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MERLO, K. C. Contribuicoes ao estudo do modo de acdo de homodlogos da proteina de

ligacdo ao poli-A (PABP) de Leishmania infantum. 2018. Tese (Doutorado em

Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacédo
Oswaldo Cruz, 2018.
Resumo

Os tripanossomatideos s&o protozoarios patogénicos em humanos, animais e
plantas e cujas espécies mais conhecidas pertencem aos géneros Leishmania e
Trypanosoma. Estes parasitas apresentam uma complexa regulagdo da expressao
génica controlada por eventos pds-transcricionais, muitos dos quais afetando o
metabolismo dos seus mRNAs. A proteina de ligagdo a cauda poli-A (PABP) € uma
das principais proteinas de ligagdo a mRNAs em eucariotos e possui um papel
critico na traducdo e em outros processos. Trés homodlogos de PABPs foram
descritos em Leishmania, sendo que a PABP1 foi confirmada como estando ativa na
tradugdo, enquanto que as PABPs 2 e 3 interagem entre si e parecem estar
associadas a mRNAs distintos aos da PABP1, mas as fungdes especificas de cada
homologo ainda ndo sdo bem definidas. Este trabalho teve como objetivo investigar
diferengas funcionais entre estes trés homoélogos em Leishmania infantum, definindo
se sao ou nao essenciais para a sobrevivéncia celular e identificando motivos
criticos para sua fungao. Primeiro, foram construidos cassetes para delecdo dos
genes das PABPs 2 e 3 seguido de sua transfeccdo no patégeno. Pudemos
observar a essencialidade da PABP2 e a nao essencialidade da PABP3, sendo que
a PABP1 foi confirmada como essencial em estudos prévios. Mutantes das PABPs 1
e 2 foram entdo gerados por mutagénese sitio-dirigida, expressos em L. infantum e
testados quanto a sua capacidade de complementar a fungdao da proteina nativa
apos a delecéo dupla dos genes endogenos. Podemos concluir que os motivos LMW
e YGF séo criticos para a fungao da PABP1, enquanto que dois outros motivos néo
equivalentes, RQN e TGM, parecem ser essenciais para a PABP2. Mutantes
também foram gerados para a PABP3, bem como um mRNA repérter que se espera
capaz de se associar especificamente as PABPs 2 e 3. Estes resultados
demonstram que os trés homélogos atuam de maneira diferenciada e geram

ferramentas para novos estudos, mais avangados, sobre a fungao dessas proteinas.

Palavras-chave: Iniciagao traducional da cadeia peptidica. Leishmania.
Mutacao - genética. Proteinas de ligagao a poli(A). Sobrevivéncia celular.



MERLO, K. C. Contributions to the study of the mode of action of poly-A binding

protein (PABP) homologues in Leishmania infantum. 2018. Tese (Doutorado em

Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacgao
Oswaldo Cruz, 2018.
Abstract

Trypanosomatids are pathogenic protozoan for humans, animals and plants, whose
best known species belong to the Leishmania and Trypanosoma genera. These
parasites have a complex regulation of their gene expression which is controlled by
post-transcriptional events, many of which affect the metabolism of their mMRNAs. The
poly-A binding protein (PABP) is one of the major mRNA binding proteins in
eukaryotes and plays a critical role during translation and other processes. Three
PABP homologues have been described in Leishmania, with PABP1 confirmed as
being active in translation, whereas PABPs 2 and 3 interact with each other and
appear to be associated with mRNAs other than PABP1. The specific functions of
each homologue are still not well defined. This work aimed to investigate functional
differences between these three homologues in Leishmania infantum, defining
whether or not they are essential for cell survival and identifying critical motifs for
their function. First, constructs were designed to delete both copies of the PABP 2
and 3 genes in the pathogen. We could observe the essentiality of PABP2 and the
non-essentiality of PABP3, with PABP1 being confirmed as essential in previous
studies. Mutants of PABP 1 and 2 were then generated by site-directed mutagenesis,
expressed in L. infantum and tested for their ability to complement the native
protein’s function after double deletion of the endogenous genes. We concluded that
the LMW and YGF motifs are critical for the PABP1 function, while two other non-
equivalent motifs, RQN and TGM, appear to be essential for PABP2. Mutants have
also been generated for PABP3 as well as a mRNA reporter that is expected to be
able to specifically associate with PABPs 2 and 3. These results demonstrate that the
three homologues act in a differentiated manner and generate tools for further, more

advanced studies on the function of these proteins.

Keywords: Peptide chain initiation, translational. Leishmania. Mutation -

genetics. Poly(A) - binding proteins. Cell survival.
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CPSF Cleavage and polyadenylation specificity factor (fator especifico de
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1 INTRODUGAO

Tripanossomatideos sao protozoarios flagelados da Familia
Trypanosomatidae causadores de doengas em humanos, animais e plantas, cujos
principais representantes sdo espécies dos géneros Trypanosoma e Leishmania,
destacando-se entre eles: Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi € Leishmania
spp. Todas sdo transmitidas por insetos vetores e espécies de ambos os géneros
sdo responsaveis por enfermidades de importancia médica e econbmica, como a
doenca do sono, a doenga de Chagas e as leishmanioses.

Os tripanossomatideos estdo entre os mais primitivos eucariotos, pois
divergiram precocemente de outros eucariotos durante a evolugdo, sobrevivendo
atualmente como parasitas obrigatorios destes. Nestes organismos os genes
codificantes de proteinas estdo agrupados em unidades transcricionais que sdo co-
transcritas constitutivamente em pré-mRNAs policistronicos, os quais, a partir do
processo de frans-splicing e poliadenilagdo, dao origem aos mMRNAs
monocistronicos que sao traduziveis. Essa forma peculiar de processamento do
RNA gera multiplos mRNAs que sao diferencialmente regulados durante o
desenvolvimento parasitario. Apresentam caracteristicas uUnicas dentre os
eucariotos, como mecanismos distintos associados a sua expressao génica. O
reduzido numero de elementos promotores em tripanossomatideos indica ainda que
a regulacao da transcrigao pela RNA polimerase Il nesses organismos seja reduzida
ou inexistente, de tal forma que a expressao génica € controlada por eventos poés-
transcricionais, através do controle no processamento, estabilidade e traducdo de
MRNAs e no processamento e modificagdes pds-traducionais das proteinas.

A proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP - Poly-A Binding Protein) € uma
das principais proteinas de ligagdo a mRNAs nos eucariotos, cujo papel vem sendo
demonstrado como critico para uma traducao eficiente e para o controle da
estabilidade dos mRNAs. A interacdo entre a PABP e a cauda poli-A, presente na
extremidade 3’ dos mRNAs, intermedia boa parte das fungdes associadas a esta
estrutura, tais como o processamento dos MmRNAs precursores no nucleo, o
transporte nucleo-citoplasmatico, o controle de meia-vida e degradagao dos mRNAs,
o recrutamento dos mRNAs pela maquinaria de sintese proteica e a traducao
propriamente dita. Na tradugao, além de se ligar a cauda poli-A, a PABP promove
ainda a interagdo entre ambas as extremidades 5 e 3’ dos mRNAs, através da
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ligagdo com fatores de iniciagdo da tradugao (elFs - Eukaryotic Initiation Factors) do
complexo elF4F e proteinas individuais ou outros complexos proteicos, que auxiliam
na atividade ribossomal.

Em geral, em células unicelulares, um unico homdélogo de PABP é
encontrado, de forma que a identificagdo de trés homdlogos em um mesmo
protozoario constitui um fato unico e que sugere uma divergéncia de fung¢des nas
diferentes proteinas. Nos tripanossomatideos, dois homélogos de PABP (PABP1 e
PABP2) foram identificados conservados nas suas diferentes espécies e um terceiro
homodlogo € encontrado em espécies de Leishmania (PABP3). Dados recentes
demonstram que em Leishmania a PABP1 tem um papel ativo na tradugédo uma vez
que se demonstrou sua associagao com o complexo de iniciacao da traducao do tipo
elF4F implicado no processo. Ja as PABPs 2 e 3 interagem diretamente entre si e
parecem estar associadas a populacées de mRNAs distintos da PABP1, embora seu
papel na traducao deste ainda ndo esteja claramente definido.

Tendo em vista que dados preliminares apontam para a PABP1 se
associando a mRNAs distintos das PABPs 2 e 3 e tendo possivelmente um papel
diferenciado na traducdo e outros processos, este estudo buscou avancgar no
conhecimento sobre como os diferentes homdélogos de PABP em Leishmania se
diferenciam funcionamente e podem afetar de diferentes maneiras a tradugao ou

nao se seus mMRNAs alvos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tripanossomatideos

Os tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados pertencentes a Ordem
Kinetoplastida que sao capazes de parasitar vertebrados, invertebrados e plantas.
S&o caracterizados pela presenga de um flagelo unico e uma unica e longa
mitocdndria contendo em sua base uma organela conhecida como cinetoplasto, que
contem o DNA mitocondrial (SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006). Em sua maioria,
estes organismos se multiplicam assexuadamente por fissdo binaria durante a qual
nao ocorre a dissolucdo da membrana nuclear e a condensagcdo cromossdmica
(STUART et al., 2008).

Apesar de esses protozoarios possuirem uma organizacdo gendmica,
estruturas celulares e processos biolégicos semelhantes, apresentam diferengas
morfoldgicas significantes em seu ciclo de vida, visto que habitam nichos bioldgicos
diferentes e séo transmitidos por diferentes insetos vetores (STUART et al., 2008)

(Figura 1).

Figura 1 - Diferentes vetores das principais doengas causadas pelos tripanossomatideos.

Fonte: (BARBEIRO, 2018; MOSCA TSE-TSE, 2018; MOSQUITO-PALHA, 2018).
Nota: A) Barbeiro (T. cruzi); B) Mosca Tsé-Tsé (T. brucei); C) Mosquito-palha (leishmanioses).

2.2 O género Leishmania

Dos géneros da familia Trypanosomatidae, dois se destacam por
apresentarem importancia médica ou veterinaria: Trypanosoma e Leishmania.
Dentro do género Leishmania existem mais de 20 espécies que sao responsaveis
pelo grupo de doengas denominadas leishmanioses, capazes de infectar e se
multiplicar em varios hospedeiros mamiferos (STEVERDING, 2017).
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Parasitas do género Leishmania apresentam dois subgéneros principais de
acordo com a regido do intestino do vetor onde se da sua colonizagdo e
desenvolvimento. Parasitas do subgénero Leishmania (Leishmania) apresentam seu
desenvolvimento na porcdo mediana e anterior do intestino, enquanto que do
subgénero Leishmania (Viannia) apresentam desenvolvimento na regido posterior
(BATES, 2007).

Esses parasitos apresentam um ciclo de vida digenético com duas formas
vegetativas principais: a forma promastigota flagelada que é encontrada no trato
alimentar do vetor invertebrado, onde cresce extracelularmente e se diferencia na
forma metaciclica infectante nao-replicativa e a forma amastigota aflagelada
replicativa (obrigatoriamente intracelular), capaz de se multiplicar em varios
hospedeiros vertebrados, infectando células da linhagem fagocitica (AWASTHI;
MATHUR; SAHA, 2004; BESTEIRO et al., 2007). Durante essa troca de
microambientes, dentre os vetores (intestino) e hospedeiros (macrofagos), os
parasitas sdo submetidos a diferencas no pH, temperatura e nutrientes. Sua
sobrevivéncia s6 é possivel gragas a mudancgas no seu perfil de expressao génica,
tornando estes parasitas capazes de sofrerem grandes alteragdes durante seu ciclo
de vida, como na sua motilidade, forma e metabolismo (MANNAERT et al., 2012).

Existe uma grande diversidade de formas clinicas que podem ser
desencadeadas pela infecgdo por espécies de Leishmania, resultando nas varias
formas de leishmaniose. Tais formas clinicas dependem principalmente das
espécies infectantes com sintomas variando de lesdes cutaneas de cura espontanea
na leishmaniose cutadnea (L. major/ L. tropicall L. mexicana), leishmaniose
mucocutanea (causada principalmente por L. braziliensis), leishmaniose cutanea
difusa (principalmente por L. amazonensis/ L. guyanensis/ L. aethiopica) e a forma
mais grave e fatal quando nao tratada da leishmaniose visceral ou Kala-azar (L.
donovanil L. infantuml/ L. chagasi) (DESJEUX, 1996; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017).

2.2.1 Ciclo de vida

A transmissao dos protozoarios do género Leishmania se da pela picada das
fémeas infectadas dos insetos vetores durante seu repasto sanguineo. Esses

vetores, insetos dipteros flebotomineos, sdo classificados no género Phlebotomus,
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no Velho Mundo, e Lutzomya, no Novo Mundo. As formas infectivas (promastigotas
metaciclicas) sdo inoculadas principalmente em canideos, lagomorfos, roedores e
ocasionalmente no homem (DANTAS-TORRES, 2007). Na corrente sanguinea, o
parasita sofre sua diferenciagdo para a forma amastigota apos ser fagocitado pelos
macrofagos. As amastigotas se multiplicam por fissdo binaria no interior dos
macrofagos que podem entdo se romper, liberando assim amastigotas que se
disseminam na corrente sanguinea e acabam por infectar novos macrofagos e
tecidos (STUART et al., 2008).

Eventualmente, fémeas de flebotomineos, ao realizar o repasto sanguineo em
hospedeiros infectados, acabam ingerindo amastigotas presentes no sangue
(BATES, 2007). No intestino do inseto as amastigotas se diferenciam em
promastigotas prociclicas e se multiplicam. Apds alguns dias os parasitas comegam
a se replicar mais lentamente e se diferenciam nas formas infectivas (promastigotas
metaciclicas), processo denominado metaciclogénese, completando assim seu ciclo

bioldgico (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Mudang¢as morfolégicas durante o ciclo de vida da Leishmania major.

Fonte: Modificado de Besteiro et al. (2007).
Nota: A) promastigota prociclica; B) promastigota metaciclica; C) amastigota. Imagens de
células em microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 3 - Ciclo bioldgico da Leishmania sp.

Fonte: Modificado de Organizagcao Mundial da Saude (2018).

Nota: As formas infectivas sdo inoculadas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado
durante o repasto sanguineo por insetos infectados. O parasita se diferencia em sua forma
amastigota apoés ser fagocitado pelos macréfagos. As amastigotas se multiplicam no interior
dos macrofagos que podem se romper, liberando amastigotas que se disseminam na
corrente sanguinea e acabam por infectar novos macréfagos. Fémeas de flebotomineos
acabam se infectando com formas amastigotas ao realizar o repasto sanguineo em
hospedeiros infectados. No intestino do inseto as amastigotas se diferenciam em
promastigotas prociclicas e entdo na forma metaciclica, que é a forma infectiva.

2.2.2 Epidemiologia

Enquanto a doenca do sono possui ocorréncia na Africa Subsariana e a
doenca de Chagas sendo prevalente na América Latina, as leishmanioses séo
encontradas nos cinco continentes em 98 paises. Estima-se que 500.000 pessoas
estejam infectadas por T. brucei, 10 milhdes por T. cruzi e 12 milhdes de pessoas
estejam acometidas pelas diferentes formas de manifestacdo das leishmanioses,
sendo estimado que 1,7 bilhdes de pessoas vivam em areas de risco e que surjam
dois milhdes de novos casos anualmente (ALVAR, et al., 2012; PIGOTT et al., 2014;
TEXEIRA et al., 2012).

As leishmanioses se encontram largamente distribuidas nos tropicos e
subtrépicos se estendendo desde a América Central e do Sul até os paises
mediterraneos, Africa, Asia central, india e China. Segundo dados da Organizacéo
Mundial da Saude (2015), 87% das infecgdes de leishmaniose cutanea se
desenvolvem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ira, Iraque, Peru, Siria,
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Tunisia e lemen, enquanto que 90% das infeccdes de leishmaniose visceral ocorrem

no Brasil, Etiépia, india, Ké&nia, Somalia, Sud&o e Sudao do Sul.

2.3 Aspectos peculiares da biologia molecular dos tripanossomatideos

Além da relevancia médica, as peculiares caracteristicas dos
tripanossomatideos os tornam modelos interessantes para estudos de evolucéo
genbmica e outros aspectos da fungdo do genoma e mecanismos de controle de sua
expressao. Estes apresentam uma série de aspectos moleculares ndo usuais em
outros eucariotos (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). A precoce divergéncia
evolutiva desses organismos resultou ainda em caracteristicas bioquimicas néao
presentes nos eucariotos mais conhecidos, como enzimas relacionadas ao
metabolismo antioxidante e de esterdis e biossintese de glicosilfosfatidilinositol os
quais tem se mostrado alvos de drogas promissores (KOELLER; HEISE, 2011;
OLIN-SANDOVAL; MORENO-SANCHEZ; SAAVEDRA, 2010).

Uma caracteristica marcante dos tripanossomatideos € a escassez de
promotores para a RNA polimerase Il e, consequentemente, o limitado controle
transcricional nesses organismos (HORN, 2008). A praticamente auséncia de
transcricdo de mRNAs dependente de promotores e a sua transcrigao constitutiva e
policistrénica enfatizam o papel do controle pds-transcricional da expressao génica,
uma vez que genes de uma mesma unidade policistronica codificam para proteinas
com fungdes distintas e n&do correlacionadas, além de serem expressas amplamente
em diferentes niveis (CLAYTON, 2002). Assim o controle da regulacédo génica se da
ao longo das etapas de frans-splicing, poliadenilagdo, degradacdo do mRNA dentro
do nucleo, exportagdo a partir do nucleo, degradagdo no citosol e por outros
processos ainda nao conhecidos. A abundancia de proteinas especificas também
pode ser regulada por meio do inicio da tradugdo dos seus mRNAs e na etapa de
elongacao da cadeia polipeptidica (CLAYTON, 2014). Todas essas caracteristicas
fazem dos tripanossomatideos uma fonte Unica de estudos relacionados a

expressao génica controlada por eventos pés-transcricionais (HORN, 2008).
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2.3.1 Organizacdo gendmica dos tripanossomatideos

Apesar das espécies T. brucei, T. cruzi e L. major terem divergido entre si ha
cerca de 200 a 500 milhdes de anos, e apesar da divergéncia no numero e tamanho
dos cromossomos, foi demonstrado pela comparagdo de seus genomas, alto nivel
de sintenia. De fato ocorre a conservacao de 6200 genes, onde 94% desses genes
estdo arranjados em agrupamentos de sintenia direcional (GHEDIN et al., 2004). A
maioria dos genes espécie-especificos ocorrem em cromossomos nao-sinténicos e
consistem em membros de familias de antigenos de superficie, RNAs estruturais e
retroelementos (EL-SAYED et al., 2005). E sugerido que o alto grau de conservagao
genbmica entre os diferentes tripanossomatideos seja devido a algum tipo de
pressao seletiva que deva restringir o rearranjo dos genes, tais como a incidéncia
relativamente baixa de recombinagdo sexual, a organizagdo policistrénica ou a
replicacdo (EL-SAYED et al., 2005; GHEDIN et al., 2004).

Apesar de notaveis diferengas na bioquimica, morfologia dos estagios de vida
e doencgas, estudos de comparagao de expressao génica revelou poucas diferengas
na expressido quando foram comparados os niveis de mRNAs entre distintos
estagios do ciclo de vida ou quando comparados 0 mesmo estagio em diferentes
espécies de Leishmania (PEACOCK et al., 2007). Comparando-se L. infantum e L.
major observa-se que apenas 10 a 12% dos genes diferencialmente expressos sao
exclusivos de cada espécie (DEPLEDGE et al., 2009).

A publicagdo dos genomas dos tripanossomatideos viabilizou e propiciou a
criagdo de varias linhas de pesquisa dentro desse campo, permitindo assim uma
melhor compreensao da biologia destes protozoarios. Uma cuidadosa observacgao
do padrao de expressao proteica e elucidagcdo dos mecanismos regulatérios podera
revelar aspectos importantes da biologia destes parasitas, que consequentemente
melhoraria a nossa compreensao sobre a infec¢gao ao hospedeiro, além de favorecer
a criacao de eficazes estratégias no controle das leishmanioses (TEIXEIRA et al.,
2012).

2.3.2 Transcricao

A organizagao génica dos tripanossomatideos € reminiscente dos operons
bacterianos, com os genes codificantes de proteinas densamente empacotados em
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agrupamentos direcionados em uma fita e separados por regides de troca de fitas ou
Strand  Switch Regions (SSRs). Estes agrupamentos sdo transcritos
constitutivamente, a partir de promotores n&o definidos, em grandes precursores
policistronicos de mRNAs. Evidéncias experimentais sugerem que a transcricdo se
inicia bidirecionalmente entre dois agrupamentos de genes divergentes (SIEGEL et
al., 2009; WRIGHT; SIEGEL; CROSS, 2010) (Figura 4). Entretanto, esses genes
transcritos constitutivamente e em conjunto ndo sdo funcionalmente relacionados,
como no caso dos operons bacterianos, além dos mRNAs policistronicos serem
muito maiores (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; CLAYTON, 2002). Assim
como em procariotos, os genes dos tripanossomatideos em sua grande maioria nao

possuem introns, com apenas quatro excegoes identificadas (IVENS et al., 2005).

Figura 4 - Transcrigao poliscistronica nos tripanossomatideos.

. Transcricio policistronica

_ ENENE  ERERT
TN e —— "

I

Regiio de troca de fita

Fonte: Modificada de Haile e Papadopoulou (2007).

Nota: Blocos génicos nao relacionados estdo agrupados em fitas distintas do DNA e séo
bidirecionalmente transcritos pela acdo da RNA polimerase |l. As setas horizontais demonstram o
sentido da transcrigdo que ocorre em ambos os sentidos simultaneamente a partir da regido de troca
de fita indicada.

Os tripanossomatideos possuem homoélogos de todas as RNA polimerases
descritas em eucariotos superiores, RNA polimerases |, Il e lll (RNApol I, RNApoal II,
e RNApol Ill). Os promotores da RNA polimerase | foram inicialmente descritos em
T. brucei e estédo relacionados, em sua maioria, a transcricdo de genes de RNA
ribossomais (rRNAs), mas também sdo responsaveis pela transcricdo de genes
relacionados a antigenos de superficie encontrados nas diferentes formas celulares
de T. brucei. Os promotores da RNA polimerase lll, sdo encontrados dentro de
regides nao sinténicas e foram caracterizados como relacionados a transcricao de
pequenos RNA funcionais (small RNAs) e a transcricdo de RNAs transportadores
(tRNAs). Apesar do conhecimento sobre promotores para RNAs funcionais,
promotores classicos da RNA polimerase |l para genes codificantes de proteinas séao

27



MERLO, K. C. Contribuicdes ao estudo do modo de acdo de homodlogos da protein...

raros ou ausentes (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003). Desta forma a RNA
polimerase Il inicia a transcrigdo a partir das SSR, progredindo através dos blocos
génicos gerando pré-mRNAs transcritos de forma policistrénica (MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2003).

2.3.3 Processamento dos pré-mRNAs policistronicos: trans-splicing e
poliadenilaciao

De uma forma geral, nos pré-mRNAs de eucariotos 0 processamento se da
por um mecanismo denominado cis-splicing, onde as sequencias nao codificantes,
denominadas introns, sdao removidas. Como os mMRNAs precursores de
tripanossomatideos ndo possuem introns, praticamente ndo ocorre cis-splicing e se
faz necessario a ocorréncia de outra forma de processamento. Para se tornarem
mMRNAs monocistrénicos maduros, todos os pré-mRNAs sofrem um processamento
atrelado a transcricdo, o trans-splicing, que ocorre de forma simultdnea com a
adicdo da cauda de poli-adenosinas, a cauda poli-A, durante a poliadenilagcao
(CLAYTON, 2002).

Tanto o trans-splicing como a poliadenilagdo séo processos conectados e o
modo que isso se desenvolve ainda ndo € totalmente compreendido (CLAYTON,
2002). No mecanismo de trans-splicing, que ocorre ainda no nucleo, uma sequéncia
de 39 nucleotideos conhecida como mini-exon ou spliced leader (SL) é adicionada a
extremidade 5 de todos os mMRNAs maduros (LIANG et al., 2003; PALENCHAR,;
BELLOFATTO, 2006). Esta sequéncia é capaz de assumir uma estrutura em forma
de grampo conservada e se caracteriza por possuir na sua extremidade 5’ o radical
7-metil guanosina invertido (cap), tipico dos mRNAs eucariéticos, adicionado de
outros 4 nucleotideos modificados, caracterizando o chamado cap4, descrito apenas
nos tripanossomatideos (ULLU; TSCHUDI, 1995). O gene do RNA SL contém o
unico promotor de RNA polimerase |l conhecido (CAMPBELL; THOMAS; STURM,
2003). O processo de trans-splicing esta acoplado com a poliadenilagao, de forma
que a adigdo da sequencia SL a extremidade 5 de uma determinada regiao
codificante ou ORF (Open Reading Frame) ocorre quase que simultaneamente com
a adicdo da cauda poli-A na extremidade 3’ da ORF anterior (ULLU; MATTHEWS;
TSCHUDI, 1993). A selecgao do sitio de poliadenilagao é determinada principalmente
pela presenca de uma sequéncia de polipirimidinas nas regides intergénicas (IR -
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Intergenic Region), e ainda, pela presenga de um sitio aceptor de splicing ativo entre
200 e 500 nucleotideos depois desta (LIANG et al., 2003; REQUENA, 2011).

