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RESUMO

Em eucariotos, as RNA helicases do tipo DEAD-box desempenham diversos
papéis ligados ao metabolismo dos RNAs, atuando desde o nucleo até o citoplasma,
sendo fundamentais na traducdo dos mRNAs, onde podem atuar na sua iniciacao
junto aos complexos do tipo elF4F. Nos tripanosomatideos, como Trypanosoma
brucei, diversos destes complexos podem interagir com diferentes RNA helicases, o
que pode levar a diferentes padrbes de traducdo. Nesses organismos, estudos
identificaram que o complexo baseado nas subunidades EIF4E4/EIF4G3 interage
especificamente com uma unica RNA helicase, chamada EIF4AI, tipico parceiro de
complexos elF4F em outros eucariotos. Resultados preliminares mostraram que outro
complexo de tripanosomatideos, o EIF4E3/EIF4G4, parece coprecipitar com as RNA
helicases DED1-2 e DBP2B, enquanto o complexo EIF4AE6/EIF4AGS5, pode ter interacao
com a helicase DHH1. Para confirmar essa hipétese, este trabalho buscou analisar as
associacOes das trés helicases citadas acima de T. brucei com complexos do tipo
elF4F, a partir de ensaios de imunoprecipitacdo, além de identificar outros possiveis
parceiros funcionais que possam esclarecer o modo de a¢do destas proteinas. Para
isso, genes codificadores destas helicases foram clonados em sistema induzivel por
tetraciclina e em seguida transfectados em células prociclicas de T. brucei. A
expressado das respectivas proteinas, todas marcadas com o epitopo HA, foi avaliada
com anticorpo anti-HA, seguida de preparacdo de lisados celulares para
imunoprecipitacao e identificacdo das proteinas coprecipitadas por espectrometria de
massas. Os resultados mostram que estas RNA helicases s&o expressas durante a
fase exponencial de crescimento do parasita e estdo presentes em fracdo
citoplasmatica soluvel dos lisados. A identificacdo de polipeptideos coprecipitados
evidenciaram proteinas tais como subunidades de complexos do tipo elF4F e outros
fatores de iniciacdo da traducéo. Entre esses fatores, as subunidades do complexo
elF3 mostram-se associadas as trés RNA helicases investigadas. A DED1-2
coprecipitou com o EIF4E4/EIFAG3 e, adicionalmente apresentou um perfil de
polipeptideos associados com a regulagdo do metabolismo energético, sugerindo uma
possivel conexdo com vias metabdlicas do parasita. Por outro lado, a DHH1 néo
apenas coprecipitou com o EIF4E4/EIF4G3, mas também com o EIF4G4 e
subunidades do complexo NOT de deadenilacdo, indicando um papel mais
proeminente da DHH1 na regulagcéo da traducéo geral do parasita, principalmente
através do controle de meia-vida de mRNAs. Em contrapartida, a DBP2B também
coprecipitou o EIF4G4, mas também o EIF4E5 e EIF4EG6, juntamente com proteinas
parceiras como PARN-1, MTR4 e RBG2, sendo a primeira envolvida em processos
de deadenilagdo de mMRNAs, enquanto a segunda e a terceira com a maturagcao de
rRNAs e montagem de ribossomo, respectivamente. Com isso, € possivel que a
DBP2B apresente funcdo moonlighting, atuando tanto na traducdo de mRNAs como
em processos de degradacao/maturacdo de mRNAs e rRNAs. Esses achados
destacam as funcbes distintas dessas helicases, atuando na traducdo e no
metabolismo de RNAs, fornecendo novas informacdes e estabelecendo uma base
para futuras pesquisas que busquem identificar alvos especificos na traducéo do T.
brucei, com intuito de utilizar como estratégia de combate a patologias causadas por
esses e outros parasitas.

Palavras-chave: Tripanosomatideos; Regulacéo génica; Interacéo proteina-proteina,
DHH1; DED1; DBP2B



ABSTRACT

In eukaryotes, DEAD-box RNA helicases play diverse roles associated with RNA
metabolism, acting from the nucleus to the cytoplasm, and are fundamental to mRNA
translation, where they may participate in initiation processes alongside elF4F-like
complexes. In Trypanosomatids, such as Trypanosoma brucei, several of these
complexes can interact with different RNA helicases, potentially leading to distinct
patterns of translation. In these organisms, studies have identified that the complex
based on the EIF4E4/EIFAG3 subunits interacts specifically with a single RNA
helicase, named EIF4Al, a typical elF4F partner in other eukaryotes. Preliminary
results indicated that another Trypanosomatid complex, EIFAE3/EIF4G4, appears to
co-precipitate with the RNA helicases DED1-2 and DBP2B, while the EIFAE6/EIF4G5
complex may interact with the DHH1 helicase. To confirm this hypothesis, this study
aimed to analyze the associations of the three aforementioned T. brucei RNA helicases
with specific elF4F-like complexes through immunoprecipitation assays, as well as to
identify other potential functional partners that could help elucidate the mode of action
of these proteins. To this end, genes encoding these helicases were cloned into a
tetracycline-inducible system and subsequently transfected into procyclic T. brucei
cells. The expression of the respective proteins, all tagged with the HA epitope, was
assessed using an anti-HA antibody, followed by the preparation of cell lysates for
immunoprecipitation and identification of co-precipitated proteins by mass
spectrometry. The results show that these RNA helicases are expressed during the
parasite’s exponential growth phase and are present in the soluble cytoplasmic fraction
of the lysates. The identification of co-precipitated polypeptides revealed proteins such
as subunits of elF4F-like complexes and other translation initiation factors. Among
these factors, subunits of the elF3 complex were found to be associated with all three
investigated RNA helicases. DED1-2 co-precipitated with the EIF4AE4/EIF4G3 complex
and additionally displayed a profile of associated polypeptides related to the regulation
of energy metabolism, suggesting a possible connection to the parasite’s metabolic
pathways. On the other hand, DHH1 not only co-precipitated with EIF4AE4/EIF4G3 but
also with EIF4G4 and subunits of the NOT deadenylation complex, indicating a more
prominent role for DHH1 in the general regulation of translation in the parasite,
primarily through control of mRNA stability. Conversely, DBP2B co-precipitated with
EIFAG4 as well as EIF4E5 and EIF4EG6, along with partner proteins such as PARN-1,
MTR4, and RBG2. PARN-1 is involved in mRNA deadenylation processes, while
MTR4 and RBG2 are associated with rRNA maturation and ribosome assembly,
respectively. Thus, DBP2B may exhibit a moonlighting function, participating both in
MRNA translation and in mMRNA and rRNA degradation/maturation processes. These
findings highlight the distinct roles of these helicases in translation and RNA
metabolism, providing new insights and establishing a foundation for future research
aiming to identify specific translational targets in T. brucei, with the goal of developing
strategies to combat diseases caused by this and other parasitic organisms.

Keywords: Trypanosomatids; Gene Regulation; Protein-Protein Interaction; DHH1,
DED1; DBP2B
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1 INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae abriga protozoarios flagelados unicelulares
exclusivamente parasitas de animais e plantas. Dentro dessa familia, destacam-se
dois géneros de interesse meédico: Leishmania e Trypanosoma. Ambos causam
doencas em humanos, como a doenca de Chagas e a doenca do sono (causadas pelo
Trypanosoma cruzi e T. brucei, respectivamente), e as leishmanioses (causadas por
Leishmania spp.). Essas doencas afetam milhdes de pessoas no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento, causando elevado impacto na
estrutura socioecondémica e na saude publica.

Os tripanosomatideos sao conhecidos por sua complexidade no que diz
respeito ao seu ciclo celular e regulagcdo génica. Apresentam diversas formas
evolutivas, além de peculiaridades moleculares, como a auséncia de promotores
classicos para a RNA polimerase I, realizacdo de transcricdo policistrénica e trans-
splicing. Essas peculiaridades resultam em uma regulacdo génica majoritariamente
pés-transcricional, envolvendo o processamento de RNA, transporte, degradacéo,
controle da estabilidade e direcionamento final do mRNA.

Em eucariotos, os mRNAs quando processados sdo destinados a traducao.
Esse evento é caracterizado por possuir quatro fases, sendo: iniciagdo, alongamento,
terminacdo e reciclagem. A iniciacéo é a fase com maior propenséo de regulacéo, pois
€ quando se forma o complexo de iniciacao 43S, formado por diferentes fatores de
iniciacdo eucaribticos (elFs) e pela subunidade ribossomal 40S. Dentre os elFs,
destaca-se o complexo elF4F, formado por trés subunidades: elF4E, responséavel por
reconhecer a estrutura cap na extremidade 5’ do mRNA; elF4A, uma RNA helicase da
familia DEAD-box, responsavel por remover estruturas secundarias no mRNA; e o
elF4G, que apresenta sitios de ligacdo para fatores como elF3 e elF4A. O elF4F
promove a interagdo do mMRNA com a subunidade 40S e outros fatores que auxiliam
na traducao.

A traducdo em tripanosomatideos é marcada pelo numero elevado de
homélogos de subunidades do complexo elF4F. A literatura descreve a presenca de
diversos homélogos da subunidade elF4G (EIF4G1 ao 5) e elF4E (EIF4EL ao 6), com
dois homologos de elF4A (elF4Al e elF4Alll). Dentre esses, as interagdes entre
homologos de elF4G e elF4E se destacam, sendo os complexos EIF4AE4/EIFAG3 e

EIF4E3/EIFAG4 com mais indicios de atuacdo na traducdo. Além disso, estudos
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identificaram que o complexo EIF4E4/EIF4G3 interage especificamente com a
helicase EIF4AIl, sendo até o momento a unica RNA helicase encontrada com esse
complexo. Em contraste, os complexos EIF4E3/EIF4G4 e EIFAE6/EIF4G5 mostraram-
se associados a diferentes RNA helicases, como HEL67, DED1-2, DBP2B e DHH1,
todas contendo o dominio DEAD-box.

A interacao preferencial das RNA helicases supracitadas com complexos elF4F
especificos em tripanosomatideos indica aspectos diferenciados de sua funcédo na
traducdo que necessitam de maior esclarecimento. Além disso, esses complexos tém
sido associados a diferentes populacdes de mMRNAS, 0 que sugere que a presenca
das diferentes helicases nos complexos pode determinar padrdes distintos de acéo e
regulacdo. Compreender de forma mais precisa como essas RNA helicases atuam em
conjunto com os complexos associados ndo apenas esclarece pontos importantes
sobre a traducdo desses protozoarios, mas também fornece informacdes relevantes
sobre potenciais novos mecanismos associados a traducdo em diferentes eucariotos

e no homem.

1.1 PERGUNTA CONDUTORA
Com quais complexos do tipo elF4F as RNA helicases HEL67, DED1-2, DBP2B

e DHHL1 se associam em Trypanosoma brucei, e essas associacdes indicam papéis

funcionais distintos nos processos de traducdo?

1.2 HIPOTESE

As RNA helicases HEL67, DED1-2 e DBP2B se associam preferencialmente
ao complexo EIF4E3/EIF4G4, enquanto a helicase DHH1 interage
predominantemente com o complexo EIF4E6/EIF4AG5, refletindo possiveis aspectos

funcionais distintos desses complexos em T. brucei.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar, de forma comparativa, a associacdo das helicases DED1-1 (HEL67),
DED1-2, DBP2B e DHH1 com complexos do tipo elF4F e demais proteinas de

Trypanosoma brucei.

1.3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressao das RNA helicases DED1-1 (HEL67), DED1-2, DBP2B
e DHH1, fusionadas a epitopo especifico, em células transgénicas da forma
evolutiva prociclica de T. brucei.

¢ Definir o perfil de proteinas parceiras associadas as helicases-alvo, em fase
exponencial de crescimento da forma evolutiva prociclica do parasita.

e l|dentificar possiveis associacdes das helicases-alvo com 0s complexos
EIFAE3/EIF4G4 e EIF4E6/EIF4G5, ou com demais fatores de traducéo.

e Determinar os compartimentos celulares das proteinas associadas as RNA

helicases-alvo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS TRIPANOSOMATIDEOS

Os tripanosomatideos séo seres do reino Protista, unicelulares e flagelados
pertencentes a classe Kinetoplastea, diferenciados devido a presenca de uma
estrutura chamada “cinetoplasto”, onde abriga o DNA mitocondrial, sendo assim
classificados como cinetoplastideos (Kostygov et al.,, 2021). Esses organismos
englobam a ordem Trypanosomatida, onde se encontra a familia Trypanosomatidae,
formada por géneros predominantemente monoxénicos, classificados quanto a sua
morfologia, ciclo de vida e relacdo com o hospedeiro. No entanto, dentre os géneros,
0S que mais se destacam sao os géneros Trypanosoma e a Leishmania, ambos
dixénicos e capazes de causar doencas em humanos, sendo transmitidos através da
picada de insetos hematofagos (Kaufer et al., 2017).

Os tripanosomatideos sdo organismos exclusivamente parasitas e que por
serem dixénicos possuem a habilidade de migrar entre hospedeiros distintos, como
invertebrados e vertebrados (incluindo humanos), desencadeando diversas fases
evolutivas que auxiliam na sobrevivéncia do parasita. No caso de homem, essas
diferentes fases evolutivas contribuem para que o parasita possa se desenvolver
dentro de células, na circulacdo sanguinea ou no sistema linfatico (de Castro Neto et
al., 2022; Machado et al., 2023). A diferenciacdo das fases evolutivas é
tradicionalmente baseada na preferéncia pelo tipo de hospedeiro, caracterizando a
presenca ou auséncia de determinados morfotipos. Dentre os principais morfotipos
dos tripanosomatideos, destacam-se a tripomastigota, amastigota, epimastigota,
opistomastigota, coanomastigota e promastigota (Figura 1) (Simpson et al., 2006;
Kaufer et al., 2017).
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Figura 1: Principais morfotipos dos tripanosomatideos
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Legenda: Apresentacdo dos seis morfotipos dos tripanosomatideos. (A) Morfotipo com flagelo fixado
lateralmente no corpo celular. (B) Morfotipo com flagelo livre, com auséncia de fixagc&o lateral no corpo
celular. (C) Morfotipo amastigota, ndao apresenta flagelo longo e mével. (D) Estédo indicados nucleo,
cinetoplasto e estruturas associadas ao flagelo, como o corpo basal/corpo pré-basal (BB), bolsa flagelar
(FP), axonema (AX) e haste paraflagelar (PFR). As medidas usadas para indicar o morfotipo celular séo
indicadas como: distancia nucleo-posterior (NP), comprimento do corpo celular, comprimento do flagelo
e distancia cinetoplasto-posterior (KP).

Fonte: Adaptado de Wheeler et al., 2013

Amastigota O
Todos os géneros
D/
\ |
\\

BB FP Ax PFR

A biologia celular dos tripanosomatideos difere em alguns aspectos de outros
seres eucariotos e inclui, como por exemplo, a presenca de uma Unica mitocondria
ramificada, que se estende por toda a célula do protozoario e abriga DNA mitocondrial
localizado na regido denominada de cinetoplasto (Stuart et al., 2008). O cinetoplasto
fica proximo a dois macrodominios da membrana plasmatica do parasita: o corpo
basal e a bolsa flagelar (Rodrigues et al., 2014). Do corpo basal origina-se o flagelo,
o qual é aderido a uma regido denominada Zona de Fixag&o do Flagelo (FAZ), por
meio de estruturas densas, possivelmente compostas por proteinas com multiplos
dominios. E na FAZ que ocorre a formacao da bolsa flagelar, através da invaginag&o
da membrana celular (Rocha et al., 2006; H60g et al., 2012).

No que diz respeito a membrana plasmatica dos tripanosomatideos, esta é

estruturada principalmente por microtubulos subpeculiares e pelo glicocalice. O ultimo
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€ constituido por diversas glicoproteinas que garantem a interacao entre os diferentes
estagios evolutivos do parasita com as células hospedeiras de mamiferos, assim
como com as células intestinais do inseto vetor (McConville et al., 2002; Gull 2003;
Overath et al., 1997; Garcia et al., 2007).

