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RESUMO

Os tripanosomatideos sao protozoarios patogénicos dos géneros Leishmania e
Trypanosoma que possuem mecanismos moleculares Unicos associados a sua
expressao génica. Acredita-se que a etapa de iniciagdo da traducdo seja um dos
principais alvos de regulacdo da expressao génica nestes parasitas. O fator elF2 &
responsavel por mediar a associacdo do GTP e do tRNA ligado a Metionina inicial
(Met-tRNAI) com a subunidade menor ribossomal e € formado pelas subunidades q,
B ey, com o elF2y constituindo o nucleo do complexo. Em Leishmania, a descoberta
de dois homodlogos de elF2y (EIF2y-1 e EIF2y-2) ressalta a possibilidade de sua acdo
em eventos de regulacéo. Este trabalho teve inicio com andlises de expressao usando
soro policlonal dirigido a ambos os homodlogos de elF2y de Leishmania que foi capaz
de reconhecer os dois homoélogos quando superexpressos de forma ectépica,
entretanto apenas o EIF2y-1 nativo foi reconhecido de forma clara e reprodutivel. Em
curvas de crescimento da forma promastigota de L. infantum, foram vistas duas
isoformas para o EIF2y-1 durante crescimento exponencial, com diminuicdo da
isoforma de maior tamanho a partir de 120h. Em curva de crescimento amastigota, o
EIF2y-1 apresenta duas isoformas. Esse padréo se manteve inalterado em condi¢des
de estresse de temperatura, nutricional e oxidativo. Em nenhuma dessas condi¢des
se observou maior expressado do EIF2y-2 nativo, cuja abundéancia foi tentativamente
estimada, com niveis de 10 a 30 vezes menores do que os do EIF2y-1. As isoformas
observadas para o EIF2y-1 sugere alteragdes por modificacdes pos-traducionais. Para
investigar e mapear possiveis sitios alvos dessas alteragdes foram realizados ensaios
de mutagénese sitio dirigida no gene codificante do EIF2y-1 em motivos candidatos.
Os genes mutantes foram clonados em vetor para expressao no parasita fusionado
ao epitopo HA, seguido de transfeccdo em L. infantum. O impacto destas mutacdes
foi avaliado e ndo afetaram o perfil de expressao das isoformas.

Palavras-chave: trypanosomatina; Leishmania infantum; fatores de iniciagdo em

eucariotos; fator de iniciagcdo 2 em eucariotos.
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ABSTRACT

Trypanosomatids are pathogenic protozoa of the genera Leishmania and
Trypanosoma that have unique molecular mechanisms associated with their gene
expression. It is believed that the translation initiation step is one of the main targets
of gene expression regulation in these parasites. The elF2 factor is responsible for
mediating the association of GTP and initial Methionine-bound tRNA (Met-tRNAI) with
the smaller ribosomal subunit and is formed by a, B, and y subunits, with elF2y
constituting the nucleus of the complex. In Leishmania, the discovery of two elF2y
homologues (EIF2y-1 and EIF2y-2) highlights the possibility of its action on regulatory
events. This work started with expression analyzes using polyclonal serum directed to
both homologues of Leishmania elF2y which was able to recognize the two
homologues when overexpressed ectopically, however, only native EIF2y-1 was
recognized clearly and reproducibly. In growth curves of the promastigote form of L.
infantum, two isoforms for EIF2y-1 were seen during exponential growth, with a
decrease in the larger isoform after 120h. In an amastigote growth curve, EIF2y-1 has
two isoforms. This pattern remained unchanged under conditions of temperature,
nutritional and oxidative stress. In none of these conditions was observed greater
expression of native EIF2y-2, whose abundance was tentatively estimated, with levels
10 to 30 times lower than those of EIF2y-1. The observed isoforms for EIF2y-1 suggest
alterations due to post-translational modifications. To investigate and map possible
target sites for these alterations, site-directed mutagenesis assays were performed on
the EIF2y-1 encoding gene in candidate motifs. Mutant genes were cloned into a vector
for expression in the parasite fused to the HA epitope, followed by transfection into L.
infantum. The impact of these mutations was evaluated and did not affect the
expression profile of the isoforms.

Key words: trypanosomatina; Leishmania infantum; eukaryotic initiation factors;

eukaryotic initiation factor-2.
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1 INTRODUCAO

Os tripanosomatideos s&o protozoarios parasitas pertencentes a classe
Kinetoplastida, caracterizados por apresentarem um unico flagelo e morfologia celular
caracteristica e que varia de acordo com o hospedeiro. Os géneros mais bem
caracterizados séo Leishmania e Trypanosoma, parte da familia Trypanosomatidae e
gue incluem diversas espécies que causam doencas em seres humanos e em outros
mamiferos. Em comparagdo com outros eucariotos, estes protozoarios se destacam,
por apresentarem mecanismos particulares da sua expressao génica. Apresentam
escassez de introns e transcri¢cao policistrénica, com seus pré-mRNAs passando pelo
processo de trans-splicing e poliadenilacdo para assim formar o RNA mensageiro
(mRNA) maduro. Sua adaptacdo a diferentes condicdes ambientais se da com um
amplo controle da sua expressao génica, poréem ndo h& controle especifico do
processo de transcricdo, sendo sua regulacdo génica mediada por mecanismos pos
transcricionais que tem como alvo importante a traducao.

A traducéo, o processo de sintese proteica, pode ser dividida em quatro etapas:
iniciacdo, alongamento, terminacdo e reciclagem de ribossomos. Sua regulagao
ocorre principalmente na etapa de iniciagdo, a mais complexa, permitindo assim um
controle rapido e reversivel da expressdo génica. Nessa etapa atuam diversas
proteinas chamadas de Fatores de Iniciacdo da Traducéo, os elFs, (Eukaryotic
Initiation Factors), que podem ser constituidos de uma ou vérias subunidades. Dentre
eles estao o elF1, elF2, elF3, elF5 e o elF4F.

O elF2 é um fator heterotrimérico, carreador de tRNA, composto pelas
subunidades elF2q, elF2p e elF2y. Dentro do complexo ternéario de traducéo, o papel
do elF2 é o de se ligar ao GTP e ao Met-tRNAIi e transferir o Met-tRNAi para a
subunidade ribossomal menor, assim permitindo o inicio da tradugdo. Ao fim da
iniciacdo, o GTP ligado ao elF2 é hidrolisado em GDP e o complexo elF2-GDP é
liberado do ribossomo como complexo inativo. O GDP deve ser trocado por GTP para
gue o complexo elF2 possa patrticipar de outra rodada de iniciacao da traducao, papel
este realizado pelo complexo elF2B. E importante salientar que a atuacdo do
complexo elF2B sobre o elF2 é alvo de inimeros processos de controle da traducao
gue atuam atraves da fosforilagdo da subunidade elF2a de forma a inibir a tradugao

global em momentos especificos.
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Levando em consideracéo o fato da regulagdo génica dos tripanosomatideos
ser, em sua maioria, pos-transcricional, a funcdo do elF2 deve ser ainda mais
relevante. Em Leishmania a descoberta de dois homologos da sua subunidade elF2y
(EIF2y-1 e EIF2y-2) ressalta ainda mais a possibilidade de acdo deste complexo em
eventos de regulagcdo. Em estudos anteriores que precederam esta proposta, foi
obtido um soro policlonal capaz de reconhecer ambos os homdlogos de elF2y. Neste
trabalho este soro foi utilizado em ensaios de western blotting em que foi visto um
padrédo de diferentes isoformas do elF2y para o EIF2y-1, corroborando com a
premissa deste ser alvo de modificacBes pds-traducionais, como a fosforilagcdo, que
possam estar associadas a mecanismos regulatérios relacionados a traducdo. No
elF2y humano foi observada a presenca de oito possiveis locais de fosforilagdo e que,
a depender dos niveis de fosforilacdo, podem ser menos ou mais significativos
biologicamente. Em continuidade o padréo de expressao do EIF2y-1 foi avaliado em
curvas de crescimento, nas formas promastigota e amastigota do parasita, e em
condicOes de estresse. Ja o EIF2y-2 se mostrou bem menos abundante que o EIF2y-
1 e de deteccéo dificil em todas as condi¢Oes testadas. O papel de modificacbes pos-
traducionais no EIF2y-1 também foi investigado, através de mutagéneses de sitios
candidatos a alvos para estas modificagOes, avaliando a presenca das isoformas
identificadas nas proteinas mutadas e buscando definir melhor em que condicfes as

isoformas associadas as modificacdes pos-traducionais estéo presentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os tripanosomatideos, protozoarios patogénicos, pertencem aos géneros
Leishmania e Trypanosoma que possuem mecanismos moleculares anicos

associados a sua expressao génica.

2.1 OS TRIPANOSOMATIDEOS

Os tripanosomatideos sdo protozoarios parasitas flagelados unicelulares
pertencentes a classe Kinetoplastida. A maioria desses organismos apresentam ciclo
de vida monoxénico (possuem apenas um hospedeiro definitivo) restrito a hospedeiros
invertebrados, como aqueles distribuidos entre os géneros Blastocrithidia, Crithidia,
Herpetomonas e Leptomonas (entre outros géneros menores ou duvidosos) (LOPES,
2010; KAUFER et al., 2017; MASLOV et al.,, 2019). H4, entretanto, espécies
heteroxénicas (com ciclo de vida se alternando entre dois hospedeiros) que séo
responsaveis por infectar animais (incluindo seres humanos) e plantas, representados
pelos géneros Trypanosoma, Leishmania, Phytomonas, entre outros. Estes dois
primeiros sdo capazes de causar graves doencas em humanos: a Tripanossomiase
africana humana (HAT) ou doenca do sono, através da espécie Trypanosoma brucei;
a Doenca de Chagas, pelo Trypanosoma cruzi; e os diversos tipos de Leishmanioses,
provocadas por aproximadamente 20 espécies de Leishmania (KAUFER et al., 2017,
LUKES et al., 2018; MASLOV et al., 2019; STUART et al., 2008).

Estudos com tripanosomatideos mostram que, apesar de eucariotos, esses
parasitas apresentam uma linhagem evolutiva altamente divergente comparados com
os “sistemas modelos” comuns de mamiferos, plantas e fungos. Isso se reflete em
caracteristicas unicas em relacdo ao que foi descrito para os processos biolégicos
basicos eucaribticos, como por exemplo no mecanismo Unico de trans-splicing ligado
ao processamento de seus mMRNAs (LUKES et al., 2018; MASLOV et al., 2019). Dentre
as particularidades de sua morfologia os protozoarios da classe Kinetoplastida
possuem uma estrutura exclusiva denominada cinetoplasto que pode apresentar
diferentes formas e consiste em uma regido especifica da mitocéndria onde esta
concentrado o DNA mitocondrial (kKDNA). Na maioria dos tripanosomatideos o

cinetoplasto forma uma estrutura semelhante a disco; por outro lado, as formas
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tripomastigotas de T. cruzi possuem um cinetoplasto mais arredondado (Figura 1).
Existem dois tipos de DNA no cinetoplasto, minicirculos e maxicirculos (Figura 2), que
juntos representam 30% do genoma total da célula e também podem servir como alvos
para definicbes taxondmicas (CAVALCANTI; SOUZA, 2018; SOUZA; CARVALHO;
BARRIAS, 2017; KAUFER; STARK; ELLIS, 2020).

Figura 1 - Diferentes formas de desenvolvimento de Trypanosoma cruzi por

microscopia eletronica de transmissao

Regido anterior

Fonte: Carvalho (2017).

Legenda: A) Forma epimastigota - Cinetoplasto (K) em formato de bastdo localizado na regido anterior
lateral em relacdo ao nucleo (N); B) Forma amastigota - Cinetoplasto (K) em formato de bastédo
localizado na regido anterior ao nicleo; C) Forma tripomastigota - apresenta o corpo fino, ndcleo
alongado e cinetoplasto (K) arredondado localizado na regido posterior.

Figura 2 - Organizacdo das fitas de DNA do cinetoplasto em maxicirculos e

minicirculos.

Fonte: Cavalcanti e Souza (2018).
Legenda: Setas indicam maxi e minicirculos. Barra: 0,3 pm.
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Os tripanosomatideos podem apresentar grande variacdo morfologica tanto
entre os estagios do ciclo de vida quanto entre as espécies, apesar de terem uma
similaridade ultraestrutural conservada. As principais formas evolutivas sé&o
tripomastigota, epimastigota, amastigota, opistomastigota, coanomastigota e
promastigota (Figura 3), definidas pela posicédo e profundidade da bolsa flagelar,
comprimento do flagelo e fixacdo lateral do flagelo ao corpo celular. A funcdo das
formas celulares ndo esta totalmente elucidada, porém ha exemplos que mostram que
a morfologia correta é vital para sua patogenicidade e adaptacdo a diferentes
ambientes de hospedeiros (KAUFER et al., 2017; KAUFER; STARK; ELLIS, 2020;
WHEELER; GLUENZ; GULL, 2013). Diferentes espécies de tripanosomatideos
podem ser cultivadas in vitro. Em Leishmania, o estagio em que 0 protozodrio se
encontra no intestino dos hospedeiros invertebrados é a forma promastigota (H.
LOPES, 2010; KAUFER et al., 2017). Em macrofagos de vertebrados os parasitas se

encontram na forma amastigota intracelular (KAZEMI, 2011).
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Figura 3 - Representagdo esqueméatica dos estagios morfoloégicos dos
tripanosomatideos
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Fonte: Modificado de Wheeler; Gluenz; Gull (2013).