2.4 Regulagao da expressao génica em tripanossomatideos

Os tripanossomatideos possuem estratégias de adaptagdo especificas aos
diferentes vetores e hospedeiros que afetam, precisando para isso sofrer alteracoes
drasticas durante todo seu ciclo de vida. Nao é de se estranhar entdo que possuam
tecidos-alvo proprios em variados organismos, causando diferentes patologias. Isso
s6 se faz possivel pelas variagdes de sequéncias proteicas dentre seus ortélogos,
pelas regides nao sinténicas de seus respectivos genomas e/ou por mudangas no
seu padrdao de expressdao g@génica que € altamente regulada (HAILE;
PAPADOPOULOU, 2007).

O controle do inicio da transcricdo desempenha um papel central no controle
da expressao génica na grande maioria dos seres vivos. Entretanto, como ja
mencionado, tripanossomatideos carecem de promotores classicos para a RNA
polimerase |l, de tal forma que o controle nesse nivel € basicamente nulo e a
regulagcdo se da em sua quase totalidade pods-transcricionalmente. Podemos citar
como formas principais de controle da regulagdo nesses protozoarios o
processamento diferencial dos mRNAs policistronicos, o controle de exportagao dos
MRNAs maduros, a regulagao da estabilidade dos mRNAs, o controle da tradugao e

modificagdes nas proteinas.

2.4.1 Processamento diferencial de pré-mRNAs

Como o trans-splicing e a poliadenilacdo sdo processos acoplados e também
pelo fato dos genes co-transcritos ndo serem funcionalmente relacionados, a ideia
de que haja regulagao através do processamento dos pré-mRNAs € improvavel. De
fato sdo bem raros os exemplos de genes regulados a este nivel (HAILE;
PAPADOPOULOU, 2007). Um mecanismo mais geral de controle da expressao
génica ligado ao trans-splicing, contudo, diz respeito ao controle da transcricdo do
gene codificante do SL-RNA. Esta € a molécula responsavel pela doagédo do mini-
éxon contendo o cap4 e adicionado a regiao 5' de mRNAs maduros no trans-
splicing. O gene do RNA SL contém o unico promotor de RNA polimerase |l
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conhecido de tripanossomatideos (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003). Foi
demonstrado em T. brucei que sob condi¢cdes de estresse por mudancas de pH ou
por sua deplecéo via RNA de interferéncia (RNAI) a transcricdo do gene SL-RNA é
silenciada, levando a um decréscimo no splicing e diminuigdo dos niveis de varios
mRNAs analisados (LUSTIG et al., 2007). Este fendbmeno demonstra que o
silenciamento do SL-RNA pode ser crucial durante a diferenciacdo estagio-
especifica dos parasitas, visto que tais mudancgas sao inicialmente estressantes aos
parasitas (HAILE; PAPADOPOULOQOU, 2007).

2.4.2 Controle da exportacao de mRNAs maduros

Os mRNAs maduros de tripanossomatideos, assim como de eucariotos
superiores, necessitam ser exportados para o citoplasma a fim de serem traduzidos.
Sendo assim, a regulacdo a esse nivel é claramente possivel nestes parasitas
(CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

Pouca informacdo sobre a exportagdo de mRNAs em tripanossomatideos
esta disponivel. Em eucariotos superiores o cap do mRNA é ligado a um complexo
nuclear de ligagdo ao cap, CBP80/20 antes de ser exportado. Em T. brucei ja foi
demonstrado que o mRNA processado € reconhecido por um complexo de ligagao
ao cap constituido de cinco proteinas, sendo uma delas homdloga a CBP20 (LlI;
TSCHUDI, 2005). Foi demonstrado recentemente que o ortélogo do gene de
decaimento mediado por mutagdo sem-sentido NMD3 (Nonsense-mediated Decay)
de T. brucei esta envolvido ndo s6 no processamento e exportagcao de rRNA, como
também na exportacdo de mRNAs (BUHLMANN et al., 2015).

2.4.3 Requlacio da estabilidade dos mRNAs

Chegando ao citoplasma, os mRNAs maduros se associam a diferentes
proteinas para distintas finalidades, tais como: transporte intracelular,
armazenamento, degradacédo e tradugcao (REQUENA, 2011). A degradagao dos
MRNAs de eucariotos € geralmente iniciada pela deadenilagcdo. Existem duas vias
principais: uma onde a deadenilagao, remog¢ao da cauda poli-A, estimula a remocgao
do cap, o decapeamento, com subsequente degradacdo dos mRNAs via 5'-
exonucleases. Na outra via a deadenilacdo leva a degradacao via 3'-exonuclease,
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que ocorre nhum complexo chamado exossomo. Essas vias, bem como todas
principais proteinas envolvidas, com exceg¢ao das enzimas de decapeamento, foram
identificadas em tripanossomatideos (CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

Duas vias de degradacdo de mRNAs sdo também encontradas em
tripanossomatideos (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). A primeira via apresenta
regulagao, é rapida e parece ser independente da deadenilagdo. Ocorre em mRNAs
instaveis estagio-especificos e sua regulagdo parece envolver mecanismos
especificos aos parasitas. A segunda via € constitutiva e dependente da
deadenilagdo, operando mais lentamente sobre a degradagdo de mRNAs estaveis e
provavelmente sobre uma subpopulagdo de mRNAs instaveis (HAILE;
PAPADOPOULOQU, 2007).

Nos mRNAs maduros sdo encontradas regides regulatérias, em sua maioria
localizadas nas regides nao-traduzidas (UTRs - Untranslated Regions) 5' e 3', que
apresentam interagcbes especificas com diversas proteinas de ligagdo ao RNA
(RBPs - RNA binding proteins), consideradas elementos frans (REQUENA, 2011).
Essas regides ou motivos sédo conhecidos como elementos-cis e estao envolvidos
com diversas etapas do metabolismo dos mMRNAs, seja em seu transporte,
destinacgao intracelular ou em sua eficacia de tradugao (KEENE, 2007).

Na maioria dos casos, a regulacao estagio-especifica em tripanossomatideos
€ mediada pelas UTRs localizadas na porgao 3' dos mRNAs (CLAYTON; SHAPIRA,
2007). Essa observacgao se torna mais pertinente pela constatagdo de que as UTRs
dos tripanossomatideos, principalmente as 3', sdo mais longas que as da maioria
dos demais eucariotos (STILES et al., 1999). De fato, a estabilizacao e degradacéao
dos mRNAs é dependentes de fatores proteicos que reconhecem motivos
encontrados em sua maioria nas porgdes 3' (MATA; MARGUERAT; BAHLER, 2005).
Varios trabalhos tém demonstrado esses achados em Leishmania (MURRAY et al.,
2007; MYUNG et al., 2002; ROCHETTE et al., 2005; ZILKA et al., 2001).

Alguns elementos cis estdo diretamente relacionados a regulacdo de mRNAs
durante as diferentes fases do desenvolvimento parasitario. Elementos de
instabilidade ricos em uracila (UREs - U-rich Instability Elements) foram identificados
nas UTRs 3' de mRNAs de T. brucei. Tais elementos s&o responsaveis pela
regulacdo de transcritos durante o desenvolvimento parasitario, sendo estes
estaveis durante a forma prociclica e instaveis na forma sanguinea (CLAYTON;
SHAPIRA, 2007).
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Recentemente foram descobertos, inicialmente em L. major (BRINGAUD et
al., 2007) e posteriormente em outras espécies de Leishmania, elementos
conhecidos como SIDERs (Short Interspersed Degenerated Retroposons) que sao
sequéncias de DNA derivadas de extintos retrotransposons. Estes elementos sao
encontrados de maneira uniformemente dispersa nos genomas de espécies de
Leishmania (REQUENA et al., 2008; SMITH; BRINGAUD; PAPADOPOULOQOU, 2009)
e apresentam semelhangas com retrotransposons com curtas repeticbes terminais
(Non-long Terminal Repeat Retroposons ou non-LTR Retroposons) encontrados nos
tripanossomatideos em geral. Entretanto, os SIDERs s&o todos extintos e muito
mais abundantes (70 vezes mais) e localizados preferencialmente nas UTRs 3'
(HAILE; PAPADOPOULOU, 2007), existindo duas subfamilias desses elementos. Os
elementos SIDER1 parecem estar relacionados com o aumento da estabilidade dos
MRNAs onde estédo presentes (ROCHETTE et al., 2005; WU et al., 2000), enquanto
que a presenca dos elementos SIDER2 esta correlacionada com o decréscimo na
estabilidade dos transcritos (BRINGAUD et al., 2007). A presenca dos SIDERs em
espécies de Leishmania tem sido associada a complexa regulagao pos-transcricional
nestes organismos (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).

Estruturas semelhantes a corpos de processamento ou P-bodies (Processing
Bodies) estdo presentes em tripanossomatideos, contudo apresentam diferengas
dos demais eucariotos e sao pouco estudados (HOLETZ et al., 2007). P-bodies e
granulos de estresse sao compartimentalizagbes presentes no citoplasma de
mamiferos onde mRNAs que nao sao traduzidos ou degradados sao encaminhados
(CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Os P-bodies estao envolvidos com a degradagao dos
mMRNAs, enquanto que nos granulos os mMRNAs podem se manter
estocados/silenciados ou alternativamente serem encaminhados para a degradagao
ou entdo para a traducao (BALAGOPAL; PARKER, 2009).

A respeito da existéncia dos diferentes tipos de regulagao citados atuando
sobre os niveis de mMRNAs, estudos de expressdo génica demonstram que somente
0,2 a 5% dos genes tém seus mMRNAs diferencialmente expressos entre as fases
promastigota e amastigota de Leishmania. Ja a analise protebmica revela que mais
de 18% das proteinas sao diferencialmente expressas entre os diferentes estagios
do ciclo de vida. Portanto, sugere-se que em Leishmania e outros
tripanossomatideos a regulagcao da expressdo génica atuando ao nivel do mRNA
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nao seja tao relevante quanto a regulagdo da sua tradugdo em proteinas (COHEN-
FREUE et al., 2007; LEIFSO et al., 2007; ROSENZWEIG et al., 2008).

2.5 Tradugao

A traducéo ou sintese de proteinas € um processo imprescindivel e inerente a
todos os seres vivos, onde a informagdo genética transcrita do DNA, na forma de
mRNAs, é traduzida em sequencias de aminoacidos formando assim as proteinas.
Uma complexa maquinaria € necessaria para a ocorréncia deste processo,
composta pelo mMRNA, RNAs transportadores, ribossomos e diversos fatores de
traducao. A traducao pode ser subdividida em quatro etapas principais: iniciacao da
tradugao, alongamento, terminagédo e reciclagem dos ribossomos (MARINTCHEV;
WAGNER, 2004).

O controle da expressao génica durante a tradugdo € responsavel por
mudancgas rapidas, reversiveis e espaciais nas concentracdes celulares das
proteinas (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010) e se faz presente em eventos
celulares tais como crescimento, proliferacdo e desenvolvimento (GINGRAS et al.,
1999). A traducao pode ser regulada durante a iniciagdo, alongamento e terminacao,
entretando, é principalmente durante sua iniciacdo que a regulagéo acontece, visto
que € a etapa mais complexa do processo e a mais divergente entre os organismos
vivos (ACKER; LORSCH, 2008). E durante a iniciagdo que ocorre a montagem do
ribossomo, reconhecimento do mRNA maduro e identificacdo do cédon AUG de
iniciacdo da traducao (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010). Para que todo esse
processo inicial ocorra perfeitamente se faz necessaria a participagao de pelo menos
12 elFs, proteinas individuais ou complexos proteicos, muitos dos quais sao
conhecidos alvos de vias regulatérias (HINNEBUSCH; LORSCH, 2012).

Durante a iniciacdo da tradugdo eucaridtica ocorre a montagem dos
ribossomos 80S juntos aos mMRNAs, nos quais o codon de iniciacdo sofre
pareamento com o tRNA inicial no sitio P. Isso abrange duas etapas: 1) a formacéao
do complexo de iniciagdo 48S que estabelece o pareamento codon-anticodon no
sitio P da subunidade ribossomal 40S e; 2) jungédo do complexo 48S com a
subunidade 60S. Na maioria dos mRNAs, o complexo 48S se forma por um

mecanismo de escaneamento onde o complexo de pré-iniciacdo 43S se liga a regiao
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proximal do cap presente na extremidade 5' do mMRNA em uma etapa que envolve o
desenovelamento da estrutura secundaria 5' terminal do mRNA pelo elF4A, elF4B e
elF4F. O complexo 43S por sua vez compreende a subunidade 40S, o complexo
ternario elF2-GTP-Met-tRNAMeti (elF2-TC), elF3, elF1, elF1A e possivelmente o
elF5. Apds a sua associagao ao mRNA, o complexo 43S entao desliza sobre a UTR
5' no sentido 5' --> 3' até identificar o codén AUG. Apds o reconhecimento deste,
forma-se o complexo 48S, os fatores elF5 e elF5B promovem a hidrélise do GTP
ligado ao elF2, o desacoplamento dos elFs e a jungdo com a subunidade 60S.
Apesar de a maioria dos mRNAs sofrerem 0 mecanismo de escaneamento, alguns
tem sua iniciacdo mediada por IRES (Internal Ribosome Entry Site) (JACKSON;
HELLEN; PESTOVA, 2010).

2.5.1 Traducao nos tripanossomatideos

O processo de iniciagdo da traducdo € muito mais complexo do que foi
descrito acima, com muitos fatores exercendo fungdes especificas em cada uma das
etapas, sendo esse conhecimento proveniente principalmente de estudos realizados
em eucariotos modelos mais conhecidos, como mamiferos, plantas e leveduras. Em
tripanossomatideos o conhecimento sobre funcédo e caracterizagdo dos fatores de
iniciagdo sao mais preliminares, apesar de terem avangado substancialmente a
partir do sequenciamento dos principais genomas desse grupo de organismos, pois
viabilizou a identificagao inicial de varios fatores e seu posterior estudo. Ainda assim,
no inicio desses estudos o conhecimento sobre a traducgao era inferido indiretamente
comparando as sequéncias de fatores de tradugao com homologos de eucariotos
superiores (DE MELO NETO et al., 2016).

Em L. major, T. cruzi e T. brucei, as trés espécies de tripanossomatideos mais
bem estudadas, um dos focos principais nos estudos de fatores de tradugao tem
sido o complexo elF4F, o principal responsavel pelo reconhecimento dos mRNAs e
seu direcionamento para a tradugcdo. Nestes organismos foram identificadas
sequéncias homologas as diferentes subunidades do complexo elF4F, que vem
sendo estudadas nos ultimos anos com impacto direto no conhecimento do processo
de iniciacdo da tradugdo, como descrito a seguir. Apesar de possuirem diferentes
graus de similaridade, estas sequéncias apresentam semelhangas entre as espécies

de tripanosomatideos, o que indica que elas devem ser conservadas e
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desempenhem papéis importantes nestes parasitas (DHALIA et al., 2005; DE MELO
NETO et al., 2016).

2.5.2 Complexos elF4F de tripanossomatideos

Em tripanossomatideos a traducdo parece ser mediada por diferentes
complexos semelhantes ao elF4F igualmente ao observado em varios outros grupos
de eucariotos. Esses complexos parecem possuir um importante papel durante a
adaptacao desses parasitas aos seus diferentes hospedeiros (FREIRE et al., 2017).
Assim, foi observada a ocorréncia em tripanosomatideos de multiplos homdlogos
para as subunidades elF4E (seis homdlogos - EIF4E1, EIF4E2, EIF4E3, EIF4E4,
EIF4E5 e EIF4EG) e elF4G (cinco homdlogos - EIF4G1, EIF4G2, EIF4G3, EIF4G4 e
EIF4G5) do complexo, além de dois homdlogos de elF4A (EIF4Al e EIF4AIll). Todos
esses homdlogos sao conservados em diferentes espécies destes organismos e foi
observado que sao capazes de formarem distintos complexos semelhantes ao
elF4F. Esta multiplicidade de homodlogos de elF4E e elF4G, contudo, ndo é
encontrada em outros organismos unicelulares, bem como nao € observada para
outros homodlogos de fatores de iniciagdo da tradugdo nos tripanosomatideos. A
existéncia de diversos homélogos aos elFs nestes organismos reflete a
complexidade do processo de tradugdo nos mesmos e levanta a hipotese de que os
complexos por eles formados possuam um papel diferencial na tradu¢cado (DE MELO
NETO et al., 2016; FREIRE et al., 2017).

O primeiro complexo elF4F descrito em tripanossomatideos usou como
modelo L. major e a partir de experimentos de co-precipitacdo confirmou que o
LmEIF4E4 e o LmEIF4G3 eram parceiros verdadeiros (YOFFE et al., 2009). Mais
tarde através de espectrometria de massas analisando LmEIF4E4 purificado de
lisados de L. major confirmou a ocorréncia in vivo do complexo
LmEIF4E4/LmEIF4G3/LmEIF4Al e sua associacdo as PABPs 1 e 2, outros elFs e
proteinas ribossémicas, reforcando que esses fatores facam parte de um complexo
de iniciagao funcional (ZINOVIEV et al., 2011). A interacédo entre EIF4E4 e EIF4G3
também foi confirmada em T. brucei através de pull-downs e imunoprecipitacao,
onde o TbEIF4E4 co-precipitou juntamente aos fatores TbEIF4G3 e TbEIF4Al
(FREIRE et al., 2011). Nesse mesmo trabalho foi descrito um segundo complexo
elF4F através da identificacdo do TbEIF4G4 como sendo um parceiro funcional do
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TbEIF4E3, ambos capazes de co-precipitar com TbEIF4Al (FREIRE et al., 2011). As
interagdes EIF4E4-EIF4G3 e EIF4E3-EIF4G4 foram também confirmadas por Moura
et al. (2015), bem como foram definidos os motivos de ligagdo dentre esses fatores.
Acredita-se que o complexo elF4F baseado na interacdo EIF4E3-EIF4G4 também
esteja relacionado com a iniciagdo da tradugdo em tripanossomatideos.

Existem outros complexos semelhantes ao elF4F encontrados em
tripanossomatideos. Estes sao formados pelos outros homologos de elF4G e elF4E,
como os EIF4E5 e EIF4EG e os EIF4G1, EIF4G2 e EIF4GS5, capazes de se associar
especificamente em diferentes combinagcdes em complexos semelhantes ao elF4F,
porém que nao parecem estar envolvidos na traducéo geral (FREIRE et al., 2014a;
2014b). Ja os fatores EIF4E1 e EIF4E2 sao incapazes de formar complexos elF4F,
portanto ndo requeridos para a tradugao em geral (DE MELO NETO et al., 2016).

Uma série de estudos tem demonstrado que os fatores EIF4E4 e EIF4E3 e
seus respectivos parceiros EIF4G3 e EIF4G4, bem como o EIF4A1 estdo associados
diretamente com traducdo. Entretanto, o complexo elF4F formado pela interagao
EIF4E4-EIF4G3 parece ter um papel mais central. Em L. major foi demonstrado a
presenga do LmEIF4E4 e LmEIF4E3 em polissomos (YOFFE et al., 2006; YOFFE et
al., 2009). Foi observada também a interacdo do LmEIF4G3 diretamente ao complex
elF3, reforgcando o papel do complexo LmEIF4E4-LmEIF4G3-LmEIF4Al-LmPABP1
na iniciagao da traducéao (LI et al., 2017; MELEPPATTU et al., 2015; REZENDE et
al., 2014). Em T. brucei tanto o TbEIF4E3 quanto o TbEIF4E4 e seus respectivos
parceiros, além do TbEIF4AI, foram detectados livres e ligados aos polissomos, com
o TbEIF4E4 mais abundante na fracdo polissémica (KLEIN et al., 2015). Em T.
brucei o EIF4G4 nao parece ter um papel tdo relevante na iniciacdo da traducéo,
visto que seu knockdown parece nao ter impacto na sintese proteica. Entretanto, a
ocorréncia de alteragdes morfoldgicas e a perda da viabilidade celular apds sua
deplecédo e suas similaridades em sequéncia e estrutura com o EIF4G3, indicam sua
participagcdo como essencial para a sobrevivéncia das células. Ja a deplecdo do
EIF4G3 causou uma rapida reducéao da tradugao total, indicando um papel central na
iniciacdo da traducdo (MOURA et al., 2015). Em ensaios semelhantes, a deplecao
do TbEIF4E3 causou a morte celular de formas prociclicas e sanguineas em T.
brucei, com um aparente impacto na tradu¢ao nas formas prociclicas. Em contraste,
a deplecado do TbEIF4E4 causou a morte celular apenas nas formas sanguineas,
enquanto que a deplecgéo simultadnea do TbEIF4E4 e TbEIF4E1 induziu a uma quase
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total parada da sintese e crescimento sem a morte celular (FREIRE et al., 2011).
Apesar da falta de efeitos ocasionados pela deplecdo via RNAi em formas
prociclicas de T. brucei, em L. infantum o gene EIF4E4 n&o pode ser deletado, pois
0 mesmo se mostra essencial para a viabilidade celular (DE MELO NETO et al.,
2015).

Os fatores EIF4E3 e EIF4E4 sdo alvos de multiplos eventos de fosforilagdo
em espécies de Leishmania e Trypanosoma. Tais eventos séo direcionados
principalmente a regido N-terminal dessas proteinas (DE MELO NETO et al., 2015;
PEREIRA et al., 2013; URBANIAK; MARTIN; FERGUSON, 2013). Ambos os fatores
sdo expressos constitutivamente em diferentes estagios de crescimento dos
parasitas, mas apresentam um padrao distinto em termos de fosforilagdo quando as
fases exponencial e estacionaria de crescimento em cultura sdo comparadas. Em L.
major o LmEIF4E3 demonstra sua fosforilagdo preferencialmente durante a fase
inical de passagem e durante a fase estacionaria, enquanto que o LmEIF4E4 tem
sua fosforilacdo predominantemente durante a fase exponencial de crescimento,
coincidindo com a fase ativa da sintese proteica. Resultados semelhantes aos
encontrados em T. brucei para o TbEIF4E4, mas ndo para o TbEIF4E3 (PEREIRA et
al., 2013). Esse padrao de fosforilagdo também foi observado em L. infantum, onde
o LiEIF4E4 fosforilado esteve presente durante a fase ativa de crescimento em
promastigotas e amastigotas diferenciadas. Nesse mesmo estudo foi observada a
ocorréncia da defosforilagdo do LIiEIF4E4 para ambos os tipos celulares durante a
fase estacionaria final. Além disso, foram identificados multiplos residuos de serina-
prolina (SP) e treonina-prolina (TP) na extensao N-terminal do LiEIF4E4 como alvos
dos eventos de fosforilagdo, padrdo este associado as quinases do tipo MAP
(Mitogen Activated Protein) e CDK (Cyclin-dependent Kinase). Foi demonstrado
que essa fosforilagdo € independente da interacdo com o LIiEIF4G3, mas
dependente da interacédo entre LIEIF4AE4 e a LiPABP1, através de trés boxes
presentes na regiao N-terminal do LiEIF4E4 (DE MELO NETO et al., 2015).

Com base nos estudos disponiveis dois modelos de complexo elF4F sao
propostos para tripanossomatideos. O primeiro baseado na interacdo EIF4E4-
EIF4G3 que esta fortemente atrelada a PABP1, onde ocorre uma interagéo unica e
nao identificada até entdo em outros eucariotos: a interacao direta entre a PABP1 e
o EIF4E4 (ZINOVIEV et al., 2011). O segundo complexo elF4F se forma a partir da
interacao EIF4E3-EIF4G4, porém ainda nao esta claro se uma associagao com a
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PABP2 ou outro homologo da PABP ocorra, bem como a interagdo entre o EIF4G4 e
EIF4Al (Figura 5).

Figura 5 - Representagdao dos complexos semelhantes ao elF4F envolvidos na tradugdao em
tripanossomatideos.

.......

EIFAG3

L
- -

mRNA mRNA

Fonte: Modificado de Freire et al. (2017).

Nota: O principal complexo elF4F envolvido na tradugdo em tripanossomatideos é formado pela
interacédo entre EIF4E4 e EIF4G3, juntamente com o EIF4Al e a PABP1. Uma composi¢ao similar
talvez ocorra no segundo complexo elF4F formado pelo EIF4E3 e EIF4G4, com EIF4Al e homdlogos
da PABP.