2.2 TRIPANOSOMATIDEOS E SUAS PATOLOGIAS

2.2.1 Leishmania sp. e leishmanioses

O género Leishmania engloba cerca de 50 espécies, sendo 20 delas
causadoras de doencas em humanos (leishmanioses). Esses parasitas sao
transmitidos aos hospedeiros vertebrados através da picada de flebotomineos
fémeas, dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, que estejam infectadas por espécies
patogénicas de Leishmania (Santarém et al., 2023; Akhoundi et al.,, 2016). As
leishmanioses afetam mais de 100 paises nos continentes da America, Africa, Asia e
Europa, sendo mais prevalentes em areas tropicais e subtropicais (Steverding 2017;
Santarém et al., 2023). Dependendo da espécie do agente etioldgico, a leishmaniose
pode se manifestar em trés formas clinicas: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose
cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LCM). A LC tende a apresentar sintomas
mais leves, com papulas isoladas e circunscritas nos locais de inocula¢éo do parasita,
com possibilidade de formacéao de placas e Ulceras. Esta forma geralmente é causada
por espécies como Leishmania amazonenis, Leishmania major e Leishmania
mexicana (Kevric et al., 2015). J& a LCM, causada por Leishmania braziliensis,
apresenta sintomas que afetam regides de mucosas, como nariz e boca, causando
congestao nasal, Ulceras e destruicdo da mucosa (Handler et al., 2015). A forma mais
grave é a leishmaniose visceral, causada por espécies de Leishmania infantum,
oriunda do Mediterraneo, e Leishmania donovani, oriunda do Velho Mundo
(Paquistéio, Africa, China e india) (McGwire; Satoskar, 2013). Apés a infeccéo, essa
forma clinica se desenvolve lentamente ao longo dos anos, causando sintomas como
febre, tosse, anorexia e hepatomegalia e esplenomegalia, assim como linfadenopatias
(Kevric et al., 2015).
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2.2.2 Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

Os parasitas patogénicos do género Trypanosoma sao representados pelas
espécies Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas, e Trypanosoma brucei,
causador da Tripanossomiase Humana Africana (HAT) (Rojas-Pirela et al., 2023). A
espécie T. cruzi foi descoberta ha mais de 100 anos, e desde entdo atinge cerca de 6
a 7 milhdes de pessoas no mundo, sendo o continente da América Latina 0 mais
afetado (Chagas, 1909; WHO, 2022). Desde a descoberta do T. cruzi, tem sido
observada uma significativa heterogeneidade nos aspectos biologicos, bioquimicos e
moleculares dessa espécie (Oswaldo Cruz 1999; Malheiros et al., 2024). Em razao
disso, atualmente foi definida uma classificacdo que propde seis grupos genéticos,
também chamados de Unidades Discretas de Tipagem (DTU), denominados Tcl até
o TcVI (Zingales et al.,, 2009). No Brasil, a Tcll e TcVI sdo as DTUs mais
predominantes, principalmente na regido central e sudeste. Os estudos tém
observado que as diferencas entre os grupos de T. cruzi afetam diretamente o tipo de
manifestagdes clinicas que o portador da doenca de Chagas podera desenvolver, pois
aDTUdo T. cruzi é capaz de influenciar na resposta imune e na progressao da doenca
no paciente (Malheiros et al., 2024). Contudo, de modo geral, os aspectos clinicos
variam de assintomaticos para grave comprometimento cardiovascular e/ou
gastrointestinal crénico. A fase aguda da doenca geralmente dura de 4 a 8 semanas,
podendo apresentar sintomas leves ou ser assintomatica. Cerca de 60 a 70% dos
infectados por T. cruzi ndo apresentardo sintomas da doenca de Chagas cronica,
representando a forma crénica indeterminada da doenca, sendo detectada apenas por
sorologia reativa (IgG). Contudo, de 30 a 40% dos infectados néo tratados podem
evoluir para formas graves da doenca, com comprometimentos cardiacos,
neuroldgicos e digestivos, que podem ser fatais. (de Sousa et al., 2024; Prata 2001;
Rassi et al., 2012).

2.2.3 Trypanosoma brucei e Tripanossomiase Humana Africana

Na espécie Trypanosoma brucei destacam-se as subespécies Trypanosoma
brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense como causadoras da HAT.
Assim como as demais doencas provocadas por tripanossomatideos, a HAT faz parte
do grupo de doencas tropicais negligenciadas — NTDs (do inglés, Neglected Tropical
Diseases), afetando de forma significativa principalmente a Africa Ocidental, Central

e Oriental, em comunidades rurais com poucos recursos (Dowling; Doig, 2023;
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Alvarez-Rodriguez et al., 2022; Févre et al., 2005). Essa doenca é transmitida ao
hospedeiro vertebrado através da picada da mosca tsé-tsé, um inseto hematofago do
género Glossina (Kennedy, 2013; Bischer et al., 2017).

Dependendo da subespécie do agente etioldgico transmitido ao humano pela
mosca tseé-tsé, o tempo de infeccdo pode ser diferente, sendo a subespécie T. b.
gambiense responsavel por causar a forma crbnica da doenca, que dura meses a
anos, enquanto a T. b. rhodesiense causa a forma aguda, que dura algumas semanas,
mas que tende a evoluir clinicamente mais rapido (Brun et al., 2010; Kennedy, 2019).
Caso nao tratada, a evolucdo gradativa da HAT pode se tornar fatal, devido ao
comprometimento do organismo como um todo, resultando em faléncia multipla de
orgaos (Jamonneau et al., 2012).

Na clinica a HAT evolui em duas fases: estagio inicial (hemolinfatico) e estagio
tardio (meningoencefélico). O estagio hemolinfatico (primeira fase) é caracterizado
pela presenca dos parasitas na corrente sanguinea e no sistema linfatico, enquanto
que, no estagio tardio (segunda fase) se iniciam os danos neurolégicos, causados
pela passagem dos tripanosomatideos pela barreira hematoencefélica (BHE),
atingindo o sistema nervoso central (Brun et al., 2010; WHO, 2013). Na segunda fase,
devido ao comprometimento do sistema nervoso central, o paciente tende a sofrer
fortes dores de cabeca, tontura, desorientacdo e alteragcdes de humor e no ciclo do
sono, sendo o disturbio do sono o principal sintoma da fase tardia. Para ambas as
formas da doenca, cronica ou aguda, 0s sinais clinicos sao inespecificos, com
sintomas caracteristicos para cada individuo afetado. Entretanto, de modo geral, a
sintomatologia mais comum sao: cefaleia, febre intermitente, dores musculares,
alteracdes dermatoldgicas, linfadenopatias, anemia, hepatoesplenomegalia e
distarbios cardiacos (WHO, 2013).

2.3 CICLO BIOLOGICO DO TRYPANOSOMA BRUCEI

O ciclo bioldgico do Trypanosoma brucei se inicia quando a mosca tsé-tsé pica
o hospedeiro infectado com o T. brucei, ingerindo os parasitas na forma tripomastigota
proliferativa (forma delgada) e néo proliferativa (forma curta) junto com o sangue
(Schuster et al., 2021). O sangue infectado entra pela proboscide do tsé-tsé e se
direciona até o intestino médio do inseto. Neste local, os tripanossomas se diferenciam

no estagio prociclico proliferativo e logo apés podem migrar para o proventriculo e
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colonizar ainda mais o intestino médio, se diferenciando em formas mesociclicas e
epimastigotas proliferativos, que se multiplicam e migram para a glandula salivar da
mosca (Schuster et al., 2021; Rose et al., 2020; Matthews, 2005).

Os epimastigotas se diferenciam em células metaciclicas que sao transferidas
para o hospedeiro vertebrado apds o repasto sanguineo do inseto. Em seguida, na
corrente sanguinea, essas células se diferenciam em tripomastigotas proliferativas
(forma delgada), elevando a parasitemia (Silvester et al., 2017; Langousis; Hill 2014).
Quando a densidade de tripanossomas atinge determinado nivel, ocorre o acumulo
do Fator de Inducdo Stumpy (SIF), o qual estad associado a expressdo da proteina
associada a diferenciacdo (PAD1), ocasionando a diferenciacao dos parasitas para a
forma stumpy (curta), que séo incapazes de proliferar e mais resistentes ao sistema
imunoldgico inato e adaptativo do hospedeiro vertebrado (Fenn; Matthews, 2007).
Esse escape imunoldgico se torna efetivo devido a um processo denominado variacéo
antigénica, que consiste na capacidade da célula do parasita em mudar a composicéo
da superficie de membrana, através da expressao de Glicoproteinas de Superficie
Variante (VSG), evitando assim o reconhecimento do parasita pelo sistema imune
(Figura 2) (Vickerman, 1978).



26

Figura 2: Ciclo biolégico revisado do Trypanosoma brucei
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Legenda: a mosca tsé-tsé infecta humanos durante o repasto sanguineo quando inocula os
tripanosomas metaciclicos na corrente sanguinea. No sangue os parasitas se diferenciam em

tripomastigotas proliferativos (forma delgada) C, invadindo o intersticio de diversos tecidos como
cérebro e tecido adiposo. O fator de indugdo da forma Stumpy (SIF) inicia a via de diferenciagao
dependente da proteina associada a diferenciacdo 1 (PAD1) (caixas verde) para a forma de

tripomastigotas ndo proliferativos (forma curta) . O trabalho de Schuster et al., (2021) sugere que
tanto parasitas na forma curta, como de forma delgada, podem iniciar infec¢do na mosca tsé-tsé quando
ingeridos no repasto sanguineo sendo um Unico parasita capaz de se dividir continuadamente e se
diferenciar na forma prociclica de inseto, e posteriormente mesociclica, epimastigota e metaciclico,
reiniciando o ciclo. Temperatura (°C) , cis-aconitato (CA) e e privacdo de glicose ( | Glc) séo
desencadeadores de transi¢cdes na forma evolutiva do parasita.

Fonte: Adaptado de Schuster et al., 2021
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2.4 TRYPANOSOMA BRUCEI COMO ORGANISMO MODELO EM ENGENHARIA
GENETICA

Na engenharia genética, especificamente no campo da genética reversa, 0
Trypanosoma brucei tornou-se um modelo para o estudo da regulacdo génica de
protozoarios cinetoplastideos, com a utilizacdo de sistemas baseado em plasmideos
com expressdao induzivel de transgenes (Niemirowicz et al., 2018). A possibilidade de
incorporar esses sistemas em loci genémicos especificos de T. brucei, através de
recombinacdo homologa, proporcionou diversas ferramentas para analises de
genética reversa (Kelly et al., 2007). Através do sucesso desse sistema neste
organismo foi possivel o desenvolvimento de ferramentas analogas em outros
cinetoplastideos (Yan et al., 2001; Yan et al., 2002; Taylor; Kelly, 2006; Yao et al.,
2007).

O sistema de expresséao induzivel € baseado no uso de RNA polimerases de
bacteriofagos, principalmente a RNA polimerase do bacteriofago T7 (T7TRNAP), em
razdo da descoberta de sua elevada capacidade transcricional e confiabilidade em
tripanosomas (Wirtz et al., 1994; Wirtz et al.,, 1999). Além disso, o controle da
transcricdo é realizado pela insercéo de operadores bacterianos nos sistemas, que se
ligam diretamente a repressores bacterianos (Niemirowicz et al., 2018; Wirtz; Clayton
1995). Para a funcionalidade desse sistema, foram desenvolvidas linhagens celulares
tripanosbmicas que expressam constitutivamente a proteina bacteriana repressora de
tetraciclina (TetR) e a T7TRNAP, possibilitando que, na presenca da tetraciclina, ocorra
a transcricdo dos transgenes em altos niveis (Wirtz et al., 1999; Bringaud et al., 2000;
Kelly et al., 2007; Sunter et al., 2012). Na maioria dos casos, esses sistemas Sao
dotados de genes de resisténcia a antibioticos, conferindo um modo de selecdo das
linhagens que apresentam o plasmideo integrado ao genoma. Para isso, é realizada
a transfeccdo de DNA linearizado, contendo o transgene alvo e as modificacdes
plasmidiais coerentes a linhagem geneticamente modificada (Kelly et al., 2007).

O uso de ferramentas de expresséo regulada possibilita ainda a modificagao
dos transgenes para codificagdo de proteinas marcadas por epitopos ou fragmentos
proteicos, que podem, por exemplo, fornecer evidéncias sobre a localizacao
subcelular da proteina alvo (no caso de marcacdo com proteina fluorescente)
(Engstler 2004; Mayho et al., 2006). Proteinas marcadas com determinados epitopos
auxiliam ainda processos de purificagdo de complexos proteicos, e quando integrados

a analise por espectrometria, com o conhecimento da sequéncia gendémica do
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organismo utilizado, pode fornecer a identificacdo de parceiros proteicos que podem
interagir diretamente com a proteina alvo (Rigaut et al., 1999; Zachariae 1998; Estevez
2001; Schimanski et al., 2005).

Por muitos anos o Trypanosoma brucei tem sido entdo utilizado como
organismo modelo para o estudo da regulacdo génica em tripanosomatideos, em
grande parte devido a facilidade de manipulacdo genética e devido a disponibilidade
de ferramentas para genética direta e reversa (Djikeng et al., 2001; Dean et al., 2017,
Rico et al., 2018).

2.5 ASPECTOS MOLECULARES DOS TRIPANOSOMATIDEOS

2.5.1 Transcricao policistronica e processamento do mRNA

A linhagem dos tripanosomatideos divergiu precocemente da linhagem
evolutiva comum dos eucariotos, 0 que resultou na presenca de caracteristicas
moleculares Unicas em sua biologia (Lukes et al., 2018; Kaufer et al., 2017). Entre os
principais desvios dos mecanismos moleculares canbnicos de eucariotos estdo a
transcricdo policistrénica e o trans-splicing dos mRNAs associado a poliadenilagéo
(Clayton 2016; Palenchar; Bellofatto 2006). De acordo com a literatura, acredita-se
gue os quadros de leitura abertos (ORFs — do inglés open reading frames) dos RNAs
policistronicos séo transcritos simultaneamente, resultando, consequentemente, em
um controle transcricional menos eficaz e predominancia de uma regulacdo génica
pos-transcricional (Kramer, 2012; Gunzl et al., 2003).

Uma das etapas fundamentais e Unicas da expressao génica nos
tripanosomatideos é o trans-splicing ou processamento em trans do mMRNA.
Diferentemente da maioria dos eucariotos, que realizam principalmente o cis-splicing,
esses organismos realizam o processamento do mRNA predominantemente por trans-
splicing. Analises gendmicas mostram que apenas trés genes nos tripanosomatideos
sdo submetidos a cis-splicing (LeBowitz et al., 1993; Matthews et al., 1994; Ivens
2005). Em tripanosomatideos o trans-splicing promove duas reac¢des de clivagem no
MRNA policistrénico, gerando unidades de mRNAs individuais, com posterior adi¢éo
de uma sequéncia lider de 39 nucleotideos (SL-RNA) e de uma estrutura cap (7-metil
guanosina). Esta, é modificada com quatro nucleotideos metilados (cap4), na
extremidade 5 do mRNA, enquanto que na extremidade 3’ ocorre a poliadenilagao,
gerando o mRNA maduro (Figura 3) (Preusser et al., 2012; Liang et al., 2003).
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O trans-splicing do mRNA imaturo (pré-mRNA) é catalisado por um complexo
chamado spliceossomo, composto por um grande nimero de proteinas e de pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) (Liu; Cheng, 2015). Em eucariotos, durante
0 processo de splicing cinco snRNPs (U1, U2, U4, U5 e U6) se ligam ao pré-mRNA
para mediar a montagem do spliceossomo e reconhecimento dos sitios de splicing no
transcrito imaturo. Além disso, oito RNA helicases DExD/H box dependentes de ATP
S&0 essenciais neste processo, sao elas: Sub2, Prp5, Prp28, Brr2, Prp2, Prp16, Prp22
e Prp43, atuando nas transicbes conformacionais do spliceossomo e na ativacao,
catdlise, liberacdo do produto lariat (ou laco) e reciclagem das snRNPs (Cordin et al.,
2012).