Legenda: As seis principais morfologias dos tripanosomatideos. Os géneros em que cada morfologia
ocorre estdo indicados, os géneros monofiléticos sublinhados. (A) Morfologias com flagelo anexado
lateralmente ao corpo celular. (B) Morfologias com flagelo livre (sem fixacéo lateral do flagelo ao corpo
celular). As métricas usadas para registrar a morfologia celular séo indicadas (comprimento do corpo
celular, comprimento do flagelo livre, distancia cinetoplasto-posterior (KP) e distancia ndcleo-posterior
(NP)). (C) Amastigota, que nado possui flagelo longo e mével. (D) Estruturas associadas ao flagelo:
corpo pré-basal (BB), bolsa flagelar (FP), axonema (Ax) e haste paraflagelar (PFR).

2.2 O GENERO Leishmania

O género Leishmania engloba protozoarios causadores de leishmanioses,
doencas que afetam humanos e animais, principalmente nas regiées dos trépicos e
subtrépicos (BATES, 2007). O progresso do diagnostico das leishmanioses depende
do desenvolvimento de métodos e biomarcadores adequados, que quanto mais
sensiveis e eficazes mais facilmente permitirdo se aprimorar os programas de controle
de infeccdo por esse parasita. Para isso se faz necessario também uma classificacao
atualizada das espécies desse protozoario (RAMIREZ et al., 2016). O género

Leishmania possui mais de 50 espécies (RAMIREZ et al., 2016) e é dividido em quatro
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subgéneros: Leishmania, Sauroleishmania, Viannia e Mundinia. O ultimo subgénero
foi estabelecido recentemente e permanece pouco estudado, embora contenha
espécies infectantes (BUTENKO et al., 2019; KAUFER; STARK; ELLIS, 2020).

As espécies e subespécies de Leishmania estdo agrupadas em complexos e
estdo sob constante revisdo, porém a classificagdo (Figura 4) de mdltiplas espécies
ainda é dificil, mas extremamente necessaria para fornecer o tratamento adequado
aos pacientes infectados (RAMIREZ et al., 2016). Esse tratamento se baseia na
classificacdo: a) Bioldgica: desenvolvimento nos vetores flebotomineos, crescimento
em meios de cultura e desenvolvimento em hospedeiros vertebrados; b) Bioquimica:
padrbes isoenzimaticos, sequenciamento de multiplos loci (tipagem enzimatica
multilocus); c¢) Imunoldgica: analise parasitaria com anticorpos monoclonais e d)
Filogenética: tipagem de sequéncia multilocus e sequenciamento de DNA de loci
Unico/mdltiplo (RAMIREZ et al., 2016).

Atualmente a OMS sugere a técnica de MLEE (eletroforese de isoenzimas, do
inglés Multilocus Enzyme Eletrophoresis) como padrao-ouro para classificacdo e
tipificacdo de Leishmania, porém, recentemente, o uso da PCR-RFLP (reacdo em
cadeia da polimerase - polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo, do
inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism) direcionada aos genes da proteina
de choque térmico mostrou um potencial razoavel para a tipagem de espécies
(AKHOUNDI et al., 2017; RAMIREZ et al., 2016), além de outras técnicas como as
soroldégicas (uso de anticorpos monoclonais) e técnicas de biologia molecular
(deteccéo e sequenciamento de DNA) (AKHOUNDI et al., 2017; DEAN et al., 2015;
RAMIREZ et al., 2016).
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Figura 4 - Classificacdo atualizada de espécies de Leishmania.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

O género Leishmania pode ser encontrado em 98 paises onde sdo estimados
cerca de 1 milhdo de casos anuais para leishmaniose cutanea e 300 mil para
leishmaniose visceral, com aproximadamente 20 mil mortes por ano (Figura 5)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020). H& diversas espécies de Leishmania
gue causam variados tipos de leishmaniose e sdo responsaveis por um grande
impacto para a saude publica. (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; DE VRIES;
REEDIJK; SCHALLIG, 2015; STEVERDING, 2017).

Figura 5 - Endemicidade da leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral no mundo
em 2018.
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Fonte: Adaptado da Organizacdo Mundia de Salde (2020).

Legenda: Situacdo endémica das leishmanioses em todo mundo em 2018. A figura A mostra 0 nimero
total de casos anuais notificados para leishmaniose cutanea (LC). A imagem B mostra o numero total
de casos anuais notificados para leishmaniose visceral (LV).

Existem cerca de 53 espécies de Leishmania descritas em diferentes regides
do mundo podendo ser classificadas em dois grupos principais: espécies do Velho
Mundo, que ocorrem na Europa, Africa e Asia; e espécies do Novo Mundo, que

ocorrem nas Américas. Cerca de 31 espécies sdo conhecidas por serem parasitas de
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mamiferos e 20 espécies sdo patogénicas para seres humanos (ALEMAYEHU;
ALEMAYEHU, 2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; STEVERDING, 2017).

A infeccdo causada por diversas espécies de Leishmania pode ser encontrada
em todos os continentes e é endémica em 49% dos paises (DOUGALL et al., 2009;
RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020; TORRES-GUERRERO et al., 2017; WHO,
2010). A distribuicdo global de cada uma das espécies de Leishmania determina o
tipo de doenca que ocorre em uma area. Por exemplo, L. donovani causa
leishmaniose visceral no sul da Asia e na Africa; enquanto L. infantum causa esta
mesma doenga no Mediterraneo, Oriente Médio, América Latina e partes da Asia
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; KAZEMI, 2011; STEVERDING, 2017; TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

No Brasil sete espécies de Leishmania foram identificadas, sendo as principais:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) infantum (BRASIL, 2019). Em
2019, em todo o pais foram registrados 15.484 casos de leishmaniose cutanea e
mucosa e 2.529 casos de leishmaniose visceral, seguindo como o pais com maior
taxa de letalidade das américas (7,7%) para essa Ultima forma clinica
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020). Foram 16.063 casos
confirmados de leishmaniose visceral na regido Nordeste entre os anos de 2010 e
2017. Pernambuco representou 8,52% dos casos totais de acometidos no Brasil em
2017, tendo uma das taxas de letalidade mais altas do Nordeste (LUCENA;
MEDEIRQOS, 2018).

2.4 FORMAS CLINICAS E TRATAMENTOS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses estédo, segundo a OMS, entre as sete doencgas tropicais e
subtropicais mais importantes, representando um grave problema de salude publica,
com seu amplo espectro de manifestacbes clinicas e com um desfecho
potencialmente fatal (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; BURZA; CROFT,
BOELAERT, 2018; KAZEMI, 2011; STEVERDING, 2017; TORRES-GUERRERO et
al., 2017). Podem ser divididas em duas formas clinicas principais: leishmaniose
tegumentar ou cutanea (LC) e leishmaniose visceral (LV) (STEVERDING, 2017).
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Na LC os parasitas infectam macréfagos residentes na pele e amastigotas
liberados infectam macréfagos vizinhos. Na LV as amastigotas liberadas séo
disseminadas pela corrente sanguinea e infectam células do figado, baco, linfonodos
etc. A LC pode ainda se apresentar em quatro formas diferentes: leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutdnea disseminada (LD), leishmaniose
cutanea difusa (LCD) e leishmaniose mucocutanea (LM) (Figura 6). A LCL apresenta
lesBes cutaneas e Ulceras em partes expostas do corpo, enquanto a LCD apresenta
multiplos nédulos por todo corpo de progressao lenta e sem ulceragdo. Jda LD é a
forma mais rara da doenca, caracterizada pelo aparecimento de diversas lesdes
ulcerativas que podem se estender por diferentes areas do corpo. A LM por sua vez
engloba os casos em que a doenca se espalha para as mucosas de nariz, boca e
garganta, levando a destruicdo do septo nasal, labios e palato. A LV é a forma mais
grave das leishmanioses e sem tratamento € fatal em mais de 95% dos casos. Seus
sintomas incluem febre irregular, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia
(podendo apresentar ambos, hepatoesplenomegalia) (Figura 7), pancitopenia e
anemia (STEVERDING, 2017).

Figura 6 - Formas clinicas de leishmaniose cutanea.
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Fonte: Modificado de Anversa et al. (2018).

Legenda: (A) Lesd@o unica caracteristica da leishmaniose cutanea localizada. (B) Setas indicam
diferentes lesdes na face do paciente, caracteristica de leishmaniose cutdnea disseminada. (C)
Multiplas lesdes na face e no braco de uma crianca, caracteristica de leishmaniose cuténea difusa. (D)
Representa lesdo em mucosa nasal, tipica de leishmaniose mucocutanea.
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Figura 7 - Criangca com hepatoesplenomegalia caracteristica de LV.

Fonte: Bowles et al. (2015).

As espécies de Leishmania que causam a LC no Velho Mundo sédo as
Leishmania major, L. tropica e L. aethiopica, prevalentes na Bacia do Mediterraneo,
no Oriente Médio, no Chifre da Africa ou no subcontinente indiano. No Novo Mundo a
LC é provocada pelas Leishmania amazonensis, Leishmania mexicana, Leishmania
braziliensis e Leishmania guyanensis, endémicas na América Central e do Sul
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). No Brasil,
as espécies mais presentes sdo: Leishmania braziliensis que pode causar
leishmaniose cutanea e suas variagfes (LCL, LCD e LM); Leishmania guyanensis,
causando LCL e LM; Leishmania amazonensis, ocasionando todas as formas de LC,;
e Leishmania infantum (ou L. chagasi) originando LV. Outras espécies causadoras de
LCL também podem ser encontradas, porém sdo menos comuns, como por exemplo,
L. lainsoni, L. naiff, L. shawi e L. lindenbergi (ANVERSA et al., 2018).

A escolha do tratamento e o progndstico para as leishmanioses vai variar de
acordo com a espécie, porém a identificacdo da espécie por cultura e pelo exame
isoenzimatico é lenta e cansativa e novas ferramentas, como amplificacdo genémica
pela reacdo da cadeia da polimerase, ndo estdo amplamente disponiveis. Nesse
cenario, os pacientes com leishmaniose sdo tratados frequentemente sem a
identificacdo da espécie, a partir do contexto geografico do paciente e epidemiologia
da doenca na regido. Entretanto, existem espécies de Leishmania com diferentes
cursos clinicos que sdo endémicas concomitantemente, principalmente na América
do Sul (MINODIER; PAROLA, 2007).
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Os tratamentos disponiveis para as leishmanioses sdo baseados em
guimioterapicos, como por exemplo os antimoniais pentavalentes, anfotericina B,
anfotericina B lipossomal, miltefosina, pentamidina, etc. No entanto, as drogas
disponiveis possuem desvantagens como elevada toxicidade, alto custo e resisténcia
ao tratamento desenvolvido pelos parasitas, o que leva a busca de novos agentes
leishmanicidas (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE.,
2017; MONZOTE, 2009; SUNDAR; SINGH, 2018).

2.5 CICLO DE VIDA DOS PARASITAS DO GENERO Leishmania

A maioria das espécies de Leishmania possui ciclo de vida heteroxénico
(precisa de dois hospedeiros para completar seu ciclo). Esse parasita € transmitido
para o hospedeiro vertebrado através de um vetor invertebrado, flebotomineo,
conhecido popularmente como mosquito-palha. (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017,
BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2017; PINHEIRO et al., 2014; STEVERDING,
2017). Existem mais de 600 espécies de flebotomineos, porém os Unicos vetores
comprovados de leishmaniose humana sdo espécies e subespécies do género
Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo. (ALEMAYEHU;
ALEMAYEHU, 2017; STEVERDING, 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

O ciclo de vida de Leishmania spp. (Figura 8) se inicia quando o flebotomineo
fémea injeta promastigotas infectantes em um mamifero suscetivel durante o repasto
sanguineo. As formas promastigotas metaciclicas do parasita, que sao rapidamente
fagocitados por fagdcitos residentes, se transformam em amastigotas e se dividem no
vacuolo parasitoforo. O parasita pode infectar mais células fagociticas no local da
infeccdo cutdnea ou em o6rgédos linfoides secundarios (com eventual parasitemia),
dependendo de fatores do hospedeiro e parasita. Os flebotomineos sao infectados
pela aquisicdo de parasitas quando estes se alimentam do sangue de um hospedeiro
mamifero infectado (com leséo cutanea ativa na LC ou com parasitemia na LV). Os
parasitas se modificam para a forma promastigota no intestino médio dos fleb6tomos
e se multiplicam em numeros altos dentro de quatro a 14 dias (ALEMAYEHU,;
ALEMAYEHU, 2017; ESCH; PETERSEN, 2013).

