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Resumo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozoarios do
género Leishmania da familia Trypanosomatidae. Tais enfermidades atingem
populac6es pobres de paises subdesenvolvidos e sua incidéncia esta associada, em
parte, a auséncia de quimioterapicos efetivos, o que enfatiza a importancia de
estudos focados na biologia desses patdgenos. Nos tripanossomatideos o controle
da expressdo génica ocorre, predominantemente, a nivel pos-transcricional,
envolvendo a regulacdo da sintese proteica através dos fatores de iniciagdo da
traducdo eucaridticos (elFs). Em mamiferos, a regulacdo global da traducdo ocorre
majoritariamente através do complexo heterotrimérico elF2 (constituido de elF2aq,
elF2B e elF2y), o qual é responsavel pela interacdo com o tRNA iniciador, GTP e a
subunidade ribossomal 40S. No presente trabalho, objetivou-se contribuir na
caracterizacdo do complexo elF2 em L. infantum. Inicialmente, confirmou-se a
expressao constitutiva da subunidade elF2a durante o crescimento e diferenciacao
do parasito, bem como, sua associacdo funcional com a subunidade menor
ribossomal. Mais ainda, demonstrou-se sua associagdo com as subunidades elF23 e
elF2y e com os parceiros diretos elF2B e elF5, nesse momento confirmando a
identificagdo do complexo elF2B em Leishmania. Nos tripanossomatideos, a
subunidade elF2a apresenta uma extensdo N-terminal caracteristica, a qual se
mostrou importante nas interagcbes com elF2B, elF5 e ribonucleoproteinas.
Interessantemente, identificou-se um novo paralogo da subunidade elF2y, sendo
denominado aqui elF2y-2. Evolutivamente, o elF2y-2 surgiu apds provavel evento de
duplicacdo exclusivo na familia Trypanosomatidae e derivou acumulando
caracteristicas singulares em sua sequéncia génica. O elF2y-2 é capaz de interagir
com elF2a, elF2B, na formacdo de um segundo complexo elF2 exclusivo de
tripanossomatideos, assim como, com o elF2B e elF5. Através de ensaios de
delecdo e complementacdo génica, confirmou-se a essencialidade de elF2y e se
demonstrou a incapacidade de substituicdo deste pelo seu paralogo elF2y-2. Estes
resultados demonstram novos aspectos inéditos na identificagdo e fungédo do elF2

dos tripanossomatideos, ndo observados em outros organismos.

Palavras-chave: Tripanossomatideos. Leishmania. Biossintese proteica.

Fatores de iniciacado da traducdo. Complexo elF2.



Abstract

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa from the genus
Leishmania of the Trypanosomatidae family. These diseases affect poor people in
developing countries and its incidence is associated, in part, to the absence of
effective chemotherapy, which emphasizes the importance of studies focused on the
biology of these pathogens. In trypanosomatids the control of gene expression
occurs predominantly at post-transcriptional level involving the regulation of protein
synthesis through the eukaryotic initiation factors (elFs). In mammals, the global
translation regulation is mostly controlled by the heterotrimeric complex elF2 (formed
by elF2a, elF2B and elF2y), which is responsible for the interaction with the initiator
tRNA, GTP and 40S ribosomal subunit. In the present study, by characterizing the
elF2 complex in L. infantum, we confirmed the constitutive expression of the elF2a
subunit during the growth and differentiation of the parasite, as well as, their
functional association with the minor ribosomal subunit. Furthermore, while
demonstrating the association of elF2a with elF23 and elF2y subunits and with the
direct partners elF2B and elF5, we confirmed the identification of Leishmania elF2B
complex. Herein, we also showed that elF2a subunit in trypanosomatids has a
unique N-terminal extension that is important for interaction with elF2B, elF5 and
ribonucleoproteins. Interestingly, a paralog of elF2y subunit, named here elF2y-2,
was identified for the first time. Evolutionarily, the elF2y-2 gene arose most likely
after a duplication event in the Trypanosomatidae family and further accumulated
singular characteristics in its coding sequence. The elF2y-2 is able to interact with
elF2a and elF2pB, acting during the formation of a second elF2 complex exclusive to
trypanosomatids, as well as with elF2B and elF5. By gene deletion and
complementation assays, we confirmed the essentiality of elF2y and demonstrated
the inability to replace it by elF2y-2. Altogether, our data demonstrate novel features

of elF2 function of trypanosomes, not seen in other organisms.

Key-words: Tripanosomatids. Leishmania. Translation. Translation initiation

factors. elF2 complex.
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1. Introducéo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozoarios
parasitas do género Leishmania. Apesar do grande numero de pessoas em
situacdo de risco, da mortalidade e morbidade, poucas intervencdes de alto
impacto foram desenvolvidas até o momento. Portanto ha necessidade de
desenvolvimento de métodos eficientes de prevencdo e tratamento dessas
doencas, o0 que demanda um conhecimento maior da biologia do parasita.

As diferentes espécies de Leishmania sdo organismos da familia
Trypanosomatidae, protozoarios flagelados que apresentam caracteristicas
biolégicas divergentes de seus hospedeiros metazoarios. Uma marcante
diferenca € a regulacdo da expressdo génica que ocorre de forma pos-
transcricional, através do controle dos niveis de mMRNAs e via regulacdo da
biossintese proteica ou traducéo.

A traducdo eucaridtica é didaticamente dividida em quatro etapas
(iniciacdo, alongamento, terminacado e reciclagem dos ribossomos). Dentre estas,
a etapa mais susceptivel a regulacéo € a iniciacdo, onde ao menos 11 fatores de
iniciacdo (elFs) cooperam para o reconhecimento do mMRNA maduro,
recrutamento do ribossomos, rastreamento do cédon de iniciacdo da traducéo,
ancoragem do ribossomo e insercédo do primeiro aminoacido, iniciando a traducao
propriamente dita.

Em mamiferos, o papel dos elF2 e elF2B na tradugdo é um tema
vastamente estudado. Estes dois, sdo complexos multiproteicos, sendo o elF2
formado por trés subunidades (a, B e y) e o elF2B por cinco subunidades (a, B, v,
0 e €). A subunidade elF2a tém sido foco de diversos estudos, ja que sua

fosforilacdo especifica resulta na reducéo global da traducdo dos mRNAs e no
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aumento especifico da expressdo de mRNAs relacionados a sobrevivéncia
celular. Em mamiferos, esse mecanismo vem sendo investigado como promissora
ferramenta de apoio ao desenvolvimento e implementacdo de terapias anti-
tumorigénicas efetivas, ja que o controle da iniciacdo da traducao através do elF2
€ um ponto crucial para a viabilidade celular mediante estresse.

Em tripanossomatideos a via de regulacdo da atividade do elF2 pode
exercer um papel particularmente importante, em especial devido as
caracteristicas de auséncia da regulacdo génica transcricional. Contudo n&o
existem trabalhos que caracterizem abrangentemente o papel do complexo elF2 e
seus parceiros funcionais na iniciacdo da traducdo desses organismos.

Nesse contexto o presente trabalho contribuiu para a caracterizacdo do
complexo elF2 de Leishmania sp., focando inicialmente os esforcos na
subunidade elF2a, visando estabelecer seu padrdao de expressdao endogena
durante o ciclo de crescimento e diferenciacdo do parasito. Mais ainda, avaliou-
se a funcionalidade desse fator na biossintese proteica através da analise da
capacidade de formacdo de complexos de pré-iniciacdo da traducdo 43S em
parceria com demais elFs e com a subunidade 40S ribossomal.
Concomitantemente, este trabalho confirmou as interacdes proteicas do complexo
elF2 de Leishmania com todas as subunidades identificadas para o complexo
parceiro elF2B destes patdgenos. Mais ainda, permitiu, de maneira inédita, a
identificacdo e caracterizagdo inicial de diferentes complexos do tipo elF2
ocorrendo in vivo nesses organismos, baseados em duas subunidades elF2y. Os
resultados obtidos aqui séo contrastantes com os dados ja bem explorados des
outros eucariotos, e contribuem para a caracterizacdo molecular das

caracteristicas singulares apresentadas por esses organismos.
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2. Revisao da literatura

2.1 Kinetoplastideos

Os kinetoplastideos constituem um grupo de protozoarios flagelados
caracterizado pela presenca do kinetoplasto, uma regido rica em DNA contida em
sua unica e grande mitocondria (STUART, et al., 2008). Eles sao representados
por uma variedade de espécies de vida livre e alguns patdgenos, parasitas de
invertebrados, vertebrados e até mesmo plantas (Simpson et al. 2006). A biologia
celular desses organismos € em sua maioria similar, sendo que todos os
representantes dessa ordem possuem formas moveis devido a presenca de um
flagelo Unico, originado a partir de uma bolsa flagelar na membrana celular
localizada proximo a mitocondria. Outras caracteristicas em comum sao seus
peroxissomos modificados para realizar glicélise, chamados de glicossomos, e
suas membranas celulares que apresentam diversas moléculas espécie-
especifica e que sdo estruturadas por um citoesqueleto de microtubulos. Em sua
maioria, os kinetoplastideos se multiplicam assexuadamente por fissdo binaria
durante a qual ndo ocorrem a dissolugdo da membrana nuclear e a condensacao

cromossomica (STUART, et al., 2008).

2.2 Familia Trypanosomatidae e o género Leishmania

Dentre o0s kinetoplastideos, encontram-se 0s tripanossomatideos,
organismos da familia Trypanosomatidae. Até o0 presente momento, a
classificacdo taxon6mica dessa familia ndo estd finalizada e € muita vezes
confusa. A classificacdo taxon6mica atual é baseada em uma combinacdo da
taxonomia tradicional e reconstrucdes filogenéticas e nessa classificacdo a familia

Trypanosomatidae € representada por trés sub-familias: Leishmaniinae,
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representada pelos géneros Leishmania, Crithidia, Leptomonas e Lotmaria,;
Strigomonadinae, com os géneros Angomonas, Kentomonas e Strigomonas; e
Blechomonadinae com o género Blechomonas. Adicionalmente, existem outros
clados associados em nivel de género: Trypanosoma, Phytomonas,
Blastocrithidia, Herpetomonas, Sergeia, Paratrypanosoma, Wallacemonas.
Existem ainda clados remanescentes que nao estdo formalmente classificados
uma vez que, até o momento, ndo foram obtidos isolados cultivaveis (Figura 1)

(Votypka et al. 2015).

Bodonids

Paratrypanosoma

:‘ Trypanosoma

Blechomonas

Sergeia
Wallacemonas
Clade 2

‘Drosophila’ clade

IeUIpEUOWIOYIIg

Herpetomonas

M, marideanei

Phytomonas

‘Jaculum’ clade

Blastocrithidia |

aepuewosouedAa)

=y (a3 1

Leptomonas
Lotmaria

Leishmania

JeUIUBWIYSIa

Crithidia

Angomonas
Strigomonas

—

aeuipeuocwoding

Figura 1. RelagGes evolutivas dos tripanossomatideos. Montagem baseada na subunidade menor
ribossomal. Em verde, Bodonidae usado como grupo externo; Amarelo, parasitas monoxénicos
(apresentam apenas um hospedeiro no ciclo bioldgico); Vermelho, parasitas heteroxénicos

(apresentam alternancia de hospedeiros durante ciclo bioldgico). Fonte: (Votypka et al. 2015).
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Na familia Trypanosomatidae, dois géneros se destacam por apresentarem
importdncia médica ou veterindria: Trypanosoma e Leishmania. No género
Trypanosoma as duas espécies causadoras de doencas em humanos sdo o
Trypanosoma brucei e o Trypanosoma cruzi, responsaveis pelo desenvolvimento
da doenca do sono e doenca de Chagas, respectivamente. No género Leishmania
aproximadamente 20 espécies causam as doencas de sintomatologia espectral
denominadas leishmanioses (Stuart et al. 2008).

O parasita causador das leishmanioses, nomeado Leishmania, foi
identificado independentemente, no final do século XIX, por Cunningham,
Borovsky, Leishman, Donovan, Wright, Lindenberg e Vianna (World Health
Organization 2010). Atualmente, o género Leishmania €& dividido em dois
subgéneros: Leishmania, presente no Velho e no Novo Mundo; e Viannia, restrito
ao Novo Mundo. Essa divisdo se baseia no desenvolvimento do parasita nos
vetores flebotomineos, ja que o desenvolvimento dos representantes do sub-
género Leishmania € supra-pilérico, restrito a partes anteriores a juncdo do
intestino médio com o intestino posterior. No caso daqueles do sub-género
Viannia o desenvolvimento € peri-pilérico, ocorrendo no intestino médio e
posterior (BATES, 2007).

As relacdes filogenéticas entre diferentes espécies de Leishmania foram
estabelecidas através de métodos enzimaticos ou moleculares: a tipagem por
eletroforese de quinze isoenzimas (Sistema Montpellier - MON); e a analise do
DNA kinetoplastidial digerido por enzimas de restricdo (Esquizodemos). Esses
métodos puderam confirmar a divisdo nos dois sub-géneros, classificar diferentes
espécies e ainda, agrupar os parasitas evolutivamente. O género Leishmania é

entdo composto de cerca de 30 espécies conhecidas (Figura 2), embora a
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classificacdo de algumas espécies ainda esteja em andamento (World Health

Organization 2010).

Familia Trypanosomatidae

|

Género  Crithidia

Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania

Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum

|

|

Sub-género Leishmania Viannia
——————————————— .
Complexo I | | " ’ |
de ’
Espéci L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana . L. braziliensis L. guyanensis
spécies
7 L. chagasi® L. kilicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis | Not pathogenic to humans: | L. braziliensis : Unassigned:: L. guyanensis
Espécies L. donovani L. tropica L.garnhami * 1 Old World: ' L. peruviana L. lainsoni i L. panamensis
L. infantum L. mexicana ' L. arabica i i H
L. pifanoi* ! L. gerbilli '
L. venezuelensis  New World: '
| L. aristidesi :
| L. enriettil 1
! L. deanei ;
'Lohertigi !

Figura 2. Taxonomia do género Leishmania. O asterisco (*) indica espécies indefinidas
FONTE:(WHO, 2010).

2.2.1 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises nos cinco continentes
geograficos (World Health Organization 2012). Sua distribuicdo ocorre de maneira
heterogénea, variando de acordo com a espécie do parasita encontrado, as
caracteristicas ecolbgicas regionais e 0 comportamento humano frente a
exposicdo ao protozoério (Dujardin et al. 2008).

A OMS estimou que até o ano de 2010 existiam cerca de 12 milhdes de
individuos infectados mundialmente com diferentes formas das leishmanioses
(World Health Organization 2010). Anualmente, um total de mais de 58 mil casos

de Leishmaniose Visceral (LV) e 220 mil casos de Leishmaniose Cutanea (LC)

sao oficialmente notificados. Com base nas estimativas de sub-notificagéo,
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contudo, estima-se que existam um total de 200 a 400 mil e 700 mil a 1,2 milhdes
de novos casos de LV e LC, respectivamente, ocorrendo todos 0s anos
mundialmente (World Health Organization 2012). Em 2013, segundo dados do
comité de controle de doencas negligenciadas da OMS, especificamente no
Brasil, foram notificados mais de mil casos de LV e cinco mil de LC (Figura 3).
Mais de 90% dos casos globais de LV se concentram em seis paises:
india, Bangladesh, Sud&o do Sul, Etiépia e Brasil. Ja a LC é mais distribuida, e 10
paises concentram entre 70 a 75% de incidéncia dos casos: Afeganistédo, Argélia,
Colébmbia, Iran, Siria, Etiopia, Sudéo, Costa Rica, Peru e Brasil (World Health

Organization 2012).
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Number of new VL cases
reported, 2013

I 1000

Il 500-999

[ 100-499 [E No autochthonous cases reported
[ <100 [ No data

=) e [1 Not applicable

Countries reported
imported VL cases

SaudiArabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1

Number of new CL cases
reported, 2013

Il >5000

I 1000-4999

B 100-999 [ No autochthonous cases reported
3 <100 [ Nodata

=] [] Notapplicable

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepal - 28
Irag-13

Belgium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - 8

Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
Italy - 1

Czech Republic - 1

Figura 3. Situagdo endémica global das leishmanioses. O painel superior representa o numero total de casos

anuais notificados para Leishmaniose Visceral (LV) nos paises endémicos em 2013. O painel inferior representa o

namero total de casos anuais notificados para Leishmaniose Cutanea (LC) nos paises endémicos em 2013

(Fonte: Cotrole de Doencgas Negligenciadas, WHO 2015).
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2.2.2 Ciclo evolutivo e transmissao de espécies de Leishmania

Os parasitas do género Leishmania sdo protozoarios com complexo ciclo
de vida. No hospedeiro invertebrado sdo encontradas as formas extracelulares,
alongadas, flagelares e moveis, denominadas de promastigotas. A partir dessas,
podem ser descritas duas sub-formas principais: a promastigota prociclica,
replicativa e ndo infectiva; e a promastigota metaciclica, forma nao-multiplicativa
porém infectiva. Ja no hospedeiro vertebrado, o parasita apresenta-se sob a
forma intracelular, arredondada, replicativa, com flagelo rudimentar e de tamanho

diminuido, denominada amastigota (Besteiro et al. 2007) (Figura 4).

(A) (B)

Figura 4. Mudancas morfoldgicas de Leishmania spp. durante o ciclo de vida. (A) promastigota
prociclica; (B) promastigota metaciclica; (C) amastigota. Imagens de células de Leishmania major
em microscopia eletrénica de varredura. Fonte: (Modificado de, BESTEIRO et al., 2007).

A transmissdo dos protozoarios ocorre através da picada das fémeas
infectadas de dipteros flebotomineos durante o repasto sanguineo. Esses insetos
sao classificados no género Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomya, no Novo
Mundo. Ocorre assim a inoculacdo de formas infectivas (promastigotas
metaciclicas) principalmente em canideos, lagomorfos e roedores, mas
acidentalmente em humanos (Dantas-Torres 2007). Uma vez na corrente
sanguinea, o parasita é fagocitado por macréfagos e no interior destes ocorre a
diferenciacdo dos parasitas em amastigotas. As amastigotas se multiplicam por

fissdo binaria no interior dos macrofagos que podem entdo se romper. As
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amastigotas liberadas se disseminam na corrente sanguinea e infectam novos
macréfagos e tecidos (STUART, et al., 2008).

Eventualmente, fémeas dos flebotomineos picam o hospedeiro infectado e
ingerem as amastigotas (BATES, 2007). No intestino do inseto as amastigotas se
diferenciam em promastigotas prociclicas e se multiplicam. Apos alguns dias os
parasitas comecam a se replicar mais lentamente e se especializam nas formas
infectivas, processo denominado metaciclogénese, completando assim o ciclo de

biolégico (Figura 5).

o e Promastigotas
fagocitadas por
o / z macréfagos\
N
@ \
Q%@
(6

(5]

Figura 5. Ciclo de vida de Leishmania spp. 1- O flebotomineo infectado injeta promastigotas
metaciclicas no hospedeiro. 2- As promastigotas injetadas séo fagocitadas por macréfagos. 3- As
promastigotas se diferenciam em amastigotas no interior dos fagolisossomos. 4- As amastigotas
se multiplicam, lisam os macréfagos e infectam novas células. 5- Novo vetor se torna infectado ao
ingerir amastigotas. 6- Células infectadas que foram ingeridas séo lisadas liberando amastigotas
no intestino do vetor. 7- As amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas. 8- As
promastigotas prociclicas se multiplicam e se especializam em promastigotas metaciclicas.

Tridangulos azuis contendo “d”- fase de diagndstico; triangulo azul contendo “i’- fase infectiva.

(Fonte:<http://dpd.cdc.gov/dpdx>. Acesso em: 10 nov. 2011).
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Mudancas nas condigcdes ambientais entre o hospedeiro invertebrado e o
vertebrado (ex.: diferenca de temperatura, pH, abundéancia de aminoacidos e
disponibilidade de oxigénio) desencadeiam uma série de adaptacdes bioquimicas
capazes de satisfazer as exigéncias para o desenvolvimento do parasita nos
respectivos organismos. Contudo, pouco € conhecido sobre os mecanismos
moleculares que medeiam esse remodelamento fisiologico (BATES, 2007,

BESTEIRO et al., 2007).

2.2.3 Patologias e tratamentos associados

As leishmanioses se apresentam divididas em quatro formas clinicas
principais (Figura 6):

1- A leishmaniose cutanea (LC) localizada € caracterizada por lesdes
papulares ou nodulares que geralmente tem encaminhamento para a cura
espontanea, porém pode se tornar cronica (Reithinger et al. 2007). A OMS
recomenda que seja realizado o protocolo de tratamento com antimoniais
pentavalentes (ex: estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina) a fim de
diminuir o tempo de persisténcia da lesdo reduzindo, por tanto, o tempo de
transmissao do parasita e a existéncia de recidivas (Minodier and Parola 2007). A
forma difusa da leishmaniose cutdnea é apresentada por maculas, papulas,
nodulos ou placas amplamente distribuidos principalmente nos membros e face.
N&o ha cura espontanea e frequentemente apds o tratamento podem ocorrer
recidivas (Reithinger et al. 2007).

2- A leishmaniose muco-cutanea (LM) pode ser descrita como metastase

da leséo cutanea para o tecido mucoso da boca e/ou do trato respiratério superior

por disseminacéo linfatica ou hematogénica. A doenca ndo progride para a cura
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espontanea e infeccdes bacterianas secundarias e pneumonias recorrentes sédo
as principais causas de morte. O protocolo basico para tratamento recomendado
pela OMS é semelhante ao empregado para leishmaniose cutanea, contudo o

periodo de duracédo estende-se até o 28° dia (Minodier and Parola 2007).

Figura 6. Formas clinicas das leishmanioses. (a) Leséo caracteristica de leishmaniose cutanea,
do tipo localizada; (b) Acometimento da mucosa oral na leishmaniose muco-cutanea; (c) Bago-
esplenomegalia desenvolvida na leishmaniose visceral; (d) Lesdes nodulares disseminadas da

leishmaniose dérmica pds-Kalazar. FONTE: (Chappuis et al. 2007)

3- A leishmaniose visceral (LV), ou Kalazar, apresenta sintomatologia de
febre, perda de peso, desconforto abdominal, anorexia, hepatomegalia,
esplenomegalia, ulceracdo de mucosa do intestino delgado, linfoadenopatia,
granulocitopenia e anemia. Também podera ocorrer trombocitopenia e diminuicdo
da producdo de protrombina pelo figado, resultando em hemorragias. Em estagios
avancados infec¢cbes secundarias sao frequentes, especialmente pneumonia,
disenteria e tuberculose. Nao existe cura espontédnea e se nao tratada é fatal
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(Chappuis et al. 2007). As drogas de primeira escolha para o tratamento também
sao os antimoniais pentavalentes, administrados intramuscularmente. Anfotericina
B e pentamidinas sdo usados como segunda linha de medicamentos (Chappuis et
al. 2007).

4- A leishmaniose dérmica pos-Kalazar (PKLD) pode acometer entre 10% e
50% dos pacientes curados da leishmaniose visceral. Caracteriza-se por manchas
hipopigmentadas ou eritematosas em qualquer parte do corpo que se tornam
papulas e nédulos com presenca de infiltrado celular especialmente na face, mas
também pode afetar a mucosa bucal, conjutival e genital. Em raros casos ocorre
cura espontanea, requerendo na maioria das vezes o tratamento especifico com
antimoniais pentavalentes e Anfotericina B (Ganguly et al. 2010).

Os dados referentes as taxas de mortalidade das leishmanioses séo
extremamente escassos e geralmente representam os casos baseados em 6bitos
ocorridos em ambito hospitalar, admitindo-se que a taxa de mortalidade seja em
média de 10% (World Health Organization 2012).