Figura 3: Representacao do processo de trans-splicing e poliadenilacdo do mRNA

Cromatina Cromatina
aberta condensada
Genes  —— L} -,
Regido de troca Regido de troca de
de fita divergente Transcrigéo fita convergente
policistronica l

SL \ ¥
RNA policistrénico —

T
Trans-splicing/ k (A)n

poliadenilacao

BEEA

mRNA monocistronicos L
| |[mRNAT [(A)n
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Legenda: O processo transcricional € iniciado na regido de troca de fita divergentes (cromatina aberta),
e finalizado na regido de troca de fita convergente (cromatina condensada). Um conjunto de genes que
codificam proteinas com fung¢@es diferentes sao inicialmente transcritos como policistronicos, e em
seguida, processados pelo mecanismo acoplado de trans-splicing e poliadenilacdo, resultando em
mMRNAs monocistrénicos maduros. Os retangulos indicam quatro sequéncias que codificam diferentes
proteinas. (A) n, significa cauda poli (A)

Fonte: Adaptado de De Gaudenzi et al., 2011

Em tripanosomas as snRNPs sdo menores e com auséncia de dominios que

sdo essenciais em outros eucariotos (Mottram et al., 1989; Tschudi et al., 1990). Além
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disso, as RNAs helicase Prp31 e Prp43 demonstraram ser conservadas no sistema
de trans-splicing em T. brucei, desempenhando as mesmas funcbes que no cis-
splicing (Liang et al., 2006). No entanto, apesar do progresso no conhecimento sobre
a maquinaria do spliceossomo em tripanosomatideos, ainda sdo necessarios outros
estudos para estabelecer de fato o papel de outras RNA helicases nesses organismos
(Michaeli, 2011).

26 RNA HELICASES E SEU PAPEL NO PROCESSAMENTO DO RNA
MENSAGEIRO EM EUCARIOTOS

As RNA helicases séo enzimas fundamentais, conservadas desde leveduras
até humanos, e muitas sdo indispensaveis para as diversas funcbes celulares
(Fairman-Williams et al.,, 2010). Sdo caracterizadas pela presenca de motivos
conservados e pela dependéncia de um nucleotideo trifosfatado (NTP), geralmente a
adenosina trifosfato (ATP), para catalisar as reac¢des bioguimicas (Sloan; Bohnsack,
2018). Apresentam uma ampla gama de atividades relacionadas ao metabolismo do
RNA, incluindo processos como transcricdo, splicing, exportacdo de mRNA, traducao
e degradacao do RNA, desempenhando um papel crucial na modulagéo da expresséo
génica a fim de garantir a precisdo e eficiéncia dos processos associados ao RNA
(Cordin; Beggs, 2013; Hardwick; Luisi, 2013; Marintchev 2013; Martin et al., 2013).

A maquinaria do processamento do mRNA envolve diversas proteinas e
ribonucleoproteinas (RNP), responsaveis por formar o complexo spliceossomo. Esse
complexo € montado através de interacdes RNA-RNA, RNA-proteina e proteina-
proteina de forma ordenada, e regulado por mudancas conformacionais e
composicionais nos elementos que o integram. As RNAs helicases desempenham
papéis essenciais na remodelacdo desse complexo, desenovelando moléculas de
RNA de fita dupla (dsRNA) e modulando as interagbes RNA-proteina. Nesse cenario,
sdo capazes de atuar tanto como chaperonas de RNA, com o intuito de mediar as
interacdes entre as moléculas do complexo, ou como catalizadores, dependentes da
energia liberada através da hidrélise do ATP, para promover as interagbes do
complexo até a conclusdo do processamento do mRNA (De Bortoli et al., 2021; Liu;
Cheng, 2015; Tanner; Linder, 2001).

E interessante destacar que muitas RNA helicases que apresentam regides
estruturalmente conservadas abrigam dominios como DEAD-box, RecA e motivos
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especificos, responsaveis por regular a interagcdo com o RNA, proteinas e com 0 ATP,
sendo este fundamental para fornecer a energia necessaria e, por conseguinte,

proporcionar a atividade catalitica da helicase (Sloan; Bohnsack, 2018).

2.7 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DAS RNA HELICASES E DOMINIO
DEAD-BOX

Em termos de estrutura, como dito no topico anterior, as RNA helicases
apresentam regiées com um elevado grau de conservacéao, principalmente no dominio
central, que engloba dominios do tipo RecA (RecAl e RecA2). Esses dominios contém
até 12 motivos conservados, associados a interagcdo da RNA helicase com o ATP e
com RNA. A maioria das RNA helicases pertence a superfamilia de helicase 2 (SF2),
agrupando-se em subfamilias como DEAD/DExD-box e DEAH/DExH-box (Sloan;
Bohnsack 2018; Jarmoskaite; Russell 2014; Linder; Jankowsky 2011). Essas
subfamilias apresentam um motivo conservado de aminoacidos (Asp-Glu-Ala-
Asp/His), formando a palavra DEAD ou DEAH ou ainda, com a auséncia da alanina e
troca do dUltimo aspartato pela histidina, DExH-box, todas compartilhando
semelhancas estruturais, como melhor definidas para a subfamilia DEAD-box
(também conhecida como DDX) (Cordin et al., 2012; Cargill et al., 2021). O dominio
RecAl, por exemplo, apresenta quatro motivos de ligagdo ao ATP (motivo Q, motivo
[, motivo Il e motivo Ill), sendo o motivo “Q” ausente na DEAH-box, e dois de ligagédo
ao RNA (motivo la e Ib). Ja o dominio RecA2 consiste em um motivo VI, que regula a
acdo da ATPase para a reacao de desenrolamento de dsRNA, e dois motivos de
ligacdo ao RNA (IV e V) (Figura 4) (Jarmoskaite; Russell, 2010; Owttrim, 2013). Apesar
das semelhancas estruturais entre as RNA helicases, diferengas na fun¢éo bioquimica
podem surgir, uma vez que exibem dominios auxiliares variaveis nas extremidades N
e C-terminais, atribuindo especificidade a helicase em interacdes com RNAs
especificos ou cofatores proteicos. Contudo, os papéis das RNA helicases ainda néo
foram totalmente elucidados no que diz respeito a compreensao total dos mecanismos
moleculares em que desempenham suas fun¢gbes, como na sua participagao durante
a iniciacao da traducdo do mRNA (Cargill et al., 2021; Zhang; Li 2021). Dentre as RNA
helicases, o elF4A, associada ao inicio da traducéo e interagdo com o complexo de
iniciacdo de traducé@o elF4F, € uma das RNA helicases da subfamilias DEAD-box
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melhor caracterizada e responsavel por desempenhar um papel essencial na traducao

geral (Rogers et al., 2002; Andreou; Klostermeier, 2013).

Figura 4: Dominios e motivos conservados de uma RNA helicase DEAD-box

N-terminal RecA1l RecA2 C-terminal

SRR LTRSS P

la Il Il IV IVa V Va

M Ligacéo e hidrolise do ATP M Ligacdo ao RNA M Coordenacéo da hidrolise do ATP e desenovelamento

Legenda: O nucleo da helicase apresenta dois dominios do tipo RecA, que ao todo contém 12 motivos
de sequéncia conservados. Os motivos estdo coloridos em azul, vermelho e verde, caracterizando suas
fungBes primarias durante o ciclo da RNA helicase. As extremidades N e C terminais variam de forma
significativa a depender do tipo de RNA helicase.

Fonte: Adaptado de Sloan; Bohnsack, 2018

2.8 INICIACAO DA TRADUCAO E COMPLEXO EIF4F EM EUCARIOTOS

A traducdo desempenha um papel crucial na regulagéo génica, concentrando-
se na decodificacdo da informacé&o contida no mRNA e levando a sintese da proteina
correspondente. Esse processo se divide em quatro fases principais: iniciacéo,
alongamento, terminacéo e reciclagem do ribossomo, cada uma contribuindo para a
eficiéncia e precisdo na sintese de proteinas (Blanchet; Ranjan, 2022). O inicio da
traducdo € formado por complexo ternario composto por um fator de iniciacédo
eucariotico 2 (elF2), uma molécula de GTP e uma metionina associada a um RNA
transportador iniciador (elF2-GTP-Met-tRNAI). Esse complexo é acoplado na
subunidade ribossomal menor (40S), formando o complexo de pré-iniciagdo 43S (PIC)
(Wang et al., 2022). O PIC 43S é recrutado para a extremidade cap (7-metilguanosina)
5 do mRNA, associado a um complexo de iniciagao eucaridtico 4F (elF4F), que
consiste na participacéo de trés subunidades: o fator de iniciacdo eucariético elF4G,
elF4E e o elF4A (Figura 5) (Wells et al., 1998; Aitken; Lorsch, 2012). O elF4G atua
como uma proteina ancora, ligando-se diretamente ao elF4A, uma RNA helicase ATP-
dependente do tipo DEAD-box, ao elF4E, a primeira subunidade do complexo a ser
descoberta e responsavel por se ligar na regido cap 5 do mRNA, e ao elF3,
responsavel por mediar o recrutamento do complexo para a subunidade ribossomal
40S (Jackson; Hellen; Pestova, 2010; Gradi et al., 1998). Com a estruturacdo do
complexo, a helicase elF4A, junto com uma proteina acesséria chamada elF4B, tem
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0 papel de desenovelar as estruturas secundarias na regido 5’ nao traduzida (5’ UTR)
do mRNA, enquanto a regido 3’ se associa a uma proteina de ligagao a poli (PABP),
que se liga ao elF4G, promovendo a circularizacdo do mRNA (Aitken; Lorsch, 2012;
Tarun; Sachs, 1996). O complexo formado pelo PIC 43S/elF4F e demais proteinas
acessorias percorrem a regiao 5’ UTR até encontrar o codon de iniciagdo AUG. Com
o reconhecimento deste € formado o complexo 48S, com adicdo do elF5 e elF5B,
responsaveis por estimular a hidrolise do GTP ligado ao elF2, promovendo o
deslocamento do complexo e unido com a subunidade 60S, resultando na formacéo
do ribossomo 80S (Aitken; Lorsch, 2012; Jackson; Hellen; Pestova, 2010). Ao final da
iniciacdo ocorre a dissociacdo dos fatores e inicio da fase de alongamento, com
posterior terminacdo e reciclagem da traducdo, que por sua vez possibilita novas
rodadas de iniciagdo no mesmo mRNA (Uchida et al., 2002).

Figura 5: Representacdo do complexo elF4F e parceiros.

3' AAAAAAAAAAA

Legenda: Esquema do processo de iniciagéo a traducdo dependente de cap 5’, em circuito fechado. As
proteinas em verde formam o complexo 43S e as azuis o complexo elF4F; elF: fator de iniciacdo da
tradugdo eucaridtica, M: metionina, GTP: guanosina-5'-trifosfato, PABP: proteina de ligacao a poli (A).
Fonte: Adaptado de Christou-Kent et al., 2020

2.8.1 elF4G

Esta € uma das maiores proteinas do complexo elF4F, atuando como uma
proteina adaptadora que se liga ao elF4E, elF4A, elF3 e a PABP. A regido N-terminal
do elF4G apresenta o motivo de ligagdo 4E-BP, responsavel por interagir com o
elF4E, sendo indispensavel para uma traducdo dependente do cap. Nessa mesma
regido, em mamiferos e leveduras, esta também o sitio PAM1 de ligacdo a PABP,

imprescindivel para circularizacdo do mRNA no complexo (Jackson et al., 2010).
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Na sua regido central, o elF4G apresenta dominios como HEAT-1 (também
chamado de MIF4G), onde ocorre a ligacdo com o elF3 e com a helicase elF4A,
através da atividade de alinhamento com os motivos do dominio DEAD-box e de
modulacdo quando também se liga ao motivo HEAT-2 (conhecido como MAS,
localizado na regido C-terminal do elF4G). O elF4G possui ainda um terceiro dominio
HEAT, conhecido como W2, que interage com uma quinase, denominada Mnk (Schutz
et al., 2008; Marintchev et al., 2009).

2.8.2 elF4E

O fator de iniciacdo eucaridtico elF4E € uma proteina de ligagdo ao cap de 7-
metilguanosina (7-m-GTP) presente na extremidade 5 da maioria dos mRNAs
eucarioticos e fundamental para a traducéo. Juntamente com outros fatores, o elF4E
auxilia no transporte do mRNA para a subunidade ribossomal 40S (Rhoads, 2009).
Este € um dos fatores menos abundantes do complexo elF4F representando um fator
limitante na regulacdo das taxas de iniciacdo da traducdo dependente de cap
(Hiremath et al., 1985; Duncan et al., 1987). Uma das formas de sua regulacéo é
através das proteinas de ligacédo ao elF4E (4E-BPs), que competem pelo mesmo sitio
de ligacdo do elF4E com o elF4G, podendo causar efeito inibitério na traducéo (Pisera
et al., 2018).

A regulacdo da disponibilidade do elF4E pode ocorrer a nivel transcricional,
pos-transcricional e pdés-traducional. Com a descoberta da localizagdo nuclear do
elF4E, e também nos corpos de processamento de ribonucleoproteinas
citoplasmaticas (conhecido como corpos P), foi possivel identificar diversas funcbes
bioguimicas, incluindo seu envolvimento na exportacdo de mRNAs especificos para o
citoplasma e no equilibrio da retencado/degradacéo desses mRNAs (Romagnoli et al.,
2021; Pisera et al., 2018).

2.8.3 elF4A

O fator de iniciacdo eucaridtico elF4A é tipico parceiro dos complexos elF4F
em eucariotos e uma das menores proteinas da familia de RNA helicases do tipo
DEAD-box, encontrada associada ao complexo mencionado (Schutz et al., 2008). Em

mamiferos, foram identificados duas isoformas do elF4A: o elF4Al (DDX2A) e seu
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paralogo elF4All (DDX2B), que atuam na resolucdo de estruturas secundarias na
regido 5’ UTR dos mRNAs (Schutz et al., 2008).

Assim como todas as RNA helicases DEAD-box, o elF4A é regulado por
cofatores proteicos, dentre os quais inclui o elF4B e elF4G. A interagdo dos dominios
RecAl e RecA2 do elF4A com as repeticdes HEAT do dominio MIF4G do elF4G
promove e estabiliza o elF4A em uma conformacéo semiaberta, estimulando seu sitio
ATPase e favorecendo a ligagdo com o mRNA. Com isso, esse contato do MIF4G com
os dominios RecAl e RecA2 do elF4A, induz uma rapida troca entre o estado aberto
e fechado da helicase, aumentando assim a acgao catalitica sobre 0 mMRNA (Ponting
2000; Bohnsack et al., 2023).

2.8.4 RNA helicases associadas a iniciagdo datraducdo em eucariotos

O fator elF4A néo é a Unica RNA helicase associada a iniciagdo da traducao e
com acdo ligada a do complexo elF4F. A descoberta da helicase DHX29, também
conhecida como DExH-box 29, ampliou os conhecimentos sobre as regides 5 UTRs
do mRNA durante a iniciacao da traducao (Parsyan et al., 2009). Esta helicase tem a
funcdo de desenrolar grampos de RNA estaveis na regido 5 UTR, promovendo o
correto posicionamento do mRNA no ribossomo e de inspec¢ao base por base. Ja outra
RNA helicase DEAD-box chamada DDX6 em humanos e Dhhl de levedura, atua
sobre 0 mecanismo de represséo da traducdo e a renovacdo dos mRNASs, iniciado
pela interacdo com o complexo chamado Ccr4-Not, responsavel por mediar o
decaimento do mRNA através da remoc¢do da cauda poli (A) (deadenilacao) e, em
seguida, pelo decapeamento da extremidade 5 do mRNA (Parker; Sheth 2007;
Pisareva et al., 2008; Fischer 2002; Mathys et al., 2014; Buschauer et al., 2020). Além
disso, também é conhecida por fazer parte da familia chamada DHH1/RCKp54/DDX®6,
sendo comumente encontrada nos corpos P e granulos de estresse (Thanin
Chantarachot et al., 2019; Minshall et al., 2009; Parker; Sheth 2007).

Outras helicases, como as Dedl/DDX3, Vasa/DDX4 e RNA helicase A
(RHA/DHX9) desempenham papéis na iniciacdo da traducdo, parecendo também ter
atividades em eventos como transcri¢ao, splicing e transporte de prée-mRNA, embora
tais papéis ainda estdo em processo de elucidacdo (Hilal Yeter-Alat et al., 2023;
Adashev et al., 2023; Gulliver et al., 2021; Young Tae Lee et al., 2023). A Ded1/DDX3,

por exemplo, atua estimulando ou reprimindo a traduc¢ao, assim como parece realizar
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transporte nucleo-citoplasma e participar de eventos como segregacao cromossémica
na mitose, associacao de EJC (complexo de jungéo exbnica) e spliceossomo (lost et
al., 1999; Cruz et al., 1997; Lai et al., 2008; Shih et al., 2007; Yedavalli et al., 2004,
Pek; Kai 2011; Topisirovic et al., 2009).

