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RESUMO

Na traducdo em eucariotos, a etapa de iniciacao requer a cooperacéo de fatores
proteicos que auxiliam as subunidades ribossomais na sua funcéo. Dentre esses,
destaca-se o complexo elF4F, onde a subunidade elF4E é a responsavel pelo
reconhecimento dos mMRNAs por meio de sua extremidade 5 . Nos
tripanossomatideos, protozodrios parasitas de importancia médica, sua expressao
génica é regulada pos-transcricionalmente e durante a traducéo. Nesse contexto,
multiplos homodlogos de elF4E foram identificados nestes organismos com
possivel funcdo na regulacdo da traducdo. Dentre esses, os EIF4E5 e EIF4E6
ainda néo foram descritos formalmente em Leishmania e o estudo do EIF4E5 foi o
objetivo deste trabalho. Para isso, construcfes plasmidiais foram inicialmente
geradas para a expressao da proteina nativa e mutantes em Leishmania infantum.
Foi visto que a superexpressdo do EIF4AE5 se da em diferentes fases de
crescimento da L. infantum. Sua distribuicdo subcelular, determinada por
imunofluorescéncia, ocorre por todo o citoplasma e sua superexpressao leva a
alteracbes morfolégicas no parasita. Ensaios de imunoprecipitacdo e
espectrometria de massas revelaram que o EIF4E5 interage especificadamente
com o EIF4G1, homélogo de outra subunidade do complexo elF4F, o elF4G.
Outras interacdes com proteinas de modificacdo de mRNAs e ligadas a vias de
sinalizacdo também foram identificadas, mas varias destas interacdes foram
abolidas quando foi mutado um residuo de triptofano conservado no EIF4ES5.
Sendo assim, este trabalho revelou aspectos inéditos relacionados a funcao desta

proteina nos tripanossomatideos.

Palavras-chave: Tripanossomatideos. Expressao génica. Fatores de iniciacdo da

traducdo. Sintese proteica. elF4E.



ABSTRACT

In translation in eukaryotes, the initiation stage requires the cooperation of proteins
factors that assist the ribosomes subunits in its function. Amongst these the elF4F
complex stands out, with its subunit elF4E responsible for the recognition of
mRNAs through their 5, end. In trypanosomatids, protozoan parasites of medical
importance, their gene expression is regulated post- transcriptionally and also
during translation. In this context, multiple elF4E homologues have been identified
in these organisms with possible functions in the regulation of translation. Amongst
these, the EIF4E5 and EIF4AE6 homologues have not yet been formally described
in Leishmania. Therefore, the study of EIF4E5 was the objective of this work.
Initially plasmid constructions were generated for the expression of the native and
mutant protein in Leishmania infantum. The overexpression of EIF4E5 was
confirmed and seen to occurs at different stages of growth of L. infantum. Its
subcellular distribution was determined by immunofluorescence and seen to occur
throughout the cytoplasm but its overexpression leads to morphological changes in
the parasite. Immunoprecipitation and mass spectrometry assays revealed that
EIF4ES5 interacts specifically with EIF4G1, homologous to another elF4F subunit,
elF4G. Other interactions with mRNA modifying enzymes and proteins linked to
signaling pathways were also identified. Several of these interactions were
abolished when a tryptophan residue conserved in EIF4E5 was mutated. Thus,
this work revealed unknown aspects related to the function of this protein in

trypanosomatids.

Key-words: Trypanosomatids. Gene expression. Translation initiation factors.
Protein interaction. elF4E.
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1 INTRODUCAO

Doengas negligenciadas de impacto mundial sdo causadas por parasitas
pertencentes a ordem Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, constituida por
nove géneros obrigatérios. Dentre estes se destacam os géneros Trypanosoma e
Leishmania responséveis pelas tripanossomiases, doenca de Chagas e doenca do
sono, e pelas diversas formas de leishmanioses, cujos agentes etiologicos séo
respectivamente: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania sp.

Os tripanossomatideos divergiram mais precocemente da linhagem evolutiva
eucariotica e por isso adquiriram caracteristicas relevantes em relacdo aos demais
eucariotos. Estas caracteristicas se refletem na sua biologia molecular, de forma que
existem particularidades na expressdo génica que Sao inerentes a esses
organismos, como a transcricdo policistronica, trans splicing e a auséncia de
promotores tipicos para a RNA polimerase Il. Deste modo a regulacéo da expressao
génica nos tripanossomatideos € realizada ao nivel pés transcricional, envolvendo
eventos de controle da estabilidade de mRNAs, regulacdo da tradugcédo e
modificacdes pds-traducionais.

A traducdo génica € um mecanismo de extrema importancia para a
sobrevivéncia dos seres vivos. Em eucariotos este processo pode ser dividido em
iniciacdo, alongamento, terminacédo e reciclagem dos ribossomos. A etapa da
iniciacdo da traducdo é a etapa mais complexa, mais sujeita a regulacdo e que
requer a cooperacao de diversos fatores de iniciacdo eucaridticos (elFs — eukariotic
Initiation Factors). Dentre estes se destaca o complexo elF4F, o principal
responsavel pela etapa de reconhecimento do mRNA pelo ribossomo para iniciar a
sintese proteica. Este complexo € formado por trés subunidades polipeptidicas:
elF4A (RNA helicase), elFAG (proteina ancora do complexo) e elF4E (proteina de
ligacdo ao cap dos mRNASs). Estas proteinas sao auxiliadas por outros fatores e pela
proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP).

O elF4E é uma proteina encontrada SO0 em eucariotos e atua no
reconhecimento da extremidade 5 dos mRNAs por meio do cap estimulando a
traducdo cap-dependente. O elF4E ainda possui uma ligacdo especifica com o
elF4G, importante para o Inicio da tradugdo. Em tripanossomatideos, seis
homologos do elF4E foram descritos, sendo que dois destes foram identificados
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mais recentemente, EIF4ES e EIF4EG6. Estes sdo os menores membros da familia e
analises experimentais em Trypanosoma brucei revelaram que ambos se ligam a
anédlogos do cap in vitro, sdo citosOlicos e se associam com complexos
multiproteicos incluindo homadlogos do elF4G. Em Leishmania, contudo, ainda néo
foram descritos.

Em trabalhos prévios, o gene codificando o EIF4E5 de Leishmania foi
clonado, expresso em bactérias e utilizado para a producdo de soro policlonal
especifico. Com objetivo de da continuidade ao estudo do EIF4E5 em um segundo
organismo, além do T. brucei, buscou-se no presente trabalho uma melhor
caracterizacdo funcional desse fator em L. infantum, pois nada ainda foi descrito
formalmente sobre essa proteina em Leishmania. Questdes acerca desse homélogo
e suas atuacdes no inicio da traducdo proteica em tripanossomatideos poderdo

assim ser respondidas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expresséo do EIF4ES5 e de versbes mutadas durante o ciclo de vida
de L. infantum, investigando suas interagcdes com outras subunidades do complexo
elF4F e novas proteinas parceiras, bem como eventuais modificacdes fenotipicas

induzidas por alteragbes no seu perfil de expressao.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Analisar a expressdo endoégena do EIF4ES e sua localizagdo subcelular em L.
infantum;

2. Gerar versdes mutadas do elF4E5 modificadas em sitios requeridos para a

ligagéo a parceiros funcionais;
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3. Avaliar a expressao do fator EIF4E5 nativo e superexpresso fusionados a epitopo
especifico durante as diferentes fases do ciclo de vida de L. infantum;

4. Avaliar a capacidade do elF4E5 complementar a auséncia das copias enddégenas
de seus genes;

5. Analisar por microscopia confocal as possiveis alteracoes morfoldégicas em L.
infantum induzidas por alteracdes nos perfis de expressdo da proteina EIF4E5
selvagem e mutantes;

6. Identificar as interacbes funcionais do EIF4E5 selvagem e mutantes com

homologos do complexo elF4F e novos parceiros funcionais in vivo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

Os tripanossomatideos séo protozodrios flagelados classificados na ordem
Kinetoplastida (filo Euglenozoa, supergrupo Excavata) (STUART et al., 2008). Estes
organismos divergiram precocemente na linhagem da evolucéo eucariética quando
comparados com grande parte de outros grupos mais conhecidos de protistas
parasitas (ADL et al., 2012). Por esse motivo, 0s tripanossomatideos sé&o
considerados peculiares por possuirem caracteristicas Unicas em processos
bioldgicos basicos como na sua expressao génica (DANIELS et al., 2010).

Os tripanossomatideos podem ser restritos a hospedeiros invertebrados,
como também podem ter um ciclo de vida mais complexo, possuindo um vetor
invertebrado e hospedeiros vertebrados ou plantas. Dois géneros e varias espécies
desses organismos sdo agentes etioldgicos patogénicos aos humanos (KAUFER et
al., 2017). Dentre estes se destacam o Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e
espécies de Leishmania, que provocam nos seres humanos a doenca do sono
(tripanossomiase africana), doenca de Chagas e as leishmanioses, respectivamente
(JACKSON et al., 2016).

A biologia celular nos diversos kinetoplastidas é muito similar entre si. Todos
eles sdo protozoarios que possuem flagelo Unico, que tem origem proxima a sua
Unica e grande mitocondria e provém de uma invaginacdo na membrana celular
(LUKES et al., 2002). Na porcéo mitocondrial proxima a base do flagelo existe uma
regido rica em DNA, conhecida como cinetoplasto (ou kinetoplasto) e que da nome
ao grupo. Por sua vez é a regido que possui o0 DNA mais complexo encontrado na
natureza (LUKES et al., 2002).

Os tripanossomatideos se adaptam aos ambientes dos seus hospedeiros e
vetores e, mesmo possuindo caracteristicas conservadas, ocorrem variacdes
morfolégicas nos diferentes estagios do seu ciclo de vida e de acordo com cada
espécie (WHEELER et al., 2013). Alteracbes morfoldgicas consideraveis também
podem ocorrer a depender do ambiente e condi¢cdes de cultivo que o parasita se

encontra. As principais classes morfolégicas em tripanossomatideos séo: (a)
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tripomastigota, (b) epimastigota, (c) amastigota, (d) opismastigota, (e)
coanomastigota e (f) promastigota (Figura 1) (SIMPSON et al., 2006; STEVENS et
al., 2001; WHEELER et al., 2013).

Figura 1 - Principais estruturas morfolégicas dos tripanossomatideos

Morfologia dos tripanossomatideos

O
\
02
a b C d
Nucleo Cinetoplasto Flagelo

Bolsa flagelar

Fonte: Modificado de SIMPSON et al. (2006); STEVENS et al. (2001); WHEELER et al. (2013).

Nota: Os principais morfotipos dos tripanossomatideos estdo representados na imagem: a
Tripomastigota. b Epimastigota. ¢ Amastigota. d Opimastigota. e Coanomastigota. f Promastigota. Os
morfotipos a e b representam a superclasse que possuem um flagelo que esté ligado lateralmente ao
corpo da célula. As formas d, e e f representam a classe onde ndo possuem um flagelo anexado
lateralmente e ¢ € a forma amastigota que existe para todos os tripanossomatideos.

A compreensdo genética, molecular e celular dos tripanossomatideos,
especialmente os patogénicos aos seres humanos, pode gerar ferramentas que
contribuam para o desenvolvimento de diagndsticos, drogas, vacinas e outros meios

de combate as doencas causadas por esses parasitas (STUART et al., 2008).

2.1.1 Género Leishmania

O género Leishmania inclui aproximadamente 53 espécies, das quais 20
causam leishmanioses nos humanos (KAUFER et al., 2017). Este género é
subdividido em duas linhagens filogenéticas principais, referidas como Euleishmania

e Paraleishmania (CUPOLILLO et al., 2000). A linhagem Euleishmania compreende
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0s seguintes subgéneros: Viannia, Leishmania, Sauroleishmania e o complexo
Mundina. O subgénero Viannia compreende as espécies L. braziliensis e L.
guyanensis, entre outras. Este subgénero é restrito aos neotrépicos, enquanto o
subgénero Leishmania stricto sensu esta presente tanto no Novo Mundo (Américas)
quanto no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa). O subgénero Leishmania é
representado por diferentes espécies patogénicas, entre as quais: L. major, L.
donovani, L. infantum, L. mexicana e L. tropica (Akhoundi et al., 2016). A L.
donovani, presente no Velho Mundo, e a L. infantum, presente tanto no Velho quanto
no Novo Mundo, s@o as espécies responsaveis de forma majoritaria pelos casos de
leishmaniose visceral, a forma mais grave da doenca (CNUDDE et al.,, 1994;
AKHOUNDI et al., 2016).

Os parasitas pertencentes ao género Leishmania sdo os agentes causadores
das leishmanioses, doencas responsaveis por uma alta taxa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Esses parasitas possuem um ciclo de vida digenético
(heteroxeno), uma vez que € realizado em dois hospedeiros distintos: um vertebrado
e um invertebrado. No hospedeiro invertebrado sdo encontradas as formas
promastigotas prociclicas aderidas ao intestino do inseto vetor, e posteriormente
essas formas migram para o aparelho bucal e séo diferenciadas em promastigotas
metaciclicas. Ja no hospedeiro vertebrado é encontrada a outra forma do parasita,
aflagelada e denominada de amastigota. Esta pode ser fagocitada por macrofagos
guando entram em contato com tecidos dos hospedeiros e se multiplicam
intracelularmente (MUSKUS e MARIN-VILLA, 2002; CLAYTON e SHAPIRA, 2007).

2.1.2 Vetores de Leishmania

As mais de 20 espécies de Leishmania séo transmitidas ao hospedeiro por
meio da picada de insetos flebotomineos hematdfagos do género Lutzomya e
Phlebotomus, dos quais as fémeas infectadas s&o responsaveis por essa
transmissao (Figura 2). Cerca de 100 espécies dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia foram confirmadas como vetores comprovados ou suspeitos de transmitir

a leishmaniose humana (MAROLI et al., 2013). O género Phlebotomus spp. é
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encontrado no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa), enquanto que o género
Lutzomyia spp. € restrito ao Novo Mundo (Américas) (BURRI e BRUN, 2003).

No Brasil, esses insetos sdo conhecidos como mosquito palha.
Aproximadamente 70 espécies de animais servem como reservatorios das espécies
patogénicas humanas de Leishmania, incluindo roedores (ROSE et al., 2004), caes
(BEST et al., 2014) e outros mamiferos (DOUGALL et al., 2009).

Figura 2 - Flebotomineo

Fonte:https://www.studyblue.com/notes/note/n/microbiology-study-quide-2013-14whoever/deck/
8693165
Nota: Fémea de flebotomineo regurgitada.

2.1.3 Ciclo biolégico da Leishmania spp.

O ciclo biolégico das diferentes espécies de Leishmania tem inicio quando o
inseto vetor flebotomineo realiza o repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado
inoculando formas promastigotas metaciclicas do parasita (Figura 3). No hospedeiro
vertebrado estas sdo fagocitadas por macrofagos e se diferenciam no seu interior,
mais precisamente no vacuolo parasitéforo, em formas amastigotas (Brasil, 2014).
Essa diferenciacdo € induzida pelas mudancas nas condigbes do ambiente entre o
hospedeiro invertebrado e o vertebrado, como o0 aumento da temperatura,
disponibilidade de oxigénio e diminuicdo do pH (BESTEIRO et al., 2007,
McCONVILLE et al.,, 2007). As formas amastigotas se reproduzem por divisdo
binaria em etapas rapidas e sucessivas até ocorrer o rompimento dos macrofagos.
Com isso ocorre a propagacdo hematogénica dessas formas para outros tecidos
ricos em células do Sistema Mononuclear Fagocitario (SMF), como por exemplo:


https://www.studyblue.com/notes/note/n/microbiology-study-guide-2013-14%20whoever/deck/8693165
https://www.studyblue.com/notes/note/n/microbiology-study-guide-2013-14%20whoever/deck/8693165
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linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (Brasil, 2014). A transmissdo da
Leishmania ao inseto vetor se d4 quando este, ao se alimentar do sangue do
hospedeiro vertebrado, faz a ingestdo de macréfagos parasitados pelas formas
amastigotas do parasita. Ao entrar no trato digestivo do inseto ocorre entdo o
rompimento dos macrofagos com a liberacdo das formas amastigotas. Em seguida,
ocorre a diferenciagao destas em formas flageladas, denominadas de promastigotas
prociclicas, que colonizam o es6fago e faringe do vetor e permanecem aderidas ao
epitélio pelo flagelo. Essas formas se reproduzem por sucessivos ciclos de divisao
binaria, e se diferenciam em formas infectantes, conhecidas como promastigotas
metaciclicas (Brasil, 2014).

O ciclo de transmissdo da Leishmania é finalizado quando as fémeas
infectadas do vetor, ao realizarem um novo repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado, liberam na corrente sanguinea deste as formas promastigotas
infectantes. Ao entrar em contato com a epiderme do hospedeiro, ocorre novamente
0 processo de fagocitose do parasita por células do SMF e o ciclo se repete (Brasil,
2014).