Os principais problemas para o controle das leishmanioses sao: dificuldade
de diagndstico preciso na auséncia de condicfes basicas para tal; alta toxicidade
e sérios efeitos colaterais das drogas empregadas (ex: cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, mialgia, pancreatite aguda); ineficacia dos protocolos de
tratamento; alto custo dos medicamentos e da atencéo a salude necessaria para o
emprego dos medicamentos; e dificuldade de acesso a populacdes rurais. Nesse
sentido, na tentativa de reduzir os efeitos colaterais, 0s custos econémicos e a
taxa de evasdo ao tratamento, € que pesquisas em todo mundo vem sendo
desenvolvidas buscando novas estratégias de tratamento (Minodier and Parola

2007; Reithinger et al. 2007).

29



2.3 Biologia molecular de Leishmania e outros tripanossomatideos
2.3.1 Caracteristicas e organizacao gendmica

Espécies de Leishmania e outros tripanossomatideos possuem genoma
em geral dipldide distribuido em um numero variavel de cromossomos (de onze a
36) (El-Sayed et al. 2005). Véarios trabalhos vém relatando, contudo, a presenca
de extensiva variacdo no numero de coOpias cromossémicas em isolados
selvagens de Leishmania, indicando que existe nesse género um padrdo de
aneuploidias cromossémicas, com a presenca de triploidias, tetraploidias e até
pentaploidias (Figura 7) (MANNAERT et al., 2012).

T. brucei, T. cruzi e L. major possuem aproximadamente 9.086, 12.000 e
8.311 genes, respectivamente. Nestas trés espécies (os Tritryps), 6.158 genes
sdo ortélogos e dos 1.617 dominios protéicos identificados, menos que 4%
pertencem a somente uma espécie (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al.,
2005b). Até 80% dos genes de T. brucei e 93% dos genes de L. major se
encontram distribuidos em grandes blocos génicos colineares presente em fita
Gnica podendo conter de 10 até centenas de genes (El-Sayed et al. 2005). De
todos os genes identificados, 94% dos ortdlogos estdo em sintenia, ou seja, esses
blocos génicos se encontram dispostos na mesma organizacdo no contexto
gendmico entre organismos distintos (El-Sayed et al. 2005). Desse modo, embora
os tripanossomatideos tenham divergido entre si entre 200 a 500 milhées de anos
atrds e apresentarem caracteristicas biologicas diferenciadas de infeccdo, de
transmissao e de evasao do sistema imune, seus genomas possuem notavel grau
de conservagao da sintenia (Kissinger 2006).

Os grandes blocos génicos dos tripanossomatideos sdo em geral

separados por pequenas sequencias de poucos kilobases (Kb) onde a sintenia é
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“‘quebrada”. Uma andlise aprofundada revelou que em 40% das vezes esses
pontos de quebra da sintenia sdo associados a regides de expansao de familias
multigénicas, de insercdo de elementos genéticos méveis e codificacdo de RNAs

estruturais (Martinez-Calvillo et al. 2003).

Ldon BPK20&/0
Ldon BHUSE8/0cl
Ldon BHUS73/0cl 1
Ldon BPKD&TOcH 1
Ldon BPK173/0c3
Ldon BPE20&/0c1 0
Ldon BPK275/0c18

Ldon BPKDSSO:N
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Lbm M2904

Lrmex LH103

Lrmes MI7S
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Ldon BFK282/0ci4
Ldon BPK288/0d7
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Figura 7. Aneuploidia em diferentes cepas de Leishmania. O nimero de cépias de cada
cromossomo nos isolados sdo representados pelas diferentes cores: Azul, dissémico; Verde,
trissdmico; Amarelo, tetrassdmico; Laranja, pentassdmico; Cores intermediarias representam
valores intermediarios derivados provavelmente de populagdo celular mista apresentando
mosaicismo cromossomal; Caixas marcadas com “X” indicam cromossomos inexistentes devido a
fus@o entre os cromossomos 20 e o 34 em L. braziliensis e entre os cromossomos 8 e 29, e
ainda, 20 e 36 em L. mexicana; Abreviagbes: Lbra, Leishmania braziliensis; Lmex, Leishmania
mexicana; Lmaj, Leishmania major; Linf, Leishmania infantum; Ldon, Leishmania donovani (Fonte:
MANNAERT et al., 2012).
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2.3.2 Transcricdo génica

Os arranjos génicos em tripanossomatideos sdo semelhantes as unidades
policistrbnicas procaridticas (operons) especialmente porque as regides
codificantes de proteinas, majoritariamente, ndo apresentam introns. A diferenca
se da porgue esses arranjos génicos, contraditoriamente ao ocorrido nas
bactérias, ndo codificam proteinas com funcdes bioldgicas relacionadas e sao
muito maiores (Clayton 2002).

Os tripanossomatideos possuem homologos de todas as RNA polimerases
descritas em eucariotos superiores, RNA polimerases I, 1l e 1ll (RNApol I, RNApol
II, e RNApol III). Os promotores da RNA polimerase | foram inicialmente descritos
em T. brucei e estdo relacionados, em sua maioria, a transcricdo de genes de
RNA ribossomais (rRNAs), mas também sdo responsaveis pela transcricdo de
genes relacionados a antigenos de superficie encontrados nas diferentes formas
celulares de T. brucei. Os promotores da RNA polimerase Ill, sdo encontrados
dentro de regides ndo sinténicas e foram caracterizados como relacionados a
transcricdo de pequenos RNA funcionais (small RNAs) e a transcricdo de RNAs
transportadores (tRNAs). Apesar do conhecimento sobre promotores para RNAs
funcionais, promotores classicos da RNA polimerase |l para genes codificantes de
proteinas sao raros ou ausentes (Campbell et al. 2003).

Uma caracteristica dos tripanossomatideos, portanto, € que a transcricéo
de genes codificantes de proteinas pela RNA polimerase Il ocorre na auséncia de
promotores classicos. Esta transcricdo foi postulada como sendo bidirecional, de
forma continua, na auséncia de fatores de iniciacdo de transcricdo. Ela se inicia a
partir de regides pré-determinadas em cada cromossomo, denominadas regides

de troca de fita ou SSR (do inglés, Strand Switch Regions) (Martinez-Calvillo et al.
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2003). Desta forma a RNA polimerase Il inicia a transcricdo a partir das SSR,
progredindo através dos blocos génicos gerando pré-mRNAs transcritos de forma

policistrénica (Martinez-Calvillo et al. 2003) (Figura 8).

DNA S’ Il [ I I/, (S O O I (11T 3

Figura 8. Transcricdo policistrbnica em tripanossomatideos. Genes néo relacionados

funcionalmente sdo dispostos agrupados em blocos que séo transcritos constitutivamente pela
RNA pol Il em RNAs policistronicos, a partir da regido de troca de fita ou SSR (Strand Switch
Region), na auséncia de promotores. Fonte: (Adaptado de, HAILE; PAPADOPOULOQOU, 2007).

2.3.3 Processamento dos pré-mRNAs policistrénicos

Nos tripanossomatideos o processamento e a maturacdo dos pré-mRNAs
em mMRNAs maduros se da de maneira diferenciada dos eucariotos superiores e
requer o envolvimento de dois mecanismos acoplados: processamento em trans
(trans-splicing) e poliadenilacdo (Liang et al. 2003; Haile and Papadopoulou
2007). O processamento por trans-splicing se caracteriza pela adicdo a
extremidade 5 do pré-mRNA de uma sequiéncia de 39 a 41 nucleotideos. Esta
sequencia é derivada da clivagem de um pequeno RNA nuclear (snRNA) rico em
residuos de uridina denominado RNA Spliced-Leader (SL), ou mini-exon (Liang et
al. 2003). O gene do RNA SL contém o unico promotor de RNA polimerase |l
conhecido (Campbell et al. 2003). Este RNA carreia na sua porgéao 5 terminal um
cap de 7-metilguanosina modificado, quando comparado com o cap de eucariotos
superiores, devido a metilagcdo dos seus quatro primeiros residuos nucleotidicos,
formando uma estrutura denominada de cap4 que ocorre unicamente nos

tripanossomatideos (Liang et al. 2003; Gunzl 2010). Concomitantemente, ocorre a
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poliadenilacdo na porgcao 3’ do pré-mRNA. A selecédo do sitio de poliadenilagcéo &
determinada principalmente pela presenca de uma sequéncia de polipirimidinas
nas regides intergénicas, e ainda, pela presenca de um sitio aceptor de splicing
ativo entre 200 e 500 nucleotideos a jusante desta (Figura 9) (Liang et al. 2003;

Requena 2011).
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Figura 9. Processamento por trans-splicing e poliadenilagdo do pré-mRNA. O DNA é transcrito
constitutivamente em blocos gerando transcritos policistrénicos que sdo processados por trans-
splicing e poliadenilagdo. Assim, é adicionado ao mRNA a sequéncia SL (retdngulo amarelo)
contendo o cap4 (circulo amarelo) na extremidade 5’ do mRNA e a cauda de poli- adeninas (AAA)
na extremidade 3'. FONTE: (Modificado de Clayton, 2002).

2.4 Regulacdo da expressédo génica nos tripanossomatideos

A maioria dos organismos se adapta a mudancas no ambiente que estédo
inseridos através de ajustes na expressdo génica, sendo a iniciagdo da
transcricio 0 ponto mais importante da regulacdo. Contudo, o0s
tripanossomatideos perderam completamente a capacidade de exercer a
regulacéo da transcricdo pela RNA pol Il (Clayton 2002). Diante deste panorama é
coerente afirmar que ndo h& evidéncias de mecanismos de regulagdo génica no
nivel transcricional que permitam a expressdo diferencial de genes ou blocos
génicos nesses organismos (Requena 2011). Desta forma a regulacdo de
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expressdo génica nos tripanossomatideos ocorre, em sua maioria, poOs-
transcricionalmente, através de: processamento diferencial dos pré-mRNAs;
controle da exportacdo de mRNAs maduros; regulacdo da estabilidade dos
MRNAs; controle da traducdo proteica; modificacbes pos-traducionais de

proteinas (Figura 10) (Haile and Papadopoulou 2007).
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Figura 10. Etapas da regulac@o da expressdo génica em tripanossomatideos. A transcricdo
policistronica gera pré-mRNAs que sdo processados por trans-splicing e poliadenilagdo. Os
transcritos maduros poderdo, a partir dessa etapa, se acoplarem a varias proteinas ligadoras de
RNAs (RBPs) especificas encaminhando-os para o transporte citoplasmético (localizacdo
especifica), traducdo ou degradacdo. FONTE: (REQUENA, 2011).

2.4.1 Processamento diferencial de pré-mRNAs

Como ja descrito acima, os sitios de poliadenilacdo séo localizados de 200-
500 nucleotideos a montante do sitio de trans-splicing e o evento de
poliadenilagdo de um dado cistron é diretamente dependente do processamento a
jusante do cistron seguinte. Esse arranjo impede o processamento independente

para genes adjacentes. Assim o processamento de um mRNA causaria defeito na
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poliadenilacdo do gene adjacente (Benz et al. 2005). Mais ainda, a perda ou
adicdo de sitios aceptores de trans-splicing dentro das sequéncias intergénicas
gera mMRNAs nao traduziveis, pois tais RNAs serdo incapazes de sofrer o

processamento e a poliadelinacdo de forma correta (Clayton 2002).

2.4.2 Controle da exportacdo de mRNAs maduros

Uma vez processados os mRNAs necessitam ser exportados para o
citoplasma a fim de serem traduzidos e a regulacdo a esse nivel é claramente
possivel. Em eucariotos superiores o cap do mRNA é ligado a um complexo
nuclear de ligacdo ao cap, CBP80/20 antes de ser exportado. Em T. brucei ja foi
demonstrado que o mRNA processado € reconhecido por um complexo de
ligacdo ao cap constituido de cinco proteinas, sendo uma delas homodloga a

CBP20 (LI; TSCHUDI, 2005).

2.4.3 Regulacéao da estabilidade dos mRNAs

Os transcritos maduros possuem em suas regides 5’ e 3’ ndo traduzidas
(UTR, do inglés, Untranslated Region) sequéncias ou motivos especificos,
denominados de elementos cis, necessarios ao reconhecimento e interacdo com
proteinas de ligacdo ao mRNA, as RBPs (do inglés, RNA Binding Protein). Essa
interacdo entre mMRNAs e RBPs esta relacionada ao controle da estabilidade,
degradacéo, trafego intracelular, e ainda, eficiéncia da traducao (Mata et al. 2005;
Keene 2007) (Fig. 12). Nesse sentido, os tripanossomatideos possuem em seus
MRNAs regides 3’ UTRs mais longas que os demais eucariotos e um numero

crescente de elementos cis tem sido relatados, associados ao controle da
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estabilidade dos transcritos quanto a sua expressdo génica estagio-especifica
(Wu et al. 2000; Zilka et al. 2001; Boucher et al. 2002; Murray et al. 2007).

A degradacdo dos mMRNAs eucarioticos € tipicamente iniciada via
deadenilacéo e posteriormente pode prosseguir por duas vias diferenciadas. Em
uma via, a deadenilacdo estimula o decapeamento do mRNA (retirada do cap) e a
subsequente degradacdo do mRNA por uma 5 exonuclease. E na segunda via, a
deadenilagdo estimula a degradacdo via 3’ exonuclease, em sua maioria
ocorrendo no exossomo (Haile and Papadopoulou 2007). O modo de degradacédo
dos mMRNAs de tripanossomatideos envolve as duas vias, assim como nos
mamiferos. A maioria das enzimas do complexo protéico do exossomo ja foi
identificada, porém ainda ndo foram encontrados homélogos para as enzimas de
decapeamento nesses organismos (Clayton and Shapira 2007; Haile et al. 2008).

Em mamiferos, os mMRNAs que ndo sdo traduzidos ou degradados séo
compartimentalizados em microregides dentro do citoplasma, chamadas granulos
de processamento, P-bodies (do inglés, Processing bodies) ou granulos de
estresse (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Os P-bodies sao envolvidos na
degradacdo de mRNAs e neles se co-localizam enzimas envolvidas no
decapeamento e processamento/degradacdo destas moléculas. Esses granulos
sdao dindmicos e o0s mMRNAs contidos neles poderdao continuar
estocados/silenciados ou alternativamente serem encaminhados para a
degradacdo ou entdo para a traducdo (Balagopal and Parker 2009). J&a os
granulos de estresse sdo associados a situacdes onde a iniciacdo da traducéo é
inibida e neles estdo contidos MRNAs nao traduzidos complexados com fatores
de iniciacdo da traducdo e com a subunidade menor ribossomal 40S (Balagopal

and Parker 2009). Estruturas semelhantes a P-bodies estdo presentes em
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tripanossomatideos, contudo apresentam diferencas dos demais eucariotos e
precisam ser melhor estudadas (Holetz et al. 2007).

A respeito da existéncia dos diferentes tipos de regulacéo citados atuando
sobre os niveis de mRNAs, estudos de expressdo génica demonstram que
somente 0,2 a 5% dos genes tém seus mMRNAs diferencialmente expressos entre
as fases promastigota e amastigota de Leishmania. Ja a andlise prote6mica
revela que mais de 18% das proteinas sao diferencialmente expressas entre 0s
diferentes estagios do ciclo de vida. Portanto, sugere-se que em Leishmania e
outros tripanossomatideos a regulacdo da expressao génica atuando ao nivel do
MRNA nao seja tdo relevante quanto a regulacdo da sua traducdo em proteinas

(Cohen-Freue et al. 2007; Leifso et al. 2007; Rosenzweig et al. 2008).

2.5 Sintese proteica

A sintese proteica ou traducdo € um processo inerente a todos 0s seres
vivos, pelo qual a informacdo genética proveniente da transcricdo do DNA é
traduzida em proteinas. Para ocorrer, € necessaria uma complexa maquinaria,
composta de ribossomos, tRNAs (RNA transportador) e fatores de traducéao,
compreendendo quatro etapas distintas: iniciacdo da traducdo, alongamento do
peptideo nascente, terminacdo da traducdo e reciclagem dos ribossomos
(MARINTCHEYV, 2004). Esse processo hiolégico pode ser regulado nas etapas de
iniciacdo, alongamento e terminacao, contudo é principalmente na iniciagdo que a
regulacdo acontece, pois € nessa etapa que ocorre a montagem do ribossomo,
reconhecimento do mRNA maduro e identificacdo do codon AUG (Jackson et al.
2010). Para gque isso ocorra é necessario a participacdo de ao menos onze

fatores de iniciacdo da traducéo (elFs), sendo esta portanto a etapa mais sujeita a
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regulacédo, de maior complexidade e a mais divergente entre 0s organismos Vivos

(Acker and Lorsch 2008).

2.5.1 Iniciacdo da traducao
A iniciacdo da traducdo é o processo de montagem dos ribossomos 80S
competentes junto ao cédon AUG de iniciagdo da traducdo do mRNA maduro.

Nesse momento, o codon AUG € pareado com a alca (loop) do tRNA iniciador da

Metionina (Met-tRNA;) contendo o anti-cédon, dentro do sitio peptidil (sitio-P) do

ribossomo. Esse processo pode ser resumido didaticamente em etapas conforme

explicitado nos topicos abaixo e ilustrado na Figura 11 (Sonenberg and

Hinnebusch 2009; Jackson et al. 2010; Hinnebusch and Lorsch 2012):

1- A traducédo se inicia com a acoplagem do complexo ternario (TC), composto
pelo complexo elF2, o Met-tRNAi e o trifosfato de guanosina (GTP), a
subunidade menor ribossomal 40S, formando o complexo 43S de pré-
iniciacdo. Essa etapa de montagem é promovida pelos fatores elF1, elF1A,
elF3 e elF5.

2- Paralelamente, ocorre o reconhecimento da estrutura do cap e ligagdo, na
por¢cao 5 do mRNA, do complexo elF4F (heterotrimero de: elF4A, uma RNA
helicase; elF4E, proteina de ligacdo ao cap; e elF4G, proteina ancoradora do
complexo). Ocorre também ligacdo da proteina de ligacdo a cauda poli- A
(PABP) a regido 3’ terminal do mRNA e a associagdo do elF4B junto ao
complexo elF4F. A caracteristica multi-dominios do elF4G permite que este
coordene as interacdes independentes com o cap, cauda poli-A e sequéncias
de reconhecimentos internas no mMRNA resultando na circularizacdo e

ativacdo do mRNA maduro.
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3- Quando montado, o complexo 43S deve se ligar préximo a regido do cap do
MRNA ativado. Esse processo é mediado pelas interacdes da proteina de
ligacdo a cauda poli-A (PABP, do inglés, poli-A binding protein), elF4B, elF4H,
elF4F e elF3, estimulando a acoplagem do 43S ao mRNA. A atividade da
helicase elF4A elimina as estruturas secundarias do mRNA, no qual agora o
complexo 43S pode se ligar.

4- Uma vez ligado proximo ao cap, o complexo 43S inicia a atividade de varredura
do mRNA no sentido 5’-3’. O pareamento entre o anti-codon do Met-tRNAi e o
AUG dentro do sitio peptidil na subunidade 40S €& o evento inicial no

reconhecimento do codon de iniciagao.

5- O reconhecimento do cédon AUG causa a fixacdo do complexo 43S ao mRNA,
ocorrendo a hidrolise do GTP ligado ao elF2, através da sua atividade
GTPase que é estimulada pelo elF5 (atividade GAP, do inglés, GTPase-

Activating Protein), e a liberacao de fosfato inorganico.

6- A formacéo do ribossomo 80S competente contendo o Met-tRNAI corretamente
pareado ao AUG no sitio P ocorre através da associacdo da subunidade 60S
ribossomal. Nessa etapa, ocorre a liberacdo do elF2-conjugado ao difosfato
de guanosina, GDP, mediada pela acdo de elF5B. O complexo elF2-GDP
liberado sera reciclado para nova molécula ativa pela troca de GDP por novo
GTP através da atividade GEF (do inglés, guaninenucleotide exchange factor)

do complexo elF2B.

7- Para inicio do alongamento da tradugdo do mRNA, ocorre a hidrdlise de nova
molécula de GTP ligado ao elF5B e liberacdo do elF5B-GDP e do elF1,

iniciando a traducéo do mRNA propriamente dita.
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A maioria dos mMRNAs eucarioticos utilizam o mecanismo de iniciacdo da
traducdo descrito acima, no qual ha o reconhecimento do cap, a ligagdo dos elFs
e o recrutamento do ribossomo para a varredura do cédon de iniciacdo, processo
denominado cap-dependente. Contudo, alguns mRNAs virais e alguns mRNAs
expressos em situacdes de estresse celular utilizam uma iniciacdo da traducao
alternativa, onde ha auséncia da estrutura do cap e muitos dos elFs sé&o
dispensaveis. Nesse processo o0 ribossomo se liga diretamente a uma regido
interna do mMRNA, IRES (do inglés, Internal Ribosome Entry Sites) iniciando a
traducdo (JACKSON et al., 2010; SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). No
presente trabalho, enfatizam-se os mecanismos de iniciagdo da traducdo cap-

dependentes.
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Figura 11. Modelo da iniciagdo da traducdo cap-dependente. A via candnica de iniciacdo da tradugéo pode
ser esquematizada em sete etapas: 1- Acoplagem do complexo ternario (elF2-GTP-Met-tRNAi a subunidade
menor ribossomal formando o complexo 43S ; 2- Ativacdo do mRNA pelo complexo elF4F; 3- Ligacdo do
mRNA ao complexo 43S; 4- Rastreamento do cédon de iniciagdo da tradugdo; 5- reconhecimento do cédon
AUG; 6- Associacdo da subunidade maior ribossomal (60S) e formag&o do ribossomo 80S competente; 7-
Iniciacdo da traducdo propriamente dita com alongamento do pepetideo nascente. Fonte: Adaptado de
(Hinnebusch and Lorsch 2012).
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2.5.2 O complexo elF2

A proteina de ligacdo a GTP, elF2, tem funcdo de entrega do Met-tRNA;
contendo a metionina inicial, ao ribossomo durante a biossintese proteica. Esse &
um processo fundamental para todas as ceélulas eucaridticas e assegura que a
sintese proteica se inicie no cédon AUG correto de cada mRNA (Jennings and
Pavitt 2014). Para tal, esse complexo liga diretamente o Met-tRNA;, de modo que
a afinidade de ligacdo é maior quando o elF2 esta ligado a uma molécula de GTP
do que quando no estado elF2-GDP, e € relativamente proporcional a
disponibilidade de metionina ligada ao tRNA; (Kapp and Lorsch 2004).
Adicionalmente existe o papel estimulatério do pareamento especifico entre a alca
aceptora do tRNA; e o elF2. Esses eventos agem, presumivelmente, para prevenir
a ligacao de outros tRNAs ao complexo elF2 (Pestova et al. 2007).

O elF2 é um heterotrimero composto das subunidades elF2a, elF283, e
elF2y, sendo estas trés subunidades essenciais para a viabilidade celular. A
estrutura cristalografica dos seu equivalente em Archaea (alF2) encontra-se
resolvida, bem como as diferentes conformacdes adotadas mediante interacéo
com os analogos de GTP e GDP (Yatime et al. 2007). Detalhadamente, esse
heterotrimero consiste de uma parte rigida central formada pela subunidade alF2y
junto com o dominio C-terminal da alF2a (dominio 3) e, somado a estes, a hélice
N-terminal da alF2[3. Essa por¢ao central e rigida do alF2 encontra-se margeada
por duas partes moveis formadas pelos dominio 1 e 2 da subunidade alF2a e pelo
dominios de ligagdo ao zinco e dominio a-f da alF2p (Figura 12) (Naveau et al.
2013). Ainda n&o existem dados relativos a estrutura tridimensional do complexo

trimeérico eucaridtico (Hinnebusch and Lorsch 2012).
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Figura 12. Complexo alF2. Representa¢do do complexo alF2 ligado ao tRNAi Met. A coloragéo é
utilizada conforme o seguinte: subunidade alF2y - o dominio G estd em verde, dominio Il em
amarelo e dominio Ill em laranja; subunidade alF2a - dominio 1 em azul escuro, dominio 2 em
azul, dominio 3 em azul claro; subunidade alF2B - a hélice 1 do N-terminal em rosa.
Representados em circulos tracejados estédo as duas partes moveis formadas pelos dominio 1 e 2
da subunidade alF2a e a-B da alF2B. Fonte: Adaptado de (Naveau et al. 2013).