A RNA helicase DDX3X, derivada da subfamilia da DDX3, & uma helicase de
humanos que se associa com o elF4E e elF3 (Shih et al., 2011, Gulay et al., 2020;
Sen et al., 2019). Em levedura, a DDX3X, denominada Dedlp, tende a se acoplar na
forma inativa do complexo de iniciagdo a traducdo elFAF/mRNA. A partir de sua
interacdo com elF4G, Dedlp promove a hidrolise do ATP, tornando o complexo
traducionalmente ativo e promovendo a varredura da subunidade ribossomal 43S até
o complexo elF4F, atuando no desenovelamento de trechos de fita dupla longas e
estruturadas em regides 5 UTR do mRNA , mostrando-se mais eficiente que a propria
elF4A nesse processo (Cruz et al., 1997; Lai et al., 2008; Lee et al., 2008; Hilliker et
al., 2011; Berthelot et al., 2003; Marsden et al., 2006). Esta subfamilia Ded1/DDX3 se
caracteriza através de motivos especificos em dominios amino e carboxil-terminal,
como o NES (sinal de exportacdo nuclear) e o dominio de ligacédo ao elF4E, ambos
na regido N-terminal (Mokdadi et al., 2021; Mo et al., 2021).

Em relacéo a Vasa/DDX4 e a RNA helicase A (RHA/DHX9), ambas estimulam
o inicio da traducdo. A Vasa se liga ao elF5B, que por sua vez pode regular a traducdo
de mRNAs especificos, assim como a RHA/DHX9 atua seletivamente em mRNAs
celulares e retrovirais complexos, entretanto, a base molecular de como essas
proteinas atuam na traducdo ainda nao é totalmente caracterizada (Liu et al., 2009;
Johnstone, 2004; Bolinger et al., 2010; Ranji et al., 2011).

2.9 INICIACAO DA TRADUGAO E COMPLEXOS DO TIPO EIF4F EM
TRIPANOSOMATIDEOS

Em tripanosomatideos, a etapa da iniciacdo da traducédo envolve mecanismos
regulatorios que ainda nao séao totalmente elucidados (Penteado et al., 2024). Nesses
parasitas, foram descobertos diversos homologos das subunidades do complexo
elF4F, sendo cinco do elF4G (EIF4G1 a EIF4G5), seis do elF4E (EIF4E1 a EIF4EG)
e dois do elF4A (EIF4Al e EIF4AIN) (Freire et al., 2014b; Freire et al., 2014a; Dhalia et
al., 2005). Além destes, foram descobertos homélogos das proteinas acessorias que
integram o complexo, como a PABP, das quais trés homdlogos (PABP1, PABP2 e
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PABP3) foram identificados, sendo a PABP3 ausente de espécies de Trypanosoma
(de Melo Neto et al., 2018; da Costa Lima et al., 2010). Os homologos identificados
de L. major e T. brucei tém a capacidade de formar cinco tipos diferentes de
complexos semelhantes ao elF4F, nos quais ocorre a associagao confirmada das
seguintes subunidades: EIFAE3/EIFAG4, EIFAE4/EIFAG3/EIF4Al, EIFAES/EIFAGL,
EIFAES/EIFAG2 e EIFAE6/EIFAGS, (Freire et al., 2014b; Yoffe et al., 2009; Freire et
al., 2017). Dentre todos os complexos do tipo elF4F identificados, aqueles que
envolvem as subunidades EIFAE3/EIFAG4 e EIFAE4/EIFAG3/EIF4AIl sdo os mais bem

caracterizados até o momento (Freire et al., 2017).

2.9.1 Homodlogos do elF4G

Os cinco homologos de elF4G (EIF4G1 até EIF4G5) em tripanosomatideos
foram descobertos em Leishmania major e Trypanosoma brucei (Yoffe et al., 2006;
Freire et al., 2011). O estudo desses homologos identificou a presenca e conservagao
do dominio MIF4G, com repeticbes HEAT em tandem, sendo um dominio critico para
a montagem do aparato de traducéo (Dhalia et al., 2005; Santos et al., 2019). Além
disso, fora do dominio MIF4G, certos homdlogos como EIF4G3 e EIF4G4,
compartilham uma regido N-terminal curta e com algumas sequéncias conservadas,
caracteristica que nao esté presente nos demais homdélogos (Moura et al., 2015).

A interacdo do homologo EIFAG3 com o EIF4Al e EIF4E4 é essencial para a
traducdo geral nesses parasitas, enquanto a deplecao do EIF4G4 parece ndo afetar
de forma significativa a sintese proteica (Moura et al., 2015). No que diz respeito aos
demais homélogos do elF4G, os papéis da interacdo do EIF4AG1 e EIF4G2 com
EIF4E5, e do EIFAG5 com EIF4E6 na traducdo, ainda n&o estdo totalmente

caracterizados (Freire et al., 2014b; Freire et al., 2014a).

2.9.2 Homologos do elF4E

Em tripanosomatideos, os seis homologos do elF4E (EIF4E1l até EIF4EG)
apresentam peculiaridades notaveis, com variagées em termos de morfologia. Essas
variacdes séo descritas em relacdo ao tamanho de cada homologo, a sua capacidade
de interacdo com os elF4Gs e a afinidade de ligacdo a estrutura cap4 dos mRNA.

Logo, os diferentes tipos de elF4E podem nao se restringir a iniciagdo da traducéo
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(Freire et al., 2017; Yoffee et al., 2009; Das, 2020). Estes elF4Es foram separados em
grupos, onde o grupo 1 €& composto pelo EIF4E1 e EIF4E2, que apresentam
localizacdo nuclear e citoplasmética, com baixa abundéancia, e incapazes de formar
complexos semelhantes ao elF4F. No grupo 2, formado pelo EIF4E3 e EIF4E4, se
encontram elF4Es citoplasmaticos, com maior abundancia e com N-terminais
maiores, capazes de formar complexos semelhantes ao elF4F, sendo identificados
como essenciais na traducdo geral e sobrevivéncia celular. J& o grupo 3 € formado
pelo EIF4E5 e EIF4E6, proteinas pequenas, mas com capacidade de se ligar a
homologos do elF4G, resultando em complexos elF4F tipicos mas que podem nao
estar envolvidos na traducéo geral (de Melo Neto et al., 2015; Freire et al., 2017; Das,
2020).

2.9.3 Homologos do elF4A

Em tripanosomatideos, o primeiro homologo do elF4A (denominado LeiF),
atualmente conhecido como EIF4Al, foi primeiramente identificado em Leishmania
major e Leishmania braziliensis (Yasir A. W. Skeiky et al., 1995; Skeiky et al., 1998).
Posteriormente, um segundo homdlogo foi identificado em L. major, inicialmente
denominado EIF4A2 e atualmente chamado EIF4Alll, por ser o ortélogo funcional do
EIF4AIlIl de mamiferos (Dhalia et al., 2006). Tanto o EIF4Al como o EIF4Alll sdo
conservados em T. brucei (Dhalia et al., 2005). Em uma andlise de sequéncia dessas
proteinas em T. brucei, identidades de 88% para a EIF4Al e 82% para EIF4Alll foram
observadas em comparacéo com seus respectivos ortélogos em L. major. Nas bases
de dados ambas sao as mais préximas do elF4A de humanos, com identidade >50%
e presenca dos mesmos motivos tipicos das RNA helicases DEAD-box (Dhalia et al.,
2006).

Além do EIF4Al e EIF4AIll apresentarem uma correspondéncia de sequéncia
maior do que 50% com o elF4A humano, também apresentam semelhancas na
abundancia, localizacdo celular e participacdo na iniciacdo da traducdo, sendo o
EIF4Al mais abundante, com localizacéo citoplasmatica e capacidade de se ligar ao
dominio HEAT do EIF4G3 e EIF4G4, enquanto que o EIF4AIll é menos abundante e
possui localizag&o nuclear, indicando um papel relacionado ao metabolismo de RNA
a nivel nuclear e auséncia de participacdo na iniciacao da traducao (Dhalia et al., 2005;
Dhalia et al., 2006). No entanto, assim como o complexo elF4F de humanos nao se
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limita a acdo de apenas uma RNA helicase (elF4A), homdlogos de subunidades de
complexos do tipo elF4F selecionados de tripanosomatideos mostraram-se
associados a diferentes RNA helicases com presenca do dominio DEAD-box (Bezerra
et al., 2022).

2.9.4 RNA helicases da familia DEAD-box envolvidas na iniciacdo da traducao

em tripanosomatideos

O fator elF4A, como dito anteriormente, € uma RNA helicase DEAD-box bem
caracterizada e amplamente estudada em diversos organismos, incluindo humanos e
tripanosomatideos (Casacuberta-Serra et al.,, 2023; Brito Querido et al.,, 2024;
Abdelkrim et al., 2018; Moura et al., 2015). Outras RNA helicases da familia DEAD-
box que podem ter um papel tdo fundamental quanto o EIF4Al na iniciacdo da
traducdo em tripanosomatideos, e em associacdo com complexos do tipo elF4F,

foram menos exploradas.

29.4.1 DED1-2, DED1-1, DBP2B

Com o avanco das pesquisas em bancos de dados gendmicos de Leishmania
e Trypanosoma, foi possivel identificar duas proteinas paralogas da proteina
Ded1/DDXS, relacionadas a subfamilia de RNA helicases DEAD-box e com 67% de
similaridade de sequéncia, sendo provavelmente oriundas de duplicagcdo génica de
um unico gene ancestral (Figura 6). Inicialmente a DED1-1 (também denominada de
HEL67 em T. brucei) e DED1-2 (também denominada de DED1), foram identificadas
em Leishmania, onde foi possivel avaliar a sua abundancia em diferentes fases de
vida do parasita, evidenciando que a DED1-1 € mais abundante em promastigota,
enquanto a DED1-2 é dominante na fase amastigota (Zinoviev et al., 2012a).
Posteriormente, estudos experimentais em iniciacdo da traducédo nesses parasitas
identificaram a presenca destes dois pardlogos associados ao complexo de ligacéo
ao cap (Zinoviev et al., 2011; Hilliker et al., 2011).



40

Figura 6: Resumo grafico da duplicacdo de gene da DED1 em tripanosomatideos
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de gene
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N y, Especifico de fase
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Legenda: Tripanosomatideos codificam dois ortélogos da DED1, que apresentam fun¢des redundantes
e expressédo especifica a depender do estagio evolutivo.
Fonte: Adaptado de Zinoviev et al., 2012a.

A partir de andlise de bioinformatica da sequéncia consenso de um subconjunto
da subfamilia Ded1/DDXS3, foi possivel identificar que a DED1-2 e a HEL67 de T.
brucei e L. infantum compartilham parcialmente as mesmas caracteristicas (Floor et
al., 2016; Mokdadi et al., 2021). No que diz respeito especificamente a HEL67, ela é
uma proteina essencial para o metabolismo do RNA e para a infectividade e
diferenciagao celular em L. infantum e L. major. Um estudo em L. infantum evidenciou
gue a delecdo gendmica da HEL67 foi capaz de reduzir consideravelmente o
crescimento das formas promastigotas e afetou a diferenciacdo para amastigotas
(Satish Chandra Pandey et al., 2020; Padmanabhan et al., 2012; Padmanabhan et al.,
2016). Em L. donovani, uma vacina candidata contra leishmaniose visceral foi
proposta baseada na mutacdo nula da HEL67 (LdHel677), que impediu a
diferenciacdo em amastigotas axénicos, com o parasita tornando-se incapaz de
infectar os hamsters do estudo, e induzindo imunidade protetora (L. infantum) (Satish
Chandra Pandey; Pande; Samant, 2020).

Em tripanossomas, a DED1-2 parece ser essencial durante todo o ciclo de vida
do parasita, enquanto a HEL67 parece desempenhar um papel menor. Esse dado foi
confirmado através de experimentos de silenciamento mediados por RNA de
interferéncia (RNAIi) na HEL67 (Tbh927.10.14550), a qual demonstrou ter um minimo
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impacto na viabilidade celular, enquanto o silenciamento da DED1-2 (Tb09.211.3510)
foi capaz de interromper o crescimento celular. Quando ambos os genes foram
silenciados, foram identificados niveis muito baixos de tradug¢&o global, com morte
celular ocorrendo 48h apds a indugdo com RNAI (Zinoviev et al., 2012a).

Ainda em T. brucei, ensaios de espectrometria de massas identificaram a
HEL67 e outra RNA helicase DEAD-box chamada DBP2B (Tbh927.8.1510)
coprecipitadas e significativamente enriquecidas com os EIF4AE3 e EIF4G4,
respectivamente (Bezerra et al., 2022). A descoberta da associacdo da DBP2B com
complexos citoplasmaticos chama a atencéo, considerando que essa proteina parece
ter funcdes predominantemente nucleares, sendo essa caracteristica semelhante a de
seus possiveis homadlogos, Dbp2 em leveduras e a DDX5 em humanos, ambos
associados a terminacao da transcri¢do, regulacdo de RNAs nédo codificantes longos
(INcRNASs) e interacdo com proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs) durante a exportacao
nuclear de mRNAs (Xing et al., 2018; Bohnsack et al., 2023; Wai Kit Ma e Tran, 2014).
Sendo assim, esses achados sugerem que a DBP2B também pode desempenhar
funcBes similares, incluindo um possivel papel no transporte de mRNAs para
complexos do tipo elF4F.

Além disso, a DBP2B, juntamente com a poli(A) polimerase — PAP1
(Th927.3.3160), sdo os unicos genes conhecidos contendo introns no genoma total
de T. brucei (Billington et al., 2023; Mair et al., 2000; Berriman et al., 2005; Siegel et
al., 2010). Contudo, para ambos os genes mencionados, podem existir possiveis
parceiros funcionais com auséncia de introns, como a Th927.7.3780 (PAP1) e
Th927.10.6630 (DBP2A ou também chamada de HEL64) (Preusser et al., 2014;
Missel et al., 1995).

Posteriormente, os ensaios em T. brucei foram repetidos em L. infantum e L.
amazonensis, confirmando a presenca da HEL67 assim como da DED1-2 e DBP2B
associadas ao complexo EIF4AE3/EIF4G4 de ambas as espécies de Leishmania (Brito
2023). Esse dado € possivelmente indicativo de conservacao de fungcao e associacao
com um dos complexos semelhantes a elF4F mais bem caracterizados de
tripanosomatideos. No entanto, investigacbes adicionais sdo necessarias para

confirmar essa hipo6tese e elucidar os mecanismos envolvidos.
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2.9.4.2 DHH1

O estudo da DHH1 na forma prociclica de T. brucei identificou que esta € uma
proteina que interage de forma seletiva com mRNAs associados a regulagdo do
desenvolvimento do parasita, mas sua associacdo com complexos elF4F ainda
permanece incerta (Kramer et al., 2010). Esta proteina também foi implicada em
diversos processos associado ao metabolismo do RNA, principalmente relacionados
ao seu acumulo em granulos de estresse e corpos P. Em T. cruzi, a DHH1 participa
de complexos independentes de polissomos, distribuida difusamente no citoplasma e
associada a granulos citoplasmaticos, cujos tamanhos variam conforme o parasita €
exposto a estresse nutricional ou agentes que interferem na traducéo (Kramer et al.,
2008; Holetz et al., 2007; Kramer et al., 2010; Holetz et al., 2010).

Ainda em T. cruzi, através de experimentos de imunoprecipitacdo (IP), foi
evidenciada a interacdo da DHH1 com componentes dos granulos de estresse,
incluindo fatores de iniciacao da traducdo como o complexo elF3 e o EIF4AIl (Holetz
et al., 2010). Os corpos P e os granulos de estresse nos quais a DHH1 esté presente
sdo estruturas dindmicas que contém mRNA, podendo aumentar de nimero ou
tamanho a depender das condi¢cdes de estresse na célula (Holetz et al., 2010).
Durante essas condicfes, a maioria dos mRNAs se comportam em um estado de
repressdo da traducdo, sendo direcionado para: armazenamento; decaimento
mediado por enzimas de decapeamento (Dcpl e Dcp2) e exonucleases hidroliticas 5’
3’ (Xrn1); ou reciclagem para posterior retorno a maquinaria de traducéo (Balagopal,
Parker, 2009; Teixeira, 2005). Em T. brucei, resultados recentes ainda ndo publicados,
obtidos por ensaios de IP seguidos de espectrometria de massas na forma sanguinea
do parasita, identificaram a associagdo da DHH1 (Th927.10.3990) com o complexo
EIF4AE6/EIFAGS (Silva, 2024), algo ndo esperado, mas que pode ser relevante do

ponto de vista da funcionalidade deste completo.