As doencas que sao transmitidas por vetores tém sido, desde o passado até o
momento atual, um significativo problema de salde publica. Deste modo, é
imprescindivel o conhecimento mais aprofundado das caracteristicas dessas
doencas e dos seus agentes etiologicos para evitar sua propagacao (PATINO e
RAMIREZ, 2017).



Figura 3 - Ciclo de vida da Leishmania
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/236881715 fig2_Figure-2-Life-cycle-of-Leishmania-

parasite httpwwwdpdcdcgovdpdx.

Nota: O hospedeiro vertebrado ao ser picado pelo vetor é infectado pela formas promastigotas
metaciclicas que penetram nos macrofagos e multiplicam-se transformando-se em amastigotas. Os
macrofagos se rompem e liberam estas formas. O vetor ingere os macréfagos infectados com as
amastigotas que séao liberadas no intestino e se diferenciam em promastigotas prociclicas. Estas se
multiplicam e se diferenciam em metaciclicas que migram para a véalvula faringea e o ciclo se repete
(Ministério da Saude, 2014).

2.1.4 As leishmanioses

A forma como as leishmanioses se apresentam varia de acordo com o
sistema imunolégico do paciente, idade, estado nutricional e outros fatores do
hospedeiro e da espécie do protozoario (KEVRIC et al.,, 2015). As formas de
leishmanioses variam desde a mais branda, a cutanea, até as mais complexas como
a difusa e visceral, sendo assim as principais formas das leishmanioses séao
classificadas como: Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Cutanea Difusa
(LCD), Leishmaniose Mucocutanea (LMC), Leishmaniose Mucosa (LM) e
Leishmaniose Visceral (LV) (DA-CRUZ e PIRMEZ 2005; SAHA et al., 2006;
HARHAY et al. 2011, MS, 2006) (Figura 4).


http://www.researchgate.net/figure/236881715_fig2_Figure-2-Life-cycle-of-Leishmania-parasite
http://www.researchgate.net/figure/236881715_fig2_Figure-2-Life-cycle-of-Leishmania-parasite
http://www.researchgate.net/figure/236881715_fig2_Figure-2-Life-cycle-of-Leishmania-parasite
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Figura 4 - Manifestac@es clinicas das leishmanioses

Fonte: http://www.biologynoteshelp.com/leishmanialeishmaniasis/ e Ministério da Salde, 2014).
Nota: A: Leishmaniose Cutanea, B: leishmaniose Mucocutanea, C: Leishmaniose Cutanea Difusa e
D Leishmaniose Visceral.

A LC, tida como a forma mais comum da doenca em geral é benigna, pode
apresentar no individuo infectado papulas no local da inoculacdo do protozoario que
podem evoluir para ulceras. A LM tem como caracteristicas clinicas a presenca de
Ulceras que atingem principalmente as mucosas da nasofaringe, levando a
destruicdo desses tecidos. Complicacdes das LC e LM podem levar a deformidades
anatbmicas nos tecidos atingidos (Brasil, 2017). Ja4 a LV é tida como a forma mais
grave da doenca, caracterizando-se por crises irregulares de febre, perda de peso,
hepatomegalia, esplenomegalia e anemia, e sem tratamento é fatal em mais de 95%
dos casos dentro de dois anos do inicio da doenca. (BANULS et al., 2007; OMS,
2016, Organizacao Panamericana de Saude, 2017).

Os tratamentos existentes contra as leishmanioses sdo eficazes, porém os
efeitos colaterais provocados e o seu alto custo acabam impedindo o tratamento
adequado da doenca ou fazendo com que 0 mesmo nao seja completo. Isso faz com
que ocorra a evolugdo para estdgios mais graves, podendo levar ao Obito do
paciente (BLANCO e NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). Dos varios farmacos
utilizados, a anfotericina B e 0s antimoniais pentavalentes possuem uma alta taxa de
eficiéncia, porém a toxicidade e outros danos provocados por estes medicamentos
sao severos (HALDAR et al., 2011).


http://www.biologynoteshelp.com/leishmanialeishmaniasis/
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Os meios para a prevengcdo e controle disponibilizados contra as
leishmanioses séo limitados, por isso é imprescindivel a implementacdo de medidas
para diminuir o risco de propagacdo do parasita entre vetores e hospedeiros por
meio de intervencdes que contribuam com a saude publica (Organizacao

Panamericana de Saude, 2017).

2.1.5 Epidemiologia das leishmanioses

A maioria dos casos registrados de leishmanioses ocorre em paises
considerados subdesenvolvidos. A migracdo de pessoas e animais provocada pela
globalizacdo, entretanto, fez com que a doenca se tornasse endémica em alguns
paises da Europa onde eram poucos o0s casos confirmados (Blanco e
NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). A epidemiologia das leishmanioses é ainda
intrinsecamente influenciada por fatores sociais, ambientais e climatolégicos.

A LV é endémica em mais de 80 paises, apresentando aproximadamente
90% de todos 0s novos casos reportados nos seguintes paises: Brasil, Etiopia, india,
Somalia, Suddo do Sul e Suddo. Do numero global de casos, cerca de 70% da
forma cutdnea ocorrem em 10 paises: Afeganistao, Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa
Rica, Etiopia, Republica Islamica do Ird, Peru, Suddo e Republica Arabe da Siria
(WHO, 2016).

Nas Américas os casos de LV estdo presentes em 12 paises, sendo 96%
destes relatados no Brasil. Entre 2001 e 2015 foram notificados 52.176 casos de LV
em humanos nas Américas. Ao se analisar a densidade destes casos, observa-se
uma maior concentracdo na regido Nordeste do Brasil e no Paraguai (Organizacéo
Pan-Americana de Saude, 2017). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude em
2015 no Brasil foram reportados 19.395 casos de LC e 3.289 de LV (WHO, 2016)
(Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicéo geogréfica das leishmanioses em 2015
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Fonte: Modificado de WHO (2016).
Nota: Casos de Leishmaniose Cutanea A e casos de Leishmaniose Visceral B

2.2 BIOLOGIA MOLECULAR DOS TRIPANOSSOMATIDEOS

Nos tripanossomatideos, o perfil da expressdo génica, tanto durante o
desenvolvimento quanto durante a mudanca entre os hospedeiros, revela que a
expressao de varios genes é regulada de forma diferenciada. Uma caracteristica que
merece atencgdo na biologia molecular dos tripanossomatideos, contudo, é que eles
nao apresentam promotores tipicos para a RNA polimerase Il e assim a regulacao
da sua expressao génica deve ocorrer ao nivel pos-transcricional (CLAYTON e


http://apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/leishmaniasis/leishmaniasis.html
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SHAPIRA, 2007). Parte dessa expressao é entdo modulada ao nivel dos mRNAs
(principalmente devido ao controle da sua estabilidade) e outra parte regulada ao
nivel proteico, envolvendo eventos durante a traducdo e pés- traducionais (HAILE e
PAPADOPOULOU, 2007; RUDENKO, 2010).

As caracteristicas moleculares incomuns dos tripanossomatideos, como a
transcricdo policistrénica, processamento por trans-splicing e poliadenilagéo,
também indicam que a regulacdo dos genes codificadores de proteinas ocorre de
forma pés-transcricional (ZINOVIEV e SHAPIRA, 2012). A regulacdo da expresséao
génica é entdo um dos aspectos mais intrigantes da biologia molecular dos
tripanossomatideos (BRITTINGHAM et al.,, 2001; YAO, DONELSON e WILSON,
2003).

2.2.1 Organizacao gendmica

Ao se analisar e comparar os genomas de Trypanosoma cruzi, Leishmania
major e T. brucei, as analises revelaram que, mesmo possuindo uma grande
distancia na filogenia, todos possuem um proteoma com um elevado grau de
conservagao, constituido por 6200 proteinas. Também apresentam uma elevada
sintenia génica, ou seja, 0S blocos génicos se encontram em uma mesma
organizacdo gendmica entres os organismos distintos (EL SAYED et al., 2005;
KISSINGER, 2006).

Ao correlacionar os blocos sinténicos conservados e grandes aglomerados
genbmicos, os policistrons dos trés géneros dos tripanossomatideos refletem o
acoplamento das reacbes de transcricdo com o subsequente processamento dos
pré-mRNAs pelo trans-splicing e poliadenilacdo. As sequéncias de Leishmania ja
disponibilizadas mostram que existe uma sintenia entre elas, mas que ha
aproximadamente 200 diferencas no conteudo dos seus genes ou pseudogenes,
englobando cerca de 80 genes restritos a espécies individuais. Ha evidéncias que a
expressao génica difere consideravelmente entre as espécies e isso também pode
ocorrer devido a variagdo no numero de coOpias de genes entre as espécies
(PEACOCK et al., 2007).
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Apesar desses organismos apresentarem sintenia génica, existem diferengas
substanciais entre eles, o que reflete em adaptacbes especificas a pressdes
seletivas e diferencas no ciclo de vida, fazendo parte das estratégias para a
sobrevivéncia de cada organismo (EI-SAYED et al., 2005 e PAYS et al., 2004).

2.2.2 Regulacédo da expressado génica em tripanossomatideos

Dentre as caracteristicas mais marcantes no genoma dos tripanossomatideos
destaca-se a organizacdo dos genes que codificam proteinas. Estes genes sao
organizados em unidades policistrbnicas e, diferentemente dos policistrons
encontrados em operons de bactérias, eles ndo sédo funcionalmente relacionados
entre si (IVENS et al., 2005).

Os genes das unidades policistronicas séo transcritos simultaneamente no
mesmo nivel, no entanto, os mMRNAs maduros de genes adjacentes podem
apresentar concentracfes muito diferentes das proteinas expressas. Isso se da
devido a expressdo génica nos tripanossomatideos ser predominantemente
regulada a nivel pés-transcricional (CLAYTON, 2002; HAILE e PAPADOPOULOU,
2007). Mesmo que varios mRNAs codificantes sejam sintetizados por meio de um
MRNA policistronico, as taxas de expressao génica variam entre eles. Os elementos
regulatorios que estéo presentes na extremidade 3° UTR agem como sitio de ligacéo
de proteinas regulatérias, que por sua vez podem promover a estabilizacdo ou
desestabilizacéo do transcrito (DE GUDENZI et al., 2003; TEIXEIRA, 2011).

Os eventos de regulacdo pos-transcricional incluem: a regulagdo do
processamento e exportacdo dos mRNAs; a degradacdo dos mRNAs, controlada em
parte por sequéncias presentes na 3° UTR; a traducdo, com atuacao de complexos
de ligacdo ao cap e regulagéo por sequéncias de reconhecimento proximas ao start
cédon (AUG); e ainda processos que envolvem modificagdes como fosforilacao,
transporte e degradacdo de proteinas (eventos pos- traducionais) (CLAYTON e
SHAPIRA, 2007; HAILE e PAPADOPOULOU, 2007).

Estudos atuais indicam que a tradugdo do mRNA €& uma das etapas principais
da regulacdo génica. O processamento por splicing, a poliadenilacdo e a traducao

sédo etapas da biologia do mMRNA e que dependem de interacdes do tipo proteina-
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RNA (NANDAN et al., 2017). Os mecanismos envolvidos no processamento e
estabilidade do mRNA sé&o fundamentais para uma producgao eficiente da respectiva
proteina (CAMPBELL et al., 2003; CLAYTON, 2002).

2.2.3 Processamento dos mRNAs

A maioria dos mRNAs eucaridticos apresenta na sua extremidade 5 a
estrutura 7-metil-GTP, denominada de cap, que € responsavel pelo eficiente
reconhecimento do mRNA pela maquinaria da tradugéo (AITKEN E LORSCH, 2012).
O cap é uma modificacdo que se manteve conservada no mRNA eucariético. Varios
estudos revelam que o cap tem um papel fundamental no recrutamento de proteinas
celulares para 0 mRNA e participa de funcdes extremamente necessarias para a
sintese proteica, como o processamento do pré-mRNA e exportagdo nuclear
(RAMANATHAN, ROBB e CHAN, 2016). Desde a descoberta do cap, diversos
estudos revelaram a sua importancia nos aspectos bioquimicos envolvidos na
regulacdo génica (FURUCHI, 2015).

Existem caracteristicas Unicas relacionadas a regulacdo génica dos
tripanossomatideos, como por exemplo a transcricdo constitutiva dos seus genes
(MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010). Ap6s o processo de transcricao génica, ocorre
a maturacdo dos mRNAs pelo processo de trans-splicing. Neste processo 0s
MRNAs primarios (policistrénicos) séo clivados em mRNAs monocistronicos e é
adicionado a sua extremidade 5 uma sequéncia de 39 nucleotideos denominada
Spliced-Leader — SL ou mini-éxon (HAILE e PAPADOPOULOU et al.,, 2007). A
presenca da sequéncia SL ocorre em todos os mMRNAs dos tripanossomatideos es
sua adicdo tem por finalidade posicionar o cap na extremidade 5 dos mRNASs o cap
modificado, caracteristico dos tripanossomatideos: o cap4, uma estrutura de 7-metil
guanosina com metilagdo nos quatro primeiros nucleotideos da sequéncia SL. Esse
processamento, juntamente com a poliadenilagdo na regido 3° dos mRNAs, leva a
formacdo de mMRNAs maduros monocistrénicos (HAILE e PAPADOPOULOU et al.,
2007; KRAMER e CARRINGTON, 2011; YOFFE et al., 2004; VANHAMME e PAYS,
1995; TEIXEIRA et al., 2011) (Figura 6).
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Figura 6 - Formacao dos mRNAs maduros nos tripanossomatideos
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Fonte: Modificado de Da Silva e Cano (2017).

Nota: Os genes transcritos pela RNA polimerase Il formam o pré-mRNA policistrnico, que é
processado por meio do mecanismo de trans-splicing. Neste, a sequencia spliced leader e a estrutura
cap modificada, cap4, € adicionada ao mRNA. A partir do trans-splicing, os pré-mRNAs séo
separados, na regido 5 é adicionado spliced leader em conjunto com o cap4 e, em paralelo, ocorre a
poliadenilagao na regido 3 . Com estas etapas, 0 mMRNA se torna maduro e monocistrénico e pronto
para ser utilizado na etapa da tradu¢édo Modificado de Da Silva e Cano (2017).

A estrutura cap4 presente em todos os mRNAs de tripanosomatideos parece
ter um papel relevante no controle da traducdo, além do que a presenca do cap4
pode proteger os mMRNAs da degradacdo e possibilitar o seu transporte do ndcleo
para o citoplasma, com um papel fundamental na montagem do complexo de

iniciacao da traducdao (revisado por YOFFE et al., 2004).

2.3 INICIACAO DA TRADUCAO EM EUCARIOTOS

A tradugdo é um mecanismo essencial para o funcionamento da célula, sendo
sujeito a uma complexidade, sincronicidade e controle de varios eventos e

componentes celulares. Este processo é dividido em iniciacdo, alongamento,
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terminacéo e reciclagem dos ribossomos (ACKER e LORSCH, 2008, SONENBERG
e HINNEBUSCH, 2009). Enquanto as fases de alongamento e terminacdo da
traducéo envolvem a atuacdo de um numero limitado de fatores de traducéo, a etapa
da iniciacdo em eucariotos € um evento complexo que requer a cooperacdo de
diversas proteinas, resultando em mais de 25 polipeptideos, denominadas fatores de
iniciacdo eucaridticos ou elFs, do inglés, eukaryotic Initiation Factors (ANDAYA et
al., 2014; SHARMA et al., 2016).

A sintese proteica envolve varias etapas da regulacdo na traducdo génica, e
este processo € imprescindivel para o controle tanto da quantidade, quanto da
natureza dos produtos sintetizados. Dentre 0s passos extremamente importantes, 0
recrutamento da subunidade ribossomal para o0 mMRNA prepara o inicio da traducéo
que segue na diregdo 5'— 3' a partir do start cédon (AUG) (VON DER HAAR et al.,
2004). Este recrutamento, e sua regulacdo, depende do complexo de iniciagao
elF4F, crucial para a viabilidade celular (LEARY et al., 2013).

2.3.1 Complexo elF4F

Diante de todos os fatores relacionados com a iniciagdo da traducdo, o
complexo elF4F se destaca por ser um dos principais responsaveis pela etapa de
reconhecimento do mRNA e por mediar sua associa¢cdo com ribossomos para dar
inicio a sintese proteica. A iniciacao da traducdo eucariética mediada pelo complexo
elF4F é dita como traducdo de mRNA cap-dependente. Este complexo se adequou
a diversas mudancas evolutivas de acordo com a necessidade de ligagdo ao cap do
MRNA, de forma que os integrantes deste complexo sdo bastante divergentes nos
eucariotos. O cap em todos 0s eucariotos serve de alvo para a regulacao génica, e
esta fungéo € semelhante nos tripanossomatideos (HO e LEE, 2016).

