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RESUMO 
 

 
 

BEZERRA, Deyvisson Weslley Gualberto. Caracterização das interações entre 
homólogos da proteína de ligação ao poli-A (PABP) e proteínas de ligação a mRNAs 
implicadas na regulação da tradução em tripanosomatídeos. 2022. Dissertação 
(Mestrado em biociências e biotecnologia em saúde) - Instituto Aggeu Magalhães, 
Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2022. 

Nas células eucarióticas, proteínas de ligação ao poli-A (PABPs) e proteínas de 
ligação a RNA (RBPs) se associam a mRNAs e a outras proteínas para formar 
complexos de ribonucleoproteínas (mRNPs) que determinam o destino dos transcritos 
alvos na célula. Os tripanosomatídeos, protozoários parasitas de importância médica, 
possuem particularidades quanto à sua regulação gênica que ocorre majoritariamente 
de forma pós-transcricional, onde as PABPs parecem ter um papel chave. De fato, 
diferentes propriedades estão associadas aos três homólogos de PABP de 
tripanosomatídeos e que parecem estar ligadas a ações distintas junto aos mRNAs, 
destacando a migração das PABP2 e PABP3 para o núcleo quando submetidas a 
estresse transcricional, algo que não é visto para a PABP1. Essas proteínas, seu 
impacto na tradução e outros processos associados ao metabolismo dos mRNAs, 
assim como sua relação com diferentes populações de mRNAs, vêm sendo 
investigadas nestes protozoários, visando identificar diferenças e semelhanças 
funcionais entre si e com PABPs de outros organismos mais bem estudados. Este 
trabalho objetivou contribuir na caracterização da PABP2 e das suas interações com 
proteínas parceiras de Leishmania infantum, permitindo observar novos aspectos da 
sua função junto a mRNAs alvos. Para isso, foram obtidas linhagens de L. infantum 
expressando mutantes da PABP2 após deleção de uma cópia do seu gene nativo 
(SKO). Foi então avaliada a viabilidade celular da L. infantum expressando estes 
mutantes. As diferentes linhagens geradas na condição SKO foram usadas na 
obtenção de lisados citoplasmáticos para a realização de imunoprecipitação (IP). As 
IPs, em triplicatas, foram submetidas a análise de espectrometria de massas. Os 
resultados dessa análise permitiram identificar grupos de proteínas parceiras 
associados a tradução, transcrição, transporte de proteínas e fosforilação permitindo 
identificar o impacto na sua associação provocada pelas mutações introduzidas na 
PABP2 de L. infantum. Com a análise dos dados dos parceiros proteicos, foi possível 
identificar em detalhes regiões responsáveis por interações com proteínas 
pertencentes a complexos envolvidos em diferentes processos ligados ao 
metabolismo dos seus mRNAs e controle da expressão gênica. Sendo assim, os 
resultados deste trabalho contribuíram no entendimento de diferentes interações e 
suas especificidades permitindo um desenvolvimento futuro de drogas alvo 
específicas. 

 

 
Palavras-chave: domínios e motivos de interação entre proteínas; proteína de 
ligação a poli-A; regulação da expressão gênica. 



ABSTRACT 
 

 
 

BEZERRA, Deyvisson Weslley Gualberto. Characterization of interactions between 
poly-A binding protein (PABP) homologues and mRNA binding proteins implicated in 
the regulation of translation in trypanosomatids. 2022. Dissertation (Mastery in 
biosciences and biotechnology in health) - Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz, Recife, 2022. 

In eukaryotic cells, poly-A binding proteins (PABPs) and RNA binding proteins (RBPs) 
associate with mRNAs and other proteins to form complexes of ribonucleoproteins 
(mRNPs) that determine the fate of target transcripts in the cell. Trypanosomatids, 
parasitic protozoa of medical importance, have particularities regarding their gene 
regulation that occurs mostly post-transcriptionally, where PABPs seem to have a key 
role. In fact, different properties are associated with the three PABP homologues of 
trypanosomatids and that appear to be linked to distinct actions on mRNAs, 
highlighting the migration of PABP2 and PABP3 to the nucleus when subjected to 
transcriptional stress, something that is not seen for PABP1. These proteins, their 
impact on translation and other processes associated with the metabolism of mRNAs, 
as well as their relationship with different populations of mRNAs, have been 
investigated in these protozoa, in order to identify functional differences and similarities 
between them and with PABPs from other better-studied organisms. This work aimed 
to contribute to the characterization of PABP2 and its interactions with Leishmania 
infantum partner proteins, allowing the observation of new aspects of its function with 
target mRNAs. For this, strains of L. infantum expressing PABP2 mutants were 
obtained after deletion of one (SKO) copy of its native gene. The cell viability of L. 
infantum expressing these mutants was then evaluated. The different strains 
generated in the SKO condition were used to obtain cytoplasmic lysates for 
immunoprecipitation (IP). The IPs, in triplicate, were submitted to mass spectrometry 
analysis. The results of this analysis allowed us to identify groups of partner proteins 
associated with translation, transcription, protein transport and phosphorylation, 
allowing us to identify the impact on their association caused by mutations introduced 
in PABP2 of L. infantum. With the analysis of data from protein partners, it was possible 
to identify in detail regions responsible for interactions with proteins belonging to 
complexes involved in different processes linked to the metabolism of their mRNAs 
and control of gene expression. Thus, the results of this work contributed to the 
understanding of different interactions and their specificities, allowing a future 
development of specific target drugs. 

 
 

Keywords: protein interaction domains and motifs; Poly(A)-binding protein; Gene 
expression regulation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

A família Trypanosomatidae tem como gêneros de maior importância os 

Trypanosoma e Leishmania, uma vez que são responsáveis por enfermidades de 

grande impacto na saúde pública, como a doença de Chagas (causada pelo 

Trypanosoma cruzi), doença do sono (causada pelo Trypanosoma brucei) e as várias 

formas de leishmaniose (causada pelas espécies de Leishmania). Estas são doenças 

onde atualmente os tratamentos utilizados são de alta toxicidade para o paciente, 

muitas vezes ocasionando na sua paralisação ou abandono do tratamento por parte 

do paciente devido às complicações geradas pelos medicamentos disponíveis. 

Do ponto de vista de sua biologia molecular, os genes codificantes de proteínas 

dos tripanosomatídeos estão agrupados em unidades transcricionais que a partir de 

um único elemento promotor são co-transcritas em pré-mRNAs policistrônicos, 

responsáveis por gerar mRNAs monocistrônicos através dos processos de trans- 

splicing e poliadenilação. Essa forma peculiar de processamento do RNA gera 

múltiplos mRNAs que são diferencialmente regulados durante o desenvolvimento 

parasitário. A forma como essa regulação é realizada se deve ao fato de haver uma 

ausência de promotores típicos para a RNA polimerase II, sendo assim proposto que 

o controle da expressão gênica dos tripanosomatídeos ocorra majoritariamente a nível 

pós-transcricional. Esse controle envolve diferentes processos associados ao 

metabolismo dos mRNAs, como regulação do processamento, transporte, tempo de 

meia-vida e tradução em proteínas. Esses processos envolvem a ação de proteínas 

de ligação ao RNA (RBPs), que entre estas se destacam as proteínas de ligação à 

cauda poli-A (PABP). 

A PABP é a RBP mais abundante, encontrada associada às extremidades 3’ 

de poli-A presentes na grande maioria dos mRNAs eucarióticos. Talvez seu papel 

mais relevante, e com certeza o mais bem caracterizado, seja na síntese proteica, 

garantindo a estabilidade e circularização do mRNA a ser traduzido. As PABPs servem 

ainda como uma ponte de ligação entre o mRNA e outras proteínas, participando 

assim da maioria, senão de todos os processos dependentes de mRNA na tradução. 

Durante o processo de tradução, proteínas com papel chave são os fatores de 

iniciação da tradução (eIFs). As PABPs sabidamente se associam com eIFs 



17 
 

 
 

 

selecionados, como o complexo eIF4F, formado a partir da interação entre duas 

subunidades principais: eIF4E, que se liga ao cap na extremidade 5’ do mRNA e 

auxilia na sua associação com outras proteínas, atuando também no transporte do 

transcrito alvo; e eIF4G, que é capaz de circularizar o mRNA a partir da sua interação 

simultânea tanto com o eIF4E com a PABP, sendo esta propriedade crítica para a 

manutenção do mRNA, protegendo-o e controlando sua tradução. Outras funções 

menos caracterizadas das PABPs estão ligadas ao controle do transporte, 

processamento e degradação dos mRNAs. 

Três homólogos de PABP foram descritos em tripanosomatídeos, com os dois 

últimos, as PABP2 e PABP3, apresentando parceiros proteicos e mRNAs alvos 

distintos da PABP1 e similares entre si. Como exemplo, enquanto foi observada uma 

associação clara entre a PABP1 e o complexo eIF4F baseado nas subunidades 

EIF4E4/EIF4G3, o mesmo não foi visto com as PABPs 2 e 3, sugerindo interações e 

funções distintas na tradução. Por outro lado, acredita-se na interação desses 

homólogos com outros complexos do tipo eIF4F encontrados em tripanosomatídeos. 

Da mesma forma, outros grupos de RBPs parceiras parecem se ligar diferencialmente 

a estes homólogos de PABP e que devem auxiliar sua ação na tradução e em sua 

regulação. 

Estudos prévios identificaram ainda a presença da PABP2 em grânulos de 

estresse nutricional, possivelmente atuando na degradação de mRNAs, onde ao 

considerarmos populações semelhantes com a PABP3, pode-se inferir funções 

relativamente redundantes. Foi observado que as PABP2 e PABP3, embora 

naturalmente citoplasmáticas, apareciam migrando para o núcleo, quando submetidas 

à inibição transcricional, sugerindo uma ação de exportação do mRNA do núcleo para 

o citoplasma, algo que não foi visto para a PABP1. A PABP2 ainda possui uma 

especificidade diferencial no reconhecimento de mRNAs quando comparada a 

PABP1, devido a substituições de resíduos de aminoácidos críticos, ocasionando em 

associações distintas com proteínas parceiras e mRNAs. 

Desta forma, há muito para ser descoberto sobre os papeis ao qual a PABP2 

em Leishmania está associada, havendo uma necessidade de melhor definir quais 

outras proteínas de ligação ao RNA e demais parceiros proteicos estão agindo em 

conjunto com a PABP2. Nesse sentido, a melhor caracterização de interações 

específicas, através da avaliação de mutações inseridas em motivos relevantes em 
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sua sequência, permitirá uma melhor avaliação de funções relacionadas às PABPs 

dependentes da associação com proteínas com funções estabelecidas. Portanto, o 

presente estudo visa contribuir na caracterização das interações entre a PABP 2 e 

parceiros proteicos, avaliando sua contribuição na iniciação da tradução e outros 

processos em tripanosomatídeos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 TRIPANOSOMATÍDEOS 

 
 

Os tripanosomatídeos são protozoários unicelulares e uniflagelados que 

divergiram de forma precoce na escala evolutiva se comparado aos demais 

eucariotos, tornando-os parasitas obrigatórios e garantindo mecanismos de expressão 

gênica diferentes, com particularidades celulares, moleculares e bioquímicas 

(OUELLETTE; PAPADOPOULOU, 2009). São organismos pertencentes a classe 

Kinetoplastida e ordem Trypanosomatida, na qual está inclusa a família 

Trypanosomatidae, onde os mais diversos gêneros parasitam plantas, vertebrados e 

invertebrados. Apresentam como principais gêneros de importância para a saúde 

pública a Leishmania e o Trypanosoma, responsáveis por doenças como as 

Leishmanioses, a doença do sono (Trypanosoma brucei) e a doença de Chagas 

(Trypanosoma cruzi) (STUART et al., 2008; CAVALIER-SMITH, 2016). 

Os tripanosomatídeos são estruturalmente observados com a presença de um 

cinetoplasto, que comporta uma única mitocôndria carregando o DNA mitocondrial, 

além da presença de um flagelo que se organiza de acordo com a necessidade do 

parasito (CAVALCANTI; DE SOUZA, 2018; HALLIDAY et al., 2021). A posição destas 

organelas, assim como a do núcleo, permite classificar os tripanosomatídeos em 

diversas formas evolutivas a partir de sua diferenciação, tendo como principais: 

amastigota, tripomastigota, epimastigota, promastigota, coanomastigota e 

opistomastigota. As três primeiras formas podem ser observadas no gênero 

Trypanosoma e as formas amastigotas e promastigotas no gênero Leishmania 

(LOPES et al., 2010). Diferentes formas evolutivas podem ser encontradas em 

diferentes espécies parasitadas. Isso se deve ao fato da presença de vetores 

responsáveis pela disseminação do parasito, permitindo assim uma diferenciação 

através do seu ciclo de vida nos diversos ambientes no qual estes organismos se 

encontram. Rhodnius spp., Glossina morsitans e o Lutzomyia longipalpis estão entre 

os principais insetos identificados, responsáveis pela transmissão da Doença de 

Chagas, Doença do Sono e as várias formas da Leishmaniose, respectivamente 

(CAVALLI; BOLOGNESI, 2009). 