2.9.5 RNA helicases e complexos tipo elF4F de tripanosomatideos

Considerando os pontos abordados nesta revisao, é notavel a necessidade de
elucidacéo dos papéis das RNA helicases citadas com envolvimento na iniciagcdo da
traducdo em tripanosomatideos. Isso pois, ainda nédo esta claro o seu papel na
regulacédo génica, logo, entender como essas helicases se relacionam com o0s

parceiros funcionais dos complexos tipo elF4F pode contribuir significativamente,
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através de novas informacdes sobre a estruturacdo desses complexos, assim como
no seu papel na traducdo, com possibilidade de destacar aspectos diferenciados de
suas funcoes.

Esses aspectos podem ser elucidados através da integracdo de dados ja
estabelecidos na literatura, juntamente com a descoberta de quais proteinas
conhecidas se associam com essas helicases, indicando possiveis interacdes diretas

que podem ser imprescindiveis para a traducao.
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3 MATERIAIS E METODOS

A figura 7 apresenta um diagrama esquematico das estratégias metodoldgicas
utilizadas para atingir os objetivos deste estudo, que consistem na caracterizagao das
possiveis interacdes proteina-proteina das RNA helicases DED1-2, HEL67, DBP2B e

DHH1, em associacdo com parceiros funcionais dos complexos tipo elF4F.

Figura 7: Diagrama esquemético dos procedimentos metodolégicos
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Fonte: O autor (2025)

3.1 OBTENCAO DE DNA GENOMICO E EXTRACAO DE RNA DE T. BRUCEI
PARA SINTESE DE CDNA

Ao iniciar o estudo, o laboratério ja dispunha de DNA gendmico (gDNA) total
de T. brucei da linhagem transgénica 29-13. No entanto, para a obtencdo do DNA
complementar (cDNA), foi necessario realizar a extracdo do mRNA total de T. brucei
29-13 em sua fase prociclica, seguida pela sintese de cDNA. Essa etapa foi
imprescindivel para amplificacdo apenas do gene DBP2B (numero de acesso no
TritrypDB - Th427.08.1510), devido a presenca de um intron contendo 1324 pb neste
gene, situado entre a regido de 1225-1226 pb do total codificante de 1710 pb.
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Para a extracdo de RNA, foram cultivadas células de T. brucei de linhagem
transgénica 29-13 (oriundas da cepa selvagem 427) (WIRTZ et al.,1999). Em seguida,
uma concentracéo total de 1x107 células da cultura foi centrifugada a 1690 x g por 10
minutos. O sedimento resultante foi ressuspendido com o tampéao Phosphate-buffered
saline 1X (PBS) para a lise celular e extragdo do RNA com uso do kit de extracéo
“‘RNeasy Mini Kit (Qiagen)”. Apos o procedimento, foram separadas aliquotas para
andlise da integridade do RNA através do perfil de bandeamento em corrida
eletroforética, enquanto o restante da amostra foi armazenado a -80°C. No dia
seguinte, foi realizada a sintese de cDNA utilizando o Kit GoScript™ Reverse

Transcriptase System (Promega), seguindo as instrucfes do fabricante.

3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Com o intuito de obter os amplicons dos genes codificantes das referidas RNA
helicases TbHEL67, TobDED1-2, TbDHH1 e TbDBP2B (nimeros de acesso no banco
de dados TritrypDB - https:/tritrypdb.org/tritrypdb/app - Tb427_ 100153800,
Th427 090072800, Th427.10.3990 e Th427.08.1510, respectivamente), foi realizado

a reacao em cadeia da polimerase (PCR). A amplificacdo via PCR seguiu conforme

as instrugdes do fabricante do Kit AccuPrime ™ Pfx DNA Polymerase (Invitrogen™), o
gue incluiu os seguintes componentes: 150 ng de cDNA ou DNA total do T. brucei 427
(gDNA) como molde, ressaltando que o cDNA foi utilizado apenas para o gene
TbDBP2B; 0,3 pM (concentracdo final) de oligonucleotideos forward e reverse
desenhados a partir de sequéncias dos genes das helicases identificadas no genoma
do parasita (Tabela 1); 1 (U) da enzima DNA polimerase AccuPrime™ Pfx (New
England Biolabs); 5 pL do Mix de reacdo AccuPrime™ Pfx 10X contendo tampao
apropriado, MgSO2 e dNTPS para concentracdo final de 1 mM e 0,3 mM,
respectivamente em um volume final de 50 pL completado com agua destilada. As
condi¢des das PCRs incluiram uma etapa inicial de desnatura¢ao de 95 °C por 2 min,
seguido de outra desnaturacdo de 15s a 95 °C, anelamento dos primers em
touchdown (60-50 °C por 30s para a DHH1, DBP2B e DED1-2 e 65-55 °C para HEL67)

e extensdo dos fragmentos a 68 °C por 5 min.


https://tritrypdb.org/tritrypdb/app
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Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo dos genes de T. brucei

Tamanho do

Sequéncia5 - 3’

amplicon (pb)
DED1-2 F AAGCTTCCCGCCACCATGAGTTTATCCCGC

DED1-2 R AGATCTGAAGCCTCCGTCATC 2220
HELG67 F AAGCTTCCCGCCACCATGCACGGCATGAAT

HEL67 R GGATCCCATGGTGAGGCCTCCTCCTC 1851
DBP2B F AAGCTTCCCGCCACCATGTATGGGATGAAC

DBP2B R AGATCTATAAGAACCACCCGT 1710
DHH1 F AAGCTTCCCGCCACCATGGTAACCGATGAT

DHH1 R GGATCCCGCGGTGTACAGCTC 1eal

Legenda: Sequéncias sublinhadas correspondem ao sitio da enzima de restricdo; AAGCTT — Hindlll
(vermelho), AGATCT - Bglll (verde), GGATCC — BamHI (azul).
Fonte: O autor (2025)

Os fragmentos gerados pela amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1%, acompanhados do padrao de peso molecular (1 Kb plus DNA
Ladder, Invitrogen) e corados com Syber® Safe DNA gel stain (ThermoFischer
Scientific). Apds a corrida eletroforética, os géis foram expostos em transiluminador
para confirmagdo da amplificagdo correspondente ao tamanho molecular de cada
gene. Em seguida, os fragmentos de interesse foram excisados do gel e purificados
com o sistema GFX™ PCR DNA Gel Band Purification Kit (Cytiva), conforme as
instrucdbes do fabricante e quantificados utilizando o NanoDrop™ 2000

Spectrophotometer (ThermoFischer Scientific).

3.3 CLONAGEM EM PGEM®-T EASY

Para a clonagem, os fragmentos génicos purificados foram tratados
(adenilados) para insercao de adeninas nas extremidades 5’ e 3’ dos fragmentos, para
gue dessa forma ocorra o pareamento com o vetor pGEM — T Easy. Para isso, foi
utilizado o kit Platinum™ Tag DNA Polymerase (Invitrogen™), utilizando do DNA
purificado (30-40 ng/pL), 5 unidades (U) da enzima Platinum™ Taqg DNA Polymerase,
2mM de dATP, 50 mM MgSO,, 1 uL do tampé&o 10x proveniente do kit da enzima,
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Em seguida, a reacao foi completada com
agua destilada para um volume final de 10 uL e incubada em termociclador a 72 °C

por 30 min. Logo apads, os fragmentos adenilados foram clonados em vetor pGEM®-
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T Easy, utilizando o kit pPGEM®-T Easy® Vector System (Promega®) e as instrucdes
do fabricante, com uso de 2 pL do produto da adenilacéo, 1 Unidade (U) da enzima
T4 DNA Ligase, 5 pL do tampéao 2X Rapid Ligation Buffer, 50 ng do vetor pGEM®-T
Easy Vector e adicdo de 4gua destilada para um volume final de 10 uL. Em seguida,

a reacao foi incubada por cerca de 16 h (durante a noite) a 4 °C.

3.3.1 Transformacao bacteriana e extracdo de DNA plasmidial

Para insercdo do DNA recombinante formado pelo vetor pPGEM®-T Easy ligado
ao gene de interesse, foi utilizado o protocolo de choque térmico em células
competentes de Escherichia coli linhagem Topl0. Para isso, cerca de 50 uL das
células de E. coli foram transformadas em 5 pL da ligagdo contendo o DNA
recombinante, submetendo a amostra a uma incubacéo inicial por 30 minutos em gelo,
seguida de 45 segundos em 42°C e 2 minutos em gelo. As transformacgdes foram
entdo semeadas em placa de Petri contendo meio Agar LB (Luria Bertani) sélido, com
adicdo de ampicilina (100 pL/mL) e previamente suplementado com X-GAL (50
mg/mL) e IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido - 1 M) em proporgdo molar 1:2.
As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por cerca de 16h. Apds o crescimento
das col6nias, foram selecionadas apenas as coldnias brancas (presenca do vetor com
o inserto de interesse) e inoculadas em meio LB liquido com adi¢cao de ampicilina (100
uL/mL) e incubadas novamente a 37 °C em agitador, a 200 RPM, por 16h. Apés a
incubacdo, as bactérias crescidas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial
utilizando o kit Quick-DNA™ Miniprep Kit - Zymo Research, de acordo com as
orientacdes do fabricante. Posteriormente, para confirmar a extracdo e a clonagem,
os plasmideos foram submetidos a digestdo enzimética com a enzima de restricdo
EcoRI (New England Biolabs), com sitios de corte no vetor (proximo das extremidades

de gene de interesse).

3.4 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Apés a confirmacdo do padrédo de digestdo caracteristico de cada gene alvo
desse estudo, as amostras de DNA recombinante oriundas da clonagem foram
enviadas para sequenciamento capilar de Sanger ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems®) disponivel no Nucleo de Plataforma Tecnoldgica do Instituto Aggeu
Magalh&es - Fiocruz, Pernambuco. Com o retorno dos dados dessas amostras, a
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identidade das sequéncias foram validadas através de comparagdo com o gene de
referéncia correspondente ao gene clonado. Essa comparacéao foi realizada atraves

do alinhamento a partir do download da sequéncia de referéncia de cada RNA helicase

no website TritrypDB (https://TritrypDB.org/TritrypDB/app) juntamente com os clones

sequenciados em programas como Segman e SeqBuilder (DNASTAR®).

3.5 SUBCLONAGEM DOS GENES EM VETOR DE EXPRESSAO DE
TRYPANOSOMA BRUCEI

Com a confirmacdao da integridade das sequéncias, foi realizada a recuperacao
dos insertos clonados no vetor pGEM®-T Easy para sua subclonagem no vetor de
expressao p2477. Este vetor permite expressao da proteina de interesse fusionada a
6 coOpias do epitopo HA (Y-P-Y-D-V-P-D-Y-A), tendo sido proveniente de uma
construcdo de trabalhos anteriores do grupo de pesquisa. Além disso, 0 p2477 contém
um gene de resisténcia a fleomicina, que permite a selecao das células de T. brucei
linhagem 29-13 que incorporaram o plasmideo, pois 0 mesmo foi projetado para se
integrar ao genoma do parasita, especificamente em uma regido de DNA ribossémico
(rDNA) (Kelly et al., 2007; Moura, 2011).

A obtencéo dos insertos no vetor de clonagem foi obtida a través dos seguintes
procedimentos. Para a construcao pGEM®-T Easy/DHH1 foi feita uma dupla digestao
com as enzimas Hindlll e BamHI. Para as construcdes pGEM®-T Easy/DBP2B,
PpGEM®-T Easy/HEL67 e pGEM®-T Easy/DED1-2, inicialmente foi necesséario a
linearizacao e precipitacdo do DNA. A primeira constru¢ao devido a incompatibilidade
de tampdes com a segunda enzima, e as duas Ultimas constru¢cbes, em razdo da
necessidade de digestao parcial. Logo, para a pGEM®-T Easy/HEL67 foi realizada a
linearizacdo com a enzima BamHI, enquanto para as pGEM®-T Easy/DED1-2 e
PGEM®-T Easy/DBP2B foi utilizada a enzima Bglll. Com os DNAs linearizados e
precipitados com NaCl 0,3 M (concentracao final) com adicdo de etanol absoluto em
volume 1/1, foram submetidos a digestao parcial por 3 a 4 minutos a 37°C (DED1-2 e
HELG67) e total (DBP2B), todos com a enzima Hindlll High-Fidelity (HF). De forma
paralela também foi realizada, através de dupla digestdo com Hindlll e BamHI, a
recuperagéo vetor eucariotico p2477 (Figura 8).

O plasmideo p2477 e os fragmentos de DNA resultantes das digestdes citadas
a partir das construgdes no vetor pPGEM®-T Easy (com os genes DHH1, HEL67,


https://tritrypdb.org/tritrypdb/app
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DED1-2 e DBP2B) foram purificados utilizando o GFX™ PCR DNA; Gel Band
Purification Kit, conforme as orientacfes do fabricante. Além disso, o plasmideo p2477
purificado foi submetido a reacdo de desfosforilacdo com a enzima Antarctic
Phosphatase (New England Biolabs®) seguindo as instru¢des do fabricante. Apds as
purificacfes, os fragmentos dos genes alvos foram ligados nos sitios Hindlll e BamHI
(também complementar do sitio Bglll) do vetor p2477, utilizando 0,5 pL da enzima T4
DNA Ligase (New England Biolabs®) e 1 pL do seu respectivo tampéo para um
volume final de 10 pL e posterior incubacdo por cerca de 16h a 16°C. Para a
subclonagem propriamente dita, 5 uL do produto da ligacdo foi transformado em 50
uL de células E. coli Top10, semeado em placa com meio LB sélido com ampicilina
(100 pL/mL) a 37°C por cerca de 16h. Em seguida as colonias foram inoculadas em
meio liquido LB com ampicilina e realizado a extragcdo do DNA plasmidial, com
posterior confirmacao da subclonagem através de digestfes enzimaticas em pequena
escala com Hindlll, BamHI e Sacl para as quatros construcdes. Apos confirmacéao por
corrida eletroforética e sequenciamento, as constru¢cdes foram submetidas a
linearizacdo com a enzima Notl, que realiza um corte em regido especifica da
sequéncia, favorecendo o processo de recombinacdo homologa no genoma de células

de T. brucei linhagem 29-13.



Figura 8: Representacéo esquematica do plasmideo (vetor) p2477
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Legenda: Esquema do plasmideo p2477. Em vermelho esta a representagdo da insercao de um gene,
com sitios de restricdes 5’ Hindlll e 3’ BamHI em amarelo. BleoR — resisténcia a bleomicina (fleomicina),
TEV - Protease do virus do mosaico do tabaco, HA - epitopo de hemaglutinina, AmpR - resistente a
ampicilina, ori — origem de replicacao.
Fonte: O autor (2025)

3.6 TRANSFECCAO DE CELULAS PROCICLICAS DE TRYPANOSOMA BRUCEI

Para expresséo das helicases foram utilizadas células de T. brucei prociclicas,
da linhagem transgénica 29-13, que é derivada da cepa selvagem 427. Nesta

linhagem, a expressédo da T7 RNA polimerase € constitutiva, assim como do repressor

50
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da tetraciclina (WIRTZ et al.,1999). As células foram cultivadas em meio SDM-79
(Nova Biotecnologia) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 0,2% de
hemina e solucao de antibibticos especificos para manutencdo da linhagem (Tabela
2), em uma estufa BOD a 26°C. O acompanhamento de crescimento das culturas foi
realizado por contagem em camara de Neubauer, para manutencdo da fase

exponencial e analise da morfologia celular em microscopio éptico.