2.6 Proteina de ligagao a cauda poli-A (PABP)

As PABPs sado as principais proteinas regulatérias que interagem com a
cauda poli-A dos mMRNAs e sao encontradas apenas em eucariotos. Existem dois
tipos de PABPs: a citoplasmatica e a nuclear. A PABP citoplasmatica (PABPC ou
simplesmente PABP) possui uma organizagdo de dominios conservada
apresentando quatro motivos de reconhecimento de RNA (RRM - RNA Recognition
Motifs), dominios globulares que estdo presentes em outras RBPs. Ja a PABP
nuclear (PABPN) ¢é estrutural e funcionalmente distinta e esta envolvida
principalmente na maturagcao e exportacdo de mRNAs a partir do nucleo (GOSS;
KLEIMAN, 2013).

2.6.1 Estrutura das PABPs citoplasmaticas

A estrutura tipica da PABP citoplasmatica € altamente conservada em
diferentes organismos e se caracteriza por uma regiao N-terminal que apresenta
quatro RRMs, uma regiao intermediaria de conexao rica em prolina/glutamina e uma

regiao C-terminal contendo um dominio chamado MLLE (anteriormente conhecido
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como PABC) (ELISEEVA; LYABIN; OVCHINNIKOV, 2013; KUHN; WAHLE, 2004).
Os RRMs presentes na regido N-terminal da PABP diferem em suas especificidades
de ligagdo ao RNA e a proteinas, sendo os dois primeiros RRMs (1 e 2)
responsaveis pela ligagdo especifica ao poli-A e pela interagcdo entre a PABP e o
elF4G (CHENG; GALLIE, 2007). Os RRMs 3 e 4 medeiam o reconhecimento de
outras regides que nao a poli-A (SLADIC et al., 2004). Cada um dos RRMs
individualmente apresenta mais similaridade entre si em diferentes organismos do
que entre os quatro tipos de um mesmo organismo, enfatizando que eles possuem
fungdes distintas na célula (BURD; MATUNIS; DREYFUSS, 1991).

A regido MLLE, apesar de nao interagir com RNA, possui um dominio
conservado que participa da estabilizacdo dos mRNAs, da iniciagao e terminacao da
tradugdo (WANG; GRUMET, 2004). O dominio MLLE funciona como uma regiéao
adicional para a ligagao de proteinas que possuem uma sequéncia de 15 residuos
chamada de motivo de interagdo com PABP (PAM - PABP Interaction Motif), tais
como o fator de término da tradugdo eRF3 (Eukaryotic Translation Termination
Factor 3), reguladores negativos da tradugdo, como a PAIP1 e PAIP2 (PABP-
interacting Proteins) e a poli-A nuclease (PAN - Poly-A Nuclease) 3' deadenilase
(DERRY et al., 2006; GOSS; KLEIMAN, 2013; KHALEGHPOUR et al., 2001; ROY et
al., 2002). A regiao ligadora que conecta os RRMs e o dominio MLLE é o segmento
menos conservado da PABP e esta relacionado a ligagdo de multiplas moléculas

desse polipeptideo a regiao poli-A (MELO et al., 2003) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema geral da PABP em eucariotos.

RRMs MLLE
— S — Linker — N
N-Terminal C-Terminal

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: Em destaque a regido N-terminal (em azul) que possui quatro dominios de ligagdo ao mRNA
(RRMs) e na extremidade C-terminal (em verde) localiza-se o dominio denominado MLLE. Entre os
dominios N e C-terminal encontra-se a regido ligadora ou linker (em vermelho).
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2.6.2 Aspectos das funcoes das PABPs

No principio acreditava-se que as PABPs eram simplesmente proteinas que
agiam como um escudo para que a cauda poli-A ndo fosse degradada. Estudos
subsequentes demonstraram que as PABPs além de interagirem com a cauda poli-
A, interagem também com outras sequéncias nos mMRNAs e também com fatores
proteicos, fazendo com que essa familia de proteinas tenha um papel central em
numerosas etapas da expressdo génica. Assim, elas participam efetivamente de
todas as vias presentes no metabolismo dos mRNAs (GOSS; KLEIMAN, 2013), tais
como a poliadenilagdo, exportagao, iniciagdo e término da traducdo, degradagao,
manutencdo, regulacao associada a microRNAs e durante o desenvolvimento
(CHANG et al., 2004; DUNN et al., 2005; GOSS, KLEIMAN, 2013; HOSODA;
LEJEUNE; MAQUAT, 2006).

2.6.2.1 Poliadenilagao

A grande maioria dos mRNAs sintetizados no nucleo apresentam uma cauda
poli-A na regido 3’, que possui proximadamente 200-250 residuos em mamiferos e
70-90 em leveduras (ECKMANN; RAMMELT; WAHLE, 2011). A cauda poli-A nao é
codificada pelos genes, sendo adicionada aos pré-mRNAs nascentes num processo
de duas etapas que envolve uma clivagem sitio-especifica do pré-mRNA e
subsequente poliadenilagdo do segmento situado anteriormente ao produto de
clivagem, na extremidade 3’ do futuro mRNA maduro (EDMONDS, 2002; HALL,
2002). Este processo de clivagem e poliadenilacdo ocorre em um complexo proteico
que inclui a poli-A polimerase (PAP) e outros fatores adicionais. Os fatores que
regulam a PAP também atuam sobre outras enzimas, de tal forma que acabam por
regular ndo so a poliadenilagdo como também determinam o tamanho da cauda poli-
A (MANGUS; EVANS; JACOBSON, 2003).

Em mamiferos, para que ocorra o processo de clivagem do pré-mRNA sao
necessarias varias proteinas, em especial o fator especifico de clivagem e
poliadenilacdo (CPSF - Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor). Este se
liga a regiao contendo o sinal de poliadenilagado (AAUAAA) e recruta a PAP para dar
inicio a adigdo de residuos adenilados. Assim que sdo adicionados entre 11 e 14
residuos, varias moléculas de PABPN1 comegam a se ligar a cauda nascente. A
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interacdo da PABPN1 a cauda poli-A possui um papel central em todo processo.
Primeiramente, a PABPN1 impede que o CPSF se ligue a cauda poli-A, fazendo
com que esse fator fique restrito a sequéncia sinal. Segundo, a PABPN1 mantém o
CPSF e a PAP em um distanciamento adequado para que possam continuar
interagindo, uma vez que a funcéo estimulatéria da CPSF na elongagao diminui com
o aumento da distancia entre estas duas proteinas. A PABPN1 provavelmente
facilita essa interacdo promovendo o dobramento correto do RNA durante a
elongagcdo (KELLER et al., 2000). Por fim, a PABPN1 quando em contato com a
PAP aumenta a estabilidade do complexo de poliadenilagdo (MANGUS; EVANS;
JACOBSON, 2003).

A PAP é uma enzima de acdo nao-processiva, isto é, a cada adicao de
residuos de adenina ela se desliga da molécula de RNA. Porém, quando ligada em
ambas as proteinas (CPSF e a PABPN1), foma um complexo estavel que permite
que a polimerase adicione a cauda poli-A em um unico evento. Mondmeros da
PABPN1 continuam a se ligar a cauda poli-A até que o comprimento total desta seja
alcangado. Nesse ponto, a PAP retoma sua forma nao-processiva (KELLER et al.,
2000), e ocorre a disjuncédo do complexo de poliadenilagdo. Foi proposto que a
PABPN s6 desfaz a ligagcdo CPSF/PAP quando a cauda poli-A esta toda coberta por
moléculas de PABPN, de forma que a PABPN regularia o numero de residuos de
adenina adicionados (KUHN et al., 2009) (Figura 7).
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Figura 7 - Modelo do mecanismo de controle do comprimento da cauda poli-A.

CPSF RAE CPSF PAP
i ."'I
5 JOH
PABPN1
CPSF FAR

CPSF PAP

PABPN1
PABPMN1
+

oli-A
3 poli-A

Fonte: Modificado de Eckmann, Rammelt e Wahle (2011).

Nota: A proteina CPSF se liga ao sinal de poliadenilagdo AAUAAA e recruta a PAP. Quando a cauda
apresenta cerca de 12 nucleotideos ocorre a ligagdo da primeira molécula de PABPN1 ao complexo.
Conforme ocorre o crescimento da cauda, mais moléculas vao se ligando. O complexo formado faz
com que o RNA se dobre de forma a manter o contato entre a CPSF e a PAP, permitindo assim que a
cauda seja sintetizada de forma processiva. Quando a cauda poli-A atinge o comprimento de cerca
de 250 residuos, a PABPN1 ndo consegue se manter ligada ao complexo. Desta forma, o contato
entre a CPSF e PAP se desfaz finalizando a elongacéo.

2.6.2.2 Exportacao nuclear

O transporte do mRNA do nucleo para o citoplasma é essencial para a
expressao génica em eucariotos. O acoplamento entre a maturacdo do mRNA e sua
exportacdo permite que apenas mRNAs funcionais sejam traduzidos, garantindo a
precisao e rapidez da expressdo (KATAHIRA, 2015). A falta de um sinal de
poliadenilacdo funcional, bem como a inibicdo da poliadenilagdo pela auséncia ou
inatividade de fatores cataliticos especificos, causam a retengdo de mRNAs no
nucleo, tanto em mamiferos quanto em leveduras (DOWER; ROSBASH, 2002;
HAMMELL et al., 2002). Isso € um indicio que a maturagdo nuclear dos mRNAs e
exportacdo pode ser prejudicada através de eventos que interferem no
processamento da regido 3’. Um vez que a nao poliadenilacdo do mRNA impede a

ligacdo das PABPs, a reten¢ao nuclear dos mRNAs pode ser correlacionada com as
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PABPs, demonstrando sua importancia na exportacdo dos mRNAs para o
citoplasma (MANGUS; EVANS; JACOBSON, 2003).

Pouco se sabe sobre o0 modo como a PABP participa na exportagcdo de
MmRNAs, porém as PABPs podem faciliar a saida dos mRNAs através de interacdes
criticas, como demonstrado pela Pab1p de leveduras que interagem com
nucleoporinas especificas (ALLEN et al., 2001) e com receptor de exportagcédo
nuclear Xpo1p (HAMMELL et al., 2002) e a Nab2p que demonstra interagdo com
Gfd1p, uma proteina associada a poro nuclear (UETZ et al., 2000). Foi observado
também que a Pab1p, que possui localizagdo citoplasmatica, pode migrar para o
nucleo e esse comportamento parece se conservar evolutivamente, uma vez que é

observado em humanos e leveduras em fissdo (BRUNE et al., 2005).

2.6.2.3 Iniciagao da traducao

Assim que o mRNA ¢é deslocado até o citoplasma, a PABP se liga a cauda
poli-A promovendo interagdes entre as regides 5 e 3’ que sao responsaveis pela
iniciagao da traducdo. Durante essa iniciacdo uma série de elFs atuam para permitir
a montagem do complexo ribossémico sobre 0 mMRNA. Na primeira etapa, o fator
elF4E (subunidade menor do complexo elF4F) se liga ao cap presente na regido 5'
do mRNA, permitindo a ligagdo do elF4G (subunidade maior do elF4F) que recruta
fatores adicionais como o elF4A. A acao deste ultimo remove estruturas secundarias
na regidao nao codificante do mRNA que impediriam o deslizamento da subunidade
ribosomal 40S até o cédon AUG de iniciagdo da tradugcdo. O complexo elF3
promove entdo a ligagdo da subunidade 40S ao mRNA e a PABP, que interage
diretamente com a subunidade elF4G, auxilia a ligacdo entre o cap e o complexo
elF4F. A interacdo PABP/elF4G causa a circularizagdo do mRNA e estabiliza o
complexo de iniciacado da tradugao (VALASEK, 2012).

A interagdo entre as regides 5 e 3’ do mRNA foi inicialmente descrita em
leveduras e posteriormente em humanos e plantas, através da demonstracdo da
associagao direta da PABP com o fator elF4G (KAHVEJIAN; ROY; SONENBERG, et
al., 2001; GINGRAS et al., 1999; PREISS; HENTZE, 2003). Diversos estudos
sugerem mecanismos pelos quais a circularizagdo do mRNA mediada pela PABP e
outros fatores possam estimular a tradu¢do. Em plantas a interagédo entre a PABP e
o elF4G ou elF4B aumenta a atividade de ligacao ao poli-A da PABP em 10 vezes e
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aumenta a afinidade do elF4F ao 5’ cap em 40 vezes (LE et al., 1997a; WEI et al.,
1998). Além disso, a circularizagdo do mRNA pode estar relacionada a reciclagem
dos ribossomos da regido 3’ para a 5 do mesmo mRNA (SACHS, 2000). A
combinagao desses efeitos garante também a tradugéo preferencial de mRNAs que
contenham tanto o cap quanto a cauda poli-A (Bl; GOSS, 2000).

O mecanismo de iniciagdo descrito acima, porém, nao € valido para a
traducao de todos RNAs. Existem RNAs que ndo possuem a estrutura cap e, em
alguns casos, até mesmo carecem da cauda poli-A, como ocorre para RNAs de
alguns virus (HELLEN, SARNOW, 2001). Esses RNAs geralmente apresentam
IRES nas porgdes 5. Alguns mRNAs celulares também tem IRES e geralmente sao
aqueles que possuem vantagens em termos de traducdo sob condi¢gées onde a
traducgao geral estd comprometida (GOSS; KLEIMAN, 2013).

Foi demonstrado que a interagao entre a Pab1p e o elF4G ocorre por meio
dos RRMs 1 e 2 da Pab1p (que sdo os mesmos dominios necessarios para o
reconhecimento da poli-A) e do dominio amino-terminal do elF4G (KUHN; WAHLE,
2004). Entretanto, muitos outros experimentos demonstram que a regulagdo da
iniciacdo da traducgéo vai bem além da rede de interagdes entre as regides 5 e 3’
mediadas pela PABP e o elF4G. Foi demonstrado em leveduras a viabilidade de
mutantes da Pab1p nos quais a interagdo Pab1p-elF4G n&o ocorria (TARUN et al.,
1997), bem como mutantes com defeitos na traducdo dependente de poli-A, mas
sem defeitos na ligacdo com o elF4G (KESSLER; SACHS, 1998). Outra interagéo,
conservada em animais e plantas, com o fator de iniciagdo elF4B, também foi
demonstrada como estimulatéria da tradugdo uma vez que aumenta a afinidade da
PABP pela cauda poli-A (CHENG; GALLIE, 2010; LE et al., 2000; LE et al., 1997a).
Em plantas a interacdo PABP com os fatores de iniciacdo elF4B e elFiso4F
(isoforma do elF4F presente apenas em plantas) aumenta a atividade helicase e
ATPase associadas a este ultimo (Bl; GOSS, 2000; CHENG; GALLIE, 2010).

Um modelo alternativo para o funcionamento da PABP sugere que esta seja
também um regulador do recrutamento da subunidade 60S ao complexo de iniciacao
40S. Estudos em leveduras indicam que a PABP controle o recrutamento da
subunidade 60S regulando a atividade de duas helicases de RNA, Ski2p e Slh1p
(SEARFOSS; DEVER; WICKNER, 2001). Alguns virus podem também modular a
estrutura e/ou atividade da PABP tais como o rotavirus que produz um analogo da
PABP conhecido como NSP3 e desvia a rota de tradugdo para seu proprio uso
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(GROFT; BURLEY, 2002) e as enteroviroses que sao capazes de degradar a PABP
e remover seu dominio de ligagdo no elF4G, pela produgéo das proteases 2A e 3C
(KUYUMCU-MARTINEZ; JOACHIMS; LLOYD, 2002). Além de seus efeitos globais
na iniciacado da tradugdo, as PABPs podem afetar seletivamente a traducido de
mMRNAs individuais. Elas podem se ligar a regides oligoadeniladas presentes na
regidao 5 UTR de seus préprios mRNAs, reprimindo sua tradugdo (HORNSTEIN et
al., 1999). A maioria desses experimentos foi descrita pra a caracterizagdo da
PABP1 em leveduras e plantas e, apenas recentemente, € que outros membros da
familia da PABP estédo sendo investigadas (GOSS; KLEIMAN, 2013).

2.6.2.4 Terminagao da traducgao

O fator de terminacao da traducdo em eucariotos eRF1 é responsavel pela
catalise da hidrdlise de polipeptideos em resposta ao reconhecimento dos codons de
parada pelos ribossomos. O eRF1 ao reconhecer algum dos cédons de parada, que
€ a primeira etapa do término da tradugao, sofre uma mudancga conformacional pela
acao da GTPase eRF3, resultando em sua ativagdo (ALKALAEVA et al., 2006;
KONONENKO et al., 2010). Durante esse evento, a regido amino-terminal do eRF3
interage diretamente com o dominio carboxi-terminal das PABPs citoplasmaticas.
Essa interagao parece aumentar a eficiéncia de terminacao (COSSON et al., 2002) e
promover a reciclagem ribossébmica para a tradugdao de um mesmo mRNA por
inumeras vezes (UCHIDA et al., 2002). Esses dados fortalecem a ideia de que a
PABP apresenta um papel no acoplamento dos eventos de iniciagdo e término da
traducgao (IVANQV et al., 2016).

2.6.2.5 Controle da estabilidade e degradagcdao dos mRNAs

As PABP estdo envolvidas tanto em eventos de degradagcdo quanto de
manutencao/estabilizacdo dos mRNAs. Sua interacdo com o eRF3 é fundamental
para a traducdo de maneira eficiente e pela regulacdo da estabilidade do mRNA
(ELISEEVA; LYABIN; OVCHINNIKOV, 2013). A interagcdo eRF3-PABP parece
minimizar a multimerizagdo de mondmeros da PABP a cauda poli-A, possivelmente
através do favorecimento da agao de enzimas de encurtamento ao seu substrato e

acoplando o término da tradugdo ao decaimento convencional dos mMRNAs
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(HOSHINO et al., 1999). Quando a cauda poli-A atinge o tamanho de 10-15 residuos
ocorre a ativagdo dos mecanismos de degradacdo do mRNA (MANGUS; EVANS;
JACOBSON, 2003). A interagcdo eRF3-PABP pode ser importante também na
requlagdo e ativacdo da degradacdo do tipo NMD (ELISEEVA; LYABIN;
OVCHINNIKQOV, 2013).

Existem varias formas de degradagcdo do mRNA, sendo as mais comuns a
deadenilagdo e o decapeamento que sao seguidos da clivagem induzida por
exonuclease. A PABP pode exercer um efeito estimulatério ou inibitério na
deadenilagdo. Ela pode inibir o complexo CCR4-NOT (principal complexo
multiprotreico envolvido na deadenilagéo) e a poli-A ribonuclease (PARN) e pode
estimular o complexo PAN2/3 responsavel pelo truncamento das caudas poli-A
recém-sintetizadas e pela degradacado especifica do mRNA RADS (WANG;
KILEDJIAN, 2000). As deadenilases PAN2/PAN3 podem ser recrutadas pela
interacao direta entre a PABP e PAN3 e o complexo CCR4-NOT pode ser recrutado
indiretamente pelos proteinas TOB1/2 (GROSSET et al., 2000)

A etapa de decapeamento pode ser controlada predominademente pela
estabilizagdo do complexo de ligagao ao cap através da interagcédo entre a PABP e o
elF4G, que torna o cap indisponivel para a acdo das enzimas dcp1 e dcp2. E
sugerido que a PABP sozinha possa estericamente impedir a ligagdo de proteinas
que ativam enzimas de decapeamento, como Lsm1p-7p (KORNER et al., 1998).
Outra proposta sugere que PABP afete a localizagcéo de transcritos dentro da célula,
ligando-se a eles e ndo permitindo sua incluséo nos corpos de processamento onde
ocorre a degradacao (KUHN; WAHLE, 2004). Foi observado em leveduras que a
PABP tanto pode inibir quanto estimular a remog¢éo do cap dos mRNAs, uma vez
que, apos a retirada da cauda poli-A, ela auxilia no rearranjo das ribonucleoproteinas
ou mMRNPs (mRNAs associados a proteinas). Isso acaba por favorecer a ligagao do
complexo ativador deste processo que contém proteinas como a Lsm1p-Lsm7p e
Pat1p (THARUN; PARKER, 2001; MANGUS; EVANS; JACOBSON, 2003). Esse
rearranjo promove a ligacdo destes mMRNPs com o complexo formado pelas
proteinas Dcp1p-Dcp2p, criando um substrato para a degradacao exonucleolitica 3'-
5'/5-3 (MANGUS; EVANS; JACOBSON, 2003; SHETH; PARKER, 2003).
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2.6.3 PABPs de tripanossomatideos

A caracterizagao bioquimica inicial da PABP em tripanossomatideos se iniciou
com a identificacdo de homodlogos individuais realizada em T. cruzi e T. brucei
(BATISTA et al., 1994; HOTCHKISS et al., 1999) e, posteriormente, em L. major
(BATES; KNUEPFER; SMITH, 2000). Através desses estudos duas copias do gene
para o homoélogo encontrado nas espécies de Trypanosoma foram identificados e
apenas uma copia em L. major. Nesse ultimo caso, foram identificadas duas formas
da proteina, uma hiperfosforilada e outra hipofosforilada. Também foi demonstrada
que a sequéncia dos homodlogos de PABP de tripanossomatideos apresenta
similaridade com a de outros eucariotos, demonstrando sua conservagao evolutiva.

Atualmente, é sabido que, nos tripanossomatideos dois homologos de PABP
(PABP1 e PABP2) sdo encontrados conservados em Leishmania e Trypanosoma e
um terceiro homdélogo encontrado em espécies de Leishmania, mas nao em
Trypanosoma (PABP3). Dados recentes demonstram que, em Leishmania, a PABP1
parece ter um papel mais geral na tradugédo, executando predominantemente as
fungdes atribuidas a PABP em outros organismos, via sua interagao especifica com
a cauda poli-A e com o homodlogo do fator de iniciagdo elF4G mais diretamente
implicado na traducdo, o EIF4G3 (DA COSTA LIMA et al., 2010). Em T. brucei foi
demonstrado que a PABP1 e PABP2 apresentam fungdes nao redundantes, bem
como apresentam localizagao intracelular distintas e diferengas em sua distribuigao
na fragdo polissomal sob condigdes que alteram o metabolismo dos mMRNAs
(KRAMER et al., 2013). Ja as PABPs 2 e 3 de Leishmania interagem diretamente
entre si, uma caracteristica ainda nova para moléculas distintas dessa proteina, e
com os mesmos MRNAs, porém distintos daqueles associados a PABP1. Além
disso, ambas migram para o nucleo de células em condicbes de inibicado da
transcricdo, sugerindo uma funcdo nuclear que pode estar associada ao
processamento dos mRNAs e/ou seu transporte nucleo-citoplasmatico (DA COSTA
LIMA et al., 2010). Em espécies de Leishmania sp. Todos os trés homdlogos
possuem tamanhos similares com pesos moleculares preditos de 62.7, 65.4 e 60.9
kDa para as PABPs 1, 2 e 3, respectivamente (DA COSTA LIMA, 2012).

Através de experimentos de imunoprecipitacdo dos trés homdlogos de PABP,
seguido de analise por espectrometria de massa, observou-se proteinas homologas
de fatores de exportacao nuclear e outras envolvidas no processamento de RNAs
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preferencialmente associadas as PABPs 2 e/ou 3, reforgando que essas proteinas
apresentam funcgdes distintas além daquelas observadas para a PABP1. Além disso,
quando RNAs foram extraidos dos produtos de imunoprecipitacdo e submetidos a
sequenciamento em grande escala, observou-se que mRNAs co-precipitados com
as PABPs 2 e 3 parecem estar preferencialmente associados com mRNAs cuja
traducédo ocorra durante a fase S do ciclo celular, como os mMRNAs das histonas.
Como as PABPs 2 e 3 também sdo encontradas associadas a polissomas,
reforcando um papel na traducao, € possivel que uma diferenciacao funcional destas
proteinas esteja associada a tradugao preferencial de mRNAs com caracteristicas
particulares (tradugéo na fase S), como o caso dos mRNAs de histonas (DA COSTA
LIMA, 2012).

2.7 Histonas

As histonas sao proteinas altamente conservadas de carater basico presentes
nos nucleos de células de eucariotos que auxiliam no empacotamento do DNA. As
histonas possuem um dominio globular e uma regido amino-terminal mais flexivel e
a presenga de uma grande quantidade de residuos dos aminoacidos lisina (K) e
arginina (R), que conferem uma carga total positiva para essas proteinas em pH
fisiolégico (WOLFFE, 1998). Existem cinco principais classes de histonas: H1, H2A,
H2B, H3 e H4. Essas histonas em conjunto com a molécula de DNA formam
estruturas conhecidas como nucleossomos, que juntamente com as proteinas nio-
histonas formam a cromatina (MARTINEZ-CALVILLO et al, 2010). Cada
nucleossomo consiste em 146 pares de bases de DNA que envolvem um nucleo de
oito histonas, formado por um tetramero H3-H3-H4-H4 e dois dimeros H2A-H2B. O
DNA localizado entre os nucleossomos esta associado a histona H1 (KOTHAPALLI,
2005).