O papel fundamental do elF4F é fazer o reconhecimento da extremidade 5 do
MRNA fazendo a associacdo deste com a subunidade ribossomal 40S para a
formacdo do complexo 48S, (MARINTCHEV e WAGNER, 2004), atuando também
no rastreamento do cédon de iniciacdo da traducéo para dar inicio a sintese proteica
(JACKSON et al., 2010, HINNEBUSCH, 2014). O complexo é formado por trés
subunidades polipeptidicas (elF4A, elF4E e elF4G) e auxiliado pelos fatores elF4B,
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elF4H (em metazoarios apenas) e pela proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP de
Poly-A Binding Protein) (GEBAUER e HENTZE 2004)

O fator elF4E é uma proteina de interacdo com a extremidade 5 ,
especificamente com o cap, e por isso também é chamado de proteina de ligacdo ao
cap. JA a subunidade elF4A atua como RNA helicase dependente de ATP,
promovendo o desdobramento de estrutura secundéria do mRNA de forma a permitir
que a subunidade menor ribosomal alcance o start cédon, o AUG, ao final da regiao
5 néo traduzida do mRNA 5 UTR .Este desdobramento € auxiliado pelo elF4B que é
um fator multifuncional que estimula o elF4A. O elF4G é uma grande proteina que
age como ancora do complexo, com motivos de ligagdo ao elF4E, elF4A e a um
segundo complexo de iniciacdo da traducdo, o elF3. Este por sua vez esta
associado com a subunidade menor ribossomal, ou 40S. O complexo elF4F, via
subunidade elF4G, também interage com a PABP, na extremidade 3 do mRNA, o
que permite uma possivel circularizacdo do mRNA (GEBAUER e HENTZE 2004;
GINGRAS et al., 1999; JACKSON et al., 2010; PESTOVA et al., 2001, SONENBERG
e HINNEBUSCH, 2009) (Figura 7).

Figura 7- Esquematizac&o do complexo elF4F
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Fonte: Modificado de Andreou e Klostermeier (2013).

Nota: O complexo heterotrimérico elF4F é composto pelas subunidades elF4A (atividade helicase
auxiliada pela proteina elF4B), elF4G (proteina mantenedora do complexo que interage com elF4A) ,
elF4E, e com a proteina de ligacdo a cauda poliA (PABP) permitindo a circularizagdo do mRNA. A
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proteina elF4E se liga ao cap (m7G) dos mMRNAs na sua extremidade 5 Andreou e Klostermeier,
2013 . O elF4F faz o reconhecimento da extremidade 5 dos mMRNAs mediando a associacdo destes
com a subunidade ribossomal 40S e dando inicio a traducéo (Marintchev e Wagner, 2004).

2.3.2 elF4A

O elF4A, membro da familia das helicases conhecida como “DEAD-box”, atua
por meio do uso de ATP, desenrolando curtos segmentos de RNA duplex até o start
codon (AUG) do mRNA. Outras proteinas relacionadas participam de processos
envolvidos com a sintese, processamento de RNA, exportacdo e traducdo. A andlise
gendmica da maioria dos eucariotos revela a codificacdo para mais de uma forma do
elF4A (FERRAIUOLO et al., 2004, ANDREOU e KLOSTERMEIER, 2013).

Em tripanossomatideos as sequéncias codificantes de dois homélogos do
elF4A foram identificadas por meio de pesquisas com a ferramenta Blast
comparando-se o elF4A de humano com sequéncias de L. major. Estas andlises
serviram para identificar e nomear os homélogos, EIF4A1 e EIF4A2. Foi visto que o
EIF4A1l é mais abundante que o EIF4A2 e se liga a um homdlogo do elF4G
(EIF4AG3) em Leishmania (DHALIA et al., 2005).

Ao se utilizar o T. brucei como modelo, foi visto que o EIF4A1 tem localizac&o
citoplasmatica, enquanto EIF4A2 se localiza estritamente dentro do ndcleo. Ensaios
definiram conclusivamente que o EIF4A1 (ou EIF4AIl) esta envolvido na iniciacdo da
traducao (DHALIA et al., 2006).

2.3.3 elF4G

A subunidade elF4G atua como ancora do complexo elF4F apresentando
ligagdo com os outros fatores (AITKEN e LORSCH, 2012). O fator elF4G
desempenha um importante papel na iniciagdo da traduc¢ao por meio de sua ligacao
ao elFAE. Esta interacao tem sido bastante estudada, pois representa um importante
alvo de drogas que reprimem a traducgao (Gruner et al., 2016), e depende do motivo
de ligagcdo YXXXXL® onde X é qualquer aminoacido e ® qualquer aminoacido

hidrofébico). Este motivo, presente no elF4G, é responsavel pela ligacdo ao elF4E
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na sua superficie dorsal. Caso haja a substituicdo dos residuos Y ou L® ocorre o
impedimento da interacdo entre elF4E- elF4G (CARROLL e BORDEN 2013;
MADER et al., 1995).

O fator elF4G é uma proteina que interage tanto com elF4E quanto com a
PABP, o que faz com que esse fator consequentemente se ligue tanto a
extremidade 5 quanto a 3 do mRNA. Este fator possui uma funcéo essencial para a
formacdo do complexo elF4F, influenciando a eficacia da traducdo dos mRNAs por
meio de sua interacdo com a PABP, fundamental para a ligacdo ao complexo de
pré-iniciagcdo 43S na extremidade 5 do mRNA (PARK et al., 2004). O elF4G em
conjunto com a PABP e com o elF4E promovem entdo a estabilidade do mRNA para
permitir o inicio da traducdo (MARINTCHEV et al., 2009; VALASEK 2012; SMITH et
al., 2017).

Em relacdo ainda aos sitios de ligacdo presentes no fator elF4G, destacam-
se 0s sitios presente na regido N-terminal, que permitem a interacdo com a PABP e
com o elF4E. Na sua regido central ainda esta presente o dominio MIF4G, que por
sua vez consiste de varias repeticoes HEAT (MARCOTRIGIANO et al., 2001) tipicas
de todas as proteinas elF4G em eucariotos superiores (MARINTCHEV e WAGNER,
2005) e relacionado com a ligacdo ao elF4A, mRNA e elF3 (MARINTCHEV e
WAGNER, 2004).

Experimentos realizados in vitro mostraram que a afinidade do elF4E ao cap
tem um aumento de aproximadamente 10 vezes quando o mesmo esta ligado ao
fator elF4G (Haghighat et al., 1996). Isto estimula a traducao cap dependente, pois a
ligacdo do elF4G ao elF4E provoca mudancas conformacionais no elF4E que
influencia na sua afinidade pelo cap por meio da interagdo do segmento
compreendido entre os residuos 393 a 490 do elF4G com a extremidade N- terminal
do elF4E (GROSS et al., 2003; PESTOVA e HELLEN 2003).

Os tripanossomatideos codificam cinco homologos de EIF4G (EIF4GL1-5),
tanto em L. major quanto em T. brucei todos identificados pela presenca do dominio
MIF4G equivalente ao dominio central encontrado na proteina de mamiferos
(DHALIA et al., 2005; YOFFE et al., 2006; YOFFE et al., 2009). Cabe ressaltar que
os EIF4G3 e EIF4G4 foram os mais implicados no processo de traducdo (MOURA et
al., 2015; DE MELO NETO et al., 2016), enquanto que os homdlogos EIF4G1 e

EIFAG2 parecem esta relacionados a complexos proteicos ligados a homdlogos de
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EIF4E, mas que parecem néo ter papel central no processo de traducdo (FREIRE et
al., 2014a; FREIRE et al., 2014Db).

2.3.4 elF4E e seus homadlogos

O elF4E classico é uma proteina de aproximadamente 25kDa que se liga de
forma especifica ao cap e atua estimulando a traducdo cap dependente e
participando do recrutamento do mRNA por meio de sua ligacdo especifica com o
elF4G (RHOADS, 2009). A proteina elF4E é citoplasmatica e se dobra em uma
estrutura tridimensional encontrada apenas em células eucaribticas. A ligacdo do
elF4AE ao cap do mRNA permite o inicio da traducdo (GROSS et al., 2003;
NIEDZWIECKA et al., 2002).

A estrutura priméria do elF4E é extremamente conservada entre 0s
eucariotos, ressaltando seu importante papel para a célula. Sua estrutura terciaria foi
caracterizada em camundongo, em humano, em levedura e no trigo (MONZINGO et
al., 2007; TOMOO et al., 2002). Esta estrutura é constituida por oito folhas
antiparalelas e trés hélices no seu lado convexo. A ligacdo especifica ao cap ¢€ feita
por meio de dois residuos de triptofanos localizados no lado céncavo da proteina.
Em mamiferos, os dois residuos altamente conservados de triptofanos sé&o
encontrados nas posi¢coes 56 e 102, que empacotam a guanosina metilada do cap.
A ligacdo aos outros parceiros do complexo, como ao elF4G é feita por meio de
outro residuo conservado de triptofano no seu lado convexo, o W73 (VON DER
HAAR et al., 2004; RHOADS 2009; GOODFELLOW e ROBERTS, 2011), como pode
ser visto na Figura 8.

O elF4E também interage com outros parceiros funcionais como as 4E- BPs,
que sdo reguladoras da atividade do elF4E. O que permite esta ligacdo é a
presenca, na grande maioria dos parceiros do elF4E em eucariotos, da sequéncia
consenso YXXXXL® (NIEDZWIECKA et al., 2002; VON DER HAAR; VOLPON,
2006, BALL e MCCARTHY, 2000).
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Figura 8 - Estrutura tridimensional da proteina elF4E de camundongo

Fonte: Modificado de Goodfellow e Roberts (2011).

Nota: A imagem representa a estrutura do elF4E (azul), a estrutura cap (m7GDP) e o fator elF4G
(vermelho). Residuos de grande importancia para a ligacéo do elF4E ao cap sdo o W56 e W102 na
regido cbncava da proteina. O residuo W73 é importante para a ligacdo do elF4E ao elF4G na sua
parte convexa. Todos os residuos mencionados estdo apontados pelas setas na imagem.

A caracterizacdo dos homoélogos do elF4E em tripanossomatideos identificou
inicialmente quatro homologos da proteina (DHALIA et al., 2005; YOFFE et al.,
2006). Contudo, mais recentemente dois homélogos foram identificados (FREIRE et
al., 2014) totalizando seis homadlogos do elF4E em tripanossomatideos das espécies
de Leishmania e Trypanosoma. Estes homologos, em fungéo de suas caracteristicas
distintas, podem ser subdivididos em trés grupos (DHALIA et al., 2005; FREIRE et
al., 2014; FREIRE et al., 2011): o grupo 1 composto pelo EIF4E1 e EIF4E2, o grupo
2 por EIF4E3 e EIF4E4 e o grupo 3 composto pelos membros identificados mais
recentemente: EIF4E5 e EIF4E6. Esses homoélogos diferem quanto a capacidade de
ligacdo ao cap e a parceiros funcionais. Assim foi confirmado que os homdlogos
EIF4E1 e EIF4E4 interagem fortemente com o cap4 peculiar dos tripanossomatideos
(DHALIA et al., 2005; YOFFE et al., 2004), enquanto o EIF4E3 interage mais
fracamente e o EIF4E2 né&o interage com o cap4 (YOFFE et al., 2006).

O terceiro grupo de homologos de elF4E de tripanossomatideos, composto
pelos EIF4AES e EIF4E6, € o mais divergente em relacdo aos demais de elF4Es, pois
seus componentes estdo mais estritamente correlacionados entre si do que com

qualquer outro membro da familia elF4E, além de apresentarem menor homologia



38

de sequéncia. Tanto o EIF4E5 quanto o EIF4E6 sdo proteinas muito pequenas,
contendo menos que 200 aminoacidos. Ambas, entretanto, possuem diversos
residuos conservados em elF4Es de varias espécies e fundamentais para a funcéo
celular. Estes dois fatores foram formalmente descritos apenas em T. brucei
(FREIRE et al., 2014a; FREIRE et al., 2014b).

2.4 A PROTEINA EIF4E5 DE TRIPANOSSOMATIDEOS

Em L. major o EIF4ES5 é uma proteina de peso molecular de 23,9 kDa, tendo
os residuos de triptofano W33 e W156 equivalentes aos W56 e W166 de EIF4E de
humano que fazem parte da ligacdo ao cap. Em humano, o W102 no EIF4E é outro
residuo de ligacédo ao cap, que no EIF4E5 de L. major corresponde ao Y88, residuo
aromatico conservado. Ainda em L. major se encontra o W58 que em humano
equivale ao W73, residuo responsével pela ligacdo do EIF4G. O EIF4E5 de T. brucei
€ uma proteina de 21,9 kDa que possui os mesmos residuos de W conservados na
porcdo cbncova e convexa da proteina. As cargas positivas dos residuos nas
posi¢cdes requeridas contribuem com a ligacdo do EIF4E5 ao cap (FREIRE et al.,
2014a).

A modelagem do EIF4E5 revela que este apresenta estruturas tipicas de
homologos de elF4E para a interacdo ao cap. Esta interacédo foi de fato vista por
ensaios de fluorescéncia, utilizando-se quatro anélogos sintéticos do cap e o
homologo de T. brucei como modelo do estudo. Neste ensaio foi visto que o EIF4E5

: . 7
recombinante interage tanto com o m GTP quanto com cap4. Estudos de

imunofluorescéncia realizados em T. brucei indicam que tanto o EIF4E5 quanto o
EIF4E6 estdo presentes em todo o citoplasma (FREIRE et al., 2014a; Freire et al.,
2014b). Ensaios de RNAi em T. brucei indicaram que o EIF4E5S parece ndo ser um
fator necessario para a sintese proteica em células prociclicas. A sua deplec¢éo levou
a perda da motilidade celular, isso foi avaliado por meio de ensaios de sedimentacao
(FREIRE et al., 2014a). Outro estudo que também utilizou RNAi em T. brucei e
mostrou que ocorreu um crescimento anormal das células prociclicas apos a
deplecdo do EIF4E5 (ALSFORD et al.,, 2011). A delecéo dupla do gene do fator
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EIF4E5 em T. brucei ndo foi viavel, podendo indicar a essencialidade do mesmo
(FREIRE et al., 2014a; FREIRE et al., 2014b).

2.4.1 Parceiros funcionais do EIF4E5 de T. brucei

Ensaios de interacdo do EIF4E5 de T. brucei com os cinco homélogos do
elF4G mostrou uma especificidade de ligacdo do EIF4E5 com os EIF4G1 e EIF4G2,
com a interacédo do EIF4E5 com o EIF4G2 sendo mais intensa quando comparada
com a com o EIF4G1. Andlises de protebmica e espectrometria de massas também
mostraram a interacdo do EIF4ES5 ao EIF4G1 e ao EIF4G2 in vivo, formando assim
dois complexos em T. brucei: o EIF4E5-EIF4G1, e EIF4E5- EIF4AG2 e ainda
interacdes com outras proteinas hipotéticas associadas (FREIRE et al., 2014a).
Essas proteinas, denominadas de parceiros funcionais, foram inicialmente
classificadas de acordo com o peso molecular de cada uma, e mais recentemente
renomeadas em T. brucei de TbG1-IP, TbhG1-IP2 e TbhG2-IP, respectivamente
(FREIRE et al., 2014; revisado por FREIRE, STURM, CAMPBELL e DE MELO
NETO, 2017). Pouco se sabe a seu respeito, mas experimentos de ancoramento de
proteinas na regidao 3 nao traduzida de um mRNA reporter mostraram que a ThG2-
IP, além dos EIF4G1 e EIF4G2, age como ativadora da traducdo (ERBEN et al.,
2014; LUEONG et al., 2016).

Também foram identificadas nos complexos associados ao EIF4E5 as
proteinas 14-3-3 |, 14-3-3 Il. A proteina 14-3-3 e seus homologos atuam regulando
funcdes de proteinas-chave em diversas vias de sinalizacdo. Esse processo é
tipicamente mediado por um motivo de fosfotreonina ou fosfoserina presente na
proteina alvo que é reconhecido pela proteina 14-3-3. Os motivos de fosfotreonina e
fosfoserina se ligam a fatores de sinalizacdo e atuam na regulamentacdo de
interacdes proteina-proteina (FU, SUBRAMANIAN e MASTERS, 2000; OBSILOVA,
2014). As proteinas 14-3-3 estao envolvidas em varios processos celulares, como o
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (MHAWECH, 2005), ligacdo ao
RNA, processamento de proteinas, apoptose, ligacdo a proteinas nucleares e

citoesqueléticas (RUBIO et al., 2004; Benzinger et al., 2005). E ainda os efeitos
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intermediados pela ligagdo da 14-3-3 a proteina alvo levam a prote¢do contra
degradacdes proteoliticas (OBSILOVA et al., 2014; VAN HEUSDEN, 2005).

A TbG1-IP é uma proteina grande que contém dois dominios, o de
guaniltransferase e metiltransferase, esses dominios sdo encontrados em proteinas
que estdo implicadas na adicdo do cap e maturacdo do mRNA (GHOSH e LIMA,
2010). Ensaios de espectrometria de massas do complexo purificado de TbG1-IP
mostraram que TbEIF4ES5, TbEIF4G1 e TbG1-IP2 interagem na auséncia do
homologo 14-3-3 (FREIRE et al., 2014). Estudos com a TbG1-IP ndo comprovaram
a relacdo desta proteina com fatores de iniciacdo da traducdo enquanto que a
TbG1-IP2 estd relacionada com a interagdo ao RNA. Ensaios em levedura
demonstraram que a TbG1-IP se liga diretamente ao EIFAG1l e parece estar
relacionada com a ligacdo do EIF4E5 ao EIF4G1 (FREIRE et al., 2014).