2.5.3 A subunidade elF2a

A subunidade elF2a possui estrutura molecular do homologo humano
resolvida por ressonancia magnética nuclear e demonstra a existéncia de trés
dominios distintos: um dominio N-terminal em 3-barril (dominio 1); seguido por um
dominio em hélice (dominio 2); e um dominio a-B (dominio 3) (Figura 13). (Schmitt
et al. 2010). Essa estrutura é conservada nos demais eucariotos e em Archaea,
contudo a proteina eucariética possui uma extensdo C-terminal caracteristica,
com constituicdo altamente acida. Por exemplo, essa regido no homélogo de
levedura contém 16 aspartatos ou glutamatos dentre 30 residuos aminoacidicos,

resultando em pl de 3,14 (Naveau et al. 2013).
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A subunidade elF2a néo participa diretamente da interacdo do complexo
elF2 com o Met-tRNA; mas participa ativamente na alteracdo da afinidade dessa
interacdo. Em Archaea, quando na presenca da subunidade elF2a, ocorre
aumento da afinidade que se equivale ao do elF2 completo (Yatime et al. 2007;
Schmitt et al. 2012). Contraditoriamente, em leveduras, a subunidade elF2B tem
papel majoritario no aumento da afinidade do complexo elF2 ao Met-tRNA;
Através de ensaios mutacionais, pode-se comprovar que a extensdo acida C-
terminal caracteristica do elF2a eucariético altera a constante de associacao entre
as moléculas de elF2 e Met-tRNA; de forma inversamente proporcional ao
tamanho da extensdo C-terminal (Naveau et al. 2013).

Em eucariotos, um residuo especial de serina (S51, em humano e
levedura) encontra-se mapeado numa alca do dominio 1 da subunidade elF2a
(Schmitt et al. 2010). Tal residuo € alvo de diferentes proteinas quinases e sua
fosforilacdo esta diretamente relacionada com a regulacdo global da traducao.
Essa regido também é requerida para a interacdo com o parceiro funcional elF2B
durante a reciclagem do complexo elF2, mediante a troca de GDP por GTP.
Essas caracteristicas encontram-se finamente interligadas, uma vez que, a
fosforilacdo de elF2a na serina 51 resulta em um aumento da afinidade entre elF2
e elF2B. Esta maior afinidade impede que ocorra a reciclagem de GDP ligado ao
elF2, mediada pela atividade GEF (do inglés, Guanine Exchange Factor) exercida
por elF2B. O resultado é que a fosforilagdo de elF2a na serina 51 atua de forma a
inibir a traducéo proteica (Sudhakar et al. 2000).

Em tripanossomatideos, a proteina elF2a possui um extensdo N-terminal
singular, de aproximadamente 110 residuos que € discretamente variavel entre

0s organismos estudados dessa familia. Em geral, a conservacdo da sequéncia
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de elF2a esta majoritariamente restrita a por¢gao N-terminal dentro dos dominios 1
e 2, com similaridade diminuida no dominio 3. Assim como os demais eucariotos,
as sequéncias de tripanossomatideos compartilham a extensao C-terminal acida
inexistente em Archaea (DE MELO NETO et al., comunica¢do pessoal). Devido
ao prolongamento N-terminal caracteristico nesses organismos, a serina 51,
importante na regulacdo por fosforilagdo, encontra-se alinhada com o aminoacido
treonina 169 no ortélogo de T. brucei, sendo comprovada a existéncia de

fosforilacdo nesse residuo (Moraes et al. 2007).

dominio 2

dominio 1

1 85 175 266

T —

1 93 178 275/304

Figura 13. Subunidade elF2a. Os trés dominios estruturais conservados sao apresentados em:
Violeta, dominio 1; Azul, dominio 2; e Azul claro, dominio 3. A al¢ca do dominio 1 contendo o sitio
de fosforilacdo na serina 51, encontra-se indicada (seta preta). As caixas abaixo representam as
subunidades de e/alF2 com as cores dos retangulos semelhantes as cores da estrutura. alF2 de
S. solfataricus e elF2 de S. cerevisiae. Em cinza, extensdo C-terminal exclusiva de eucariotos.
Representacdo proveniente da estrutura Ss-alF2a3bc (PDB id: 2QMU). Fonte: Adaptado de,
(Schmitt et al. 2010).
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Em L. infantum, o homdlogo de elF2a possui uma extensdo N-terminal de
94 aminoécidos (Chow et al. 2011). Em linhagens de L. infantum apresentando
super-expressao ectépica de elF2a, a proteina recombinante é clivada em
fragmentos menores de aproximadamente, 42 kDa, 35 kDa e 25 kDa no estagio
promastigota de desenvolvimento, enquanto que na fase amastigota € observada
a expressao de somente uma isoforma de 47 kDa (Figura 14). Essa clivagem se
da por excisdo da metionina inicial da proteina pela enzima Metionina
aminopeptidase (MetAP). A importancia biolégica desse fenbmeno de clivagem
em L. infantum ndo é confirmada nesses organismos. Especula-se que,
semelhantemente aos mamiferos a excisdo da metionina inicial pela MetAP

proteja o elF2a de L. infantum da fosforilacéo inibitéria (Cloutier 2012.b).
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Figura 14. Perfil de expresséo ectdpica de elF2a em células promastigotas e amastigotas de L.
infantum. Imunoprecipitacdo seguida de Western-Blot com anti-corpo anti-HA das linhagens
recombinantes super-expressando elF2a conjugada ao epitopo de HA, em células promastigotas e
amastigotas. LINWT, L. infantum selvagem; LinelF2a-HA, L. infantum super-expressando elF2a

ectopicamente transfectado fusionado ao epitopo HA. Adaptado de (Cloutier 2012.b).
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2.5.4 A subunidade elF2pB

A segunda subunidade do elF2, a elF2pB, participa de interagbes com o
MRNA, elF1A, elF5, elF2B¢ e elF3. Sua estrutura 3D se encontra resolvida por
cristalografia e ressonancia magnética nuclear, e € composta de trés segmentos
definidos com base nos motivos conservados e respectivas funcdes. A regido N-
terminal € conectada por uma porcéao flexivel ao dominio central e se caracteriza
pela presenca de trés tratos de lisinas repetitivas (K-boxes) que contribuem na
atividade de ligacdo ao mMRNA e aos elF5 e elF2Be. O dominio central, por sua
vez, interage com o elF2y e alguns dos residuos estdo envolvidos com o correto
reconhecimento do cddon de iniciacdo da traducdo. Finalmente, o dominio C-
terminal contém dominios do tipo zinc-finger que participam na ligagdo ao mRNA
e também no reconhecimento do cédon AUG (SCHMITT; NAVEAU; MECHULAM,
2010).

Em tripanossomatideos, andlises in silico de elF2p3 de L. major e T. brucei
com sequéncias representativas de demais eucariotos e Archaea demonstraram
gue estas possuem uma extensdo N-terminal ndo encontrada em Archaea,
entretanto com uma baixa similaridade com a sequéncia consenso eucaribtica.
Uma diferenca importante é que os K-boxes ndo foram detectados. O dominio
central e C-terminal sdo mais conservadas, todavia também foram observadas
substituices importantes, divergindo dos demais eucariotos (DE MELO NETO et
al., comunicacdo pessoal). Até o presente momento ndo existem dados

experimentais de elF23 nesses organismos.
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2.5.5 A subunidade elF2y

O cerne do heterotrimero de elF2 € a subunidade elF2y, uma GTPase,que
liga o Met-tRNAI, e interage com as subunidades elF2a e elF2B na formacao do
elF2 completo. Estruturalmente, o e/alF2y possui trés dominios (Figura 15). O
dominio | ou dominio G (guanine nucleotide binding pocket), N-terminal, contém o
dominio de ligacdo de GTP/GDP, caracterizado pela presenca de regides comuns
a todas as proteinas G (alca GKT, regides de troca 1 e 2, e motivos
aminoacidicos QNKIE e SALH) (Roll-Mecak et al. 2004). As regides de troca 1 e 2
correspondem a motivos méveis encontrados em todas as proteinas G. Mudancas
conformacionais nesses dois motivos sdo relacionadas ao controle da transicédo
do elF2y ativo (ligado ao GTP) ao inativo (ligado ao GDP) (Vetter and
Wittinghofer 2001). O dominio | também contém um dominio de ligacédo a zinco
(zinc ribbon motif) formado por dois pares de cisteinas conservadas, néo
encontrados em outras GTPases. Seguido a esse, estdo os dominios estruturais
e lll em B-barril (Roll-Mecak et al. 2004).

As proteinas elF2y e alF2y sdo ortdlogos, exceto que a versao
eucaridtica contém um extensdo no dominio N-terminal que varia em
comprimento, dependendo do organismo. Contudo, em S. cerevisiae, esse
dominio ndo é essencial para a funcdo da proteina (Erickson et al. 2001). Os
residuos implicados na ligacdo do Met-tRNA; foram mapeados dentro do dominio
G e dominio Il. A subunidade y do elF2 de Archaea, per si, € capaz de interagir
com o Met-tRNA;, porém a afinidade da ligacdo é muito reduzida quando
comparada com o heterotrimero completo (Yatime et al. 2007; Schmitt et al.

2012).
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Figura 15. Subunidade elF2y. Os trés dominios estruturais conservados sdo apresentados em:
amarelo, dominio I; amarelo claro, dominio Il; e laranja, dominio Ill. As regides comuns as
proteinas G, loop GKT, regido de troca (switch) 1 e 2, QNKIE e SALH, sdo demonstradas em
preto. As caixas abaixo representam alF2y e elF2y com as cores dos retangulos semelhantes as
cores na estrutura. alF2 de S. solfataricus e elF2 de S. cerevisiae. Em cinza, extensdo N-terminal
exclusiva de eucariéticos. Representacdo proveniente da estrutura de cédigo de acesso Ss-
alF2a3bc (PDB id: 2QMU). Fonte: Adaptado de (Schmitt et al. 2010).

De mesmo, o elF2y eucaridtico tem capacidade de interagir, por si s6, com
o Met-tRNA, contudo a afinidade de interacdo € muito aumentada na presenca de
elF2B (Naveau et al. 2013). Por sua vez, os residuos envolvidos na ligacdo ao
elF2a sédo pertencentes ao dominio Il. Em Archaea, as subunidades elF2a e
elF2B interagem com o elF2y independentemente, ndo havendo interagdo entre
elas (Yatime et al. 2007). Do mesmo modo, em leveduras ndo existe contato
direto entre as subunidades elF2a e elF23 e ambas se ligam individualmente ao

elF2y (Thompson et al. 2000). Em contraste, s&o reportadas interagdes entre as
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subunidades elF2a e elF2f3 na formagao do complexo elF2 de humano (Rajesh et
al. 2008).

Os trés dominios do elF2y s&o intimamente similares com os encontrados
com o fator de alongamento da traducdo EF-Tu, contudo a sobreposicao entre as
duas estruturas demonstra a existéncia de especificidades entre elas (Schmitt et
al. 2010).

Ndo existem dados experimentais relativos ao elF2y em
tripanossomatideos. Os provaveis homologos de elF2y nesses organismos
apresentam um alto grau de conservacgao distribuida por toda sequencia génica
quando comparados com os genes de humano, planta, levedura, G. lamblia e
Archeae. Contudo, algumas caracteristicas encontradas nos tripanossomatideos
incluem varias substituicbes Unicas dentro do dominio G, e duas outras em
residuos dos dominios Il e lll relacionadas previamente com a ligacdo ao Met-

tRNAI (DE MELO NETO et al., comunicacao pessoal).

2.5.6 O complexo elF2B

O elF2B ¢é formado de cinco subunidades, nomeadas de elF2Ba, elF2Bj,
elF2By, elF2Bd e elF2Be. Esse complexo possui majoritariamente atividade de
troca de guanilil-nucleotideo, ou também denominada atividade GEF, sendo
responsavel pela troca da molécula de GDP, do elF2 inativo (elF2-GDP), por um
GTP, proporcionando assim a reciclagem do elF2. Essa reciclagem de elF2
parece ser o maior ponto de regulacdo da traducdo proteica tanto de maneira
global quanto para mRNAs especificos responsivos a diferentes situacdes de

estresse (Hinnebusch and Lorsch 2012).
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Detalhadamente, as subunidades elF2Ba, elF2BB e elF2Bd formam um
subcomplexo regulatorio sensivel a fosforilacao inibitoria de elF2a. Assim, o elF2a
fosforilado € reconhecido por esse subcomplexo e a atividade GEF de elF2B é
inibida de forma competitiva devido ao aumento da afinidade entre elF2-elF2B
(Rowlands et al. 1988). Estas proteinas do subcomplexo regulatério sao
homologas e apresentam mutuas similaridades de sequencia por toda a extensao
proteica. Em leveduras, elas podem, in vitro, formar um subcomplexo trimérico
estavel na auséncia das demais subunidades do elF2B. Dessas, a subunidade
elF2Ba é a unica nao essencial para a viabilidade celular, contudo sua presenca é
necessaria para a funcionalidade do sub-complexo regulatério (Pavitt 2005).

A estrutura cristalografica de elF2Ba encontra-se resolvida e demonstra a
conformacdo de um dominio N-terminal em a-hélice e dominio C-terminal em
conformacdo semelhante a Rossmann (Rossmann-fold-like domain) e, entre
esses dois dominios, existe um bolsdo carregado positivamente onde um ion
sulfato é encontrado. Essa estrutura é também presente nas subunidades 3 e .
Nos homologos de levedura e humano diferentes residuos, quando mutados,
interferem na funcéo de elF2B (Hiyama et al. 2009).

Ja as subunidades elF2By e elF2B¢ formam o subcomplexo catalitico, e
assim como as subunidades regulatérias, compartilham similaridade de sequéncia
e de estrutura, existindo em comum os dois primeiros dominios proteicos, 0s
quais sdo relacionados a enzimas ligadoras de nucleotideos (Pavitt 2005).
Especificamente, foi demonstrado que a subunidade elF2By € a responsavel pela
ligagéo direta ao GTP (Gordiyenko et al. 2014). J4 o elF2B¢ é a enzima catalitica
propriamente dita, funcdo atribuida a existéncia de um dominio de troca

nucleotidica mapeado no C-terminal dessa proteina, a qual interage diretamente
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com o dominio G de elF2y e com a regido rica em lisina de elF2B. O motivo
formado pelos residuos 518-712 € suficiente para a atividade in vitro. Esse regido
também € capaz de se ligar independentemente ao elF2 in vivo, contudo néo é
capaz de realizar atividade GEF (Gomez et al. 2002).

Em humanos, a importancia do complexo elF2B para a fisiologia celular é
destacada pelo envolvimento deste com o desenvolvimento da desordem
neourodegenerativa severa denominada leucoencefalopatia com apagamento de
matéria branca, VWM, do inglés Vanishing White Matter, ou também conhecida
como ataxia infantil com hipomielinizacdo do sistema nervoso central. A VWM é
uma doenca de carater genético autossomal recessivo ndo hereditaria,
ocasionada por mutacbes em ambas as coOpias dos genes codificadores da
mesma subunidade de elF2B. Como essas mutacdes estdo relacionadas ao
desenvolvimento da patologia, entretanto, ainda ndo se encontra esclarecido
(Pavitt and Proud 2009).

Até recentemente, era aceito que o elF2B funcional € um complexo
heteropentadmérico, contudo estudos mais recentes demonstraram, in vivo, sua a
surpreendente estruturacdo. Estes estudos, afirmam que o complexo € um
decamero, composto de dimeros de tetrameros de elF2BByd¢g, apresentando um
cerne hidrofébico das subunidades cataliticas e estabilizado por duas cépias de
elF2Ba (Figura 16, A) (Gordiyenko et al. 2014; Wortham et al. 2014). Em
humanos, a auséncia de elF2Ba permite a formag¢ao dos dimeros de tetrameros,
contudo esses apresentam diminuicdo na capacidade de ligagdo ao elF2 e na
atividade GEF (Wortham et al. 2014). Interessantemente, através de ensaios de

interacdo entre as moléculas de elF2B e elF2, p6de-se concluir que o decamero
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de elF2B pode interagir e possivelmente catalisar a troca nucleotidica de dois

complexos elF2 simultaneamente (Figura 16, B) (Gordiyenko et al. 2014).

B elF2B elF2

elF2B

Figura 16. Conformacdo estrutural decamérica do complexo elF2B. (A) Representacado
esquematica do elF2B demonstrando em verde escuro e verde claro, as duas cépias de elF2By e
em laranja e marrom , as duas copias de elF2Bg, formando o cerne hidrofébico. Na superficie do
complexo estdo as subunidades regulatorias, elF2BB (Roxo) e elF2Bd (Rosa) estabilizadas por
duas moléculas de elF2Ba (Lilas). ecat: dominio C-terminal catalitico de elF2Be. (B)
Representac@o esquematica de elF2B e elF2, demonstrando os sitios de interagdo mapeados.
Interacdes inter-subunidades: linhas tracejadas verdes - interacdes entre elF2B e o elF2By,
localizadas no dominio de ligacdo ao nucleotideo; linhas tracejadas laranjas - interagdes entre
elF2B e o elF2Ba e elF2Bo; linhas tracejadas vermelhas — interagdes entre o elF2a e os elF2Bd e
o0 elF2Bg, no seu sitio catalitico. Como método de simplificagdo somente um elF2 é representado
na ilustracdo. Fonte: Adaptado de (Wortham et al. 2014).

Além da funcao primordial de troca guanilil-nucleotidica de elF2B, trabalhos
mais recentes demonstram uma funcéo secundaria desse fator, denominada GDF
(do inglés, GDI displacement factor) (Jennings et al. 2013). Detalhadamente, o
elF2/GDP é liberado do complexo 48S ligado ao parceiro elF5. O elF5, nessa

condigéo, exerce a fungcédo de estabilizar a ligacdo do GDP ao elF2, impedindo a
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liberacdo espontdnea dessa molécula através da atividade GDI (do inglés,
Guanine-nucleotide displacement inhibitor) (Singh et al. 2006). Contudo, afim de
que ocorra a troca GDP/GTP é necessario que o fator elF2B acesse o
elF2.GDP/elF5, formando um complexo transiente elF2B/elF2:GDP/elF5, e
exerca sua atividade GDF, deslocando o fator elF5, resultando no complexo
elF2B/ elF2«GDP competente a troca nucleotidica. Ademais, as atividades GEF e
GDF de elF2B sao executadas independentemente (Jennings et al. 2013).

N&o existe até o presente momento trabalhos publicados que abordem o

complexo elF2B em tripanossomatideos.

2.6 Regulacédo da sintese proteica

Um dos mecanismos de regulacdo da expressdo génica é o de controle da
sintese de proteinas propriamente dita, mediante controle da atividade dos fatores
de iniciacdo da traducdo. Tal regulacdo permite o ajuste fino dos niveis de
proteinas e proporciona uma funcionalidade homeostatica normal, responsiva a
estimulos de crescimento, proliferacdo ou estresse celular (DOBRIKOV et al.,
2011; LIVINGSTONE et al., 2010). Ou seja, vias chaves de transducéo de sinais
convergem regulando os fatores de iniciacdo da traducdo (DOBRIKOV et al.,
2011). Esse tipo de regulacdo da expressdo € especialmente importante nos
tripanossomatideos devido a auséncia de regulacdo génica transcricional
caracteristica dos organismos dessa familia.

Em eucariotos, um exemplo de regulacdo da traducdo € o controle da
disponibilidade de moléculas ativas de elF2 via fosforilagdo, como citado
anteriormente (Jackson et al., 2010). Em mamiferos, o residuo de serina 51(S51)

do elF2a é alvo de fosforilacdo por quatro diferentes quinases, a quinase inibidora
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heme-regulada, HRI (do inglés, heme-regulated inhibitor), a proteina quinase
ativada por RNA, PKR (do inglés, protein kinase RNA-activated), a quinase de
reticulo endoplasmatico semelhante a PKR, PERK (do inglés, PKR-like
endoplasmic reticulum kinase) e a quinase de controle ndo passivel de inibigéo-2,
GCN2 (do inglés, general control non-depressible-2). Essas quinases tém
homologia em seus sitios cataliticos, contudo o potencial responsivo a diferentes
estimulos advém de divergentes sitios regulatorios, convergindo diferentes tipos
de estresse celular em uma mesma via de sinalizagdo (Holcik and Sonenberg
2005b). A fosforilagdo de elF2 reduz a traducdo de forma global, contudo,
paradoxalmente, a traducdo de alguns poucos MRNAs especificos para a
adaptacao ao estresse é aumentada (Holcik and Sonenberg 2005b).

Em Leishmania, se sabe que a fosforilacdo de elF2a esta associada a
reducdo global da taxa de traducdo proteica (Cloutier et al. 2012.a). Em
Trypanosoma, trés diferentes quinases foram propostas tendo como alvo o elF2a
de T. brucei (ThelF2K1 a -K3). A ThelF2K2, é uma glicoproteina transmembrana
localizada na bolsa flagelar e € comprovadamente responsavel pela fosforilacdo
de elF2a no residuo T169, equivalente ao S51 de mamifero. Essa fosforilacao,
entretanto, ndo se mostrou associada a diminuicdo da taxa de traducdo em
células sob estresse (Moraes et al. 2007) e ndo € necessaria para o controle do
ciclo celular durante a diferenciacdo (Avila et al. 2016). J4 para T. cruzi, a
fosforilacdo de elF2a leva a diminuicdo da sintese proteica e € necessaria para a
diferenciacéo do parasito em formas infectivas (Tonelli et al. 2011).

Em L. infantum, um homdlogo de PERK quinase foi caracterizado como
uma proteina transmembrana associada ao reticulo endoplasmatico, capaz de

fosforilar o elF2a na treonina 166, in vitro. Funcionalmente, a auséncia da PERK
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quinase em L. infantum causa um retardo no processo de diferenciacdo de células
promastigotas em amastigotas, devido provavelmente a diminuicdo da
capacidade de adaptacdo ao estresse acido e térmico necessarios a

diferenciacédo (Chow et al. 2011).

2.7 Os papéis de elF2, elF2B e elF5 naregulacdo da sintese de proteinas
O elF2, assim como outras proteinas G, necessita ser reciclado e para tal
os parceiros elF5 e elF2B tem papel crucial nesse processo (Jennings and Pavitt

2014). Dentro do contexto mais atualizado, o elF2B, se apresenta in vivo como

um decamero realizando as funcdes GEF e GDF. Considerando também a dupla

funcionalidade de elF5, nas atividades GAP e GDI, foi proposto um novo modelo
de reciclagem de elF2 (Jennings and Pavitt 2014), conforme ilustrado na figura

17, painel A, onde em condic¢@es fisioldgicas normais:

1- Ap6és um evento de reconhecimento do cédon AUG ocorre a hidrélise do GTP
ligado ao elF2 impulsionado pela atividade GAP de elF5 (Jackson et al.
2010), e o elF2 ¢ liberado ligado ao elF5 (elF2«GDP/elF5).

2- O elF5 mantém o elF2 em seu estado inativo conjugado ao GDP, através da
atividade GDI (Singh et al. 2006).

3- Afim de que ocorra a troca GDP/GTP é necessario que o fator elF2B acesse 0
elF2.GDP/elF5 e exerca a atividade GDF, deslocando o elF5 (Jennings et al.
2013). Entretanto, como o elF2B € menos abundante que elF2 ou elF5 (£10
vezes) ocorre o acumulo citoplasmatico de elF2 conjugado a elF5 (Singh et
al. 2006).