20 
 

 
 

 

2.2 GÊNERO LEISHMANIA 
 

Em cerca de 100 países afetados pela Leishmaniose, quase 400 milhões de 

pessoas possuem risco de contrair a doença, tornando a uma das doenças 

negligenciadas de maior distribuição no mundo, apresentando em torno de 700 mil a 

1 milhão de novos casos por ano (WHO, 2021). O gênero Leishmania apresenta mais 

de 50 espécies, divididas em três subgêneros: Leishmania, Viannia e Sauroleishmania 

(ESPINOSA et al., 2016). Vinte espécies são responsáveis por infectar humanos, 

sendo este o gênero de protozoários parasitos de humanos com maior taxa de 

espécies patogênicas (AKHOUNDI et al., 2016). O parasito tem se espalhado por todo 

o mundo, atingido os principais continentes. Na maioria das vezes causa a forma 

cutânea da Leishmaniose, associada a diferentes espécies de Leishmania, como: L. 

major, L. mexicana, L. aethipica, L. braziliensis, L. infantum e L. peruviana (Quadro 1). 

Quadro 1 - Principais espécies de Leishmania e suas características geográficas. 
 

Espécies de 
Leishmania 

Formas da doença 
em humanos 

Distribuição 
geográfica 

Reservatórios Vetores 

Leishmania 
aethipica 

Leishmaniose 
cutânea 

Etiópia, Quênia Damão-do-cabo Phebotomus 
longipes; P. 

pedifer 

L. major Leishmaniose 
cutânea 

África, Ásia Roedores P. papatassi; P. 
duboscqi 

L. mexicana Leishmaniose 
cutânea 

América central Roedores Lutzomyia 
olmeca 

L. 
amazonensis 

Leishmaniose 
cutânea 

América do sul 
(norte da Amazônia) 

Roedores L. flaviscutellata 

L. braziliensis Leishmaniose 
cutânea e 

mucocutânea 

América do Sul Roedores Psychodopygus; 
Lutzomyia spp. 

L. peruviana Leishmaniose 
cutânea 

Peru, Argentina Cachorro L. verrucarum, L. 
pvmenis 

L. infantum Leishmaniose 
visceral e cutânea 

Ásia, América do Sul 
e central, Sudeste 
europeu e noroeste 

africano 

Cachorro, gato, 
raposa 

P. pcmiciosufi, P. 
arias 

L. donovan Leishmaniose 
visceral 

Etiópia, Sudão, 
Quênia, Índia, China, 
Burma, Bangladesh 

Humano, 
roedores, 
caninos 

Phlebotomus 
argentipes, P. 
orinntalis, P. 

martini 

Fonte: Adaptado de ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017. 
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As espécies de Leishmania possuem um ciclo de vida heteroxênico, realizando 

sua diferenciação e infecção através da colonização de dois hospedeiros, tanto nos 

macrófagos do hospedeiro mamífero, como no intestino dos vetores flebotomíneos. 

Sua transmissão ocorre a partir de mais de 30 espécies de flebotomíneos agrupados 

em diversos gêneros: Lutzomyia, Warileya e Brumptomia, representantes do Novo 

Mundo (Ámericas); e Phlebotomus, Chinius e Sergentomya representando o Velho 

Mundo (Ásia, África e Europa). Os gêneros Lutzomyia e Phlebotomus são os principais 

vetores da Leishmaniose (DVORAK et al., 2018; SERAFIM et al., 2021). 

Durante seu ciclo evolutivo, as espécies de Leishmania possuem duas formas 

adaptativas principais, encontradas a depender do ambiente ao qual estão inseridas. 

A forma amastigota está presente nos hospedeiros mamíferos. É intracelular com seu 

flagelo pouco aparente, por estar interiorizado na bolsa flagelar, e possui aspecto mais 

arredondado. Quando captada pelo vetor, diferencia-se em uma forma extracelular e 

de formato mais alongado, a forma promastigota, com flagelo surgindo da região 

anterior do parasito (Figura 1) (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). 

 
Figura 1 - Morfologia celular presente no ciclo de vida da Leishmania amazonenses. 

 

A) Forma amastigota no interior de um macrófago. B) Forma promastigota de L. amazonensis. 
Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2013). 

 
2.2.1 Ciclo biológico 

A fase do ciclo de vida da de Leishmania dentro do flebotomíneo é primordial 

para o desenvolvimento do parasita, permitindo a transmissão das várias formas da 

leishmaniose entre os vários hospedeiros. Essa transmissão ocorre através do 

repasto sanguíneo, onde as amastigotas se diferenciam no intestino médio do inseto 
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vetor em promastigotas e em seguida nas formas infectivas, promastigotas 

metacíclicas. São então inoculadas no hospedeiro mamífero, invadindo os 

macrófagos e retornando para sua forma amastigota, permitindo a multiplicação por 

mitose. Ao ser introduzida no vetor, através do repasto sanguíneo, o ciclo de vida se 

reinicia (Figura 2) (SERAFIM, 2021). 

 
Figura 2 - Ciclo biológico da Leishmania sp. 

 

Demonstração de como ocorre a transmissão do parasita e sua diferenciação nas duas formas 
evolutivas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Dentro dos macrófagos, o parasito se encontra em um ambiente completamente 

diferente do vetor, com alterações de pH, temperatura e oxigênio. Dessa forma há 

uma necessidade de diferenciação para adaptação do parasito ao ambiente e garantir 

sua sobrevivência (BESTEIRO et al., 2007). Enquanto nos macrófagos, as formas 

amastigotas se dividem e ao serem liberadas podem atingir outros tecidos e órgãos 

no hospedeiro (STUART et al., 2008). 

 
2.2.2 Epidemiologia 

 
A Leishmaniose é endêmica em mais de 50 países com números alarmantes de 

pessoas em áreas de risco para infecção. Os principais países em número de casos 
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registrados de Leishmaniose cutânea (LC), Leishmaniose mucosa (LM) e 

Leishmaniose visceral (LV) são: Afeganistão, Arábia Saudita, Argélia, Bolívia, Brasil,  

Colômbia, Etiópia, Índia Irã, Quênia, Paquistão, Peru, Síria e Sudão. As LC e LM 

afetam a pele e mucosas das vias aéreas, causando lesões, que podem se tornar 

úlceras cicatrizando em algumas semanas (OPAS, 2020; OMS 2020). No ano de 

2019, foram notificados 41.617 casos nas Américas de Leishmaniose cutânea e 

mucosa, menor número de casos no século XXI, sendo o Brasil com maior número 

(15.484). Esse número é decrescente se comparado a anos anteriores, onde em 2015 

haviam sido registrados cerca de 46.000 casos (Figura 3). 

 

Figura 3 - Casos de leishmaniose cutânea e mucosa. 
 

Número de casos na região das Américas e sub-regiões entre os anos de 2001-2019. Eixo x a esquerda 
represente o número de casos na região das Américas e no Brasil, enquanto a direita são os números 
referentes aos demais países mencionados. 
Fonte: Organização Pan-Americana da Saúde (2020). 

 

A LV possui endemicidade em 13 países das Américas, tendo sido registrados 

em 2019 o menor número de casos desde o ano de 2011, devido à redução no número 

de casos no Brasil, o país responsável por mais de 97% desses casos. Em 2019 houve 

2.529 casos registrados no Brasil, redução de mais de 900 casos comparados ao ano 

de 2018 (Figura 4). A LV afeta principalmente crianças menores de cinco anos, 

podendo estar associada com condições imunossupressoras, desnutrição e várias 
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comorbidades, atingido o corpo de forma sistêmica (OPAS, 2020; WHO, 2020). 

Mesmo após diversos estudos sobre as espécies do gênero Leishmania, os 

medicamentos atualmente utilizados no tratamento contra a Leishmaniose possuem 

um alto grau de toxicidade para os pacientes, atingindo o fígado, coração e rins 

(FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Deste modo, os estudos seguem buscando 

alternativas para substituir os antimoniais pentavalentes em uso atualmente, 

buscando uma melhoria na qualidade de vida dos pacientes, despertando cada vez 

mais interesse da comunidade científica. 

 
Figura 4 - Casos de leishmaniose visceral. 

 

Países com maior número de casos na região das Américas entre os anos de 2001-2019. Eixo x a 
esquerda represente o número de casos na região das Américas e no Brasil, enquanto a direita são os 
números referentes aos demais países mencionados. 
Fonte: Organização Pan-Americana da Saúde (2020). 

 
2.3 PARTICULARIDADES DA BIOLOGIA MOLECULAR DOS 

TRIPANOSOMATÍDEOS 

Uma das maiores dificuldades para o controle de espécies patogênicas de 

Leishmania e de outros tripanosomatídeos é o fato de sua biologia possuir 

particularidades que os diferem de outros eucariotos, dessa forma dificultando a 

utilização de moléculas que possam agir sobre processos já caracterizados em outros 

patógenos eucarióticos, como outros protozoários ou fungos, de modo a substituir os 

atuais medicamentos utilizados. Ao mesmo tempo, sua alta taxa de adaptação aos 

mais variados vetores e hospedeiros, de modo a ocasionar diferentes doenças, exige 

uma maquinaria de expressão e regulação gênica complexa que ainda está sendo 
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caracterizada (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). 

 

2.3.1 Transcrição e maturação do mRNA 

Os genes codificantes de proteínas dos tripanosomatídeos estão agrupados 

em unidades transcricionais que a partir de um único elemento promotor são co- 

transcritas em extensos pré-mRNAs policistrônicos, responsáveis por gerar RNA 

mensageiros (mRNAs) monocistrônicos através dos processos de trans-splicing e 

poliadenilação. Essa forma peculiar de processamento do RNA gera múltiplos mRNAs 

que são diferencialmente regulados em etapas seguintes durante o desenvolvimento 

parasitário (Figura 5) (LIANG et al, 2003; HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). Estes 

eventos se devem ao fato de haver uma ausência de promotores típicos para a RNA 

polimerase II e o processo de transcrição pode envolver um único sítio capaz de 

realizar a transcrição de diversos genes, como foi inicialmente observado em L. major, 

onde cerca de 80 genes foram descritos como tendo sua transcrição controlada por 

apenas uma região promotora, de forma constitutiva e bidirecional (MYLER, 1999). 

Sendo assim, foi proposto que o controle da expressão gênica dos tripanosomatídeos 

ocorra majoritariamente a nível pós-transcricional. Esse controle envolve então 

diferentes processos associados ao metabolismo dos mRNAs, como processamento, 

transporte, tradução em proteínas e controle de sua meia-vida (CLAYTON; SHAPIRA, 

2007; CLAYTON, 2014). 

 

Figura 5 - Representação da transcrição e maturação do mRNA em tripanosomatídeos 

 

Os blocos gênicos policistrônicos são transcritos e então processados por trans-splicing e 
poliadenilação, dando origem a vários mRNAs maduros monocistrônicos utilizados no processo de 
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síntese proteica. 
Fonte: Adaptado de Jager et al. (2007). 

 
2.4 PROTEÍNAS DE LIGAÇÃO AO RNA (RBPs) 

 

As RBPs (RNA Binding proteins) possuem um papel chave na regulação da 

expressão gênica em eucariotos, devido ao fato de atuarem majoritariamente em 

eventos pós-transcricionais. Dessa forma, esse grupo de proteínas atua controlando 

a estabilidade dos transcritos através da associação com mRNAs e outras proteínas 

para formar complexos de ribonucleoproteínas (mRNPs) que determinam o destino 

dos transcritos alvos na célula (GLISOVIC et al., 2008; ALVES et al. 2010). 