Supostamente a auséncia de alguma das proteinas hipotéticas no complexo
TbEIF4AE5-TbEIF4G1-ThG1-IP-ThG1-IP2 pode de alguma forma implicar uma troca
dindmica entre complexos que abrigam a interacdo TbEIF4E5- TbEIF4G1l. O
primeiro complexo incluiria 0 TbG1-IP na auséncia do homélogo 14- 3-3, e o
segundo complexo poderia ter a proteina 14-3-3 substituindo ThG1-IP (FREIRE et

al., 2014), como pode ser analisado na representacdo esquematica da Figura 9.

Figura 9 - Esquema do complexo EIF4E5-EIF4AG1-G1-IP-GI-IP2

) Complexo EIF4E5-EIF4G1-G1-IP-G1-IP2 Complexo EIF4E5-EIF4G2-G1-IPG1-IP2-G2-IP

S em——
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Fonte: Modificado de Freire et al. (2017).
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Nota: O esquema apresentado mostra o complexo EIF4E5-EIF4G1-G1-IP-G1-IP2, semelhantes ao
complexo maior elF4F. O complexo do EIF4E5 é composto por sua interacdo com o EIF4G1, que por
sua vez se liga a proteina G1-IP que contém o dominio da guaniltransferase/metiltransferase e
também esta ligado a proteina G1-IP2, que é uma proteina de ligacdo ao RNA. O outro complexo é
composto pela interagdo do EIF4E5 a um outro homologo do elF4G, sendo o EIF4G2, que também
se liga a uma proteina hipotética denominada por Freire et al, 2017 de G2-IP (Freire. et al, 2017)

2.4.2 EIF4E5 de Leishmania

Em trabalhos prévios, o gene elF4E5 de Leishmania major foi subclonado em
vetores de expressdo, a fim de produzir a respectiva proteina recombinante por
expressao heter6loga em Escherichia coli. Esta proteina foi purificada e utilizada
para realizar ensaio de imunizagcdo em coelho e consequentemente producéo de
soro policlonal especifico anti-EIFAE5 (NASCIMENTO, 2012).

O presente trabalho fez uso destas ferramentas bioquimicas para, com a
geracdo de novas construgdes, melhor compreender o papel funcional do EIF4E5

em Leishmania infantum.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 EXPRESSAO HETEROLOGA E PURIFICACAO DE PROTEINA
RECOMBINANTE

A expressdo da proteina LIiEIF4ES5, fusionada ao tag GST ou ao tag de
histidinas foi realizada a partir da transformacao bacteriana de genes previamente
produzidos que codificam GST-LIEIF4E5 (fusdo com GST) e His-LIEIF4E5 (fusdo
com o tag de histidinas). As construcdes que codificam GST-LIEIFAE6 e His-
LIEIFAE6 serviram como controles negativos aos testes subsequentes. Estas
construcbes foram utilizadas para transformacdo em bactérias de expressdo, a
Rosetta™ DE3 Competent Cells — Novagen- Merck Millipore, e semeadas em placa
contendo LB (Luria Bertani) agar suplementado com 50 pg/mL e 10 pg/mL de
cloranfenicol.

Para a expressdo das proteinas, col6nias bacterianas individuais obtidas dos
eventos de transformacao foram utilizadas para realizar pré-indculos em 20 mL de
meio LB liquido suplementado com 50 pg/mL e 10 pg/mL de cloranfenicol. Esse
meio contendo as colbnias foi incubado por 16 horas sob agitagcdo em incubador de
agitacao orbital a 37 °C. No dia seguinte foi feito um inéculo com 20 mL de células
crescidas em 500 mL de meio LB liquido suplementado com 50 pg/mL de ampicilina.
As células continuaram em agitacdo a 37 °C. O crescimento celular foi monitorado
pela medida da Densidade Optica (OD) pelo espectrofotémetro WPA UV 1101
Biotech photometer utilizando comprimento de onda de 600nm. Ao atingir a OD de
aproximadamente 0,5, correspondente a fase logaritmica de crescimento bacteriano,
a temperatura do agitador orbital foi reduzida para 30 °C e adicionado ao meio,
contendo as células, IPTG 1M para uma concentracédo final de 0,21mM com o intuito
de promover a indugcdo de proteinas pelas bactérias. Esse processo de inducgéo
permaneceu por 4 horas sob agitacéo.

Para a purificacdo da proteina recombinante, a cultura bacteriana induzida
com IPTG foi transferida para tubo do tipo GSA para realizar o processo de
centrifugacéo a 10.000 g por 10 minutos em temperatura de 4 °C. Para as proteinas

contendo o tag de GST, os sedimentos celulares foram ent&o ressuspendidos em 20
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mL de PBS para a purificagdo com a resina de Glutationa Sepharose (GE
Biosciences). Ja para as proteinas contendo o tag de histidinas, a resuspencéao foi
em 20 mL de tampao de lise e equilibrio (NaH,PO4 100mM; Tris 10mM; Uréia 8M;
20mM Imidazol) para a purificagdo com resina de niquel Ni-NTA protein purification
system (Qiagen). Todas as células foram lisadas por ultrassonicacdo, com amplitude
50, aplicando 6 pulsos de 30 segundos, e com intervalo de 1 min entre cada pulso.
Posteriormente o processo de purificacdo seguiu os protocolos sugeridos pelos
fabricantes da resina Glutathione Sepharose 4B GST-tagged protein purification

resin (GE Healthcare Life Sciences, USA) e Ni- NTA protein purification system

(Qiagen).

3.2 PURIFICACAO DE ANTICORPO POR IMUNOADSORCAO

Os anticorpos foram purificados utilizando o0s soros policlonais
disponibilizados pelo laboratério (Nascimento JF, 2012) contra as proteinas
recombinantes His-LIEIF4ES, His-LIEIF4E6, GST-LIEIF4E5 e GST-LIEIF4E6. Para
analisar a eficacia dos anticorpos purificados foi necessario quantificar as proteinas
recombinantes para utilizar uma concentracédo de aproximadamente 150 ng/uL para
cada proteina. Essa concentracdo foi estimada por meio de quantificacdo por andlise
comparativa de uma curva padrdo de BSA (Bovine Serum Albumin), com diluicdes
seriadas de concentracdes conhecidas da proteina em tampdo de amostra para
SDS-PAGE, sendo: 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,250 pg/mL e 0,125 pug/mL. A
intensidade das bandas de BSA foi comparada com diluicées seriadas das proteinas
recombinantes, sendo 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4. Essas amostras foram submetidas a
eletroforese em gel SDS PAGE 15%.

A partir da quantificacéo foi possivel utilizar aproximadamente a concentracédo
de 150 ng/uL de His-LIEIF4ES5, His-LIEIF4E6. Entéo foi realizada a eletroforese em
gel de poliacrilamida 15% com a concentracdo desejada para cada proteina, e esse
gel foi transferido para uma membrana PVDF (Polivinil Fluorido Immobilon-P
Millipore®). Esta membrana foi corada com ponceau 0,2 %/ 1 % TCA, cortada em
pedacos pequenos e lavada trés vezes com PBS por 10 min. Em seguida, a

membrana foi bloqueada com leite desnatado 5% por 30 min a 4 °C. Apés a retirada
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da solucao de blogueio, a membrana foi lavada rapidamente com PBS e incubada
por dois dias com 1:1 de PBS e soro policlonal. Posteriormente, o material foi
centrifugado e os cortes da membrana foram lavados trés vezes com PBS e o
anticorpo foi eluido utilizando Glicina-HCI 100 mM pH 2,5, e entdo foi obtido os
anticorpos purificados.

Para testar a eficiéncia da purificacdo do anticorpo, foram realizados ensaio
de Western blot utilizando 30 ng das proteinas recombinantes e o anticorpo
purificado numa concentracdo de 1:500. Estes anticorpos serviam para teste de
quantificacdo da proteina LIEIF4AE5 enddgena em células de L. infantum e para

ensaios de imunofluorescéncia.

3.3 QUANTIFICACAO DA PROTEINA LIEIFAE5 ENDOGENA EM CELULAS DE L.

infantum.

Para estimar a quantificacdo da proteina endégena LIEIF4E5 em L. infantum
foi adotada uma estratégia na qual foi utilizada a quantificacdo da proteina
recombinante His-LIEIF4E5 fusionada ao tag de histidina em diluicbes seriadas de
1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5. A quantificacdo da proteina se deu por meio da comparacéo
da intensidade das bandas de diluicbes seriadas da proteina His- LIEIFAE5 com
diluicbes seriadas de curva padrdo de BSA, como descrito acima. A andlise da
intensidade das bandas se deu por meio do programa da camera digital, Kodak 1D
Image Analysis Software. Concentracdes de proteina recombinante de 20 ng/uL, 10
ng/uL, 5 ng/pL e 2,5 ng/uL foram utilizadas em eletroforese de gel SDS PAGE 15%
juntamente com extratos totais de L. infantum em concentracdes de: 2 x 10°, 1 x 107,
5 x 10° e 1,25 x 10°. O gel foi transferido para membrana de PVDF para realizar o
teste de reconhecimento proteico por meio de Western blot com o anticorpo anti-
LIEIF4AES purificado numa concentracdo de 1:500 e com anticorpo secundario anti-

IgG de coelho numa concentracdo de 1:3000.
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3.4 IMUNOFLUORESCENCIA

Para os ensaios de imunofluorescéncia, cerca de 2,5 x 10° parasitas
transfectados e selvagens foram fixados em paraformaldeido 3% e PBS por 10
minutos em temperatura ambiente. As células foram lavadas trés vezes com PBS
para retirar o excesso do fixador e posteriormente varios procedimentos foram
realizados para o preparo das laminulas para a visualizacdo no microscopio
confocal.

As laminulas utilizadas foram tratadas com poli-L-lisina por 30 minutos a
temperatura ambiente. As células foram centrifugadas e ressuspendidas em PBS 1X
e depois 0 excesso da poli-L-lisina foi retirado com papel filtro. As laminulas foram
recobertas com as células por 15 minutos em temperatura ambiente. O excesso de
células foi retirado com papel filtro e as laminulas foram distribuidas em um suporte
e lavadas trés vezes por 1 minuto com tampao de lavagem (Glicina;PBS). As células
foram entdo tratadas com tampé&o de permeabilizacdo (NP40 0,1%; Glicina 20mM) e
lavadas novamente com tampéo de lavagem. Em seguida foi feito o bloqueio com
tampao especifico (Glicina; PBS; BSA 1%). Ap6és o bloqueio, as laminulas foram
incubadas com o anticorpo purificado anti-EIF4E5 na concentracao final de 1:500 em
PBS por 45 minutos em estufa a 37 °C. Em seguida, as laminulas foram lavadas trés
vezes com tampao de lavagem e incubadas por 45 minutos em estufa a 37 °C com o
anticorpo anti-lgG de coelho, ALEXA anti-rabbit, que foi diluido em tampéo de
incubacédo (PBS; Glicina; anticorpo), para ficar com uma concentracao final de 1:800.
A partir desta etapa o procedimento foi realizado sem luz direta.

Para visualizacao, as laminulas foram colocadas sobre laminas com 1 gota do
corante DAPI e seladas com esmalte até secarem. A leitura das laminas foi feita em
microscopio confocal utilizando 405 nm para o DAPI e 488 nm para o ALEXA, tanto
0 405 nm quanto o 488 nm referem-se ao comprimento de onda maxima de

excitacdo e maxima e emissao.
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3.5 CONSTRUGCAO DOS GENES MUTANTES DO elF4E5

Para a obtencédo do gene elF4E5 com seus variantes mutantes foi realizado
um esquema de duas reagbes em cadeia da polimerase (PCR) consecutivas, que
permitem alterar os provaveis motivos de ligagdo do fator EIF4AE5 aos sitios
requeridos para a ligacdo a parceiros funcionais. A primeira reacédo fez uso de um
oligonucleotideo iniciador (primer) que contém a mutagdo a ser inserida em conjunto
com um primer de uma das extremidades do gene. O produto resultante desta
reagdo, parte do gene do elF4E5 com a mutagdo de interesse, foi purificado e
utilizado como um primer extendido, denominado megaprimer. O megaprimer foi
utilizado numa segunda PCR juntamente com um outro primer que corresponde a
segunda extremidade do gene, obtendo assim o gene completo com a mutacéo de
interesse, como detalhado a seguir.

Os primers utilizados estédo listados no quadro 1, os mesmos foram

sintetizados pela Midland Certified Reagent Company Inc. of Midland, Texas.

Quadro 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a obtencdo das linhagens mutantes

Primer Sentido Sequéncia (5' - 3')
LIEIFAE5-BamHI F | Foward GGATCCATGTCGGCCACGCACGCACT
LIEIF4E5-HindIll R | Reverse AAGCTTATCCTTCATCATCGGCGGCG

LiIEIFAE5wa45A Reverse | GAGTTCATTGTAGACGCGAGCTCTTCTACCGA
LIEIFAESw53A Reverse [TCTACCGACGTAATCGCGTCGAGCTTCTGAGT

Fonte: O autor (2018).

Legenda: O prefixo Li se refere a espécie de Leishmania infantum. As bases em negrito
correspondem aos sitios de restricdo para as enzimas BamHI (GGATCC) e Hindlll (AAGCTT); as
sublinhadas sinalizam os codons de iniciagdo da tradugdo (ATG) e de parada (CAT).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando os seguintes reagentes: 0,02
U/ml da enzima Phusion® HighFidelity DNA Polymerase, com seu tamp&ao
Phusion®GC, 0,5 mM de MgCl,, 3% de DMSO e 0,2 mM de dNTPs, para uma

reacao final de 20 pL. Esta reacgao foi realizada em triplicata para obtencdo de um
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volume total de 60 pL. A Figura 10 esquematiza o processo de mutagao pontual
realizado com duas reagdes de PCRs consecutivas para o gene elF4ES5.

12 PCR: O primer reverse contendo a mutacdo a ser inserida foi utilizado
juntamente com o primer forward wt da extremidade 5 do gene com a finalidade de
amplificar parte do gene até o ponto que contém a mutacéo. Esta PCR foi submetida
a eletroforese em gel de agarose 0,8 %, corado com Syber® Safe (Invitrogen) e
visualizadas em transiluminador. A banda do fragmento foi purificada utilizando
“GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” GE Healthcare, Sigma-Aldrich,
Gillingham, UK) seguindo as recomendacdes do fabricante com a finalidade de
purificar o produto gerado, denominado megaprimer.

22 PCR: O megaprimer obtido na 12 reagdo de PCR foi utilizado como primer
forward e o primer reverse wt foi anelado a extremidade 3 do gene. O produto desta
PCR foi a amplificacédo do gene completo com a mutagdo pontual na sequéncia de
interesse. Esta PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8 %, corado
com Syber® Safe e visualizada em transiluminador. A banda do fragmento foi

purificada e subsequentemente usada para clonagem génica.

Figura 10 - Esquema das reacdes de PCR para obtenc&o dos genes mutantes

13pcR ) Primer Forward wt

FP

rimer Reverse mutante

\4

)  \legaprimer

Gene mutante completo

Fonte: O autor (2018).
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Nota: Para a obtencdo dos genes mutantes sao necessarias duas PCRs: a 12 PCR utiliza o primer
forward wt até atingir a regido que contém a mutacéo desejada e o primer reverse mutante para obter
0 gene amplificado até a regido desejada, o fragmento € o megaprimer. Na 22 PCR o megaprimer é
utilizado como primer forward e o primer reverse é o wt, isto permite que na 22 PCR o gene seja todo
amplificado contendo a mutacdo na regido de interesse.

3.6 CLONAGEM NO VETOR pGEM®-T EASY.

Depois de obtidos e purificados, os amplicons provenientes da PCR de
mutagénese foram tratados com a enzima Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) com o intuito de adicionar adeninas as extremidades livres (1,0
uL de Taq polimerase; 1,0 uL de dATP 10 nmol; 1,0 pL de MgSOQy, 2,0 uL de tampéao
10x da Taqg polimerase; 5 L do DNA purificado). A reacéo foi incubada por 30
minutos a 74 °C em termociclador. Subsequentemente os DNAs foram quantificados
pelo equipamento NanoDrop (Thermo Scientific) e posteriormente foi realizado o
procedimento de ligacdo dos insertos ao plasmideo pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega, Madison, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

Os produtos da ligacdo foram utilizados para a transformacéo por choque
térmico em células quimiocompetentes de Escherichia coli (One Shot ™ TOP 10
Chemically Competent E. coli, Invitrogen), utilizando 5uL da reacdo da ligacao
juntamente com 50 pL das células de E. coli que foram incubadas no gelo por 30
minutos e depois em banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Em seguida houve o
preparo de placas contendo meio LB agar suplementado com 100ug/mL de
ampicilina, e com o intuito de identificar os clones contendo o DNA recombinante, foi
adicionado 10 pL de IPTG 1M e 20 pL de X-gal 50mg/mL, uma vez que as colbnias
formadas por células que ndo conttm o DNA recombinante aparecem com
coloracdo azul, enquanto as recombinantes aparecem com coloracdo branca. As
células transformadas foram semeadas nestas placas e posteriormente foram
incubadas em estufa a 37 °C por aproximadamente 16 horas.