As duas principais fungdes das histonas sdo permitir que todas as moléculas
de DNA caibam dentro do pequeno espacgo nuclear e modular o metabolismo da
cromatina (AUSIO, 2006). A cromatina pode responder a varios estimulos externos,
permitindo a regulagdo de processos relacionados ao DNA. Essa regulagao se da
através de modificacbes nas caudas das histonas, que afetam a estrutura da
cromatina, permitindo assim a ocorréncia da regulagdo génica, da replicacdo, da
recombinacédo e do reparo do DNA (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). O termo
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epigenética se refere a mudangas herdaveis sem que haja alteragdes na sequéncia
de nucleotideos do DNA. Sendo assim, modificagcdes nas histonas s&o consideradas
reguladores epigenéticos da cromatina (MARTIN; ZHANG, 2005).

Em tripanossomatideos o inicio da transcricdo se da em regides conhecidas
como sitios de iniciacdo da transcrigdo (TSS - Transcription Start Sites), encontrados
em regides onde a transcricdo ocorre de maneira divergente (em ambos os
sentidos), conhecidas como SSR (CLAYTON, 2002). Essa observagédo sugere que
fendmenos epigenéticos atuem na regulagdo génica em tripanossomatideos, papel
este desempenhado por modificagbes nas histonas (WRIGHT; SIEGEL; CROSS,
2010). De fato, alguns trabalhos tém demonstrado a existéncia de modificacbes de
histonas especificas, bem como a presenca de variantes de histonas nos sitios TSS
de maneira conservada (KAWAHARA et al., 2008; JIN; FELSENFELD, 2007;
SIEGEL et al., 2009). Nas SSRs sao encontradas variantes de histonas (H2AZ e
H2BV), histona 4 com acetilagdo da lisina 10 (H4K10ac), histona 3 com acetilagéo
nos residuos K9 e K14 e trimetilagcdo no K4, o fator de bromodominio BDF3 e
fatores de transcricdo como o TRF4 e SNAP50 (SIEGEL et al., 2009; WRIGHT;
SIEGEL; CROSS, 2010). Nas regides de término da transcricdo sao encontradas as
histonas variantes H3V e H4V (SIEGEL et al, 2009). Isso demonstra que
modificagdes das histonas e histonas variantes desempenham um papel crucial

tanto na iniciagdo, quanto no término da transcrigao em tripanossomatideos.

2.7.1 Controle da traducido de mRNAs de histonas

A traducao dos mRNAs de histonas em eucariotos superiores € diferenciada,
pois esses mMRNAs apresentam caracteristicas unicas que néo estao presentes em
MRNAs de tripanossomatideos. Em eucariotos superiores os mRNAs das histonas
nao sao poliadenilados. Entretanto, possuem uma estrutura conservada de haste-e-
volta no final da regido 3’, que assim como a cauda poli-A presente nos mRNAs de
tripanossomatideos, auxilia no controle do seu transporte, traducéo e estabilidade. A
eficiente traducao desses mRNAs é dependente das proteinas de ligagao a haste-e-
volta (SLBPs - Stem-loop Binding Proteins). As SLBPs parecem desempenhar um
papel semelhante as PABPs na iniciagdo da tradugcdo dos mRNAs. Entretanto, o
mecanismo pelo qual as SLBPs estimulam a tradugdo nao estd bem definido
(GORGONI et al., 2005; ZHAO; HYMAN; MOORE, 1999).
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Os mMRNAs de histonas em tripanossomatideos s&do sabidamente
poliadenilados o que por si sé representa uma diferenga critica em relacido aos
eucariotos superiores (GORGONI et al., 2005; CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Como
dito anteriormente, as PABPs 2 e 3 parecem possuir um papel unico e diferenciado
no controle do metabolismo de mRNAs distintos aqueles aos quais a PABP1 atua. E
interessante notar que dados recentes ndo publicados de nossa equipe indicam que
as PABPs 2 e 3 parecem agir sobre mRNAs poliadenilados de histonas, mas néao
sobre outros mMRNAs também poliadenilados aos quais age a PABP1. Se
confirmados, esses resultados indicam que, além da cauda poli-A, as PABPs 2 e 3
necessitam de outras regides ou motivos presentes nos mRNAs parceiros para

completarem suas interacdes e o seu reconhecimento.
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3 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas, a doenca do sono e as leishmanioses s&o consideradas
endémicas em populagdes de baixa renda em todo mundo. Estas fazem parte de um
grupo de doengas negligenciadas e causam um grande impacto negativo em termos
sociais e econdmicos. Apesar de estarem presentes em todos os continentes e
atingirem milhdes de pessoas, pouco se € investido em pesquisa, produgédo de
medicamentos e em seu controle. Sendo assim, permanecem incapacitanto e
vitimando milhares de pessoas anualmente.

Esse projeto teve como objetivo contribuir sobre o conhecimento da biologia
basica dos tripanossomatideos, buscando identificar semelhangas e diferencas
moleculares em relacdo aos seus hospedeiros mamiferos. Dentre diversos aspectos
relacionados ao nosso trabalho procuramos responder aos seguintes
questionamentos: Sao as PABPs 2 e 3 essenciais para a viabilidade celular em L.
infantum? Qual a real relevancia da forma fosforilada da PABP1 na viabilidade
celular em L. infantum? Quais os motivos presentes nas PABPs 1 e 2 relevantes
para a funcionalidade e sobrevivéncia celular em L. infantum? A superexpressao de
mutantes da PABP3 é capaz de interferir na dinamica celular em L. infantum? S&o
os homodlogos de PABP capazes de se associar diferencialmente ao mRNA repérter
possuindo regides regulatérias de mRNAs de histonas?

Tendo como objeto de estudo as PABPs e considerando seu papel central no
metabolismo dos mRNAs, esse estudo pode produzir conhecimentos relevantes
para subsidiar o desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas e terapéuticas

que poderao ser empregadas no controle desses patdégenos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Caracterizar homdlogos da PABP em L. infanfum, investigando sua
necessidade para a viabilidade do microorganismo e avaliando aspectos da sua
biologia basica, com a caracterizagdo de eventos de fosforilagdo e a identificagao de

motivos funcionalmente relevantes e mRNAs alvos.

4.2 Especificos

a) Avaliar se a expressao das PABPs 2 e 3 é essencial para a viabilidade celular
de L. infantum.

b) Avaliar o papel da fosforilagdo da PABP1 na capacidade desta proteina ser
funcional em L. infantum.

c) Identificar motivos funcionalmente relevantes nas PABPs 1 e 2 a partir da
avaliagao da capacidade de proteinas mutantes em complementar a auséncia
da proteina nativa induzida por deleg¢ao génica.

d) Avaliar proteinas mutantes da PABP3 apds sua superexpressao em L.
infantum.

e) Construir mRNA repérter codificando proteina fluorescente com regides
regulatorias de mRNAs de histonas visando criar condigdes para avaliar sua

associagao diferencial aos trés homologos de PABP de L. infantum.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Construcao de cassetes das PABPs 2 e 3 para realizacao de nocautes

génicos

A primeira etapa deste trabalho foi avaliar a essencialidade das PABPs 2 e 3
para a viabilidade celular através de nocautes génicos. Experimentos demonstrando
a essencialidade da PABP1 ja haviam sido realizados em estudos prévios, porém
nao ha na literatura informacdes a respeito da essencialidade das PABPs 2 e 3 em
L. infantum. Neste trabalho, buscou-se entdo, como primeiro objetivo, investigar se
as PABPs 2 e 3 também s&o essenciais para a viabilidade deste patogeno. A
estratégia experimental utilizada foi a mesma utilizada originalmente para a PABP1 e
também para o EIF4E4, conforme publicado recentemente (DE MELO NETO et al.,
2015).

As sequéncias moldes utilizadas como referéncia para confecgcao dos
primers utilizados na construcdo dos cassetes de nocaute estdo depositadas no
banco de dados TriTrypDB, sob os numeros de acesso Lind.35.4200 (PABP2) e
Lind.25.0080 (PABP3). Para cada uma das IRs (Intergenic Regions) foram
desenhados dois primers: um 5' forward e um 3' reverse. Também foram
desenhados primers para amplificagcdo das marcas de resisténcia higromicina e
puromicina. Os genes para esses antibidticos, utilizados para essa etapa de PCR,
estdo presentes em plasmideos ja construidos e disponiveis em nosso laboratorio.
Os primers desenhados para a realizagao deste trabalho se encontram no apéndice
A.

5.1.1 Amplificacdo convencional por reacdao em cadeia da polimerase (PCR)

Para realizagdo do mix empregado nas amplificacdes das IRs dos genes
de PABP utilizamos os reagentes do kit Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(New England Biolabs) da seguinte maneira: 0,2 ul (0,02 unidades/ul) da enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, 4 uyl de tampado 5X Phusion® GC
(concentracao final 1X), 0,2 pyl de MgCl2 (concentragao final 0,5 mM), 0,6 ul de
DMSO (3 % do volume total) e 0,4 ul de dNTPs 10 mM (concentragéo final 200 pM),
1 ul de DNA molde (concentracéao final 1 ng/ul), 1 pl de cada uma dos primers a 25
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mM (concentracdo final de 1,25 mM) e agua Milli-Q® (Merk Millipore) livre de
nuclease para um volume final de 20 pl. Durante todo preparo, os reagentes, bem
como os tubos utilizados para realizacdo das reagdes, permaneceram em gelo,
sendo a enzima apenas retirada do freezer (-20 °C) para finalizagdo do mix.

As PCRs foram realizadas sob as seguintes condi¢des: 1°) desnaturagéo
inicial a 98 °C durante 3 minutos; 2°) 10 ciclos a 98°C por 30 segundos para
desnaturar o DNA, 65-55 °C (touchdown com diminuicdo de 1 °C por ciclo) por 40
segundos para o anelamento dos primers e 72 °C por 60 segundos para extensao
dos fragmentos; 3°) 30 ciclos a 98 °C por 30 segundos, 55°C por 40 segundos e 72
°C por 60 segundos; 4°) extenséo final a 72 °C por 5 minutos.

Apos as amplificacdes foi realizada eletroforese, onde os produtos das
PCRs tiveram todo seu volume fracionado em gel de agarose 1%, corado com
SYBR® Safe DNA gel stain (Life Technologies), e as bandas de interesse foram
visualizadas através de luz ultravioleta (UV - Ultraviolet) em transiluminador.
Constatado o funcionamento das reacdes, de acordo com o tamanho de banda
observado e esperado, esses fragmentos foram excisados do gel e purificados
utilizando o kit GFX PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare Life Sciences),

conforme recomendacdes do fabricante.

5.1.2 PCR de fusao

Apos a purificagdo dos produtos das PCRs iniciais, as PCRs de fusao
foram realizadas de duas formas: uma com etapa de pré-anelamento e outra sem
esta etapa. Na primeira forma é realizada uma reacdo com volume final de 20 pl
onde sado colocados todos os reagentes do kit Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs) como descrito anteriormente e 1 a 2 pl dos
produtos de PCRs das marcas de resisténcia (higromicina e puromicina) e das IRs 5'
e 3' das PABPs. As seguintes condicbes foram empregadas: 1°) 98 °C por 3
minutos; 2°) 10 ciclos a 98 °C por 30 segundos e 48 °C por 30 segundos; 3°)
elongacao final a 72 °C por 5 minutos. Enquanto se realizava o pré-anelamento, foi
preparado o mix empregado para a PCR de fusao propriamente dita, como descrita
previamente. Somado ao volume usado do mix (11,0 pl), foi acrescentado 7 ul do
produto do pré-anelamento, 1 yl do primer 5' forward da IR '5 e 1 pl do primer 3'
reverse da IR 3', onde o volume final da reacao foi de 20 ul. Estas foram colocadas
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em termociclador com controle da temperatura de rampagem em 2 °C/s, sob as
seguintes condi¢des: 1°) desnaturacdo inicial a 98 °C durante 3 minutos; 2°) 10
ciclos a 98 °C por 30 segundos para desnaturar o DNA, 68-58 °C ou 65-55 °C
(fouchdown) por 40 segundos para o anelamento dos primers e 72 °C por 60
segundos para extensao dos fragmentos; 3°) 30 ciclos a 98 °C por 30 segundos, 58
ou 55 °C por 40 segundos e 72 °C por 60 segundos; 4°) extensao final a 72 °C por 5
minutos.

A outra forma de PCR de fusado consistia em unir todos os fragmentos sem
a etapa de pré-anelamento. Para isso foi preparado um mix como ja descrito e
acrescentados 1 yl dos primers externos das IRs &' (5' forward) e 3' (3' reverse) das
PABPs, 1 pl das IRs 5' e 3' purificadas dos mesmo genes e 1 ul de uma das marcas
de resisténcia, reagao essa para um volume final de 20 yl. A mesma programagao
touchdown ja descrita foi empregada paras estas reagdes.

Apods o término das reacdes, as amostras foram corridas em sua totalidade
em gel de agarose 1%. As bandas de interesse foram excisadas do gel para

purificacdo como descrito anteriormente.

5.1.3 Clonagem dos cassetes construidos

Os cassetes provenientes das PCRs de fusdo ja purificados foram
inicialmente tratados com a enzima Taq Polimerase para adicado de dATPs em suas
extremidades da seguinte forma: realizagdo de mix contendo 0,1 yl da enzima, 0,2 ul
de dATP, 0,4 pl de MgS0O4, 1 ul de tampao 10X e agua livre de nuclease para um
volume final de 5 pl, acrescidos de 5 pl dos cassetes fusionados purificados (reagao
final com 10 ul). As amostras foram colocadas em termociclador para realizagao de
uma reacgao de ciclo unico a 72° por 25 minutos. Apds adicdo de adenosinas, foi
realizada uma nova etapa de purificagdo, para retirar resquicios dos reagentes da
PCR. As amostras foram submetidas a reacao de ligagao em plasmideo comercial
PGEM®-T Easy Vector Systems (Promega), conforme recomendacgdes do fabricante.
O periodo da reacéao foi de 16 horas a 4°C. Bactérias Escherichia coli (Top 10 ou
DH10B) quimiocompetentes foram transformadas com as reag¢des de ligagao através
de choque térmico, onde se acrescentou 5 uyl da amostra em 50 ul dessas células,
sendo colocadas em gelo onde permaneceram por 30 minutos e, em seguida, em

banho-maria a 37 °C durante 5 minutos. Foram adicionados 800 ul de meio SOC
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(2% Bacto-triptona, 0,5 % extrato de bactéria/levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10
mM MgClz, 10 mM MgSOs4 e 20 mM glicose), que permitiu a recuperagdo das
bactérias quando incubadas a 37°C por 60 minutos, com os tubos sendo
homogeinizados por inversdo a cada 10 minutos. Apos a recuperacédo em SOC, as
células foram centrifugadas a 4 °C a 1630 x g por 3 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante, deixando aproximadamente 100 ul a partir do qual as células foram
ressuspendidas e semeadas em placas com meio LB sdlido contendo ampicilina
(100 pg/ml), previamente acrescidas de X-GAL/IPTG, necessario para selecéo das
colbnias. A placa foi incubada a 37°C por 16 horas. As col6nias formadas na placa
foram utilizadas para se obter DNA plasmidial através do kit GenElute™ Plasmid
Miniprep (Sigma), segundo recomendacgdes do fabricante. Para a confirmacéo da
clonagem, os DNAs extraidos foram submetidos a digestdo com enzima EcoRI a 37
°C por 16 horas. As amostras que liberaram fragmentos nos tamanhos esperados
apos a digestdo foram enviadas para sequenciamento automatico no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do Instituto Aggeu Magalhaes (IAM). Os resultados
foram analisados nos programas do pacote DNAstar (Lasergene). Apds confirmacgéao
de que os cassetes apresentavam as sequéncias de DNA corretas, os plasmideos
foram digeridos com enzima de restricdo Notl para liberagdo das construgdes

utilizadas para realizagao das transfecgdes em L. infantum.

5.2 Constru¢cao de mutantes das PABPs 1, 2 e 3 para avaliagdao de sua

influéncia sobre a dinamica celular

Para inicio da construgdo dos mutantes das PABPs 2 e 3 foi realizada a
clonagem das regides codificadoras dos genes selvagens LinJ.35.4200 (PABP2) e
Lind.25.0080 (PABP3) em pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega), pois 0 uso do
DNA plasmidial como molde torna a reagao mais eficaz e especifica. Foi realizado
entdo uma reacao de PCR convencional utilizando a enzima AccuPrime Taqg DNA
Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific) empregando primers 5' Forward
com sitio de restricao BamHI e 3' Reverse com sitio Hindlll em suas extremidades.
Para tal foi empregado o seguinte protocolo: 2,5 pl de Buffer Il, 0,2 pyl da enzima, 1 ul
do DNA genémico de L. infantum, 1 yl primer 5', 1 yl do primer 3' e agua Milli-Q®
(Merk Millipore) livre de nuclease para um volume final de 25 pl.
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As PCRs foram realizadas sob as seguintes condi¢cdes: 1°) desnaturacdo
inicial a 94 °C durante 2 minutos; 2°) 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos para
desnaturar o DNA, 60 °C por 30 segundos para o anelamento dos primers e 72 °C
por 2 minutos para extensdo dos fragmentos; 3°) extensdo final a 72 °C por 5
minutos. A enzima AccuPrime tem a vantagem de adicionar adenosinas ao final da
amplificagdo, permitindo a ligagdo imediata ao plasmideo de clonagem. Os
plasmideos clonados foram entdo sequenciados e checados.

A mutagénese foi realizada empregando o kit Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs). Apds a PCR convencional (protocolo ja descrito
anteriormente) para a geragdo do megaprimer, foram utilizados entre 3 e 5 pl do
megaprimer purificado na PCR final, para um volume final de 20 ul. Nas duas etapas
de PCR realizadas foi empregado como molde 1 uyl de DNA plasmidial na
concentragao de 50 ng/ul. Apds a realizagdo da PCR final foi realizada a clonagem
das ORF mutadas em pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) e estas
posteriormente foram subclonadas em pSP-BT171-YneoalR. Além dos mutantes,
também foram subclonadas no mesmo plasmideo as ORFs selvagens das PABPs 2
e 3.

Os mutantes dos homdlogos de PABP foram clonados em pSP-BT1-YneoalR
entre os sitios de BamHI/Hindlll, de forma que ficaram posicionados apds o gene de
resisténcia a neomicina e flanqueados por sitios de processamento e poliadenilagao.
No plasmideo em questdo, este cassete se encontra posicionado dentro da
sequéncia codificadora do gene BT17 (codifica um transportador de Biopterina), que
ja foi demonstrado como capaz de mediar a expressao eficiente da proteina alvo.
Como o gene BT1 é originario de L. infantum, a excisdo de todo o cassete (gene
BT1, gene de resisténcia a neomicina e gene alvo, com sequéncias flanqueadoras)
do plasmideo resultante, via digestdo com as enzimas Bg1ll ou Hpal (extremidade
5’) /IXhol ou Ndel (extremidade 3’), permite sua transfeccédo e integragdo no locus
BT1 de L. infantum, selecionados pela adigdo de neomicina ao meio. O plasmideo
subclonado permitiu a expressao das respectivas proteinas fusionadas ao epitopo
HA na sua extremidade C-terminal. Neste trabalho, os plasmideos contendo os
mutantes foram transfectados e mantidos de forma epissomal em multiplas copias
(Figura 8).
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Figura 8 - Plasmideo pSP-BT1-YneoalR.
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: O pSP-BT1-YneoalR possui aproximadamente 5951 bp (base pair ou par de base)
e permite a clonagem do cassete dentro da sequéncia codificadora do gene BT71 e
apresenta a marca de resisténcia a neomicina.

5.3 Construgcao de genes reporteres para avaliagao in vivo da associagao entre

as PABPs 2 e 3 e seus mRNAs alvos

Metodologia semelhante a descrita anteriormente foi empregada para
construcdo de genes reporteres que serdo empregados para avaliagao in vivo da
associacao entre as PABPs 2 e 3 e seus mRNAs alvos. Esses fragmentos foram
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unidos por PCR de fus&do, em seguida foram clonados no plasmideo pGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega) e enviados para sequenciamento. Apds a confirmagao

da sequéncia, o cassete resultante foi entdo subclonado em pSP72-YHYG-atubIR
(Figura 9).

Figura 9 - Plasmideo pSP72-YHYG-atubIR.
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.
Nota: O pSP72-YHYG-atubIR possui aproximadamente 4500 bp, permite a clonagem do
cassete dentro do gene BT1 e apresenta como marca de resisténcia a higromicina.

5.4 Superexpressao de proteinas selecionadas em linhagens de L. infantum

geneticamente modificadas fusionadas ao epitopo HA

Foram realizadas transfeccbes das PABPs 1, 2 e 3 selvagens subclonadas
em pSP-BT1-YneoalR para avaliar sua superexpressao em células selvagens de L.
infantum. Além disso, essas mesmas construgcdes foram transfectadas em células

que ja continham a construcdo do gene repoérter (subclonados em pSP72-YHYG-
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atubIR) e que haviam sido selecionadas clonalmente. A expressao das proteinas de

ambas as construcdes plasmidiais foi avaliada por Western-blot.

5.5 Cultivo celular e transfecgao

As células de L. infantum em sua forma promastigota foram cultivadas em
meio Schneider com pH 7,2, suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB),
0,2 % de hemina e 1 % de penicilina e estreptomicina, sendo repicadas a cada 3 ou
4 dias em tubos cbnicos de 15 ml. Para a pré-selegao/selecdo e manutencédo das
linhagens transgénicas foram empregados os antibiéticos higromicina (Invitrogen) na
concentragéo de 0,08 mg/ml de meio, puromicina (Sigma) 0,14 mg/ml e neomicina
G418 (Sigma) 0,08 mg/ml. O crescimento dos parasitas foi monitorado por contagem
em camara de Neubauer, sendo mantidos em fase exponencial de crescimento por
meio de repasses sucessivos.

Para transfecgdo, aproximadamente 2,5 x 108 células promastigotas de L.
infantum em fase exponencial foram centrifugadas a 1000 g por 5 minutos em tubos
cbnicos de 15 ml. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 5
ml de tampao HEPES-NaCl (21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,7 mM
Na2HPO4, 6 mM glicose e pH 7,05) e homogeneizado, seguido de uma nova etapa
de centrifugagao. Ap6s o descarte do sobrenadante o sedimento foi ressuspendido
agora em 400 ul do tampao HEPES-NaCl e transferido para cuvetas de 0,2 mm, as
quais continham os cassetes ou plasmideos em uma quantidade de 2 a 5 pg. Para
controle negativo foram adicionados apenas os parasitas a cuveta, sem a presenca
de DNA. As cuvetas entdo permaneceram em gelo por 15 minutos e as amostras
foram submetidas a eletroporacdo através do aparelho BioRad Gene Pulser Il
(BioRad), sendo realizados seis pulsos elétricos de 450 V, capacitancia de 500 pF,
com 200 ms de intervalos e 300 ms de duragdo. Apds os pulsos, o material foi
transferido para garrafas de cultura de 50 ml contendo 5 ml meio Schneider pH 7,2 e
incubados a 26 °C por 24 horas. A pré-selecao foi realizada adicionando-se metade
da concentracdo padrao dos antibidticos apropriados. A cultura foi entdo incubada
novamente a 26 °C por 24 horas. Apos esse periodo foi realizada a selecéo final,
onde 0,5 ml das culturas pré-selecionadas foram transferidas para novas garrafas
contendo 4,5 ml de meio Schneider pH 7,2, sendo adicionados novamente os

antibidticos necessarios agora nas concentragdes ja descritas acima. As culturas
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foram incubadas em estufa a 26 °C por aproximadamente 10 a 15 dias ou até
apresentarem crescimento celular suficiente para realizagcado de repasses celulares.

ApOs a realizagdo dos nocautes de cépia unica (SKO - Single Knockout) foi
realizada a selegdo clonal dessas linhagens em placas com Schneider sdlido
contendo higromicina (Invitrogen) na concentracédo de 0,08 mg/ml de meio. Assim
que as coldnias de Leishmania apresentaram bom crescimento foram realizados
indculos em meio liquido para posterior congelamento. A partir desses clones, foram
realizadas as transfec¢cdes de complementacdo, empregando a neomicina G418
(Sigma) na concentracdo de 0,08 mg/ml de meio, e de duplos nocautes (DKO -
Double Knockout), utilizando a puromicina (Sigma) na concentragado de 0,14 mg/ml
de meio.