As interações realizadas pelas RBPs ocorrem através de diversos domínios, 

tendo como mais relevantes, os motivos de reconhecimento ao RNA, RRMs (do inglês 

RNA Recognition Motif), domínios Zinc Fingers (ZFDs), Pumílio (PUF) e ALBA, 

comumente encontrados em tripanosomatídeos (ROMAGNOLI et al., 2020). As RBPs 

contendo RRMs podem ainda ser classificadas de acordo com o número destes 

domínios, podendo ser denominada de DRBD (Doubled RNA Binding Domain) quando 

possuem dois RRMs e TRRMs (Triple RNA Recognition Motifs) quando há a presença 

de três RRMs. Proteínas contendo domínios RRMs já foram observadas nos principais 

gêneros de tripanosomatídeos, identificando um alto grau de ortologia entre elas nos 

três principais organismos estudados, Leishmania major, Trypanosoma brucei e T. 

cruzi (GAUDENZI et al., 2005). 

De modo geral, RBPs que possuem maior especificidade com seus alvos, 

tendem a ter funções biológicas mais explícitas e correlacionadas com sua interação, 

podendo agir regulando o RNA em sua função e localização nuclear, tendo ação direta 

na forma como os RNAs irão atuar durante sua meia vida, da mesma forma já foi 

observado RNAs se ligando à RBP para controlar sua função e destino (SINGH et al., 

2015). As RBPs também atuam realizando interações na iniciação da tradução, de 

modo a permitir através de suas associações com mRNAs e outras proteínas, que 

ocorra o processo de síntese proteica. Seu papel é essencial para garantir o controle 

da estabilidade, modificações necessárias, processamento do mRNA e interações que 

regulem a expressão gênica nos mais diversos organismos (HENTZE et al., 2018). 

 
2.4.1 Proteínas de ligação à cauda poli-A (PABPs) 

Entre todas as proteínas de ligação ao RNA, as PABPs (Poly-A Binding 
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proteins) se destacam por estarem presentes na maioria dos processos dependente 

de mRNA. As PABPs são responsáveis pelo reconhecimento da cauda de poli- 

adenosinas presente na extremidade 3’ dos mRNAs eucarióticos. Estas proteínas são 

divididas em duas classes: PABPs nucleares (PABPNs) e PABPs citoplasmáticas 

(PABPCs ou simplesmente PABPs), de acordo com sua localização subcelular. As 

duas classes desempenham funções distintas, permitindo uma maior regulação dos 

transcritos alvos da célula, e ambas possuem domínios RRMs, assim como a maioria 

das RBPs (ELISEEVA et al., 2013). 

As PABPs citoplasmáticas são proteínas exclusivamente eucarióticas que se 

destacam por serem as mais abundantes RBPs conhecidas. São predominantemente 

citoplasmáticas, mas podem ser encontradas no núcleo, e participam da maioria, 

senão de todos os processos associados ao metabolismo dos mRNAs, como 

processamento, transporte, regulação da estabilidade e tradução. A grande maioria 

das PABPs conhecidas apresentam uma estrutura comum caracterizada por: uma 

região N-terminal composta por quatro domínios de ligação a RNA do tipo RRM, com 

diferentes funções no reconhecimento de moléculas de RNA e de outras proteínas; 

uma região linker intermediária altamente variável, com função pouco definida; e uma 

região C-terminal caracterizada por um domínio do tipo MLLE, também responsável 

por mediar interações com outras proteínas (Figura 6) (ELISEEVA, 2013). 

 

Figura 6 - Estrutura da proteína de ligação à cauda poli-A 

 

Estruturalmente dividida em uma porção N-terminal, contendo quatro domínios RRMs posicionados em 
tandem e uma porção C-terminal onde está localizada a região linker e a região PABC contendo um 
domínio do tipo MLLE. 
Fonte: Adaptado de Santos Filho (2020). 

 

A partir da sua caracterização inicial em homólogos de PABP, foi evidenciado 

através de ensaios de cristalografia que os domínios RRMs são compostos por quatro 

folhas-β, apoiadas por duas α-hélices formando uma estrutura terciária, onde sua 

conformação ainda traz uma conservação que permite a ligação com o RNA 

(LOERCH; KIELKOPF, 2016). 
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2.4.2 PABPs de tripanosomatídeos 

Em tripanosomatídeos foram identificados três homólogos de PABP, sendo a 

PABP1 inicialmente descrita em Leishmania, a PABP2 originalmente descrita em T. 

cruzi e T. brucei e a PABP3, a última a ser descoberta em Leishmania (DA COSTA 

LIMA et al., 2010). Estes três homólogos de PABP parecem estar presentes na grande 

maioria dos tripanosomatídeos e organismos relacionados, mas o gene codificante da 

PABP3 foi perdido na maioria das espécies do gênero Trypanosoma (KRAMER; 

CARRINGTON, 2011). Em Leishmania os três homólogos de PABP são expressos de 

forma simultânea como proteínas abundantes e citoplasmáticas, com as PABP2 e 

PABP3 co-precipitando juntas e se ligando aos mesmos mRNAs, distintos daqueles 

ligantes da PABP1 (ASSIS et al, 2021). As PABP1 e PABP3 parecem se ligar ao poli- 

A de forma diferente da PABP2, que por sua vez apresenta modificações únicas em 

motivos sabidamente envolvidos no reconhecimento específico deste poli-A. Há uma 

essencialidade dos homólogos de PABP1 e PABP2 para a viabilidade celular, assim 

como ambas possuem participação no processo de tradução, sendo encontradas 

diretamente associadas aos polissomos (DA COSTA LIMA et al., 2010; KRAMER et 

al., 2013). 

Em Leishmania, as PABP2 e PABP3, embora naturalmente citoplasmáticas, 

aparecem migrando para o núcleo quando se inibe a transcrição e em T. brucei a 

PABP2 também migra para o núcleo quando se inibe o processamento dos mRNAs. 

Estes resultados sugerem uma atuação destes homólogos de PABP também no 

processamento e transporte dos mRNAs. Ainda em T. brucei foi observado uma 

migração diferencial dos homólogos de PABP para grânulos citoplasmáticos induzidos 

pela exposição a estresse e diferentes compostos, enfatizando diferenças funcionais 

de cada proteína associadas a diferentes processos (DA COSTA LIMA et al., 2010; 

KRAMER et al., 2013). Dados de espectrometria de massas identificaram um perfil 

aparentemente mais específico de co-precipitação da PABP1 com seus parceiros 

proteicos em Leishmania, assim como uma ausência dos seus homólogos PABP2 e 

PABP3 (DE MELO NETO et al., 2018). Estes por sua vez, em Leishmania e em T. 

brucei, mostraram um perfil distinto de proteínas co-precipitadas, em comparação com 

a PABP1, sendo identificados grupos mais diversos co-precipitadando entre si (Figura 

7) (ZOLTNER et al., 2018; SANTOS FILHO, Tese de Doutorado, 2020). 
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Figura 7 - Identificação de proteínas co-purificadas com os homólogos de PABP em 

L. infantum. 

 

No diagrama de Venn podemos observar proteínas co-purificando com alto enriquecimento (em 
vermelho), proteínas estas relacionadas à possíveis funções das PABPs, como ligação ao mRNA e 
transporte núcleo-citoplasma, estas por sua vez, mais relacionados aos homólogos de PABP2 e 
PABP3. 
Fonte: Santos Filho (2021). 

 

2.5 SÍNTESE DE PROTEÍNAS EM EUCARIOTOS 

A tradução é um processo complexo e imprescindível para sobrevivência dos 

seres vivos, uma vez que é etapa essencial para a manutenção e crescimento celular, 

proliferação e desenvolvimento das células. O controle da expressão gênica durante 

o processo de tradução é responsável por alterações reversíveis e espaciais nas 

concentrações celulares das proteínas (GINGRAS et al., 1999; JACKSON et al., 

2010). A síntese de proteínas ocorre nos ribossomos e envolve uma grande variedade 
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de moléculas de RNA e proteínas que atuam nas mais diversas etapas deste 

processo. Inicialmente, uma molécula de RNA mensageiro é sintetizada a partir de 

uma das cadeias do DNA codificante para a proteína. No citoplasma, moléculas de 

cada um dos aminoácidos que entram na composição das proteínas unem-se a seus 

respectivos RNA transportadores. As subunidades ribossômicas que promovem a 

síntese associam-se com proteínas auxiliadoras no processo e desta forma, a síntese 

de proteínas propriamente dita, tem início quando todos os componentes se reúnem 

para formar um ribossomo funcional. Cada ribossomo percorre então a molécula de 

mRNA traduzindo a sequência de códons em uma sequência de aminoácidos 

(SOUZA, 2012; JACKSON et al., 2010). 

A tradução pode ser dividida em quatro etapas principais: a iniciação, o 

alongamento, a terminação e a reciclagem dos ribossomos. Na iniciação, as 

subunidades ribossômicas, ligadas ao tRNA iniciador são reunidas sobre o códon 

AUG de iniciação no mRNA. Já na etapa de alongamento, a cadeia polipeptídica é 

formada através da formação de ligações peptídicas entre os aminoácidos que vão 

sendo trazidos para o ribossomo pelos tRNAs. Estes, através dos seus anticódons, 

reconhecem os códons específicos do mRNA à medida que o ribossomo vai se 

deslocando sob este. A etapa de terminação, ocorre com a chegada do ribossomo ao 

códon de parada e então ocorre a liberação da proteína. E, por fim, no processo de 

reciclagem, as subunidades ribossomais são dissociadas e o mRNA e os tRNAs são 

liberados para iniciarem um novo ciclo de tradução. A síntese completa de uma 

proteína ocorre em média de 20 a 60 segundos, e o mesmo mRNA pode ser traduzido 

por inúmeros ribossomos simultaneamente, através de uma distância entre si de 

aproximadamente 80 nucleotídeos. (LOPES e ROSSO,2007; JACKSON et al., 2010; 

YÁNGUEZ E NIETO, 2011). 

 
2.5.1 Iniciação da tradução 

A etapa de iniciação da tradução possui um alto grau de complexidade, exigindo 

a presença de um vasto número de proteínas atuando em conjunto para garantir o 

controle dos processos ao qual estão envolvidas junto ao mRNA. Fatores de iniciação 

da tradução (eIFs de eukaryotic Initiiation Factors), proteínas de ligação ao mRNA e o 

próprio mRNA associam entre si na formação de diferentes complexos para unir as 

subunidades ribossomais junto aos mRNAs, no códon AUG, para a produção de 
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proteínas (SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). 

O controle da tradução é realizado majoritariamente durante a iniciação, através 

do controle da montagem das subunidades ribossomais e reconhecimento do códon 

AUG, através do pareamento com o anticódon carregado pelo tRNA iniciador (Met- 

tRNAi). Para que ocorra a formação dos complexos, é necessário a presença de 

inúmeros eIFs, onde inicialmente o fator eIF2 se associa ao Met-tRNAi, formando o 

complexo ternário (eIF2-GTP-Met-tRNAi), possibilitando a interação com o fator eIF3, 

de modo a promover a formação do complexo de pré-iniciação 43S a partir da ligação 

com a subunidade ribossomal 40S. Este complexo 43S necessita do auxílio do 

complexo eIF4F, facilitando a ligação do mRNA com o ribossomo. O eIF4F também 

facilita a movimentação da subunidade 40S e fatores assessórios ao longo da região 

5’ UTR do mRNA até o códon de iniciação AUG, para a formação do complexo 48S. 

Nesse ponto o tRNAi reconhece o códon de iniciação através do pareamento com o 

anticódon correspondente. Por fim, o complexo ribossomal 48S resultante libera os 

fatores de iniciação, sinalizando para a subunidade ribossomal 60S que é recrutada 

formando o ribossomo 80S. Este realiza então a leitura da sequência do mRNA, 

recrutando aminoácidos que serão unidos para a formação da cadeia polipeptídica 

(JACKSON et al., 2010; SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009; GINGRAS et al., 1999; 

DEVER; GREEN, 2012; DEVER et al., 2018). 