Para a extracdo do DNA das coldnias brancas, as mesmas foram inoculadas
em meio LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina e incubadas em agitador
orbital a 37 °C por aproximadamente 16 horas. Em seguida foi realizada a
minipreparacao plasmidial utilizando o protocolo de lise alcalina (Sambrook e

Russell, 2001). Para confirmar a clonagem génica, os plasmideos foram digeridos
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com a enzima de restricdo EcoRI-High Fidelity (New England Biolabs), e a analise
dos fragmentos foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% em
TBE 0,5x (Tris 0,089M, Acido Boérico 0,089M e EDTA 0,002M), a visualizag&o foi
possivel sob luz ultravioleta do transiluminador e permitiu a comparacdo dos
fragmentos obtidos com o marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder).

As clonagens também foram confirmadas pelo Sequenciador Automatico de
DNA Applied Biosystems-Hitashi utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems®) disponivel no NPT (Nucleo de Pesquisa

Tecnoldgicas) do Instituto Aggeu Magalhées.

3.7 SUBCLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSAO pSP-BT1-Y-Neo-alfa-HA.

ApoOs a confirmacgdo da integridade das sequéncias, os plasmideos contendo
0s genes clonados em pGEM®-T Easy passaram por processo de digestao
enzimatica com as enzimas BamHIl e Hindlll. Os fragmentos liberados foram
purificados e ligados ao plasmideo de expressédo epissomal pSP-BT1-Y- Neo-alfa,
também digerido com as enzimas BamHI e Hindlll. O plasmideo pSP- BT1-Y-Neo-
alfa contém o gene de resisténcia a neomicina, usado como marca de selecao, e
uma sequéncia que codifica para o peptideo HA (do inglés, Human influenza
hemagglutinin) inserido a downstream do sitio de restricdo Hindlll (Figura 11).

Tanto o inserto de interesse quanto o plasmideo de superexpressao foram
purificados com o “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” GE Healthcare,
Sigma-Aldrich, Gillingham, UK) e quantificados por NanoDrop para que a ligacdo dos
fragmentos fosse realizada em proporcfes especificas. A ligacdo dos fragmentos
obtidos foi realizada por meio da enzima T4 DNA Ligase (400,000 U/mL) (New
England Biolabs) 0,5 pL, com o seu tampéao (10x) e agua. A reacao permaneceu em

temperatura ambiente por aproximadamente 16 horas.
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Figura 11 - Esquema do plasmideo pSP-BT1-Y-Neo-alfa
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Fonte: Modficado de Padmanabhan et al. (2012).

Nota: O plasmideo pSP-BT1-Y-Neo-alfa trata-se de uma modificacdo do plasmideo pSP72, no qual
foi inserido a ORF BT1 contendo o gene de resisténcia a Neomicina. Neste estudo, a sequéncia que
codifica para o peptideo HA foi inserido logo ap0s o sitio de restrigdo Hindlll.

Posteriormente as ligacdes passaram por processo de transformacdo em
célula quimiocompetente de E. coli Topl0 seguido de extracdo plasmidial pelo kit
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma- Aldrich) conforme orientagcbes do
fabricante. Para a confirmacdo da subclonagem foi realizada digestdo enziméatica

com as enzimas BamHI e Hindlll e posteriormente sequenciamento para analisar a
integridade das sequéncias.

3.8 CULTIVO DE PARASITAS E TRANSFECCAO

A manutencao das formas promastigotas de Leishmania infantum foi realizada
em meio Schneider's insect medium-Sigma (pH 7,2 adicionado de 1% de penicilina

e estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,2% de hemina).
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As células foram mantidas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 26 °C e o
monitoramento do seu crescimento, morfologia e motilidade foi realizado por meio de
contagem diaria em camara de Neubauer durante o ciclo de vida do parasita (em
meédia cinco dias). Repasses sucessivos foram realizados com parasitas em fase
exponencial com o intuito de manter as células em crescimento adequado para a
realizagédo dos experimentos.

As células selvagens de L. infantum, bem como as células single knock-out
(sem uma copia do gene elF4E5), jA estavam em cultivo pelo grupo de pesquisa
proponente. As ceélulas em sua forma promastigota foram utilizadas para a
transfeccdo. Aproximadamente 2,5 x 102 de células promastigotas de L. infantum em
fase exponencial foram centrifugadas a 1000 g por 5 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em 1 mL de tampdo HEPES-NaCl (21mM HEPES pH 7,05; 137 mM
NaCl; 5 mM KCI; 0,7 mM Na,HPO4; 6mM glicose) e depois submetido novamente a
centrifugacdo em 1000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 400 pL do tampdo HEPES-NaCl e em seguida
transferido para cuvetas de eletroporacdo de 0,2 mm, contendo o DNA plasmidial
das construcBes obtidas anteriormente (gene de interesse com o plasmideo de
expressédo pSP-BT1-Y-Neo-alfa-HA), cada DNA estava com uma concentracdo de 1
a 2 ug. O controle negativo consistiu da cuveta sem o DNA, ou seja, SO as células
selvagens, w.t. (do inglés wild type). As cuvetas contendo as células foram
introduzidas no gelo por 15 minutos e depois submetidas a eletroporacdo pelo
aparelho (BioRad Gene Pulser Il), com 1 pulso elétrico de 450 V e capacitancia de
500 uF (microFarads). Este procedimento permite a entrada da construgdo em
algumas células em suspensao.

ApoOs o pulso elétrico, o material foi transferido para garrafa de cultura celular
contendo meio de cultura Schneider pH 7,2 e depois as células foram incubadas a
26 °C em BOD. Apos 24 horas, foi feita a pré-selecdo, com a adicdo do antibiético
neomicina (G418) (Sigma-Aldrich), numa concentracdo de 40 pg/mL, com o intuito
de selecionar as células portadoras da construcdo. As culturas foram entdo
incubadas em BOD a 26 °C e apos 24 horas foi realizada a sele¢cdo. Nesta etapa, 1
mL da cultura foi transferida para nova garrafa contendo 9 mL de meio Schneider e
adicionado o antibiético neomicina com a concentracdo de 80 pg/mL. Esta cultura foi
acompanhada por cerca de 10 a 15 dias até as células selecionadas atingirem uma

concentracdo adequada para um repasse celular.
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3.9 PREPARACAO DE EXTRATOS TOTAIS E CURVAS DE CRESCIMENTO

Com as células de L. infantum transfectadas mantidas em meio Schneider de
pH 7,2, foi esperado que as mesmas atingissem a fase estacionaria. Entdo essas
células com uma diluico inicial de 10° células/mL foram repassadas para o meio de
cultura Schneider de pH 7,2, contendo 80 pug/mL de neomicina. A contagem das
células foi realizada em camara de Neubauer diariamente até atingir a morte celular
para avaliar o crescimento e morfologia celular. As culturas foram monitoradas e
aliquotas de 2 x 10’ de células foram retiradas e centrifugadas por 5 min & 1000 g,
em seguida foram ressuspendidas em tampdo de amostra para gel SDS-PAGE
(10% SDS, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 50% de glicerol, azul de bromofenol, 50 pL/mL de 2
mercaptoetanol) para uma concentracdo final de 2 x 10° cél/uL e lisadas por 5
minutos em banho seco/termobloco a 100 °C e posteriormente armazenadas em
Deep Freeze a -80 °C. Os extratos celulares serviram para avaliar a expressao das
proteinas mutadas utilizando o anticorpo anti-HA, e também o anticorpo anti-EIF4A1,
servindo como um controle de carga, uma vez que a proteina EIF4Al é
constitutivamente expressa em L. infantum.

Os extratos celulares provenientes das curvas de crescimento de L. infantum
wt, LISKOES5+pSPE5HA, LISKOE5+pSPESys3a, LISKOES+pSPESw4sa € contendo
uma concentracéo de 2 x 10° para cada célula foram submetidos & eletroforese gel
SDS-PAGE 15%. O gel foi transferido para membrana de PVDF e posteriormente a
membrana foi incubada com leite desnatado a 5% por 1 hora. Apos esse processo
foi utilizado para o primeiro Western blot o anticorpo comercial anti-HA (Sigma-
Aldrich) com uma diluicdo de 1: 3000 em leite 5% com TBS-Tween 20 (20 mM Tris,
500 mM NaCl, Tween 20 0,05%, pH 7,5). Ao se passar uma hora foram realizadas
lavagens sucessivas com TBS-Tween 20 (20 mM Tris, 500 mM NaCl, Tween 20
0,05%, pH 7,5) e a membrana contendo o anticorpo anti-HA foi incubada com o
segundo anticorpo (anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase), numa
diluicdo de 1:3000 e incubada por uma hora, seguida de novas lavagens com TBS-
Tween 20 (20 mM Tris, 500 mM NaCl, Tween 20 0,05%, pH 7,5). A membrana foi
entdo incubada em uma solugcdo quimioluminescente contendo luminol a 1,2 mM
diluido em solucédo 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 a 0,03%. Apds secagem
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em papel filtro, a membrana foi exposta a filme autorradiogréfico e revelada em
solucdo Dektol 1:2 (Kodak®) até saturacao, por cerca de 3 a 5 minutos. A reacao foi
interrompida com acido acético, por 1 minuto e fixada em solucdo fixadora por 2
minutos. Depois do resultado obtido a mesma membrana foi novamente utilizada,
dessa vez utilizando o anti-EIF4A1 como anticorpo primério, € como anticorpo
secundério foi utilizado o anti IgG de coelho conjugado com peroxidase, as etapas
de preparo do Western blot foram as mesmas descritas acima.

3.10 DELECAO E COMPLEMENTACAO GENICA

Para a geracado de linhagens desprovidas de duas cépias (double knock- out)
do gene elF4E5, foram utilizados cassetes de dele¢do génica construidos em um
trabalho anterior. Esses cassetes foram construidos seguindo o protocolo rapido e
simplificado de knock-out descrito por Derbise e colaboradores (2003), que utiliza
pares de primers especificos para amplificar cerca de 500 pb das regides 3 e 5
UTR que flanqueiam os genes alvo a serem silenciados. Foram amplificados
também genes de resisténcia aos antibidticos higromicina e puromicina.
Posteriormente, foram realizadas reacbes de PCR de fusdo com as regides
flanqueadoras e o gene de resisténcia aos antibidticos a fim de obter o cassete de
silenciamento contento as duas regides flanqueadoras do gene alvo fusionadas a
um dos dois genes de resisténcia aos antibiéticos higromicina e puromicina (Lima
GB, 2016).

Para os experimentos de complementacdo, ap0s o primeiro evento de
delecdo génica as células foram transfectadas com plasmideos que permitem a
superexpressao de LIEIF4E5 selvagem e mutantes seguidos do segundo evento de
delegdo. Células viaveis s6 sédo recuperadas em condigdes onde a proteina mutante
superexpressa é capaz de substituir a auséncia da proteina nativa.

A linhagem LiISKOE5+pSPESHA e seus variantes mutantes foram cultivadas
em garrafa de cultura celular contendo meio Schneider pH 7,2 e depois as células
foram incubadas a 26 °C e utilizadas para transfeccdo com as construcdes dos

cassetes de delecdo génica. Isso se deu com o intuito de avaliar se as linhagens dos
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genes ligados ao plasmideo de superexpressdo pSP-BT1-Y- Neo-alfa sao

suficientes para manter a célula viavel.

3.11 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Para analisar o Contraste por Interferéncia Diferencial (DIC) por microscopia
confocal, as células promastigotas de L. infantum wt, servindo como controle
negativo, e as células LISKOE5+pSPESHA, LIEIF4AES5ys3a € LIEIFAESwssa €M fase
exponencial de crescimento foram centrifugadas a 1000 g por 10 minutos e
ressuspendidas em 300 pL de meio Schneider puro (sem soro fetal bovino e sem
hemina) e em 200 pL de paraformaldeido a 3% e entdo mantidas a 4 °C até a leitura
no dia seguinte.

Antes da visualizac&o por microscopia confocal, as células foram lavadas trés
vezes em PBS e depois ressuspendidas em 200 pL de PBS. Cerca de 20 pL dessa
ressuspensao foi colocada sobre uma placa para microscopia de 35 mm de diametro
e a visualizagao foi realizada no microscépio confocal modelo SPIl da LEICA e as

imagens foram processadas no Leica Confocal software.

3.12 LISE CELULAR POR CAVITACAO EM CILINDRO DE ALTA PRESSAO

As linhagens utilizadas para os lisados celulares foram: LISKOE5+pSPESHA,
LISKOE5+pSPE5ys3a, LISKOES5+pSPE5wssa € L. infantum  wt nativa néo
transfectada, que serviu como controle negativo. Estas linhagens foram inicialmente
expandidas para uma concentracao de 1 x 10%/mL em 40 mL de meio Schneider. O
processo de lise se deu por cavitagao utilizando o cilindro de alta presséo. Para isso,
as culturas de células expandidas passaram por centrifugacdo a 1000 g por 5
minutos, o0s sobrenadantes obtidos foram descartados e o0s sedimentos
ressuspendidos em 1 mL de PBS adicionado de inibidor de protease EasyPack®
(Roche) e transferidos para tubos de microcentrifuga. As amostras foram

centrifugadas novamente por 17.000 g por 5 minutos em centrifuga refrigerada a 4
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°C, os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos ressuspendidos em 550
pL de tampéo de lise (200 mM HEPES KOH pH 7,4, 75 mM de acetato de potéssio,
4 mM acetato de magnésio, 2 mM DTT) com inibidor de protease. Em seguida o0s
sedimentos ressuspendidos passaram pelo procedimento de cavitacdo utilizando
cilindro de alta pressédo, sendo a pressdo atmosférica utilizada de 70 atm, essa
pressdo permaneceu no compartimento por 45 minutos, esse tempo permite a
estabilizacdo da pressdo. Em seguida a pressao foi liberada e o lisado foi coletado
em tubo cénico, levando a um rompimento celular brando. As células lisadas foram
em seguida transferidas para tubos de microcentrifuga e centrifugadas por 17.000 g
por 10 minutos. O sobrenadante adquirido de cada linhagem celular se refere ao
lisado contendo a fracé@o solavel que foram aliquotados para testes por Western blot
com o uso do anticorpo primario anti-HA (Sigma) numa concentracao de 1:3000 e do
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo na concentracdo 1:3000. O Teste de
Western blot permitiu analisar o reconhecimento das proteinas que contém o tag de
HA e com a confirmacdo desse experimento foi possivel realizar o experimento de

imunoprecipitacao.

3.13 IMUNOPRECIPITACAO E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Apos confirmado por Western blot a presenca das proteinas nos lisados
celulares, as mesmas foram imunoprecipitadas com o anticorpo comercial anti-HA
por meio do uso de 40 pL do anticorpo monoclonal anti-HA agarose® (Sigma). Para
tal fim, procedeu-se a lavagem desta resina com PBS adicionado de inibidor de
protease EasyPack® (Roche). Ao todo foram realizadas cinco lavagens e
posteriormente a resina foi incubada com 100 pL dos lisados por 2 horas a 4 °C.
Apés este processo, houve a separacdo do lisado da resina, que foi denominado
lisado depletado (LD), e a resina foi lavada quatro vezes com PBS adicionado de
inibidor de protease para remocao das ligacdes inespecificas. As proteinas retidas
na resina foram eluidas por meio da adicdo de tampao de amostra para gel SDS-
PAGE. Tanto o procedimento de preparagdo do lisado celular quanto o de

imunoprecipitacdo foram realizados em duplicata.



56

As proteinas co-imunoprecipitadas (IP), o LD e o lisado total foram
fracionados em gel SDS-PAGE 15%, e analisadas por Western-blot com anticorpo
monoclonal anti-HA (Sigma®) numa concentracdo de 1:3000 e com anticorpo
secundario o anti IgG de camundongo numa concentracdo de 1:3000. Apds a
confirmacédo da co-imunoprecipitacdo por Western blot as amostras das IPs foram
fracionadas em novo gel SDS-PAGE 15%, mas a corrida foi interrompida quando as
amostras entraram na malha de poliacrilamida mais concentrada do gel. O gel foi
entdo corado com azul de Comassie Blue 250-R (staining) e depois descorado
durante a noite com a solucao descorante (metanol, acido acético e agua destilada).