Além do uso dos antibiodticos para selecéo, a eficiéncia das transfeccoes foi
avaliada através de PCRs de confirmacao para a PABP1 e por meio de Southern-
blot para as PABPs 1 e 2, usando DNA gendmico, extraido por meio de DNAzol®
Reagent (Thermo Fisher Scientific) de cada uma das células transfectadas, como

molde.

5.6 Obtencao de extrato total e Western-blot

Para os experimentos de Western-blot, diferentes linhagens de L. infantum
tiveram seu crescimento acompanhado por cerca de 48 a 72 horas até atingirem 10
células/ml e entdo foram produzidos extratos totais utilizando aproximadamente 2 x
108 células. Essas células foram centrifugadas a 1000 g por 5 minutos e o sedimento
lavado com tampéo fosfato salino (PBS). Foi realizada nova centrifugagao, onde o
sedimento foi ressuspendido em tampédo de amostra para gel SDS-PAGE (10 %
SDS, 1 M Tris-HCI, 50 % glicerol, azul de bromofenol, 50 pl/mL de 2-mercaptoetanol,
pH 6,8) para concentracéo final de 5 x 10° células/ul.

Os extratos foram fracionados em SDS-PAGE 15 % (5 x 10° células) e
transferidos para membrana de PVDF Immobilon-P (Merk Millipore). A membrana foi
bloqueada em solucgao de leite 5,0 % em TBS-Tween 20 (20 mM Tris, 500 mM NaCl,
Tween 20 0,05 %, pH 7,5) a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, as
membranas foram incubadas com os anticorpos correspondentes por um
determinado periodo e titulacdo, a depender da proteina a ser marcada, em solugao
de leite 5 % em TBS-Tween 20. Apés trés lavagens de 10 minutos com TBS-Tween
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20, a membrana foi incubada com o segundo anticorpo (anti-IgG de coelho
conjugado com peroxidase), numa diluicdo de 1:10000, em solugéo de leite 5 % em
TBS-Tween 20 por uma hora, seguida de trés lavagens de 10 minutos com TBS-
Tween 20. A membrana foi entdo banhada com solugdo quimioluminescente
composta por 25 ml de luminol (1,2 mM diluido em solugéo de Tris-HCI 0,1 M, pH
8,5), adicionado de iodofenol para uma concentracdo final de 0,4 mM e de perdxido
de hidrogénio para 0,03 %. Apos secagem em papel filtro, a membrana foi exposta a
filme autorradiografico e revelada em solugdo Dektol 1:2 (Kodak®) até saturagao,
por cerca de 20-60 segundos. A reagao foi interrompida com acido acético, por 1

minuto e fixada em solugao fixadora por 2 minutos.

5.7 Southern-blot

Inicialmente 20 ml dos diversos tipos celulares obtidos para PABP 1 e 2 foram
cultivados até atingirem a densidade maxima em crescimento (fase log). Foram
entdo centrifugadas a 1000 g por 5 minutos e tiveram seu DNA gendmico extraidos
empregando o reagente DNAzol® (Thermo Fisher Scientific). Em torno de 10 ug de
DNA de cada amostra foi digerido com uma unica enzima de restricdo, gerando
assim um perfil unico de bandas. Para escolhermos as enzimas de restricdo a serem
empregadas utilizamos o programa ApE (A plasmid Editor).

Apéds a digestédo, as amostras foram fracionadas em gel de agarose 1% por
um periodo de 2 a 3 horas (120 V / 150 mA). Apds a corrida, o gel foi tratado com
HCI 0,25 N (tampao de depurinacgao), preparado pouco antes de seu uso, durante 10
min sob leve agitacao a temperatura ambiente. O DNA foi entdo desnaturado com
tampéao alcalino (0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl) por 30 min. O gel foi entdo tratado com
tampéao neutralizante (0.5 M tris HCI pH 7 e 3 M NaCl) por 30 min.

O procedimento de transferéncia foi feito por capilaridade. Neste a membrana
de nitrocelulose (Hybond-N GE Healthcare) foi previamente embebida solugcéo de
citrato salino padrdao ou SSC 1X (Standard Saline Citrate - 0.15 M NaCl, 0.015 M
citrato trisédio) por 10 min. O aparato de transferéncia foi montado sobre um suporte
de acrilico presente dentro da bandeja de transferéncia contendo tampao SSC 10X
(1,5 M NaCl, 0.150 M citrato trisédio). Sobre o suporte posicionamos um papel
Whatman (GE Healthcare Life Sciences), de tal forma que, ao final da montagem de
todo aparato, suas laterais tocassem o tampao contido na bandeja. Colocamos o gel
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sobre o papel Whatman com o lado contendo os pogos virado para baixo,
certificando-se de n&do haver bolhas dentre o papel Whatman e o gel. Pussemos
entdo a membrana previamente embebida sobre o gel e usamos um bastdo de vidro
para remover as bolhas entre o gel e a membrana. Duas folhas de papel Whatman
previamente embebidas com tampao foram sobrepostas a membrana e removemos
as bolhas presentes. Colocamos entdo uma pilha de papéis-toalha secos (cortados
no tamanho do gel) sobre os papéis Whatman. Selamos a bandeja de transferéncia
com plastico filme para evitar a evaporacdo do tampao durante a transferéncia. Por
fim um peso (aproximadamente 500 g) foi colocado no topo do aparelho de
transferéncia e o deixamos montado sobre uma superficie plana por 24-48 h AA

temperatura ambiente (Figura 10).

Figura 10 - Aparato de transferéncia do Southern-blot.

.

Pagrels Plastico
Toalha —F N -
\ Filme
Membrana _/ d 3 ~— Papel

/ ~Whatman
Bandejade Gel / ~SSC 10X
Suporte de Acrilico

Fonte: Modificado de Cai et al. (2013).
Nota: Podemos observar o modo de montagem do aparato de transferéncia.

Ap0s a realizagao da transferéncia por capilaridade os pogos foram marcados
antes da remocéao do gel desidratado. A membrana foi lavada com SSC 2X (0.30 M
NaCl, 0.030 M citrato trisédio) e foi secada com folhas de papel whatman e entao
realizamos o cross-link do DNA usando luz UV por 30 s em camara de UV na
dosagem de 120 mJ/cm2. A membrana foi entdo guardada a -20 °C.

Fizemos PCRs para amplificagdo das 5 IRs (como descrito em topicos
anteriores) das PABPs 1 e 2 e os produtos dessas reagdes foram usados como
molde para producédo das sondas. Para a realizacdo das sondas empregamos o kit
Prime-a-Gene® Labeling System (Promega) de acordo com as instrugbes do
fabricante, substituindo a citosina do kit por citosina radioativa (dCTP a-32P/500 uCi
- 18,5 MBq) (PerkinElmer). Foi feita a pré-hibridizacdo da membrana por 30 min a 65
°C com tampao de hibridizacdo CHURCH (0,5 M NaPi - 7% SDS com pH ajustado
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em 6,8 com acido ortofosforico) e entdo realizamos a incubagao overnight a 65 °C
da membrana e das sondas radiomarcadas com o mesmo tampdo. Apds a
hibridizacdo fizemos a lavagem com tampao de lavagem CHURCH (80 ml NaPi 1
M), sendo duas lavagens por 15 min a temperatura ambiente e duas por 20 min a -
65 °C. Por fim, foi realizada a exposigdo utilizando filme autoradiografico com

intensificador de imagem écran a -80 °C overnight.
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6 CONSIDERAGOES ETICAS

Nao houve manipulacédo de animais experimentais durante a realizagao deste
projeto. Todos os anticorpos empregados ja estavam disponiveis ou eram anticorpos

comerciais.
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7 RESULTADOS

7.1 Avaliagdao da necessidade das PABPs 2 e 3 para a viabilidade da L.

infantum em cultura

Apesar da evidente importancia em se estudar aspectos diferenciados da
biologia basica dos tripanossomatideos, o que nos auxiliaria no entendimento de sua
biologia basica e também dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
doencga em seres humanos e outros organismos, poucos estudos sao encontrados a
respeito das PABPs nesses organismos e pouco se sabe sobre suas fungoes,

principalmente em relagdo aos homologos 2 e 3 de Leishmania.

7.1.1 Construcao de cassetes para realizacido de nocautes génicos das PABPs
2e3

Para avaliar a relevancia dos genes das PABPs 2 e 3 para a viabilidade
celular em L. infantum foram realizadas construgdes destes genes, onde a regiao
codificante foi substituida pelas regides codificantes dos seguintes genes de
resisténcia a antibidticos: higromicina para o SKO e puromicina para o DKO. Para
tal, foi realizado o desenho de primers que possibilitassem amplificar
aproximadamente 500 pares de bases (bp - base pair) (PABP2) e 600 bp (PABP3)
das regides 5' e 3' IRs dos genes codificantes dessas PABPs. Para estas
amplificagdes, e também das sequéncias codificadoras das marcas de resisténcia a
higromicina e puromicina, foram realizadas reagdes convencionais de PCR. As
amplificagdes produziram fragmentos de DNA nos tamanhos esperados: 5' IR - 455
bp e 3' IR - 472 bp para o gene PABP2; 5' IR - 598 bp e 3' IR - 579 bp para o gene
PABP3; gene higromicina - 1026 bp; gene puromicina - 600 bp. Em seguida, foi
realizada uma nova etapa de PCR empregada para fusionar os fragmentos obtidos,
de forma que as IRs 5' e 3' das PABPs 2 e 3 flanqueassem uma das marcas de
resisténcia. Esse tipo de PCR é conhecido como PCR de fusdo ou SOE (Splicing

Overlapping Extension) (Figura 11).
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Figura 11 - Representagao da PCR de fusao.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Nota: A) Na primeira etapa sdo produzidos as IRs 5' e 3' com
trechos da marca de resisténcia; B) Na segunda etapa é
produzida a marca de resisténcia; C) Na terceira e ultima etapa,
os produtos de PCR das duas primeiras reagdes sdo unidos e
amplificados utilizando os primers 5' forward da 5' IR e 0 3’
reverse da 3' IR.

Apos as PCRs de fusdo, as amostras foram analisadas em gel de agarose
para a constatagdo da presenga de bandas nas alturas esperadas: PABPZ2 +
higromicina - 1953 bp; PABPZ2 + puromicina - 1527 bp; PABP3 + higromicina - 2203
bp; PABP3 + puromicina - 1777 bp. Produto da PABP2 + higromicina esta

representado na figura 12.
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Figura 12 - PCR de fusdao das IRs do gene PABP2 e da regiao
codificante do gene de resisténcia a higromicina.

PABP 2 + HIGRO
M 1953 PB

3000

2000
1650

1000
850

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da
técnica de eletroforese. A seta azuil demostra a posicdo do cassete
obtido.

Legenda: M = Marcador de peso molecular 17 Kb DNA Ladder
(Promega).

Os fragmentos de PCR gerados foram em seguida clonados em vetor
plasmidial pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) e sequenciados. Apos
confirmagao das sequéncias, os plasmideos resultantes foram digeridos com enzima
de restricdo Notl para liberagcdo das construgbes que foram utilizadas para

realizacéo das transfecgdes em L. infantum (Figura 13).
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Figura 13 - Digestdo com enzima de restricio Nofl dos plasmideos contendo os
cassetes para realizagao das transfeccoes SKO e DKO das PABPs 2 e 3.

PABP2/ PABP2/ PABP3I PABP3/

HIGRO PURO PURO HIGRO M

1953pb  1527pb 1777 pb 2203 pb
3000
2000
1650
1000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de eletroforese.
As setas azuis demostram as posi¢cdes dos cassetes obtidos.

Legenda: M = Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega).

7.1.2 Transfeccao e avaliacdo da viabilidade de L. infantum apdés delecao dos

genes codificantes das PABPs 2 e 3.

Para avaliar diretamente a necessidade das PABPs 2 e 3 para a viabilidade
de L. infantum experimentos de transfeccdo foram entdo realizados, onde
inicialmente se utilizou as construgbes geradas com o gene de resisténcia a
higromicina para a delecdo da primeira copia dos genes codificantes de cada
proteina. Para ambas foi possivel a delecdo da primeira copia dos respectivos
genes, gerando linhagens SKO que foram entdo clonadas para a geragao de
multiplos clones SKO para cada proteina. Em seguida, novos eventos de
transfecgdo foram realizados tentando-se gerar linhagens com a delecdo da
segunda coépia dos respectivos genes (DKO), utilizando-se as construcdes geradas
com o gene de resisténcia a puromicina.

Para a PABP2 nao foi observado crescimento celular apés a segunda
transfecgao, indicando que o DKO nao permitiu a sobrevivéncia das células. Para a
PABP3 foram recuperadas células na presenca de ambos os antibidticos,
higromicina e puromicina, indicando que tanto o SKO quanto o DKO foram viaveis.
Para avaliarmos a eficacia dos SKOs e DKOs da PABP3, foram realizados ensaios
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de Western-blot. Para tal, as diferentes linhagens de L. infantum tiveram seu
crescimento acompanhado por cerca de 48 a 72 horas e entdo utilizadas na
producdo de extratos totais. Foram entdo realizados ensaios de Western-blot para
avaliacdo do SKO e DKO da PABP3 em L. infantum. Em conjunto a este ensaio,
como o anticorpo policlonal empregado no Western-blot contra a PABP3
sabidamente possui marcagao cruzada com a PABP2, foi investigado se a delecéo
da PABP3 implicaria em mudancas no perfil de expressao da PABP2. Os resultados
confirmam a presenca da PABP3 nos clones SKO, seu desaparecimento nas células
submetidas ao DKO e a viabilidade celular sob estas condigdes. Pode-se
demonstrar também que o nocaute de ambas as copias da PABP3 nao influencia no

nivel de expressao da PABP2 (Figura 14).

Figura 14 - Western-blot realizado para avaliar a eficiéncia do SKO e
DKO da PABP3 em L. infantum.

Anti-PABP3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Foi empregado anticorpo policlonal anti-PABP3 (1:2000) que
reconheceu a proteina PABP3 na posicédo esperada de 60,9 kDa (seta
azul), quando presente nos extratos. O reconhecimento cruzado da
PABP2 na posicao de 65,4 kDa pelo anticorpo empregado esta indicado
pela seta preta. A numeragdo a esquerda indica a posicdo e tamanho
(em kDa) do marcador de peso molecular empregado.

Legenda: WT = Wild Typel L. infantum selvagem; SKO = Single
Knockout; DKO = Double Knockout.

Para investigar se a realizacdo do DKO da PABP3 teria alguma influéncia

sobre o perfil de expressao da PABP1, foi realizado também Western-blot com o

70



MERLO, K. C. Contribuicoes ao estudo do modo de acdo de homoélogos da protein...

anticorpo anti-PABP1. O nocaute de ambas as copias da PABP3 nao foi capaz de
causar mudancgas no nivel de expressdo da PABP1, tanto para sua forma fosforilada

quanto para a nao fosforilada (Figura 15).

Figura 15 - Western-blot realizado para avaliar possiveis mudangas no perfil
de expressdo da PABP1 apés realizagcio do SKO e DKO da PABP3 em L.
infantum.

‘Anti-PABP1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Foi empregado anticorpo policlonal anti-PABP1 (1:2000) que reconheceu a
forma néo fosforilada da PABP1 na posicédo esperada de 62,7 kDa (seta azul),
bem como sua forma fosforilada de maior peso molecular (seta preta). A
numeragdo a esquerda indica a posi¢cdo e tamanho (em kDa) do marcador de
peso molecular empregado.

Legenda: WT = Wild Typel L. infantum selvagem; SKO = Single Knockout, DKO =
Double Knockout.

Os resultados alcancados indicam entdo a essenciabilidade da PABP2 para a
L. infantum e confirmam, pela primeira vez, que a PABP3 nao é necessaria para o
crescimento ou viabilidade do parasita, ao menos em sua forma promastigota. Esses
resultados sugerem assim que a PABP3 apresenta uma funcgao distinta em relagao a
PABP1 e um papel de menor relevancia em relagao a sua parceira PABP2.
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7.2 Impacto da fosforilagdo da PABP1 na sua capacidade de complementar a

deleg¢ao da proteina endégena

Com relagao a PABP1, um primeiro questionamento investigado nesse estudo
diz respeito ao impacto de eventos de fosforilacdo na sua funcdo. A PABP1 é o
unico homdlogo em tripanossomatideos que apresenta modificacbes pods-
traducionais, possuindo uma forma nao fosforilada e outra fosforilada, indicando a
existéncia de uma regulacdo especifica direcionada. Estudos prévios identificaram
os sitios alvos dessa fosforilagdo como motivos do tipo SP ou TP equivalentes aos
descritos previamente para o EIF4E4 de L. infantum alvo de eventos equivalentes de
fosforilagédo (DE MELO NETO et al., 2015). Como o DKO da PABP1 n&o é viavel a
abordagem escolhida para se investigar o papel dessa fosforilagdo no modo de agéo
da proteina foi baseada na estratégia de transfecgdo de complementacgao utilizando

uma proteina mutagenizada por mutagénese dirigida aos sitios de fosforilagéo.

7.2.1 Descricao do ensaio de complementacao

Na complementagdo, as células selvagens de L. infantum sao inicialmente
transfectadas para obtencdo do SKO (transfecgao integrativa), com a delegédo da
primeira copia do gene PABP1. ApOs esta etapa, é realizada a selecédo clonal de
células SKO para realizagao das transfec¢cdes de complementagdo (transfecgao
epissomal) com um plasmideo expressando a PABP1 recombinante marcada com o
epitopo HA. Esta proteina recombinante pode ser idéntica a proteina nativa
enddégena ou apresentar mutacbées em motivos especificos, como os sitios de
fosforilagao. Apds a transfecgdo de complementacao as células foram selecionadas
e, em seguida, sao realizados os DKOs (transfeccao integrativa). Caso os mutantes
sejam capazes de suprir as necessidades das células (apds remocao de ambas as
copias endogenas), as células permanecem vivas e se mutiplicam, demonstrando se
os mutantes sdo ou nao capazez de complementar a fungdo do gene deletado
(Figura 16).

72



MERLO, K. C. Contribuicdoes ao estudo do modo de acdo de homologos da protein... 73

Figura 16 - Estratégia de complementagao empregada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Inicialmente a higromicina (em amarelo) é integrada ao genoma da célula, substituindo uma
das duas copias do homdlogo da PABP. Em seguida, séo realizadas as complementagcdes com os
mutantes que sao transfectados de maneira epissomal (em rosa e vermelho). Por fim, a puromicina
(em laranja) é integrada substituindo a segunda cépia do gene endégeno, permanecendo assim
apenas o gene mutado na célula presente no plasmideo.

Legenda: SKO = Single Knockout; DKO = Double Knockout.

7.2.2 Avaliacao da expressao do mutante de fosforilacao da PABP1 em células

submetidas ao duplo nocaute do gene endégeno

O primeiro mutante de PABP1 empregado em nosso estudo foi desenhado
para impedir a ocorréncia de fosforilagcdo desta proteina, através da substituicao de
seis dos sete sitios alvos presentes na sua regiao linker, onde duas serinas e quatro
treoninas foram substituidas por alaninas (de Melo Neto e colaboradores, resultados
prévios) (Figura 17). Este mutante foi avaliado em ensaios de complementagao
conforme descrito e o crescimento celular apés o segundo evento de nocaute da
proteina enddgena (DKO), na presengca do mutante, foi um indicativo de que a
proteina mutante era capaz de complementar a auséncia da proteina enddgena.
Este ensaio foi realizado de forma comparativa com a complementacdo com um

plasmideo contendo o gene selvagem, utilizado como controle positivo do
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experimento. Inicialmente fizemos o SKO seguidos pela selegéo clonal e em seguida
fizemos as complentagées com o mutante ou proteina selvagem, por fim, os DKOs

para multiplos clones distintos.

Figura 17 - Representacao da localizagcdo das mutagdes realizadas para a PABP1 de L.
infantum.

N-terminus C-terminus
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: Podemos observar a localizagdo das mutagdes empregadas para construcdo dos mutantes,
bem como a regido exclusiva com os motivos de fosforilagdo (TP-SP) na regido linker da PABP1. Seis
(circulados) dos sete aminoacidos preditos como alvos de eventos de fosforilagao foram substituidos
por alaninas. Apenas seis aminoacidos foram substituidos por limitagdo da metodologia empregada.
Legendas: RRM = motivo de reconhecimento de RNA; MLLE = dominio da regido C-terminal; LMW =
leucina-metionina-triptofano; YGF = tirosina-glicina-fenilalanina; TGM = treonina-glicina-metionina; SP
= serinas; TP = Treoninas.

Em seguida, confirmamos a capacidade do mutante DKO + TP-SP/AAAAAA
(mutante de desfosforilagdo) da PABP1, em substituir a fungdo do gene enddgeno
através de Western-blot utilizando anticorpo policlonal especifico para a PABP1. Os
clones carregando o mutante em questao deixaram de expressar a forma fosforilada
da PABP1, demonstrado pela auséncia da banda mais alta referente a forma

fosforilada da proteina (Figura 18).
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Figura 18 - Western-blot de clones contendo o mutante DKO + TP-SP/AAAAAA
(mutante de desfosforilagdo) da PABP1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Foi empregado anticorpo policlonal anti-PABP1 (1:1000) que reconheceu a
forma nao fosforilada da PABP1 na posigédo esperada de 62,7 kDa (seta azul),
bem como sua forma fosforilada de maior peso molecular (seta preta).
Podemos observar a forma nao fosforilada em todos os extratos. Entretanto, a
forma fosforilada esta ausente em ambos os clones contendo o mutante DKO + TP-
SP/AAAAAA, enquanto que podemos observar sua presenca nos extratos de
células selvagens de L. infantum e no DKO superexpressando a PABP1 selvagem.
A numeragao a esquerda indica a posi¢do e tamanho (em kDa) do marcador de
peso molecular empregado.

Legendas: WT = Wild Type/ L. infantum selvagem; SKO = Single Knockout, DKO =
Double Knockout.

7.3 Avaliacao do papel de motivos selecionados da PABP1 na manutengao da

sua fungao bioldgica

7.3.1 Descricao dos motivos mutagenizados

Existem poucos estudos avaliando quais as regides presentes nos parceiros
das PABPs de tripanossomatideos que participam da interacdo entre as PABPs e
eles, sendo ainda mais escassos na literatura trabalhos avaliando quais as regides
das PABPs envolvidas com tais interagdes. Como proximo passo de nosso estudo,
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foram avaliados mutantes da PABP1 para as duas regides principais que compdem
as PABPs: regido N-terminal onde se encontram os RRMs 1 a 4 e a regido C-
terminal MLLE (PABC). Trabalhos prévios ja haviam identificado motivos
potencialmente relevantes para a fungdo da PABP1, construidos por mutagénese
sitio dirigida. Trés tipos diferentes de mutantes foram gerados, semprrre com a
substituicdo dos residuos selecionados por alaninas e direcionados a motivos
identificados como possivelmente relevantes para a fungcdo da PABP1, porém néao
envolvidos com sua fosforilagcdo. O primeiro motivo, leucina-metionina-triptofano
(LMW) se localiza em um segmento entre os RRMs 1 e 2 da PABP1, segmento este
que em outros organismos se mostrou mediar a ligagéo entre a PABP e homdlogos
de elF4G e elF4B (KUHN; WAHLE, 2004). O segundo motivo, a tirosina-glicina-
fenilalanina (YGF), é parte do motivo RNP2 de RRM2 e inclui residuos que foram
implicados na ligagdo e reconhecimento de poli-A (CHENG; GALLIE, 2007). Um
terceiro motivo, escolhido por se localizar no centro conservado do dominio MLLE,
consiste em treonina-glicina-metionina (TGM). Estes trés motivos também estao

indicados na representacdo da PABP1 na figura 17.

7.3.2 Avaliagdao da capacidade de mutantes da PABP1 de complementar a

auséncia do gene endégeno

Para se avaliar os diferentes mutantes de PABP1, foram realizados novos
ensaios de complementagdo, novamente utilizando como controle positivo o
plasmideo com o gene selvagem. Foram utilizados os mesmos clones SKOs ja
descritos, seguidos pela complentacdo com os diferentes mutantes e controles.
Apos a realizacdo de todas as etapas de transfecgdes, todos os tipos celulares
contendo os mutantes se mostraram viaveis, embora diferencas na velocidade de
crescimento foram observadas. Estas diferengas serdo adequadamente investigadas
a partir de curvas de crescimento em experimentos futuros. A avaliacdo da eficacia
das transfeccdes foi realizada através de PCRs de confirmagao para demonstrar a
presenca ou nao da copia endogena da PABP1, da integragdo da higromicina e da
puromicina (Figura 19). Estas PCRs foram realizadas com DNA total extraido das
culturas de células transfectadas e fazem uso de um primer que se anela no gene da
PABP1, mas em regido externa aquela incluida no fragmento amplificado da regiao

intergénica (5’ IR), juntamente com primers que se anelam na regido codificadora do
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préprio gene da PABP1 e dos genes de resisténcia a higromicina ou puromicina.
Desta forma, fragmentos distintos sdo amplificados em sitios correspondentes ao
gene endogeno da PABP1 e aos respectivos genes de resisténcia a antibidticos,

quando presentes.