4- O elF2B pode exercer a atividade GEF, reativando o elF2 atraveés da troca de

GDP/GTP, permitindo assim que o elF2«GTP se ligue novamente ao Met-
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tRNAI e participe de novo ciclo de iniciacdo da traducdo. O elF2B é entdo

prontamente liberado.
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Figura 17. Modelos da reciclagem de elF2 na iniciagdo da traducdo. (A) Modelo revisado da
reciclagem de elF2, onde apdés o recrutamento de elF2-GTP- Met-tRNAIi ao ribossomo, o AUG é
reconhecido, o GTP hidrolisado e o elF2GDP é liberado, seguindo as etapas posteriores,
detalhadas de acordo com a numeracéo referida no corpo do texto. (B) Modelo demonstrando o
impacto da fosforilagao de elF2a nas atividades de elF2B e elF5. Fonte: Adaptado, de (Jennings
and Pavitt 2014).
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Contudo, sob algumas condi¢des celulares que resultem na fosforilacao de
elF2a esse panorama sofre modificagdes relacionadas a regulagao global da
traducéo, conforme ilustrado na figura 17, painel B, onde:

5- O elF2 fosforilado (pelF2) € liberado ligado ao elF5 (pelF2-GDP/elF5).

6- O fator elF2B, da mesma forma, acessara o pelF2:GDP/elF5 e exercera a
atividade GDF, deslocando o elF5 (Jennings et al. 2013).

7- As subunidades regulatorias de elF2B reconhecem o pelF2, que se ligara com
alta afinidade ao elF2B, inibindo a atividade GEF (Jennings et al. 2013).

8- Um montante crescente de elF2B se encontrara fixado ao elF2 fosforilado
(pelF2:GDP/elF2B), e consequentemente, restara pouco ou nenhum elF2B
para interagir com o pelF2:GDP/elF5 e realizar a funcdo GDI (Jennings and
Pavitt 2014).

9- Havera o acumulo de moléculas de complexos elF2 afixados ao elF5
(pelF2:GDP/elF5), prevenindo a troca espontanea de GDT/GTP, a qual
poderia ultrapassar a efetividade a regulagao pela fosforilacdo de elF2a.

Finalmente, havera um declinio na taxa global de traducéo proteica devido
a escassez de moléculas de elF2 ativas (elF2:GTP) necessarias a formacao do
complexo ternério durante a iniciacdo da traducdo.

Como citado anteriormente, pouco se sabe sobre a caracterizacdo do
complexo elF2 na familia Trypanosomatidae. Os trabalhos existentes focam
especificamente na subunidade elF2a, sua fosforilagéo induzida por estresse e a
respectiva implicacdo desta na fisiologia parasitaria. Contudo, ndo abrangem o
complexo elF2 completo, ndo discorrem sobre as interagdes funcionais, nem
sobre a funcionalidade bioquimica desse. Ademais, ndo existem trabalhos que

abordem a caracterizagcdo molecular do complexo elF2B nesses organismos,
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demonstrado pela incorreta anotacdo de genes referentes as cinco subunidades
e pela completa auséncia de citacdo desse complexo em bancos de dados de
publicacdes cientificas. O mesmo também é valido para o fator elF5.
Consequentemente, ndo existem dados relativos as interacfes funcionais
realizadas entre esses complexos parceiros, nem que discorram sobre a
funcionalidade bioquimica de cada um deles, tampouco, sobre o papel desses
fatores na iniciacdo da traducéo e regulacdo global da biossintese de proteinas

nesses organismos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Caracterizar o complexo elF2 em L. infantum, em relacdo a expressao
proteica endbgena, funcdo biolégica na biossintese proteica e parceiros

funcionais na iniciacao da traducéo.

3.2 Objetivos especificos

1. Analisar a expressao proteica do elF2a enddégeno, bem como, avaliar sua

funcionalidade durante a iniciagédo da tradugao de L. infantum;

2. Identificar, in vivo, as interacbes de elF2a com os provaveis parceiros
funcionais classicos eucariéticos, e investigar a presenca de possiveis interaces

funcionais néo elucidadas durante a iniciacdo da traducdo de L. infantum ;

3. Caracterizar os paralogos de elF2y in silico e analisar comparativamente as

interacOes proteicas formadas por esses em L. infantum;

4. Avaliar a essencialidade de elF2y e elF2y-2 para viabilidade celular através de

ensaios de delecdo e complementacao génica;
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4. Material e métodos

4.1 Cultivo de parasitas

Células de L. infantum (linhagem MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram
mantidas em fase exponencial de crescimento através de repiques sucessivos em
meio SDM-79 (Gibco), pH 7,5 suplementado com 10% de soro fetal bovino,
adicionado de 1% v/v de Hemina (Sigma-Aldritch Co.) e cultivadas em estufa de
biodisponibilidade de oxigenio, B.O.D. (do inglés, biological oxygen demand) a
26°C.

Além da linhagem de L. infantum supra-citada também foram utilizadas
duas linhagens geneticamente modificadas gentilmente cedidas por Dr. Serge
Cloutier, tabela 1. A primeira linhagem, Ldi elF2a-HA, é derivada desta original a
partir da substituicdo de uma copia enddgena de elF2a por uma cépia do mesmo
gene fusionado a epitopo de reconhecimento e purificacdo HA (Hemaglutinina) na
porcao C-terminal. A segunda linhagem cedida, Ldi elF2a (A2-94)-HA, se trata de
cepa de L. infantum transfectada com plasmideo de super-expressao ectépica de
elF2a em versdo mutagenizada através da delecdo da porcdo N-terminal,
(aminoacidos 2 a 94) o qual foi denominado aqui de pelF2aA2-94-HA. Devido a
tal mutacdo o elF2aA2-94 apresenta peso molecular de 35 KDa, menor que a
proteina elF2a nativa (47 KDa).

As linhagens descritas foram utilizadas durante os experimentos de
modificacdo genética por transfeccdo, andlise de crescimento e diferenciacdo
parasitaria, imunoprecipitacdo, espectrometria de massas, imunodeteccgéo e perfil

de interacao polissomal.
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Tabela 1. Linhagens de L. infantum geneticamente modificadas

Linhagens Gendtipo associado
Ldi elF2a-HA elF2q */eF2ahA
Ldi elF2a(A2-94)-HA + pelF2aA2-94-HA

Descricdo de linhagens de L. infantum utilizadas no presente estudo, obtidas durante o
doutoramento de Dr. Cloutier.

4.2 Transfeccao dos parasitas

A transfeccdo das células de L. infantum como o DNA exdgeno desejado
foi realizada por eletroporacdo e apenas formas promastigotas foram utilizadas
nos experimentos. Aliquotas de 2,5 x 108 células foram centrifugadas a 3000 g por
5 minutos, lavadas com 5 ml de tampéo Hepes-NaCl pH 7,05 (Hepes 20 mM,
NaCl 85 mM, KCI 5 mM, Na,PO4 0,7 mM e glicose 20 mM) e ressuspendidas em
400 ul do mesmo tampéo. As células foram entdo repassadas para cuvetas de
eletroporacédo de 2 mm de espessura (Biolabs), contendo 2 ug do DNA plasmidial
ou 1 ug do DNA linear a ser transfectado. Apés 15 minutos no gelo, as células
foram eletroporadas com 1 pulso de 450 Volts e capacitancia de 450 pF,
utilizando o eletroporador Gene Pulser Xcell™ system (BIO-RAD). Imediatamente
em seguida as células foram coletadas e repassadas para um frasco de cultura de
25 cm? contendo 5 ml de meio SDM-79.

Para selecdo dos parasitos modificados geneticamente, inicialmente foi
realizada uma etapa de pré-selecdo, onde 24 horas apds a transfeccdo foi
adicionado 5 ml de meio SDM-79 a cultura, contendo o antibiético de escolha em
uma concentracdo equivalente a metade da DL;jg (dose letal para 100% das
células). Para L. infantum a DL1go € de: 80 pg/ml para neomicina, 150 pg/ml para

puromicina e 80 pg/ml para higromicina.

63



Apoés 24 horas da pré-selecéo foi realizada a selecdo propriamente dita,
onde 1 ml de amostra das células pré-selecionadas foi repassado para garrafa de
25 cm? com 9 ml de meio SDM-79 contendo a concentracdo adequada do
antibiotico utilizado. Os transfectantes foram recuperados entre 7 e 14 dias ap0s o
inicio da etapa de selecdo em cultura policlonal. Para o ensaio de delecao génica
foi necessario realizar a selecdo clonal dos transfectantes pelo semeio por
espalhamento em placa de agar SDM-79 contendo o antibiotico de selecdo. As

colénias monoclonais foram observadas e recuperadas entre 15 e 21 dias.

4.3 Curvas de crescimento de L. infantum

Células promastigotas de L. infantum em fase exponencial de crescimento
foram contadas em camara de Newbauer e diluidas para uma concentracéo inicial
de 10° células/mL no meio SDM-79. Estas células foram cultivadas até a fase
estacionaria do crescimento, sendo repassadas no mesmo meio, na mesma
condicdo de cultivo e concentracdo celular, para dar inicio a curva de crescimento
de formas promastigotas propriamente dita. Essa cultura foi monitorada por
microscopia de luz direta e invertida, quanto a morfologia, motilidade e
concentracdo celular durante todo o crescimento. Aliquotas foram retiradas
diariamente até a morte celular. As amostras obtidas foram centrifugadas a
10.000 g por cinco minutos a 4°C, o sedimento de células foi lavado com tampao
salina fosfato, PBS (do inglés, Phosphate Buffered Saline) e novamente
centrifugado sob as mesmas condi¢cdes. A amostra obtida foi ressuspendida em
tampdo de amostra para SDS-PAGE para uma concentracdo final de 2 x 10 °
células/uL e aquecidos por cinco minutos a 95° C. Os extratos obtidos foram

analisados posteriormente em ensaios de Western-Blot.
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4.4 Curvas de diferenciacao in vitro de L. infantum

Com o objetivo de realizar a diferenciagao de L. infantum para formas
amastigotas-axénicas, aliquotas de células obtidas de culturas de L. infantum em
fase estacionaria, ricas em formas promastigota metaciclica do parasita, foram
contadas e repassadas, numa concentracéo final de 10° células/mL, para o meio
MAA/20, pH 5,5, suplementado de 20% de soro fetal bovino, 1% de hemina a
37°C em estufa de CO, 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 diferenciacdo morfoldgica em amastigotas foi analisada através de
microscopia de luz em campo invertido e aliquotas do cultivo foram retiradas nos
mesmos tempos de cultivo e processadas como ja descrito para as formas

promastigotas do parasito, item 4.3.

4.5 Ensaios de Western-Blot

Os extratos protéicos obtidos de 2x10° células L. infantum foram
fracionados em gel SDS-PAGE 15% e transferidos para membrana de PVDF (100
mA por 1 hora). A membrana foi entdo bloqueada com solucédo de leite desnatado
(Molico A e D, Nestle®) a 5% em TBS (TRIS Buffered Saline) adicionado de
0,05% de Tween-20 por uma hora, sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos o
blogueio, a membrana foi incubada com anticorpo primario em diluicdo variavel
(Tabela 2) em solucdo de leite sem gordura (Molico A e D, Nestlé®) a 5%,

dissolvido em TBS/Tween 20 a 0,05%, durante 16 horas a 4°C, sob agitagéo.
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Tabela 2. Anticorpos primarios utilizados

Anti-corpo primario Fonte biologica | Fator de diluicdo
Anti-HA, HA-7, monoclonal, Abcam® camundongo 1:3.000
Anti-V5, EPR12989, monoclonal, Abcam® coelho 1:1.000
Anti-elF2q, policlonal, coelho 1:1.000

Anticorpos primarios utilizados com respectivas fontes biolégicas de origem e fatores de diluicdo
empregados nos ensaios de Western-Blot.

ApoOs trés lavagens de 10 minutos cada, sob agitacdo, com 10 mL de
TBS/Tween-20 a 0,05%, houve a incubagcdo com o anticorpo secundario que, a
depender do anticorpo primario utilizado, foi o anti-lgG de coelho (1:10.000) ou
anti-lgG de camundongo (1:5.000) (Jackson Immuno Research Laboratories®)
ambos conjugados a peroxidase, por uma hora, sob agitacdo a temperatura
ambiente. O ensaio foi finalizado com segunda etapa de lavagem como descrita
anteriormente. A visualizacdo final foi feita através de uma reacdo de
quimioluminescéncia e exposicdo a filme Biomax Light (Kodak®). Tal reacdo
utilizou solucdo quimioluminescente, contendo: 25 mL de luminol a 1,2 mM diluido
em solucdo de Tris-HCI 0,1 M de pH 8,5, adicionado de iodofenol para uma
concentracéo final de 0,4 mM e de peroxido de hidrogénio para 0,03%. O tempo

de exposicao ao filme sofreu variacdes de acordo com cada anticorpo utilizado.

4.6 Preparacao de lisados celulares de L. infantum

Para a obtencéo da fracéo citoplasmatica de células de L. infantum, formas
promastigotas (10° células para imunodeteccdo ou 10° para espectrometria de
massas) foram coletadas por centrifugacdo e lavadas com PBS suplementado
com 10% de inibidor de protease (Complete™” ULTRA Tablets, EDTA-free

Roche®). Em seguida as células foram ressuspendidas em 1 mL de tampé&o de
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lise (20 mM de HEPES-KOH pH 7,4/ 75 mM de acetato de potassio/ 4 mM de
acetato de magnésio/ 2 mM de DTT, suplementado com inibidores da protease).
A lise foi realisada através de 10 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria 37°C e a ruptura celular foi monitorada por
microscopia Otica. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g durante 10
minutos e o sobrenadante armazenado a -80°C. As aliquotas foram separadas

para analise da integridade dos lisados por Western-blot.

4.7 Ensaio de interacao polissomal

Para a realizacdo do ensaio de purificacdo de fracdes polissomais foi
necessario iniciar com o preparo das culturas celulares e, para tal, 100 ml de
cultivo de L. infantum em fase promastigota exponencial de crescimento
(aproximadamente 10° células) foram centrifugadas a 3000 g por 5 minutos e
ressuspendidas em 5 ml de meio SDM-79 previamente aquecido a 26°C e
suplementado com 100 pg/mL de cicloheximida. A cicloheximida é uma droga que
tem efeito inibitério da sintese de proteinas interferindo na translocacéo
ribossomal, e € empregada, nesse ensaio, para a estabilizacdo dos polissomos
traducionalmente ativos.

A nova cultura foi incubada 10 minutos em estufa B.O.D a 26°C e apés
esse periodo foi centrifugada e lavada com tampé&o PBS suplementado com 100
pg/mL de cicloheximida. As células foram novamente centrifugadas para remocao
do sobrenadante e o sedimento celular obtido foi empregado em protocolo de lise
como descrito no topico 4.5.

Paralelamente, foi necessario a preparacdo de um gradiente linear de

sacarose. Para isso, preparou-se 50 mL das solucbes de sacarose a 15% e a
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45%, usando como solvente o tampéao de gradiente (50 mM de Tris-HCI pH 7,4,
50 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 1 mM de DTT, e 4 U/ml de RNaseOUT™
(Invotrogen®)), preparado em agua DEPC. Em seguida, utilizou-se a bomba
gradiente maker para a preparacdo do gradiente linear em tubo de centrifugacéo
(Beckman Ref #331372), utilizando 5 ml de cada solucdo de sacarose. Seguiu-se
com a ultracentrifugacdo dos lisados em gradiente de sacarose. Para isso, 0s
lisados foram cuidadosamente depositados em cima do gradiente de sacarose
obtido previamente e ultracentrifugados a 35.000 g por 2h15 minutos a 4°C.

AplOs essa etapa as amostras foram fracionadas em 12 aliquotas de
aproximadamente 500 pL cada, através de equipamento coletor de fracdes
(Teleman-ISCO) a 4°C. As amostras coletadas foram monitoradas quanto a
guantidade de RNA presente através de espectrofotometria acoplada ao sistema
de fracionamento, a qual gerou um grafico relativo as fracdes coletadas.

A partir das 12 diferentes fracfes, foi realizada a purificacdo proteica por
adicdo de TCA 10%, incubado por 10 minutos a -80°C, seguido de centrifugacao
dos tubos a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Removeu-se 0 sobrenadante e o
sedimento proteico foi lavado com 200 yL de acetona P.A. gelada e novamente
centrifugado. A acetona foi removida e o sedimento seco em centrifugacao a 26°C
por 10 minutos, sob vacuo. Finalmente, as amostras foram adicionadas de
tampéo para SDS-PAGE 2X concentrado, desnaturadas a 95°C por 5 minutos e

utilizadas em ensaios de Western-Blot.
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4.8 Rastreamento dos homélogos de elF2B em tripanossomatideos

Para o rastreamento dos genes homodlogos das cinco subunidades de
elF2B nos genomas dos tripanossomatideos, as sequéncias nucleotidicas das
subunidades de elF2B de Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus niger, bem como os ortdlogos em Archae,
Methanocaldococcus jannaschii, e em Eubacteria, E. coli, foram triados do banco

GenBank na plataforma NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Através de ferramenta

de alinhamento local de sequéncias, BLAST as sequéncias dos provaveis
homologos de L. major e T. brucei foram rastreadas. A validacdo das sequéncias
candidatas obtidas foi realizada através de ensaio reverso onde as sequéncias
proteicas dos possiveis homoélogos em Tripanossomatideos foram alinhadas
contra o banco GenBank usando a ferramenta BLASTp. Finalmente, foi realizada
a comparacao dos genes selecionados entre os genomas dos tripanossomatideos

através do banco de dados TriTrypDB (http://www.tritrypdb.org).

4.9 Superexpressao dos fatores elF2B de L. infantum

Para realizacdo da metodologia de superexpressdo, foi necessario a
amplificacédo por PCR dos genes referentes aos candidatos as cinco subunidades
do complexo elF2B de L. infantum (EIF2Ba, EIF2B@, EIF2By, EIF2Bd e EIF2Bg)
utiizando como molde o DNA gendmico deste parasita. Para isso, foram
desenhados pares de oligonucleotideos especificos para cada gene, contendo o
sitio de restricdo da enzima Xbal anelando na sua extremidade 5 e Hindlll, na
sua extremidade 3’ sem o cédon de terminagao de tradugao (Tabela 3).

A amplificacéo foi obtida com 0,02 U/ml da enzima Phusion® High-Fidelity

DNA Polymerase, com seu tamp&o Phusion®GC, 0,5 mM de MgCl, 3% de DMSO
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e 0,2 mM de dNTPs, para uma reacédo final de 20 pl. As condicbes de reacao
foram: 10 ciclos de: 98 °C por 1 minuto, 30 segundos por 65 °C (anelamento) e 72
°C por 1minuto. Nesses 10 ciclos iniciais a temperatura de anelamento decrescia
1 °C a cada ciclo. Foram seguidos por 30 ciclos de 98 °C por 1 minuto, 55 °C por

30 segundos e 72 °C por 1 minuto.

Tabela 3. Oligonucleotideos para amplificacdo dos homdlogos de elF2B de L. infantum.

Gene Oligonucleotideo Sequéncia especifica
5 Xball EIF2Ba | tctagaATGGACGTCCCAAGCGAAGA
EIF2B o S HindiIV EIF2B o | aagcttTCGCCGCTTTCCTGGAGCAG
5 Xball EIF2B B | tctagaATGCTGAGTAATGTGCCAGA
EIF2B B 3 HindilVEIF2B B | aagcttATCTGCGTCGCTGTAGTTCG
5 Xbal IEIF2BYy | tctagaATGTCTTCCGACACTGCCGC
EIF2BY ™3 HindIV EIF2By | aagcttCTCAATTATGGTGTCACTTGCG
5 Xbal | EIF2B5 | tctagaATGTCGTCGTCTTCGGAGAA
EIF2BO 5 HindilVEIF2B 5 | aagettTCCCCGGACAAGATTCACGA
5 Xbal |EIF2B¢ | tctagaATGGACATGGCAGCTGTTCG
BIF2B e S HindIVEIF2B e | aagctiCTCAGCCTCGAGGAAGTCCT

Sequéncias nucleotidicas especificas para amplificacdo por PCR dos genes elF2Ba-¢ em L.
infantum. Letras em mindsculo, sitios de restricdo para as enzimas utilizadas na clonagem.

Em seguida, os fragmentos de PCR purificados foram tratados com a
enzima Tag Polimerase para adicdo de dATP nas extremidades e submetidos a
reacdo de ligacdo, utilizando o pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega®),
conforme recomendacdes do fabricante. O periodo da reacao foi de 16 horas, a
temperatura de 4 °C.

Cepas de Escherichia coli Top 10 foram transformadas com 5 pl da ligagéo
em 50 pl de células quimiocompetentes, submetendo a amostra a 30 minutos no
gelo seguido de choque térmico por 5 minutos a 37 °C. As células foram

semeadas em meio LB solido contendo 100 pg/ml ampicilina, 80 pg/ml de X-GAL
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e 0,5 mM IPTG, sendo a placa incubada a 37 °C por 16 horas. As col6nias
recombinantes foram inoculadas em 2 ml de meio LB liquido com 100 pg/mi
ampicilina, a 37°C por 16 horas. Os indculos crescidos foram submetidos a
extracdo de DNA plasmidial através do GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (da
Sigma®) segundo recomendacdes do fabricante. Para a confirmacdo da
clonagem, os DNAs extraidos foram submetidos a digestdo a 37 °C com a enzima
EcoRl, por 4 horas.

As amostras foram entdo enviadas ao seguenciamento automatico,
analisadas e as constru¢cdes confirmadas. E em seguida as amostras foram
submetidas a uma nova etapa de restricdo enzimatica, agora com as enzimas
Xbal e Hindlll (sitios de restricdo inseridos durante o desenho dos
oligonucleotideos) especificas para a subclonagem direcional no vetor epissomal
de expressao constitutiva em Leishmania, pSP72atub-HYG-atub-V5. Esse vetor
foi obtido através da modificacdo do vetor comercial pSP72 (Promega®), no qual
foi inserido o gene de resisténcia a hygromicina, flanqueado por sequéncias
intergénicas da alfa—tubulina de L. infantum. Neste estudo, adicionalmente, a
sequéncia que codifica para o peptideo V5 foi inserida logo ap6s o sitio de
restricdo Hindlll, seguido do cédon de parada (Figura 18). O peptideo V5, é
derivado de um pequeno epitopo de Simian virus 5 (SV5) e é caracterizado por

uma sequéncia especifica de 14 aminoacidos (GKPIPNPLLGLDST).
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Figura 18. Representagdo esquematica do plasmideo pSP72atub-HYG-atub-V5. Em amarelo,
regido intergénica da alpha-tubulina de L. infantum; Em verde, gene codificante da hygromicina
fosfotransferase; Em laranja, epitopo de deteccdo-V5; Em vermelho, cédon de terminacgéo; Sitios
de clonagem: Xbal, Sall, Nhel, Aflll, Hindlll. pSP72atub-HYG-atub-V5 + 5,2 Kpb.

Os fragmentos liberados foram purificados através do kit PCR DNA and
Band Purification (GE Healthcare Life Sciences®), conforme recomendacédo do
fabricante. Posteriormente, os insertos purificados foram sub-clonados no vetor de
expressdo supra-citado utilizando a enzima T4 DNA Ligase (New England
Biolabs®), seguindo as condicdes estabelecidas pelo fabricante. Os plasmideos
recombinantes foram transformados em células de E. coli quimiocompetentes
DH10B e os DNAs dos possiveis clones foram extraidos. As sub-clonagens foram
confirmadas pelo padrao de restricdo enzimatica.