Em um segundo momento os parasitas promastigotas migram para as

glandulas salivares e se transformam em promastigotas metaciclicos infecciosos.
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Estes sdo inoculados na pele de um novo hospedeiro mamifero quando o
flebotomineo se alimenta de sangue, levando & transmiss&o da doenca. E importante
salientar que estes parasitas apresentam diferentes mecanismos de viruléncia que
visam manter sua persisténcia nos fagoécitos do hospedeiro para estabelecer uma
infeccd@o crbnica de longo prazo. Assim, depois que um flebotomineo faz o repasto
sanguineo no hospedeiro, quimioatratores salivares promovem um influxo de
neutréfilos e macréfagos para o local de alimentacdo. Os parasitas inibem a
acidificacdo dos fagossomos, permitindo que eles sobrevivam nos neutroéfilos. No
momento da apoptose dos neutrofilos, os parasitas sobreviventes sao fagocitados por
macrofagos residentes e infiltrados (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; ESCH,;
PETERSEN, 2013).

Figura 8 - Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania.
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Fonte: Anversa et al. (2018, traducdo nossa).

Legenda: Os flebotomineos injetam formas promastigotas metaciclicas em mamiferos suscetiveis
durante a alimentagdo. As formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitados pelos fagocitos
residentes, transformam-se em amastigotas em estagio tecidual e se multiplicam dentro dessas células
por meio de diviséo simples. O parasita continua infectando células fagociticas no local da infec¢éo
cutanea ou em 6rgdos linfoides secundarios, com eventual parasitemia. Os flebotomineos séo
infectados pela alimenta¢@o de um hospedeiro com uma leséo cutanea ativa na LC ou com parasitemia
na LV. Os parasitas se convertem em promastigotas no intestino médio do flebotomineo. As
promastigotas migram do intestino médio e novamente se transformam em promastigotas metaciclicas
altamente infecciosas.
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2.6 BIOLOGIA MOLECULAR DE Leishmania

Espécies de Leishmania e outros tripanosomatideos possuem genoma em
geral diploide, porém podem apresentar aneuploidias que podem ser mecanismos de
adaptacdao (MANNAERT et al., 2012; REQUENA et al.,, 1997). O tamanho dos
genomas de Leishmania varia de 29 Mb (megabase) (L. amazonensis) a 33 Mb (L.
major, L. infantum e L. braziliensis). O nimero de cromossomos também se diferencia
de acordo com espécies: 34 em L. amazonensis e L. mexicana, 35 em L. brasiliensis
e 36 em L. major, L. donovani e L. infantum. (CANTACESSI et al., 2015; KAZEMI,
2011; LLANES et al., 2015). Os genomas de Leishmania spp. possuem
aproximadamente 8.000 genes codificadores de proteinas (KAZEMI, 2011; LLANES
et al., 2015). As diferentes espécies de Leishmania possuem genomas semelhantes
e grande conservacdo genética, embora apresentem alta variabilidade na
patogenicidade e no tropismo tecidual (CANTACESSI et al., 2015).

A divergéncia da maioria dos tripanosomatideos ocorreu antes do surgimento
de vetores e hospedeiros, logo, as propriedades moleculares Unicas sdo comuns
nessa familia em comparagédo com outros eucariotos. Devido a diferencas na estrutura
e composi¢ao, os cinetoplastideos possuem uma magquinaria de traducao diferente de
outras espécies eucarioticas. Por exemplo, sua subunidade ribossémica menor (40S)
contém uma proteina ribossémica especifica para cinetoplasto (KSRP) e segmentos
de expansao de RNA ribossémico incomumente grandes (rRNA). Outro exemplo é a
diferenca estrutural significativa na subunidade ribossomal 40S, quando comparado
com seus hospedeiros mamiferos. Essas caracteristicas Unicas podem desempenhar
funcdes especificas na traducéo, podendo também ser importantes alvos especificos
para drogas inibitérias (BOCHLER et al., 2020; QUERIDO et al., 2017; ZINOVIEV;
SHAPIRA, 2012).

Ao longo do seu ciclo de vida, a adaptacao dos tripanosomatideos é de extrema
importancia para se ajustar a diferentes ambientes hospedeiros e € alcancada atraves
da modulacéo da sua expressédo génica (HAILE; PAPADOPOULQOU, 2007; KAZEMI,
2011). Porém, como ja mencionado, sao eucariotos que possuem uma forma diferente
de controlar sua expressdo génica, além de uma organiza¢do genémica Unica, com
escassez de introns e cromossomos menores, resultando em um nimero maior de

genes confinados a um espaco menor dentro do nucleo. Seus genes séo organizados
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em uma ou em ambas as fitas de DNA e sédo transcritos como transcritos
policistrénicos (codificam mais de uma proteina) (KAZEMI, 2011). O mRNA
policistronico resultante € processado através do trans-splicing (na regido 5’) e
poliadenilagao (na regido 3’) (Figura 9). O trans-splicing € um processo que adiciona
na regidao 5 uma sequéncia de 39 a 41 nucleotideos, sequéncia esta derivada da
clivagem de um pequeno RNA nuclear rico em residuos de uridina denominado RNA
Spliced-Leader (SL). Simultaneamente ocorre a poliadenilagdo que consiste em
ligacdo de caudas poli(A) a uma molécula de RNA mensageiro. (KAZEMI, 2011;
MARTINEZ-CALVILLO et al., 2017; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010; MICHAELI,
2011).

Figura 9 - Representacao esquematica da maturagcdo de mRNA por trans-splicing e
poliadenilagéo.
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Fonte: Modificado de De Gaudenzi et al. (2011).
Legenda: O esquema representa o processo de maturacdo do mRNA por trans-splicing e poliadenilagédo
em tripanosomatideos. A transcri¢do inicia em regides de cromatina aberta e termina em regifes de
cromatina condensada. SL: RNA Spliced-Leader; (A)n: Cauda poli(A).

A maioria dos processos regulatérios da expressdo génica nos
tripanosomatideos se da no nivel pos-transcricional, devido a natureza constitutiva da
sua transcricdo, a auséncia de promotores definidos da RNA polimerase Il e as

unidades longas de transcricdo policistrénica. A regulagdo génica pode acontecer
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entdo nos estagios de processamento, transporte, armazenamento, traducdo e meia-
vida do mRNA ou no nivel pés-traducional (modificacdo e degradacao de proteinas)
ou até mesmo por mecanismos ainda nédo totalmente elucidados (CLAYTON, 2002,
2016). Logo, a traducdo é uma etapa fundamental na regulagéo da expressao génica
dos tripanosomatideos, principalmente na etapa de iniciagdo, onde atuam diversos
fatores proteicos (CLAYTON, 2014; CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

2.7 SINTESE PROTEICA EM EUCARIOTOS

A sintese proteica ou traducdo compreende um conjunto complexo de reacfes
bioguimicas que permitem que a célula gere uma resposta a sinais externos e internos
por meio da producdo de suas préprias proteinas. Esse processo é altamente
coordenado e controlado por diversos elementos e macromoléculas. Tem por
finalidade a producéo correta e eficientemente de todas as proteinas de uma célula
(JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010; ZINOVIEV; SHAPIRA, 2012). A traducao
pode ser dividida em quatro etapas principais: iniciagdo, alongamento, terminacao e
reciclagem dos ribossomos. E um processo regulado principalmente na etapa de
iniciacdo, permitindo assim o controle rapido, reversivel e espacial da expressao
génica e servindo como alvo para uma infinidade de atividades regulatérias
(JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010; MARINTCHEV; WAGNER, 2004; ZINOVIEV;
SHAPIRA, 2012).

A etapa de alongamento da traducdo consiste na sintese da cadeia
polipeptidica pelo ribossomo que se desloca ao longo do mRNA a partir do cédon de
inicio AUG até alcancar o codon de parada. Na terminacdo da traducdo ocorre o
reconhecimento de um codon de parada no mRNA, liberando o polipeptideo nascente
e dissociando complexos ribossémicos. Em eucariotos hd apenas um fator de
terminacado de classe |, eRF1, que reconhece todos os trés codons de parada (UAA,
UAG ou UGA). O processo de reciclagem ocorre depois que a cadeia polipeptidica
concluida € liberada. O mRNA e o sitio P do tRNA desacetilado permanecem
associados aos ribossomos nos complexos pés-terminacgéo, que devem ser reciclados
liberando o mMRNA e o tRNA desacetilado e dissociando as subunidades dos
ribossomos. A reciclagem dos complexos pds-terminagdo em bactérias precisa do
fator de alongamento EF-G e do fator de reciclagem de ribossomo RRF. Nos

eucariotos nao ha a codificacdo de nenhum homélogo de RRF e seu mecanismo de
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reciclagem ribossémica ainda é pouco conhecido (DEVER; GREEN, 2012,
MARINTCHEV; WAGNER, 2004).

2.7.1 Inicio datraducdo em eucariotos

A iniciacdo da traducdo em eucariotos requer a acdo de pelo menos 12 fatores
de iniciacao, chamados de elFs (eukaryotic Initiation Factors) e € um importante ponto
de controle na expressdo génica. Um melhor entendimento do mecanismo de
iniciacdo da traducdo é imprescindivel para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos para diversas doencas (ACKER; LORSCH, 2008; HINNEBUSCH,;
LORSCH, 2012).

A iniciacdo dependente de cap (Figura 10) se da& geralmente pelo
reconhecimento da estrutura do cap, encontrada na extremidade 5’ dos mRNAs, pelo
fator elF4F (HINNEBUSCH, 2014; HINNEBUSCH; LORSCH, 2012; SONENBERG;
HINNEBUSCH, 2009). O fator elF4F é um complexo heterotrimérico composto das
subunidades: elF4E, proteina de ligacdo ao cap; elF4A, uma RNA helicase; e elF4G,
a proteina que estrutura o complexo. Este complexo também interage com a proteina
de ligacdo de poli-A (PABP), que reconhece a extremidade 3’ terminal do mRNA,
fazendo com que haja uma circularizagéo transitoria dos mRNAs a serem traduzidos
(HINNEBUSCH, 2014; HINNEBUSCH; LORSCH, 2012; SONENBERG;
HINNEBUSCH, 2009).
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Figura 10 - Figura esquematica da traducéo dependente de cap.
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Fonte: Modificado de Sacco; Masotti (2013).

Legenda: O fator de iniciacdo elF4E reconhece a extermidade 5' cap do mRNA e promove o
recrutamento do elF4G gerando o complexo de iniciacdo elF4F. O ribossomo é recrutado na
extremidade 5 ' do mRNA, e a traducdo ocorre quando a varredura de 5' UTR é concluida e o c6don
AUG é atingido.