 
2.5.2 Complexo eIF4F 

Os fatores de iniciação da tradução são agrupados através das classes ao qual 

pertencem, sendo seis descritas atualmente na literatura, eIF1, eIF2, eIF3, eIF4, eIF5, 

eIF6, relacionados a funções distintas no processo de tradução eucariótico 

(MERRICK; PAVITT 2018). O grupo de fatores eIF4 são os responsáveis pelo 

reconhecimento da extremidade 5’ dos mRNAs, mediando sua ligação com a 

subunidade ribossomal 40S e possibilitando se iniciar a tradução posteriormente 

(HINNEBUSCH, 2014). Em mamíferos, esta classe apresenta cinco componentes: 

eIF4E responsável pela ligação à estrutura de cap 7-metilguanosina (m7G) do mRNA, 

podendo atuar no transporte do mRNA além da tradução (SONENBERG, 2008); 

eIF4G, que intermedia as interações ocorridas nos complexos formados durante a 

iniciação da tradução, sendo que sua interação com a PABP permite a circularização 

do mRNA na tradução e a tradução preferencial de mRNAs com cauda poli-A (ROSS- 
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KASCHITZA; ALTMANN, 2020); eIF4A, uma RNA helicase do tipo DEAD-box, 

responsável por rearranjar estruturalmente as moléculas de RNA (SÉNÉCHAL et al., 

2021); eIF4B, acessório ao eIF4A auxiliando em sua atividade e interações 

(BEGLINGER, 2020); e eIF4H, auxiliando nas interações dos complexos formados na 

iniciação da tradução (ZHANG et al., 2020). 

A classe 4 dos fatores de iniciação da tradução conta com a formação de um 

complexo essencial para o reconhecimento da molécula de RNA, o complexo eIF4F, 

composto pelas subunidades eIF4E, eIF4G e eIF4A. Juntas estas subunidades são 

responsáveis por interações críticas, como a associação com o complexo eIF3, 

através da atuação da subunidade eIF4G (MERRICK; PAVITT 2018). Uma outra 

associação essencial realizada pelo eIF4F, é com a PABP, dessa forma permitindo 

circularizar o mRNA, facilitando sua tradução e a reciclagem dos ribossomos 

(MERRICK, 2015). As interações mediadas pelo eIF4G e o eIF4E, através de 

diferentes homólogos, atuam de formas diferentes e permitem um maior controle da 

regulação gênica na iniciação da tradução (GRUNER, et al., 2016). Desta forma os 

fatores de iniciação pertencentes ao complexo eIF4F interagem de forma direta ou 

indireta com outras proteínas, de modo a garantir a circularização do mRNA, 

sinalizando para as subunidades ribossomais e controlando a estabilidade dos 

transcritos alvos (JACKSON et al., 2010). 

 
2.5.3 Aspectos da iniciação da tradução de tripanosomatídeos 

Em tripanosomatídeos, foram identificados seis homólogos de eIF4E (EIF4E1 

a EIF4E6) (FREIRE et al., 2014; YOFFE et al., 2006; DHALIA et al., 2005; YOFFE et 

al., 2004), cinco homólogos de eIF4G (EIF4G1 a EIF4G5) (YOFFE et al., 2009; YOFFE 

et al., 2006; DHALIA et al., 2005) e dois homólogos de eIF4A (EIF4AI e EIF4AIII) 

(DHALIA et al., 2006; DHALIA et al., 2005). Nestes organismos, múltiplos complexos 

do tipo eIF4F foram identificados, baseados em diferentes homólogos de eIF4E e 

eIF4G que podem ou não incluir o EIF4AI. Dois destes complexos são melhor 

caracterizados e atuam diretamente na tradução, sendo baseados nas subunidades 

EIF4E4/EIF4G3 e EIF4E3/EIF4G4 (FREIRE et al., 2017). Foi observada uma 

associação específica entre o complexo EIF4E4/EIF4G3/EIF4AI com a PABP1 (Figura 

8), sendo que estes parecem ter uma interação preferencial com um subconjunto 

específico de mRNAs, aqueles codificantes de proteínas ribossomais (ZOLTNER et 
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al., 2018; ASSIS et al., 2021). Nesse contexto há uma interação única e direta entre a 

PABP1 e o EIF4E4, algo não observado em outros organismos, além de uma 

interação mais fraca entre a PABP1 e o eIF4G3. Outro fato relevante é a fosforilação 

simultânea da PABP1 e EIF4E4 e que pode estar ligada a regulação da sua função 

de acordo com o ciclo celular (DE MELO NETO et al., 2016; DE MELO NETO et al., 

2018). Já a PABP2 mostrou uma forte interação com o EIF4E3, algo que não se 

repetiu quando comparado com a PABP1 (XAVIER, Dissertação de Mestrado, 2015). 

 
Figura 8 - Representação de complexos eIF4F na iniciação da tradução em 

tripanosomatídeos. 

 

A figura resume os diferentes conjuntos de resultados obtidos em Leishmania e T. brucei que 
representam uma pequena fração das proteínas co-precipitadas com os homólogos de PABP. A) No 
caso da PABP1, apresenta-se associada aos fatores EIF4E4, EIF4G3 e EIF4AI, além de RBPs que 
auxiliam no processo de iniciação da tradução, com destaque à RBP23, B) Já as PABP2 e PABP3 se 
associam a um painel bem mais diversos de mRNAs, possivelmente interagindo com os fatores EIF4E3, 
EIF4G4 e um grupo de RBPs diferentes da PABP1, destacando a DRBD2. 
Fonte: Adaptado de Assis et al. (2021). 

 

 
2.5.4 Regulação da expressão gênica 

Proteínas atuantes no processo de iniciação da tradução podem ter uma enorme 

participação nesse controle da expressão gênica. Dentre estas destacam-se os 

fatores de iniciação da tradução e as RBPs com destaque para as PABPs. Todas são 

de alta relevância no processo de síntese proteica, auxiliando no controle da 

regulação da expressão gênica, como já descrito através de características funcionais 

atuantes no início da tradução e que precisam ser melhor definidas. Há ainda uma 

necessidade de um maior entendimento sobre o controle da estabilidade e 

degradação dos mRNAs, assim como quais proteínas estão atuando nesse processo, 

de modo a caracterizar melhor seu funcionamento, permitindo entender de forma mais 
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clara esses alvos e como atuam nesse controle (CLAYTON; SHAPIRA, 2007; DE 

MELO NETO et al., 2016). 

 
2.6 CONTEXTO ATUAL DO ESTUDO 

 

Devido às particularidades apresentadas em relação à biologia molecular dos 

tripanosomatídeos, torna-se fundamental o estudo e entendimento dos eventos pós- 

transcricionais na regulação de seus genes. Desta forma, este estudo teve início na 

necessidade de informações mais incisivas sobre a PABP2 de tripanosomatídeos, 

visto que pouco foi caracterizado sobre esta proteína, principalmente quando 

comparada a PABP1. Embora houvesse uma descrição quanto às interações 

realizadas entre as PABPs e os fatores de iniciação da tradução, pouco se sabia sobre 

proteínas parceiras, como RBPs, relacionadas e o grau de interação e co-precipitação 

entre elas. Através de resultados de espectrometria de massas foram identificados 

grupos de mRNAs e proteínas que não estariam relacionados com a PABP1, mas 

aparentando uma maior similaridade nas populações entre as PABPs 2 e 3 (ZOLTNER 

et al., 2018; ASSIS et al., 2021; SANTOS FILHO, Tese de Doutorado, 2020). 

Havia também uma necessidade de entender os sítios de ligação responsável 

pelas interações mais importantes. Com isso trabalhos anteriores identificaram 

resíduos de aminoácidos importantes na PABP2 que seriam responsáveis por 

interações com fatores de iniciação e RBPs de grande importância na iniciação da 

tradução, dispostos ao longo da sequência da proteína, desde o RRM1 até a domínio 

MLLE na região PABC. 

Com base no que foi exposto surgiu assim o interesse de se utilizar os mutantes 

já gerados de PABP2 para melhor caracterizar as interações proteicas associadas à 

esta proteína. Ao buscar essas respostas, o presente estudo busca então caracterizar 

de forma mais precisa os parceiros proteicos, como proteínas envolvidas no 

processamento, transporte e degradação de mRNAs e enzimas regulatórias 

relacionadas a PABP2, assim como identificar possíveis motivos responsáveis pela 

interação com essas proteínas e fatores de iniciação da tradução. Desta forma com a 

necessidade de se conhecer mais sobre a tradução em tripanosomatídeos e buscar 

entender as funções dos homólogos de PABP e suas interações com o complexo 

eIF4F, este trabalho possibilitará uma melhor caracterização de aspectos relevantes 

da biologia molecular dos tripanosomatídeos, garantindo um maior entendimento 
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sobre mecanismos envolvidos no processo de regulação gênica desses organismos. 

Os resultados obtidos podem dar alicerce ao desenvolvimento de pequenas moléculas 

com capacidade de inibir interações importantes identificadas e, consequentemente, 

bloquear a síntese proteica ou eventos importantes do metabolismo de mRNAs 

desses parasitas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

Caracterizar interações das PABP2 de Leishmania infantum com proteínas 

parceiras, investigando o papel de mutações em diferentes motivos na PABP2 nas 

interações identificadas e avaliando novos aspectos da iniciação da tradução em 

tripanosomatídeos. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Comparar in vivo as interações da PABP2 nativa de Leishmania infantum com 

proteínas parceiras, avaliando o perfil de parceiros identificados com o de resultados 

prévios descritos para L. infantum e Trypanosoma brucei. 

2- Avaliar o impacto de mutações sobre motivos selecionados ao longo da sequência 

da PABP2 na sua capacidade de realizar interações proteicas in vivo. 

3- Predizer in silico da estrutura dos domínios RRMs da PABP 2, mapeando os 

resíduos identificados como importantes para mediar sua interação com diferentes 

proteínas parceiras, como proteínas de ligação a RNA e fatores de tradução. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 CULTIVO CELULAR E TRANSFECÇÃO DE CÉLULAS DE L. INFANTUM 
 

Células de Leishmania infantum (cepa: JPCM5) com nocaute de cópia única (SKO 

- Single knockout) para o gene da PABP2 (LINF_350047100) com marcador de 

resistência à Higromicina, foram mantidas em crescimento logaritmo através de 

repasses em meio Schneider pH 7,2 com suplementação de 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) e 0,1% Penicilina e Estreptomicina (Sigma-Aldrich) tendo seu crescimento em 

estufa BOD a 26oC. Estas células, obtidas em trabalhos anteriores (SANTOS FILHO, 

Tese de Doutorado, 2020), foram transfectadas, com DNA epissomal, onde a partir de 

sua recuperação, o acompanhamento de seu crescimento permitiu a avaliação das 

linhagens por motilidade, morfologia, densidade celular e viabilidade, realizando 

repasses a cada 2 ou 3 dias de 1 x 106 de células por mL. 

Para realização da transfecção a técnica consistiu na utilização de formas 

promastigotas de Leishmania infantum em fase exponencial, onde 2,5 x 108 de células 

foram centrifugadas a 1000g por 5 minutos através de tubos cônicos de 50mL. O 

sedimento gerado pela centrifugação teve seu sobrenadante removido para a sua 

ressuspensão em 5mL de tampão HEPES-NaCl (21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 0,7 mM Na2HPO4, 6 mM glicose e pH 7,05). Em seguida foi feito o descarte e o 

sedimento ressuspendido em 450 µL de tampão HEPES-NaCl que foi então 

transferido para cubetas de 0,2 mm contendo 2 µg a 5 µg de DNA contendo também 

marcador de resistência à Neomicina, enquanto no controle negativo foram 

repassados apenas o parasita à cubeta. As cubetas foram incubadas no gelo durante 

5 minutos para que o conteúdo celular em tampão HEPES-NaCl fosse transferido, em 

seguida passaram pelo processo de eletroporação no equipamento Gene Pulser 

XcellTM system (BioRad), onde foram submetidas individualmente a um pulso de 450 

volts e capacitância de 500 µF. O conteúdo de células eletroporadas foi em seguida 

transferido para garrafas de cultura de 50mL com 5 mL de meio Schneider (Sigma) 

pH 7.2 e deixados na B.O.D à 26ºC por 24 horas para a recuperação. Após essas 24 

horas, uma pré-seleção foi realizada adicionando metade da concentração final dos 

antibióticos adequados, com uma quantidade adicional de 5 mL de meio Schneider às 

garrafas. Por fim, a seleção final acontece após 24h da pré-seleção, onde é feito a 

passagem de 1mL da pré-seleção em 9mL de meio Schneider com uso dos 
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antibióticos em suas concentrações finais, contendo higromicina (0,08mg/mL) e 

neomicina G418 (0,08 mg/mL). Mantendo as culturas incubadas em B.O.D à 26ºC por 

aproximadamente 15 dias ou até apresentarem crescimento celular que permitisse 

novos repasses celulares, com observações constantes. A partir da obtenção de um 

bom crescimento celular (2 x 107 células/mL) foram realizados inóculos para realizar 

o congelamento dessas linhagens. 