Finalmente, as construcbes plasmidiais de super-expressao das
subunidades de elF2B conjugadas ao epitopo V5, foram transfectadas nas
linhagens de L. infantum, Ldi elF2a-HA e Ldi elF2a(A2-94)-HA, objetivando a co-

expresséo das proteinas de interesse. As linhagens recombinantes obtidas estéo

descritas na tabela 4.
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Tabela 4. Linhagens de co-expressao elF2a-HA/ elF2Bs-V5.

Linhagens

Genotipo associado

Ldi elF2a-HA

eIan + / elF2aHA

Ldi elF2a-HA + elF2Ba-V5

elF2a */eF29HA 4 nelF2Ba-v5

Ldi elF2a-HA + elF2BB-V5

elF2q "7 2R 4 helF2BR-v5

Ldi elF2a-HA + elF2By-V5

elF2a *'¢F2" +pelF2By-v5

Ldi elF2a-HA + elF2Bd-V5

elF2a */eF29FA 4 helF2B5-v5

Ldi elF2a-HA + elF2Be-V5

elF2a *7¢F2HA 4 helF2Be-v5

Ldi elF2a(A2-94)-HA

+ pelF2aA2-94-HA

Ldi elF2a(A2-94)-HA+ elF2Ba-V5

+ pelF2aA2-94-HA + pelF2Ba-v5

+ pelF2aA2-94-HA + pelF2BB-v5

Ldi elF2a(A2-94)-HA+ elF2By-V5

+ pelF2aA2-94-HA + pelF2By-v5

Ldi elF2a(A2-94)-HA+ elF2Bd-V5

+ pelF2aA2-94-HA + pelF2B&-v5

(
(
Ldi elF2a(A2-94)-HA+ elF2BB-V5
(
(
(

Ldi elF2a(A2-94)-HA+ elF2Be-V5 | + pelF2aA2-94- HA + pelF2Bg-v5

Descricdo de linhagens de L. infantum obtidas visando a co-expresséo de elF2a-HA, nas versdes
selvagem e mutagenizadas, com as cinco subunidades do complexo elF2B transfectadas
individualmente. As respectivas caracteristicas genotipicas associadas as linhagens
recombinantes estdo mostradas. p, plasmideo de complementacéo.

4.10 Sequenciamento de DNA

No presente estudo todas as construgcbes em vetor pGEM-T-Easy tanto
dos genes para superexpressao quanto dos cassetes de delecdo génica foram
submetidas ao sequenciamento de DNA, realizado utilizando o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®). Todos as amostras
foram analisadas através do sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100
(Applied Biosystems®) disponivel para utilizagdo no Nuacleo de Plataformas
Tecnologicas do CPgAM / FIOCRUZ. ApO6s o0 sequenciamento, as sequéncias
obtidas foram submetidas a uma busca em bancos de dados publicos como NCBI
através da ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para verificar a

integridade das sequéncias.
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4.11 Imunoprecipitacao

Os lisados celulares, obtidos conforme explicitado no topico 4.3, foram
incubados com resina magnética conjugada ao anticorpo monoclonal anti-HA
(Pierce™) ou Dynabeads® proteina G magnética conjugada ao anti-corpo anti-V5.
A resina foi ressuspendida por agitacdo em aparelho “vortex” por 10 segundos e
entre dez a 40 pl foram coletados em tubo e colocados em estantes magnética
para remocdo da solucdo de armazenamento. Em seguida, foram feitas duas
etapas de lavagem com 1 mL de TBS/Tween-20 a 0,05 %, separando a resina da
solucdo de lavagem a cada troca de solucéo, finalizando com a remocao da
solucéo de lavagem. O lisado celular entdo foi incubado com a resina previamente
lavada, por 4 horas a 4°C, sob agitacao.

Apos o periodo de incubacédo, o tubo foi deixado em repouso na estante
magnética para remocédo do lisado depletado, o qual foi descartado. A resina foi
entdo tratada para remocéao de ligantes inespecificos com trés lavagens com 1 mL
de TBS/Tween-20 a 0,05%, conforme executado anteriormente. Finalmente, a
resina contendo o contetdo imunoprecipitado foi analisada por imunodeteccéo
e/lou espectrometria de massas. Para o Western-Blot o imunoprecipitado foi
ressuspendido em 40 puL de tampé&o de amostra para SDS-PAGE e incubado a
95°C por cinco minutos. Ja para espectrometria de massas o imunopreciptado foi
lavado com solucdo de bicarbonato de amonia e enviado a plataforma de
Protedmica do Centre de Recherche en Infectologie L’Université Laval (Quebec,

Canada).
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4.12 Analise evolutiva entre os paralogos de elF2y

A presenca das sequéncias dos paralogos de elF2y e elF2y-2 foi
investigada nos genomas de L. major, L. infantum, L. mexicana, L. braziliensis, L.
tarentolae, Endotrypanum monterogeii, Chritidia fasciculata, Leptomonas
pyrrhocoris, Leptomonas seymouri, T. brucei, T. cruzi, T. vivax, T. congolenses,
T. grayi e Bodo saltans. De posse dessas sequéncias, foi realizado um
alinhamento multiplo local através do software MAFFT, compativel com analises
entre sequéncias contendo possiveis motivos isolados. Posteriormente, o
alinhamento gerado foi tratado usando o software TrimAL, para selecdo de blocos
contendo regifes conservadas. Em seguida, para a escolha do modelo evolutivo
mais adequado ao alinhamento, onze modelos de substituicdo foram testados
incluindo modelos de frequéncia de bases iguais/desiguais, modelos com/sem
proporcdes de sitios invariaveis e modelos com/sem taxa de variacao através dos
sitios, resultando em 88 modelos que foram testados usando o jModel Test. Este
alinhamento foi usado como dado de entrada para o software de analise por
maxima verossimilhanca, PhyML 3.0. A arvore gerada foi lida no software

FigTreel.2.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). A sequencia de B. saltans

foi usada como grupo externo (outgroup).

4.13 Ensaios de delecdo e complementacao génica

Para a geracdo de linhagens com delecdo de coOpia Unica ou da delecéo
dupla dos genes elF2y e elF2y-2, foi seguido o protocolo simplificado descrito por
(Derbise et al. 2003). Em uma primeira etapa, este protocolo utiliza pares de
oligonucleotideos especificos para amplificacdo de aproximadamente 500 pb das

regides 5 e 3' UTR dos genes alvo a serem deletados. Foram amplificados
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também genes de resisténcia aos antibidticos higromicina e puromicina. Na
segunda etapa, foram realizadas reacfes de PCR de fusédo entre as regides
flanqueadoras (5’ e 3’ UTR ) e 0 gene de resisténcia ao antibiotico a fim de obter o
cassete de delecao (Figura 19). Todas as amplificacfes e fusdes foram realizadas
com enzima Phusion DNA Polimerase (New England Biolabs), seguindo as
adaptacdes necessarias a amplificacdo de fragmentos ricos em conteudo GC,

segundo recomendacdes do fabricante.

Primer

Primer
Forward

5' UTR M*+ Forward 3' UTR

— ==
Primer

Primer
Reverse + M*

12 etapa: 3 reagdes de PCR !V'afca_delw Reverse
distintas para amplificagdo Keaisthincalht)

dos fragmentos génicos T_

22 etapa: PCR de fusao e

extensao do cassete de
delegdo génica

Cassete de delegdo génica

Figura 19. Representacdo esquematica da estratégia de construcdo dos cassetes de delecéo
génica. Na primeira etapa € realizada a amplificacdo dos fragmentos 5 e 3° UTR e gene de
resisténcia, necessarios para a construcao do cassete de delecdo. Na segunda etapa € realizado
a PCR de fuséo entre os fragmentos obtidos previamente para a geracdo do cassete de delecéo
génica.

Os cassetes de delecédo obtidos foram purificados, clonados no vetor
pGEM-T-Easy, e sequenciados seguindo metodologia jA descrita. Os cassetes

confirmados por sequenciamento foram excisados do vetor pGem-T-Easy por

digestdo enzimatica, com Notl (cassete com higromicina) ou EcoRI (cassete com
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puromicina) e novamente purificados. Cerca de 1 pg do cassete de delecéo foi
utilizado para cada ensaio de transfeccao dos parasitos.

Uma vez de posse de todas as construcdes, foram realizados os ensaios
de delecédo e complementacéo propriamente ditos. Para tal foi necesséario adocao
de estratégia experimental onde, apés delecdo de uma copia enddégena do gene
em questdo as células foram entdo novamente transfectadas com o plasmideo de
superexpressdao do gene alvo fusionado a etiqueta de HA (plasmideo de
complementacdo, pelF2y-HA ou pelF2y-2-HA). Depois de confirmada a
expressdo da proteina recombinante por Western-Blot anti-HA, a célula foi
submetida a uma terceira etapa de transfeccdo com o segundo cassete de
delecdo génica para retirada da copia enddégena remanescente do gene alvo. No
ensaio de complementacdo foi avaliada a capacidade do gene ectopicamente
inserido em substituir a funcédo do gene enddgeno.

Em paralelo, apdés delecdo de uma copia enddgena do gene alvo, foi
realizada a transfeccdo dos parasitos selecionados com o segundo cassete de
delecdo. Desse modo, se o gene alvo for essencial para a sobrevivéncia celular, a
retirada da segunda cOpia génica seria letal para o protozoario.

Os parasitos foram selecionados pela adicdo dos antibioticos relacionados
as marcas de resisténcia empregadas, e durante a etapa de selecdo as células
foram também observadas por microscopia de luz direta e invertida para
verificacdo de alteracbes morfolégicas e/ ou de viabilidade celular associada a
delegcé@o génica. Em seguida, as linhagens previamente triadas foram submetidas
a selecdo monoclonal em placa de SDM-79 agar adicionado dos antibidticos de

selecdo especificos. As culturas recombinantes foram submetidas a avaliagéo
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por Southern-Blot para confirmacdo da correta construcdo génica obtida nos
organismos modificados.

Através da utilizacdo de controles positivos (células transfectadas com
cada cassete de delecdo separadamente, as quais S&80 resistentes aos
antibioticos testados) e controles negativos (células selvagens submetidas a
selecdo com os antibioticos de escolha) é possivel assegurar a confiabilidade aos
ensaios. Todas as transfeccfes para ensaios de delecdo génica foram realizadas
em triplicata. Desse modo, foram geradas linhagens recombinantes, conforme

descrito na tabela 5.

Tabela 5. Linhagens recombinantes de dele¢édo e complementacgdo génica.

Linhagens Genotipo associado
LdiSKOelF2y elF2y *'-

LdiSKOelF2y + elF2y-HA elF2y *'~ + pelF2y-HA
LdiSKOelF2y + elF2y-2-HA elF2y ' + pelF2y-2-HA
LdiDKOelF2y elF2y '

LdiDKOelF2y + elF2y-HA elF2y '+ pelF2y-HA
LdiDKOelF2y + elF2y-2-HA elF2y "'~ + pelF2y-2-HA

Descricdo de linhagens de L. infantum obtidas através de ensaio de delecdo e/ou
complementagdo génica e respectivas caracteristicas genotipicas associadas as linhagens
recombinantes. p, plasmideo de complementacao génica.

4.14 Southern-Blot

Visando a confirmacéo das corretas constru¢cdes gendmicas obtidas nos
ensaios de delecédo e complementacdo génica, as linhagens recombinantes foram
submetidas a ensaio de Southern-Blot. Para isso, o DNA total das linhagens
recombinantes de L. infantum foi extraido a partir de 10 mL de cultura

promastigota em fase exponencial. As células foram centrifugadas a 3.000 g por 5
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minutos para remocdo do sobrenadante e, em seguida, lavadas com 1mL de
tampdo PBS 1X e novamente centrifugadas com descarte do sobrenadante. O
sedimento de células foi entdo lentamente ressuspendido com 1mL de DNazol®
(Invitrogen®). Posteriormente foi adicionado 500 pL de isopropanol e o DNA foi
precipitado a 30 minutos a -80°C. Apds o periodo de precipitacdo as amostras
foram centrifugadas a 13.000 g a 4°C e o DNA precipitado foi lavado com 200 pL
de etanol 70% e seco por 30 minutos, a temperatura ambiente em tubo aberto e
invertido. O DNA foi entdo ressuspendido em 1 mL de agua ultrapura e
quantificado por espectrofotometria em equipamento Nanodrop.

O ensaio de Southern-Blot propriamente dito foi realizado, segundo
protocolo padréo ja descrito (Sambrook and Maniatis 1989), pela a assistente de
pesquisa Bch. Carole Dumas do Centre de Recherche en Infectologie da

L’Université Laval, Quebec, Canada.
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5. Resultados

5.1 Caracterizagcao molecular de elF2a em L. infantum

O complexo elF2 de mamiferos € vastamente estudado e sua regulacéo
através da fosforilagdo por proteinas quinases vem sendo alvo de diferentes
estudos almejando o0 desenvolvimento de terapias anti-tumorigénicas. Em
tripanossomatideos, existe um limitado numero de trabalhos que abordam a
caracterizagdo do complexo elF2. Sabe-se que em Leishmania, a auséncia da
expressdo do homologo da PERK quinase causa retardo no processo de
diferenciacdo do parasito (Chow et al. 2011) e a fosforilagdo de elF2a esta
associada a diminuicdo global da traducdo (Cloutier et al. 2012.a).
Adicionalmente, foi sugerido que o elF2a é diferencialmente expresso durante o
ciclo de vida do parasito, mediante possivel mecanismo de clivagem (Cloutier
2012.b).

Diante do conhecimento limitado relativo ao homdlogo de elF2a em
Leishmania e baseado na caracterizacdo em andamento, almejou-se nesse topico
analisar o padrdo de expressdo endbégena desse fator, confirmar sua provavel
participacdo na iniciacdo da traducdo proteica e determinar as possiveis

interacBes com os parceiros funcionais preditos.

5.1.1 Anélise da expressdo de elF2a durante curva de crescimento e
diferenciacao de L. infantum

Linhagens de L. infantum selvagem e Ldi elF2a-HA, (linhagem de L.
infantum expressando o gene elF2a conjugado ao epitopo de HA e integrado no
locus gendmico de origem), foram submetidas a ensaios de crescimento de

formas promastigotas e diferenciacdo de formas amastigotas-axénicas.
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Contagens do crescimento celular e retirada de aliquotas foram realizadas e estas
aliquotas foram submetidas a imunodetec¢do com anticorpos por Western-Blot.
Para a linhagem L. infantum selvagem a detecgdo da proteina elF2a foi
realizada com anticorpo policlonal anti-elF2a produzido em coelho, previamente
testado quanto a afinidade e especificidade (MORAES, 2014). Ja para a linhagem
Ldi elF2a-HA, foi empregado ainda um anticorpo monoclonal anti-HA. Deste
modo, foi possivel analisar a expressao de elF2a tanto na linhagem selvagem
quanto validar a expressdo obtida pela construcdo integrativa. As curvas de
crescimento, de ambas as linhagens empregadas, foram realizadas em trés
réplicas bioldgicas independentes. Na figura 20, representativa, € demonstrada a

detecgdo de elF2a, na linhagem Ldi elF2a-HA (gendtipo elF2q */e'F2eHA

) com
ambos os anticorpos, anti-elF2a e anti-HA.

Através dessas analises foi possivel afirmar que em todas as curvas de
crescimento e diferenciacdo testadas se observou a proteina elF2a presente
durante todo o crescimento das formas promastigotas, bem como, durante o
processo de diferenciacéo in vitro. Desse modo, a expressdo endogena de elF2a
foi constante, ndo sofrendo nenhuma alteracédo qualitativa relacionada ao ciclo de

vida do parasito, sendo detectado sua expressdo como uma Unica isoforma de

peso molecular de 47 KDa.
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Figura 20. Figura representativa da expressao de elF2a ao longo do crescimento e diferenciagcao
de L. infantum. A) Grafico de curva de crescimento e diferenciacéo de linhagem Ldi elF2a-HA. B)
Andlise da expresséo de elF2a em linhagem Ldi elF2a-HA. Setas pretas apontam a proteina de
interesse; KDa, peso molecular em QuiloDaltons.Fonte: A Autora, 2016.

5.1.2 Andlise funcional de elF2a durante a sintese proteica de L. infantum
selvagem

Células promastigotas prociclicas de L. infantum selvagem foram
cultivadas, lisadas e ultra-centrifugadas em gradiente de sacarose seguida de
fracionamento em coletor de fragbes. As diferentes fragbes foram inicialmente
analisadas quanto ao perfil de formagdo dos complexos ribossomais, sendo
possivel visualizar o grafico condizente com o encontrado em organismos com
sintese proteica ativa, um indicativo de que a execuc¢ao da técnica foi satisfatéria
e reprodutivel.

A presenca do elF2a na amostra fracionada foi analisada por Western-Blot,
empregando-se 0 anticorpo policlonal anti-elF2a. Foi possivel observar a

distribuicdo dessa proteina, em seu peso molecular predito (47 KDa), através de
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todas as fracdes do gradiente de purificacdo. Contudo, € importante salientar, a
grande concentracdo de elF2a co-purificado com a fracdo correspondente a

purificacdo das subunidades menores ribossomais 40S (Figura 21).

MRNP livre— polissomos

DO 254 nm

15% 45% glicose

Anti-elF2a D e N P S - <—47KDa

Figura 21. Perfil de purificacdo polissomal em gradiente de sacarose de L. infantum e
imunodeteccdo de elF2a. mRNP livres, ribonucleoproteinas livres; 40S, purificacdo de subunidade
menor ribossomal; 60S, purificagdo de subunidade maior ribossomal; 80S,purificacdo do

ribossoma completo; KDa, peso molecular em QuiloDaltons. Fonte: A Autora, 2016.

5.1.3 Analise das interacdes de elF2a com o complexo parceiro funcional

elF2B em L. infantum

5.1.3.1 Rastreamento in silico dos homdélogos das cinco subunidades de elF2B
em tripanossomatideos

Objetivando a analise in vivo das interacbes entre elF2a e as cinco
subunidades componentes do complexo elF2B, seu parceiro funcional, foi
necessario inicialmente identificar in silico os provaveis genes codificantes dessas
subunidades no genoma dos tripanossomatideos, sendo utilizados como base os
genomas de L. major e T. brucei . Salienta-se que essa demanda € devida a falta

de dados da caracterizagdo molecular do complexo elF2B nesses organismos.
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A partir de alinhamento local das sequéncias foram encontrados provaveis
genes codificantes para todas as subunidades de elF2B. Esses possuem
diferentes graus de similaridade quando comparados com 0s seus ortélogos nos
demais eucariotos, onde as subunidades regulatérias (elF2Ba/elF2BB/elF2Bd) se
apresentam mais conservadas que as cataliticas (elF2By/elF2Bg). As
caracteristicas como, numero de acesso, identidade e similaridade dos provaveis

genes codificantes das subunidades de elF2B séao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Ortélogos de elF2B em tripanossomatideos

N° acesso Peso
Fator . molecular | Comparacédo com o ortélogo Humano%
TritrypDB
(KDa)
Identidade | Similaridade | Cobertura

LmjF.12.0010 37.5 29 51 72
elF2Ba

Th927.6.1280 35.9 29 51 71

LmjF.10.0950 57.5 33 52 69
elF2Bp

Th927.8.4390 51.6 34 54 77

LmjF.28.2440 71.1 23 57 33
elF2By

Tbh11.01.3570 63.4 23 38 74

LmjF.27.1210 59.5 24 41 93
elF2B&*

Tbh11.39.0006 68.6 25 39 63

LmjF.28.2290 90.4 22 37 56
elF2B¢

Tbh11.01.3400 87.6 22 34 54

Identificag@o dos ortélogos das subunidades de elF2B em L major e T. brucei. Resultados obtidos
através de pesquisas no GenBank e TritrypDB seguido de alinhamento par-a-par usando
ferramenta BLAST. * Para a analise do elF2Bd a isoforma 2 do ortélogo de humano foi empregada
por ser a mais semelhante com os genes de tripanossomatideos. KDa, QuiloDaltons. Fonte: A
Autora, 2016.
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Especificamente para as subunidades regulatérias, os genes de elF2Ba de
tripanossomatideos codificam para proteinas com tamanhos similares quando
comparadas as demais sequéncias ortdlogas. Entretanto, as proteinas de
tripanossomatideos possuem substituicdes importantes em residuos especificos
que sdo conservados nos demais organismos. Tais substituicdes também sao
vistas nas sequéncias de elF2BpB, as quais diferem das sequéncias dos demais
eucariotos por possuirem uma longa insercdo proxima a regido N-terminal,
resultando em uma proteina de maior peso molecular. Ja o elF2Bd € a menos
conservada dentre as trés subunidades regulatérias, com pouca ou nenhuma
similaridade compartilhada na regido N-terminal, sendo a similaridade encontrada
restrita a regido C-terminal, embora essa regido também apresente a substituicdo
de residuos importantes.

Para as subunidades cataliticas, elF2By e elF2Bg, o alinhamento
demonstra um baixo grau de conservacdo entre as sequéncias de
tripanossomatideos e as dos demais eucariotos. Essas sequéncias apresentam
diferentes insercbes em seus dominios N-terminais, resultando em proteinas

maiores nos parasitos.

5.1.3.2 Clonagem das subunidades de elF2B (a, B, y, 6, €) de L. infantum em
vetor de expressao

Os genes referentes as cinco subunidades do complexo elF2B em L.
infantum, organismo modelo desse estudo, séo listados detalhadamente na tabela

7 a sequir.
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Tabela 7. Complexo elF2B em L. infantum.

[0}
Fator N° de acesso Anotacdo génica

TritrypDB
elE2Ba | Lind.12.0001 Trans_latlon initiation factor EIF-2b alpha subunit,
putative

elF2BB | LinJ.10.1030 | Guanine nucleotide exchange factor subunit GCD7
elF2By | LinJ.28.2620 | Hypothetical protein, conserved

elF2Bd | LinJ.27.1090 | Guanine nucleotide exchange factor subunit GCD2

elE2Be | Lind.28.2460 Trans_latlon initiation factor elF-2B subunit epsilon,
putative

Genes referentes as provaveis subunidades do complexo elF2B em L. infantum, com os
respectivos nimeros de acesso e a anotacdo génica prévia disponivel no TritrypDB. Fonte: A
Autora, 2016.

Tais genes foram amplificados por PCR, utilizando-se de primers
especificamente desenhados com base no DNA gendmico sequenciado de L.
infantum JPCM5. Os amplicons obtidos foram clonados em vetor de passagem,
digeridos e encaminhadas para sequenciamento a fim de confirmar a integridade
nucleotidica dos construtos obtidos. Apos confirmacdo da integridade das
sequéncias, os plasmideos selecionados foram redigeridos e seus insertos
subclonados em vetor de expressdo epissomal constitutiva em Leishmania, o
pSP72 atublR-HYG-atublR-V5. Todas as etapas referentes a clonagem e sub-

clonagem desses genes foram realizadas com sucesso (Figura 22).
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Figura 22. Etapas de clonagem de subunidades de elF2B em vetor de expressdo em Leishmania
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spp. (A), Amplificacdo por PCR dos genes especificos para as subunidades do complexo elF2B.
(B), Extracdo de DNA plasmidial de possiveis clones recombinantes. (C), Digestdo de provaveis
plasmideos de passagem corretamente construidos. (D), Digestdo plasmidial para confirmacao da
sub-clonagem em vetor de expressdo pSP72yIR-HYG-atub-V5. Peso molecular de elF2Ba -
906pb; elF2BB - 1,6Kb; elF2By - 2,2Kb; elF2Bd - 2Kb; elF2Be - 2,5Kb. Setas brancas, DNAs
confirmados por sequenciamento. Setas pretas, apontam a banda de 1,6Kb do marcador de peso

molecular. Kb, Quilobases. Fonte: A Autora, 2016.