Concomitantemente com a ligacdo do complexo elF4F ao mMRNA, outra etapa
preliminar da iniciacdo da traducéo é a formacgédo do complexo ternario, formado pelo
metionil-tRNA iniciador (Met-tRNAI) e elF2 ligado a GTP. O complexo ternario se
associa entdo com a subunidade ribossomal menor 40S para formar o complexo de
pré-iniciagédo 43S (PIC), com o auxilio dos fatores elF1, elF1A, elF3 e elF5 (Figura 11)
(ACKER; LORSCH, 2008; HINNEBUSCH, 2014; HINNEBUSCH; LORSCH, 2012;
SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). O PIC 43S se liga entdo ao mRNA, pr6ximo ao
cap, em um processo facilitado pelo elF3, elF4F, elF4B, elF4H (em mamiferos) e pela
proteina de ligacdo ao poli-A (PABP). A iniciacdo da traducdo depende entdo de um
processo de busca realizado pela subunidade ribossomal 40S e fatores associados
ao longo da regido 5’ ndo traduzida do mRNA (5’UTR), com o intuito de se identificar
0 codon (AUG) de iniciagdo da tradugao. Esta busca é realizada no sentido 5’-3’
usando a complementariedade do anticédon do Met-tRNAi, em um processo de
varredura que requer hidrolise de ATP (adenosina trifosfato). Para que isso ocorra é
necessario a presenca do elF4A, com sua atividade helicase, eliminando estruturas
secundéarias do mRNA (em mamiferos essa fungédo tem apoio dos elF4B e elF4H)
(HASHEM; FRANK, 2018; HINNEBUSCH, 2014; HINNEBUSCH; LORSCH, 2012;
KAPP; LORSCH, 2004).
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O reconhecimento do codon de iniciagdo consiste no pareamento entre o
anticodon do Met-tRNAi e o cédon AUG do mRNA dentro do sitio peptidil (sitio P) na
subunidade 40S, formando o complexo de iniciacdo 48S. Ocorre entdo a hidrolise do
GTP ligado ao elF2, através da sua atividade GTPase que é estimulada pelo elF5
(atividade GAP, do inglés, GTPase-Activating Protein), com a subsequente liberacao
de fosfato inorganico (HASHEM; FRANK, 2018; HERNANDEZ et al., 2012;
HINNEBUSCH; LORSCH, 2012). A dissociacdo de elF2 faz com que haja a exposicao
dos locais de ligacdo para elF5B e a interacdo entre elF5B e Met-tRNAI permite que
ambos adquiram conformagdes competentes para a ligacdo da subunidade
ribossomal maior (60S). Por fim, a interacdo do elF5B com o ribossomo promove a
unido com a subunidade 60S e, apd6s a hidrolise de GTP no elF5B, esse fator,
juntamente com o elF1A, se dissocia, tornando competente o alongamento do
ribossomo (agora 80S). E importante salientar que o complexo elF2-GDP que foi
liberado sera reciclado, havendo a troca de GDP por GTP através da atividade GEF
(fator de troca de nucleotideo guanosina) do complexo elF2B (HASHEM; FRANK,
2018; HERNANDEZ et al., 2012; HINNEBUSCH; LORSCH, 2012).
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Figura 11 - Modelo da via de iniciacdo da traducé&o eucaridtica.
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Legenda: A iniciacdo comeca com a montagem do complexo de pré-iniciacdo 43S (PIC), em uma Unica
etapa via complexo multifatorial (MFC) ou através de duas etapas distintas, nas quais os fatores de
iniciacdo eucariotica (elFs) elF1, -1A, e -3 se ligam primeiro a subunidade 40S, seguidos pelo complexo
ternario (CT) e elF5. O PIC 43S é entdo carregado em um complexo de RNA-mensageiro ativado
préximo ao cap 5 '. A varredura subsequente do mRNA é acompanhada por hidrélise de GTP sem
liberacéo de fosfato (Pi) do elF2-GDP. O reconhecimento do cédon de inicio desencadeia a dissocia¢do
de elF1, liberacdo Pi do elF2 e conversao para a conformacédo presa por varredura do PIC. O elF5B
em sua forma ligada a GTP promove a juncdo da subunidade 60S ao PIC, acompanhada pela liberagéo
de elF5B-GDP e elF1A para formar o complexo de iniciacdo 80S, pronto para a fase de alongamento
da sintese de proteinas. O elF2-GDP, liberado apds a juncdo da subunidade, é entdo reciclado de volta
para elF2-GTP pelo fator de troca elF2B, reac¢ado impedida pela fosforilacdo de elF2a. O GTP aparece
como um circulo verde e o GDP como um circulo vermelha. Abreviagfes: Met-tRNAi: RNA de
transferéncia do iniciador de metionil; PABP: proteina de ligacéo de poli-A.
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A auséncia de nutrientes, exposicao a diversos fatores ambientais e estresses
causados por virus podem ocasionar a inibicao global da traducédo dependente de cap.
Porém, alguns mRNAs continuam a ser traduzidos de maneira alternativa,
dependentes de uma iniciacdo da traducao diferente na qual o ribossomo se liga
diretamente a uma regido interna do mRNA, denominada de IRES (Sitio Interno de
Entrada Ribossomal). A IRES néo responde por todos os casos de traducéo
independente do cap, e outras vias menos compreendidas sdo provavelmente
também usadas por células eucaridticas (CHRISTOPHER; SARNOW, 2001).

2.8 O FATOR elF2 DE INICIACAO DA TRADUCAO

Em eucariotos, o fator de iniciacdo eucariotico elF2 desempenha um papel
importante no inicio da traducdo, sendo uma GTPase heterotrimérica que entrega o
Met-tRNAI ao sitio P na pequena subunidade ribossomal durante a etapa de iniciacéo,
um passo limitante da taxa de traducdo. Esse complexo é formado por trés
subunidades: elF2a, elF2(3 e elF2y (Figura 12). O elF2a é inserido no sitio E da
subunidade ribossomal 40S durante o inicio da traducéo, o elF2p faz parte da bolsa
de ligacdo de nucleotideos nos eucariotos e o elF2y possui o local catalitico da
atividade de GTPase e reconhece e liga ao Met-tRNAi (GORDIYENKO; LLACER;
RAMAKRISHNAN, 2019; ROLL-MECAK et al., 2004; SCHMITT; NAVEAU;
MECHULAM, 2010).
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Figura 12 - Representagcao do complexo elF2 ligado ao Met-tRNAI.

Fonte: Modificado de Dever; Kinzy; Pavitt (2016).
Legenda: Em verde encontra-se a subunidade a com seu residuo de serina 51 em azul; em lilas, a

subunidade B; em vermelho, a subunidade y; em azul turquesa, mRNA com regido amarela

representando o cédon AUG. Met-tRNAI encontra-se em cinza.

2.8.1 elF2a

A subunidade a do complexo elF2 possui aproximadamente 36 kDa em
mamiferos e contém trés dominios, sendo os dominios 1 e 2 mais rigidos ligados ao
terceiro dominio mével (Figura 13). Nos eucariotos, essa subunidade possui um
residuo de serina (S51 em levedura e humano) localizado no dominio 1 e é alvo de
vérias quinases, sendo a fosforilacdo desse residuo fundamental para o controle da
traducdo. Depois que ocorre a fosforilacdo do residuo de serina, ha um aumento da
afinidade entre o elF2 e elF2B (ANDAYA et al.,, 2011, 2014; AVILA et al., 2016;
SCHMITT; NAVEAU; MECHULAM, 2010; SUDHAKAR et al., 2000). Esta maior
afinidade impede que ocorra a reciclagem de GDP ligado ao elF2, mediada pela
atividade GEF exercida por elF2B e assim o elF2 é convertido de um substrato para
um inibidor de fator de troca. Com o rapido esgotamento do pool de elF2-GTP,
geralmente a traducéo € inibida. Isso ocorre em especial devido a baixa concentracéo
intracelular de elF2B, em comparacao a do elF2, o que torna a fosforilagdo de uma
fracdo de elF2 suficiente para inibicdo da sintese proteica (AVILA et al., 2016;
SCHMITT; NAVEAU; MECHULAM, 2010; SUDHAKAR et al., 2000).
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Figura 13 - Subunidade elF2a.
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Fonte: Modificado de Schmitt; Naveau; Mechulam (2010).
Legenda: Dominio 1 em azul escuro, dominio 2 em marinho e dominio 3 em ciano. O residuo S51 em
elF2a é indicado pela seta.

Em condicdo de estresse ou inanigdo a fosforilagdo da S51 no elF2a de
humanos é mediada por quatro quinases diferentes: a quinase inibidora heme-
regulada, HRI (do inglés, heme-regulated inhibitor) ativada por privacdo de heme; a
proteina quinase ativada por RNA, PKR (do inglés, protein kinase RNA-activated)
produzida em células infectadas por virus; a quinase do reticulo endoplasmético (RE)
semelhante & PKR, PERK (do inglés, PKR-like endoplasmic reticulum kinase); e a
guinase de controle ndo passivel de inibicdo-2, GCN2 (do inglés, general control non-
depressible-2) ativada por inanicdo de aminoacidos (AVILA et al., 2016; BURWICK;
AKTAS, 2017; HOLCIK; SONENBERG, 2005; KRAMER, 2012). Outras condi¢des
adversas, por exemplo, estresse oxidativo ou inibicdo de proteassoma, também
podem ativar diferentes quinases responséaveis pela modulagéo do elF2, dependendo
do contexto celular. No geral, a fosforilacdo de elF2 reduz a traducéo de forma global,
como mencionado anteriormente. Porém, contraditoriamente, a traducédo de alguns
poucos mMRNAs, especificos para adaptacao ao estresse, € aumentada, como os que
codificam os fatores de transcricdo GCN4 (em leveduras) e ATF4 (fator de transcricdo
de ativacdo 4) (em mamiferos). Estes fatores sdo responsaveis por regular a
expressao de centenas de genes necessarios para a recuperacdo das células do
estresse inicial (Figura 14) (AVILA et al., 2016; BURWICK; AKTAS, 2017; CLOUTIER
et al., 2012; HOLCIK; SONENBERG, 2005; KRAMER, 2012).
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Figura 14 - Representacao esquematica da fosforilacdo Ser51 na subunidade elF2a.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: Condi¢8es de estresse que resultam na fosforilagdo do elF2aq, realizada por quatro proteinas
quinases distintas: HRI, GCN2, PKR e PERK. A fosforilagdo de elF2a inibe a troca de GDP-GTP,
reduzindo a taxa de dissociacdo de elF2B. O resultado é a inibicdo da traducéo global. A traducao
seletiva de um subconjunto de mMRNASs continua, 0 que permite que as células se adaptem as condi¢des
de estresse. RE: Reticulo Endoplasmatico; Ser51: Serina 51; P: Fosforilacdo; HRI: quinase inibidora
heme-regulada; GCN2: quinase de controle ndo passivel de inibicdo-2; PKR: proteina quinase ativada
por RNA; PERK: a quinase do reticulo endoplasmatico semelhante a PKR.

Os tripanosomatideos possuem algumas divergéncias na regulacao e estrutura
do elF2. A subunidade elF2a de tripanosomatideos foi identificado pela primeira vez
em sequéncias gendmicas de T. brucei em um estudo para a caracterizacao de suas
quinases que também seriam alvos de fosforilagdo, podendo estar envolvidas na
deteccdo de transporte de proteinas/nutrientes (CHOW et al., 2011; MORAES et al.,
2007). Também foi identificado uma proteina quinase elF2a de Trypanosoma cruzi
(TcK2) como uma proteina transmembrana localizada em organelas que acumulam

nutrientes. Na auséncia de heme, a TcK2 é ativada, cessando o crescimento celular
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e levando a diferenciagao de formas proliferativas em infecciosas e néo proliferativas.
Parasitas que nao possuem TcK2 apresentam incapacidade de diferenciacdo e
deficiéncia de crescimento (AUGUSTO et al., 2015).

O residuo S51 de mamiferos corresponde a treonina 166 (T166) no elF2a de
Leishmania, que também é fosforilado e ativado por diferentes situa¢gdes de estresse
citoplasmaticas. Exemplificando, alta temperatura e pH acido juntos sdo condicdes
fisiologicas predominantes dentro do compartimento fagolisossémico. Estes eventos
desempenham um papel importante no seu ciclo de vida, induzindo a diferenciacao e
mantendo a forma latente necessaria para o parasita se adaptar e sobreviver no
ambiente estressado dentro do hospedeiro. Foi visto em Leishmania infantum que o
elF2a possui 47 kDa e que fatores de estresse induzem a fosforilacdo dessa
subunidade, levando a uma diminui¢ao da traducéo global e aumentando os niveis de
expressao relativa de proteinas responsivas ao estresse. Esta resposta desencadeia
a diferenciacdo do parasita e permite que se adapte as condicbes adversas dos
macrofagos hospedeiros (ABHISHEK et al., 2017; CLOUTIER et al.,, 2012,
NASCIMENTO, 2016).

2.8.2 elF2p

A subunidade elF2 possui 37 kDa em mamiferos e 38 kDa em Leishmania
infantum. Em eucariotos € rica em lisina na sua porcdo N-terminal, estando
relacionada a ligacao nos elF5, elF2B e ao mRNA. A porcdo C-terminal também é
necessaria para a ligacdo ao tRNA e sua funcéo ainda é controversa (LAURINO et al.,
1999; NASCIMENTO, 2016; NAVEAU et al., 2013; SCHMITT; NAVEAU; MECHULAM,
2010). Essa subunidade também interage com o elF1 (KAPP; LORSCH, 2004), e esse
recrutamento evita a hidrolise prematura de GTP no elF2 (UNBEHAUN, 2004).

A interagao entre as subunidade 3 e y do complexo elF2 é necesséria para a
identificacao correta do cdédon de iniciacdo da traducdo (HASHIMOTO; CARNEVALLI;
CASTILHO, 2002). O nucleo da subunidade B € conservado e pode ser dividido em
trés partes (Figura 15): uma a-hélice N-terminal (h1) que é conectada por um ligante
flexivel a um dominio a- central, seguido por um dominio de ligagdo de zinco C-

terminal (ZBD). A hl nado interage com 0s outros dominios e o dominio ZBD é
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compactado no dominio a-f central, formando um corpo rigido (SCHMITT; NAVEAU,
MECHULAM, 2010).

Figura 15 - Subunidade elF23

~_Dominio ap

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: Hélice 1 em amarelo, dominio aff central em laranja e dominio de ligag&o de zinco (ZBD) em
cinza. Zinco (Zn?*) representado como esfera ciano. Os residuos 23-27 ndo estdo visiveis. A
visualizacdo é deduzida da estrutura de Ss-alF2a3bc (PDB ID 2QMU).

Sitios fosforilados in vitro em elF23 de mamifero foram mapeados em S2, S67
(alvos da creatina quinase 2 (CK2)), S13 (alvo da proteina quinase C (PKC)) e S218
(alvo da proteina quinase A (PKA)). A subunidade B também é um substrato para
proteina quinase dependente de DNA (DNA-PK), porém o local de fosforilacdo ainda
nao foi identificado. Estudos sobre as consequéncias funcionais da fosforilacdo de
elF2B em mamiferos para a sintese proteica mostraram que ela ndo afetou a
capacidade do complexo elF2 de formar o complexo ternario com GTP e Met-tRNAI.
Porém, posteriormente foi observado que a fosforilagao de elF2B pela CK2 diminui a
afinidade da ligacao entre GDP e elF2 (LLORENS et al., 2006).