 
4.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO TOTAL E REALIZAÇÃO DO WESTERN-BLOT 

 

Com intuito de obter os extratos proteicos das diferentes linhagens, foi 

inicialmente realizada uma expansão celular tendo de início 1 x 106 células por mL de 

meio, sendo incubadas durante cerca de 48 a 72 horas em estufa BOD 26ºC, 

permitindo que as células pudessem atingir o crescimento exponencial de 2 x 107 

células/mL. Cerca de 2 x 108 células foram então centrifugadas por 1000 g durante 5 

minutos e posteriormente lavadas em tampão fosfato salino (PBS) à 4ºC. Após uma 

nova centrifugação, o sedimento foi ressuspendido em tampão de amostra para gel 

de SDS-PAGE (10% SDS, 1 M Tris-HCl, 50% glicerol, azul de bromofenol, 50 µL/mL 

de 2-mercaptoetanol, pH 6,8) para concentração final de 5 x 105 células/µL, onde 10 

µL foram aplicados por poço, resultando em um total de 5 x 106 por poço do gel. 

Após a separação das proteínas dos extratos em SDS PAGE 15 %, foi realizada 

a transferência das mesmas para membrana de PVDF Immobilion-P (Merck Millipore). 

A membrana foi então bloqueada durante uma hora em solução de leite 5% contendo 

TBS-Tween 20 (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 7,5) a temperatura ambiente. Foi 

feita então a incubação de anticorpos primários anti-Hemaglutinina (Abcam) em 

proporção de 1:3000, em solução de leite 5% em TBS-Tween-20 durante a noite. Em 

seguida foram realizadas três lavagens em TBS-Tween-20 por 10 minutos cada, 

permitindo assim a incubação dos anticorpos secundários (anti-IgG de camundongo 

conjugado com peroxidase) (Jackson) em proporção de 1:10000 em solução de leite 

5% em TBS-Tween 20 por mais uma hora, seguida de mais três lavagens com TBS- 

Tween 20 por 10 minutos cada lavagem. Desta forma, os anticorpos conjugados à 

peroxidase, permitiram a revelação das bandas reconhecidas por meio de uma reação 

de quimiluminescência com a adição do Immobilon Forte Western HRP Substrate 

(Merck Millipore) durante 2 minutos, o que permitiu a observação da reação através 

do equipamento iBright Imaging Systems (Thermo Fischer Scientific) com exposições, 
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que variaram entre 10 segundos e 3 minutos, de acordo com a intensidade das 

reações. 

 
4.3 PREPARO DE LISADOS CITOPLASMÁTICOS DE L. INFANTUM E 

IMUNOPRECIPITAÇÃO 

As diferentes linhagens de L. infantum expressando as construções da PABP2 

fusionadas ao epítopo marcador HA foram expandidas em triplicata com densidade 

inicial de 1 x 106 por mL em 30 mL, tendo atingido seu crescimento exponencial entre 

48 e 72 horas. Após contagem das células, 1 x 108 foram centrifugadas a 1000 g por 

5 minutos, com descarte do sobrenadante e seu sedimento lavado com 1 mL de PBS 

a 10% do cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche®). Após nova 

centrifugação, os sedimentos foram lavados em PBS (4ºC) e ressuspendidos em 800 

µL de tampão de lise (20 mM HEPES-KOH pH 7,4, 75 mM CH3CO2K, 4 mM 

C4H6MgO4, 2 mM de DTT) também suplementado com inibidor de protease (Roche®)]. 

A obtenção dos lisados citoplasmáticos se deu através da técnica de lise por cavitação 

utilizando uma bomba de ruptura celular por compressão em nitrogênio gasoso 

(ParrInstruments®), sendo feita após o material ser incubado à 4ºC por 30 minutos. 

As amostras lisadas foram coletadas em tubos cônicos de 50 mL, centrifugadas a 

12000 g durante 10 minutos, permitindo fazer alíquotas e armazenar à -80ºC. 

Os ensaios de imunoprecipitação (IP) também foram executados em triplicata 

com a utilização de microesferas magnéticas anti-HA (PierceTM®). Foram utilizadas 

as alíquotas obtidas durante o processo de lise celular por cavitação, onde neste 

ensaio, 250 µL das amostras dos lisados foram incubados com 5 µL das microesferas, 

seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante. A incubação ocorreu durante 45 

minutos à 4ºC e em seguida a solução foi precipitada em estante magnética e o 

sobrenadante foi aliquotado como depletado. A resina contendo as microesferas, foi 

lavada três vezes com PBS (4ºC) e ressuspendida em tampão de amostra para SDS- 

PAGE, onde foram utilizados 10 µL para confirmação por western blot, enquanto 30 

µL foram armazenados em -80ºC. 

Para avaliação dos peptídeos co-purificados na imunoprecipitação com as 

proteínas de estudo, foram utilizados 30µL das amostras obtidas na IP, sendo 

separados por eletroforese em gel SDS-PAGE a 15% até que o conteúdo deixasse a 

fase do gel de empacotamento (stacking). Desta forma, foi realizada a coloração com 
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azul de Coomassie Blue 250-R durante 15 minutos sendo descorado, permitindo a 

excisão das bandas com bisturi de fibra cirúrgica, sendo armazenadas em cerca de 

500µL de água deionizada ultrapura. 

 
4.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

 

O material das IPs marcadas com epítopo HA foi encaminhado para a análise por 

espectrometria de massas no núcleo de plataformas de proteômica de Espectrometria 

de Massa do Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ-PR. Nesse local, as amostras 

passaram por tripsinização e seus polipeptídeos foram submetidos à análise por 

cromatografia líquida de espectrometria de massas (LC-MS/MS) no aparelho Thermo 

Scientific Easy-nLC 1000 Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) acoplado 

ao espectrômetro LTQ-Orbitrap XL ETD (Thermo Fischer Scientific). 

 
4.5 ANÁLISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

Para confirmar a especificidade dos ensaios de IP, para cada polipeptídeo, a 

razão entre a intensidade gerada a partir das IPs usando os extratos que expressam 

a PABP2 marcada com HA e a intensidade do IP de controle usando um extrato de 

células não transfectadas foi primeiro determinada. Os logaritmos com base 2 dos 

valores produzidos foram então calculados para três experimentos independentes 

realizados com diferentes extratos citoplasmáticos e apenas os polipeptídeos cuja 

razão média foi > 1,5 foram considerados. Os polipeptídeos identificados foram 

comparados entre os extratos que expressam a PABP2 marcada com HA com células 

de L. infantum wild type (WT) e então classificados com os valores de classificação 

mais altos de acordo com cada categoria de proteínas encontradas (Adaptado de 

ASSIS, 2021). Para análise dos mutantes, foi utilizada a maior intensidade obtida da 

PABP2 dentre as proteínas avaliadas, para ser utilizada como numerador para divisão 

de todas as intensidades, fazendo com que se obtenha o fator de normalização para 

padronizar todas as amostras que foi utilizado para multiplicar todos os valores de 

intensidade obtidos. Após isso, foi obtida a média das intensidades das triplicatas, em 

seguida sendo feito o cálculo da razão das médias entre da intensidade da proteína 

selvagem sobre a média de intensidade dos mutantes, permanecendo apenas as 

razões média >1,5, classificados com os valores de classificação mais altos. 
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4.6 ANÁLISES IN SILICO 
 

As sequências da PABP2 implicada no processo de tradução e metabolismo 

dos mRNAs foram analisadas em busca de possíveis sítios de interação através de 

alinhamento global no software MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). As 

predições das estruturas das proteínas foram realizadas pelo software AlphaFold 

(https://alphafold.ebi.ac.uk/). Após realização das predições e obtenção das 

modelagens das sequências a serem estudadas, foi realizada um processo de 

refinamento através dos softwares ModRefiner (https://zhanggroup.org/ModRefiner/) 

e GalaxyRefine2 (https://galaxy.seoklab.org/) para melhor qualidade das modelagens. 

Em seguida, as modelagens refinadas foram submetidas a um controle de qualidade 

no software PROCHECK, para identificação de resíduos favoráveis e não favoráveis 

obtidos, tendo valores acima de 90% de resíduos favoráveis considerado como o ideal 

para sequência dos experimentos. Com a confirmação das modelagens em níveis 

favoráveis, foi utilizado o software PyMOL (https://pymol.org/ep) para realização dos 

alinhamentos entre as sequências contendo as mutações e as sequências da PABP2 

WT, permitindo gerar um valor em RMSD que corresponde a diferença estrutural e 

atômica entre as sequências comparadas. 
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5 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 

Não houve manipulação de animais experimentais durante a realização deste 

projeto. Todos os anticorpos empregados já estavam disponíveis ou eram anticorpos 

comerciais. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 AVALIAÇÃO DAS MUTAÇÕES REALIZADAS NO GENE DA PABP2 EM 

TRABALHOS ANTERIORES 

Buscando caracterizar melhor as interações realizadas pelos homólogos de 

PABP, de forma a identificar motivos responsáveis por associação com proteínas 

parceiras relevantes para o funcionamento dessas PABPs, foram obtidas construções 

plasmidiais geradas em trabalhos anteriores, que permitiam a expressão da PABP2 

fusionada ao epítopo HA em L. infantum. Essas construções possuíam trincas 

selecionadas de aminoácidos mutagenizadas (substituídas por três resíduos de 

alanina) localizadas em regiões avaliadas como de possível importância na interação 

com proteínas parceiras das PABPs: Ile-Ala-Lis (80IAK82), encontrada no RRM1; Tyr- 

Ala-Arg (137YAR139) e Arg-Tyr-Gln (169RYQ171), dispostas no RRM2; Phe-Arg-Ser 

(263FRS265), no RRM3; His-Ser-Lis (284HSK286), vista no RRM4; Arg-Gln-Asn 

(385RQN387), presente na região linker e The-Gly-Met (547TGM549) observada na 

região PABC (Figura 9) (MERLO, Tese de Doutorado, 2018; SANTOS FILHO, Tese 

de Doutorado, 2020). 

 
Figura 9 - Motivos mutagenizados ao longo da sequência proteica de ~584aa da 

PABP2 de L. infantum. 

 

Trincas de aminoácidos (em vermelho) encontradas na sequência da PABP2 que poderiam estar 
relacionados com interações importantes na iniciação da tradução. 
Fonte: Santos Filho (2021). 

 
6.1.1 Confirmação da presença dos insertos nas construções plasmidiais 

 
 

Em um primeiro momento, após obtenção das construções plasmidiais, foi 

realizada a confirmação da sua integridade através de eletroforese em gel de agarose. 

Em seguida foi realizada uma digestão das construções para verificar a presença da 
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PABP e do vetor de expressão pSP-BT1-YNeoαIR, com aproximadamente 2µg de 

DNA, utilizando as enzimas BamHI e HindIII (Figura 10). 

 
Figura 10 - Digestão das construções selvagens e mutantes do gene da PABP2 em 

pSP-BT1-YNeoaIR. 

 

Através da separação em gel de eletroforese, foi possível identificar o vetor de expressão apresentando 
cerca de 6500pb e a PABP2 no tamanho esperado de 1758pb. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Após confirmar que não houve degradação nas construções plasmidiais e 

identificar os dois homólogos de PABP, assim como a presença do vetor de 

expressão, o material foi enviado para plataforma de sequenciamento, para 

comprovar a inserção das mutações, estas tendo sido confirmadas com sucesso 

(Figura 11). 
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Figura 11 - Alinhamento do sequenciamento das construções mutantes comparadas 

com a sequência do gene selvagem. 

 

Observa-se a troca da trinca de aminoácidos por três alaninas dentro das caixas em vermelho, nas 
posições correspondentes, A) 80IAK/AAA82, B) 137YAR/AAA139, C) 169RYQ/AAA171, D) 
263FRS/AAA265, E) 284HSK/AAA286, F) 385RQN/AAA387, G) 547TGM/AAA549. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
6.2 ENSAIOS DE TRANSFECÇÃO 

 

Trabalhos anteriores observaram a essencialidade do gene da PABP2 para a 

sobrevivência de células de L. infantum através da deleção das duas cópias do gene 

da PABP2, desta forma foi também realizado a deleção de uma única cópia do gene 

da PABP2 para posteriormente avaliar a capacidade de complementação de proteínas 

mutantes (MERLO, Tese de Doutorado, 2018). A partir dessas linhagens, foi realizada 

transfecções em células de L. infantum no intuito de adicionar as mutações 

previamente citadas à sequência da PABP2 nas linhagens com deleção de uma cópia 

do gene da PABP2, assim como integrar o marcador de resistência à Neomicina e o 

epítopo HA que nos permite confirmar a eficácia da transfecção e servir como alvo 

nos ensaios posteriores. Essas transfecções foram realizadas no intuito de avaliar in 

vivo as interações realizadas por cada motivo mutado. 
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6.3 ENSAIOS DE EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS MUTANTES 
 

Para avaliar a expressão das proteínas mutantes, foram realizados extratos 

celulares totais das células de L. infantum contendo a proteína WT e os mutantes, 

sendo observados através de ensaios de western blot. Desta forma, puderam ser 

identificadas bandas coerentes com o tamanho predito para a PABP2 de 64 

kiloDaltons (kDa), através da incubação com anticorpo anti-HA (Figura 12). 