Figura 19 - Representacao das PCRs de confirmacao realizadas para PABP1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: observa-se o local de anelamento dos primers desenhados para confirmacgéo da presenca
do gene enddgeno, da integracdo da marca de resisténcia da higromicina e puromicina, bem como
os tamanhos de fragmentos esperados para mutantes da PABP1.

Com a analise em gel dos produtos de PCR amplificados para confirmar os
eventos de integracdo, pode-se observar que as transfeccbes realizadas foram
eficientes e que os cassetes se inseriram no genoma das células da maneira
prevista. Demonstrou-se assim amplificacbes de fragmentos nos tamanhos previstos
para confirmacdo da presenca do gene endégeno da PABP1 (1850 bp) e da
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integragdo das marcas de resisténcia a higromicina (1250 bp) e a puromicina (1471
bp) (Figuras 20 e 21). Podemos confirmar ainda através dos resultados obtidos que
houve duplicagdo do gene enddgeno para os mutantes DKO + LMW/AAA e DKO +
YFG/AAA, uma vez que mesmo apos a insercdo do gene de resisténcia a
puromicina, o gene endodgeno se manteve presente e foi detectado pela reagédo de
PCR (Figura 21).

Figura 20 - Eletroforese das PCRs de confirmagao para L. infantum selvagem e SKOs com e
sem as complementag¢ées com as contru¢gées mutantes da PABP1.

SKO + SKO + TP-SP/ SKO + SKO + SKO +
wWT SKO PABP1HA AAAAAA TGM/AAA LMW/AAA YGF/AAA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de eletroforese.
Podemos observar a presenga do gene enddégeno em todos os tipos celulares e a presenga da marca
de resisténcia a higromicina em todos os SKOs realizados.

Legendas: M = Marcador de peso molecular 7 Kb DNA Ladder (Promega); WT = Wild Type/ L.
infantum selvagem; SKO = Single Knockout sem complementacgao; E = Gene enddgeno; H = Gene
com marca de resisténcia a higromicina; P = Gene com marca de resisténcia a puromicina.
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Figura 21 - Eletroforese das PCRs de confirmagao para os DKOs da PABP1.

DKO + DKO+ TP-SP/ DKO+ DKO + DKO +
PABP1HA AAAAAA TGM/AAA LMW/AAA YGF/AAA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de
eletroforese. Podemos observar a presenga da marca de resisténcia a higromicina e
puromicina em todos os DKOs realizados, bem como a presenga do gene enddgeno nos
mutantes LMW/AAA e YGF/AAA indicando a ocorréncia de duplicagéo génica.
Legendas: M = Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega); E = Gene
endogeno; H = Gene com marca de resisténcia a higromicina; P = Gene com marca de
resisténcia a puromicina.

Fizemos também a confirmacao e analise dos mutantes da PABP1 através de
Southern-blot utilizando o mesmo DNA total extraido das culturas de células
transfectadas. Para a PABP1 realizamos a digestdo com a enzima de restricao Clal
que libera um perfil de de bandas de aproximadamente 4000 bp para confirmagao
do gene enddgeno, 3350 bp para a marca de resisténcia a higromicina e 3000 bp
para a puromicina, quando se usa como sonda um fragmento génico equivalente ao
segmento da 5’ IR da PABP1 originalmente utilizada na construgao dos cassetes de

delecao génica (Figura 22).
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Figura 22 - Representacdo do local de atuacdo da enzima de restrigdo Clal para mutantes da
PABP1.
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.
Nota: As sondas empregadas foram realizadas usando como molde aproximadamente 500 bp da IR
5’ precedendo imediatamente a ORF do gene PABP1 ou das marcas de resisténcia empregadas.

A andlise dos resultados para essa técnica sugeriu, novamente, que ha
indicios de duplicacédo do gene enddgeno para os mutantes DKO + LMW/AAA e
DKO + YGF/AAA, pela presenca de marcagdes extras que demonstram a presenca
de trechos dos fragmentos investigados em outras regides do genoma, além das

que eram esperadas pelo perfil de digestdo pela Clal (Figura 23).
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Figura 23 - Southern-blot empregado para analise das
transfecgoes com mutantes da PABP1.
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.
Nota: Podemos observar que as células selvagens (WT) apresentam
apenas os genes endogenos marcados* com + 4000 bp (setas pretas),
que o SKO apresenta a marcagao do gene enddgeno e da higromicina
com * 3350 bp (seta cinza), enquanto que todos os DKOs com as
construgbes mutantes apresentam as marcagdes dos genes de
resisténcia a higromicina e a puromicina com = 3000 bp (seta azul).
Podemos observar a presenca de marcagdes extras (setas verdes)
para os mutantes DKO + LMW/AAA e DKO + YGF/AAA, que nos
sugerem a ocorréncia de duplicagao génica.

*A marcacgao esta menos evidente que as demais, mas esta presente.
Legenda: WT = Wild Typel/ L. infantum selvagem; SKO = Single
Knockout; DKO = Double Knockout.

Levando-se em conta os mutantes LMW/AAA (localizado no RRM1) e
YGF/AAA (RRM2) da PABP1 pudemos observar que as células submetidas ao DKO,
que foram complementadas com as construgcbes mutantes, foram viaveis.
Entretanto, através dos resultados obtidos pelas PCRs de confirmacao e Southern-
blot demonstramos que ocorreu duplicacdo do gene endogeno da PABP1. Esse
resultado nos sugere que os motivos LMW e YGF sao essenciais para a fungao
desempenhada pela PABP1, uma vez que a viabilidade celular s6 foi possivel
através da permanéncia do gene enddgeno em regides nao convencionais no

genoma.
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7.4 Avaliagcao do impacto de mutagcoes sobre motivos selecionados da PABP2

na sua capacidade de complementar a dele¢ao da proteina endégena

7.4.1 Selegao das regides mutagenizadas da PABP2

Visando identificar também na PABPZ2 motivos criticos para sua fungao,
partiu-se para ensaios de complementagcdo, como realizado para a PABP1. Para
isso, inicialmente foi realizada a escolha de residuos a serem mutagenizados na
PABP2. Essa escolha se procedeu pelo conhecimento prévio de algumas regides
tidas como relevantes e também pela comparacdo das sequéncias das PABPs de
tripanossomatideos entre si e com outros organismos (Figura 24).

Figura 24 - Alinhamento ClustalW comparando as sequéncias de tripanosomatideos com
homoélogos de PABPs de humanos, leveduras e plantas.
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: Podemos observar que existem residuos conservados e exclusivos para cada um dos
homdlogos, bem como sequéncias presentes em ambos os homodlogos que estdo presentes em
regides consideradas criticas para intermediacdo de interagbes com parceiros (ndo presente no
trecho do alinhamento demonstrado). Em destaque estédo alguns dos sitios que foram mutagenizados
onde podemos observar diferentes aminoacidos em regides correspondentes para PABP1 (YGF em
verde), PABP2 (YAR em vermelho) e PABP3 (YGF em azul) e regides unicas como o RYQ na PABP2
(em vermelho).

Legendas: RRM = motivo de reconhecimento de RNA; YGF = tirosina-glicina-fenilalanina; YAR =
tirosina-alanina-arginina; RYQ = arginina-tirosina-glutamina; Hs = Homo sapiens; Sc =
Saccharomyces cerevisiae; At = Arabidopsis thaliana; Lm = Leishmania major; Li = Leishmania
infantum; Lmx = Leishmania mexicana; Lb = Leishmania braziliensis; Tb = Trypanosoma brucei; Tc =
Trypanosoma cruzi.

A selegcdo dos residuos a serem mutagenizados na PABP2 foi baseada
naqueles sabidamente envolvidos com propriedades importantes da proteina e/ou

selecionados com base em caracteristicas previstas como relevantes, seja por
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mediarem interacdo proteina/proteina, proteina/RNA ou serem possiveis sitios de
localizagdo nuclear. Alguns dos residuos foram escolhidos por estarem presentes
em regides divergentes nos homdlogos de PABPs de tripanossomatideos e
identificados apods o alinhamento e comparagao das suas sequéncias. Ao mesmo
tempo levaram-se em conta também os residuos mutagenizados na PABP1 e que
tiveram maior resultado no experimento de complementacdo. Ao todo foram
construidos sete mutantes para a PABP2, nas suas duas regides principais, N-
terminal e C-terminal: isoleucina-alanina-lisina (IAK), tirosina-alanina-arginina (YAR),
arginina-tirosina-glutamina (RYQ), fenilalanina-arginina-serina (FRS), histidina-
serina-lisina (HSK), arginina-glutamina-asparagina (RQN) e treonina-glicina-
metionina (TGM). Destes, um motivo escolhido por se localizar no centro conservado
do dominio MLLE, consiste no TGM, e é o unico encontrado na PABP1. Todas as
regides mutagenizadas continham trés pares de bases, onde os aminoacidos
originais foram substituidos por trés alaninas (AAA) (Figura 25). A partir desses
dados, fizemos o desenho dos primers necessarios para a obtencdo das mutacdes

nas regides selecionadas.

Figura 25 - Representacao da localizagdo das mutagdes realizadas para a PABP2 de L.
infantum.
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: Podemos observar a localizagdo de alguns dos mutantes identificados em regides exclusivas
da PABP2, como os mutantes RYQ, FRS, HSK e RQN.

Legendas: RRM = motivo de reconhecimento de RNA; MLLE = dominio da regido C-terminal; IAK =
isoleucina-alanina-lisina; YAR = tirosina-alanina-arginina; RYQ = arginina-tirosina-glutamina; FRS =
fenilalanina-arginina-serina; HSK = histidina-serina-lisina; RQN = arginina-glutamina-asparagina; TGM
= treonina-glicina-metionina.
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7.4.2 Geragao dos mutantes no gene codificante da PABP2

As diferentes mutagéneses do gene da PABP2 foram realizadas por meio de

PCRs fazendo uso de primers desenhados especificamente para este fim.

Inicialmente foram realizadas

anteriormente) utilizando primers que, ao final da amplificagdo, produziram

PCR convencionais

(protocolo

fragmentos de tamanho variado (de acordo com os mutantes) que apresentaram a

mutacédo de interesse. Esses fragmentos sdo denominados de megaprimers. Os

megaprimers foram entdo purificados e utilizados como primers forward ou reverse

em novas etapas de PCR que produziram os mutantes finais (Figura 26).

Figura 26 - Representac¢ao do processo de mutagénese empregado.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: Inicialmente é realizada a amplificacdo do megaprimer que € purificado e
empregado como primer na reagdo seguinte, onde finalmente é obtida a ORF
completa do gene com a mutagao inserida.

Fizemos as PCRs de amplificagcdo dos megaprimers para os mutantes da
PABP2, que produziram fragmentos nos tamanhos esperados, como demonstrado
na figura 27, onde obtivemos os megaprimers para os mutantes FRS (813 bp), HSK
(882 bp), YAR (441 bp), IAK (270 bp) e RYQ (531 bp).

ja descrito
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Figura 27 - PCRs para amplificagcoes de megaprimers de mutantes da
PABP2.

M FRS HSK YAR IAK  RYQ

813 882 441 270 531
bp bp . bp bp o] ]

3000
2000
1650

1000

650
500

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica
de eletroforese. Podemos obervar a amplificacdo dos fragmentos nos
tamanhos esperados.

Legendas: M = Marcador de peso molecular 7 Kb DNA Ladder (Promega);
FRS = fenilalanina-arginina-serina; HSK = histidina-serina-lisina; YAR =
tirosina-alanina-arginina; IAK = isoleucina-alanina-lisina; RYQ = arginina-
tirosina-glutamina.

Os cassetes dos mutantes da PABP2, obtidos através da segunda etapa de
PCR empregando os megaprimers, apresentaram o tamanho esperado de 1767 bp
(Figura 28).
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Figura 28 - PCRs para amplificagao final dos cassetes contendo os genes mutantes
da PABP2.

M FRS HSK YAR 1AK

3000
2000
1650

1000

650
500

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de
eletroforese. Podemos obervar a amplificagdo dos fragmentos no tamanho esperado de
1767 bp (seta azul).

Legendas: M = Marcador de peso molecular 7 Kb DNA Ladder (Promega); FRS =
fenilalanina-arginina-serina; HSK = histidina-serina-lisina; YAR = isoleucina-alanina-lisina;
IAK = isoleucina-alanina-lisina.

Os cassetes mutantes da PABP2 foram entdo clonados em plasmideo
PGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) e sequenciados. Apos confirmagao das
sequéncias, esses plasmideos foram digeridos com enzimas BamHI| e Hindlll para
liberagao dos mutantes que foram subclonados no plasmideo pSP-BT1-YneoalR. Os
mutantes subclonados foram entdo digeridos com as enzimas BamHI| e Hindlll e
aqueles que liberaram fragmentos no tamanho esperado de 1767 bp foram enviados
para sequenciamento (Figura 29). Confirmadas as sequéncias, estes cassetes foram

preparados para a realizagao das transfecgoes.
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Figura 29 - Digestdao dos mutantes contruidos para a PABP2 subclonados em pSP-BT1-
YneoalR.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de eletroforese.
Todos os mutantes contruidos foram digeridos e liberaram os fragmentos nos tamanhos
esperados de 1767 bp (azul claro). Também foram analisados os plasmideos fechado, aberto e
aberto contendo um inserto qualquer como controles. A banda mais alta corresponde ao
plasmideo pSP-BT1-YneoalR isoladamente com aproximadamente 5951 bp (seta azul escuro).
Legendas: M = Marcador de peso molecular 7 Kb DNA Ladder (Promega); FRS = fenilalanina-
arginina-serina; HSK = histidina-serina-lisina; YAR = tirosina-alanina-arginina; IAK = isoleucina-
alanina-lisina; RYQ = arginina-tirosina-glutamina; RQN = arginina-glutamina-asparagina; TGM =
treonina-glicina-metionina.

7.4.3 Ensaios de complementacgao e avaliagao dos mutantes da PABP2 quanto

a funcionalidade da proteina

Como descrito para a PABP1, para os ensaios de complementagao, fizemos
primeiro os SKOs da PABP2 seguidos pela selecao clonal. Apds esta etapa fizemos
as complementagbes com os mutantes e, por fim, os DKOs, sendo cada
complementacao realizada para dois clones distintos de SKO da PABP2. Apds a
realizacado de todas as etapas de transfeccdes, todos os tipos celulares contendo os
mutantes se mostraram viaveis, exceto o DKO + TGM/AAA. Nesse caso, nao
conseguimos obter células viaveis pela realizagdo do DKO, mesmo apds inumeras

tentativas com clones distintos. No caso dos demais mutantes, diferencas na
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velocidade de crescimento foram ainda observadas e serdo adequadamente
investigadas a partir de curvas de crescimento em experimentos futuros.

Para os seis mutantes onde se obteve crescimento da L. infantum apds o
segundo nocaute, fizemos a confirmagao e analise da delegcdo dos genes da PABP2
através de Southern-blot, novamente como descrito para a PABP1. Nesse caso,
realizamos digestdes com as enzimas de restricdo Pwvull ou Sacl que liberam,
respectivamente, perfis de bandas de aproximadamente 3266 e 4342 bp para
confirmagdo do gene endodgeno, 2534 e 3610 bp para a marca de resisténcia a
higromicina e 2108 e 3184 bp para a puromicina (Figura 30). A sonda utilizada
nestes experimentos foi novamente a regido 5 IR utilizada na construgdo dos

cassetes de nocaute.

Figura 30 - Representagao do local de atuagao das enzimas de restricdo Sacl e Pvull
para mutantes da PABP2.

Sacl Pvull Pvull Sacl
Sonda
| — |
| | PABP2 | |
Sacl Pvull Pvull Sacl
SEEEE—— ‘
| | HIGRO | |
Sacl Pvull Pvull Sacl
_

| |  puro | |

Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: As sondas empregadas foram realizadas usando como molde aproximadamente 500
bp da IR 5 precedendo imediatamente a ORF do gene PABP2 ou das marcas de
resisténcia empregadas.

Apos a revelacdo do filme autoradiografico pudemos observar um perfil
complexo e pouco claro para o experimento com a digestdo com a enzima Pwull
(Figura 31), mas a digestdo com a enzima Sacl (Figura 32) foi de mais facil
compreensao. A conclusao desses experimentos € que ha indicios da presencga do
gene endoégeno com o mutante RQN/AAA mesmo apds o duplo nocaute. Neste, a
presenca de marcacao adicional para o gene enddgeno, além daquelas esperadas
para higromicina e puromicina, pelo perfil de digestdo pelas enzimas Pvull e,
principalmente, a Sacl, sugerem a ocorréncia de eventos de duplicagdo génica. Em

relacdo aos demais mutantes avaliados para a PABP2, os mutantes IAK/AAA
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(RRM1) e YAR/AAA (RRM2) da PABP2 permitiram o nocaute duplo e geraram
culturas viaveis sem a indicacdo de ocorréncia de duplicagdo do gene enddgeno.
Isso nos indica que as mesmas regides tidas como criticas para a fungédo da PABP1
nao apresentam a mesma importancia para a PABP2. Da mesma forma, os
experimentos de complementagdo com os mutantes RYQ/AAA (localizado na parte
final do RRM2); FRS/AAA (localizado na parte final do RRM3) e HSK/AAA (dominio
presentre entres os RRMs 3 e 4), todos geraram culturas viaveis sem a presencga do
gene enddgeno. Novamente estes resultados indicam que os motivos RYQ, FRS e

HSK ndo sao criticos para a fungao da PABP2.

Figura 31 - Southern-blot empregado para analise das transfec¢gées com mutantes da PABP2
apos digestdao com Pvull.

PABP2 £ 3266 pb
3000 g HIGRO # 2534 pb
5505 PURO #2108 pb
1650

1000
850

Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: Podemos observar que células selvagens (WT) apresentam apenas os genes endogenos
marcados com + 3266 bp (seta preta), que o SKO apresentam a marcagéo do gene enddégeno e da
higromicina com + 2534 bp (seta cinza), enquanto que todos os DKOs com as construgées mutantes
apresentam as marcagbes dos genes de resisténcia a higromicina e a puromicina com = 2108 bp
(seta azul). Podemos observar a presenca de marcagao extra (seta verde) para o mutante DKO +
RQN/AAA, que nos sugere a ocorréncia de duplicagédo génica.

Legenda: WT = Wild Type/ L. infantum selvagem; SKO = Single Knockout; DKO = Double Knockout.
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Figura 32 - Southern-blot empregado para analise das transfecgcoes com mutantes da PABP2
apos digestdo com Sacl.

PABP2 +4342 pb
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Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: Podemos observar que células selvagens (WT) apresentam apenas os genes enddgenos
marcados com * 4342 bp (seta preta), que o SKO apresentam a marcacao do gene enddgeno e da
higromicina com + 3610 bp (seta cinza), enquanto que todos os DKOs com construgdes mutantes
apresentam as marcagdes das marcas de resisténcia a higromicina e a puromicina com * 3184 bp
(seta azul). Podemos também observar a presenca de marcacgao extra (seta verde) para o mutante
DKO + RQN/AAA, que nos sugere a ocorréncia de duplicagdo génica.

Legenda: WT = Wild Typel L. infantum selvagem; SKO = Single Knockout; DKO = Double Knockout.

7.5 Avaliagcdo de mutagcoes sobre motivos selecionados da PABP3 na sua

expressao em L. infantum

7.5.1 Selegao das regioes mutagenizadas da PABP3

Em seguida foi realizada a escolha de residuos a serem mutagenizados na
PABP3, visando novamente identificar motivos criticos para sua funcdo a despeito
de ndo ser possivel realizar o ensaio de complementagdo com esta proteina, por
nao ser essencial para a viabilidade do parasita. Ao todo foram construidos trés
mutantes para a PABP3, direcionados a motivos equivalentes aqueles testados para
a PABP1 (VMF/AAA, YGF/AAA e TGM/AAA). A escolha dos motivos equivalentes
aos da PABP1 se deu por conta da mutagdo em um destes motivos na PABP1 (o

motivo YGF) induzir um efeito dominante negativo no crescimento do parasita e que

90



MERLO, K. C. Contribuicoes ao estudo do modo de acdo de homologos da protein... 91

foi eliminado na presenga de mutacdo em um segundo motivo (TGM), indicando
sinergismo de funcdo entre eles (de Melo Neto et al., comunicagado pessoal). As

posi¢cdes dos motivos selecionados estéo ilustradas na figura 33.

Figura 33 - Representacao da localizagcdo das mutagdes realizadas para a PABP3 de L.
infantum.

N-terminus C-terminus
S .
—_— —— =
RRMs Linker MLLE
e . .
’-— T e . ]
VIMF YGF TGM

\[ |/ | [
papp3 L | 2 sy 4 ] E N

Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do grupo.

Nota: Podemos observar que nas regides equivalentes dos RRMs 1 e 2 a PABP3 apresenta residuos
distintos em relagéo as PABPs 1 e 2, enquanto que ocorre a conservagdao do dominio TGM nos trés
homologos.

Legendas: RRM = motivo de reconhecimento de RNA; MLLE = dominio da regido C-terminal; VMF =
valina-metionina-fenilalanina ; YGF = tirosina-glicina-fenilalanina; TGM = treonina-glicina-metionina.

7.5.2 Geragao dos mutantes no gene codificante da PABP3

A abordagem para a geracdo dos mutantes da PABP3 foi equivalente a
descrita para a PABP2. Desta forma, PCRs para amplificagcdo dos megaprimers para
mutagénese do gene da PABP3 produziram fragmentos nos tamanhos esperados,
como demonstrado na figura 34, onde obtivemos os megaprimers para os mutantes
TGM (141 bp), YGF (453 bp) e VMF (282 bp).
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Figura 34 - PCRs de amplificagdo dos megaprimers de mutantes da PABP3.

M TGM YGF VMF

2000

1000
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de eletroforese.
Podemos obervar a amplificagao dos fragmentos nos tamanhos esperados.

Legendas: M = Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega); TGM = treonina-glicina-
metionina; YGF = tirosina-glicina-fenilalanina; VMF = valina-metionina-fenilalanina.

Os cassetes dos mutantes de PABP3, obtidos através da segunda etapa de
PCR empregando os megaprimers, apresentaram o tamanho esperado de 1644 bp
(Figura 35).

Figura 35 - PCRs para amplificagao final dos cassetes contendo os genes mutantes da PABP3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de eletroforese.
Podemos obervar a amplificagao dos fragmentos no tamanho esperado de 1644 bp (seta azul).
Legendas: M = Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega); TGM = treonina-glicina-
metionina; YGF = tirosina-glicina-fenilalanina; VMF = valina-metionina-fenilalanina.

Os cassetes mutantes da PABP3 foram em seguida clonados em plasmideo

PGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) e sequenciados. Apds confirmagao das
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sequéncias, esses plasmideos foram digeridos com enzimas BamHI| e Hindlll para
liberagdo dos mutantes que foram subclonados no plasmideo pSP-BT1-YneoalR. Os
mutantes subclonados foram entdo digeridos com as enzimas BamHI| e Hindlll e
aqueles que liberaram bandas no tamanho esperado de 1644 bp foram enviados
para sequenciamento (Figura 36). Confirmadas as sequéncias, o0s cassetes
produzidos foram preparados para a realizagao das transfeccdes.

Figura 36 - Digestdao dos mutantes contruidos para a PABP3 subclonados em
pSP-BT1-YneoalR.

kP Al

1000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de
eletroforese. Todos os mutantes contruidos foram digeridos e liberaram os fragmentos
nos tamanhos esperados de 1644 bp (azul claro). Também foram analisados os
plasmideos fechado, aberto e aberto contendo um inserto qualquer como controles. A
banda mais alta corresponde ao plasmideo pSP-BT1-YneoalR isoladamente com
aproximadamente 5951 bp (seta azul escuro).

Legendas: M = Marcador de peso molecular 7 Kb DNA Ladder (Promega); TGM =
treonina-glicina-metionina; VMF = valina-metionina-fenilalanina; YGF = tirosina-
glicina-fenilalanina.
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7.5.3 Transfecgao e expressao dos mutantes da PABP3 em L. infantum

Para a PABP3, diferentemente do que foi realizado para as PABPs 1 e 2,
apenas realizamos os SKOs, seguidos pela selecao clonal, e entdo foram realizadas
as transfecgdes dos SKOs com os mutantes e a proteina controle ndo mutada, para
dois clones cada. Por se tratar de uma proteina ndo essencial, ndo se realizou a
transfeccdo posterior para obtencdo de DKOs. Todos os tipos celulares se
mostraram viaveis sob condi¢ées de superexpressdo dos mutantes empregados e
as linhagens geradas devem ser usadas em experimentos futuros para se monitorar
eventuais alteragdes de crescimento celular, como observadas para alguns dos
mutantes da PABP1.