2.8.3 elF2y
A subunidade elF2y eucariética € um membro da superfamilia das proteinas de

ligacdo a GTP e é altamente semelhante ao fator de alongamento bacteriano EF1A

(antigo EF-Tu). A similaridade funcional entre elF2y e EF1A ainda é sugerido por
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dados genéticos e bioquimicos que indicam que a subunidade y desempenha um
papel significativo na ligacdo de nucleotideos e ligantes de tRNA (ERICKSON;
HANNIG, 1996; LES ERICKSON et al., 2001; ROLL-MECAK et al., 2004). Estudos
mostram que o elF2y se liga diretamente ao GDP/GTP e Met-tRNAi. Em humanos,
esta subunidade possui 472 aminoacidos, peso molecular de aproximadamente 52
kDa e compartilha cerca de 72% de homologia de sequéncia com o elF2y de
Saccharomyces cerevisiae (GASPAR et al., 1994; LES ERICKSON et al., 2001).

A subunidade elF2y foi cristalizada pela primeira vez em 2002, apresentando

uma estrutura composta de trés dominios denominados de G, Il e lll (Figura 16).

Figura 16 - Subunidade elF2y.

N-Terminal

C-Termina

Dominio Il

Dominio G

Fonte: A autora, 2021.
Legenda: Dominios da subunidade y do complexo elF2. Em laranja: dominio G da subunidade y. Em
azul: dominio Il da subunidade y. Em verde: dominio Il da subunidade y. PDB ID 1S0U.

O dominio G possui homologia estrutural com outras GTPases, logo contém o
dominio de ligacdo de GTP/GDP no N terminal, caracterizado pela presenca de
regides comuns a todas as proteinas G. Os dominios Il e Ill sdo estruturados em 3-
barril (BORCK et al.,, 2012; HASHEM; FRANK, 2018; ROLL-MECAK et al., 2004,
SCHMITT; NAVEAU; MECHULAM, 2010). Na maioria dos eucariotos, a subunidade y

€ 0 nucleo da proteina elF2 heterotrimérica uma vez que as subunidades elF2a e



44

elF2B nao interagem entre si, porém estao ligadas a elF2y (Figura 17) (SCHMITT,;
NAVEAU; MECHULAM, 2010).

Figura 17 - Fator elF2 e interacdes entre a subunidade y com as subunidades a e (3.

A

Met-tRNAI

GLY-327

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A: O fator elF2 e as interagBes entre as suas subunidades e o Met-tRNAi. Em cinza: Met-
tRNAIi. Em amarelo: interacdes entre as subunidades. Em rosa: subunidade a. Em roxo: subunidade .
Em laranja: dominio G da subunidade y. Em azul: dominio Il da subunidade y. Em verde: dominio 1l da
subunidade y. Esfera em cinza: Zinco. B: As provaveis interagfes entre y e a acontecem entre: glicina
327 e leucina 222, alanina 328 e leucina 222, 4cido aspartico 403 e serina 194, acido aspartico 403 e
glicina 197, treonina 405 e cisteina 192, leucina 406 e cisteina 192. C: As provaveis interacfes entre y
e B ocorrem entre: glutamina 286 e glicina 263, asparagina 290 e arginina 137, asparagina 290 e leucina
134, acido aspartico 292 e arginina 137, lisina 264 e glicina 128. PDB ID 3JAP.
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Em Leishmania infantum, a subunidade y possui aproximadamente 53 kDa e
foram encontrados dois homologos diferentes dessa subunidade: EIF2y-1 e EIF2y-2.
Ambos interagem com as subunidades elF2a e elF2B, além do parceiro elF5. A
andlise realizada sugere que o EIF2y-2 surgiu apds um evento de duplicacédo de genes
precoce na familia Trypanosomatidae, porém que pode ter se perdido nas espécies
de Trypanosoma. E importante salientar que esses homologos possuem divergéncias,
resultando em sequéncias diferentes para o local de ligacdo do tRNA. Também foi
visto que os dois homdlogos séo divididos filogeneticamente em dois grandes grupos
e que evoluiram independentemente. O EIF2y-2, com aproximadamente 65 kDa,
apresenta mais mutacdes e insercdes quando comparado com a sequéncia consenso
eucariotica. E em ensaios de delecédo e complementacéo génica foi visto que EIF2y-1
€ essencial para viabilidade celular e que néo foi possivel realizar a substituicdo de
EIF2y-1 pelo EIF2y-2, corroborando com a ideia que 0os genes ndo apresentam a
mesma funcdo (NASCIMENTO, 2016). Com isso se faz necessario investigar ambos
os homologos para definir seus papeis na traducdo e em eventos de regulacao,
podendo assim definir divergéncias e semelhancas funcionais no modo de acdo nos

parasitas em relagdo a outros eucariotos.
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3 JUSTIFICATIVA

Pesquisas realizadas em mamiferos mostram que a traducao mal regulada de
MRNAs e a atividade anormal de elFs sdo caracteristicas comuns do céancer,
evidéncias que levaram ao estudo destes fatores como alvos terapéuticos para varios
tipos de neoplasias (BURWICK; AKTAS, 2017; HAO et al., 2020; KARAKI et al., 2015;
VOLPON; OSBORNE; BORDEN, 2019). Caracterizar os mecanismos moleculares da
traducdo pode elucidar pontos importantes de controle da expressdao génica em
tripanosomatideos e, nesse sentido, seus elFs também podem se tornar alvos para
inibidores especificos do processo de traducdo. Apesar de eucariotos, 0s
tripanosomatideos possuem caracteristicas moleculares Unicas no inicio da traducao,
0 que pode permitir uma interferéncia mais especifica nesse seu processo, permitindo
o desenvolvimento de drogas mais eficientes contra as tripanossomiases e
leishmanioses e menos tdxicas contra mamiferos. Portanto, desvendar por completo
o papel dos elFs, com destaque para o elF2 nesse trabalho, € de extrema relevancia,
justificando estudos em busca de compreender as particularidades do papel deste
fator nesses parasitas. Da mesma forma se justifica o conhecimento a ser gerado na
area de sintese proteica e em estudos de biologia basica e aplicada de protozoarios

patogénicos de forma geral.



47

4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao e investigar modificacdes pos-traducionais dirigidas a dois

homologos do fator de tradugéo elF2y de Leishmania infantum.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a expressao dos dois homologos elF2y de Leishmania infantum
em curvas de crescimento nas formas promastigotas e amastigotas;

b) Avaliar o impacto de condi¢cdes de estresse de temperatura, estresse
nutricional e estresse oxidativo na expressdo dos homologos de elF2y
de L. infantum na sua forma promastigota,

c) Avaliar o efeito de mutagéneses sobre possiveis sitios de fosforilagdo no
perfil de expressdo de isoformas dos dois homdlogos de elF2y em

formas promastigotas.
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5 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi realizado de acordo com os procedimento metodoldgicos a

sequir.

5.1 CULTIVO CELULAR DE FORMAS PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS DE L.

infantum

A manutencdo e cultivo das formas promastigotas de L. infantum foram
realizados em meio Schneider pH 7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 0,25% de hemina e mantidas em estufa B.O.D. a 26°C. O cultivo das formas
amastigotas de L. infantum foi realizado em meio MAA/20, pH 5,5, suplementado de
20% de soro fetal bovino, 1% de hemina a 37°C em estufa de CO2 a 5%. O meio
MAA/20 é obtido por modificacdo do meio 199 (cat no. M9163, Sigma®),
suplementado com 0,5% de trypto caseina de soja (Pasteur Diagnostics®), 0,25% de
glucose, 4 mM de NaHCO3 e 25 mM de HEPES. A diferenciagdo morfologica em
amastigotas foi analisada através de microscopia de luz em campo invertido.

Para as curvas de crescimento de promastigotas, foram realizados indculos de
10°® células em meio Schneider pH 7,2 e o crescimento celular foi acompanhado
diariamente até a fase de morte celular. Todos os dias foram retiradas aliquotas para
obtencdo de extratos celulares para os ensaios de western blotting (WB), em que as
células foram coletadas por centrifugacédo (3000 RPM / 5 minutos / 4°C) e em seguida
ressuspendidas em 100uL de tampao de proteina para gel SDS-PAGE desnaturante.
Para as condicdes de estresse foram utilizadas trés condi¢oes: temperatura (37°C em
meio Schneider) (CODONHO et al.,, 2016), nutricdo (meio Schneider nao
suplementado nem com SFB nem com hemina) (ZINOVIEV; SHAPIRA, 2012) e
estresse oxidativo (H202 — peroxido de hidrogénio na concentragéo 0,2mM) (SILVA et
al., 2017). Foram feitos indculos de 108 células na fase exponencial e o crescimento
celular foi acompanhado. No tempo de 48h, as células foram contadas e separadas
em garrafas distintas para cada condicdo de estresse citada acima. Os extratos
celulares foram retirados nos tempos 1h e 6h. Os controles foram mantidos no proprio

meio Schneider pH 7,2 em condi¢des padrao de cultivo a 26°C.
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Para as curvas de crescimento de amastigotas de L. infantum foram realizados
inéculos de 10¢° células em meio especifico descrito acima, pH 5,5, sob pressao de
CO:2 e o crescimento celular foi acompanhado diariamente até a fase de morte celular.
Os extratos totais do parasita, utilizados nos ensaios de WB, foram obtidos a partir de
culturas em fase exponencial de crescimento (10°), das quais as células foram

tratadas semelhantes as condicGes acima realizada em promastigotas.

5.2 WESTERN BLOTTING

Para ensaios de western blotting dos homdlogos elF2y, foi utilizado soro
policlonal previamente obtido capaz de reconhecer ambos os homélogos de elF2y
(SILVA, 2018) bem como extratos proteicos de L. infantum selvagem, ou expressando
EIF2y-1 e EIF2y-2, fracionados em gel SDS PAGE 15%. Estes extratos foram entao
transferidos para membrana de PVDF (Immobilon-P — Millipore) por uma hora, com a
membrana bloqueada em solucéo de leite (Molico ®) 5% em TBS-Tween 20 (20 mM
Tris, 500 mM NaCl, Tween 20 0,05%, pH 7,5) sob agitagdo por uma hora, em
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo
primario anti-elF2y (soro policlonal anti-elF2y purificado) na diluicdo de 1:100 em
solucdo de composicao igual a usada para o blogueio, durante 16 horas a 4°C, sob
agitacao. Apos trés lavagens de 10 minutos com TBS-Tween 20, a membrana foi
incubada com o segundo anticorpo anti-lgG de coelho (Jackson Immunoresearch
Laboratories) marcado com peroxidase na diluicdo de 1:10000, sob agitacdo por uma
hora, em temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram lavadas
novamente trés vezes com TBS-Tween 20 por 10 minutos. ApGs as lavagens, as
membranas foram banhadas em solucéo reveladora comercial (Merck) e reveladas no
equipamento iBright (Thermo Fisher Scientific). Também foi realizado western blotting
com o anticorpo primario monoclonal anti-HA (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:5000 e
com o segundo anticorpo na diluicdo de 1:3000 (anti-lgG de camundongo conjugado

com peroxidase) com as mesmas etapas citadas acima.
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5.3 AMPLIFICACAO DE DNA E MUTAGENESE

Para obtencéo dos fragmentos mutados em sitios candidatos a fosforilacéo na
sequéncia do EIF2y-1 de Leishmania infantum (ID Trytrip LinJ.09.1130 ou
LINF_090018100) foram realizadas reacdes de amplificacdo (PCR) touchdown com
oligonucleotideos desenhados para cada mutagénese (Quadro 1). Cada reacéo foi
realizada utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New Englands
BioLabs), com um volume final de 50uL tendo como molde o DNA palsmidial EIF2y-1
de Leishmania infantum (pSP-BT1-Y-Neo-alfa-EIF2y-1) ja disponivel no laboratério. A
reacao foi realizada a 98°C por trés minutos para desnaturacao inicial em seguida dez
ciclos de desnaturacdo 98°C por 45 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a
70°C durante 45 segundos com decaimento de 1°C a cada ciclo e extenséo a 72°C
por um minuto. Em seguida mais 30 ciclos sao realizados a temperatura de 98°C para
desnaturacao durante 45 segundos, 60°C para anelamento durante 45 segundos e

extensdo de 72°C durante um minuto e extensao final a 72°C por trés minutos.

Quadro 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos para mutagéneses.