O conjunto de proteinas foi entdo excisado do gel e enviado em tubos de
microcentrifuga com agua destilada para a subunidade RPTO2H - Espectrometria de
Massas - PR no Instituto Carlos Chagas da Rede de Plataformas Tecnologicas/
Fiocruz que realiza a analise protedmica baseada em nano cromatografia liquida
acoplada a ionizacéo eletrospray e espectrometria de massas sequencial (nanoLC-
ESI-MS/MS), utilizando o espectrometro de massas LTQ Orbitrap XL ETD (Thermo
Scientific). Essa tecnologia atinge uma acuracia de massa abaixo de uma parte por
milhdo (ppm), tanto na determinacdo da massa de peptideos (MS), quanto no
sequenciamento dos mesmos (MS/MS). O espectro de massas permite registrar a
intensidade, abundancia e razdo da massa sobre a carga dos peptideos ou
fragmentos das amostras proteicas (Hassell et al., 2011). O alto poder de resolugéo
desse equipamento faz com que os dados obtidos sejam de alta qualidade e
confiabilidade, reduzindo a presenca de falsos positivos nas analises.

Apbs os dados brutos resultantes do espectrdometro de massas, foi calculado
por meio do Microsoft excel a razdo da intensidade de massa da amostra teste
(provenientes das imunoprecipitacdes dos lisados das células transfectadas) pela
amostra controle (lisado da célula L. infantum selvagem). Posteriormente foi
calculado o Log na base 2 para saber o quéo intensa € a abundancia dos peptidios
em relagdo ao controle negativo. Entdo foi organizada uma lista com os peptidios
mais abundantes, do maior para o menor, e foi adotado um score do Log,, que
nesse estudo foi considerado Log, = ou > 2. Diante desses dados foram analisadas
as identidades dos peptidios por meio dos numeros de aceso presente no banco de
dados de tripanosomatideos, TritrypDB database.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA EFICIENCIA DE ANTICORPOS PURIFICADOS UTILIZANDO
PROTEINAS RECOMBINANTES

Em etapa que antecede a realizagdo deste trabalho, foi produzido soro
policlonal especifico contra a proteina LIEIF4AE5 (Nascimento, 2012). Para iniciar
este trabalho, entdo, este soro foi testado quanto a sua capacidade de
reconhecimento de proteinas recombinantes produzidas por expressdo em
Escherichia coli e fusionadas tanto com tag de poli-histidinas quanto com a proteina
Glutationa S-Transferase ou GST (expressas pelos plasmideos LIEIF4E5/pET21a e
LIEIFAES/pGEX-4T3, respectivamente - Figura 12). Foram utilizados anticorpos anti-
EIF4E5 purificados a partir dos soros policlonais com as préprias proteinas
recombinantes, de forma a aumentar a sua especificidade de reconhecimento. Para
testar a eficiéncia e especificidade destes anticorpos anti- EIF4E5, foram também
utilizadas as mesmas proteinas recombinantes e como controle negativo proteinas
recombinantes do fator EIF4E6. Os anticorpos purificados foram testados e a sua
especificidade comprovada uma vez que s6 reconhecem a proteina LIEIF4E5 e néo
a LIEIF4E6 (Figura 13).

Figura 12 - Imagem das proteinas recombinantes purificadas
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Fonte: O autor (2018).

Nota: Géis de SDS PAGE corado com Comassie Blue. Na ordem as amostras das etapas de
purificagdo com resina de glutationa sefarose para LIEIF4AE5/pGEX-4T3 com tag de GST e a
amostras das etapas de purificagdo com resina de niquel, para a proteina LIEIF4AE5/pET21a com tag
de histidina. Os tamanhos correspondem aos preditos, uma vez que em LIEIF4E5/pGEX-4T3 o tag de
GST possui 26,6 kDa, ficando a proteina LIEIF4E5 com tamanho de aproximadamente 48kDa, ja que
a mesma sem o tag tem aproximadamente 22kDa. Na sequéncia tem a proteina LIEIF4E5/pET21a
com tag de histidina que possui 6 kDa, ficando a proteina LIEIF4E5 com aproximadamente 28kDa.

Figura 13 - Imagem do teste dos anticorpos purificados
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Fonte: O autor (2018).

Nota: Na ordem as amostras utilizadas para o ensaio por Western blot sdo: Extrato total de L.
infantum, proteinas: LIEIFAE5/pGEX-4T3, LIEIFAE5/pET21a, LIEIFAE6/pGEX-4T3 e
LIEIFAE6/pET21a. O resultado mostra a especificidade dos anticorpos purificados para as proteinas
purificadas LIEIF4ES5. Foi utilizado 30 ng de cada proteina recombinante e 1:500 de cada anticorpo
purificado.

Os anticorpos testados se mostraram entdo de qualidade suficiente para se
tentar avaliar a expressdo endoégena de LIEIF4E5 em células de L. infantum, bem
como também para ensaios de imunofluorescéncia para determinacdo da localizacéo

subcelular da proteina, como descrito a seguir.

4.2 QUANTIFICACAO DE LIiEIF4E5 EM L. infantum

Para avaliar a expressdo da proteina EIF4E5 end6gena e mensurar a sua

concentracdo em formas promastigotas de L. infantum foi necesséario quantificar a
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proteina recombinante com o tag de histidina (Figura 14). Com a quantificacdo
precisa da proteina teriamos condi¢bes de avaliar melhor a capacidade do soro
disponivel de detectar a presenca da proteina endégena em lisados de L. infantum.
Para essa quantificacdo foram realizadas diluicbes seriadas do EIF4ES
recombinante e comparada com diluicbes seriadas de concentracdo conhecida da
proteina BSA, como mostrado na Figura 14.

Figura 14 - Quantificacdo da proteina recombinate LiEIF4E5
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Fonte: O autor (2018).

Nota: Gel de SDSPAGE corado com Comassie Blue. A imagem mostra as diluicdes seriadas da
proteina LIEIF4ES5 e sua comparacao com a curva seriada de BSA em concentra¢des conhecidas em
gel de poliacrilamida corado com azul de comassie. M, representa o marcador de peso molecular,
mostrando o tamanho estimado para a proteina LIEIF4ES5.

Diante da analise realizada pela camera digital, Kodak 1D Image Analysis
Software foi utilizado o ponto 1:2 da proteina recombinante e comparado com o
ponto de 2 pg/mL de BSA. O valor obtido de proteina recombinate, foi transformado
para nanograma, tendo uma concentracdo de 335,2 ng/uL. Diante desse valor foi
utilizado 10, 5, 2,5 e 1,25 ng/pL de proteina recombinante e 2 x 10, 1 x 10’, 5 x 10°
e 1,25 x 10° de extrato total de L. infantum para analisar o reconhecimento do anti-
LIEIF4AES por ensaio de Western blot (Figura 15).
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Figura 15 - Quantificacdo da proteina enddgena LIiEIF4ES de L. infantum
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Fonte: O autor (2018).

Nota: A imagem mostra o resultado de um Westerb blot contendo véarias concentragdes de extratos
totais de L. infantum e varias concentracdes da proteina recombinante LIEIFAE5/pET21a testada com
0 anticorpo anti- LIEIF4E5. O marcador de peso molecular indica o tamanho correto da proteina
recombinante de aproximadamente 28 kDa (sendo: 22kDa da proteina com 6 kDa a mais da cauda de
histidina).

De acordo com o resultado mostrado na figura, ndo houve o reconhecimento
da proteina no extrato total de L. infantum e as bandas presentes nos extratos totais
sdo inespecificas. Este resultado indica que a proteina enddgena esta em

guantidade insuficiente para ser reconhecida pelo anticorpo anti-LIEIF4ES5, ou seja,

e 7
em concentragdes inferiores a 0,5 ng por 10" células.

4.3 LOCALIZACAO SUBCELULAR DA PROTEINA LIiEIF4E5

Apesar do resultado negativo no Western-blot, o experimento de
imunofluorescéncia permitiu a visualizacao por microscopia confocal da expresséo e
localizacdo celular do LIEIFAE5 em células promastigotas de L. infantum, em sua
fase exponencial de crescimento. Para este experimento como controle negativo
foram utilizadas células promastigotas de L. infantum, em sua fase exponencial,
avaliadas sem a presenca do anticorpo primario anti-EIF4E5 (Figura 16).
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Figura 16 - Imagens de L. infantum em microscopia confocal
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Fonte: O autor (2018).

Nota: A imagem apresenta células de Leishmania infantum coradas com DAPI (A). O negativo refere-
se as células de L. infantum sem fazer uso de anticorpo anti-LIEIF4E5 (B), servindo como controle
negativo. O DIC (Contraste de Interferéncia Diferencial) € a transmissdo da célula pelo micriscépio
confocal (C). Por fim, o MERGE+DIC (D) € a transmisséo das células com a sobreposi¢do de A, B e
C.

As células de L. infantum foram entdo incubadas com o anticorpo anti-
EIF4E5 para analisar a localizagdo subcelular da proteina LIEIF4ES5. Depois as
células foram incubadas com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488. As células

também foram coradas com DAPI a fim de identificar o nucleo celular (Figura 17).
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Figura 17 - Localizacéo subcelular da LIEIF4E5S
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Fonte: O autor (2018).

Nota: A imagem apresenta células de Leishmania infantum coradas com DAPI (A). O LIEIF4E5 o
refere-se as células de L. infantum incubadas com anticorpo anti-LIEIF4E5 (B). O DIC (Contraste de
Interferéncia Diferencial) é a transmissao da célula selvagem pelo micriscopio confocal (C). Por fim, o
MERGE+DIC (D) é a transmissado das células com a sobreposicdo de A, B e C.

Foi visto que a localizacdo subcelular da LIEIF4E5 é citoplasmatica. A
proteina LIEIF4E5 € abundante em toda fracdo citoplasmatica. Estes resultados
foram comparados com o controle negativo, ou seja, com a Ldi wt sem

superexpressao da proteina em estudo.
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4.4 OBTENCAO DE LINHAGENS MUTANTES DE SUPEREXPRESSORES DA
PROTEINA EIF4E5

Devido ao pouco reconhecimento da proteina EIF4AE5 enddgena pelo
anticorpo produzido e como uma nova estratégia para caracteriza-la em L. infantum
optou-se por trabalhar com a proteina superexpressa fusionada a um epitopo
sintético, no caso o HA. Antes, genes mutados foram construidos buscando
modificar o motivo de ligacao do EIF4ES5 a seus parceiros homologos de elF4G. Isso
foi possivel por meio da mutacdo sitio dirigida de residuos de aminoacidos
aromaticos localizados dentro da regido provavelmente envolvida na interacdo com
estes parceiros. O primeiro residuo selecionado para mutagénese foi o W53 do
EIFAE5 que € equivalente ao residuo W73 do elF4E de humanos envolvido na
interacdo com seu parceiro elF4G. O segundo residuo mutado se trata de um
aminoacido de natureza idéntica ao selecionado para a primeira mutagénese e
posicionado préximo ao mesmo, porém que a principio ndo deveriam estar

envolvidos na interacdo com homoélogos de elF4G (W45). Os genes mutados
LIEIF4E5w53a, LIEIFAES5wW45a, foram construidos com base em alinhamentos de

sequéncias existentes dos EIF4ES5 de vérias espécies como mostrado na Figura 18.
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Figura 18 - Andlise comparativa de sequéncias de EIF4ES5 de diferentes espécies de Leishmania e
Trypanosoma
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Fonte: O autor (2018).
Nota: Alinhamento realizado por ClustalW com base na matriz BLOSUM 62 com os aminoacidos idénticos em
mais de 60% das sequéncias destacados em preto, enquanto os aminoacidos definidos como semelhantes em
mais de 60% das seqiéncias, sdo mostrados em cinza. O simbolo * define a posi¢cdo dos oito residuos de
triptofano caracteristicos do elF4E de metazoarios. V¥ indica a posi¢do de residuos de triptofano que podem esta
implicados na ligacao ao cap que mostraram interagir com o RNA, enquanto que ¢ destaca a posigédo do residuo
W73 de humano envolvido na ligacdo a homologos de elF4G e o simbolo # indica aminoacidos carregados
positivamente e que também contribuem para a ligagdo ao cap. Os aminoacidos selecionados para a
mutagénese estdo indicados pela cor vermelha. Potenciais sitios de fosforilagdo por enzimas do tipo cdk na
extremidade C-terminal do EIF4E5 de Leishmania estéo indicados em azul.

4.4.1 Amplificacdo das sequéncias de interesse

KEKKKKCK

KDKEKPSVSG
KEKKK-31

KDKKVLAAST
KDKKVLAAST
KDKKVLTAST
KDKKVLTAST

®

8 oFW
EYI OEW
» OFW
awnsv&uv
BN ITSWALW
IWWIT LW
UWITSVIOLW

Duas reacfes de PCRs foram realizadas que apresentaram fragmentos de

tamanhos especificos para os genes mutantes. Na 12 PCR, que gerou os fragmentos

denominados megaprimers os tamanhos obtidos foram de aproximadamente 149 pb

para 0 megaprimer com mutacdo do LIEIFAE5 na posicdo W53 e 173 pb para o

megaprimer com mutagado na posi¢cao W45. Posteriormente, ao se utilizar o produto

da 12 PCR, megaprimer, juntamente com primer reverso da proteina selvagem foi

possivel a obtencdo do gene completo com cada mutacéo desejada. O gene elF4E5

possui aproximadamente 645 pb, como observado na Figura 19.
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Figura 19 - Gel de agarose resultante de corrida eletroforética dos fragmentos da
12PCR e 22 PCR
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Fonte: O autor (2018).

Nota: A) o gel mostra o resultado da 12 PCR resultante da mutagéo LIEIFAESys53a, e LIEIFAESw45A,
com 0s respectivos tamanhos. A figura mostra o tamanho do marcador de peso molecular utilizado
para comparacdo com os fragmentos denominados megaprimers. B) O gel mostra o resultado da 22
PCR fazendo uso dos fragmentos da 12 PCR e obtendo os genes completos com as devidas
mutacdes.

Os fragmentos obtidos na 22 PCR foram purificados permitindo a obtencao
dos fragmentos especificos dos produtos de mutagénese e a remocao de possiveis
contaminantes. Os produtos purificados serviram paraclonagem no vetor pGEM®-T

Easy Vector Systems (Promega, Madison, USA).

4.4.2 Clonagem em vetor pGEM T-easy

A clonagem dos genes LIEIF4E5ys3a € LIEIF4ESy 454 NO vetor pPGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega, Madison, USA) foi confirmada inicialmente por digestao
enzimatica usando a enzima EcoRI High Fidelity, uma vez que este plasmideo
possui sitios de EcoRI High Fidelity, que flanqueiam a regido onde o gene foi
inserido. A digestdo liberou fragmentos dos genes nos tamanhos esperados. A

segunda confirmacdo da clonagem se deu por meio do sequenciamento dos genes
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obtidos com o intuito de identificar os residuos mutados. A analise das sequéncias
foi realizada por meio do programa DNAstar - Software for Molecular Biology,

comprovando a integridade das sequéncias e suas mutacdes nos sitios desejados.

4.4.3 Subclonagem no vetor de superexpressao pSP-BT1-Y-Neo-alfa

Apoés a confirmacédo da clonagem no vetor pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega, Madison, USA), os produtos foram subclonados no vetor pSP-BT1-Y-
Neo-alfa que permite a superexpressdo das proteinas com o epitopo HA. A
subclonagem foi confirmada por digestdo enziméatica com BamHI e Hindlll, como

pode ser visto na Figura 20 que representa a obtencdo das seguintes construcdes:
pSP-BT1-Y-Neo-alfa/LIEIFAE5ws3a € pSP-BT1Y-Neo- alfa/LIEIF4ES5w454, na qual o

plasmideo tem aproximadamente 7000 pb. A integridade das construcbes geradas
também foi confirmada por meio de analises dos resultados obtidos pelo

sequenciamento de DNA.

Figura 20 - Gel de agarose confirmando a subclonagem em plasmideo pSP-BT1Y-Neo-alfa
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Fonte: O autor (2018).

Nota: A imagem mostra a confirmacdo da subclonagem dos genes de interesse no vetor de
superexpressao pSP-BT1-Y-Neo-alfa por meio de digestdo enzimatica com as enzimas BamHI e
Hindlll dos vetores previamente extraidos, apresentando os tamanhos esperados observados de
acordo com o marcador de peso molecular.
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4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS FUSIONADAS AO TAG HA E
CURVAS DE CRESCIMENTO

O plasmideo pSP-BT1Y-Neo-alfa permite a expressdo constitutiva das
proteinas em uma intensidade maior. Entdo foram feitas transfeccdes com essas
construcbes para avaliar a expressdo dessas proteinas em L. infantum. Extratos
proteicos das células transfectadas utilizando as constru¢cdes obtidas, bem como
com plasmideos contendo o gene elF4E5 selvagem, foram fracionados em gel SDS-
PAGE. A superexpressao foi testada por Western blot com o uso do anticorpo anti-
HA (Sigma), que confirmou a superexpressao da proteina de interesse, no tamanho
de aproximadamente 22 kDa como predito por andlise de bioinformatica, como visto

na Figura 21.

Figura 21 - Western blot confirmando a superexpressao de LIEIF4E5 em L. infantum
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Fonte: O autor (2018).

