4G3, o fator apresentou um perfil de fosforilagéo
semelhante ao controle (DE MELO NETO et al., artigo submetido). Em humanos,
para que ocorra a fosforilagdo do EIF4E, € necessario 0 recrutamento da quinase
pelo EIFAG (PYRONET et al., 1999), mas levando todos estes dados em
consideracdo, parece que a interacdo com homologos de PABP € mais crucial para
a fosforilagdo dos EIF4E3 e EIF4E4 em Leishmania que a sua interagdo com
homologos de EIF4G, embora ainda seja necessaria a interacdo com os dois fatores
para que ela aconteca.

Os resultados deste trabalho ajudam na caracterizacdo do EIF4E3 de
Leishmania, contribuindo para um maior entendimento do processo de iniciagao da
traducdo em tripanossomatideos. Através do estudo da expressdo dos mutantes do

EIF4E3, pbdde-se observar que este fator apresenta um perfil de modificagcbes
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bastante complexo, possivelmente responsavel pela sua regulagdo. E bem
conhecido que em eucariotos em geral, varias proteinas sofrem modificagbes pos-
traducionais para regulacdo de suas funcbes, com este processo ja tendo sido
descrito inclusive em fatores de iniciacdo da traducao, com fosforilagcdo em residuos
especificos de fatores selecionados (DENNIS et al., 2009). Além disso, os dados da
literatura mostram uma grande complexidade também de intera¢des do EIF4AE3 com
outras proteinas atuantes na traducdo. Sendo assim, € necessario 0 mapeamento
de outros sitios deste fator, tanto os envolvidos com modificacdes pos-traducionais,
quanto os envolvidos com interacdes deste com outras proteinas. Isto contribuiria
muito para o entendimento da regulacdo da expressao génica nestes organismos,
que pode ser mediada em grande parte por modificacbes pos-traducionais com

impacto em suas interacoes.
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8 CONCLUSOES

a) A serina 75 é o sitio onde ocorre a modificacdo poés-traducional responsavel

b)

d)

pelo aparecimento da banda de maior peso molecular apresentada pelo
EIF4AE3 de L. amazonensis (e ausente em L. infantum), ndo sendo esta
modificacdo outra que ndo uma fosforilagdo ou alguma que ocorra em

COI’]jUI’]tO com esta;

Existem elementos comuns de modificagdo pds-traducional, fosforilagdo, nos
homélogos de EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum e possiveis motivos

alvos destas fosforilac6es foram identificados;

O EIF4E3 é capaz de interagir com a PABP3, sendo o0 D108 e W109A (Box C)

aminoacidos importantes para esta interacao;

A nos boxes A, B e C e no W187 promove uma reducdo drastica da
fosforilacdo do EIF4E3, sugerindo que estes aminoacidos estejam envolvidos

no processo de fosforilacao.
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