Nome do primer

Sequéncia

MUT21 Foward

GGATCCATGGCCGAGGAGGATATTGCGGACTTCACCCTCGATGACGA
GAAGGTCATCGACACAGACCAGGGGCTCGCCAAGCAGGACTTCGCC
AAGATCGACCTCGAT

MUT1 Reverse

AAGCTTGCTGCTCTGCTTCATGGGCAC

MUT2 Foward

GGATCCATGGCCGAGGAGGATATTGCG

MUT2 Megaprimer

CTCTCCGCAGTTGGGGCACCCCGTGCTGTCCGGCTGCGAGGACGGG
TAGGCCTGGTAGCAGGCGGGGCGCGGGCAGGTCTC

MUT2 Reverse

RAGETIGCTGCTCTGCTTCATGGGCAC

MUT3 Foward

GGATCCATGGCCGAGGAGGATATTGCG

MUT3 Megaprimer

GCAGTTGGGGCACGGCGCGGCGTCCGGCTGCGAGGA

MUT3 Reverse

BAGCTIGCTGCTCTGCTTCATGGGCAC

MUT4 Foward

GGATCCATGGCCGAGGAGGATATTGCG

MUT4 Reverse

AGCATAATCTGGCACATCATAAGGATABABETIGGCGGCCTGCTTCAT
GGGCAC

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: Sequéncia dos primers utilizado para as muta¢cdes em LinJ.09.1130. Sequéncias em rosa:
Sitios de BamHI. Sequéncias em azul: Sitios de Hindlll. Sequéncias destacadas em amarelo: mutacdes
desejadas.

Foi feito um alinhamento entre as isoformas de elF2y de Leishmania infantum

e elF2y de T. brucei para selecionar possiveis sitios de fosforilagdo e que fossem
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responsaveis pelo aparecimento da isoforma de maior peso molecular identificada no
EIF2y-1. A partir desse alinhamento foram identificados sitios para realizacdo de

mutagénese e verificacdo dos efeitos sobre a expressao dessa isoforma (Figura 18).

Figura 18 - Alinhamento para escolha de sitios de mutagénese.
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Tb927.11.13250 ThEIF2gamma I CRM |gRsTiteINcE ] RSFD PGESEDTF. £ E‘JJI&FH o gHTeT-———- 312
\ Ty v
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LINF_ 090018100 LiEIF2gamma-1 ————~————— —————————~ ————————— ——— e o Fc% E‘m 3es
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Legenda: Sitios escolhidos para mutagénese estdo destacados em vermelho. Serina 29 (S29),
Treonina 106 (T106), Treonina (T110), Prolina 120 (P120), Serinal18 (S118), Treonina 119 (T119),
Serina 478 (S478) e Serina 479 (S479).

A primeira mutagdo (MUT1) foi selecionada na serina 29 (S29) em substituicao
por uma alanina, mutacdo essa direcionada ao residuo conservado e fosforilado em
T. brucei (URBANIAK; MARTIN; FERGUSON, 2013). A segunda mutacao (MUT2)
substitui os residuos de treonina 106 (T106) e 110 (T110) por alanina e o residuo de
prolina 120 (P120) por uma glicina. A terceira mutagdo (MUT3) substitui serina na
posicao 118 (S118) e treonina na posicao 119 (T119) por uma alanina em um contexto
favoravel a fosforilacdo. Esses sitios da MUT2 e da MUT3 foram escolhidos por serem
regides que estédo ligados a um atomo de zinco e que tem funcdo importante para
proteina, além de estarem presentes em Leishmania e ausentes em T. brucei. A
guarta mutacao (MUT4) ocorre nas serinas 478 (S478) e 479 (S479) em um contexto

desfavoravel para a fosforilagdo, mas que pode servir como um controle negativo. A
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modelagem comparativa foi realizada para ilustrar os locais das mutagdes escolhidas
(Figura 19).

Figura 19 - Modelagem estrutural da proteina elF2y.

I

&

\ § o
C-Terminal ""!

Legenda: Modelagem comparativa através do Swiss-model utilizando como template a estrutura ID:
1S0U do PDB. Em laranja: dominio G da subunidade y. Em azul: dominio Il da subunidade y. Em verde:
dominio Il da subunidade y. Destaque para os sitios com mutagdes escolhidas (MUT2 e MUT3) no
dominio G (laranja). O modelo representa do aminoacido 47 ao 469, sendo assim nao houve cobertura
nem do N-terminal nem do C-terminal, desta forma n&o foi possivel representar nem MUT1 e nem
MUT4, embora as extremidades N e C-terminais estejam indicadas.

Para a obtencdo dos fragmentos mutados, foram desenhados primers
especificos para as mutacdes (Quadro 1). O esquema de amplificacéo foi realizado
conforme a figura abaixo (Figura 20). Nas mutacfes S29A (MUT1) e S478A, S479A
(MUT4) foram realizadas apenas uma etapa de PCR. Nas mutacdes T106A, T110A,
P120 (MUT2) e mutagbes S118A e T119A (MUT3) foram realizadas PCRs em duas
etapas. Na primeira etapa foi amplificado o inicio do gene com sitio de BamHI até a
regido das mutacdes, modificando o primer reverso com as mutacdes desejadas. Em
uma segunda PCR foi realizada amplificacdo do gene completo utilizando o produto

da primeira PCR como um megaprimer iniciador e com primer reverso comum (sem
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mutacdo e com sitio de Hindlll) do fim do gene. Assim gerando o gene completo e
com as mutacdes desejadas. A estratégia de amplificacdo também incluiu nos primers
sitios para as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, de modo que os fragmentos a
serem amplificados seriam flanqueados por estes sitios para posterior subclonagem
no vetor de expressdo pSP-BT1-Y-Neo-alfa. Os amplicons foram obtidos através de

PCR e posteriormente purificados.

Figura 20. Esquema de amplificacdo de DNA.

LinJ.09.1130
Mutag¢do S29A(MUT1)
Primer 5’ S29A Primer 3’ Hind!1!
Mutagdo T106A, T110Ae P120G (MUT2)
< ————— =
Primer 5’ BamHI Primer 3’ T106A,T110Ae P120G Primer 3’ Hind!ll
Nz =
g
12 Reagdo
0 a2
s
22 Reagdo
Mutagdo S118Ae T119A(MUT3)
) —_——————
Primer 5" BamH! Primer3’'S118AeT119A Primer 3’ Hindlll
Wies 4
g
12 Reagdo
L _/
~
22 Reagdo
Mutagio S478A e S479A (MUTA4)
. —
Primer 5" BamHI Primer 3’ S478A e S479A

Fonte: A autora, 2020.

Legenda: Representacdo esquematica das mutagéneses. O retangulo em cinza representa o gene
selvagem (WT), com 1440 pb (ID no tritrypdb.org: Linj.09.1130 ou LINF_090018100). Em amarelo,
primer 5’ contendo a mutacao S29A e sitio da enzima BamHI. Em azul escuro, primer reverse com sitio
da enzima Hindlll e sem mutac@o. Em vermelho, primer 5’ com sitio BamHI e sem mutag&o. Em roxo,
primer 3’ intermediario com mutagdes T106A, T110A e P120G. Em rosa, primer reverse intermediério
com mutacBes S118A e T119A. Em verde, primer 3’ com mutagcdes S478A e S479 e sitio Hindlll.
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5.4 CLONAGEM, DIGESTAO ENZIMATICA E EXTRACAO PLASMIDIAL

Os amplicons mutados foram introduzidos no vetor de clonagem pGEM®-T Easy
(Promega) (3015 pb) por ligacdo com a enzima T4 Ligase (New England Biolabs) e
em seguida foi feita a transformacdo em Escherichia coli linhagem TOP1O0.
Posteriormente foi realizado extracao plasmidial e digestdo com enzimas de restricao,
EcoRI, BamHI e Hindlll de acordo com as instru¢cdes do fabricante (New England
Biolabs). As digestbes foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose e,
posteriormente, por sequenciamento. Para se obter as constru¢des dos mutantes em
vetor de expressao pSP-BT1-Y-Neo-alfa (5925 pb) foram realizadas subclonagens em
gue os fragmentos mutados foram recuperados do plasmideo pGEM®-T Easy
(Promega) por digestdo com BamHI e Hindlll, purificados e submetidos a nova ligagéao
com o0 pSP-BT1-Y-Neo-alfa, digerido com as mesmas enzimas, seguida de
transformacdo em E. coli. A partir desses clones foi feita a extracao plasmidial e as
clonagens confirmadas por digestdo com BamHI e Hindlll em eletroforese (gel de
agarose) e sequenciamento (Figura 21). As extracbes plasmidiais foram feitas
seguindo o protocolo do fabricante, Gen-Elute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).

Figura 21 - Representacdo esquematica das etapas de clonagem e subclonagem.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: (A) Amplicon mutado representado em azul com sitios BamHI e Hindlll representados em
rosa. Vetor de clonagem (pGEM®-T Easy) representado em amarelo e vetor de expresséo (pSP-BT1-
Y-Neo-alfa) representado em verde. Linha tracejada em verde representa a subclonagem em pSP-BT1-
Y-Neo-alfa. (B) Representa a etapa de transformagéo em E. coli com DNA recombinante (vetor + inserto
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mutado). (C) Representa a extracdo plasmidial. (D) Mostra a etapa de digestdo enzimética e
confirmacéo por eletroforese em gel de agarose.
55 SEQUENCIAMENTO

As amostras de DNAs obtidas a partir das extragcdes plasmidiais foram enviadas
para o sequenciamento e foram analisadas através do sequenciador automatico de
DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®) disponivel para utilizacdo no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas do IAM/FIOCRUZ-PE. A integridade das sequéncias foi
comparada com o gene wild type (WT) Linj.09.1130 ou LINF_090018100 depositada
no tritrypdb.org através dos programas Segman e SeqBuilder (DNASTAR®).

5.6 TRANSFECCAO DE L. infantum

Para inserir 0 plasmideo de interesse dentro da célula de L. infantum foi
realizada a técnica de transfeccdo por eletroporagcédo. Para isso foram utilizadas
formas promastigotas de L. infantum WT, mantidas em crescimento em cultura, em
estufa B.O.D. a 26°C, através de repiques sucessivos a cada 4 ou 5 dias em meio
Schneider, pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e adicionado
de 0,1% v/v de Penicilina e Estreptomicina (Sigma-Aldritch). A técnica foi utilizada com
culturas em fase exponencial de crescimento.

Para cada transfecgéo, aproximadamente 2,5x108 células promastigotas de L.
infantum em fase exponencial foram utilizadas para a realizacéo de eletroporacdo com
o DNA recombinante. A cultura celular foi centrifugada a 3000 RPM por 5 minutos,
lavada com 1 ml de tampé&o Hepes-NaCl pH 7,05 (Hepes 20 mM, NaCl 85 mM, KCI 5
mM, Na2PO4 0,7 mM e glicose 20 mM) e ressuspendida em 450 pl do mesmo tampéo.
Em seguida, as células foram repassadas para cuvetas de eletroporacdo de 2 mm
(Bio-Rad) contendo de 5 a 10 ug do DNA plasmidial circular a ser transfectado e entéo
mantidas no gelo durante 10 minutos. Para o controle negativo foi utilizado o mesmo
procedimento, poréem sem a presenca de DNA.

As células foram eletroporadas com 1 pulso de 450 Volts e capacitancia de 450
MF, utilizando o eletroporador Gene Pulser Xcell™ system (BIO-RAD). Apés o choque,
o material foi repassado para uma garrafa de cultura de 25 cm? contendo 5 ml de meio
Schneider pH 7,2 e incubado a 26°C, por 24 horas. Em seguida, foi realizada a pré-

selecdo dos transfectantes, onde foi adicionado 5 ml de meio Schneider a cultura
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juntamente com a metade da quantidade do antibiético Neomicina (G418) utilizado
para manutencao da linhagem. Apés 24 horas, 1 ml das células pré-selecionadas foi
transferido para uma garrafa de cultura contendo 9 ml de meio Schneider pH 7,2
juntamente com a concentracdo total do antibidtico utilizado. Posteriormente, as
culturas foram incubadas a 26°C e acompanhadas durante 5 a 10 dias até que as

células selecionadas se tornassem viaveis para um repasse celular.



57

6 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho n&o envolveu seres humanos e/ou animais, seja de forma
direta ou indireta, portando ndo necessitou ser avaliado criteriosamente pelo Comité

de Etica em Pesquisa (CEP) e/ou Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA).
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7 RESULTADOS

Em um estudo anterior foi descoberto que Leishmania infantum apresenta dois
homologos do fator elF2y, denominados de EIF2y-1 e EIF2y-2, que apresentam
diferencas importantes ao longo das suas sequéncias (NASCIMENTO, 2016).

7.1 PADRAO DE EXPRESSAO DE DIFERENTES ISOFORMAS DOS HOMOLOGOS
DE elF2y

Desta forma, se faz necessario definir suas provaveis distingées funcionais na
iniciacdo da traducdo desse parasita. Para isso, em estudos que precederam este
trabalho, foi realizada a subclonagem em vetor de expressao de fragmentos génicos
codificando a regido N-terminal do EIF2y-1, sendo a regido N-terminal idéntica a
encontrada no EIF2y-2. O fragmento N-terminal foi utilizado para a producédo da
proteina EIF2y-1 recombinante em E. coli. O fragmento N-terminal foi entdo purificado
e utilizado para imunizacdo em coelhos e assim foi possivel a obtencao de soro
policlonal capaz de reconhecer ambos os homélogos do elF2y (SILVA, 2018). Com
essa ferramenta foi possivel iniciar o presente trabalho a partir da realizacdo de
western blotting para analise da expressao de ambos os homologos de elF2y em
células de Leishmania infantum. Para isso foram utilizadas células transfectadas com
vetor de expressdo pSP-BT1-Y-Neo-alfa expressando o EIF2y-1, bem como células
de L. infantum transfectadas com o mesmo plasmideo expressando o EIF2y-2 ambos

fusionados com Tag-HA.