 
Figura 12 - Extrato total expressando proteínas mutantes em linhagens SKO de 

PABP2 de L. infantum com anti-HA. 

 

Através da revelação dos ensaios de western blot com anticorpo anti-HA, foi evidenciado a expressão 

das bandas de 64kDa correspondendo à altura da banda da PABP2. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Ainda no intuito de confirmar a expressão da PABP2 pelas células de L. infantum 

foi realizado um outro ensaio de western blot utilizando os extratos totais incubados 

com soro anti-PABP2 (Figura 13). O ensaio permitiu confirmar a expressão da PABP2. 
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Figura 13 - Extrato total expressando proteínas mutantes em linhagens SKO de 

PABP2 de L. infantum soro anti-PABP2 

 

A imagem revela a expressão da proteína PABP2 em todas as linhagens SKO, com bandas de tamanho 
de 64kDa referentes à altura da PABP2 confirmando sua expressão. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
6.3.1 Ensaios de imunoprecipitação 

 

Ao confirmar a expressão das construções selvagens e mutantes da PABP2, 

foram realizados lisados celulares em triplicata através do processo de cavitação. Em 

seguida, foram obtidas alíquotas de cada lisado que foram submetidas ao ensaio de 

western blot para confirmação da presença e integridade das proteínas recombinantes 

fusionadas ao epítopo HA (Figura 14). 

Com a confirmação da expressão e presença das proteínas recombinantes nos 

lisados, foi possível utilizar as amostras dos lisados celulares para os ensaios de 

imunoprecipitação, também em triplicata. Desta forma, através do uso de microesferas 

magnéticas anti-HA, foi possível identificar a presença das proteínas recombinantes a 

partir do ensaio de imunoprecipitação (Figura 15). 
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Figura 14 - Lisados celulares das proteínas recombinantes expressas em células de 

L. infantum. 

 

Western blot realizado sendo possível observar a presença das proteínas recombinantes fusionadas 
ao epítopo HA, por incubação com anti-HA. R1= Réplica 1; R2= Réplica 2; R3= Réplica 3. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 15 - Ensaio de imunoprecipitação das proteínas recombinantes da PABP2 de 

L. infantum. 
 
 

Western blot realizado para separação das linhagens selvagens e mutantes de PABP2 incubadas com 

anti-HA, permitindo a visualização através de quimioluminescência. L= Lisado; D= Depletado; R= 
Resina obtida após ensaio de imunoprecipitação. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Para validação das IPs, foram realizados western-blots com fatores de tradução 

selecionados e com disponibilidade de anticorpos no laboratório, para confirmar que 

não havia ligação inespecífica com as microesferas magnéticas anti-HA (Figura 16 e 

Figura 17). 

 
Figura 16 - Validação dos ensaios de imunoprecipitação entre a PABP2 e o eIF4E4. 

 

É possível observar a presença do fator de iniciação E4 (~50kDa) no lisado (L) e depletado (D), mas 
ausência na resina (R), demonstrando que não houve ligação inespecífica com as microesferas 
magnéticas anti-HA. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 17 - Validação dos ensaios de imunoprecipitação entre a PABP2 e o eIF4G4. 
 

O western blot realizado permitiu identificar a presença do fator de iniciação G4 (~85kDa) no lisado (L) 

e depletado (D), mas ausência na resina (R), demonstrando que não houve ligação inespecífica com 
as microesferas magnéticas anti-HA. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
6.4 ANÁLISES DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

6.4.1 Análise comparativa entre a PABP2 marcada com HA e a L. infantum 

 

Após realização e obtenção das réplicas através dos ensaios de 

imunoprecipitação e suas respectivas validações, alíquotas foram submetidas à 

separação em gel de poliacrilamida, sendo realizado a excisão das bandas 

correspondentes às proteínas recombinantes e enviadas para colaboradores na 
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plataforma de espectrometria de massas no Instituto Carlos Chagas no Paraná. 

Uma primeira análise foi realizada a partir dos dados da espectrometria, 

permitindo identificar as principais proteínas que estariam co-precipitando com a SKO- 

PABP2-HA (Quadro 2). 

Embora já houvesse dados de espectrometria de massas da PABP2, realizado 

em trabalhos anteriores do grupo, novos dados obtidos da proteína selvagem eram 

necessários para comparação com os mutantes, o que nos permitiu a identificação de 

proteínas parceiras altamente relevantes e que não foram encontradas em resultados 

anteriores, que inferem funções designadas à PABP2. A co-precipitação com 

proteínas atuantes em transporte do mRNA, como as Importinas β1 e α, a NTF2 que 

atua no transporte nuclear, e a DRBD2 que pode estar associada ao controle de 

qualidade e exportação do mRNA, corroboram com achados que indicam a atuação 

da PABP2 citoplasmática, também no núcleo celular. Embora suas razões tenham 

sido baixas quando comparada ao controle negativo, mostraram altos níveis de 

intensidade de co-precipitação com a PABP2, inferindo uma possível interação 

específica entre essas proteínas. 

Diversos fatores de iniciação da tradução foram encontrados, em sua maioria 

subunidades pertencentes ao complexo eIF3, além da helicase EIF4AI, inferindo sua 

importância no processo da tradução e na formação dos complexos responsáveis por 

dar início à tradução. Também foi observada uma maior intensidade de co- 

precipitação da PABP2 com a PABP3, comparado com a PABP1 sugerindo ainda mais 

a relação de proteínas parceiras semelhantes entre a PABP2 e a PABP3 e funções 

relativamente compartilhadas. A aparição dos homólogos de PABP mesmo que com 

um alto grau de enriquecimento, demonstra a importância deles nas interações 

responsáveis por iniciar o processo de tradução em Leishmania. 

Outros grupos de proteínas co-precipitaram com a PABP2, algumas possuindo 

domínio RRM, como as RBPs 1 e 2 mitocondrial, uma proteína apenas conhecida 

como RBP e outra com três domínios RRMs, a TRRM1. Duas proteínas com motivo 

pumílio se destacaram com alto grau de enriquecimento ao não ser visualizada no 

controle negativo, foi o caso da PUF2 e PUF6, e uma variedade de proteínas com 

domínio zinc finger, ZC3H31, ZC3H34, ZC3H39, ZC3H40 e ZC3H41. 
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Quadro 2 - Principais proteínas co-precipitadas com a SKO-PABP2-HA em L. 

infantum. 

Nome TriTrypDB ID Média de intensidade Razão>1,5 

RBP (RRM) LINF_180010900 6,27E+07 Infinito 

ZC3H31** LINF_360013000 4,65E+07 Infinito 

PUF 2** LINF_180019600 7,53E+07 Infinito 

PUF 6 LINF_330019100 6,73E+07 Infinito 

ZC3H40 LINF_190007900 4,26E+07 48,04 

ZC3H39 LINF_190007800 8,92E+07 30,82 

EIF3E** LINF_280029900 3,74E+07 21,78 

PABP2 LINF_350047100 1,49E+10 10,46 

ZC3H34 LINF_310005700 7,52E+07 10,06 

REMC5 LINF_310012100 3,35E+07 9,03 

Sm-D2** LINF_330042000 3,35E+07 7,30 

EIF3I** LINF_360047700 2,01E+08 5,19 

ZC3H41 LINF_270019700 2,45E+09 4,92 

NTF2 LINF_210009700 9,90E+08 4,79 

EIF3B LINF_170020200 5,97E+07 4,74 

PABP3 LINF_250005800 1,03E+09 4,49 

EIF3C** LINF_360081900 9,24E+07 4,24 

RBP42** LINF_300036500 1,25E+08 4,08 

EIF3L LINF_360007700 1,26E+08 4,04 

RBP1 Mitocondrial LINF_270017500 4,62E+08 3,78 

TRRM1 LINF_270028100 1,55E+08 3,47 

RBP2 Mitocondrial LINF_090018500 5,93E+08 3,39 

UBP2** LINF_250010200 1,18E+08 3,20 

DRBD2 LINF_350027200 1,38E+09 2,62 

PABP1 LINF_350055900 5,31E+08 2,31 

EIF4AI** LINF_320009100 6,95E+09 2,29 

Importina β1** LINF_340010100 4,37E+07 1,84 

Importina α** LINF_300016800 7,65E+07 1,61 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: * O quadro consta com 28 proteínas de um total de 194, selecionadas de forma arbitrária dentre 

as que foram vistas co-precipitando com a SKO-PABP2-HA obtidas em triplicata pelos ensaios de 

imunoprecipitação. Foi utilizado uma razão maior que 1,5 vezes em relação ao controle negativo, 

identificando apenas as médias de intensidade 1000 vezes menor que a mais alta. ** Proteínas que 

não foram encontradas a partir da espectrometria de massas realizada por Santos Filho, 2020. 
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6.4.2 Análise comparativa entre as proteínas mutantes e a PABP2 marcados com 

HA 

Uma segunda análise foi realizada a partir dos dados de espectrometria de 

massas, agora analisando os mutantes da PABP2, visando identificar proteínas que 

deixaram de co-precipitar com a PABP2 devido às mutações inseridas. Desta forma, 

através do uso do banco de dados TriTryp foram identificadas proteínas atuantes na 

tradução, transcrição, transporte, com atividade catalítica, proteínas relacionadas ao 

desenvolvimento do flagelo, proteínas ribossomais, quinases e fosfatases, além de 

proteínas com funções ainda não descritas na literatura, dadas como hipotéticas 

(Quadro 3). 

 
Quadro 3 – Relação de proteínas que diminuíram o grau de co-purificação com os 

mutantes da PABP2 em L. infantum com razão >1,5 

 IAK YAR RYQ FRS HSK RQN TGM 

Tradução 44 5 1 4 13 5 20 

Transcrição 13 0 0 0 0 4 3 

Transporte e 

flagelo 

16 0 0 2 5 6 5 

Ribossomais 63 2 2 13 13 13 21 

Quinases e 

fosfatases 

17 4 0 6 6 6 9 

Atividade 

catalítica 

100 4 2 4 33 22 44 

Hipotéticas 20 4 0 2 4 5 10 

Outras 54 7 1 5 8 7 17 

Total 327 26 6 36 82 68 129 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 

A partir desses achados, foram analisadas as proteínas pertencentes a alguns 

desses grupos citados no quadro 2 e avaliadas as razões encontradas para cada 

mutante. Dessa forma, foram encontradas outras RBPs com ação na tradução e 

transcrição, que diminuíram seu grau de interação com a PABP através dos mutantes, 

com destaque para os demais homólogos de PABP, 1 e 3, proteínas com domínios 

zinc finger, ALBA, pumílio e RRM, além de algumas RBPs mitocondriais (Figura18). 



53 
 

 
 

 

Essas proteínas estão associadas à processos como a transcrição e tradução, 

atuando diretamente na regulação da expressão gênica dos tripanosomatídeos. 

Assim como as RBPs, proteínas pertencentes ao grupo dos fatores de iniciação 

da tradução foram encontradas deixando de co-purificar com alguns dos mutantes, 

algumas referente ao complexo eIF3, como o EIF3B, EIF3C, EIF3E, EIF3I e EIF3L, 

assim como um dos complexos eIF4F de tripanosomatídeos, destacando o EIF4G4 

responsável por mediar as interações na iniciação da tradução. Ainda se observou 

subunidades do complexo eIF2 além dos EIF5 e EIF6 (Figura 19). 



54 
 

 
 

 

Figura 18 - Razões de enriquecimento comparativa para as RBPs que diminuíram sua 

interação com a PABP2 através de diversas mutações marcadas com HA 

em L. infantum. 