Nota: Confirmacgdo da expresséo das proteinas de linhagens transgénicas obtidas apos a transfeccéo
em células de L. infantum, onde LIEIF4E5+E5SHA significa transfeccdo da linhagem selvagem com o
gene que superexpressa a proteina EIF4AE5 selvagem. As células intituladas de LiSKOE5+ESHA,

LiISKOE5w45a € LISKOES5ws53a sao resultantes de transfecgbes em células com uma Unica copia
endogena do gene E5, ou seja, Single Knockout (SKO) com os mesmos construtos génicos utilizados
nas transfec¢cdes da linhagem selvagem. As proteinas expressas apresentaram o tamanho de
aproximadamente 22kDa.

Foram realizadas curvas de crescimento dessas células que superexpressam
o EIF4ES5. Essas curvas foram analisadas por Western blot utilizando o anticorpo
anti-HA, e também um anticorpo de controle de carga, o anti-EIF4A1, como pode ser

visto na Figura 22.
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Figura 22 - Western blot confirmando a expressado das proteinas em curvas de crescimento
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Fonte: O autor (2018).

Nota: As imagens mostram a expressao do controle de carga o EIF4A1 durante todo ciclo de vida
de Leishmania infantum (A). A curva do LIES+E5HA também mostra a expresséo constitutiva do
EIF4A1, bem como a superexpressdo do LIiEIF4ES5 fusionado ao tag de HA (B), o mesmo ocorre

com as curvas do LiISKOE5yys3a (C) e do LISKOESw4sa (D).

Os resultados revelam que tanto a proteina selvagem superexpressando o
LIEIFAE5, quanto as proteinas mutadas sdo expressas por toda a fase de
crescimento da forma promastigota de L. infantum. De acordo com os resultados
utilizando o anticorpo anti-EIF4A1 foi visto uma padronizacdo da expressdo génica
durante esta curva. Nao foi possivel realizar testes que pudessem esclarecer porque
o Western blot utilizando o anticorpo anti-HA revelou um padrdo de duas bandas
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vistas no filme autorradiografico exposto, mas € possivel que a banda de maior

tamanho seja indicativa de fosforilagdo do EIF4ES5.

4.6 DELECAO GENICA

As células com delecéo dupla (Double knockout), ou seja, sem as duas copias
do gene elF4E5, mas com a complementacédo do gene elF4E5 superexpresso com
plasmideo pSP-BT1-Y-Neo-alfa-HA n&o sobreviveram. Entdo uma estratégia de
diminuicdo progressiva da concentracdo do antibiético puromicina foi adotada, pois
este antibidtico € usado normalmente em uma concentracdo muito alta o que
poderia ser toxico para a célula. Mesmo diante disso, as células ndo resistiram. O
gue pode indicar que a copia do gene elF4E5 com o plasmideo pSP-BT1-Y-Neo-

alfa-HA ndo é suficiente para manter as células vivas.

4.7 ANALISE MORFOLOGICA CELULAR POR MICROSCOPIA CONFOCAL

A fim de avaliar alguma possivel alteracdo morfolégica em células
superexpressando a proteina LIEIF4ES5 foi realizado um procedimento que permitiu
avaliar apenas a imagem celular por meio do microscopio confocal. Nao foi usado
nenhum tipo de corante para esta técnica. As células analisadas no microscopio
confocal apresentaram em Ldi wt aspecto alongado e fusiforme, tipico de células
promastigotas em sua fase exponencial. Ja& as células LIES+E5HA e
LISKOE5+E5HA, onde ha a superexpressdo da proteina LIEIF4ES, apresentaram

um efeito fenotipico diferente, também foi vista essa alteragdo em células com as

linhagens mutantes: LISKOES5+E5\y53a € LISKOE5+E5w45a (Figura 23).



Figura 23 - Morfologia Celular analisada por Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC)
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L. infantum selvagem L. infantum (SKOEIF4E5+E5HA)

-

Fonte: O autor (2018).

Nota: A figura apresenta as imagens analisadas por luz transmitida. A célula representada como
Ldi wt indica a célula selvagem, sem nenhuma modificacdo genética. LISKOEIF45+E5HA indica a
célula superexpressando a proteina EIF4E5, ou seja, a célula Ldi wt transfectada com uma
construcdo génica que permite a superexpressdo da proteina EIF4E5. As células LISKOES5+ES5y4sa
e LISKOES+E5ys3a referem-se as células sem uma das copias endégenas, mas que contém uma
construcdo génica com mutacdo nos sitios requeridos de interacdo do EIF4E5 a parceiros
funcionais.
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4.8 ANALISE DA EXTRACAO PROTEICA DOS LISADOS CELULARES E
IMUNOPRECIPITACAO

A confirmacdo da superexpressédo do EIF4E5 selvagem e mutantes permitiu
também a preparacao de lisados celulares pelo método de cavitagdo por cilindro de
alta pressdo e desta forma a obtencdo da proteina superexpressa em condicdes
fisiolégicas em maior quantidade. Os lisados apresentaram resultados satisfatorios

confirmando a extracdo proteica das linhagens celulares LiISKOES5+E5HA,
LISKOES5\53a € LISKOESw45A.

Por sua vez, este resultado serviu para a continuidade dos experimentos,
onde foi realizada a imunoprecipitagédo (IP) com a finalidade de avaliar a interagéo
de subunidades do complexo elF4F a proteina EIF4E5, bem como de possiveis
parceiros funcionais adicionais, a fim de melhor caracteriza-la. As amostras deste
ensaio foram analisadas por Western blot e o resultado demonstrou que as
proteinas detectadas no imunoprecipitado apresentaram os tamanhos esperados de
aproximadamente 22 kDa para a proteina EIF4E5. As bandas inespecificas com
cerca de 66 kDa e 30 kDa pertencem as cadeias do IgG que sdo reconhecidas pelo
anti-lgG de camundongo. Assim, os resultados confirmam a presenca da proteina e
com isso a eficacia do procedimento da imunoprecipitacdo como visto na Figura 24.

E possivel identificar o reconhecimento das bandas de IgG no controle
negativo, que se refere a IP realizada em células lisadas de L. infantum selvagem.
Ja o lisado depletado de todas as imunoprecipitacdes nao apresentou bandas,
indicando que a totalidade das proteinas com o HA ficou aderida a resina de
agarose.
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Figura 24 - Imagem dos lisados celulares e imunoprecipitacao

LISKOES+ESHA LiISKOESWS3A LiISKOESW45A

( L BB 4 Kk . 1
CNLTLDIPLTLD IPLT LD IP CP

b . \-‘é— o~

CN= Controle Negativo
LT= Lisado Total

LD= Lisado depletado

IP= Imunoprecipitagao

CP= Controle Positivo

Fonte: O autor (2018).

Nota: Na imagem é visto o CN (Controle Negativo) representado pela IP realizada pelo lisado total de
Leishmania infantum wt, em seguida o LT (Lisado Total), LD (Lisado Depletado) e IP
(Imunoprecipitagéo) da célula LiISKOE5+E5HA, seguida de LiSKOES5ws3a € LiISKOES5wassa
respectivamente. O CP (Controle Positivo), se refere a um extrato total de LISKOE5+E5HA. As setas
em vermelho indicam bandas que correspondem ao anticorpo anti-lgG, reconhecidas pelo anti IgG de
camundongo, ja as setas em amarelo ndicam a imunoprecipita¢éo.

Novas reacdes de IP foram realizadas (imagens ndo apresentadas) com o
intuito de envia-las para a analise por espectrometria de massas, a fim de analisar a
possivel interacdo destes fatores de estudo a possiveis parceiros funcionais do
complexo elF4F, como os EIF4G1 e EIF4G2, uma vez que foi visto no EIF4ES de T.

brucei que existe uma interacdo entre esses fatores (Freire et al., 2014).

4.9 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Serdo descritos os dados da espectrometria de massas tidos como mais
relevantes para processos bioldgicos de L. infantum. Estes dados estdo resumidos
na Tabela 1 e levam em conta apenas as proteinas co-precipitadas com o EIF4E5 e
substancialmente enriquecidas em relacdo ao extrato celular utilizado como controle

negativo nos experimentos de imunoprecipitacao.
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Foi visto que a proteina LIEIF4E5 foi a mais abundante dentre todos os
peptideos identificados, confirmando assim sua integridade apos os processos de
lise celular e imunoprecipitagéo. Foi visto ainda que a proteina LIEIFAES apresenta

co-imunoprecipitacdo com apenas um homodlogo de elF4G (EIF4G1), visto tanto na

proteina selvagem, LIEIF4AE5+E5HA, como em ambos os mutantes LIEIFAES5ws53a €

LIEIFAESw45a. Entdo mesmo havendo a mutacdo do triptofano responsavel pela

ligagdo entre homdlogos de elF4E e elF4G, W53, esta mutagcdo néo foi suficiente
para abolir essa interacdo. Este resultado sugere que outros residuos de
aminoacidos também precisem ser mutados para um desligamento completo.

Os dados também revelaram que o EIF4E5 (LIEIFAE5+E5HA) e sua verséo
mutada no triptofano implicado na ligacdo a homoélogos de elF4G (LIEIF4E5ws53a)

interagem com proteinas ja descritas como parceiras do EIF4E5, como os ortélogos
de L. infantum das proteinas nomeadas de G1-IP e GI-IPIl (Freire ER et al., 2017).
Da mesma forma foram observas interacdes com ortologos das proteinas 14-3-3 | e
14-3-3 1, sendo que no caso da segunda esta interacdo ndo foi observada em T.
brucei. Chama a atencdo que nenhuma dessas interacdes foram vistas na versdo do
EIFAE5 (LIEIF4E5+E5HA) mutada no segundo residuo de triptofano testado

(LIEIF4E5wW45a), mesmo em presenca do EIFAG1. Estes resultados foram bastante

importantes, pois revelaram de forma inédita em L. infantum, proteinas que parecem
fazer parte de um subcomplexo proteico que a principio interage com o EIF4E5 via
EIF4G1. Como essa interacao nao foi vista na versao do EIF4E5 (LIEIFAE5+E5HA)
mutada no W45, isso pode indicar que esse sitio mutado € importante para a
manutencgao da interacao das G1-IP, G1-IP2, 14- 3-3 | e 14-3-3 Il com o EIF4G1 ou
entdo estas proteina interagem diretamente com o EIF4E5.

Os resultados de espectrometria de massas revelaram outras proteinas
potencialmente parceiras do EIFAE5 e com possiveis implicagbes biologicas. Seis
proteinas foram identificadas co-precipitando com a proteina selvagem e ambos os
mutantes e enriquecidas em relagdo ao controle negativo. Destas, contudo, duas
séo proteinas de localizagcdo nuclear (histonas) e outras duas séo proteinas que por
sua funcdo biolégica conhecida e por comumente serem encontradas em
experimentos de espectrometria de massas dificilmente devem ter uma associagao

real com o EF4E5 (Fosfoglicerato quinase e DNAJ). Outras duas proteinas merecem
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ser melhor investigadas e sdo a “Proteina de transporte vesicular’” e o “Fator de
ribosilagdo do ADP”. Mais relevante ainda foi a identificacdo de sete outras proteinas
qgue se ligam apenas ao EIF4E5 selvagem e a proteina mutada no triptofano W53 e
estdo ausentes do mutante W45, com comportamento idéntico aos parceiros
conhecidos do EIF4ES5. Destas algumas também podem ser de ligagdo inespecifica
uma vez que sua funcdo ou localizagdo subcelular ndo é compativel com a
associacdo a este fator de traducdo. Entretanto ao menos duas proteinas
identificadas, duas quinases, a “Quinase 2 repressora de diferenciacdo” e a
“Quinase dependende de Ciclina cdc2-CRK3”, podem ter algum papel fisioldgico real
tendo em vista que estas proteinas ndo sdo comumente identificadas em
experimentos de co-precipitacdo. Como o0 EIF4E5 superexpresso apresenta
comportamento indicativo de fosforilacdo, se liga a proteinas normalmente parceiras
de fosfoproteinas (14-3-3 | e 14-3-3 |l) e apresenta sitios potenciais de fosforilacdo
por quinases do tipo CRK na sua extremidade C-terminal, estas quinases podem ter
algum papel direto regulando a atividade do EIF4E5.

Outras proteinas associadas as trés construcdes do EIF4AE5 podem ser
observadas no Quadro 2, mas em sua grande maioria ndo parecem ter impacto
funcional claro ou real. Os resultados obtidos, contudo, contribuem de forma
significativa para o conhecimento da fungcéo desta proteina e devem ser alvo de

novos estudos futuros.



Quadro 2 - Proteinas co-imunoprecipitadas com o EIF4E5 em L. infantum
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LIEIFAES5+ES5HA LIEIFAESws3a LIEIFAESwa4sa
dent TriTrypDB Log, IR Média Log, IR Média Log, IR Média
entidade D do Lo do Lo 1°Exp | 2° Exp do
19Exp | 29Exp 92| 10Exp | 20Exp 92 Log.
>2 >2 -
Ort6logos conhecidos do complexo EIF4E5-EIF4G1
EIF4E5 LinJ.36.0650 | 10,30 9,65 9,98 10,10 9,83 9,96 8,41 6,80 7,60
EIF4G1 LinJ.15.0060 2,81 2,83 2,82 3,10 2,40 2,75 3,16 1,11 2,13
G1-IP MRNA 3,47 4,03 3,75 4,00 3,87 3,93 | s s | s
cap N7-guanina | Linj.11.0590
metiltransferase
G1-IP2 Proteina 4,24 4,0 4,12 3,81 4,30 4,05 | -mmmmmeeee s | o
de ligacdo ao | Linj.25.0290
RNA
14-3-3 | LinJ.36.3360 3,59 3,43 3,51 3,73 1,48 I s Pl M—
14-3-3 I LinJ.11.0350 2,09 2,21 2,15 2,51 1,78 N s Pl Mt—
Proteinas co-precipitadas em todas as condi¢cdes

Proteina de
transporte
vesicular Linj.27.0920 3,88 3,91 3,89 4,78 3,55 4,16 4,97 3,22 4,09
(Homologo
CDC48)
Fator de
ribosilacdo  do | Linj.30.2380 3,67 3,17 3,42 3,95 3,65 3,8 1,94 2,74 2,34
ADP
Fosfoglicerato |\ .5 59 0110 | 2,82 2,25 2,53 3,13 1,82 2,47 4,62 1,90 3,26
guinase C
Proteina DnaJ Linj.21.0550 2,51 1,85 2,18 2,42 1,62 2,02 2,57 2,09 2,33
Histona H2B Linj.19.0040 2,08 2,11 2,09 2,61 1,90 2,25 6,56 4,58 5,57
Histona H4 Linj.06.0010 1,77 2,38 2,07 3,33 3,21 3,27 5,67 5,57 5,62
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Proteinas co-precipitadas em duas condicdes

Quinase 2
repressora de
diferenciacéo

Linj.31.3070

3,87

3,96

3,91

3,85

3,55

3,70

Cinesina 13-6

Linj.35.4770

4,36

2,97

3,66

4,31

2,97

3,64

Quinase
dependende de
Ciclina cdc2-
CRK3

Linj.36.0600

2,85

1,50

2,17

2,73

1,27

2,00

RuvB-like DNA
helicase

Linj.34.2440

2,01

2,40

2,20

2,38

1,93

2,15

Proteina de
Choque Térmico
DNAJ

Linj.22.0009

2,49

2,31

2,40

2,89

1,98

2,43

Proteina de
resisténcia ao
antiménio de
56kDa

Linj.34.0210

1,44

2,66

2,05

3,59

4,27

3,93

Proteina
nucleolar de
ligacdo ao RNA

Linj.15.1430

2,30

2,70

Histona H2A

Linj.21.1170

Proteina
hipotética

Linj.11.0710

1,29

3,11

Proteinas co-precipitadas em uma condicao

Proteina Pumilio
10

Linj.11.0470

2,91

2,65

2,78

Fosfoglicerato
guinase

Linj.20.0110

2,82

2,25

2,53

Subunidade

regulatoria da

Linj.34.2680
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proteina quinase
Proteina
Putativa - de | | i 34 2060 | wemmemmemmee | cemememee | acomeemeeee- 1,90 | 2,64 | 227 | oo oo |
ligacdo a G-
actina
Histona H4 Linj.15.0010 | ----mmmmmmme | oo | oo 2,54 1,76 215 | ] e |
E.mte,'“.a TN e 7257 (o [, U — 1,29 3,11 737 3 [ U —
ipotética
PABP2 T TR TS o 1 e e s [ m— 3,49 1,14 2,31
PrOte'“""?P“m"'o I Rc IR T: < ) [N (R DU DN DU P 281 | 1,54 2,17
Cinesina C TR T e e Tl I M H— 5,20 4,08 4,64
ATP sintase
Proteina Pl |\ i 59 2940 | cememcmenn | ccememecmee | cemcmeeene | oo | cememeeenes | e 402 | 3,73 3,87
subunidade
gama
Chaperonina -
HSPG0/CNPEO Linj.30.2830 | ---------m-= | m=mmmmmmemmn | mmmmmmeo s | oo | e | e 4,23 2,04 3,13
ATP
fosfoenolpiruvato | Linj.27.1710 | ----=-====== | =m=mmmmmmmmm | mmmmmmmmmmen | oo | e | e 2,52 3,36 2,94
carboxiguinasa
Ciclofilina 2 TR R O I I P Eel H M R— 2,42 2,95 2,68
ATP sintase
subunidade beta | Linj.25.1210 | -----m=m=m== | =m=mmmmmemon | mmmemememems | mmmmmoes | oo | e 7,39 2,05 4,72
mitocondrial
Piruvato
desidrogenase -
subunidade beta Linj.25.1790 | -------m-m-= | =mmmmmmmmn | mmmmmmen | oo | e | e 5,84 1,89 3,86
El
Ubiquinol-
citocromo C | Linj.35.0110 | -------mm-mo | =mmmmmmmemen | mmmmmmeen | oo | e | s 5,41 1,22 3,31
redutase
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subunidade
14kD