7.1.1 Promastigota

Na forma promastigota foi observado um padrdo claro de duas isoformas
apenas para o EIF2y-1, tanto na proteina nativa (reconhecida com soro policlonal anti-
EIF2y purificado) quanto na que esta expressa fusionada ao epitopo HA (reconhecida
com soro anti-HA (Sigma-Aldrich)) (Figura 22). Para a proteina nativa EIF2y-1 é
importante salientar que esta é claramente observada nas células transfectadas
expressando o EIF2y-2 fusionado com o epitopo HA. J& a proteina EIF2y-2 apresenta

apenas uma isoforma que pode ser visualizada tanto com o soro policlonal especifico
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como com o soro anti-HA, mas apenas nas células transfectadas expressando o
mesmo homologo, uma vez que néo € possivel visualizar claramente a forma nativa
desta proteina nas células transfectadas expressando o EIF2y-1 fusionados com o
HA.

Figura 22 - Andlise da expressao dos homodlogos de elF2y de L. infantum apds

transfeccdo com genes fusionados ao epitopo HA.
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Fonte: A autora, 2019.

Legenda: A: Western blotting com soro policlonal anti-elF2y purificado. B: Western blotting com
anticorpo anti-HA (Sigma-Aldrich). Areas destacadas em vermelho mostram padr&o de duas isoformas.
O EIF2y-1 com peso molecular de aproximadamente 53 kDa e o EIF2y-2 com aproximadamente 65
kDa. Gel SDS Page 15%. M: Marcador. Pogos EIF2y-1 e EIF2y-2 sdo células transfectadas
expressando o EIF2y-1 e EIF2y-2 fusionado com o HA, respectivamente. G1 WT T. brucei com GST:
controle negativo do anti-HA.

Para melhor avaliar eventuais alteracdes de expressao dos dois homélogos ao
longo do cultivo, foram realizados ensaios semelhantes com curva de L. infantum WT
nas formas promastigotas. Foram feitos in6culos de 108 células e o crescimento
celular foi acompanhado do tempo Oh a 144h (Figura 23), em que foram retiradas
aliquotas para obtencé&o de extratos celulares para ensaios de WB seguintes. Nota-se
0 padrdo de duas isoformas do EIF2y-1 na maior parte da curva, sendo mais

abundante em na fase exponencial (72h) e com o desaparecimento da isoforma de
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maior tamanho desse homologo a partir de 120h (fase estacionaria). Também é
possivel identificar o homologo EIF2y-2 fracamente no tempo 72h (Figura 24).

Figura 23 - Curva de crescimento de L. infantum WT promastigota.
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Fonte: A autora, 2019.
Legenda: Grafico representa curva de crescimento de L. infantum WT promastigota.
Figura 24 - Analise da expressao dos homodlogos de elF2y de L. infantum WT em

curva de crescimento de sua forma promastigota.
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Legenda: A: Gel SDS-PAGE 15% com extratos totais proteicos, corado com Azul de Comassie R-250
mostra a uniformidade das amostras. B: Western blotting com soro policlonal anti-elF2y purificado em
extratos totais de formas promastigotas de L. infantum WT retirados de pontos sucessivos de uma curva
de crescimento (em horas). Cada pogo contém 10° células. Seta em vermelho destaca as duas
isoformas do EIF2y-1 (53kDa). Area destacada em vermelho evidencia o aparecimento fracamente do

homodlogo EIF2y-2. M: Marcador.
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Uma curva de diluicdo seriada (até 1:32) do EIF2y-1 foi realizada em células
promastigotas de L. infantum WT. Com base na (Figura 25 A), a expresséao do EIF2y-
2 é inferior do EIF2y-1 diluido 32 vezes, portanto o homologo EIF2y-2 esta presente
em niveis ndo detectaveis, com 30 vezes ou mais abaixo do EIF2y-1. Porém, na
(Figura 25 B), um sinal fraco de EIF2y-2 € visto em células promastigotas de L.
infantum WT sem diluicdo (poco Ldi wt) que, se ndo for reacdo cruzada com o soro
anti-elF4A1, representa que o EIF2y-2 se encontra, aproximadamente, dez vezes
menos abundante que o EIF2y-1. O anticorpo da proteina elF4Al de expressao
constitutiva foi utilizada como controle da reacdo. Importante salientar que o soro

policlonal anti-elF2y purificado é especifico para o elF2y de Leishmania e nao

reconhece esse fator em Trypanosoma brucei (Figura 25 A).

Figura 25 - Curva de diluicdo de células promastigotas de L. infantum WT.

& &
Q& '
A <3 I T I A éé’ " o W R Qx*"'g
ML & TN VA Mmo® N W R &
9 96
66 66
— e —ll
A5 45" - Y
308 30

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A: Western blotting com soro policlonal anti-elF2y purificado. Curva de diluicdo mostra a
abundancia do EIF2y-1. Extrato total de 48h. Pogos Ldiwt e T. brucei wt contém 10° células. B: Western
blotting com soro anti-elF4A1 (diluicdo de 1:1000) de L. major como controle. elF4A1, proteina expressa
constitutivamente, possui, aproximadamente, 45kDa. Gel SDS Page 15%. M: Marcador. T. brucei wt:
Controle negativo em A e positivo em B.

7.1.2 Amastigota

Nas formas amastigotas também foram realizadas curvas de crescimento de L.
infantum WT para se avaliar a expressao dos homologos de elF2y (Figura 26). A
curva foi iniciada ap6s um repique celular de células promastigotas em fase
estacionaria. A contagem foi feita diariamente até a morte celular em que foi

observado a mudanca da forma promastigota para amastigota atraveés do fendtipo,
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sendo a primeira fusiforme com flagelo bem aparente e a segunda apresentando

formato arredondado e flagelo néo visivel.

Figura 26 - Curva de crescimento de L. infantum WT amastigota.
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Fonte: A autora, 2021.
Legenda: Gréfico representa curva de crescimento de L. infantum WT amastigota.

Ensaios de western blotting foram entdo realizados utilizando soro policlonal
anti-elF2y purificado em curva nos tempo de Oh a 96h. E possivel observar um padréo
de duas isoformas apenas no EIF2y-1, estando presente durante toda curva, porém
com provavel diminuicdo da isoforma de maior tamanho ao longo dela (Figura 27). O
EIF2y-2 ndo é visualizado. O anticorpo da proteina elF4A1l de expressao constitutiva

foi utilizada como controle da reacéo.
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Figura 27 - Andlise da expressdo dos homoélogos de elF2y de L. infantum WT em

curva de crescimento de sua forma amastigota.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A: Western blotting com soro policlonal anti-elF2y purificado em extratos totais de formas
amastigotas de L. infantum WT retirados de pontos sucessivos de uma curva de crescimento (em
horas). Seta em vermelho destaca as duas isoformas do EIF2y-1 (53kDa). B: Western blotting com soro
anti-elF4A1(45kDa) (diluicédo de 1:1000) de L. major como controle. M: Marcador.

7.2 ANALISE DA EXPRESSAO DOS HOMOLOGOS DE elF2y EM CONDICOES DE

ESTRESSE EM L. infantum WT NA FORMA PROMASTIGOTA

Para avaliar o perfil de expressdo dos homologos de elF2y em condicfes de
estresse foram utilizadas trés condicbes em células L. infantum WT na forma
promastigota: temperatura, nutricio e estresse oxidativo como citados anteriormente.
Em ensaios de western blotting com soro policlonal anti-elF2y purificado é possivel
notar o padrdo de duas isoformas no homologo EIF2y-1 em células L. infantum WT
em todas as condi¢cdes realizadas. Também é possivel observar a expressao infima
do EIF2y-2 em todas as condi¢cdes no tempo de 1h (Figura 28). Nas condi¢bes de
estresse de temperatura e estresse oxidativo em 6h ndo foi possivel encontrar células
viaveis suficientes para retirar extrato. O anticorpo anti-elF4Al foi utilizado para o

controle das reacdes.
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Figura 28 - Andlise da expressao do elF2y em condi¢des de estresse de L. infantum
WT.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A: Western blotting com soro policlonal anti-elF2y purificado em extratos totais de formas
promastigotas de L. infantum WT. Setas em vermelho destacam as duas isoformas do EIF2y-1 (53kDa).
B: Western blotting com soro anti-elF4ALl (diluicdo de 1:1000) de L. major como controle (45kDa) M:
Marcador. Temp: estresse de temperatura. Nut: estresse nutricional; H202: estresse oxidativo.

7.3 OBTENCAO DOS FRAGMENTOS DE MUTAGENESE, CLONAGEM E
SUBCLONAGEM

Apds o alinhamento estra as isoformas de elF2y de Leishmania infantum e
elF2y de T. brucei para selecionar possiveis sitios de fosforilacdo, foi realizado
amplificacdo dos fragmentos mutados com primers previamente desenhados e
obtidos (Quadro 1). Importante salientar que as mutagdes S29A (MUT1) e S478A,
S479A (MUT4) foram realizadas apenas uma etapa de PCR. Nas mutagdes T106A,
T110A, P120 (MUT2) e mutacdes S118A e T119A (MUT3) foram realizadas PCRs em
duas etapas como mostrado na (Figura 20). Em seguida, os amplicons obtidos foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 29) e posteriormente
purificados.
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Figura 29 - Amplificagdo dos fragmentos de mutagénese.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A: Mostra fragmentos totais da MUT1 e MUT4 e megaprimers da MUT2 (MUT2A) e da MUT3
(MUT3A). B: Mostra todas as mutacdes completas com aproximadamente 1500pb. A mutagénese
S29A (MUT1) possui 1437 pb; a mutagénese T106A, T110A e P120G (MUT2) possui megaprimer de
378 pb (MUT2A) e fragmento total de 1437pb; a mutagénese S118A e T119A (MUT3) possui
megaprimer de 372 pb (MUT3A) com fragmento total de 1437pb e a mutagénese S478A e S479A
(MUT4) possui um total 1470pb. Gel de agarose 1% corado com sybr safe (invitrogen). M: Marcador
1Kb DNA Ladder (invitrogen).

Apbs obtencdo dos fragmentos, foi realizado a clonagem no pGEM®-T Easy
(Promega) e em seguida extracdo plasmidial. As minipreparacées de extracao
plasmidial foram submetidas a digestdo com as enzimas ECORI (para confirmacao do
fragmento) e BamHI e Hindlll (Figura 30), a fim de tornar as regibes de restricdo
adesivas para realizar a subclonagem no vetor pSP-BT1-Y-Neo-alfa.
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Figura 30 - Digestdées com BamHI e Hindlll das constru¢ées MUT1, MUT2, MUT3 e
MUT4 no vetor pPGEM®-T Easy.
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Fonte: A autora, 2020.

Legenda: A e B mostram confirmacéo da clonagem em pGEM®-T Easy com a liberac¢éo do inserto com
1440 pb das mutagdes. A: MUT1 e B: MUT2, MUT3 e MUTA4. Ultimo pogo mostra (A) o vetor pSP com
um inserto de aproximadamente 800 pb em que foi purificado apenas o vetor para ligacdo das
mutagéneses obtidas. Gel de agarose 1% corado com sybr safe (invitrogen). M: Marcador 1kb DNA
Ladder (invitrogen).

Foi realizada a ligagcdo do inserto no vetor na propor¢cao de 1:3 e 1:5 das
mutagcbes MUT2, MUT3 e MUT4 e 1:1 da MUT1. As extra¢cOes plasmidiais foram
obtidas. Em seguida foram realizadas digestées com BamHI e Hindlll (Figura 31) para
confirmacdo e as amostras foram enviadas para o0 sequenciamento. Apos a
confirmacdo das mutacbes desejadas pelo sequenciamento foi realizada a

transfeccdo em Leishmania infantum.
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Figura 31 - Confirmagao das extragbes plasmidiais em pSP-BT1-Y-Neo-alfa por
digestdo com BamHI e Hindlll das mutacées MUT1, MUT2, MUT3 e MUTA4.
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Fonte: A autora, 2020.

Legenda: A, B e C mostram a confirmacéo da clonagem em pSP com a libera¢do do inserto com 1440
pb das muta¢gbes MUT2 (C1, C3, C4, C5 1:5), MUT3 (C1 1:3), MUT4 (C5, C6, C7 1:5e C1 1:3) e MUT1
(C1 a C6). Gel de agarose 1% corado com sybr safe (invitrogen). M: Marcador 1kb DNA Ladder
(invitrogen).