 

Análise comparativa dos dados obtidos por espectrometria de massas a partir das imunoprecipitações 

com os mutantes da PABP2. Identificando as RBPs que apresentaram queda de co-precipitação >1,5 

na comparação com a proteína selvagem. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Cores mais intensas representam uma maior queda na co-precipitação das proteínas. 
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Figura 19 - Razões de enriquecimento comparativa para os eIFs que diminuíram sua 

interação com a PABP2 através de diversas mutações marcadas com HA 

em L. infantum. 

 

 
Análise comparativa dos dados obtidos por espectrometria de massas a partir das imunoprecipitações 
com os mutantes da PABP2. Identificando os fatores de iniciação da tradução que apresentaram queda 
de co-precipitação >1,5 na comparação com a proteína selvagem. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Cores mais intensas representam uma maior queda na co-precipitação das proteínas. 

 

Outro grupo de proteínas que despertou a atenção, foram as ribossomais, com 

destaque para aquelas relacionadas a subunidade ribosomal 40S, que em sua maioria 

apareceu afetada pela mutação no motivo IAK e nos motivos relacionados ao RRM3, 

RRM4 e a porção C-terminal (Figura 20). 



56 
 

 
 

 

Figura 20 - Razões de enriquecimento comparativa para as proteínas ribossomais da 

subunidade 40S que diminuíram sua interação com a PABP2 através de 

diversas mutações marcadas com HA em L. infantum. 

 

Análise comparativa dos dados obtidos por espectrometria de massas a partir das imunoprecipitações 
com os mutantes da PABP2. Identificando as proteínas ribossomais atreladas a subunidade ribossomal 
menor que apresentaram queda de co-precipitação >1,5 na comparação com a proteína selvagem. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Cores mais intensas representam uma maior queda na co-precipitação das proteínas. 
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Ainda puderam ser identificadas proteínas relacionadas ao transporte, uma vez 

que a PABP2 já foi vista no núcleo celular, ela poderia realizar funções de transporte 

entre o núcleo e o citoplasma celular. Dentre essas, destaca-se algumas importinas, 

a proteína NTF2 e uma proteína nuclear de ligação ao GTP, que atuam no transporte 

núcleo-citoplasma, proteínas da família Rab atuantes no transporte membranar, as 

NACs que são responsáveis por direcionar os polipeptídeos que emergem dos 

ribossomos e proteínas de transporte de microtúbulos, como a actina e cinesina 

(Figura 21). 

 

Figura 21 - Razões de enriquecimento comparativa para as proteínas de transporte 

celular que diminuíram sua interação com a PABP2 através de diversas 

mutações marcadas com HA em L. infantum. 

 
 

Análise comparativa dos dados obtidos por espectrometria de massas a partir das imunoprecipitações 
com os mutantes da PABP2. Identificando as proteínas com ação de transporte que apresentaram 
queda de co-precipitação >1,5 na comparação com a proteína selvagem. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Cores mais intensas representam uma maior queda na co-precipitação das proteínas. 
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Ao mesmo tempo, proteínas com ações mais diversas e algumas ainda não 

caracterizadas, chamaram a atenção por apresentar um grau de enriquecimento alto. 

Destacando a proteína CRK3 responsável pela fosforilação de proteínas, a ERF1 que 

atua no término da síntese proteica, a PF16 que é uma proteína flagelar e proteínas 

não descritas, sendo duas delas com domínio zinc finger e outras duas sem descrição 

aparente (Figura 22). 

 
Figura 22 - Razões de enriquecimento comparativa para proteínas diversas que 

diminuíram sua interação com a PABP2 através de diversas mutações 

marcadas com HA em L. infantum. 

 
 

 
Análise comparativa dos dados obtidos por espectrometria de massas a partir das imunoprecipitações 
com os mutantes da PABP2. Identificando proteínas que chamaram atenção com funções distintas das 
já apresentadas que apresentaram queda de co-precipitação >1,5 na comparação com a proteína 
selvagem. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Cores mais intensas representam uma maior queda na co-precipitação das proteínas. 

 

6.5 MODELAGEM IN-SILICO DA PABP2 DE L. INFANTUM 

Através da utilização do software Alphafold, foram realizadas modelagens da 

PABP2 e suas frações contendo os RRMs 1 e 2, RRMs 3 e 4 além da região C- 
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terminal, contendo a região linker e a PABC, ainda foi utilizado o programa UCLA- 

DOE LAB – SAVES v.6.0 para medir a qualidade das predições, garantindo uma maior 

confiabilidade nos resultados obtidos. Ainda foram feitos refinamentos nas predições 

das sequências através dos softwares ModRefiner e GalaxyRefiner2 permitindo 

melhorar os resultados e tornar a modelagem mais correta. Desta forma puderam ser 

identificado parâmetros estruturais da proteína e como as mutações afetam cada 

região estruturalmente, trazendo de forma pioneira um modelo referente a PABP2 

completa e seus domínios, onde inicialmente foi realizada a predição da sequência da 

PABP2 de L. infantum completa, identificando os domínios RRMs e a porção C- 

terminal (Figura 23). 

 
Figura 23 - Modelagem da sequência da PABP2 de L. infantum. 

 

Representação da estrutura da PABP2 de L. infantum. Destacados o RRM1 em verde, RRM2 em azul 

claro, RRM3 em vermelho, RRM4 em amarelo e a porção C-terminal em laranja. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
Em seguida foram realizadas predições separadas, dos RRMs 1 e 2, RRMs 3 e 4 

e da porção C-terminal identificando os motivos mutados (Figura 24). A partir disso, 

foram realizados alinhamentos das sequências utilizando o software PyMOL, 

comparando os domínios da PABP2 WT com as sequências contendo cada mutação 
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e obtido um coeficiente (Tabela 2) que permite identificar quaisquer alterações 

conformacionais na estrutura que possa vir a permitir alterações funcionais ou 

mudanças nas interações realizadas pela proteína a partir desses motivos (Figura 25). 

 
Figura 24 - Modelagem dos domínios RRMs e porção C-terminal da PABP2 de L. 

infantum. 

 

A) RMM 1 + 2 em verde, destacando as regiões contendo as mutações nesses domínios, 80IAK/AAA82 
em azul escuro, 137YAR/AAA139 em amarelo e 169RYQ/AAA171 em vermelho. B) RRM 3 + 4 em 
cinza, destacando os motivos mutados 263FRS/AAA265 em azul claro e 284HSK/AAA286 em laranja 
claro. C) C-terminal em rosa, destacando os motivos mutados 385RQN/AAA387 em laranja e 
547TGM/AAA549 em branco. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
Após a obtenção do alinhamento no software, são obtidos valores que 

demonstram diferenças entre as sequências mutadas comparadas com a sequência 

original da proteína. A partir desses valores é possível identificar mudanças 

conformacionais na proteína a partir das mutações avaliadas, através do número de 

átomos e como estão estruturados na formação da proteína, tendo sido obtido o menor 

valor no mutante 169RYQ/AAA171 de 0.775Å e o maior valor no mutante 

547TGM/AAA549 de 5.495Å (Tabela 1). 
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Figura 25 - Alinhamento entre a linhagem selvagem da PABP2 com as sequências 

contendo as respectivas mutações estudadas em L. infantum. 

 

A) RRM 1 + 2 WT em cinza, RRM 1 + 2 com a mutação no IAK em vermelho, RRM 1 + 2 contendo a 
mutação no YAR em verde, RRM 1 + 2 com a mutação no RYQ em azul escuro. B) RRM 3 + 4 WT em 
cinza, RRM 3 + 4 contendo a mutação no motivo FRS em amarelo, RRM 3 + 4 contendo a mutação no 
HSK em rosa. C) C-terminal WT em cinza, C-terminal contendo a mutação no motivo RQN em azul 
claro, C-terminal com a mutação no TGM em laranja. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Tabela 1 - Valores de RMSD e fator de qualidade das sequências contendo as 

mutações comparadas a sequência da PABP2 WT de L. infantum. 

Regiões mutadas Valor de RMSD* Média do fator de qualidade 

RRM 1 + 2 IAK/AAA 2.165Å 97,2% 

RRM 1 + 2 YAR/AAA 2.124Å 98,6% 

RRM 1 + 2 RYQ/AAA 0.775Å 97,9% 

RRM 3 + 4 FRS/AAA 4.052Å 93,2% 

RRM 3 + 4 HSK/AAA 2.669Å 92,2% 

C-terminal RQN/AAA 5.198Å 86,7% 

C-terminal TGM/AAA 5.495Å 86,3% 

Fonte: Elaborado pelo autor 
Nota: *RMSD é o desvio quadrático médio das posições atômicas que permitem identificar alterações 
estruturais que diferem uma estrutura da outra, valores >1 significam diferenças significativas e <1 
demonstra sequências semelhantes entre si. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Os tripanosomatídeos apresentam peculiaridades moleculares que os diferem dos 

demais eucariotos, o que permite que sua regulação gênica ocorra majoritariamente 

pós-transcricional através do controle da estabilidade e degradação dos mRNAs, 

assim como a iniciação da tradução (FREIRE et al., 2017). Uma das principais 

proteínas potencialmente responsáveis por garantir esse controle da regulação 

gênica, é a PABP, permitindo realizar interações que irão garantir a eficácia do 

processo de iniciação da tradução (DERRY et al., 2006). Entre seus homólogos, a 

PABP2 de tripanosomatídeos ainda não possui uma caracterização bem definida 

sobre suas interações e proteínas associadas, necessitando maiores estudos para 

melhor identificar possíveis funções que estariam relacionadas a PABP2. 

Desta forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar de forma mais ampla 

e precisa as interações ao qual o homólogo de PABP2 de L. infantum ligado ao epítopo 

HA, está relacionado, através das diversas mutações ao longo de sua sequência, 

permitindo avaliar a importância de cada região e grupos de proteínas correlacionados 

a elas através de análises por espectrometria de massas realizadas após ensaios de 

imunoprecipitação com microesferas magnéticas anti-HA. Assim, puderam ser 

identificados parceiros proteicos e resíduos importantes que podem mediar interações 

de grande importância no processo da iniciação da tradução e em outros processos 

associados ao metabolismo dos mRNAs em tripanosomatídeos. 

 
7.1 AVALIAÇÃO DE RBPs ASSOCIADAS A PABP2 DE L. INFANTUM 

Os experimentos realizados permitiram a identificação de uma grande variedade 

de RBPs que estariam associadas a PABP2, mas que a partir da mutação em resíduos 

importantes, reduziram seus níveis de interação, seja direta ou indiretamente. 

Proteínas com domínio zinc finger aparecem com sua interação reduzida com alguns 

dos motivos mutados, sendo estas descritas responsáveis por regular os níveis de 

degradação do mRNA (KRAMER; CARRINGTON, 2011), fazendo parte desse grupo 

temos a ZC3H41 presente com redução na co-precipitação, sendo esta proteína 

semelhante a uma helicase e de extrema importância no recrutamento das PABPs 

como observado em estudos realizados em Trypanosoma sp. (SINGH et al., 2014; 

KLEIN et al., 2015). Ainda é visto a ZC3H39 e ZC3H40 que já foram relatadas atuando 

na regulação da atividade mitocondrial em tripanosomatídeos, tendo essa atividade 
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possível através da formação de um dímero formado pelas duas proteínas (KRAMER 

et al., 2010; TRENAMAN et al., 2019). Através dos resultados encontrados, a ZC3H39 

aparenta se desligar da interação com a PABP2, sem acontecer igual com a ZC3H40, 

quando avaliado os motivos RQN e TGM, o que também ocorre quando observado 

para a ZC3H40 que se desliga da interação de forma individual no motivo IAK, sem a 

presença de sua parceira proteica. Outras RBPs com atividade mitocondrial aparecem 

relacionadas ao motivo IAK, como as RBPs mitocondriais 1 e 2 e a REMC5. 

As proteínas de domínio Pumílio exercem uma atividade de grande importância 

na regulação da expressão gênica nos eucariotos, duas proteínas foram identificadas 

durante os experimentos sendo a PUF2 bem relacionada com o motivo IAK no RRM1 

e a PUF7 relacionada ao RRM1, RRM2 e região linker. Já foi identificada que a PUF7 

apresenta uma localização nuclear, interagindo com outras proteínas nucleares 

exercendo a função de regular a maturação do RNA ribossomal (CLAYTON et al., 

2010). Além da PUF7, outra RBP nuclear foi encontrada, embora esta ainda não esteja 

caracterizada, representada pelo código LINF_150021900. Juntas parecem se ligar a 

todos as regiões da PABP2, corroborando com outros estudos que demonstram a 

PABP2 com ação nuclear (DA COSTA LIMA et al., 2010; KRAMER et al., 2013). 