7.6 Avaliacao da expressiao de gene repoérter regulado por sequéncias

regulatérias de histonas e potencialmente associado as PABPs 2 e 3

7.6.1 Construgao de gene reporter da GFP flanqueado por regides intergénicas

de genes de histonas

Tendo em vista a indicagao prévia de associacao preferencial das PABPs 2 e
3 com mRNAs codificantes de histonas em Leishmania, a ultima etapa desse
trabalho se propbs a avaliar a especificidade dessa interagcdo. Nesse sentido
buscou-se construir um gene quimérico consistindo de regides nao traduzidas de
mRNAs de histonas flanqueando a regido codificante de um gene reporter com o
intuito de se avaliar sua interagcdo com os diferentes homoélogos de PABP de L.
infantum. Para essa finalidade selecionamos dois genes de histonas de L. infantum
identificados como associados as PABPs 2 e 3 através de experimentos prévios de
imunoprecipitacao: LinJ.19.0040 (histona H2B) e LinJ.19.0030 (histona H2B), que
serdao chamados aqui de H2B1 e H2B2, respectivamente. Para o gene HZ2B1,
fizemos a montagem das IRs 5' e 3' de forma a flanquearem o gene repérter
codificando para a proteina fluorescente verde ou GFP (Green Fluorescent Protein).
Para tal, desenhamos primers especificos para amplificar integralmente as IRs 5' e 3'
do gene H2B1 e primers para amplificar a regido codificante do gene GFP. Foi
empregada metodologia semelhante a descrita anteriormente para obtencdo dos
cassetes de delegao para nocaute das PABPs 2 e 3, por PCR de fusdo, conforme
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esquematizado na figura 11. As IRs dos genes das histonas H2B1 e H2B2 de L.
infantum foram amplificadas, juntamente com a regido codificante do gene GFP. As
amplificagdes produziram fragmentos de DNA nos tamanhos esperados: H2B1: 5' IR
- 580 bp e 3' IR - 535 bp; H2B2: 5' IR - 535 bp e 3' IR - 1050 bp; GFP: 720 bp. Em
seguida, esses fragmentos foram purificados e realizaram-se as PCRs de fusdo para
unido dos mesmos fragmentos. Apds as PCRs, as amostras foram fracionadas em
gel de agarose e, depois de constatada a presenga de bandas nas alturas
esperadas (H2B1: 1835 bp e H2B2: 2305 bp), essas foram cortadas do gel para

posterior purificacédo (Figura 37).

Figura 37 - PCR de fusao das IRs dos genes H2B1 e H2B2 com a regiao codificante do gene
GFP.

H2B1 H2B2
M 1835 bp 2305 bp

3000
2000
1650

1000

650
500

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: As amostras foram migradas em gel de agarose 1 % através da técnica de eletroforese. As
setas azuis demostram as posigdes dos cassetes obtidos para H2B1 (1835 bp) e H2B2 (2305 bp).
Legendas: M = Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega).

Os cassetes foram entdo clonados em plasmideo pGEM®-T Easy Vector
Systems (Promega). Em seguida foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRlI e
aqueles que liberaram cassetes com tamanho esperado foram enviados para
sequenciamento. Apos o sequenciamento foi observado que apenas os clones da
H2B1 estavam corretos e que a obtencdo do gene H2B2 nao foi possivel. O

fragmento da H2B1 foi entdo subclonado dentro do gene BT1 do plasmideo pSP72-
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YHYG-atubIR que pode ser usado para integracdo no locus BT1 (Figura 9), apos
transfecgdo integrativa ou entdo ser mantido na forma epissomal. Os plasmideos
resultantes foram enviados para sequenciamento para confirmagdo da integridade
das sequéncias e, em seguida, foram realizadas transfec¢des em L. infantum para

entdo ser realizada a selecéo clonal.

7.6.2 Avaliacdo da expressao da GFP do gene repérter H2B1/GFP em curva de

crescimento de L. infantum

Para avaliar a funcionalidade da construcdo gerada com o gene GFP
flanqueado por sequéncias intergénicas do gene HZ2B1, culturas de L. infantum
transfectadas com a respectiva construgao, foram produzidas e aliquotas retiradas
para se avaliar a expressao da proteina fluorescente. Foi realizada microscopia
confocal nas células transfectadas para se observar a eficiéncia das transfecgdes
através da visualizagado da fluorescéncia a partir da expressao da GFP do gene
reporter H2B1/GFP (Figura 38). Células expressando a GFP foram observadas junto
com outras sem a expressao dessa proteina, indicando que a expressdo do gene
GFP nao é constitutiva e pode estar sujeita a mecanismos de regulagdo, como é o

caso dos mRNAs de histonas.

Figura 38 - Células de L. infantum transfectadas com o gene reporter H2B1/GFP
observadas em microscopia confocal.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Podemos observar células expressando ou ndo o gene GFP (com ou sem
fluorescéncia) apds excitagéo por laser.
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7.6.3 Geracao de linhagens expressando homoélogos de PABP fusionados a HA

co-expressando ou nao o gene reporter H2B1/GFP

Com o intuido de se avaliar em ensaios futuros a associacdo dos trés
homologos de PABP com o mRNA repdrter codificando para a proteina GFP, foram
empregados dois clones de células contendo o gene reporter H2B1/GFP para a
realizagdo de co-transfeccbées com as PABPs 1, 2 e 3 selvagens fusionadas ao
epitopo HA em pSP-BT1-YneoalR. Realizamos entdo Western-blots para
confirmagao da superexpressdo das PABPs e da GFP nas células contendo ambas
as construcées. Pudemos observar que houve expressao tanto das PABPs 1, 2 e 3,
através da revelagdo das bandas correspondentes com anti-HA (Figura 39), quanto

da GFP pelo uso de anticorpo anti-GFP (Figura 40).
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Figura 39 - Western-blot de extratos de células co-
transfectadas com os plasmideos contendo o gene
reporter H2B1/GFP (pSP72-YHYG-atublR) e contendo
as PABPs 1, 2 e 3 selvagens fusionadas ao epitopo HA
(pSP-BT1-YneoalR) reveladas com anti-HA.

66 kDa

Anti-HA

Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros
do grupo.

Nota: Foi utilizado anticorpo anti-HA (1:3000) que foi
capaz de revelar a presenca do epitopo HA em todos os
extratos celulares testados. Como todas as construgdes
apresentam o HA, estas possuem um tamanho superior
aos preditos originalmente para as proteinas (PABP1 =
62,7; PABP2 = 65,4; PABP3 = 60,9). Além disso, a forma
fosforilada da PABP1 altera ndo s6 o peso molecular,
como o folding da proteina, fazendo com que esta migre
menos no gel SDS-PAGE. Foi ultilizado como controle
extrato de células selvagens. A numeragdo a esquerda
indica a posigdo e tamanho (em kDa) do marcador de
peso molecular empregado.

Legendas: WT = Wild Typel L. infantum selvagem.
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Figura 40 - Western-blot de extratos de células
co-transfectadas com os plasmideos contendo o
gene reporter H2B1/GFP (pSP72-YHYG-atublR) e
contendo as PABPs 1, 2 e 3 selvagens
fusionadas ao epitopo HA (pSP-BT1-YneoalR)
reveladas com anti-GFP.

Anti-GFP

Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com
membros do grupo.

Nota: Foi utilizado anticorpo anti-GFP (1:3000) que
foi capaz de revelar a presenca da proteina GFP em
todos os extratos celulares testados no tamanho
estimado de 26,4 kDa.

Ao mesmo tempo também foram realizadas transfecgcbes das trés PABPs
selvagens fusionadas ao epitopo HA (pSP-BT1-YneoalR) em L. infantum selvagem.
Culturas das células transfectadas foram entdo utilizadas para a producdo de
extratos citoplasmaticos e a presenga dos homologos de PABP avaliada por ensaios
de Western-blot. Fomos capazes de observar a ocorréncia de expressao das PABPs
1, 2 e 3, através da revelacado das bandas correspondentes utilizando anticorpo anti-

HA (Figura 41). Ambas as abordagens de construcbes serdao empregadas
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posteriormente para realizagdo de imunoprecipitacdes e RT-PCRs para confirmacao
da identidade de RNAs associados as PABPs e também verificar com qual

homologo de PABP a construgdo do mRNA repérter se associa.

Figura 41 - Western-blot de extratos de células
selvagens transfectadas com plasmideo pSP-BT1-
YneoalR contendo as PABPs 1, 2 e 3 selvagens
fusionadas ao epitopo HA reveladas com anti-HA.

66 kDa

Anti-HA

Fonte: Elaborado pelo autor em conjunto com membros do
grupo.

Nota: Foi utilizado anticorpo anti-HA (1:3000) que foi capaz
de revelar a presenca do epitopo HA em todos os extratos
celulares testados. Como todas as construgbes apresentam
o HA, estas possuem um tamanho superior aos preditos
originalmente para as proteinas (PABP1 = 62,7; PABP2 =
65,4; PABP3 = 60,9). Além disso, a forma fosforilada da
PABP1 altera ndo s6 o peso molecular, como o folding da
proteina, fazendo com que esta migre menos no gel SDS-
PAGE. Foi ultilizado como controle extrato de células
selvagens. A numeragdo a esquerda indica a posigéo e
tamanho (em kDa) do marcador de peso molecular
empregado.

Legendas: WT = Wild Typel L. infantum selvagem.
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8 DISCUSSAO

Tripanossomatideos causam uma grande variedade de doengas em
diferentes organismos e sdo submetidos a diferentes habitats nos hospedeiros
intermediarios e definitivos, habitando ambientes intra e extracelulares durante
essas trocas de hospedeiro. Para sobreviver a essas extremas mudangas
ambientais € assumido que a regulacdo estagio especifica de seus genes seja
fundamental (GUERRA et al., 2011).

As PABPs sdo polipeptideos multifuncionais altamente conservados
encontrados exclusivamente em eucariotos (IVANOV et al., 2016; KHANAM et al.,
2006). Tipicamente, eucariotos unicelulares apresentam uma unica cépia do gene
codificando a PABP citoplasmatica, enquanto que em eucariotos superiores é
encontrado um maior numero de genes, tais como em humanos (cinco)
(BHATTACHARJEE; BAG, 2012) Caernorhabditis elegans (trés) (MANGUS; EVANS;
JACOBSON, 2003) e em Arabidosis thaliana (oito) (BELOSTOTSKY, 2003).

A identificacao de trés PABPs em espécies de Leishmania sugere que além
de sua fungdo de ligagdo a cauda poli-A dos mRNAs, estas proteinas possuam
fungdes especializadas adicionais in vivo (MANGUS; EVANS; JACOBSON, 2003),
tais como diferentes funcdes na tradugao e/ou metabolismo de mRNAs. Além disso,
devido aos mecanismos de regulagao ndo usuais desses organismos é provavel que
as PABPs de Leishmania apresentem tanto fungdes conservadas quanto
divergentes em relagdo aos homodlogos de eucariotos superiores (BATES;
KNUEPFER; SMITH, 2000).

8.1 Avaliagao da essencialidade de homoélogos da PABP de L. infantum

Nossos experimentos demonstraram a essencialidade da PABP2 em células
promastigotas de L. infantum, visto que as células transfectadas com os DKO nao
foram viaveis. Existem alguns trabalhos que contemplam diferengas marcantes ao
nivel de funcao e atuacdo das PABPs 1 e 2 em tripanossomatideos, que reforcam a
essencialidade dos dois homdlogos, bem como experimentos semelhantes aos
realizados nesse trabalho para outros organismos. Como exemplo, foi observado em

T. brucei, através do knockdown por meio de RNAIi, que as PABPs 1 e 2 sao
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independentemente necessarias para a sobrevivéncia celular, demonstrando que
estes homologos nao apresentam fungdes redundantes (DA COSTA LIMA, 2012).

Outros trabalhos fortalecem a ideia de essencialidade e de n&o redundéancia
das PABPs 1 e 2. Foi demonstrado que ambas apresentam localizac&do diferencial
nos granulos de ribonucleoproteinas (ribonucleoproteins - RNP), onde a PABP1 se
encontra nos granulos de estresse em resposta a choque térmico, enquanto que a
PABP2 se localiza exclusivamente nos granulos de RNP relacionados aos P-bodies,
como os P-bodies citoplasmaticos induzidos por choque térmico ou inibicado do
processamento de mRNAs, e em granulos de estresse induzidos por inani¢do ou
granulos perinucleares. Esses dados sugerem que as PABPs interajam com
diferentes grupos de mRNAs com distintos destinos em situagdes de indugao de
granulos RNP ou de repressao da traducdo (KRAMER et al., 2013). Também foi
observada uma co-localizagao da PABP2 com o EIF4E1 e da PABP1 com EIF4E4 e
EIF4G3 apos indugdo de granulos de RNP em T. brucei, 0 que novamente € um
forte indicativo de que essas proteinas participem de diferentes vias que interagem
com diferentes grupos de mRNAs (KRAMER et al., 2013).

Outro ponto importante sobre as diferencas dentre as PABPs se faz pela sua
localizacio intracelular. Foi demonstrado que, em Leishmania, as PABPs 2 e 3 se
acumulam no nucleo quando a transcricao € inibida pela actinomicina D (DA COSTA
LIMA, 2012), enquanto que ha pouco acumulo da PABP1 (BATES; KNUEPFER;
SMITH, 2000). Também se observou que, quando a maturacdo do mRNA ¢é inibida
por sinefugina, a PABP2 é encontrada no nucleo, mas ndo a PABP1. Quando
somado ao tratamento com sinefugina é realizado choque térmico, a maior parte da
PABP2 é acumulada no nucleo, enquanto que a PABP1 permanece no citoplasma,
principalmente nos granulos de estresse por choque térmico (KRAMER et al., 2013).
E sugerido que a ocorréncia do acimulo de PABPs no nucleo se correlacione com o
acumulo de mRNAs no nucleo, sendo um indicativo de exportagdo nuclear de
mRNAs dependente de PABPs (BURGESS et al., 2011).

Ja em relacao a PABP3, este trabalho demonstra de maneira inédita que esse
homologo ndo é necessario para a sobrevivéncia de formas promastigotas de L.
infantum. Esse resultado corrobora dados prévios os quais sugerem que a PABP3
atue de forma redundante e/ou complementar as funcdes esperadas para a PABP2
(DA COSTA LIMA et al., 2010). A partir da constatacdo de que espécies de
Trypanosoma apresentam dois homologos da PABP e que trés sdo encontrados em
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Leishmania, Kramer et al. (2013) realizaram um levantamento filogenético das
PABPs para investigar a origem dessa diferenga. Os resultados sugerem algum
nivel de redundancia evolucionaria entre as PABPs em Kinetoplastida, uma vez que
nenhum dos ortdlogos esta conservado em todas as espécies. Sabendo-se que as
PABPs 1 e 2 sdo essenciais em espécies de Trypanosoma e Leishmania, nosso
resultado ratifica a ideia de que a PABP2 possui um papel central e que a PABP3
tenha uma funcido secundaria ou complementar em relacdo a PABP2, ndo sendo

assim essencial para as células.

8.2 Avaliagao do papel da fosforilagao na fungcao da PABP1

A fosforilagdo de ribonucleoproteinas estd envolvida no controle das
atividades de ligacdo do RNA, localizacdo celular e formagdo de complexos
ribonucleoproteicos (BROOK et al, 2012). Modificagbes pos-traducionais nas
PABPs ja foram descritas em varios organismos como em levedura, ourigo, trigo
(fosforilagdo para os trés primeiros organismos citados) e seres humanos (BROOK
et al., 2012; DRAWBRIDGE; GRAINGER; WINKLER, 1990; LE; BROWNING;
GALLIE, 2000; LE et al., 1997b), porém pouco se sabe sobre as possiveis fungoes
que tais modificagbes nas PABPs possam desempenhar.

Em plantas o estado fosforilado da PABP nao so6 influencia a ligagao
cooperativa com a cauda poli-A como também determina a interagao especifica com
aqueles fatores ja identificados como capazes de interagir com a PABP (MELO et
al., 2003; LE; BROWNING; GALLIE, 2000). Brooks et al. (2012) sugerem que as
numerosas modificagdes encontradas na PABP1 de humanos tenham o potencial de
diversificar ou alterar sua fungédo. Além disso, sugerem que algumas modificacdes
possam controlar a ocorréncia de modificacbes adicionais e que o status no padrao
de modificacbes pode ser regulado em resposta a estimulos externos e/ou a
processos biologicos distintos.

Em trabalhos anteriores foram observados os eventos associados a
fosforilagdo da PABP1 de promastigotas de L. amazonensis na presenga de
inibidores de transcri¢cdo, processamento de mRNAs, traducdo, proteases e ainda
inibidor de fosfatases. Apds a incubagdo com os inibidores de sintese e
processamento de RNA (actinomicina D e sinefugina), observou-se uma diminuicao

na fosforilacdo global da PABP1 (mais forte para a sinefugina), ocorrendo a
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completa defosforilagdo apos 24 horas. Na incubagdo com inibidores de tradugao
(cicloheximida e puromicina), ndo ocorreu mudanga no padréo de fosforilagdo logo
apés o inicio da exposicdo, porém houve defosforilacdo apds 24 horas,
provavelmente associada a morte celular. Através do uso de inibidores de proteases
e fosfatase n&do foram observadas diferencas apds a incubagao, exceto para o acido
ocadaico em que um aumento da forma fosforilada foi constatado. Esses resultados
sugerem que a formagao de novos mRNAs pode estimular a fosforilagdo da PABP1,
enquanto que a sintese proteica ndao é necessaria para que a fosforilagao inicial
desta proteina ocorra (DA COSTA LIMA, 2012).

Apesar g de ser sugestivo que a forma fosforilada da PABP1 apresente um
papel relevante em outros organismos e também em tripanossomatideos, foi
demonstrado em nosso estudo, de forma pioneira, que a completa deplecdo da
fosforilagdo foi compativel com a sobrevivéncia celular, 0 que nos sugere que, ao
menos em promastigotas de L. infantum, a forma fosforilada da PABP1 desempenha

um papel secundario ou complementar frente a sua forma nao fosforilada.

8.3 Avaliagao do impacto de mutantes de PABP1 e PABP2 na interagdao com

poli-A

A partir de mutantes construidos e testados em nosso trabalho pudemos
constatar alguns pontos divergentes e interessantes comparando-se as PABPs 1 e 2
no que concerne ao seu potencial de ligacdo a cauda poli-A. Os resultados obtidos
com os mutantes LMW/AAA (localizado no RRM1) e YGF/AAA (RRM2) da PABP1 e
seus equivalentes na PABP2 (IAK/AAA e YAR/AAA) demonstraram que estes
motivos presentes nos RRMs 1 e 2 da PABP1 s&o essenciais para sua funcgao,
enquanto que as mesmas regides nos mesmos RRMs nao parecem exercer uma
acao determinante para a funcionalidade da PABP2.

Até o momento as principais fungdes atribuidas aos RRMs 1 e 2 das PABPs
estdo relacionados com a ligacao de alta afinidade com a cauda poli-A dos mRNAs,
sendo o RRM2 o mais importante para que a ligacdo ocorra, embora 0 mesmo
sozinho tenha sua capacidade de ligagdo diminuida (CHENG; GALLIE, 2007;
IMATAKA; GRADI; SONENBERG, 1998; KESSLER; SACHS, 1998). Foi
demonstrado que as trés PABPs de Leishmania e a PABP2 de T. brucei apresentam
afinidade com a poli-A. Todavia, ortélogos da PABP2 geralmente possuem
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substituicoes em residuos de aminoacidos que sao essenciais para o0
reconhecimento da poli-A (DA COSTA LIMA, 2012; GUERRA et al., 2011). Essas
substituicbes podem impactar na forga de interacdo dessas proteinas com a poli-A
em algumas situagdes, tal como observado em L. major, onde a PABP1 apresenta
maior afinidade com a poli-A em relagdo as PABPs 2 e 3 (DA COSTA LIMA, 2012).
Além disso, a divergéncia presente no RRM2 da PABP2 é sugestiva de uma
diferenciagcao funcional em comparagdo com a PABP1, que pode implicar numa
interagdo com subgrupos distintos de RNAs e parceiros proteicos, sem perder as
atividades associadas ao dominio MLLE (DA COSTA LIMA, 2012). Falando-se
especificamente da PABP1 de L. infantum foi demonstrado que esta conserva o
dominio principal presente em outras PABPs e mantém suas propriedades de
interacdo com a poli-A (GUERRA et al., 2011).

Os resultados obtidos em nosso estudo estdo de acordo com o0 que era
esperado, uma vez que a PABP1 de L. infantum apresenta alta homologia com as
PABPs de outros eucariotos, incluindo mamiferos e outros parasitas (GUERRA et
al., 2011). Sendo assim, presume-se que a PABP1 de L. infantum atue de forma
semelhante a PABP1 de eucariotos superiores, exercendo as funcbes a ela
atribuidas que geralmente envolvem sua ligagao a cauda poli-A dos mRNAs. Da
mesma forma, enfatiza que a PABP2 deva usar de outras regidées que ndao os RRMs

1 e 2 como pontos criticos para suas interagdes centrais.

8.4 Impacto dos mutantes de PABP1 e PABP2 no entendimento da interagao

com homologos de elF4E e outros parceiros

Foram identificados dois complexos semelhantes ao elF4F padrdo em
tripanossomatideos, baseados nas interagcbes entre EIF4E4/EIF4G3 e
EIF4E3/EIF4G4 cujas caracteristicas indicam sua participagao na traducao (FREIRE
et al., 2011; MOURA et al., 2015; YOFFE et al., 2009; ZINOVIEV et al., 2011).
Através de experimentos em espécies de Leishmania e Trypanosoma, a PABP1 tem
sido associada com o complexo EIF4E4/EIF4G3 que parece fazer parte do principal
complexo elF4F envolvido no inicio da traducao nesses organismos. Além disso, foi
observada uma nova interagdo especifica entre o EIF4AE4 e a PABP1 nesses
organismos, que ainda nao foi encontrada em outros eucariotos (DA COSTA LIMA et
al., 2010; ZINOVIEV et al., 2011).
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Recentemente, foi demonstrado pelo grupo através de ensaios de pulldown
a interacdo da PABP2 com o EIF4E3 em Leishmania (dados ndo publicados), bem
como a associacdo da PABP2 com EIF4E3 e EIF4G4 através da imunoprecipitacao
destes isoladamente, seguidos de espectrometria de massas em T. brucei
(BEZERRA, 2017). Esse dados s&o sugestivos e reforcam a ideia de que as PABPs
1 e 2 participam de processos distintos na iniciacdo proteica, possuindo formas de
interagdes e parceiros diferenciados.

O mutante TGM/AAA localizado na regido MLLE foi compativel com a
viabilidade celular na auséncia da proteina enddégena, sugerindo que tal regido nao
seja essencial para a funcionalidade da PABP1. Entretanto, foi demonstrado
recentemente por nosso grupo que o local de ligagao presente na PABP1 envolvido
na interacdo com o EIF4E4 é justamente o motivo TGM. Sendo assim, a proteina
resultante do mutante TGM/AAA é incapaz de se ligar ao EIF4E4. A ligacéo direta da
PABP1 de Leishmania ao EIF4E4 ¢é desconhecida para outros eucariotos
(ZINOVIEV et al., 2011). Essa interagao parece ser mais forte que a ligagéao entre
EIF4E4 e EIF4G3 e aparentemente mais importante para a fungdo desempenhada
pelo EIF4E4 in vivo (DE MELO NETO et al., 2015). Devido a sugestiva importancia
da interacdo entre a PABP1 e o EIF4E4 é improvavel que sua abolicdo n&do tenha
um impacto significativamente negativo sobre a célula. E possivel que exista algum
mecanismo de compensacgao onde a PABP2 e/ou 3 possa desempenhar o papel da
PABP1 nesse tipo de situagdo. Outra possibilidade é que alguma outra proteina
assuma o papel do EIF4E4 ou ainda que outro complexo acabe sendo envolvido,
visto que ja foram identificados varios homologos para cada uma das proteinas de
complexos semelhantes ao elF4F que até entdo ndao possuem funcédo definida ou
conhecida.