Tabela 2: Antibidticos e suas concentracdes para manutencao e selegdo das culturas de T.
brucei

Linhagens Antibioticos Concentracéo Final
Neomicina (G418) 15 pg/mL
29-13 Higromicina 25 pg/mL
Fleomicina 2,5 ug/mL

Legenda: O antibidtico utilizado para selecédo das linhagens transfectadas encontra-se sublinhado.
Fonte: O autor (2025)

As transfeccdes foram realizadas com células de T. brucei 29-13, seguido da
sedimentacdo de um total de 2x107 células, o qual foi ressuspendido em 5 mL de
tampédo ZPFM (NaCl 132 mM, KCI 8 mM, NazHPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, Mg
(CH2C00)2 0,5 mM e Ca (CH2CO00)2 0,09 mM) e centrifugado em 1690 x g por 10
minutos. Logo apos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi novamente
ressuspendido, em uma solucdo de 450 puL do tampdo ZPFM e 10 ug de DNA
plasmidial linearizado do vetor p2477 com 0s respectivos insertos, com a enzima de
restricdo Notl. Esta solucao foi submetida a eletroporacao utilizando um eletroporador
BioRad Gene Pulser I, em uma cuveta de 4 mm, utilizando um pulso de 1,5kV e 25uF
de capacitancia. Apés a eletroporacdo, os parasitas foram transferidos para uma
garrafa de cultura contendo 10 mL de meio SDM-79 e incubados na BOD a 26°C com
injecdo de 5% de COz2 por cerca de 24h para recuperacéo. Apos este periodo, foram
adicionados os antibidticos de manutencao de linhagem (Tabela 2). Apés adicéo dos
antibiéticos, as culturas foram diluidas em 10 e 100 vezes, em um volume de 12 mL,
que foi distribuido em placas de 24 pocgos, para selecdo no periodo de
aproximadamente 15 dias. Apos o periodo de selecdo da transfecgcdo, foram
recuperados cinco clones da linhagem TbDBP2B, trés da TbDHH1 e um clone da
TbDED1-2. ApOs trés repasses por repique com antibioticos, foram retiradas aliquotas

de todos os clones das culturas transfectadas para realizagéo de extratos proteicos.
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3.7 OBTENCAO DE EXTRATOS PROTEICOS

Para confirmar o perfil de expressdo das RNA helicases-alvo, as culturas
transfectadas de cada gene foram avaliadas por meio teste de inducéo e por curvas
de crescimento (fase exponencial) de extratos proteicos, tanto induzidos (+TET) com
tetraciclina (1 pg/mL), quanto nao induzidos (-TET), em triplicata. Para isso,
inicialmente foi realizada a contagem celular em camara de Neubauer, com o intuito
de diluir as culturas para fase exponencial, em uma concentragéo de 10° células/mL
(estagio inicial Oh). Para evitar que as culturas atingissem a fase estacionaria, o
periodo da curva de crescimento foi estendido até 48 horas, tempo considerado
adequado tanto para a expressao das proteinas quanto para manter as células em
fase exponencial. Portanto, em Oh, 24h e 48h po6s-inducéo, foram retiradas aliquotas
das culturas induzidas e nao induzidas, correspondendo a uma concentracao total de
5x10° células. Em seguida, as aliquotas foram centrifugadas a 1690 x g por 5 minutos
e o sedimento resultante foi ressuspenso em 30 pL de tampéo de amostra para SDS-
PAGE (10% SDS, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 50% glicerol, azul de bromofenol e 50 ul/mL
de 2-mercaptoetanol) e as amostras foram submetidas a 100 °C por 3 minutos. Um
volume de 10 pL de cada amostra foi usada para separacao eletroforética SDS-PAGE
e para posterior anélise da expressao proteica por Western blot (WB).

3.8 WESTERN BLOT

As amostras dos extratos proteicos foram submetidas ao ensaio de Western
blot. Inicialmente, foi realizada a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 15% descrito acima. Em seguida, as proteinas no gel foram transferidas para
a membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore®) no equipamento Power Blotter XL
System (ThermoFischer). Posteriormente as membranas foram submetidas ao
bloqueio com leite diluido a 5% em TBS-T (20 mM Tris, 500 mM NaCl — pH 7,5,
contendo Tween-20) por 1 hora em agitacdao a 25 °C. Em seguida foram incubadas
por mais 1 hora com o anticorpo primario monoclonal anti-HA (Sigma®) diluido 1:3000
em solucédo de leite 5% em tampao TBS-T. Apds a incubacdo com o anticorpo
primario, as membranas foram lavadas trés vezes com leite 5% em TBS-T por cerca
de 10 minutos e, em seguida, foram incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG
de camundongo conjugado com peroxidase (Jackson ImmunoResearch) na diluicéo
de 1:10.000 por 1 hora em agitacdo a 25 °C. ApOs esta segunda incubacédo, as

membranas foram lavadas 3 vezes com TBS + Tween-20 1% e incubadas com o
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reagente Immobilon Forte Western HRP Substrate (Millipore) por aproximadamente
trés minutos, para reacdo de quimioluminescéncia. A visualizacdo e deteccdo de
imagens das membranas foi feita utilizando o equipamento iBright™ Western blot
Imaging Systems.

3.9 LISADOS E IMUNOPRECIPITACOES

Apoés confirmar a expressdo de 48h das helicases em linhagens de T. brucei
29-13, foram preparados lisados celulares desse mesmo periodo de crescimento.
Para isso, foram realizados inGculos em triplicatas, utilizando os trés clones
transfectados da linhagem TbDBP2B/p2477 e TObDHH1/p2477, uma triplicata do clone
1 (um) da TbDED1-2/p2477 e também uma triplicata da cultura de T. brucei 29-13 ndo
transfectada (controle negativo). Cada inéculo das triplicatas das linhagens foram
diluidos em uma concentragdo inicial de 10° células/mL, para um volume final de 40
mL. Apés a diluicdo, as culturas foram induzidas com tetraciclina (1 yg/mL) por um
periodo de 48h em fase exponencial (5 a 8 x 10° células/mL). Em seguida, foram
realizadas a quantificacdo de parasitas das culturas em camara de Neubauer e
determinado um volume contendo um nimero total de 1,2 x 108 células, para posterior
centrifugacéo a 4696 x g por 5 min. O sedimento celular resultante foi lavado em 5 mL
de PBS a 4 °C e novamente centrifugado nas mesmas condi¢cfes citadas acima. Em
seguida, as células sedimentadas foram ressuspensas em 450 uL de tampé&o de lise
(20 mM de HEPES-KOH pH: 7,4; 75 mM de acetato de potassio; 4 mM de acetato de
magnésio e 2 mM de DTT) com inibidor de protease EasyPack® (Roche), de acordo
com instru¢des do fabricante. Com o intuito de obter a fracdo citoplasmatica das
linhagens, as células foram submetidas ao processo de lise celular por cavitagdo, com
uso de cilindro de alta pressdo de nitrogénio, a uma pressao de 70 Bar por 15 min a
4°C. ApOs esse periodo, foi realizada uma rapida despressurizacdo, causando assim
a ruptura celular. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 9600 x g por 15 min
a 4°C, para separagao dos detritos celulares e armazenamento a -80°C da fracéo
citoplasmatica, que corresponde ao sobrenadante e do sedimento pés-lise.

Considerando que a literatura indica uma possivel participacdo nuclear da
proteina TbDBP2B, foi retirada uma aliquota do sedimento pos-lise dessa linhagem,
bem como das demais linhagens-alvo, com o objetivo de verificar a ocorréncia de lise

parcial ou uma possivel localizacdo da proteina em organelas, como o0 nucleo. As
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aliquotas do sedimento pos-lise, assim como da fracdo citoplasmatica foram
submetidos a separacéo eletroforética em SDS-PAGE, seguido de Western blot com
anticorpo anti-HA, para confirmagéo da inducdo das proteinas-alvo. Além do uso do
anti-HA, anticorpos como anti-BiP e anti-EIF4AIl foram utilizados como controle de
carga e de eficiéncia na lise celular das amostras, uma vez que Sao anticorpos contra
proteinas citoplasmaticas e de producdo constitutiva no parasita. A BiP (proteina de
ligacdo luminal 1) estq presente tanto no citoplasma quanto no limen do reticulo
endoplasmatico (Bangs et al., 1993), enquanto a EIF4Al € localizada exclusivamente
no citoplasma (Berriman et al., 2005).

Para realizacdo dos ensaios de imunoprecipitacdo (IP), foram utilizadas as
fracOes citoplasmaticas (sobrenadante ou lisados) das triplicatas de cada linhagem
submetida ao processo de lise celular. Cerca de 200 pyL dos sobrenadantes foram
incubados por 30 min a 4°C com cerca de 0,2 mg de microesferas magnéticas anti-
HA (Pierce™ Anti-HA Magnetic Beads Thermo Scientific™) previamente lavadas trés
vezes com PBS gelado com inibidores de proteases. As microesferas anti-HA tém a
capacidade de se ligar ao epitopo HA das proteinas recombinantes. ApGs o periodo
de incubacéo, o sobrenadante foi separado e armazenado a -80°C, correspondendo
a fracdo depletada. Em seguida, as microesferas anti-HA foram lavadas novamente
duas vezes com PBS a 4 °C. Na ultima lavagem o sobrenadante foi descartado e as
microesferas anti-HA contendo antigeno, ou as proteinas recombinantes com
antigeno HA, foram ressuspendidas em 40 uL de tampao de amostra para SDS-
PAGE, sendo 10% da amostra final submetida a corrida eletroforética em gel de

poliacrilamida e posterior Western blot com uso do anticorpo anti-HA.

3.10 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE IMUNOPRECIPITACAO E ANALISE DE
DADOS DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Apos a confirmacdo da imunoprecipitacdo, 30uL das amostras de IP (em
triplicata) foram submetidas a corrida eletroforética de “empacotamento” (migragéo
das IPs para o inicio do gel SDS-PAGE 15%) durante 15 minutos. Em seguida o gel
foi corado com Coomassie Blue 250-R para visualizacao das bandas e descorado com
solucéo de 25% de acido acético glacial e 7% de metanol v/v. Em seguida as bandas
foram excisadas e mantidas em agua ultrapura para envio a Plataforma Tecnologica
de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz, Paranid e em

seguida serem analisadas pelo Espectrobmetro de Massas - Orbitrap Exploris 120
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acoplado a um cromatégrafo liquido UHPLC. Nessa Plataforma, a analise das
amostras inclui a digestao por tripsina das proteinas empacotadas no gel SDS-PAGE,
clivando os peptideos em residuos de arginina ou lisina, com. posterior purificacdo
dos peptideos e a identificacdo e quantificacdo dos peptideos na plataforma

denominada MaxQuant (https://www.maxquant.org).

Para analisar os dados brutos que foram obtidos no ensaio de espectrometria
de massas, foi realizada a identificacdo dos polipeptideos que coprecipitaram
(copurificaram) com as amostras contendo as proteinas de interesse. A identificacdo
desses polipeptideos foi através da sequéncia proteica de T. brucei brucei TREU927

em banco de dados online do TritrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app). Em

seguida, os dados brutos passaram por um processo de normalizacdo para corrigir
discrepancias de intensidade entre as replicatas. Esse processo envolveu o célculo
da soma das intensidades de todas as réplicas/clones das amostras (incluindo o
controle) e a divisdo do maior valor de soma pela soma individual de cada
réplica/clone, gerando um fator de normalizagédo usado para multiplicar os valores de
intensidade dos polipeptideos coprecipitados. Apds a normalizacao, foi calculada a
razdo entre a média das intensidades das amostras-alvo e a média das intensidades
do controle para cada proteina copurificada. Além disso, para identificar proteinas
diferencialmente enriquecidas no conjunto de proteinas associadas a cada helicase,
foi calculada a razdo das médias de intensidade entre as proteinas copurificadas com
DED1-2, DHH1 e DBP2B. Para a identificacdo dos polipeptideos que coprecipitaram
com as proteinas-alvo, foram consideradas apenas aquelas detectadas nas trés
réplicas. A selecdo dos possiveis interatores foi baseada na razdo de enriquecimento,
adotando-se um valor igual ou superior a 4,0 para garantir maior confiabilidade na
identificacdo de associacfes especificas, tanto em relagdo ao controle quanto entre
as diferentes helicases-alvo. No caso de polipeptideos como fatores de traducéo, foi
aplicado um critério menos restritivo, com razdo de enriqguecimento igual ou superior
a 1,5, considerando que as proteinas-alvo ja sdo descritas na literatura como
associadas a fatores de traducéo, o que justifica a inclusdo de interacbes mais sutis,

porém potencialmente relevantes do ponto de vista bioldgico.


https://www.maxquant.org/
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app
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4 RESULTADOS

4.1 AMPLIFICACAO DOS GENES DE INTERESSE

Os genes codificantes das RNA helicases HEL67 (Tb427_100153800), DED1-
2 (Tb427_090072800), DHH1 (Th427.10.3990) e DBP2B (Tb427.08.1510) foram
amplificados apresentando os tamanhos esperados de 1221 pb, 1710 pb, 1851 pb e
2220 pb para os genes DHH1, DBP2B, HEL67 e DED1-2, respectivamente (Figura 9).
Com essa confirmacéo, os fragmentos foram purificados, quantificados e submetidos

a adenilacdo para clonagem no vetor pGEM®-T Easy.

Figura 9: Amplificacio dos genes das RNA helicases de Trypanosoma brucei
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Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando o produto da amplificacdo por PCR dos genes
DHH1, DBP2B, HEL67 e DED1-2. Amplicons correspondentes ao tamanho de 1221 pb (A), 1710 pb
(B), 1851 pb (C) e 2220 pb (D). Notar a presenca de marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder
(Invitrogen).

Fonte: O autor (2025)

4.2 OBTENCAO E CONFIRMACAO DE CONSTRUCOES PLASMIDIAIS DE
INTERESSE

Os genes de helicases, apos purificagdo e adenilacdo, foram clonados em no
vetor pGEM®-T Easy usados para transformacdo em células competentes de E. coli.
Com crescimento dessas ceélulas, o DNA recombinante foi multiplicado,
caracterizando o processo de clonagem. As reacgles resultantes da clonagem foram
submetidas a extracdo do DNA plasmidial por meio de minipreparacdes. Essas
preparacdes em pequena escala foram posteriormente submetidas a digestédo

enzimatica com EcoRI, Hindlll e BamHI, conforme ilustrado na Figura 10. Os
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resultados evidenciam o sucesso da clonagem, com a liberagdo dos fragmentos nos
tamanhos esperados: 1221 pb para DHH1, 2220 pb para DED1-2, 1851 pb para
HELG67 e 1710 pb para DBP2B.

Figura 10: Digestdes enzimatica em pequena escala para confirmacédo das clonagens dos

genes das RNA helicases de Trypanosoma brucei
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Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a digestdo enzimatica das construcdes
formadas pelos genes das RNA helicases com o vetor pGEM®-T Easy. (A) Digestdo com Hindlll e
BamHlI liberando o fragmento de 1221 pb, correspondente ao gene da DHH1. (B) Digestdo com EcoRl
das constru¢bes DED1-2/pGEM®-T Easy a esquerda do marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA
Ladder (Invitrogen), e digestdo das construcdes da HEL67/pGEM®-T Easy a direita do marcador,
liberacdo dos fragmentos alvo de 2220 pb e 1851 pb, respectivamente. (C) Digestdo com EcoRI de
clones da constru¢cdo DBP2B/pGEM®-T Easy, com liberacdo do fragmento alvo de 1710 pb; C — Clone;
M - Marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Fonte: O autor (2025)

Apés confirmacdo da clonagem por digestdo enzimatica, foi dado inicio a
segunda etapa, que consistiu na verificacdo da integridade da sequéncia do DNA
clonado por meio de sequenciamento capilar de Sanger. Os clones de cada gene
foram submetidos a essa andlise e foi constatado 100% de identidade da sequéncia
de DNA com o seu gene de referéncia correspondente no banco de dados do
TritrypDB.

4.3 SUBCLONAGEM

Com a confirmacdo da integridade e identidade das sequéncias pelo
sequenciamento, um clone de cada construcdo foi selecionado (pGEM®-T
Easy/DED1-2, pGEM®-T Easy/HEL67, pGEM®-T Easy/DHH1 e pGEM®-T

Easy/DBP2B) para digestdo enzimatica em larga escala e posterior ligagdo no vetor



58

de expressao eucariotico p2477, que permite a expressao das proteinas fusionadas a

seis epitopos de Hemaglutinina (HA) em tandem.

4.3.1 DED1-2 e HEL67

Os genes codificantes das helicases DED1-2 e HEL67 foram recuperadas do
vetor pGEM®-T Easy por digestdo parcial, em razdo da presenca de sitios internos
para a enzima Hindlll. As construgdes com os genes DED1-2 e HEL67 foram
primeiramente linearizadas com as enzimas Bglll e BamHI (Figura 11A e 11B, painel
a esquerda), respectivamente. Em seguida, os produtos linearizados foram
submetidos a digestdo parcial com Hindlll, resultando na liberacdo dos insertos
correspondentes: banda de 1851 pb (HEL67) e de 2220 pb (DED1-2) (Figura 11A e
11B, painel a direita respectivamente). Paralelamente, o plasmideo p2477 foi
preparado a partir de uma dupla digestdo com Hindlll e BamHI, utilizando uma
construcdo proveniente de trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (Figura 11C).
Apéds a excisdo em gel de agarose das bandas contendo o fragmento de DNA das
helicases e do vetor p2477, foram purificados para posterior reacdo de ligacdo e
transformacdo em células competentes de E. coli, gerando as construcfes finais
TbDED1-2/p2477 e TbHEL67/p2477.