5.1.3.3 Geracao de linhagens de L. infantum super-expressando as subunidades
de elF2B

De posse das construgcdes plasmidiais pSP72yIR-HYG-atub-elF2Bs-V5,
células selvagens de L. infantum foram transfectadas com as diferentes

construcdes, selecionadas com antibiotico especifico, recuperadas e cultivadas
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para a obtencdo de extratos proteicos totais. Estes extratos foram entdo
analisados quanto a expressdo das proteinas recombinantes desejadas
utilizando-se de anticorpo comercial contra epitopo V5. Nao foi possivel encontrar
em trabalhos anteriores da literatura a utilizagdo do anticorpo anti-V5 em L.
infantum. Dessa forma uma linhagem selvagem nao transfectada foi também
hibridizada com o mesmo anticorpo, afim de observar a existéncia, ou nao, de
reconhecimento inespecifico (Figura 23, A, linha 6 L. infantum wt).

Muito embora sejam visualizadas diversas bandas de reconhecimento
inespecifico do anti-V5 nos extratos totais de células selvagens foi possivel
observar através de Western-Blot, nos extratos totais das células transfectadas, a
expressao de elF2Ba, elF2By, elF2Bd e elF2Be nos respectivos pesos
moleculares preditos. A excecédo foi subunidade elF2Bf, cuja expressédo nao foi
detectada (Figura 23, A).

Uma vez analisada a capacidade de expressdo dessas proteinas no vetor
pSP72yIR-HYG-atub e objetivando a obtencdo de linhagens de co-expressao
elF2a + elF2B’s, foram realizadas novas transfec¢des dessas construgées nas
linhagens LdielF2a—HA e na LdielF2aA2-94—HA. A co-expressao permite analisar
a interagao de elF2a com seu parceiro elF2B, através da IP do elF2a-HA com o
anticorpo anti-HA e a deteccéo de subunidade do elF2B no imunoprecipitado com
o anti-V5. As linhagens de co-expressao Ldi elF2a-HA + elF2Bs-V5 estéo
ilustradas na figura 23, item “B”, e as linhagens de elF2aA2-94-HA + elF2Bs-V5
no item “C”. Semelhantemente ao resultado observado para a linhagem
selvagem, foi possivel detectar a expressado das subunidades elF2Ba, elF2By,
elF2Bd e elF2Be em ambas as linhagens de co-expressao. Contudo, do mesmo

modo, néo foi possivel visualizar a expresséo da subunidade elF2Bp.

88



(A) L. infantum selvagem (B) L. infatum elF2a-HA int.  (C) L. infantum elF2aA2-94-HA

75KDa —

(=] [<oN > o] w [} o8 > w =] Q. > ] w

M @ @ @ o M @ @ 0 M @O @ @ m

N4 N N N o N N o ~ N N N & W

Lo LoLoLouw LoLoL L LooLooLow

T © © © © = © © © o) S © © © ©
g 2 .

— — - o — ?

; k elF2B5
I

S0KDa— v we cmn s a—n - — —
- - R — Sl
37KDa— ‘ .l
- o
AUt R— ; :z 8' ..anti-VS

Figura 23. Expressao ectopica das subunidades do complexo elF2B em linhagens de L. infantum.
(A), Expressdo das subunidades de elF2B em L. infantum selvagem. (B), Co-expressdo de
subunidades de elF2B na linhagem Ldi elF2a-HA. (C), Co-expressao de subunidades de elF2B na
linhagem LdielF2aA2-94-HA. elF2Ba, 33KDa; elF2Bp, 57KDa; elF2By, 71KDa; elF2Bo, 72KDa;

elF2B¢g, 90KDa; Setas pretas apontam a detecg¢ao das proteinas recombinantes de interesse; KDa,

peso molecular em QuiloDaltons. Fonte: A Autora, 2016.

5.1.3.4 Imunoprecipitacdo de elF2a e analise das interagdes com o complexo
elF2B nas linhagens de co-expressao

As linhagens de co-expressao elF2a + elF2B previamente obtidas e
detalhadas no topico anterior, foram cultivadas, lisadas e utilizadas com éxito em
ensaios de imunoprecipitacdo. As imunoprecipitacbes de elF2a nas cinco
linhagens de co-expressdo LdielF2a-HA + elF2Bs-V5 foram analisadas
inicialmente com o anticorpo anti-HA, afim de, confirmar de forma qualitativa a
eficiéncia da purificacdo dessa proteina. Através desse ensaio foi possivel afirmar
que elF2a foi imunoprecipitado eficientemente seguindo o perfil de expresséo
conhecido e dentro do peso molecular predito de 47 KDa (Figura 24, A, painel
superior).

Paralelamente, também foram testadas as linhagens de co-expressao
LdielF2aA2-94-HA + elF2Bs-V5. Assim como o observado para o eif2a int-HA a

IP do elF2aA2-94-HA foi realizada satisfatoriamente, relembrando que para essa
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construcéo a proteina elF2a possui peso molecular de 35 KDa devido a delecdo
da extensdo N-terminal da proteina (Figura 24, B, painel superior)

Vale salientar que as linhagens que expressam elF2a-HA proveniente da
construgcdo integrada no locus cromossdémico de origem possuem uma unica
copia do gene recombinante no genoma, enquanto as que expressam o mutante
elF2aA2-94-HA sao provenientes de uma expressdo ectopica em vetor de alto
namero de coépias. Desta forma, quando comparada quantitativamente a
expressao desses dois sistemas, a proteina recombinante pode ser encontrada
em maior concentracdo por célula nas linhagens de expressao epissomal, do que
naquelas provenientes da expressdo da proteina recombinante na construcao
integrativa.

Em conseguinte, objetivando discorrer sobre a capacidade de interacéo de
elF2a com as subunidades do complexo elF2B e tragando as possiveis diferengas
encontradas entre a proteina selvagem e sua versdao mutagenizada, 0s
imunoprecipitados foram analisados através de Western-Blot com anti-corpo anti-
V5. Pbéde-se inferir que, todas as subunidades de elF2B interagem com elF2a-
HA, observado pelas co-purificacdes evidenciadas nas setas pretas da figura 25,
(A) painel inferior. Ja para as linhagens de elF2a mutante podemos observar a
interacdo de quatro subunidades de elF2B (elF2Ba, elF2By, elF2Bd e elF2Bg),
também apontado em setas pretas na figura 24, (B), painel inferior. Nao foi
possivel, contudo, detectar, através desse experimento a co-purificacdo da

subunidade elF2BB na linhagem LdielF2aA2-94-HA.
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Figura 24. Analise das interagbes entre elF2a e as subunidades do complexo elF2B. (A) IP de
elF2a-HA em linhagens co-expressando as subunidades de elF2B-V5; (B) IP de elF2a A2-94 em
linhagens co-expressando as subunidades de elF2B-V5. Nos painéis superiores de cada ensaio,
Western-Blot anti-HA das imunopreciptagBes; Nos painéis inferiores, Western-Blot anti-V5
evidenciando as co-purificagdes. elF2a-HA, 47KDa; elF2a A2-94, 35KDa; elF2Ba, 33KDa; elF2Bp,
57KDa; elF2By, 71KDa; elF2Bd, 72KDa; elF2Be, 90KDa; Setas pretas apontam a detec¢cdo das
subunidades de elF2B co-purificadas; KDa, peso molecular em QuiloDaltons. Fonte: A Autora,
2016.

5.1.4 Caracterizagao funcional de elF2a de L. infantum na formacdo do
complexo de iniciacado da traducéao 43S

As duas linhagens recombinantes de L. infantum que expressam elF2a nas
suas formas selvagem e mutagenizada foram submetidas paralelamente a
crescimento de formas promastigotas e diferenciacdo em amastigotas axénicas.
Os crescimentos celulares obtidos, foram lisados, imunoprecipitados, e analisados

por Western-Blot com anti-corpo anti-HA para a verificagdo da eficiéncia de

purificacdo e qualidade do produto imunopreciptado (Figura 25).
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Figura 25. Western-Blot anti-HA das imunoprecipitacdes (IP) de elF2a. A esquerda, IP anti-HA de
elF2a em células promastigotas e amastigotas axénicas. A direita, imunoprecipitagdes anti-HA de
elF2aA2-94 em células promastigotas e amastigotas axénicas; *, cadeia pesada do I1gG anti-HA,
elF2a-HA, 47KDa; elF2a A2-94, 35KDa; KDa, peso molecular em QuiloDaltons. Fonte: A Autora,
2016.

Os produtos imunoprecipitados foram entdo enviados a plataforma de
analise por espectrometria de massas do Centre de Recherche en
Infectologie/Université Laval-Canada. Os resultados brutos foram tratados para
exclusdo de possiveis contaminantes e os dados curados foram analisados
comparativamente a fim de identificar a presenca de parceiros proteicos co-
imunoprecipitados nas diferentes situagfes descritas, estabelecendo provaveis
aspectos diferenciais relacionados a funcionalidade da extensdo N-terminal de
elF2a de tripanossomatideos. Os resultados tratados das imunoprecipitacdes de
elF2a selvagem confirmam a formacéo classica do complexo elF2 como descrito
nos demais eucariotos com a ligacao forte e especifica as proteinas preditas
elF2y e elF2[3, tanto em células promastigotas quanto em amastigostas (Tabela 9)
Semelhantemente, foi observada também a formacdo do complexo elF2 para a

proteina mutante elF2aA2-94.

92



Tabela 8. Deteccao da formacédo de complexos proteicos 43S por IP de elF2a.

Proteinas Identificadas n°acesso Peptideos exclusivos
TritrypDB
elF2a elF2a
NA2-94
pro. ama. | pro. | ama.
elF2 a LinJ.03.0960 26 15 21 8
elF2y LinJ.09.1130 10 8 13 3
elF2 B LinJ.08.0570 6 5 6 1
elF5 LinJ.34.0370 15 6 1 -
elF2B B LinJ.10.1030 2 1 - -
elF3 c LinJ.36.7320 1 1 -
elF3 e LinJ.28.2480 1 1 - -
elF3i LinJ.36.4070 - 1 - -
Proteina ribossomal 40S, S18 | LinJ.36.0990 3 9 3 3
Proteina ribossomal 40S, S4 LinJ.13.1120 6 7 1 -
Proteina ribossomal 40S, S13 | LinJ.19.0390 - 4 - 3
Proteina ribossomal 40S, S2 LinJ.19.0050 2 8 - -
Proteina ribossomal 40S, S6 LinJ.21.2150 3 5 - -
Proteina ribossomal 40S, S14 | LinJ.28.1050 3 4 - -
Proteina ribossomal 40S, S3A | LinJ.35.0400 3 4 - -
Proteina ribossomal 40S, S16 | LinJ.26.0840 2 3 - -
Proteina ribossomal 40S, S10 | LinJ.36.1040 2 2 - -
Proteina ribossomal 40S,15A | LinJ.11.1180 1 3 - -
Proteina ribossomal 40S, S9 LinJ.07.0760 2 2 1 -
Proteina ribossomal 40S, L14 | LinJ.22.1370 1 2 - -
Proteina ribossomal 40S, S23 | LinJ.21.1300 1 2 - -
Proteina ribossomal 40S, S15 | LinJ.22.0310 1 2 - -
Proteina ribossomal 40S, SA | LinJ.36.5240 2 - - -
Proteina ribossomal 40S, S21 | LinJ.11.0770 1 1 - -
LinJ.09.1140 LinJ.09.1140 1 - -

As proteinas listadas foram identificadas pelas analises por espectrometria de massa dos
constituintes das IPs de elF2a-HA e elF2aA2-94-HA em células nas fases promastigota e
amastigota-axénica de L. infantum; - auséncia de deteccao; KDa, QuiloDaltons. Fonte: A Autora,
2016.

Focando, especificamente, na interacdo de elF2a com os complexos
parceiros funcionais mais imediatos, como o elF2B, que é necessario a ativacao

de elF2, e ainda interacbes com elF3, elF5 e proteinas constituintes da
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subunidade menor ribossomal 40S, que sao imprescindiveis a formacdo do
complexo de pré-iniciacdo da traducdo 43S podemos inferir diferencas
importantes entre as linhagens selvagens de elF2a e a linhagem mutante (Tabela
9).

As linhagens selvagens demonstram a ocorréncia das interacdées com 0s
complexos parceiros funcionais através da deteccdo de algumas subunidades
representantes dos mesmos. Assim é possivel identificar o elF2a interagindo com
a subunidade B do elF2, com o elF5, bem como, com algumas subunidades de
elF3 e mais ainda com inUmeras riboproteinas constituintes da subunidade
ribossomal 40S. Em contrapartida, na linhagem expressando o mutante elF2aA2-
94, que apresenta delecdo da extensdo N-terminal, ndo houve deteccdo da
interacdo com elF5 nas formas amastigotas de crescimento. Adicionalmente, ndo
foi possivel detectar nenhuma interacdo ocorrendo com os complexos elF2B ou
elF3. Mais ainda, houve perda de interacdo com inumeras riboproteinas da

subunidade 40S ribossomal (Tabela 9).

5.2 Evidéncias da formacédo de complexos distintos elF2 em Leishmania sp.
5.2.1 Identificagao de novo parceiro funcional de elF2a

Nos ensaios de imunoprecipitacdo da proteina elF2a-HA nativa de L.
infantum, foi possivel observar a interagéo especifica desse fator de iniciacdo com
a proteina codificada pelo gene “Lind.09.1140". (Tabela 9). Em estudos prévios
realizados por Dr° S. Cloutier durante seu doutoramento em Microbiologia sob
orientacdo de Dr2 B. Papadopoulou na Université Laval, também foi detectado

esse tipo de interacdo, através de super-expressao epissomal ectopica, IP e
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espectometria de massas de elF2a-HA (Tabela 10) (Dr® Barbara Papadopoulou,

comunicacao pessoal).

Tabela 9. Subunidades do complexo elF2 em L. infantum.

R Peptideos
exclusivos
elF2a elF2a
locus ectépico
endogeno *
LinJ.03.0960 | eukaryotic initiation factor 2a 26 36-41
LinJ.08.0570 | eukaryotic translation initiation factor elF2p3 subunit 6 4-8
LinJ.09.1130 | eukaryotic translation initiation factor elF2 subunit 10 18-28
LinJ.09.1140 | translation initiation factor elF2B y subunit 1 2

As proteinas listadas foram visualizadas por IP de elF2aHA; elF2a ectdpico, andlise de IP elF2a-
HA em linhagem de superexpressao em plasmideo pSP-BT1-Yneoa-tub; elF2a locus endégeno,
analise de IP em linhagem de expressdo de elF2a-HA integrado em locus cromossdmico de
origem; *resultados prévios do colaborador Dr. Cloutier, comunicac¢do pessoal; KDa, QuiloDaltons.
Fonte: A Autora, 2016.

Surpreendentemente, o produto proteico de “Lind. 09.1140” é anotado no
TryTripDB como “translation initiation factor elF2B y subunit’. Contudo, através
dos dados de bioinformatica dos homologos das subunidade de elF2B, abordado
em topico anterior, sabe-se que o homélogo predito para a subunidade y de elF2B
em L. major € o designado pelo gene LmjF.28.2440, sinténico ao gene
LinJ.28.2620 de L. infantum, ambos anotados como codificantes de proteinas
hipotéticas. Em adicédo, foi possivel observar que embora esse gene seja
denominado no TritrypDB como “translation initiation factor elF2B y subunit” a
pagina do gene nesse mesmo banco de dados mostra que através de
alinhamento proteico local (BLASTP) a proteina codificada por “Lind.09.1140”
possui maior similaridade de sequencia de aminoacidos com a subunidade elF2y

do complexo elF2 de outros eucariotos superiores, indicando que esta seja um
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segundo homdélogo da subunidade elF2y do elF2 (Figura 26). A descoberta desse
novo homologo exigiu entdo um maior foco na sua caracterizacdo funcional e

suas implica¢cBes para a funcéo do elF2.

BLASTF Hits
[

I

I I
Name: Full=Eukaryotic tranzlation initiation factor 2 subunit 3; AltName: Full=Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma;
{ I { ]

[ A I
Mame: Full=Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma: Short=elF-2-ganma*

—

[
MName: Full=Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit |3; AltName: Full=Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamn
f )} 1

[ I I
MName: Full=Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma; Short=elF-2-gamma+

[ I ]
Mame: Full=Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma: Short=elF-Z-gamma+

Figura 26. BLASTP de “LinJ.09.1140” disponibilizado pelo TritrypDB. Barras horizontais
representam as sequéncias proteicas com maior similaridade com LinJ.09.1140. Fonte:
http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&source
_id=LinJ.09.1140&project_id=TriTrypDB. Acessado em 13/05/2016.

5.2.2 Andlise in silico dos homolégos de elF2y em Leishmania sp.

O rastreamento de homodlogos de elF2y nos genomas disponiveis de
organismos da familia Trypanossomatidae produziu resultados distintos. Em
espécies do género Tripanossoma foi possivel identificar um Unico gene,
semelhante aos demais eucariotos superiores, enquanto que, para Tripanossoma
grayi, surpreendentemente, foram encontrados dois genes homdlogos.
Paralelamente, foi possivel identificar outros géneros nessa mesma familia que
também apresentam duas copias génicas. Sao eles: Leishmania sp., Phytomonas
sp., Critidia sp., Endotrypanum sp., Leptomonas sp..

Os dois genes codificando proteinas homodlogas de elF2y de
tripanosomatideos estédo localizados por sequéncias dispostas, uma ao lado da
outra, NnO mesmo cromossoma e com sintenia conservada em todas as espécies

de Leishmania no TritrypDB. Em L. infantum os elF2y e elF2y-2 s&o
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representados pelos numeros de acesso “LinJ.09.1130" e “Lind.09.11407

respectivamente (Tabela 11).

Tabela 10. Ortélogos de elF2y em Leishmania spp.

Fator N° acesso Peso Comparagdo com o ortdlogo Humano%
molecular
(Kda) Identidade | Similaridade | Cobertura
elF2y | LmjF.09.1070 53 53 71 94
elF2y-2 | LmjF.09.1090 65 48 63 84

Identificacédo dos ortdlogos de elf2y através de alinhamentos locais nos bancos de dados Genbank
e TritrypDB.. KDa, QuiloDaltons. Fonte: A Autora, 2016.

Especificamente sobre os dois homdlogos em Leishmania sp., e usando
como base o genoma de L. major, observa-se que o homdlogo de maior
similaridade com o elF2y de Homo sapiens é o gene “LmjF.09.1070”, anotado
previamente como eukaryotic translation initiation factor 2 subunit. Estes possuem
53% de identidade e 71% de similaridade entre si. JA& o segundo homologo,
denominado nesse trabalho de elF2y-2, € o gene identificado pelo numero de
acesso “LmjF.09.1090”. Este é menos conservado, compartilhando 48% de
identidade e 63% de similaridade quando comparado, de mesmo modo, com o
ortélogo em humano.

Através de alinhamento local contra o banco de dados NCBI, nota-se a
existéncia e conservagao dos trés dominios funcionais caracteristicos do elF2y
classico tanto no elF2y como no elF2y-2. Este ultimo, contudo, é mais divergente
devido a inclusdo de pequenas inser¢cées nos dominios elF2y_Il e elF2_C e ainda
devido a uma grande insercdo de aproximadamente 80 nucleotideos entre esses

dois dominios.
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5.2.2.1 Dominio elF2_y

O dominio elF2_y de ambas as sequéncias € abrangentemente
conservado com os demais eucariotos (Figura 27 A), apresentando manutencao
dos sitios responsaveis pelas ligacdo dessa proteina com as moléculas de GTP,
Magnésio (GTP/Mg2+ binding site) e Zinco (Zinc binding site), e dos sitios de
interacdo funcional com o complexo parceiro elF2B (GEF/elF2B interaction site),
gue sdao sitios primordiais para a funcionalidade dessa proteina. De mesmo modo,
a assinatura molecular relacionada a dominios proteicos da alca ligadora de
fostato (signature motif of phosphate-binding site) € mantida (Figura 27 B). Essa
regido € altamente conservada entre os dois homdlogos de L. infantum com 83%

de identidade entre elas.

L
Query seq.
A) i GTP M2+ binding slte

I
A A A
zinc binding site 44 Ty G4 box ) GS box .} |
putative GEF interaction sife )3y A \ A Y
Switch I resion 63 box ) 1
61 bpx

A
G2 box
Specific hits 1€ eIF2_¢

Superfanilies elF2_C superfanily

Hulti-domains I

B) Lins09.1130 1
LinJ09.1140 1

LinJ09.1130 8
LinJ09.1140 81

LinJ09.1130 lel
LinJ09.1140 16l

Vo
2 EIMKLRHL Q LVGRE AHDQYRHEVRA ——31 I P S AQIReINUNER 235
.JA.MIGVSS.I BN B . .SEKER.AA.HSI A HENNOHV . ISF . It

eIF2_gamma domain

Figura 27. Dominio elF2_gamma dos ortélogos de elF2y em L. infantum. A) Representacdo
ilustrativa do alinhamento proteico local (BLASTP) de elF2y de L. infantum em relacdo a base de
dados do NCBI. A barra cinza numerada indica a posi¢cao dos aminoacidos no gene de interesse;
a barra magenta delimitada por retadngulo vermelho tracejado o dominio elF2_gamma; pequenos
triangulos especificam sitios conservados com consenso eucariotico; B) Alinhamento pareado dos
dois ortélogos de elF2y em L. infantum. O “LinJ.09.1130” é o gene codificador de elF2y, enquanto
0 “LinJ.09.1140” é o gene codificador do elF2y-2. Dominios real¢ados: elF2_gamma_domain,

dominio n-terminal ligador de GTP/Mg2+, Zinco, e de interagdo com elF2B. Motivos realgcados em
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amarelo, GTP/Mg2+ binding site. Motivos realcados em verde, Zinc binding site. Motivos

demarcados por v GEF/elF2B interaction site; ###, Switch region; aminoacidos em vermelho,
signature motif of phosphate-biding site. Aminoacidos representados com pontos (.) ilustram a

similaridade entre as sequéncias. Fonte: A Autora, 2016.

5.2.2.2 Dominio elF2_lI

No que concerne ao dominio elF2gamma_Ill, do mesmo modo que o
anterior, este esta presente em ambas as sequéncias e é conservado na
comparagao com o elF2y dos demais organismos ja caracterizados (Figura 28, A
e B). Nos eucariotos superiores essa regido é composta de um dominio estrutural

com conformacgao em 3-barril.

1 75 150 228
[ = e e e e e S e
A) Query seq.

GTPMg2+ binding site

I
A \ L
zinc binding zite 1) Y G4 box ), 65 box_)
putative GEF interaction site Sy hh) N \ A M ] |
Switch I region \ G3 box 1)
G1 box \ Switch II region \ |
62 box

K p err2.c
Superfanilies ranslation Factor_II_like superfamil |;  eIF2_C superfanily
Hulti-donains [ m°?327 S

B) LinJd09.1130 239 |BAYRARESZLIY \Ule)R oA g0 RSFDINKEPGEE GDg LKGGVAG TQGVIKVGQ IRPGLVRSHI
LinJ09.1140 241 .D..V...L.#R...HHAQY.@N.L....VS AKAN.....V....BAA..LC..DE@TI..I...LVLE.
eIF2_gamma_:

II domain

Specific hits

LinJ09.1130 309 Rl T Y S P LKTRTVRT LKAENNVLORYATPGGL IAVIGT TLD PTL TRODKMVGNMLG 372
LinJ09.1140 321 b ARYVA. . PPGELEYAVP.R.TV.JR.Q. .K.E. .JqF.V......If......S...J.N. LR. QvvEEEEEE 389

eIF2_gamma_II domain

Figura 28. Dominio elF2_gamma_lIl dos ortdlogos de elF2y em L. infantum. A) Representagéo
ilustrativa do alinhamento proteico local (BLASTP) de elF2y de L. infantum em relagao a base de
dados do NCBI. A barra azul escura delimitada por retdngulo vermelho tracejado o dominio
elF2_gamma_ll. B) Alinhamento pareado dos dois ortélogos de elF2y em L. infantum.
“LinJ.09.1130", gene codificador de elF2y; “Lind.09.11407, gene de elF2y-2; elF2_gamma_ll,
dominio central estrutural. Amino&cidos representados com pontos (.) ilustram a similaridade entre

as sequéncias. Fonte: A Autora, 2016.