Proteínas com domínio Alba participam de diversos eventos relacionados à 

regulação da expressão gênica através de diversas interações com proteínas 

ribossomais, fatores de iniciação e outras RBPs, desta forma possui uma alta 

relevância. Dentre essas proteínas destacam-se a ALBA1 e ALBA3 que formam um 

heterodímero, a ALBA3 ainda possui uma maior afinidade de interação com proteínas 

ribossomais atuando na iniciação da tradução (DA COSTA et al., 2017). Os resultados 

nos permitiram identificar ambas deixando de co-purificar com a PABP2 de maneira 

idêntica através do motivo IAK, que também apresentou uma redução da co- 

precipitação de 63 proteínas ribossomais, talvez trazendo uma relação entre essa 

interação, visto que a ALBA3 apresenta uma correlação com proteínas ribossomais. 

Esse conjunto de dados com relação às RBPs que interagem com a PABP2, ratifica 

sua importância para a regulação da expressão gênica e fortalece a ideia de que este 

homólogo participa de funções nucleares, além de nos fornecer dados importantes 

sobre outras RBPs atuando de formas distintas do que foi descrito na literatura. 
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7.2 AVALIAÇÃO DE EIFS ASSOCIADOS A PABP2 DE L. INFANTUM 

Vale ressaltar a importância dos eIFs e seus diferentes complexos na iniciação da 

tradução, através das interações mediadas pelo EIF4G4, permitindo a ligação com o 

complexo eIF3 e a própria PABP2. O eIF4G atua com papel chave nas interações com 

outros complexos da iniciação da tradução e proteínas ribossomais, permitindo 

realizar as associações necessárias para regular o processo de iniciação da tradução 

(HINNEBUSCH, 2007; MERRICK, 2015). Na maioria dos eucariotos, o eIF4G é capaz 

de se ligar a PABP através dos RRM 1 e 2 (CHENG; GALLIE, 2007; KAHVEJIAN et 

al., 2015), no qual nossos resultados indicaram uma redução drástica na co- 

purificação do EIF4G4 com a PABP2 através dos motivos IAK e YAR, presentes nos 

RRM 1 e 2, respectivamente. A redução dos níveis de EIF4G4 ainda é confirmada 

através do grande número de proteínas ribossomais da subunidade 40S que deixaram 

de co-purificar com o motivo IAK, inferindo uma relação direta entre as interações do 

EIF4G4 com a PABP2 e proteínas ribossomais da subunidade 40S, todas 

responsáveis por atuar na iniciação da tradução. Junto ao EIF4G4, observou-se um 

decréscimo na presença do fator EIF4AI e de subunidades dos complexos eIF3 e eIF2 

no motivo IAK, que juntos aparentam estar envolvidos na regulação da iniciação da 

tradução (MERRICK, 2015). 

 
7.3 AVALIAÇÃO DE PROTEÍNAS RIBOSSOMAIS DA SUBUNIDADE 40S 

RIBOSOMAL ASSOCIADAS A PABP2 DE L. INFANTUM 

As proteínas ribossomais são de extrema importância na formação de complexos 

que irão atuar na iniciação da tradução, permitindo a circularização do mRNA e a 

captação das subunidades ribossomais que permitirão traduzir o mRNA em proteína, 

sendo as proteínas ribossomais relacionadas à subunidade 40S responsáveis por 

interagir com os complexos eIF3 e eIF4 para a formação do complexo 48S. Estudos 

recentes com a subunidade menor 40S, permitiu identificar interações entre as 

proteínas ribossomais e a PABP através dos RRM 3-4 e região C-terminal (MACHIDA 

et al., 2018). Nossos resultados fortalecem essa ideia quando visto que um número 

elevado de proteínas ribossomais ligadas ao 40S sofreu uma queda na sua 

associação com a PABP2 quando observados os mutantes dos RRMs 3 e 4 (FRS e 

HSK), assim como da região C-terminal (RQN e TGM). Os achados deste trabalho 

levantam a hipótese que estas regiões, de forma individual, interagem com diversas 

subunidades ribossomais demonstrando sua importância no processo de iniciação da 
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tradução e corroborando com resultados que indicam a relação de proteínas 

ribossomais com alguns fatores de iniciação da tradução. 

 
7.4 AVALIAÇÃO DE PROTEÍNAS DE TRANSPORTE ASSOCIADAS A PABP2 DE L. 

INFANTUM 

Já foi identificado a presença da PABP2 no núcleo quando submetida a estresse, 

de modo a inferir que essa RBP estaria associada a funções de transporte núcleo- 

citoplasma e outros processos de regulação realizados no núcleo (DA COSTA LIMA 

et al., 2010; KRAMER et al., 2013). Nosso trabalho trás de forma pioneira a 

identificação de proteínas relacionadas ao transporte, em sua maioria núcleo- 

citoplasma, que podem estar relacionadas à diferentes motivos na PABP2. Dentre 

elas, destaca-se as importinas que atuam no transporte de proteínas entre o 

citoplasma e o núcleo (LANGE, et al., 2007), assim como uma proteína com domínio 

de fator de transporte nuclear, a NTF2, que atua junto à filamentos de actina que 

também pôde ser identificado através da espectrometria de massas (IMPE et al., 

2008). De forma geral, estas duas proteínas podem estar atuando regulando os 

processos de importação e exportação, através da interação com nucleoporinas 

(STEWART, 2000). Estes resultados permitem abrir possibilidades de identificação 

direta da relação entre essas proteínas encontradas com a PABP2, onde em sua 

maioria houve um alto nível de enriquecimento através do motivo IAK, tornando um 

potencial alvo de estudos para buscar entender melhor a migração da PABP2 para o 

núcleo, assim como sua atuação nestas condições. 

 
7.5 AVALIAÇÃO DE OUTRAS PROTEÍNAS ASSOCIADAS A PABP2 DE L. 

INFANTUM 

Algumas proteínas chamaram atenção por serem vistas em um alto grau de 

enriquecimento, mesmo não apresentando funções descritas na literatura, como é o 

caso das proteínas LINF_360013000, LINF_350055000. Embora hipotéticas, 

acredita-se apresentarem domínios zinc finger, desta forma podendo estar atuando 

na regulação da expressão gênica, além de apresentarem estar associadas, visto que 

foram encontradas com um grau de enriquecimento muito próximo entre elas e 

reduzindo sua ligação com os mesmos motivos, tendo seu maior desligamento da 

interação com o domínio TGM. Outras duas proteínas hipotéticas, LINF_320027600 e 
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LINF_190011100, também apresentaram um grau de enriquecimento mais elevado 

comparado ao motivo IAK. 

Uma proteína flagelar, PF16, foi observada em alguns dos mutantes (IAK/AAA, 

FRS/AAA, HSK/AAA e TGM/AAA), apresentando um enriquecimento alto, essa 

proteína é responsável pela regulação da estrutura flagelar e sua motilidade 

(STRASCHIL et al., 2010), visto que a formação flagelar é de extrema importância 

para o desenvolvimento e infecção do parasito da L. infantum, esse resultado pode 

subsidiar estudos atrelados à essa proteína de modo a controlar a ação do parasito. 

A proteína ERF1 responsável pelo controle da terminação da tradução, 

apresentou um alto grau de enriquecimento encontrado junto ao motivo IAK, o que era 

esperado, visto que muitas proteínas relacionadas à tradução co-purificaram pouco 

com relação a esse mutante. Uma outra proteína, a CRK3 que possui função de 

fosforilação e é de grande importância na regulação do ciclo celular (DUNCAN et al.,  

2016), também apresentou uma forte perda de co-precipitação com os motivos IAK e 

TGM, podendo indicar regiões de fosforilação e responsáveis pelo ciclo celular da L. 

infantum, podendo tornar-se alvos para estudos visando avaliar as modificações e 

regulação do ciclo celular neste parasito. 

 
7.6 AVALIAÇÃO DAS MODELAGENS IN-SILICO DA PABP2 DE L. INFANTUM 

Todos os modelos obtidos foram refinados e apresentaram valores favoráveis nos 

parâmetros avaliados no software PROCHECK, para garantir o controle de qualidade 

das estruturas tridimensionais formadas computacionalmente, apresentando a grande 

maioria de resíduos favoráveis na análise e quase nulo de resíduos não favoráveis, o 

que caracteriza uma modelagem correta (LASKOWSKI et al., 2001). A partir da 

obtenção das modelagens e dos alinhamentos entre as sequências contendo as 

mutações em seus respectivos motivos e a PABP2 WT, foi possível identificar o valor 

em RMSD que se refere ao quanto a proteína alterou estruturalmente a partir da 

conformação dos átomos em relação a proteína selvagem (KIHARA et al., 2009). 

Desta forma o motivo RYQ apresentou o menor índice de RMSD, com 0.775Å, 

enquanto as demais sequências apresentaram valores acima de 1Å. Considerando 

que valores de RMSD abaixo de 1Å, indicam maiores semelhança entre a sequência 

avaliada e a sequência original, corrobora com os resultados da espectrometria de 

massas, onde o motivo RYQ foi o que menos diminuiu os níveis de co-precipitação 
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com outras proteínas, mostrando que esse motivo não parece exercer importância 

para a PABP2. Enquanto os valores obtidos acima de 1Å demonstram uma diferença 

estrutural que pode afetar ligações entre os motivos avaliados, o que podemos 

observar nos outros seis motivos estudados (KIHARA et al., 2009). 

Modelos onde apresentam um RMSD acima de 4Å são úteis para identificação 

de regiões que alterem bastante a conformação da proteína a ponto de alterar suas 

ligações peptídicas, o que podemos observar nos motivos FRS, RQN e TGM, onde 

após suas mutações foram capazes de diminuir co-precipitações com proteínas 

importantes para o desenvolvimento do parasito em questão, como a CRK3, PF16, 

PABP1, outras RBPs e alguns eIFs. Valores de RMSD entre 2 e 4Å também podem 

representar regiões responsáveis por diversas interações, como é o caso dos motivos 

IAK e HSK que após os resultados de espectrometria de massas reduziram a co- 

purificação da maior parte das proteínas encontradas no experimento (KIHARA et al., 

2009). 

Estudos recentes identificaram através de ensaios de duplo-knockout em 

motivos relacionados à PABP2, que o motivo TGM é essencial à viabilidade da L. 

infantum, (SANTOS FILHO, Tese de Doutorado, 2021), então quando avaliamos o 

RMSD desse motivo, identificou-se o maior valor na modificação estrutural dentre as 

regiões avaliadas, o que pode indicar a perda de interações essenciais para a 

sobrevivência do parasito e a importância do domínio MLLE onde está contido o 

motivo TGM, tornando-se um alvo promissor para possíveis moléculas com ação 

antiparasitária. 

Os resultados obtidos com as modelagens e alinhamento in-silico corrobora 

com os resultados encontrados na espectrometria de massas e demonstra a 

importância dos motivos estudados para realizar ligações significativas para a função 

da PABP2 e sobrevivência da L. infantum. 
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8 CONCLUSÕES 

 

a) A PABP2 de L. infantum se associa com um grande grupo de proteínas 

relacionadas à tradução em tripanosomatídeos. 

b) Proteínas envolvidas no transporte núcleo-citoplasma parecem ter uma forte 

associação com a PABP2, somados a outros estudos, sugere-se que esta possa ter 

atividade tanto no citoplasma como no núcleo. Com isso, os motivos 80IAK82 e 

547TGM549 surgem como os principais responsáveis pelas interações com essas 

proteínas, dentre os motivos estudados. 

c) Os motivos 80IAK82 e 137YAR139 possivelmente fazem parte de regiões 

responsáveis pela interação com o eIF4G4. 

d) Motivos presentes nos RRMs 3 e 4, assim como a região C-terminal parecem ser 

capazes de interagir com proteínas ribossomais da subunidade 40S. 

e) Os motivos 80IAK82, 263FRS265, 284HSK286 e 547TGM549 se mostraram 

candidatos a mediarem uma associação com a PF16, proteína de grande importância 

para o desenvolvimento flagelar e motilidade do parasito. 

f) De forma geral, os motivos 80IAK82 e 547TGM549 aparentam mediar grande 

parte das principais associações envolvendo a PABP2, dentre os motivos avaliados. 

g) A geração de modelos in-silico da PABP2 demonstrou a importância dos motivos 

estudados para a conformação da proteína e sua associação com parceiros proteicos. 
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