Figura 11: Digestdes em larga escala de DED1-2 e HEL67 em vetor pPGEM®-T Easy para

subclonagem no vetor p2477
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Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a digestdo enzimatica das construgfes
HEL67/pGEM®-T Easy, DED1-2/pGEM®-T Easy e Plasmideo p2477. (A) Linearizacdo com a enzima
BamHI e digestdo parcial com Hindlll do Clone 1 da HEL67/pGEM®-T, com liberacdo de fragmento
alvo correspondendo a 1851 pb, marcado em retangulo vermelho. (B) Linearizacdo com a enzima Bglll
e digestao parcial com Hindlll do Clone 5 da DED1-2/pGEM®-T Easy, com liberacdo de fragmento alvo
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correspondendo a 2220 pb, marcado em retangulo vermelho. (C) Dupla digestdo (BamHI/HindlIIl) do
plasmideo p2477, com 5834 pb, marcado em retangulo vermelho; C- Clone; M - marcador de peso
molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Fonte: O autor (2025)

4.3.2 DBP2B e DHH1

Para obtencdo das construcdes finais TbDBP2B/p2477 e TbDHH1/p2477,
inicialmente também foi realizada a recuperacéo do fragmento de DNA desses genes
no vetor pGEM®-T Easy. O fragmento codificante da proteina DBP2B foi obtido do
vetor pGEM®-T Easy por meio de digestdo com a enzima Bglll, resultando na
linearizacdo da construcao (Figura 12A), seguida de uma segunda digestdo com a
enzima Hindlll (Figura 12B). Paralelamente, foi realizado uma dupla digestao para a
construcdo DHH1/pGEM®-T Easy, utilizando as enzimas Hindlll e BamHI (Figura
12C). Apos a corrida eletroforética, foi realizada a excisdo das bandas alvo para
purificacdo e posterior reacdo de ligacdo com o plasmideo p2477 previamente
purificado como descrito acima, gerando as construcdes finais ToDBP2B/p2477 e
TbDHH1/p2477.

Figura 12: Digestdes em larga escala da DBP2B e DHH1 em vetor pPGEM®-T Easy
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Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a digestdo enzimatica das construcdes
DBP2B/pGEM®-T Easy e DHH1/pGEM®-T Easy. (A) Linearizacdo da DBP2B/pGEM®-T Easy com a
enzima Bglll. (B) Digestdo da construcdo linearizada DBP2B/pGEM®-T Easy, com uso da enzima
Hindlll, resultando na liberacdo do fragmento alvo de 1710 pb. (C) Dupla digestéo (Hindlll/BamHI) da
construcdo DHH1/pGEM®-T Easy, com liberacdo do fragmento alvo de 1221 pb; C- Clone; M -
marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Fonte: O autor (2025)
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4.3.3 Confirmacao da subclonagem

Apos a transformacdo em células competentes de E. coli, com os plasmideos
contendo os insertos, o DNA plasmidial foi extraido dos clones oriundos do processo
de subclonagem de cada gene. A confirmagéao do sucesso da clonagem foi avaliada
apos a digestdo enzimatica, e a deteccdo do tamanho esperado dos amplicons no gel
de agarose (Figura 13). A construcdo TbDHH1/p2477 foi digerida com as enzimas
BamHI e Hindlll, sendo possivel observar o tamanho esperado do vetor sem o inserto
(~6000 pb) e com o inserto (1221 pb) (Figura 13A), as demais construgbes
apresentaram tamanhos diferentes do inserto. Isso ocorre porque, além da abolicdo
do sitio 3’ Bglll (inserto) / BamHI (vetor) no TbDED1-2/p2477 e TbDBP2B/p2477,
ambos também apresentam na sequéncia do gene, sitios internos para Hindlll/BamHI
e BamHlI, respectivamente. Com isso, 0 padrdo de bandas gerado de ~700 pb e ~200
pb (Figura 13B) e ~400 pb (Figura 13C), para digestdo com Hindlll e BamHI, foi
correspondente a localizacdo destes sitios. De forma semelhante ocorre com a
construcdo TbHEL67/p2477, que também possui sitio interno de Hindlll, mas por
motivos estratégicos foi escolhido a enzima BamHI e Sacl. Esta ultima enzima possui
sitios no vetor e no gene, gerando um padrdo de bandas especifico que confirma a
subclonagem (Figura 13D). Além disso, todas as digestdes no vetor p2477 foram
avaliadas no que diz respeito aos novos tamanhos resultantes das clivagens nos sitios

internos e enviadas para sequenciamento, confirmando o sucesso nas subclonagens.
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Figura 13: Digestdes enzimaticas em pequena escala para confirmagao de subclonagem
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Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a digestdo enzimatica das construcdes
TbHEL67/p2477, TbDED1-2/p2477, TbDHH1/p2477 e TbDBP2B/p2477. (A) Dupla digestao
(Hindlll/BamHI) da constru¢cdo TbDHH1/p2477, com inserto em ~1200 pb, como esperado. (B) Digestao
da TbDED1-2/p2477 com Hindlll e BamHI (sitios internos), com liberacédo de fragmentos em ~700 pb
e ~200 pb, como esperado. (C) Digestdo com Hindlll e BamHI (sitio interno no gene) da
TbDBP2B/p2477, com liberagédo de Unico inserto em ~400 pb. (D) Digestdo com BamHI e Sacl da
construcdo TbHEL67/p2477, com liberagdo de fragmentos em ~1000 pb, ~2500 pb e ~3700 pb, como
esperado, em virtude do sitio interno de Sacl no gene e vetor. Todas as constru¢des foram enviadas
para o sequenciamento, confirmando as subclonagens; C — Clone; M - marcador de peso molecular 1
Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Fonte: O autor (2025)
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4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS FUSIONADAS AO
EPITOPO HA

Com o intuito de identificar o perfil de expressdo das proteinas-alvo em T.
brucei, cepa 29-13, as constru¢cdes TbDHH1/p2477, TbDBP2B/p2477, TbDED1-
2/p2477 e TOHELG67/p2477, foram transfectadas nesta linhagem. As amostras obtidas
das culturas transfectadas ndo-induzida e induzida com tetraciclina no periodo de 24h,
foram avaliadas por Western blot com o uso do anticorpo anti-HA, com o intuito de
confirmar a expressdo das proteinas fusionadas com o epitopo HA. As proteinas
apresentaram tamanhos esperados, como a DBP2B apresentando peso molecular
aproximado de 69 kDa (Figura 14A), a DHH1 com ~53 kDa (Figura 14B) e DED1-2
com 83 kDa (Figura 15), fusionadas ao epitopo HA com 6,6 kDa. Por outro lado, a
transfeccdo da TbHEL67/p2477 nado resultou na obtencao de clones como esperado,
mesmo apos a realizagdo de mais trés tentativas. A provavel causa pode estar
associada a diversos fatores, incluindo o meio de cultura, a qualidade do plasmideo,
procedimento de eletroporacdo ou a manipulacdo experimental. Diante das limitacbes
de tempo, foi preferivel dar prosseguimento aos experimentos com as proteinas
DBP2B, DED1-2 e DHH1.
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Figura 14: Teste de expressao da linhagem TbDBP2B-HA e TOhDHH1-HA
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Legenda: Ensaio de Western blot com anticorpo monoclonal anti-HA. (A) Western blot da linhagem
TbDBP2B-HA, apresentando ~69 kDa, como esperado. (B) Western blot da linhagem TbDHH1-HA,
apresentando ~53 kDa, como esperado. Seta preta indica a proteina de interesse, (+) representa 0s
clones que foram induzidos com tetraciclina e (-) clones néo induzidos; C - Clone.

Fonte: O autor (2025)
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Figura 15: Teste de expressao da linhagem TbDED1-2-HA
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Legenda: Ensaio de Western blot com anticorpo monoclonal anti-HA. A seta preta indica a proteina de
interesse, (+) representa o clone que foi induzido com tetraciclina e (-) o clone nao induzido; C - Clone.
Fonte: O autor (2025)

45 CURVAS DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DE T. BRUCEI
RECOMBINANTES

Além do teste inicial de expressao das proteinas, foi realizada uma avaliacdo
em triplicata com os trés clones das linhagens expressando a DHH1, DBP2B e com
um clone da DED1-2 por meio de curvas de crescimento no periodo de 24-48h
(exponencial), com o intuito de verificar se a expressao induzida dessas proteinas
permanecia no periodo exponencial, periodo no qual comumente é realizado os
ensaios de imunoprecipitacédo para T. brucei.

Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE 15%,
em seguida transferidos para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF) e
analisados por ensaios de Western blot utilizando o anticorpo anti-HA (Sigma®) e o
anticorpo secundario anti-lgG, sendo possivel verificar a expressdo continua da
proteina até 48h, tanto para a DBP2B (Figura 16), quanto para a DHH1 (Figura 17) e
DED1-2 (Figura 18). Além disso, a curva de crescimento dos clones das helicases
mostraram-se similares no que diz respeito ao crescimento entre as culturas induzidas

e ndo induzidas, indicando que a sintese dessas proteinas aparentemente nao altera
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o perfil de crescimento do parasita, pelo menos na fase exponencial, e poderia seguir

para o ensaio de imunoprecipitacao.

Figura 16: Avaliacéo do perfil de expressédo e curva de crescimento da linhagem TbDBP2B-HA
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ThDBP2B
B
100
-+ -TET
= +TET

Densidade celular x10°%/mL

1 T 1
0 24 48

Tempo (horas)

Legenda: (A) Ensaio de Western blot e curva de crescimento da inducéo por 24h e 48h da proteina
fusionada com epitopo HA da linhagem TbDBP2B (~ 69 kDa), com uso de anticorpo monoclonal anti-
HA e proteina chaperona BIP (~ 71 kDa), de expressao constitutiva, sendo usada como controle no
namero de células por amostra. (B) Grafico representativo da curva de crescimento, evidenciando a
média de crescimento dos trés clones da linhagem TbhDBP2B, comparando a média de crescimento da
cultura controle (-TET) com a cultura induzida (+TET); TET - tetraciclina.

Fonte: O autor (2025)
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Figura 17: Avaliacéo do perfil de expresséo e curva de crescimento da linhagem TbDHH1-HA
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Legenda: (A) Ensaio de Western blot e curva de crescimento da inducéo por 24h e 48h da proteina
fusionada com epitopo HA da linhagem TbDHH1 (~ 53 kDa), com uso de anticorpo monoclonal anti-HA
e proteina chaperona BIP (~ 71 kDa), de expressao constitutiva, sendo usada como controle no nimero
de células por amostra. (B) Média das curvas de crescimento da triplicata de DHH1, mostrando o
crescimento da cultura controle (-TET) em comparacdo com a cultura induzida (+TET); TET —
tetraciclina.

Fonte: O autor (2025)
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Figura 18: Avaliacéo do perfil de expresséo e curva de crescimento da linhagem TbDED1-2-HA
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Legenda: (A) Ensaio de Western blot e curva de crescimento da inducéo por 24h e 48h da proteina
fusionada com epitopo HA da linhagem TbDED1-2 (~ 90 kDa), com uso de anticorpo monoclonal anti-
HA e proteina chaperona BIP (~ 71 kDa), de expressdo constitutiva, sendo usada como controle no
numero de células por amostra. (B) Curva de crescimento do clone 1 (um) da DED1-2, mostrando o
crescimento da cultura controle (-TET) em comparacdo com a cultura induzida (+TET); TET —
tetraciclina.

Fonte: O autor (2025)
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4.6 DETECCAO DAS HELICASES NOS LISADOS E IMUNOPRECIPITACOES

Com a confirmacéo da expressao das proteinas em fase exponencial de 48h,
foi iniciado a preparacdo dos lisados celulares neste periodo. Os lisados foram
realizados em triplicata, com obtencdo das fragGes citoplasméticas (sobrenadante)
correspondentes as linhagens transfectadas ToDHH1-HA, TobDBP2B-HA e TbDED1-
2-HA. Dentre as proteinas expressas, a DED1-2 apresentou sinais de degradacao,
entretanto, essa condicdo ndo comprometeu a realizacdo dos ensaios posteriores
(Figura 19). Observa-se ainda a presenca da DBP2B no sedimento pds-lise, embora
com guantidades menores dos marcadores citoplasméticos anti-BiP e anti-EIF4Al em
comparacdo a DBP2B, sugerindo uma predominancia de localizacdo nuclear em

relacdo a citoplasmatica para essa proteina em T. brucei (Figura 19).

Figura 19: Ensaio de Western blot dos lisados em triplicata das linhagens TobDHH1, TbDBP2B e
TbDED1-2, todas marcadas com HA
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Legenda: Ensaio de Western blot para analise da fracdo sedimentar da TbDBP2B e confirmacéo da
integridade das proteinas TbDBP2B (~69 kDa), TbDED1-2 (~90 kDa) e TbDHH1 (~53 kDa) na fragao
citoplasmatica da lise celular. Uso de anticorpo monoclonal anti-HA e anticorpo contra a proteina
chaperona BiP (~ 71 kDa - reticulo endoplasmatico/citoplasmatica) e proteina EIF4Al (~ 45 kDa -
citoplasmatica), ambas de expressédo constitutiva, sendo utilizadas como controle de carga e de lise
celular, C - controle negativo que corresponde a células de T. brucei da linhagem parental 29-13.
Fonte: O autor (2025)
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Em paralelo com a confirmacdo da integridade das proteinas nos lisados
celulares, foi identificado maior quantidade da proteina TbDBP2B na fracdo do
sedimento pos-lise em relagdo a proteina citoplasmatica controle (BIP), na mesma
fracdo, sendo indicativo de participacdo da TbDBP2B no nucleo do T. brucei. Com o
intuito de verificar se 0 mesmo padrdo ocorria com as demais proteinas, foi realizado
um novo Western blot com as fracbes sedimentares e citoplasméaticas de todas as
linhagens, e com o uso do controle BIP e EIF4AI (Figura 20). Nessa figura é possivel
observar a auséncia da BIP e EIF4Al nas fracdes do sedimento pds-lise da TobDBP2B
e TbDHH1, e fraca presenca na fracdo sedimentar da TbDED1-2, o que pode indicar
que, além do processo de lise por cavitacdo ter sido bem-sucedido, a TobDHH1 e
TbDED1-2 também parece ter participacdo nuclear no T. brucei, apesar da BIP e da
EIF4Al se apresentar fracamente na fracdo sedimentar da TbDED1-2, o que também
pode indicar lise parcial durante a cavitacao.
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Figura 20: Ensaio de Western blot das frac6es sedimentares e citoplasmaticas das linhagens
TbDBP2B, TbDHH1 e TbDED1-2, todas marcadas com HA
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Legenda: Ensaio de Western blot para analise das fracbes sedimentares e citoplasméticas da
TbDBP2B (~69 kDa), TobDHH1 (~53 kDa) e TbDED1-2 (~90 kDa). Uso de anticorpo monoclonal anti-
HA e anticorpo contra a proteina chaperona BiP (reticulo endoplasmatico/citoplasmatica) e proteina
EIF4Al (~45 kDa - citoplasmatica), ambas de expresséo constitutiva, sendo utilizadas como controle de
carga e de lise celular; retangulo vermelho corresponde a expressédo da proteina BiP, C - controle
negativo que corresponde a células de T. brucei da linhagem parental 29-13.

Fonte: O autor (2025)

A partir da confirmacéo da integridade das proteinas nos lisados, seguiu-se
para proxima etapa de ensaios de imunoprecipitacdo, que teve por intuito a
precipitacdo dos complexos proteicos formados, para posterior identificacdo dessas
proteinas por espectrometria de massas. Ap0s 0 ensaio de imunoprecipitacéo,
aliquotas do lisado celular, da fracdo depletada e da fragdo imunoprecipitada (lisados
e esferas magnéticas anti-HA) foram submetidos a ensaios de Western blot com
anticorpo anti-HA (Figura 21). Neste ensaio foi possivel confirmar a imunoprecipitacao
(IP), demonstrando a presenca das proteinas recombinantes em todas as amostras,
ou seja, no lisado, na IP obtida e no sobrenadante depletado, neste caso uma reducéo
do sinal no depletado foi observada apenas TbDEAD1-2-HA (Figura 21D). Para as

demais linhagens, a presenga da proteina-alvo no sobrenadante depletado pode ser
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atribuida a saturacéao das beads magnéticas com anti-HA, resultando em uma fracéo

excedente que nao foi capturada durante o processo de IP.