E importante salientar que, imediatamente apés o dominio elF2_gamma_|l,
o ortdlogo elF2y-2 de Leishmania apresenta uma insergdo de 72 aminoécidos que

nao é encontrada nos demais homologos de elF2y ja descritos (Figura 29, A e B).
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Essa insercdo, por si sO, ndo apresenta similaridade com nenhuma sequéncia
conhecida e tampouco demonstra a existéncia de nenhum motivo e/ou dominio
proteico conservado. Em adicdo, sua estrutura terciaria, de mesmo modo, nédo é
compativel com nenhuma estrutura proteica descrita em banco de dados de

modelagem molecular.

Query seq,
GTPMa2+ binding site ' ) A A
zinc binding zite 1) A G4 box | GS box _} 1
putative GEF interaction site Jii) A A " |
Switch I region ) 63 box ) 1
61 box 11} Switch II regi y 1
62 box 1
Specific hits el ma
Superfanilies Ras_like_GTPase superfamily ranslation Factor_I1like supent| | | eIF2_¢
Hulti-donains PTZ00327 I I
Lind09.1130 373 —-—mmmmmmm m e mmmmm — e e — e e — e ] Y CETEVIRRED

RSN IENS BRI X SRG PVWRIISRGTRCS LRRECD SPPAVAEANASAS TTPAT T T TGDATP T PS[JGAVLPCQS PARPAPVAVECHTIGMQ . . Q. VVIELS

Inser¢do da LinJ.09.1140

Figura 29. Insercdo nucleotidica do ortdlogo elF2y-2 em Leishmania spp. A) Representacdo
ilustrativa do alinhamento proteico local (BLASTP) de elF2y de L. infantum em relacéo a base de
dados do NCBI. O retangulo vermelho tracejado indica a insercao de aminoacidos presente no
ortélogo elF2y-2; B) Alinhamento pareado dos dois ortdlogos de elF2y em L. infantum.
“Lind.09.1130", gene codificador de elF2y; “Lind.09.1140”, gene de elF2y-2; Inser¢cdo da
Linj09.1140, insercdo no ortélogo elF2y-2 presente entre 0os dominios elF2_gamma_ll e elF2_C.
Aminoécidos representados com pontos (.) ilustram a similaridade entre as sequéncias Fonte: A
Autora, 2016.

5.2.2.3 Dominio elF2_C

O dominio do elF2y responsavel pela ligagdo com o tRNA iniciador (tRNA
binding site), o elF2_C, pbéde ser claramente identificado nos dois homdélogos de
elF2y de Leishmania, mesmo sendo o dominio menos conservado. As proteinas
de L. infantum apresentam 32% de identidade entre si, e quando comparadas ao
homologo humano apresentam importantes substituicbes nos aminoacidos
descritos para a sequéncia consenso no sitio ligador de tRNA classico.

Adicionalmente, esses ortdlogos também possuem diferencas entre si nessa
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regido resultando em sequéncias consenso diferentes para os sitios ligadores de

tRNA de cada elF2y de L. infantum (Figura 30 A e B).
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Figura 30. Dominio elF2_C dos ortdlogos de elF2y em L. infantum. A) Representacéo ilustrativa
do alinhamento proteico local (BLASTP) de elF2y de L. infantum em relacéo a base de dados do
NCBI. A barra azul clara delimitada por retdngulo vermelho tracejado, dominio elF2_C. B)
Alinhamento pareado dos dois ortélogos de elF2y em L. infantum. “LinJ.09.1130”, gene codificador
de elF2y; “LinJ.09.1140", gene de elF2y-2; elF2_C, dominio de ligacdo ao tRNA; Aminoacidos
realcados em azul, tRNA binding site. Amino&cidos entre parénteses, consenso nos demais
eucariotos. Aminoéacidos representados com pontos (.) ilustram a similaridade entre as sequéncias
Fonte: A Autora, 2016.

5.2.3 Relacéo evolutiva entre os homologos de elF2y em tripanossomatideos

Para a andlise das relacdes evolutivas entre os dois homdlogos de elF2y,
foram utilizadas sequéncias proteicas de 16 espécies representando a maioria
dos diferentes géneros até entdo descritos para a familia Trypanosomatidae. Para
0 género Leishmania foram utilizadas trés espécies do sub-género Leishmania: L.
major, L. infantum, L. mexicana e uma espécie do subgénero Vianna: L.
braziliensis. Também foram inclusos o0s seguintes géneros/ subgéneros:
Sauroleishmania, representado pela espécie L. tarentolae; Endotrypanum,
espécie E. monterogeii; Chritidia, espécie C. fasciculata; Leptomonas, espécies L.

pyrrhocoris e L. seymouri; € o género Trypanosoma com as espécies T. brucei, T.
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cruzi, T. vivax, T. congolenses e T. grayi. Como grupo externo utilizou-se Bodo
saltans, uma espécie representante da familia Bodonidae, ancestral imediato dos
tripanossomatideos.

Empregou-se para esse estudo critérios de agrupamento utilizando
modelos probabilisticos em concordancia com o acumulo de mutagcdes ocorrido
durante a evolucdo das proteinas em questdo. Salienta-se que, para realizacao
dessa metodologia é primordial utilizar somente as regides que as proteinas
compartilham entre si. Portanto, no presente ensaio, as insercdes encontradas na
sequéncia de elF2y-2, foram removidas durante a etapa inicial de alinhamento
global das sequéncias.

Através dessa analise foi possivel resolver evolutivamente as divergéncias
existentes entre essas sequéncias e de posse da arvore filogenética pdde-se
inferir inicialmente que a mesma se divide em dois grandes clados (Figura 31). O
primeiro ramo agrupa os ortélogos do elF2y classico das diferentes espécies
estudadas, assumindo que este conserva as fungdes originais da proteina elF2y
classica. Observa-se, claramente que esse ramo se expande em duas
subdivisbes que agrupam os organismos do género Trypanosoma separadamente
dos demais Tripanossomatideos (Figura 31, ramo azul).

Um segundo ramo existente agrupa todos os ortélogos de elF2y-2.
Contudo nesse ramo houve maior acumulo de mutacbes nas sequéncias de
elF2y-2, refletido numa maior divergéncia entre os ortélogos dentro do mesmo
género (Figura 31, ramo vermelho).

Os eucariotos superiores possuem uma unica copia de elF2y em seu
genoma, 0 que se observa também para 0S organismos evolutivamente

aproximados a familia Trypanosomatidae, uma vez que a busca em banco de
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dados de sequéncias gendmicas de organismos evolutivamente relacionados
como B. saltans (representante dos Metakinetoplastideos), Perkinsela sp.
(representando o0s Protokinetoplastideos), e mais distante, Giardia lambia
(organismo presente na raiz da ordem Excavata), resultu na deteccdo de somente
uma copia de elF2y. Portanto, pode-se afirmar que durante a evolucdo dos
Kinetoplastideos ocorreu um evento de duplicacdo génica exclusivamente na
familia Trypanosomatidae. Entretanto, vale relembrar que no género
Trypanosoma, somente T. grayi possui ambas as cépias de elF2y, ou seja,
posteriormente ao evento de duplicacdo ocorrido nos tripanossomatideos ocorreu
um evento de perda no género Trypanosoma, especificamente no ramo
filogenético delimitado pelos organismos mais derivados desse género.

Por tudo, a partir dos dados dessa analise filogenética dos homologos de
elF2y pode-se afirmar que o gene elF2y-2 surgiu apos provavel evento Unico de
duplicacao génica de elF2y na familia Trypanosomatidae, gerando paralogos que
evoluiram separadamente, de forma que, para um gene houve a conservacao
majoritaria da sequéncia do elF2y eucariotico, sugerindo provavel manutengao da
funcao proteica. Ja para o segundo gene, elF2y-2, ocorreu um acumulo de
mutacles e insercoes refletindo na maior divergéncia desse com a sequéncia

consenso eucariotica.
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Figura 31. Relagao evolutiva dos paralogos de elF2y na familia Trypanosomatidae. Clado superior, agrupamento dos ortélogos de elF2y; Clado abaixo, agrupamento dos
ortélogs de elF2y-2. Arvore de maxima verossimilhanca baseada no alinhamento das sequéncias conservadas dos homoélogos de elF2y de organismos das familias
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5.2.4 Essencialidade dos homoélogos de elF2y em Leishmania sp.

Diante das evidéncias dos dados filogenéticos que apontam para a
divergéncia entre elF2y e seu paralogo em tripanossomatideos, elF2y-2,
objetivou-se investigar sobre a essencialidade de cada um dos genes em questao
para a sobrevivéncia e desenvolvimento celular. Para tal, foram realizados
ensaios de delecdo génica e complementacdo para ambos.

Inicialmente foi necessario construir os cassetes de delecdo por PCR de
fusdo, para isso primers foram desenhados baseados nas regifes nao traduzidas
de ambos genes e as UTRs foram amplificadas por PCR (Figura 32, A). Em
seguida os amplicons gerados foram purificados (Figura 32, B), quantificados e
utilizados em nova reacédo de PCR em reacdo de fusdo propriamente dita, onde o
as regides 5 e 3 UTR sao montadas juntamente com os genes de resisténcia
aos antibidticos, higromicina ou puromicina, formando o cassete de delecao
desejado (Figura 32, C). Tais construcfes foram clonadas em plasmideo de
passagem pGem-T Easy, rastreadadas por digestdo enzimética e confirmadas
guanto a integridade do fragmento obtido por sequenciamento nucleotidico
automatizado (Figura 32, D) .

Os cassetes corretamente confirmados foram utilizados em ensaios de
transfeccdo de células selvagens de L. infantum, para a obtencdo das possiveis

linhagens hapldides e/ou linhagens nulas para os genes elF2y e elF2y-2.
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(A) Amplificacao das UTR’s
1Kb—>

elF2y ¥ 3 5 3
hygro puro
(B) Purificacao UTR’s

1Kb—>

elF2y 5 3 5 %
hygro puro
(C) Montagem dos cassetes de dele¢ao

hygro puro

D) Digestao da clonagem em pGEM®-T Easy

1,6Kb—>

elF2y

hygro puro

Figura 32. Etapas de amplificacdo e clonagem de cassetes de delecdo de elF2y e elF2y-2. (A),
Amplificacdo das regides 5 e 3’ UTR. (B), Purificacdo dos fragmentos amplificados por PCR. (C)
PCR de fuséo entre os fragmentos purificados para a obtencéo do cassete de delecdo completo.
(D) Digestédo enzimatica (Eco RI) das clonagens dos cassetes em vetor pGEM®-T-Easy. Setas
vermelhas apontam as constru¢gbes corretamente confirmadas por digestdo e sequenciamento;

Hygro, Higromicina; Puro, Puromicina; Kb, Quilobases. Fonte: A Autora, 2016.

Especificamente para a delecdo de uma coépia géndmica de elF2y, o
ensaio resultou na geracéo de duas linhagens haploides viaveis e resistentes aos
antibidticos empregados, a primeira, LdiSKOelF2y resistente a puromicina, e a
segunda LdiSKOelF2y resistente a higromicina. O éxito das delecbes génicas de
um alelo foi acessado através de ensaios de Southern-Blot, através dos quais se

confirmou a correta delecdo do gene em questéo, e ainda, a insercado do cassete
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de delecdo dentro do contexto cromossdmico adequado, como explicitado na

Figura 33.
(A)
Xmnl Ndel
| onda SUTR,
Er Linj.09.1130 || sum |
1 < _________________ 1
I< >I
2,9Kb
Xmnl Ndel
sonda SUTR
Puro
1 1
I/ .\|
1,4 Kb -
Xmnl Ndel Ndel
| sonda SUTR
Hygro
1 1
‘< >
1,1Kb
0
(B) <
0O 0§0
%
—¢lF2y endo.
— Puro int.
— Hygro int.
Sonda 5’ UTR

Figura 33. Geracdo de linhagens mutantes de L. infantum hapldides para o gene elF2y. (A)
Representacdo esquemaética do locus cromossémico de elF2y selvagem e das substituigbes
génicas geradas por integracdo das marcas de resisténcia a puromicina (Puro) e higromicina
(Hygro), mostrando os sitios de restricao para as enzimas Xmnl e Ndel, bem como o tamanho do
fragmento gerado apods hibridizagdo com as sonda ancorada na regido 5 UTR de elF2y. (B)
Southern-Blot com sonda 5 UTR, demonstrando o padrdo obtido para a célula selvagem (L.

infantum), confirmando a geracdo de linhagens haploides para elF2y (LdiSKOelF2y) pela
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integracao de higromicina (Hygro int.) e puromicina (Puro int.) e analisando a geracéo de provavel
linhagem nula (LdiDKOelF2y). elF2y endo, gene elF2y no locus cromossémico de origem; Kb,
Quilobases. Fonte: A Autora, 2016.

Subsequentemente, empregou-se a linhagem LdiSKOelF2y resistente a
higromicina para a tentativa de geracao de linhagem nula para elF2y, ou seja, tal
cultura foi submetida a nova etapa de transfeccao, agora com cassete de delecao
génica contendo a marca de resisténcia a puromicina, resultando assim, na
possivel geracdo de linhagem nula LdiDKOelF2y, em que ambos alelos de elF2y
estariam deletados por substituicdo dos mesmos por genes de resisténcia aos
antibidéticos.

As etapas de transfeccdo e selecdo concomitantemente com os dois
antibiéticos foram realizadas com sucesso, contudo durante ensaio confirmatorio
da delecdo e integracdo das marcas de selecado por Southern-Blot, foi possivel
observar que, embora as marcas de selecdo tenham sido integradas nos loci
cromossOmicos de interesse, nao foi possivel observar a delegao do gene elF2y,
resultado evidenciado pela presenca do alelo enddgeno remanescente nas
células LdiDKOelF2y. Desse modo, ndo foi possivel selecionar linhagens
mutantes verdadeiramente deletérias para elF2y em células de L. infantum. Esse
resultado sugere que o0 gene em questado € essencial para a sobrevivéncia celular
devido a incapacidade de geracao da linhagem nula.

Ainda almejando discorrer sobre a essencialidade de elF2y na fisiologia
celular, bem como inferir sobre a existéncia de redundancia entre as funcbes dos
paralogos elF2y e elF2y-2, iniciou-se uma estratégia de ensaios de

complementacao.
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O ensaio de complementacao de elF2y foi realizado com éxito, e para tal,
iniciou-se com a linhagem obtida e confirmada anteriormente, LdiSKOelF2y
resistente a higromicina. Essa linhagem foi submetida a ensaios de
complementacdo independentes com os genes elF2y e elF2y-2, clonados em
vetor de expressdo em Leishmania. Resultou-se em duas linhagens distintas
LdiSKOelF2y + elF2y-HA e LdiSKOelF2y + elF2y-2-HA, essas linhagens foram
selecionadas pela adicdo de antibiotico contido na marca de selecédo plasmidial.
Essas duas linhagens complementadas e selecionadas foram, agora, submetidas
a nova transfeccado objetivando delecédo da outra copia de elF2y cromossdmica.
Apos a transfeccao foi possivel recuperar parasitos por selecdo das culturas pela
adicdo de higromicina, resultando na recuperacdo de provaveis linhagens
LdiDKOelF2y + elF2y-HA e LdiDKOelF2y + elF2y-2-HA.

Embora as linhagens estejam devidamente selecionadas foi necessario
investigar por Southern-Blot a confirmacao da delecdo do gene endbgeno e ainda
confirmar a complementacdo epissomal. Por tanto, tal ensaio foi realizado
exitosamente e demonstraram que a linhagem LdiDKOelF2y + elF2y-HA foi obtida
com sucesso, ou seja, foi possivel realizar a delecdo de ambas as cépias de
elF2y mediante adicdo de copia epissomal do mesmo gene, corroborando assim
com a afirmagdo que o gene elF2y é essencial ao metabolismo celular.
Contrariamente, nas células complementadas com o paralogo elF2y-2 nédo foi
possivel acessar a dupla delecdo de elF2y em células promastigotas de L.
infantum, assim sinalizando que, embora esses genes sejam homadlogos, a funcao
proteica de elF2y nado pode ser substituida por seu paralogo elF2y-2. Desse
modo, esses resultados contribuem para a sugestdo de que esses genes

assumem fungdes distintas na fisiologia celular (Figura 34).
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Figura 34. Geracdo de linhagens mutantes de L. infantum nulas para o gene elF2y. (A)
Representagdo esquemética do locus cromossémico de elF2y selvagem e da substituicdo génica
gerada por integracdo da marca de resisténcia a higromicina (Hygro), mostrando os sitios de
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restricdo para as enzimas Xmnl e Ndel, bem como o tamanho do fragmento gerado apds
hibridizacdo com as sonda ancorada na regido C-terminal de elF2y. (B) Southern-Blot com sonda
C-terminal, confirmando os genétipos das linhagens haploide para elF2y (LdiSKOelF2y) e das
linhagens complementas com elF2y ou elF2y-2, (LdiSKOelF2y + elF2y-HA e LdiSKOelF2y +
elF2y-2-HA) e analisando a provavel dupla delecdo de elF2y nas linhagens complementadas
(LdiDKOelF2y + elF2y-HA e LdiDKOelF2y + elF2y-2-HA). elF2y endo, gene elF2y no locus
cromossOmico de origem; elF2y epis., gene elF2y ectopico epissomal. (C) Southern-Blot com
sonda ancorada no gene de resisténcia a higromicina confirmando a correta integragdo do gene
de resisténcia a higromicina linhagens nulas para elF2y e complementadas (LdiDKOelF2y +
elF2y-HA e LdiDKOelF2y + elF2y-2-HA). Kb, Quilobases; Fonte: A Autora, 2016.

5.2.5 Identificagao das interagdes funcionais de elF2y e elFy-2

Para a identificacdo das interagcdes de elF2y e elFy-2 de L. infantum,
células promastigotas super-expressando esses fatores, L. di elF2y-HA e Ldi
elF2y-2-HA, respectivamente, foram cultivadas, lisadas e imunoprecipitadas.
Estes ensaios foram realizados em duplicata para confiabilidade das informacdes
geradas. O produto dos imunoprecipitados foram entdo enviados para
espectrometria de massa para a identificacdo de proteinas que co-precipitaram
com os dois paralogos de elF2y.

A partir da analise dos produtos de imunoprecipitacdo identificados foi
possivel observar que ambos os paralogos sdo capazes de interagir com 0s
parceiros funcionais diretos, elF2a e elF2B, para a constituicdo do complexo elF2
de acordo com sua conformacdo classica eucaridtica. Interessantemente,
contudo, o elF2y e o elF2y-2 n&do interagem entre si (Tabela 12). Dessa forma,
fica claro que existe a formacéo de dois complexos do tipo elF2 ocorrendo nas
células promastigotas de L. infantum.

Externamente aos parceiros diretos, podemos observar que os dois
paralogos tem capacidade de interagir com o fator elF5. Em contrapartida, o fator

elF2y-2 interage com o complexo elF2B, enquanto para o elF2y nao foi possivel
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detectar esse tipo de interacdo. Um segundo parceiro investigado foi o complexo
elF3 que durante a iniciacdo da traducdo interage com o elF2 e também
possibilita o recrutamento do ribossomo ao RNA mensageiro maduro. Através dos
ensaios de imunoprecipitacdo realizados aqui foi possivel visualizar a interacdo de
ambos os paralogos com diversas subunidades de elF3, demonstrando assim que

ambos os complexos formados devam estar participando na sintese proteica.

Tabela 11. Identificagé@o de parceiros funcionais de elF2y e elF2y-2.

Proteinas ldentificadas GeneDB n° PM :Xecrl)blgi%%ss
o
> >
oo
) )
Complexo elF2
elF2y LinJ.09.1130 | 53 kDa 19 -
elF2y-2 LinJ.09.1140 | 65 kDa - 13
elF2a LinJ.03.0960 | 47 kDa 30 19
elF2p3 LinJ.08.0570 | 38 kDa 17 10
Complexo elF2B
elF2Bf LinJ.10.1030 | 58 kDa - 2
elF2By LinJ.28.2620 | 71 KDa - 2
elF2Bd LinJ.27.1090 | 71 kDa - 2
EIF2Be LinJ.28.2460 | 90 kDa - 2
elF5 LinJ.34.0370 | 43 kDa 32 12
Complexo elF3
elF3 subunidade a LinJ.17.0010 | 88 KDa 34 12
elF3 subunidade b LinJ.17.1390 | 81 kDa 28 7
elf3 subunidade ¢ LinJ.36.7320 | 82 kDa 33 9
elF3 subunidade d LinJ.30.3080 | 61 kDa 17 4
elF3 subunidade e LinJ.28.2480 | 46 kDa 26 11
elF3 subunidade f LinJ.25.1670 | 37 kDa 12 4
elF3 subunidade g LinJ.34.2530 | 29 KDa 12 2
elF3 subunidade h LinJ.07.0710 | 38 kDa 18 12
elf3 subunidade i LinJ.36.4070 | 39 kDa 15 10
elf3 subunidade k LinJ.32.2330 | 26KDa 13 4
elF3 subunidade | LinJ.36.0270 | 63 kDa 26 7

As proteinas listadas foram identificadas por espectrometria de massa das IPs de elF2y- HA e
elF2y-2-HA em células nas fases promastigota de L. infantum super-expressando esses fatores;
KDa, QuiloDaltons.
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6. Discussao

O papel do elF2 e do elF2B no processo de iniciagao da tradugéo dos
eucariotos superiores € um tema vastamente estudado e que vem sendo
investigado como promissora ferramenta ao desenvolvimento e implementacéo de
terapias anti-tumorigénicas (Joshi et al. 2013; Koromilas and Mounir 2013;
Koromilas 2014). Nos eucariotos superiores, diferentes tipos de estresse
convergem para estimulos da via de regulagdo por fosforilagdo do elF2aq,
acarretando na diminuicdo da taxa global de sintese proteica, porém aumentando
a expressdao de mRNAs associados a adaptacdo ao estresse (Holcik and
Sonenberg 2005a; Jackson et al. 2010). Durante o processo de infeccdo a
Leishmania é internalizada pelos macréfagos do hospedeiro vertebrado sofrendo
forte estresse celular relacionado as mudancas de temperatura e pH, sendo
necessaria uma rapida adaptacdo para que ocorra a diferenciacdo do parasito
(Besteiro et al. 2007; McConville et al. 2007). Sabe-se que em L. infantum, a
fosforilagcdo de elF2a coincide com a diminuicdo da taxa de traducdo global
durante o processo de diferenciagcdo nesses organismos (Cloutier et al. 2012);
Além disso, a auséncia da expressdo do homologo da PERK quinase causa
diminuicdo da fosforilacdo de elF2a, e as linhagens submetidas ao estresse de
diferenciacéo tem o processo de adaptacao deficitario (Chow et al. 2011).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal
compreender o comportamento do complexo elF2 in vivo, focando na andlise da
expressao da subunidade elF2a enddégena durante o crescimento e diferenciagao
de L. infantum, bem como, confirmar a provavel participacdo desse fator na
iniciacdo da sintese proteica. Além disso, buscou-se confirmar as interacdes

funcionais com os fatores de iniciagdo parceiros na traducdo, investigando a
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existéncia de possiveis interacdes diferenciais ocorrendo nesses organismos.
Inicialmente, foi possivel demonstrar que a proteina elF2a enddgena é expressa
tanto nas formas promastigotas quanto nas formas amastigotas de L. infantum,
sendo observada majoritariamente com 47KDa, peso relativo a proteina em
tamanho integral. Também, observou-se em menor intensidade isoformas de
menor peso molecular. Esse aparente padrdo semelhante a clivagem néo foi
especificamente associado a nenhuma forma evolutiva.