Piruvato Fosfato
Diquinase

Linj.11.1000

4,68

1,87

3,27

Fatty acida

elongase

LinJ.14.0670

4,03

1,07

2,55

Proteina Heat
10kDa

Linj.26.0590

3,46

2,86

3,16

Metilcrotonoil-3 -
CoA carboxilase
subunidade beta

Linj.11.0600

3,44

1,43

2,43

Tirosina
Fosfatase

Linj.05.0280

3,31

1,54

2,42

Membrana
glicossomal

Linj.28.2430

3,28

1,42

2,35

Cadeia longa
fatty acida CoA
ligase

Linj.01.0510

3,21

1,05

2,13

Chaperonina
HSP60
mitocondrial
precursora

Linj.36.2140

3,13

1,19

2,16

Desidrogenase
de cadeia curta

Linj.34.0010

2,94

1,19

2,06

Proteina de
ligacdo a GTP-
Rab1l

Linj.27.0620

1,34

2,71

2,05

Proteina de
haste
paraflagelar rod
1D

Linj.29.1880

5,50

1,34

3,42

Proteina

Linj.16.1510

4,80

1,55

3,17
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paraflagelar

Proteina 16 A€ |\ i 50 1450 | cemememmee | cemmememmee | ccmmemmeeme | comeemeemee | cemeemeemee | coeemenmeee 368 | 206 | 287
Paralisia flagelar

o e Lij. 25,1680 | <wcmeememm | eeemeemeeee | eemeemmeeme | eemmeemeemm | eemeemmeee | —emeemeemme 268 | 491 | 379
|p0tet|ca

E.mte,'r!a LiNj.08.1010 | —wcmmmmmmmee | mommmmememe | mmoememeome | emememene | oo | e 563 | 4,06 4.84
|p0tet|ca

E.mte,'n.a T3 2001 0} [ U BSOS [ USSR 159 | 373 2 66
ipotética

Trotena LiNj.26.1960 | <ememmemee | wcemmemmemen | eemememeen | eememeemeece | comemeemone | oo 627 | 25 438
ipotética

Fonte: O autor (2018).

Nota: Quadro com os principais dados da espectrometria de massas, na qual é vista a identidade das proteinas co-imuprecipitadas com o EIF4E5 com
base no nimero de acesso disponivel no banco de dados TriTrypDB ID; 1° Exp e 2° Exp, referem-se aos experimentos realizados em duplicata. Para
saber a rela¢do da abundancia de peptideos da amostra de interesse, é calculada a raz@o entre a amostra teste (células transfectadas LIEIFAE5+ESHA,
LIEIFAES5W53 e LIEIFAE5WA45A) e a amostra controle (célula de L. infantum selvagem sem esta transfectada), posteriormente é calculado o Logs IR, que
permite a analise da relacdo da intensidade entre os extratos derivados de células que expressam EIF4E5 dividido pela intensidade observada para os

extratos das células controle.
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5 DISCUSSAO

Os tripanossomatideos por serem responsaveis por doencas negligenciadas
de impacto mundial e por apresentarem peculiaridades em sua biologia molecular
vém sendo alvo de diversos estudos que visam uma maior compreensdo dos
mecanismos adotados para sua expressao génica. A iniciacdo da traducdo, que
consiste no momento primordial para a sintese proteica, é regulada por um conjunto
de fatores de iniciacdo da traducdo eucariotico, denominado elFs (eukaryotic
Initiation Factors). O complexo elF4F, composto por diversas subunidades,
representa 0 quao complexa €é a iniciacdo da sintese proteica em
tripanossomatideos e o quanto os fatores presentes no complexo elF4F assumem
Varios papéis cruciais para esta etapa, fundamental para a sintese proteica, e com
isso para o funcionamento celular. Entdo tentar compreender um pouco mais dessa
magquinaria proteica é necessario, pois os resultados poderdo contribuir com a
caracterizagdo funcional de um homologo da proteina elF4E, o EIF4E5, que ainda
nao foi descrito formalmente em Leishmania.

A regulacao pés transcricional exerce um papel fundamental na expressao de
genes eucaribéticos. O passo necessario para regular a producdo de proteinas é
durante a traducdo do mRNA, que por sua vez € controlada por diversos fatores de
iniciagdo da tradugdo (Min et al., 2017). O fator elF4E, tem um papel muito
importante na ligacdo ao cap dos mRNAs, Ihe conferindo uma maior estabilidade e
proporcionando 0 seu recrutamento para a montagem do complexo de iniciacdo da
traducao dos tripanossomatideos (Yoffe et al., 2004). A andlise in vitro da ligacdo do
cap4 ao elF4E de Leishmania indica o importante papel desta interagdo no
mecanismo da traducdo (Lewdorowicz et al.,, 2004). Experimentos demonstraram
gue a proteina EIF4E5 em T. brucei é citosolica e se liga ao cap in vitro (Freire et al.,
2014).

No presente estudo foi visto por imunofluorescéncia que a localizagdo
subcelular da proteina EIF4E5 estd presente em toda fracdo citoplasmatica da
célula. Este resultado corroborou com o estudo de Nascimento, 2012 onde foi visto
gue o fator TbEIF4E5-YFP (EIF4ES de T. brucei) apresentou-se predominantemente
no citoplasma celular e uma pequena fragéo nuclear.

No entanto, ndo foi possivel estimar por Western blot a quantidade de

proteina LIEIFAE5 expressa endogenamente em L. infantum, pois ndo houve o
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reconhecimento pelo o anticorpo purificado anti-LIEIF4E5 da proteina endogena. O
reconhecimento foi visto apenas na proteina recombinante. Isso ndo se deu devido a
ineficiéncia do anticorpo purificado, uma vez que o mesmo foi capaz de reconhecer
a proteina recombinante em concentragcdes baixas.

Os extratos celulares L. infantum continham uma grande concentracdo de
células, e mesmo assim nao foi possivel a deteccédo do LIEIF4E5S. Sugerindo que a
proteina enddgena tem uma baixa concentracdo em extrato total de L. infantum.
Diante disso, ainda assim sS&0 necessarios novos experimentos para analisar o
reconhecimento da proteina endoégena em L. infantum.

Os fatores EIF4E5 e EIF4E6 foram inicialmente caracterizados em
Trypanosoma brucei e andlises por bioinformética sugerem que estes homélogos
possuem uma relacdo maior entre si do que com os outros homélogos da familia
EIF4E (Freire et al., 2014). Em um trabalho prévio foi visto que ao complementar
uma célula SKO com o gene EIF4E5 selvagem ocorreu uma alteracao morfoldgica
identificada em microscopio Optico, sendo caracterizada como uma diminuicdo do
comprimento e uma forma ovalar na célula (Lima, 2016). Em outro trabalho ao
realizar a analise de cultura submetidas ao RNAI do fator TbEIF4ES6, foi visto que a
sua deplecdo causou alteracdes morfolégicas relatadas como células pequenas e
levemente arredondadas em comparagcdo com a cultura controle (Nascimento,
2012). No entanto, estas alteracfes ndo foram documentadas.

No presente trabalho foi visto alteragcbes morfolégicas com caracteristicas
semelhantes as descritas anteriormente, isso foi constatado por meio de microscopia
confocal. As alteracbes foram vistas tanto em células superexpressando o0 gene
EIFAE5 selvagem, quanto nas células que continham a expressdo dos genes
mutantes. Este fenétipo atipico observado em células promastigotas de L. infantum
precisa ser melhor estudado. E sugestivo que seja realizada uma analise mais
aprofundada por meio de microscopia eletrénica.

Na inciagao da traducgéo, ao ocorrer a interacao do fator elF4E com o elF4G a
particula ribossomal é recrutada para a extremidade 5' dos mRNAs, facilitando o
inicio da sintese proteica pelo start codon, AUG. A inibicdo da ligagdo do elF4E ao
elF4G em estudos de biologia do cancer e neurobiologia sugerem que esta inibicdo
pode ser alvo para o desenvolvimento de agentes anticancerigenos (Papadopoulos
et al., 2014). Por isso, no trabalho apresentado, o triptofano na posicdo 53 que

potencialmente exerceria a funcdo na ligacdo do EIF4E5 a homologos de elF4G e
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outros parceiros funcionais foi mutado, a fim de identificar o que ocorreria com suas
interacdes proteicas. Entretanto, 0s ensaios de espectrometria de massas
mostraram que mesmo mutando o W53 do EIF4E5 houve uma interacdo do EIF4E5S
ao EIF4G1. Isso mostra que o triptofano de posicdo 53 ndo € essencial para a
interacdo do EIF4E5 ao EIF4G1, e outros residuos adicionais podem esta envolvidos
nessa ligacéo.

Foi visto em T. brucei que o EIF4E5 interage com dois dos cinco homologos
do elF4G deste organismo, o EIFAG1 e o EIF4G2 (Freire et al., 2014), sendo que
com o EIF4AG2 a interagdo parece ser mais intensa. Andlises de interacdo do EIF4E5
de L. infantum com parceiros funcionais mostraram que o EIF4E5 interage com um
anico homologo de elF4G, o EIF4G1, e também com proteinas parceiras, como as
proteinas 14-3-3 e as G1-IP e G1-IP 2. A interacdo do EIF4E5 com essas proteinas
foi vista em T. bruceie foi sugerido a formacdo de complexos elF4F distintos que
parecem néo ter fun¢des primordiais na traducéo (Freire et al., 2014).

Nos mamiferos a proteina 14-3-3 e seus homélogos sdo capazes de interagir
com mais de 200 parceiros funcionais, e isso permite compreender o papel dessas
proteinas em uma variedade de atividades nos processos celulares (van Hemert,
2002). A interagcdo com proteinas 14-3-3 apresentam varias finalidades na interacao
com seus parceiros funcionais, que incluem proteinas quinases, fosfatases,
proteinas de citoesqueleto, proteinas reguladoras do ciclo celular, proteinas G,
proteinas transportadoras e outras. E isso faz com que essas proteinas estejam
envolvidas em quase todos os processos bioldgicos, como a transducdo de sinal, o
controle do ciclo celular, a apoptose, o desenvolvimento e resposta ao estresse e
outros (MacKintosh, 2004). As proteinas 14-3-3, identificadas no presente estudo e
em T. brucei (Freire et al., 2017) foram identificadas em L. infantum interagindo com
o fator EIF4E5, porém nao foi vista a interacdo destas na presenca da mutacdo do
residuo de triptofano na posigcdo 45, Isso sugere que o W45 do LIEIF4E5 possa
desempenhar um papel importante nas suas interagdes proteicas e a importancia de
analisar a viabilidade celular de L. infantum nessa linhagem mutada requer
experimentos especificos que sejam voltados para essa analise.

Ainda foi visto na analise dos dados da espectrometria de massas que o sitio
mutado do triptofano na posigéo 45 impede a interacdo do EIF4E5 com a proteina
denominada de G1-IP, uma proteina possivelmente envolvida na formacgéo do cap

ou sua modificacdo. E sabido que o cap metilado presente na extremidade 5' do
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MRNA é fundamental para promover o empacotamento, exportacdo e inicio da
traducéo proteica (Aitken e Lorsh, 2012). O cap participa de funcbes extremamente
importantes para o processamento do pré-mRNA e exportacdo nuclear
(Ramanathan, Robb e Chan, 2016). A sintese e modificagdo do cap ocorrem no
ndcleo, entdo chama a atencdo mais uma vez a associacdo da G1-IP com uma
proteina citoplasmatica como o EIF4E5 e o efeito da mutagdo do triptofano na
posicdo 45, que impede esta interacdo, deve ser ressaltado. A Figura 25 resume o
que se conhece até o momento sobre os complexos do EIF4E5 em L. infantum.

Figura 25 - Imagem representativa do subcomplexo do EIF4ES5 e suas versdes

Complexo elF4F
Subcomplexo EIF4E5S

EIF4ES

Mutagéo em W53 Mutagdo em W45

2| AAA

Fonte: O autor (2018).

Nota: A imagem representa o complexo elF4F a esquerda, mostrando sua subunidades principais,
como também suas principais interagdes, como por exemplo: a interacdo do EIF4E ao EIF4G e do
EIF4E ao cap. Na imagem A é visto um suposto complexo formado pela interacdo do EIF4E5 ao
EIF4GL1, e este interagindo com G1-IP e com G1-IP2. Ainda é vista a interagao com as proteinas 14-
3-3 1 e 14-3-3 Il. O subcomplexo do EIF4E5 apresenta versdes diferentes ao se mutar residuos de
triptofanos conservados. Ao se mutar o W53 (B), ndo sdo observadas mudancas de interacdo ao se
comparar com A. Em C a imagem mostra o complexo EIF4E5 contendo a mutacdo do W45, que por
sua vez é observado a perda da interacdo do EIF4AE5 ao G1-IP e G1-IP2, e ainda a perda da
interacdo do EIF4E5 com as proteinas 14-3-3 | e 14-3-3 Il.
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Na presenca do mutante W45 também ndo ocorreu a interacdo do EIF4E5
com a quinase 3 relacionada a Cdc2 (CRK3), embora essa interacdo tenha sido
vista com a proteina selvagem e o mutante W53. Isso sugere que o W45 possa ser
importante para alguma funcdo do ciclo celular da L. infantum, pois as CDKs de
tripanossomatideos tem fungdo importante no seu controle. Em um estudo realizado
com L. mexicana para elucidar o papel de CRK3 no ciclo celular foi visto que a
delecdo de um gene envolvido com a expressdo de CRK3 em células promastigotas
resultou na parada de crescimento em G2/M do ciclo celular (Duncan et al., 2016). A
delecdo induzivel de CRK3 em células promastigotas também atenua a infeccdo em
hospedeiro murino, indicando que a CRK3 é um grande potencial para o
desenvolvimento de um alvo molecular (Grant et al., 2004; Walker et al., 2011).
Entdo é questionavel saber se a mutagcdo no aminoacido conservado de triptofano
na posicéo 45 ao abolir a interagdo do EIF4E5 a CRK3, pode de alguma forma ser
critico para o funcionamento normal do ciclo celular de L. infantum. Estudos
posteriores poderdo utilizar as informacfes obtidas no presente trabalho para
realizar por meio de programas de bioinformética a modelagem da proteina EIF4E5
de L. infantum e analisar a sua conformacdo estrutural ao abolir os sitios de
triptofano nas posicoes 53 e 45.

Este estudo permitiu o desenvolvimento de novas ferramentas moleculares
gue serviram para uma melhor compreensdo do homoélogo EIF4ES5. Os resultados
apresentados contribuiram de forma relevante para o entendimento das interacdes
funcionais da proteina em estudo com outros componentes proteicos. Ainda foi
possivel identificar em L. infantum um subcomplexo proteico que parece esta
envolvido em processos biolégicos importantes para a célula.

Os resultados obtidos definem propriedades do EIF4E5, com a identificacédo
de sua localizacdo subcelular, parceiros proteicos e outras propriedades,
contribuindo assim para o0 progresso no estudo da iniciacdo da traducdo e sua

regulacdo nos tripanossomatideos.



85

6 CONCLUSOES

1. As construgdes plasmidiais dos genes que codificam o EIF4ES tanto selvagem

guanto mutantes séo viaveis e os produtos clonados sédo expressos em L. infantum.

2. As células de Leishmania infantum quando superexpressam o fator LIEIF4E5
apresentam alteracdes na morfologia celular quando comparada com a Leishmania

infantum selvagem

3. Os lisados das células expressando o LIiEIF4E5 selvagem e suas versfes
mutantes e 0s ensaios de imunoprecipitacdo sédo eficazes para a avaliagdo da

interacdo entre as proteinas estudadas com parceiros funcionais.

4. Foi identificado um complexo proteico de interacdo ao LIEIFAE5 denominado
EIFAG1-G1-IP-G1-IP2, no qual pertencem proteinas que sdo envolvidas em

processos bioldgicos crucias para a vida da célula.

5. A mutacdo do residuo de triptofano na posicéo 45 resulta em perda da interacéo
do LIiEIF4E5 com subunidades proteicas importantes para a sintese proteica e

funcionamento celular.
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