No caso da PABP2, a falta de complementacdo com o mutante TGM/AAA é
sugestiva de que esse dominio seja fundamental para a funcdo da PABP2,
diferentemente do evidenciado para a PABP1. Além da possivel funcdo de
complementagao citada anteriormente em relacdo a PABP1, o dominio TGM da
PABP2 deve ser essencial para que interagcdes realizadas unicamente por essa
proteina ocorram. Sendo assim, estudos mais aprofundados sobre esse dominio da
PABP2 devem ser realizados para identificacdo e caracterizacdo de possiveis

parceiros.
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Outro motivo aparentemente essencial para a funcdo da PABP2 é o motivo
RQN localizado no inicio da regido linker, logo apés o RMM 4, um motivo que se
apresenta totalmente conservado nas espécies de Leishmania alinhadas e
parcialmente conservado em T. brucei e T. cruzi. A regido linker € o segmento
menos conservado nas PABPs e em mamiferos essa regido parece estar associada
ao processo de multimerizagdo onde varias PABPs se associam estando ligadas a
cauda poli-A (MELO et al., 2003; LIN et al., 2012). Em trabalho anterior do grupo foi
realizada um proteina truncada da PABP2 (GST-PABP2NT1.374) contendo os 374
aminodacidos iniciais para se avaliar a associagado entre ela e a PABP2 nativa (DA
COSTA LIMA, 2012). Foi demonstrado que a proteina truncada ainda era capaz de
se associar a proteina nativa e que a associacido entre elas era independente de
RNA. O dominio RQN ¢é representado pelos aminoacidos de posicao 371 a 373 da
proteina GST-PABP2NT1.374. Pode ser que a regido logo apés o RMM 4 e o inicio da
regiao linker da PABP2 seja essencial ndo s6 para a ligagado entre duas ou mais
moléculas de PABP2 (multimerizagao), bem como na mediagédo da interagdo com os
seus parceiros centrais.

Tao interessante quanto esses achados é o fato de que os motivos |IAK
(RRM1) e YAR (RRM2) da PABP2 foram nocauteados e viaveis sem a ocorréncia de
duplicacdo do gene enddgeno (confirmado por Southern-blot), ao contrario do
observado para seus equivalentes na PABP1 (LMW/AAA no RRM1 e YGF/AAA no
RRM2). Isso nos indica que as mesmas regides tidas como criticas para a funcao da
PABP1 ndo apresentam a mesma importancia para a PABP2 e vice-versa.

Apesar de alguns dominios aparentemente ndo serem essenciais para a
sobrevivéncia de células promastigotas de L. infantum, todos os mutantes viaveis
(com ou sem ocorréncia de duplicacdo do gene enddgeno) para as PABPs 1 e 2
tiveram impacto na velocidade de crescimento e possivelmente na morfologia celular
(dados ndo mostrados). Isso nos demonstra que tais regides apresentam alguma
relevancia, seja como pontos auxiliares de interacdo para parceiros diversos
associados a outros dominios ou por interferirem na montagem/conformacgao da
proteina. Além disso, nao podemos descartar uma fungao de maior importancia para

esses dominios em outros estagios evolutivos da L. infantum.
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8.5 Avaliagao da expressao do mRNA repoérter H2B1/GFP

A proposta da ultima etapa desse trabalho foi avaliar a interagdo das PABPs
1, 2 e 3 ao gene repoérter H2B1/GFP, construido fusionando regides intergénicas de
genes histonas com a regido codificadora da proteina fluorescente GFP. A
expressao, aparentemente, ndo constitutiva da GFP, é sugestiva de uma possivel
expressao regulada, é um indicio que o mMRNA reporter estd apresentando
comportamento semelhante aos dos mMRNAs de histonas, mas isso ainda precisa ser
comprovado. Para as etapas seguintes, todas as construgdes necessarias para a
realizagdo experimental, bem como os tipos celulares que serdo empregados foram
finalizados, testados e se mostraram adequados para a execucao dos experimentos.
Entretanto ndo houve tempo habil para a finalizagcao desses, de forma que em breve
iremos realizar as imunoprecipitacbes e entdo realizaremos RT-PCRs para
confirmagdo dos RNAs associados, bem como Western-blot direcionados para
identificacdo da proteina proveniente do gene repérter. Estes experimentos, se bem
sucedidos, podem fornecer informagdes importantes sobre elementos de sequéncia
que podem estar envolvidos na associagao preferencial de homélogos de PABP a
MRNAs especificos e podem ajudar a definir melhor como estas proteinas se

diferenciam entre si e em relagao ao que é conhecido em outros eucariotos.
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9 CONCLUSAO

a) A PABP2 apresenta um papel critico para o funcionamento e sobrevivéncia
celular, enquanto que a PABP3 deve possuir uma importancia secundaria
para a viabillidade em formas promastigotas de L. infantum.

b) A PABP1 é um homologo essencial para a viabilidade celular. No entanto, sua
forma fosforilada demonstra ndo ser crucial para a sobrevivéncia de formas
promastigotas de L. infantum.

c) Motivos presentes nos RRMs 1 e 2 demonstram ter fungao critica para a
funcionalidade da PABP1, assim como observado na PABP1 de outros
eucariotos. Ja a PABP2 apresenta motivos cruciais distintos aos da PABP1,
presentes no inicio da regido linker e na regiao MLLE, sugerindo que esta
proteina possui formas de interagcdo e funcdes diferenciadas, bem como
parceiros e alvos distintos em relagédo a PABP1.

d) Formas promastigotas superexpressando mutantes da PABP3 foram viaveis
sem nenhum prejuizo aparente na dinamica celular.

e) A presencga das IRs 5’ e 3’ do gene H2B parece ser capaz de manter um
efeito regulatério semelhante ao original sobre o gene repoérter GFP,

controlando sua expressédo de maneira dependente do ciclo celular.
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GFP Forwad

GFP Reverse
HIGROMICINA F
HIGROMICINA R
PUROMICINA F
PUROMICINA R

H2B1.5F

H2B1.5’'R

H2B1.3’'F

H2B1.3’'R

H2B2.5’F

H2B2.5’'R

H2B2.3’'F

H2B2.3’'R

H2B1 e H2B2 - 5’ interno
(Reverse)

H2B1 e H2B2 - 3’ interno
(Foward)

PABP1 5'UTR F

PABP1 5'UTR R + HIGRO
PABP1 3'UTR F + HIGRO
PABP1 5'UTR R + PURO

PABP1 3'UTR F + PURO

PABP1 3'UTR R

PABP2 5'UTR F

PABP2 5'UTR R + HIGRO
PABP2 3'UTR F + HIGRO
PABP2 5'UTR R + PURO
PABP2 3'UTR F + PURO
PABP2 3'UTR R

PABP2 - F BamHI

PABP2 - F BamHI - CC
PABP2 - R Hindlll

5’ F UTR mut PABP2

3’ RUTR mut PABP2

5’ F Interno PABP2

3’ RInterno PABP2

5 INTERNAL PABP2
SEQUENCING

3’ INTERNAL PABP2
SEQUENCING

APENDICE A - LISTA DE PRIMERS

5' ATGGTGAGCAAGGGCGAGG 3'

5 TTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 3'

5' ATGAAAAAGCCTGAACTCACCG 3'

5' CTATTCCTTTGCCCTCGGACG 3'

5' ATGACCGAGTACAAGCCCACG 3'

5' TCAGGCACCGGGCTTGCGGG 3'

5' CAAAAGCTTAGGTTTGGATAGCAGAGAAG 3'

5 AGGAGCGGGAACGAGTGGTAGGTGGTGTGAGGGGGGTGGG 3’
5 ACCTGCTCGACATGTTCATTACCGGTTTTTCGGATGCCGT 3

5' CCGGGATCCGGTGGTGTGAGGGGGGTGGG 3

5' CAAAAGCTTACCGGTTTTTCGGATGCCGT 3'

5 AGGAGCGGGAACGAGTGGTAGGTGGTGTGAGGGGGGTGGGG 3
5 ACCTGCTCGACATGTTCATTACCGGTTTTTCGGATGCCGT 3

5' CCGTCTAGATATCCGCAAACGATGGGCCG 3

5' TCCTCGCCCTTGCTCACCATGGTGGTGTGAGGGGGGTGGG 3"

5' TGGACGAGCTGTACAAGTAAACCGGTTTTTCGGATGCCGT 3'

5' CTCCCGCCCTCGTTTCCGCTT 3'

5' GTGAGTTCAGGCTTTTTCATTTGAGTGAACTGAAGAGA 3'

5' GTCCGAGGGCAAAGGAATAGGCGAGAAGCCAGCAGGCGCC 3
5' GTGGGCTTGTACTCGGTCATTTGAGTGAACTGAAGAGA 3'

5' CCCGCAAGCCCGGTGCCTGAGCGAGAAGCCAGCAGGCGCC 3!

5' TTGTCGTACCCGCCAACGCTC 3'

5' GTAGTYGTTCCYCMYCCTCCT 3'

5' GTGAGTTCAGGCTTTTTCATGGTTGGCTGYTYCWCCTTTA 3'
5' GTCCGAGGGCAAAGGAATAGGCGAGAAGCCAGCAGGCGCC 3
5' GTGGGCTTGTACTCGGTCATTTGAGTGAACTGAAGAGA 3'

5' CCCGCAAGCCCGGTGCCTGAGYSAGCGKCTMACCAAAC 3'
5' TCATCYCCTCAGAAGMACAAC 3'

5 GGATCCATGGCCTTTACTGGTCCGAAT 3’

5 GGATCCATGGCCTTTACTGGTCCGAATCC 3’

5 AAGCTTAACGCTCATGTGACGGTTCAG 3’

5 GTCACTGCAGCTCTTTTTGCAAG 3’

5 CAAGCACGGGAGTAGAGTGC 3’

5 GATGCAGTCTCTGATGCCACAG 3

5 CTTGCTGAACATCTCCTTCAGTGC 3’

5 TCTCGACGTGAGCCGCTTCC &

5 CGAAGGGCGTACGTGACGAA 3’
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5’-PABP2-MEGAPRIMER
(FRS-AAA)
5’-PABP2-MEGAPRIMER
(HSK-AAA)
5’-PABP2-MEGAPRIMER
(TGM-AAA)
5’-PABP2-MEGAPRIMER
(RQN-AAA)
5’-PABP2-MEGAPRIMER
(RQN-AAA)*
3’-PABP2-MEGAPRIMER
(FRS-AAA)
3’-PABP2-MEGAPRIMER
(HSK-AAA)
3’-PABP2-MEGAPRIMER
(YAR-AAA)
3’-PABP2-MEGAPRIMER
(IAK-AAA)
3’-PABP2-MEGAPRIMER
(RYQ-AAA)

PABP3 5'UTR F

PABP3 5'UTR R + HIGRO
PABP3 3'UTR F + HIGRO
PABP3 5'UTR R + PURO
PABP3 3'UTR F + PURO
PABP3 3'UTR R

PABP3 - F BamHI
PABP3 - R Hindlll

5’ F UTR mut PABP3

3’ RUTR mut PABP3

5’ F Interno PABP3

3’ RInterno PABP3

5 INTERNAL PABP3
SEQUENCING
3’ INTERNAL PABP3
SEQUENCING
5'-PABP3-MEGAPRIMER
(TGM-AAA)
3'-PABP3-MEGAPRIMER
(YGF-AAA)

3’-PABP3-MEGAPRIMER
(VMF-AAA)

Primer 17

Primer 25

Primer 38.1

5 CCTCTCGACGTGAGCCGCGCCGCCGCTCGCGAGGAGCGCCAGCGCG 3

5 CGTGAGCGCGCGCAGCAGGCCGCCGCGTACCCGAACCTGTACGTCA 3

5 TCTGTGGCCGCCAAGATCGCGGCTGCGCTTCTCGAGATGGACAAC 3

5 CTTCGCAAGGATGCGCGCGCCGCGGGCCTCGAGGAGCGCAGCAAGC 3

5 CTTCGCAAGGATGCGCGCGCCGCGGCCCTCGAGGAGCGCAGCAAGC 3

5 GCGCTGGCGCTCCTCGCGAGCGGCGGCGCGGCTCACGTCGAGAGGG &

5 GACGTACAGGTTCGGGTACGCGGCGGCCTGCTGCGCGCGCTCACGG 3

5 CTCGCGCTCGAAGGAGATGGCGGCGGCGCCGCGAGACTCGCCCTTC &

5 CGAGGGGTCGCGCTGGATCGCGGCGGCGCGGAGGTAGCGAGAGCCG 3

5 CTCGTCACGGTGTTGGGCCGCGGCGGCTTCCACGACGATCGCCTGG 3’
5' GAAAYAYGAARKGAATCCTAC 3'

5' GTGAGTTCAGGCTTTTTCATYGCTGCTGTGTCMGTGTG 3'

5' GTCCGAGGGCAAAGGAATAGGYGCGRGGACATGGTAGTGYC 3'
5' GTGGGCTTGTACTCGGTCATYGCTGCTGTGTCMGTGTG 3'

5' CCCGCAAGCCCGGTGCCTGAGYGCGRGGACATGGTAGTGYC 3'
5' ACACKCMGAGTGAAAYASAGG 3'

5 GGATCCATGGTGGTCCCAGTGCAAC 3’

5 AAGCTTGTTGCCAGTGTGCTGCTGAA 3’

5 CTTGAGTGTTGATGGTGGCCGTACC 3’

5 GGGACAACAACACGTGTCTTCATCTC 3’

5 GATGCCACAGTTCATGTCTGGCC 3’

5 GCTCCTTGGCATTAATAGCAGTATCC 3

5" AGCACGAGGCCGCCGTCCAG 3’

5 GCTCCTTCATGATGGCACAC 3’

5 TCCAATGCCGCGAAGATTGCGGCTGCGCTGCTTGAGATGAGCCGC 3’

5 GGCTGTCTCGAACTGCACGGCGGCGGCGCCCTTCGAGTTGCCTGCC 3

5 GAGCGGGTCGCGGATGGAGGCCGCGGCGCGGATTTGGAGCCCTGGT 3’

5 GGATCCATGGCTGCTGCTGTCCAGGAAG 3’

5 TCACCATCACACGGCAGCTC 3
5 ACGCACATAGAGGAGAACCCCG 3’
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Primer 38-GAGG 5 GAGGCCACAGCCGCGCTATTCAGTC 3
Primer 40 5 GTTGCGGGGCGCGGAGGTCT 3
44 5 CCGAACCCGCTCGTCTGGCTAAG 3
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HsPABP1
ScPABP
ALPARBPZ2
LmPABP1
LiPABP1
LmotFABFP1
LbPABP1
ThPABP1
TcPABFP1
LmPABFP2
LiPABPZ
LmxPABPZ
LhPABPZ
ThPABP2
TcPABPZ
LmPABP3
LiPABP3
Lmx PABP3
LbPABP3

HsPABP1
ScPABP
ALPABPZ
LmPABF1
LiFABP1
LmxPABFP1
LbPABF1
ThFABF1
TcPAEFP1
LmPABP2
LiPABPZ2
LmxPABP2
LbPABPZ
ThPABPZ
TcPABP2
LmPABFP3
LiPABF3
LmxFABF3
LPABP3

HsPABF1
ScPABP
AtPABP2
LmPABP1
LiPABP1
LmxPABP1
LbPABP1
ThPABP1
TcPABFP1
LmPABP2
LiPABPZ
LmxPABPZ
LhPABPZ
ThPABPZ
TcPABPZ
LmPABP3
LiPABP3
LmocFABF3
LbPABP3

el i T o e e R e e R e e e S e S el

7

o o
(S5 R VR 1)
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APENDICE B - ALINHAMENTO DAS PABPS

MADITDETAE QLENLNIODD QEDAATGSES
MANWOLOG-- OTFNGSTARY TSAPATSGGA

e e e e e ke

AGSELGS--R
AGSELGS--R
AGSELGS--R
AGTELGS--R
AGVELGT--K
AGVELGS-—-K
LTGIAPGR
YTGIAPGL
LTGITPGR

ﬁFGEDHDD
AU TNSETTD

AeDEILGE SE:r

OEEGESE'_F
OEEGHSE'_F
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HsPABF1
ScPABP
ALPABPZ2
LmPABP1
LiPABF1
LmxPABP1
LbPABP1
ThPABF1
TcPABF1
LmPABPZ
LiPABPZ
LmxPABP2
LbPABPZ
ThPABP2
TcPABP2
LmPABP3
LiPABP3
LmxPABP3
LPABP3

HsFABF1
ScPABP
ALPABPZ
LmPABF1
LiPABF1
LmxPABFP1
LBPABP1
ThPAEF1
TcPABF1
LmPABP2
LiPABFZ
LmxPABP2
LbPABP2
ThPABPZ
TcPABPZ
LmPABF3
LiPABF3
LmxPABP3
LPABF3

HsFABF1
ScPABP
ALPABPZ
LmPABF1
LiPABF1
LmxPABP1
LbPABF1
ThPABFP1
TcPABFP1
LmPABFP2
LiPABFPZ2
LmxPABP2
LbPABFP2
ThPABPZ2
TcPABPZ2
LmPABF3
LiPABF3
LmxPABP3
LPABF3

205 L : 13V ; KILN--—-—
233 z S, FVINIEI A HE DEA MR L N ety
229 EENWVME D-GEGESEEH3 GEGNSNADY BAREPWNASIFNG HEKFD---—--
221 S, HHIDGIT.
221 S, HHIDGIT.
221 S, HHIDGIT.
221 S,

217 S,

228 S

1587 SA

1587 SA

1587 SA

1587 SA

155 SA

155 S

202

202

202

202

N LEEGIDDE
SN Lime SVDDE

280 AASLY
AASLYEN-—-
AASLY®N-—-
TASLYSN-—-

PSGYFMARTP
AR-———ABAR
GPRMPVYPPG
PFVGS-—--0
PFVGG----0
PFVGG----0
PFVGG----0
PFGMPGHPLO
PFVSHGHLPQ

-PPIGFMGP-

-FPPIGFMGP-
-PPIGFMGP-

- PPVGFMGP-
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HsPABP1 434 STMRPASSOV PRVMSTORVA NTSTOTLGPR PAAARAAATE

ScPABP 443 -------—-R GVFFN----- ----GFNl§—— ------ = mmm—m————- ——=- (EGMFENGMEPF
ALPABPZ 430 \EGRRPGGIOH
LmPABP1 437 EFATPSANVG—
LiPABFP1 437 EFATPSANG-
LmxPABF1 437 (EFATPSAVG-
LbFPABF1 437 EFATPSANVG—

ThPAEFP1 437
TcPABP1 446
LmPABPZ2 42@
LiPABPZ 42@
LmxPABP2 428
LbPABPZ 42@
ThPABPZ 426
TcPABPZ 426
LmPABFP3 4le
LiPABF3 416
LmxPABF3 41¢
LPABFP3 4le

MI‘TAPSEGFS

HsPABP1 514 AAGVRNPOOH LMAQPOVTMD QPAVENVMOGOE RBL-------- ——cmmem—— e
ScPABP 433 —mmmmmmmmm mmmmmmeee ———VPFOGGF |3RN----—-—

AtPABP2 507 OMHPEGEMFR YPOGRGGSGD VPPYDMGNNM |gLTI--———-

LmPABP1 474 GD————mm—m ———m— o
LiPABP1 474 GD--mmm——— —mm o
LmxPABP1 478 GD-------- —-———————-
LbPABP1 4688 GO-----——- ——————————
TEPABP1 479 AT-----——- ——————————
TcPABP1 483 GW-—mmmmm e e
LmFABF2 497 PQ-----—-—= ——————————
LiFABP2 88 PQ-———————
LmxPABP2 497 PQ--——----—- —————————-
LbPABP2 432 PQ--——-——= —m— e
TbFABF2 431 PQ-----——- ——————————
TcPABP2 451 PQ-----——- ——————————
LmPABP3 451 NR-—————m—— ———m——mm e
LiPABP3 451 NR--——==== ———————— e
LmxPABP3 451 MR-------—- -—————————-
LbPABP3 451 NR-----——- ——————————

HHHH HHH  EHH HEHHH...HHH HHHHHHHHHH &HHHHHH
HsPABP1 575 --TLRGEWE IMRIIDNSEL POAfOAREAR QRAVNSATGY PTV
SCPABP 523 NEEAMGHMEEe CTIDLPFQ YESFK-KEQE QQTEQA---—- —-—-
AtPABP2 572 —-EShavite LREEIDO
LmPABP1 515 --ELMFMR{E CHMIRPREA
LiPABP1 515 --ELiPie LEMZZZER

B

LmxPABP1 519 --ELHPasye TFAAIEPRIA —
LPABP1 50% --ELE:ANye I‘ LEMIZSER —
ThPABF1 320 --DHER:ANyE I‘ LEMgaER _—
TcPABF1 324 --DHEFANRE L FR&LD LERA -
LmPABF2 545 --SvElAANRE CIARGECDNAGT —
LiPABPZ TR AN ARETTG MLLEMBEE -—=
LmxPABP2 549 --SVEIAMNRE CIANGELDNSIHT -—=
LbPABPZ 334 --SVEIAIANRE CIRRGELDNSET -—=
ThPABPZ 510 --SFRlRZVIRE  ZIBREEDNSEHT -—=
TcPABPZ2 505 —-AABMDEE CIAREDNGET —
LmPABP3 4959 --SHERAANEE LIARG. SEERT -
LiPABP3 495 —-SHEAA LLEMEIHHEIN _—
LmxFABP3 499 --SNEAIMNEE LIANAL SEERT _—
LbPABP3 307 --FHEAANEE CIARES SEEGT —
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ABSTRACT

The Poly-A Binding Protein (PABP) is a conserved eukaryotic polypeptide involved in many aspects of
mRNA metabolism. During translation initiation, PABP interacts with the translation initiation complex
elF4F and enhances the translation of polyadenylated mRNAs. Schematically, most PABPs can be divided

into an N-terminal RNA-binding region, a non-conserved linker segment and the C-terminal MLLE domain. KEYWORDS

In pathogenic Leishmania protozoans, three PABP homologues have been identified, with the first one
(PABP1) targeted by phosphorylation and shown to co-immunoprecipitate with an elF4F-like complex
(EIF4E4/EIF4G3) implicated in translation initiation. Here, PABP1 phospharylation was shown to be linked
to logarithmic cell growth, reminiscent of EIF4AE4 phosphorylation, and coincides with polysomal
association. Phosphorylation targets multiple serine-proline (SP) or threonine-proline (TP) residues within
the PABP1 linker region. This is an essential protein, but phosphorylation is not needed for its association
with polysomes or cell viability. Mutations which do impair PABP1 polysomal association and are required
for viability do not prevent phosphorylation, although further mutations lead to a presumed inactive
protein largely lacking phosphorylated isoforms. Co-immunoprecipitation experiments were carried out to
investigate PABP1 function further, identifying several novel protein partners and the EIF4E4/EIF4G3
complex, but no other elF4F-like complex or subunit. A novel, direct interaction between PABP1 and
EIF4E4 was also investigated and found to be mediated by the PABP1 MLLE binding to PABP Interacting
Motifs (PAM2) within the EIF4E4 N-terminus. The results shown here are consistent with phosphorylation

Leishmania; translation;
phosphorylation; protein-
protein interaction;
translation initiation factor;
polyadenylate-binding
protein

of PABP1 being part of a novel pathway controlling its function and possibly translation in Leishmania.

Introduction

The trypanosomatids constitute a group of parasitic flagellated
protozoans which include major human pathogens belonging to
the genera Leishmania and Trypanosoma. These organisms are
characterized by a complex biology and singular molecular
aspects rarely encountered in other eukaryotes. Unique features
include polycistronic transcription and regulation of gene expres-
sion based mainly on post-transcriptional mechanisms, targeting
events such as mRNA stability and translation [1-7]. A major tar-
get for regulation is possibly the initiation stage of protein synthe-
sis where a number of eukaryotic translation initiation factors are
known to act [8]. Paramount among those is the translation initi-
ation factor elF4F, a complex of three distinct subunits including
the RNA helicase e[F4A, the cap binding protein eIF4E and the
scaffolding subunit elF4G. During translation, elF4F binds to the
mRNA and facilitates the recruitment of the small ribosomal sub-
unit to its 5" end [9-12]. A key elF4F partner is the cytoplasmic
Poly-A Binding Protein (PABPC or simply PABP), a conserved
eukaryotic protein involved in multiple cellular functions

associated with the metabolism of messenger RNAs, including
mRNA polyadenylation/deadenylation, export, surveillance, deg-
radation, and translation [13-20]. At the initiation stage of pro-
tein synthesis, PABP is responsible for the enhanced translation
of polyadenylated mRNAs, facilitating their recruitment by the
translation machinery. In model eukaryotes, this is accomplished
through a direct interaction between PABP and elF4F. In mam-
mals, yeasts and plants the interaction between eIF4F and PABP
is mediated through the eIF4G subunit [10,13,14,16,20].
Schematically, PABPs are formed by a N-terminal region, a
non-conserved linker segment and the unique C-terminal MLLE
domain, originally called PABC (for reviews see [10,13,14,16,20]).
The N-terminal region consists of roughly two-thirds of the pro-
tein and contains four conserved RNA binding domains (RRMs)
positioned in tandem, each defined by the presence of two highly
conserved RNP motifs (RNP1 and RNP2) [21,22]. The PABP
RRMs 1 and 2 are responsible for the specific binding to poly-A
and also mediate the protein’s interaction with elF4G [23-26].
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