Em trabalho prévio, Cloutier 2012b afirmou que o elF2a sofre um drastico
processo de clivagem estagio-especifico em células promastigotas, contudo a
expressdo de elF2a, no citado trabalho, foi analisada mediante sua super-
expressao proteica proveniente de construcdo em vetor epissomal (Cloutier
2012b). De acordo com o resultado aqui obtido, o mecanismo de clivagem de
elF2a pode ser confirmado ocorrendo nas células selvagens de L. infantum,
contudo existe incongruéncia nos dados relativos a existéncia de um padrdo de
clivagem estagio especifico, muito provavelmente relacionada as aberrantes
concentracfes acessadas durante a super-expressao ectopica.

Funcionalmente, o elF2a dos eucariotos superiores participa ativamente
junto com o tRNA iniciador e com GTP na formac&do do complexo ternario (TC).
Esse, por sua vez, ira se associar a elF5, elF3 e a subunidade 40S para o
constituicdo do complexo 43S de pré-iniciacdo (Jackson et al. 2010). O complexo
elF2 ja havia sido abordado in silico e in vitro em diferentes espécies de
tripanossomatideos, especificamente em trabalhos que analisaram a fosforilacéo
da subunidade elF2a e as caracteristicas fenotipicas associadas a esta durante
crescimento e diferenciacdo dos parasitos (Chow et al. 2011; Tonelli et al. 2011,

Avila et al. 2016), contudo a funcionalidade do complexo elF2, durante a iniciagao
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da traducdo propriamente dita, ainda ndo havia sido confirmada. No presente
estudo, a funcionalidade do homodlogo de elF2a em células promastigotas de
Leishmania foi avaliada mediante purificagcdo de fragbes ribossomais onde o
elF2a em seu tamanho integral de 47KDa, foi co-purificado em todas as
diferentes fracdes ribossomais, mas se mostrou majoritariamente presente na
fracdo contendo as subunidades menor ribossomal, 40S. Relembrando que,
embora seja relatado a clivagem de elF2a em células promastigotas de L.
infantum (Cloutier 2012b), no ensaio de interacdo polissomal, o elF2a foi
detectado integralmente, ou seja, expressando a extensdo N-terminal
caracteristica de Tripanossomatideos.

Assim como todas as proteinas G, o elF2 necessita ser reciclado quanto
sua ligacdo ao GDP/GTP, e o complexo elF2B € o responsavel por essa troca
nucleotidica. Esse processo é amplamente conhecido em eucariotos superiores
(Pavitt 2005; Jennings and Pavitt 2014) contudo, ndo existem dados relativos ao
complexo elF2B de tripanossomatideos. Os genes identificados in silico para
elF2B de L. infantum foram expressos e avaliados quanto a capacidade de
interacdo, in vivo, com o elF2a selvagem. Dessa forma, confirmou-se que 0s
homologos identificados sdo funcionalmente ativos quanto sua capacidade de
interacdo com o elF2a. Interessantemente, nesse ensaio também se utilizou uma
versao ectopica de elF2a mutante apresentando delecéo da extensdo N-terminal
(A2-94), e se observou que a auséncia da porcdo N-terminal resultou numa
drastica diminuicdo da capacidade de interagdo com o0s componentes do
complexo elF2B.

Dando continuidade a caracterizacdo das interagdes funcionais de elF2aq,

foi realizada uma abordagem paralela visando analisar em amplo espectro as
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interacdes funcionais realizadas por este em linhagens de L. infantum. Para tal,
versdes selvagem e mutante (A2-94) de elF2a foram analisas por espectrometria
de massas, sendo possivel confirmar as interacdes do elF2a selvagem com os
parceiros na formacédo do complexo elF2, e com os complexos parceiros elF5 e
elF2B e elF3. Nesta analise, também foi demonstrada sua capacidade de
interacdo com as proteinas 40S ribossomais. Pode-se afirmar, portanto que o
comportamento do elF2a de L. infantum frente as interacdes funcionais é
semelhante ao ja vastamente estudado em mamiferos (Pestova et al. 2001; Pavitt
2005; Holcik and Sonenberg 2005b; Singh et al. 2006; Jennings and Pavitt 2014).
Contudo, a versao mutante de elF2a (A2-94) se comportou de maneira
divergente, uma vez que, embora seja possivel visualizar a formacdo do
complexo elF2, a capacidade de interagcdo com 0s parceiros funcionais é alterada,
ja que, ndo foi possivel detectar interacdes in vivo com elF2B e elF3.
Adicionalmente, foi observada uma grande reducdo na deteccédo de elF5 e das
proteinas menores ribossomais. De posse desse conjunto de resultados,
referentes a versdo mutante truncada de elF2a (A2-94), sugere-se entdo que a
extensdo N-terminal do elF2a de tripanossomatideos esteja relacionada com a
estabilizacdo das interacfes entre o elF2a e seus parceiros funcionais, embora
nenhum provavel sitio de interacdo funcional tenha sido mapeado nessa
extensao.

Baseado nos resultados prévios da caracterizagao de elF2a e através dos
resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se um modelo adaptado da regulacao
do elF2 na traducdo de L. infantum, detalhadamente: Nas células amastigotas,
que sdo submetidas a forte estresse de temperatura e pH, os estimulos

convergem para a fosforilagao inibitoria de elF2q, resultando a diminuigdo na taxa
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global de traducdo proteica (Chow et al. 2011; Cloutier et al. 2012a), de forma
similar ao modelo mamifero (Sudhakar et al. 2000; Jackson et al. 2010; Jennings
and Pavitt 2014). Ja nas células promastigotas, onde ha alta taxa de traducao, o
elF2a sera expresso e funcionalmente ativo na biossintese proteica em seu
tamanho integral (47KDa) (Cloutier 2012b). Adicionalmente, o elF2a pode ser
dirigido a clivagem da extensdo N-terminal, resultando na perda da funcédo
biologica e interacdes funcionais. Tal clivagem, € claramente observada durante
super-expressao ectopica de elF2a e sugere que, assim como observado para
outros fatores de iniciacdo da traducdo de tripanossomatideos (Moura et al.
2015), a concentracao intra-celular de elF2a pode ser regulada. Especula-se que
essa protedlise ocorra a fim de re-estabelecer a proporcédo ideal de elF2/elF2B
(10:1) a ser mantida, nos eucariotos superiores, para a obtencdo de uma taxa
Otima reciclagem (Jennings and Pavitt 2014). Resumidamente, o elF2a de L.
infantum é susceptivel a dois diferentes mecanismos de regulacdo. O primeiro
mecanismo classico de regulacdo inibitéria ocorre através da fosforilacdo
especifica em situacBes de estresse celular (Chow et al. 2011; Cloutier et al.
2012a). E um secundario, através da inativacdo proteica por clivagem especifica
da extensdo N-terminal exclusiva dos tripanossomatideos.

Em um segundo momento desse trabalho, visou-se caracterizar a nova
interacéo funcional identificada entre o elF2a e uma proteina codificada pelo gene
“Lind.09.1140". Através de analises in silico pudemos sugerir que tal gene codifica
um homodlogo de elF2y exclusivo da familia Trypanosomatidae, sendo
denominado nesse trabalho de elF2y-2. Tal proteina, possui conservagao em sua
sequéncia quando comparada ao homologo classico com excecao de diferencas

nas sequéncias consenso para os sitios ligadores de tRNA e pela presenca de
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uma insercdo caracteristica de 72 aminoacidos que, mesmo ap0s exaustiva
analise, ndo foi associada a nenhum motivo ou dominio proteico conhecido.
Encontram-se em andamento ensaios de analise da expressao de elF2y e elF2y-
2 durante crescimento e diferenciacdo de L. infantum com o objetivo de comparar
os perfis e niveis de expressdo nas diferentes situacdes fisiologicas.

Afirmamos aqui que a segunda cOpia génica surgiu através de evento de
duplicacdo génica ocorrido exclusivamente na familia Trypanosomatidae ja que
em todos 0s ancestrais diretos ou ainda os eucariotos em geral ndo possuem o
segundo homologo. Uma vez duplicado nos tripanossomatideos, o elF2y-2
evoluiu acumulando mutacdes e inserces ndo encontradas no gene classico
culminando numa possivel divergéncia funcional. Um evento semelhante de
duplicacdo génica foi observado no surgimento do gene da PABP3 nos
tripanossomatideos, originalmente identificado no género Leishmania (da Costa
Lima et al. 2010; Kramer et al. 2013).

Corroborando com a analise evolutiva, as analises de delecdo e
complementacdo génicas apontam para a dualidade funcional dessas proteinas,
ja que ensaios de delecdo e complementacdo demonstram que ndo € possivel
deletar o gene elF2y, sugerindo a essencialidade dessa copia para a fisiologia
celular. E mais ainda, n&o foi possivel realizar complementacao de elF2y por uma
copia adicional de elF2y-2, ou seja, demonstrando que 0s genes nao apresentam
redundancia de funcdo. Os estudos de delecao de elF2y-2 encontram-se em
andamento e irdo colaborar com o conhecimento sobre a essencialidade desses
fatores para o fisiologia celular. Em tripanossomatideos, outros fatores de
iniciacdo da traducdo apresentam multiplos homologos, como exemplo os elF4E

(elF4E1 a 6) e elF4G (elF4G1- 5), e de modo semelhante ndo é possivel realizar
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a delecdo de alguns desses homologos sugerindo que esses fatores sao
funcionalmente divergentes (De Melo Neto et al. 2015; Moura et al. 2015).

Os resultados de imunoprecipitacdo de elF2y e elF2y-2 super-expressos
em células promastigotas seguido de identificacdo proteica por espectrometria de
massa demonstraram que ambas as proteinas sdo capazes de capazes de
interagir com o elF2a e elF2B na formag&o do complexo elF2, de forma similar ao
descrito para o modelo de elF2y eucaridtico. Entretanto em L. infantum, os
homodlogos de elF2y possuem a particularidade de n&o interagem entre si. Os
dois complexos elF2 formados independentemente podem interagir com 0s
parceiros funcionais na iniciacdo da traducdo como o elF5 e elF3, todavia
somente o elF2y-2 foi encontrado em parceria com o fator de regeneracdo de
GTP, elF2B. De acordo, com as divergéncias encontradas nas sequéncias
lineares, sugere-se ainda que esses homodlogos possam diferir quanto a
capacidade de interacdo com o tRNAIi e estudos futuros sdo necessarios para

confirmar essa hipotese.
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7.Conclusodes

O elF2a de tripanossomatideos € expresso constitutivamente durante
curva de crescimento e diferenciacdo do parasito em seu tamanho integral
caracteristico

O elF2a de L. infantum € capaz de interagir com as cinco subunidades do
complexo de reciclagem elF2B, bem como com fatores de iniciacdo da
traducao parceiros como os elF3 e elF5 e proteinas ribossomais.

A extensao N-terminal de elF2a é relevante para capacidade de interacao
com 0s parceiros na iniciacdo da traducdo e com a subunidade menor
ribossomal, embora nédo tenha sido possivel identificar nenhum dominio ou
motivo que justificasse essa funcéo.

O complexo elF2 de Leishmania é formado pelas subunidades elF2a, B, v,
assim como em seu hospedeiro mamifero. Nesse estudo, foi identificado
ainda, um novo homologo de elF2y, denominado elF2y-2.

O elF2y-2 é um paralogo exclusivo da familia Trypanosomatidae surgindo
apos provavel evento de duplicacdo nesta familia, embora tenha sido
perdido subsequentemente em espécies do género Trypanosoma.

elF2y-2 é incapaz de substituir o elF2y, o que sugere uma provavel
divergéncia de funcao fisioldgica.

elF2y-2 tem capacidade de realizar as interagces funcionais de maneira
semelhante ao elF2y classico eucaribtico, interagindo com elF2a, elF2B3, e
ainda com o elF5 e elF2B, formando assim um segundo complexo do tipo

elF2 unico de tripanossomatideos.
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Formagéo académicaltitulagao

2012

2010 - 2012

2005 - 2009

Doutorado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil com periodo
sanduiche em Centre de recherche en infectiologie - Université Laval
(Orientador : Barbara Papadopoulou)

Titulo: Complexo elF2 em Leishmania sp.: Expressdo proteica, funcgéo
bioldgica, interag6es moleculares e descricdo de novo fator de iniciagdo da
traducéo

Orientador: Osvaldo Pompilio de Melo Neto
Bolsista do(a): Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Mestrado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: Analise comparativa da expressdo de homoélogos do fator de iniciacdo
da traducéo elF4G ao longo do ciclo de vida de Leishmania amazonensis., Ano
de obtencéo: 2012

Orientador: Osvaldo Pompilio de Melo Neto

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Graduacdo em BIOMEDICINA.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: Genotipagem e deteccdo de genes de viruléncia em cepas de
Aeromonas isoladas de um surto de diarreia em Sdo Bento do Una, PE, em
2004.0rientador: Nilma Cintra Leal

Formacao complementar

2013 - 2013

2009 - 2009

Curso de curta duracdo em V Curso de Biosseguranca e Experimentacéo
Animal. (Carga horéria: 15h).

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ, CPQAM, Brasil

Curso de curta duracdo em Curso de Verdo em Biologia Celuar e Molecular.
(Carga horéria: 90h).

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
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2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

Curso de curta duragdo em Il curso de intrepretacdo de exames laboratoriais.
(Carga horéaria: 40h).
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, SBAC, Brasil

Curso de curta duragdo em MINI CURSO DE BIOLOGIA MOLECULAR.
(Carga horéria: 10h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duracdo em 3° curso de atualizacdo em biosseguranca. (Carga
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Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ, CPQAM, Brasil

Atuacao profissional
1. Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ - CPQAM
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2012 - Atual Vinculo: Bolsista de Doutorado CAPES , Enquadramento

funcional: Doutoranda, Regime: Parcial

2010 - 2012 Vinculo: Bolsista de Mestrado CNPq , Enquadramento funcional:

Mestrando, Regime: Parcial

2. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2013 - 2013 Vinculo: Estagio a Docéncia , Enquadramento funcional: Estagio a

docéncia em GENETICA MOLECULAR , Carga horéaria: 4,
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2011 - 2011 Vinculo: Estagio a Docéncia , Enquadramento funcional: Estagio a

docéncia em CITOLOGIA , Carga horéria: 4, Regime: Parcial

Areas de atuacio

PN E

Idiomas
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Genética

Microbiologia

Biologia Molecular

Genética Molecular e de Microrganismos.

Compreende Bem, Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem.

Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Escreve Razoavelmente,
L& Razoavelmente.

Prémios e titulos
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Melhor Apresentacao em Pdster, Programa de Pos-Graduagdo em Genética.

Producéo bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1. DE MELO NETO, OSVALDO P.; DA COSTA LIMA, TAMARA D. C.; XAVIER, CAMILA C,;
NASCIMENTO, LARISSA M.; ROMAO, TATIANY P.; ASSIS, LUDMILA A.; PEREIRA, MARIANA
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M. C.; REIS, CHRISTIAN R. S.; PAPADOPOULOU, BARBARA

The unique <i>Leishmania</i> EIF4E4 N-terminus is a target for multiple phosphorylation events
and participates in critical interactions required for translation initiation. RNA Biology. , v.4, p.00 -
00, 2015.

2. PEREIRA, M. M. C.; MALVEZZI, A. M.; NASCIMENTO, L. M.; DA COSTA LIMA, T. C.; ALVES,
V. S.; PALMA, M. L.; FREIRE, E. R.; MOURA, D. M. N.; REIS, C. R. S.; DE MELO-NETO, O. P.
The elF4E subunits of two distinct trypanosomatid elF4F complexes are subjected to differential
post-translational modifications associated to distinct growth phases in culture. Molecular and
Biochemical Parasitology (Print). , v.190, p.82 - 86, 2013.

3. MARIZ, F.C.; COIMBRA, E.C.; JESUS, A. L. S.; NASCIMENTO, L. M.; TORRES, F. A. G;
FREITAS, A.C.

Development of an IP-Free Biotechnology Platform for Constitutive Production of HPV16 L1 Capsid
Protein Using the Promoter. BIOMED RES INT. , v.2015, p.1 - 11, 2015.

4. JESUS, A.L.S.; MARIZ, F.C.; SOUZA, H.M.; CORDEIRO, M.N.; COIMBRA, E.C.; LEITAO,
M.C.G.; NASCIMENTO, L.M.; STOCCO, R.C.; BECAK, W.; FREITAS, A.C.

Expression of the bovine papillomavirus type 1, 2 and 4 L1 genes in the yeast Pichia pastoris.
Genetics and Molecular Research. , v.11, p.2598 - 2607, 2012.

5. MENDES, C. L.; NASCIMENTO, L. M.; TEOPHILO, G. N. D.; DE MELO-NETO, O. P.; HOFER,
E.; LEAL, N. C.

Molecular characterization of Aeromonas spp. and Vibrio cholerae O1 isolated during a diarrhea
outbreak. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (Impresso). , v.54, p.299 - 304,
2012.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. MARIZ, F.C.; NASCIMENTO, L.M.; DE MELO-NETO, O. P.; PAPADOPOULOU, B.; FREITAS,
A.C.Expression of huma papillomavirus type 16 (HPV16) L1 and L2 capsid proteins in the non-
pathogenic protozoan Leishmania tarentolae:targeting chimeric virus-like particles and capsomeres
as prophylatic and therapeutic vaccine strategies In: Congresso Brasileiro de Biotecnologia, 2015,
Brasilia.

Anais do Congresso Brasileiro de Biotecnologia. , 2015.

2. SAMANT, M.; CLOUTIER, S.; NASCIMENTO, L.M.; DUMAS, C.; PAPADOPOULOU, B.New
insights on Leishmania translation regulation throughout the parasite development In: 13th
international congress of parasitology, 2014, cidade do mexico.

13th international congress of parasitology. , 2014. v.unico. p.401 - 401

3. PEREIRA, M. M. C.; NASCIMENTO, L. M.; DE MELO NETO, O. P. A COMPLEX PATTERN OF
POST-TRANSLATION MODIFICATIONS ACTS UPON A SINGLE HOMOLOGUE OF THE
TRANSLATION INITIATION FACTOR EIF4AE FROM DIFFERENT LEISHMANIA SPECIES In: fifth
world congress on Leishmaniasis, 2013, ipojuca.

Fifth world congress on Leishmaniasis. , 2013. v.unico. p.p270 -

4. PEREIRA, M. M. C.; NASCIMENTO, L. M,; REIS, C. R. S.; DE MELO NETO, O. P. Selected
Leishmania elF4E and elF4G homologues are differentially affected by phosphorylation events
during growth in culture In: XXVIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2012,
Caxambd.

XXVIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology. Sdo Paulo: Sociedade
Brazileira de Protozoologia, 2012. v.unico. p.117 - 117

5. JESUS, A. L. S.; MARIZ, F.C., SOUZA, H.M.; CORDEIRO, M.N.; COIMBRA, E.C.;
NASCIMENTO, L. M.; GOMES-LEITAO, M.C.; STOCCO,R.; BECAK, W.; FREITAS, A.C.
Expression of Bovine Papillomavirus type 1,2 and 4 L1 gene in Pichia Pastoris In: XXII encontro
Brasileiro de Virologia e VI Encontro de Virologia do Mercosul, 2011, Atibaia.

Anais do XXIlI encontro Brasileiro de Virologia e VI Encontro de Virologia do Mercosul. ,
2011.
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Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. PAPADOPOULOU, B.; PADMANABHAN, P. K.; AZIZI, H.; ZGHIDI-ABOUZID, O.; CLOUTIER,
S.; CHARRET, K. S.; NASCIMENTO, L.M.; DUMAS, C.

MECHANISMS OF RNA DEGRADATION AND TRANSLATIONAL CONTROL IN THE
PROTOZOAN PARASITE Leishmania In: X Congresso doe Protozoologia y enfermedades
parasitarias, 2014, Mar del Plata.

X Congresso doe Protozoologia y enfermedades parasitarias. , 2014. v.unico. p.6 - 7

Apresentacéo de trabalho e palestra

1. PEREIRA, M. M. C.; NASCIMENTO, L.M.; DE MELO-NETO, O. P.

A COMPLEX PARTTERN OS POST-TRANSLATION MODIFICATIONS ACTS UPON A SINGLE
HOMOLOGUE OF THE TRANSLATION INITIATION FACTOR EIF4E FROM DIFFERENT
LEISHMANIA SPECIES, 2013. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

2. MARIZ, F.C.; NASCIMENTO, L.M.; DE MELO NETO, OSVALDO P.; FREITAS, A.C.
Desenvolvimento de duas plataformas biotecnologicas para producdo de estrategias
vacinais contra o papilomavirus humano (HPV), 2013. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

3. NASCIMENTO, L.M.; DE MELO-NETO, O. P.

Analise comparativa da expressdo de homdlogos do fator de iniciagdo da traducéo elF4G
ao longo do ciclo de vida de Leishmania amazonensis, 2012. (Simpdsio,Apresentacdo de
Trabalho)

4. NASCIMENTO, L.M.; DE MELO-NETO, O. P.

Analise comparativa da expressdo de homdlogos do fator de iniciagdo da traducéo elF4G
ao longo do ciclo de vida de Leishmania amazonensis, 2011. (Simpdsio,Apresentacdo de
Trabalho)

Orientacbes e Supervisdes
Orientacdes e supervisfes concluidas

Iniciagao cientifica

1. Gustavo Barbosa de Lima. CLONAGEM EM VETOR DE TRANSFECCAO E NAALISE DA
EXPRESSAO DE NOVOS HOMOLOGOS DA PROTEINA DE LIGACAO AO CAP. elf4E (EIFAES
e EIF4E®6), DE Leishmania sp.. 2013. Iniciacéo cientifica (BIOMEDICINA) - Universidade Federal
de Pernambuco

Eventos
Participac&o em eventos

1. Apresentacédo de Poster / Painel no(a) V Worldleish, 2013. (Congresso)

A COMPLEX PATTERN OF POST-TRANSLATION MODIFICATIONS ACTS UPON A SINGLE
HOMOLOGUE OF THE TRANSLATION INITIATION FACTOR EIF4E FROM DIFFERENT
LEISHMANIA SPECIES.

2. Apresentacao de Poster / Painel no(a) Il Jornada de P6s-Graduagdo em Genética, 2012.
(Outra)

Andlise das interacdes funcionais e modificacdes poés-traducionais de homoélogos do fator de
iniciacdo da traducéo elF4G (elF4G3 e elF4G4) durante o ciclo de vida de Leishmania infantum.

3. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXVIII Annual Meeting of the Brazilian Society of
Protozoology, 2012. (Congresso)

Selected Leishmania elF4E and elF4G homologues are differentially affected by phosphorylation
events during growth in culture.

4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) | Jornada De pés-Graduagcdo em Genética, 2011.
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(Outra)
Analise comparativa da expressdo de homologos do fator de iniciagédo da tradugéo elF4G ao longo
do ciclo de vida de Leishmania amazonensis.

Bancas
Participac&o em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéao

1. DE MELO-NETO, O. P.; TEODORO, T. M.; XAVIER, C. C.; NASCIMENTO, L. M.

Participacdo em banca de Jeyselaine Nataly Vieira Lima. Analise da interacédo entre a proteina
EIF4ES5 e seu parceiro funcional EIF4G2 de Tripanosoma brucei, 2015

(BIOMEDICINA) Universidade Federal de Pernambuco

2. MELO, M. E. B.; FRANCO, E. S.; MERLO, K. C.; NASCIMENTO, L. M.

Participacdo em banca de Laila Thamiris Gongalves Alves da Silva. Investigacdo do potencial
genotoxico do anti-parasitério praziquantel através do teste de metafase em camundongos
swiss webster, 2015

(BIOMEDICINA) Universidade Federal de Pernambuco
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