7.4  ENSAIOS DE WESTERN BLOTTING COM AS MUTACOES OBTIDAS

Apoés a obtencao das células transfectadas, foi realizado extrato total dessas
células e em seguida feito ensaio de western blotting com o anticorpo monoclonal anti-
HA. Todas as muta¢des (MUT1, MUT2, MUT3 e MUT4) apresentam 0 mesmo padrao
de duas isoformas do EIF2y-1 de L. infantum WT (Figura 32 A) semelhante a
expressao em curva de crescimento de promastigota do parasita selvagem mostrado
na figura 22. Porém em diferentes intensidades, comparados com o western blotting
anti-elF4A1 como controle da reacéo (Figura 32 B). Portanto, as mutagdes escolhidas

nédo afetaram o padrdo das duas isoformas da proteina EIF2y-1 de L. infantum.
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Figura 32 - Andlise da expressdao do elF2y em extratos totais das células

transfectadas.

Fonte: A autora, 2020.
Legenda: A: Western blotting com anticorpo anti-HA (Sigma-Aldrich). Extratos totais de 72h com 108

células. EIF2y-1 possui 53 kDa e EIF2y-2, 65kDa. Ldi wt e T. brucei wt: controles negativos. Seta em
vermelho destaca a padrdo de duas isoformas do EIF2y-1. B: Western blotting com soro anti-elF4A1

(45 kDa) de L. major como controle. Gel SDS Page 15%. M: Marcador.
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8 DISCUSSAO

Estudos realizados com fatores de iniciacdo da traducdo em mamiferos estao
principalmente voltados a investigacdo do seu potencial como alvo terapéutico em
tumores, onde também se enquadra o complexo elF2 (HAO et al., 2020;
SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). Este complexo € essencial para o inicio e
regulacdo da traducédo, mas enquanto se sabe muito sobre a fosforilagao do elF2aq,
pouco € conhecido sobre a fosforilacdo do elF2y. A subunidade a do elF2, quando é
fosforilada, leva a uma diminuicdo na tradugédo global durante a diferenciacdo de
Leishmania (CLOUTIER et al., 2012). Em relagdo a subunidade y do mesmo
complexo, também foi visto que ela pode ser fosforilada pela PKC em células
humanas, contudo seus efeitos in vitro sobre a tradu¢éo ainda nao foram elucidados
(ANDAYA et al., 2011, 2014). Nesse cenério, o presente trabalho teve o objetivo de
avaliar a expressdo e investigar modificacbes pdés-traducionais dirigidas aos dois
homologos do fator de traducéo elF2y de Leishmania infantum.

Os resultados descritos em trabalhos anteriores demonstram que as interacées
do elF2 sdo reguladas por modificacbes pos-traducionais assim como outros fatores
da iniciagao da traducéo, por exemplo, o complexo elF4F (BEILSTEN-EDMANDS et
al., 2015; PEREIRA et al., 2013). Em estudos anteriores foi visto que a subunidade
elF2a de tripanossomatideos € expressa constitutivamente durante toda a curva de
crescimento (de Oh a 144h) e com uma Unica banda presente, em promastigotas e
amastigotas, em analise de western blotting e que a subunidade elF2y apresenta dois
homodlogos em Leishmania infantum (NASCIMENTO, 2016). Neste trabalho, a
subunidade elF2y ndo se comporta da mesma forma durante as curvas de
crescimento uma vez que em promastigota o homdlogo EIF2y-1 apresenta um perfil
de expressdo com duas isoformas durante a maior parte da curva, com o0
desaparecimento na fase estacionaria e o homologo EIF2y-2 é fracamente expresso
apenas na fase exponencial. Em curva da forma amastigota, o primeiro homoélogo
também apresenta o mesmo perfil de duas isoformas, porém com provavel diminui¢cédo
da isoforma de maior tamanho ao longo da curva e o segundo homélogo nao é
visualizado.

O homoélogo EIF2y-2 surgiu apos uma duplicacdo génica que ocorreu apenas

nos tripanosomatideos e evoluiu acumulando inser¢cdes e mutacdes que nado foram
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encontradas no gene EIF2y-1. Porém, importante salientar que no género
Trypanosoma, apena a espécie Trypanosoma grayi possui ambos os homaologos, ou
seja, apos o evento de duplicacéo ocorrido nos tripanossomatideos houve um evento
de perda nesse género (NASCIMENTO, 2016). Esse evento de duplicagdo também
ocorreu no surgimento do gene da PABP3, identificado no género Leishmania
(KRAMER et al., 2013; NASCIMENTO, 2016). Ha ainda diversos homdlogos dos
fatores da iniciacéo da traducao em tripanossomatideos, por exemplo, elF4E (elF4E1
a 6) e elF4G (elF4G1 a 5) e que ndo é possivel realizar a delecdo de alguns desses
homodlogos, indicando assim que esses fatores sao funcionalmente divergentes (DE
MELO NETO et al., 2015; MOURA et al., 2015). Portanto, é provavel uma diferenca
funcional entre esses dois homologos corroborando com os resultados das diferencas
no perfil de expressdo dos homologos EIF2y-1 e EIF2y-2. Porém, esses dois
homodlogos ainda apresentam conservagdo das suas sequéncias (NASCIMENTO,
2016), respaldando os resultados mostrados em ensaios de western blotting em que
o EIF2y-2 é detectado pelo soro policlonal especifico contra elF2y.

Em seu ciclo de vida, os parasitas do género Leishmania passam por diferentes
ambientes em seus hospedeiros. Com isso, ocorrem alteragfes dinamicas na
expressdo génica para se adaptar as condicbes de estresse. Aumento de
temperatura, pH &cido e estresse nutricional pode desempenhar um papel importante
na diferenciacdo da forma promastigota em amastigota além de levar a fosforilacéo
do fator elF2a e com isso a diminuigdo da tradugcao global do mRNA, como ja citado
anteriormente (ABHISHEK et al., 2017; CLOUTIER et al., 2012; KARAMYSHEVA,
GUARNIZO; KARAMYSHEV, 2020). Neste estudo foi possivel avaliar o padrdo de
expressdo dos homologos do elF2y em condicbes de estresses relacionados a
temperatura, nutricdo e perdxido de hidrogénio em células de L. infantum WT. Foi visto
que tanto EIF2y-1 quanto o EIF2y-2 apresentaram o mesmo padrao que em condi¢des
normais. O primeiro com duas isoformas e o segundo nédo apresentando padréo de
bandas.

A fosforilacdo como um mecanismo fisiologico regulatério desempenha um
papel importante na vida celular (JOHNSON, 2009). Por exemplo, a taxa de sintese
de proteinas em mamiferos é largamente regulada pela fosforilagdo da elF2a. Em
condicdo de estresse ou inani¢cao, como privagao nutriente e infecgao viral, ocorre a

fosforilagdo do elF2a fazendo com que haja diminui¢cdo da traducao geral e facilitando
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a traducao de transcritos especificos para adaptacéo ao estresse, por exemplo o ATF4
em mamiferos (BAIRD; WEK, 2012; DATTA et al., 2001). Porém, nem todos os
mecanismos pos-traducionais estdo totalmente elucidados. Em estudo prévios de
comparacao dos fosfoproteomas de amastigotas e promastigotas de L. donovani,
foram revelados 1614 residuos de fosforilacdo (p-sitios) correspondente a 627
proteinas (TSIGANKOQV et al., 2013). Essa analise mostrou também que Leishmania
contém proteinas com multiplos p-sitios que sao fosforilados em diferentes estagios
do ciclo de vida do parasita e que o evento de fosforilagdo ndo necessariamente €
proporcional a aumento de proteinas (exemplo da fosforilacdo do elF2a), sugerindo
assim uma regulacao funcional.

Como em outros tripanosomatideos, a regulacdo da expressdo génica em
Trypanosoma brucei ocorre exclusivamente pos-transcricional e foi observado que o
controle da estabilidade de mRNAs nesse organismo pode estar relacionada a
extensa fosforilagcdo das proteinas de ligacdo ao RNA. Em estudo do fosfosproteoma
de tripanosomatideos realizado por (URBANIAK; MARTIN; FERGUSON, 2013) foi
visto que em T. brucei, o residuo S29 do seu elF2y unico &€ um residuo conservado e
fosforilado. Com isso, foi realizada a mutacdo (MUT1) nesse sitio alvo para avaliar se
esse residuo também era responsavel pela fosforilagdo em Leishmania infantum.
Porém, apés a mutacdo e avaliacdo por ensaios de western blotting néo foi visto
alteracdo no perfil de expressdo do EIF2y-1, sugerindo que ha diferencas nos sitios
de fosforilacdo entre T. brucei e L. infantum ou que outras modificacdes pos-
traducionais possam estar associadas com as duas isoformas observadas para essa
proteina em Leishmania.

Em estudos anteriores foram vistos oito sitios de fosforilacdo no elF2y humano
e através de alinhamento entre as sequéncias dessa subunidade contra levedura e
outras duas espécies de arqueas foi possivel notar que somente a fosforilacdo
treonina 66 (T66) exibiu conservacao evolutiva em todas as quatro espécies. A partir
deste resultado foi possivel detectar a quinase PKC responsavel pela fosforilacdo
desse residuo e do residuo de treonina 56 (T56). Com isso, foi observado que
mutacdo do dominio de ligacdo de GTP em residuo de treonina (conhecidos por se
ligarem a fosfato) diminuem a ligacado do fator elF2y ao Met-tRNAi (ALONE; CAO;
DEVER, 2008; ANDAYA et al., 2011). Mutac¢6es nos residuos E49 ou D83 do dominio

N-terminal de elF2a blogueiam a regulacdo da traducdo em Saccharomyces
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cerevisiae, porém apenas subconjuntos de mutacdes (K79, Y81, 182 e R88) prejudicou
a fosforilacéo da serina 51 (DEY et al., 2005). Neste trabalho foram escolhidos quatro
sitios para mutacdes no EIF2y-1 em que a hipotese seria que esses sitios mutados
alterariam a padrdo de duas isoformas da subunidade EIF2y-1. No entanto, em anélise
por western blotting foi possivel notar a permanéncia das duas isoformas do EIF2y-1
mesmo apo0s as mutacdes terem sido realizadas. Provavelmente o resultado é
semelhante a (DEY et al., 2005) em que sera necessario um conjunto de mutacdes
simultdneas ou um estudo in silico mais aprofundado para descobrir os residuos
responsaveis pela fosforilagdo no EIF2y-1 e assim realizar as mutagcdes nos sitios
adequados.

Em ensaios de imunoprecipitacdo, seguido de espectrometria de massa,
usando os dois homdlogos ectopicamente expressos, marcados com um epitopo HA
foi visto que o EIF2y-1 co-precipitou com o parceiro classico do elF2, o complexo
EIF2B além de outras subunidades elF2. Em relacdo ao EIF2y-2, nem o elF23 nem
as subunidades do EIF2B foram co-precipitadas de forma eficiente. Ambos os
homologos co-precipitaram outros parceiros do elF2 ja conhecidos, como elF5 e D123
(reguladora do elF2). Também foi visto a co-precipitacado por ambos os homélogos de
proteinas quinases, incluindo a CRK3 regulada pelo ciclo celular (LIMA, dados nao
publicados), corroborando assim que um ou ambos os homodlogos de elF2y estdo
envolvidos em eventos regulatorios que podem estar relacionados com as
modificacdes poés-traducionais.

Em geral esse estudo avaliou a diferenca de expressao dos homdlogos de
elF2y em L. infantum tanto nas formas promastigotas quanto nas formas amastigotas
0 que sugere que um ou ambos os homologos de elF2y possam estar envolvidos em
eventos regulatérios. Porém, é importante conhecer e elucidar os diversos
mecanismos de regulacdo dos fatores de iniciagdo da traducgédo, incluindo todas as
subunidades o elF2 (relevante fator do estagio de iniciagdo da traducdo do mRNA)
para elucidar pontos importantes de controle da expressdo génica em
tripanosomatideos, tornando-os alvos para inibidores especificos do processo de

traducao.
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9 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

)]

O homologo EIF2y-1 apresenta um padréao de duas isoformas tanto na proteina
nativa quanto na proteina com epitopo de HA;

O homdélogo EIF2y-2 exibe apenas um padrdo de uma isoforma tanto na
proteina nativa quanto na proteina com epitopo de HA;

Em curvas de promastigotas de Leishmania infantum o padrdo de duas
isoformas da subunidade EIF2y-1 é mantido durante a maior parte da curva,
tendo diminuicdo a partir de 120h (fase estacionaria); EIF2y-2 se expressa
fracamente apenas no tempo de 72h (fase exponencial);

O EIF2y-1 é pelo menos dez vezes mais abundante do que EIF2y-2 em células
promastigotas de L. infantum WT;

Em curva de amastigota Leishmania infantum WT o padréo de duas isoformas
do EIF2y-1 esta presente durante toda curva, no entanto a de menor peso
molecular é predominante;

Condicbes de estresse de temperatura, estresse nutricional e estresse
oxidativo em 1h e 6h em L. infantum WT promastigota nao alteram
significativamente o perfil de expressdo de ambos os homodlogos em L.
infantum WT.

As mutacdes realizadas ndo afetaram o perfil de expresséo das isoformas.
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