Figura 21: Ensaio de Western blot dos lisados e imunoprecipitacdes das linhagens TbDHH1,
TbDBP2B e ThDED1-2, todas marcadas com HA
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Legenda: Ensaio de Western blot de confirmacdo das imunoprecipitacdes (IPs) da TbDHH1 (A),
TbDBP2B (B) e ThDED1-2 (C e D) fusionadas ao epitopo HA. Presenga do controle negativo sendo a
linhagem selvagem transgénica (29-13) do T. brucei 427 (E); C - controle negativo que corresponde a
células de T. brucei da linhagem parental 29-13.

Fonte: O autor (2025)
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4.7 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS PARCEIRAS DAS HELICASES

A partir dos dados obtidos por espectrometria de massas, foi realizada uma
analise detalhada das proteinas que copurificaram com as RNA helicases-alvo em T.
brucei. Inicialmente, os cddigos de identificacdo das proteinas foram comparados ao
banco de dados online do TritrypDB para validacdo. Em seguida, os valores de
intensidade foram normalizados, calculadas as médias e aplicados critérios de
filtragem, conforme descrito no item 3.10.

Com a inducdo na expressdo das helicases-alvo, foi possivel observar um
aumento na intensidade média ou abundéancia dessas proteinas nas amostras da
DED1-2 (Tabela 3), DHH1 (Tabela 4) e DBP2B (Tabela 5), em comparacdo com outros

polipeptideos coprecipitados.

4.7.1 Proteinas sem atuacdo conhecida natraducado que coprecipitaram com as

RNA helicases-alvo

Dentre os 16 polipeptideos que copurificaram com a DED1-2, dentro do cut off
estabelecido (Tabela 3) destacaram-se a CAT (Carnitine O-acetyltransferase), trans-
sialidase, HEL66 e a proteina hipotética Th927.9.10400, as quais apresentaram um
enriquecimento diferencial (razdo = 4) com a DED1-2 em relag&o a sua coprecipitacédo
com a DHH1 e DBP2B. A CAT e a ACC (Acetyl-CoA carboxylase), ambas envolvidas
na regulacdo do metabolismo energético, especialmente na biossintese de acidos
graxos, apresentaram niveis de enriquecimento notavelmente altos com a DED1-2
(razdo = 60) quando comparadas ao pool de proteinas associadas a DBP2B. A CAT
mostrou-se especifica da DED1-2, enquanto a ACC também copurifica com a DHH1
em abundancia semelhante com a DED1-2. De forma parecida, a trans-sialidase,
glicoproteina de superficie, e a HEL66, uma RNA helicase, exibiram abundancia com
razao = 20 na coprecipitacdo com a DED1-2 em comparacédo a DBP2B, com excecao
da proteina hipotética Th927.9.10400. Apesar da DED1-2 ser uma proteina
notavelmente parceira da HEL67, esta n&do foi encontrada com o enriguecimento
minimo de 1,5 em relacdo ao controle negativo, sendo dessa forma estatisticamente

removida das analises.
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O padrao do IP de DHHL1, por sua vez, mostrou uma coprecipitacao significativa
com 17 polipeptideos, com destaque para subunidades do complexo de deadenilacdo
NOT, incluindo NOT10, CAF40, NOT11 e NOT2 (Tabela 4). Além disso, a DED1-2
coprecipitou com a DHH1 e DBP2B, mas o inverso néao foi observado.

A DBP2B, considerando os critérios de inclusdo como razédo = 4 em relacdo ao
controle negativo e entre as préprias helicases, foi a proteina alvo que apresentou o
maior numero de coprecipitados, com 44 polipeptideos, contra 16 e 17 proteinas
associadas a DED1-2 e DHH1, respectivamente. Este perfil indica um conjunto de
parceiros mais diversos e menos sobreposto em relacdo ao DED1-2, no entanto, mais
semelhante ao da DHH1 (Tabela 5). Dentre as proteinas associadas a DBP2B,
destacaram-se PARN-1, envolvida na deadenilacdo de mRNAs, MTR4, associada a
maturacdo de RNA ribossdmico (rRNA), ALBA4 (proteina de ligacdo a RNA),
HNRNPH/F (proteina de splicing) e NH2, proteina presente em glicossomos, que
exibiram niveis significativos de enriqguecimento com a DBP2B, principalmente na
razao com sua copurificacdo na DED1-2. Por fim, foi realizado um diagrama de Venn,
onde é possivel verificar as proteinas que coprecipitam de forma diferencial e em
comum entre as RNA helicases (Figura 22), sendo interessante notar que a DED1-2

foi a Unica proteina alvo que esta presente em todas as amostras.
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Tabela 3: Polipeptideos detectados no imunoprecipitado da proteina recombinante DED1-2-HA por

espectrometria de massas

p . . Razao Razao Razao
Geneips  Nome 0 Fungéo ?f:bg; g‘;‘z 1’"2") 7;2,_;’1'; DED1-2/ DED1-2/ DED1-2/
g c DBP2B  DHH1
Regulacao do
Th927.11.2230 CAT metabolismo 9,16 x10° 5,75x10® 6,69x 107 & 62,76 8,59
energético
Regulacao do
Th927.8.7100 ACC metabolismo  6,95x107 4,26x10° 2,70x10° 39,9 61,25 1,58
energético
Trans- Glicoproteina 8 5 s
109275440 it desuperficie L75X10° 472x10° 56610 * 26,94 8,34
Th927.10.1720  HEL66 RNAhelicase  6,80x10°  1,56x10° 3,40 x 107 * 22,99 4,59
Tb927.9.12510 DED1-2  RNAhelicase 8,81x10° 1,93x10" 8,97x10° 1058 21,85 21,47
Regulacao do
Th927.9.8720  FBPase  metabolismo  7,54x107 8,59x10° 5,08 10° * 11,40 1,44
energético
Th927.8.4950 KLIF Dz‘é'iisgigglsﬂfr 1,57x10°  1,17x10° 1,64x10° 7.4 7.46 0,72
Th927.9.10400 hﬁ’;?;':fa - 1,92x10° 9,63x10°  1,22x10° * 5,00 7,90
Th927.11.630  RPA135 Transg\;iao 9 450x107 2,22x10° 2,10 10° * 4,93 1,06
Th927.11.3120  NOG1 npurgfee(')r:aar 1,53x10° 6,62x10°  3,62X 10° * 4,34 1,83
Th927.8.4450  RBP11 “g;(;;e;naa;s \ 235x10°  917x10°  4,43x10° * 3,91 2,07
Th927.10.9080 trzt::pd(;?teer Tr;?:;’;:gfe 1,60x10° 576x10° 1,44x10° * 3,61 4,01
HOTZCSB{SJ[EI Metabolismo
1927.1.1270 ES de 1,08x10° 5,69x10° 0,00 x 10° * 2,87 %)
y aminoacidos
ferase
Componente
Th927.11.7560  CMF15  demotilidade 1,70x10° 2,45x10° 1,72x10° 156 1,44 14,29
flagelar
Stomatin- Componente 7 7 .
9275520 | e demembrana 179107 233x10°  141x10 4,6 1,30 16,48
Stress Protecao
Th927.11.1330 r;/sg ggi‘: errr:sr:e 1,28x10° 1,14x10° 2,09 10° * 0,89 5,43
Domain celular

Legenda: Os polipeptideos foram selecionados com base na razdo =4 em relagdo ao controle negativo e
em relacdo aos dados de coprecipitacdo nas helicases-alvo (DBP2B e DHH1). Regides em vermelho
representam um enriquecimento diferencial (=4) do peptideo com a DED1-2, em relacdo a sua
coprecipitagdo com a DBP2B e DHH1. * Proteina ndo encontrada no controle, Méd. Int. (Média de
intensidade), C (controle), @ - Indefinido. Fonte: O autor (2025)
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Tabela 4: Polipeptideos detectados no imunoprecipitado da proteina recombinante DHH1-HA por

espectrometria de massas

. . . Razéo Razéo Razéo
Genelps ~ NNomedo Fungéo (l\ge;#g). ('\E')eEdbl'g') '\?SdHF:Q; DHH1/ DHH1/  DHH1/
9 C  DBP2B DEDI-2
Tb92768'495 KLIF D'(‘é'i‘:'ggncgs':')ar 157x10° 117x10° 1,64x10° 10,3 10,39 1,39
Regulacéo do
Tb9270'3'439 GCVL-1  metabolismo  9,12x 107  1,24x 108 8,21 x 108 * 9,01 6,62
energético
Subunidade
Tb92;blo.87 NOTI0  decomplexo  9,79x10° 1,13x10° 553x10° 169 5,65 4.88
CCR4-NOT
Tb92;(.)10.39 DHH1 H‘E)':E"Aag‘_?bz')\(m 1,02x10° 111x10° 913x10° 83 474 8,26
Tb92169'125 DED1-2 Rg@ A"'S_'chxse 8,81x10° 1,93x10% 897x10° 4,9 1,02 0,05
Componente
Tbgz;blo'% PFC14 estruturaldo  4,91x 108 542x 108 2,20 x 10° * 4,48 4,06
paraflagelo
Acyl-CoA Regulacéo do
Tb9277éél'11 dehydrogen  metabolismo 1,84 x10®  3,35x10%8 8,00 x 108 * 4,35 2,39
ase energeético
Subunidade
Th927.4.410 CAF40 de complexo 1,65 x 10° 1,52 x 10° 6,93 x 10° * 4,19 4,57
CCR4-NOT
Subunidade
Tb92768'196 NOT11 de complexo 2,04 x 10° 1,61 x 10° 8,49 x 10° * 4,16 5,26
CCR4-NOT
9270508 puragog  FUMGRONAO 3335108 BS6x10°  138x10° ¢ 4,14 1,61
Subunidade
Th927.6.850 NOT2 de complexo  1,21x10°  592x 108 3,68 x 10° * 3,04 6,22
CCR4-NOT
WD40 Interacao
109271015 - repeat proteina-  8,71x 107 3,40x107 217x 108  * 250 638
"ng proteina
protein
Tb9270'2'358 TFIIS2-1 Tra”SFg{\;‘?Aao 9 330x10° 135x10° 6,15x10° 87 1,87 4,56
Phosphoen Regulacéo do
Tbgngllﬁg gf'i%:)‘j("ﬁ metabolismo  5,13x10°  1,78x108 7,54 x 108 * 1,47 4,23
Y energético
ase
Regulacéo do
Tb9270'8'369 IDH metabolismo 5,56 x 10° 826 x 108  4,85x10°  * 0,87 5,88
energético
Regulacéo do
Tb9287éél'16 RABLS  transporte de 6,88 x 108  1,12x10° 577 x 10° * 0,84 514
vesiculas
Tb927.10.28  Proteina  FuUncdondo  g29, 108 151x108 6,16x10°  * 0,63 4,09
10 hipotética caracterizada

Legenda: Os peptideos foram selecionados com base na razdo 24 em relagdo ao controle negativo e em
relacdo aos dados de coprecipitagdo nas helicases-alvo (DBP2B e DED1-2). Regifes em vermelho
representam um enriquecimento diferencial (=4) do peptideo com a DHH1, em relagao a sua coprecipitacéo
com a DBP2B e DED1-2. * Proteina ndo encontrada no controle, Méd. Int. (Média de intensidade), C
(controle). Fonte: O autor (2025).
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Tabela 5: Polipeptideos detectados no imunoprecipitado da proteina recombinante DBP2B-HA por

espectrometria de massas

. . . Razéo Razéo Razéo
Gene IDs Nome do Fungéo Med. at ped It Mec. ' DBP2B/ DBP2B/ DBP2B/
9 c DED1-2  DHH1
Th927.8.1510 ~ DBP2B  RNAHelicase 5., 100 g37x108 552x108 502 2639 40,06
DEAD-box
Remocéao de
Th927.8.2850 PARN-1 poli(A) de 345x 108  1,32x107 2,80 x 107 * 26,06 12,30
MRNAs
Th927.6.4780.1; DNAligase Replicacdo do a g - .
Th927.6.4780.2 |, putative DNA 211x10°  858x10°  9,72x 10 24,56 2,17
927107440  MTR4  REATEICASE4a9,108  208x10° 294x10°8 - 2396 16,94
Tb927.9.12510 ~ DEDL-2  RNAHelicase go), 100 103x10 897x10° 48 0,05 0,98
DEAD-box
Tb927.6.4750 ~ roteina - Fungaonao 5 g, 108 159x107 1,93 x 10° * 21,94 1,81
hipotética caracterizada
Th927.5.4350 NH2 Presente m 465y 108  3,50x 107 5,24 x 107 * 13,29 8,88
glicossomos
WD Interagéo
Th927.4.380 domain, G- proteina- 2,44 x 10° 2,07 x 108 2,24 x 108 * 11,78 10,89
beta repeat proteina
Proteina Funcéo nao 2 . 2 .
Th927.11.4950 Bl caracterzada 293X 10°  263x107 12410 11,12 2,37
Tb927.10.3500  U2AF2 Proeinade 4 g9y 108  177x107 1,93x108  * 1071 098
(RBSR4) splicing
Th927.10.12360 Otelna - Funcaondo 59,408  368x107 1,21x108  * 1030 3,14
hipotética caracterizada
Predicted
ankyrin Associada a
Th927.10.12990 repeat sinalizacdo/tra 2,07 x 108 2,08 x 107 7,77 x 107 * 9,91 2,66
family nsporte
protein
Tb927.8.3380 SDH2N Proteina 6,13x 108  6,24x 107 2,45 x 108 * 9,82 2,50
mitocondrial
Dynein light Proteina
Th927.10.10320 chain associada a 2,66 x 108 2,81 x 107 1,07 x 107 * 9,46 24,88
Tctex-type flagelo
Tb927.10.2990  CBP110 Prgg‘;'cri‘r?gde 1,94x 108 253x107 1,10 x 108 * 7,66 1,76
Th927.9.4500  HSP70.a Chaperona 6,97 x108  9,23x 107 2,03 x 108 * 7,55 3,42
Th927.2.2460 UBC9 Proteinade .5, 108  6,03x107 1,53 x 107 * 6,96 27,47
ubiquitinacéo
Lo o
Th927.8.550 sulfoxide contraradicais 1,33 x 10° 1,92x 108 0,00x 108 * 6,90 %)
livres
reductase
Regulacéo do
Th927.8.3690 IDH metabolismo 5,56 x 10° 8,26 x 108 4,85 x 10° * 6,73 1,14
energético
Regulacéo do
Th927.11.16080 SNAP transporte 4,87 x 108 7,30 x 107 1,84 x 108 * 6,67 2,64

vesicular
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Tb927.10.2810  -roteina
hipotética
Adaptor
complex
Tb927.7.3180 AP-L
medium
subunit,
putative
Th927.11.16830 RABLS5
Th927.10.4620 PPlase
Th927.2.3880 HNRNPH/F
Tb927.11.14300  Froteina
hipotética
Tbh927.3.5490 PIFTB2
Th927.3.1730  roteina
hipotética
Th927.4.2030 ALBA4

Serinelthre
onine
protein
phosphatas
e 2A
regulatory
subunit

Proteina
hipotética
CALP1.3
Vacuolar

protein

sorting-
associated
protein 35

CITFA-4
Ubiquitin
carboxyl-

terminal
hydrolase

PLA1

Th927.1.1380

Th927.10.3590

Th927.1.2120

Th927.10.2270

Th927.11.8310

Th927.3.4840

Th927.1.4830

Th927.9.14100 ) roteina
hipotética

Th927.9.9020 RBG2

Th927.7.5490 PRMT?7

Funcéo nao
caracterizada

Regulacéo do
transporte
vesicular

Regulacéo do
transporte
vesicular

Atua no
dobramento
de proteinas
Proteina de

splicing
Funcéo nao
caracterizada

Proteina
associada a

flagelo
Funcéo nao
caracterizada
Proteina de
ligacdo a
DNA/RNA

Regulacéo de
fosfatases

Funcéo nao
caracterizada

Protedlise

Transporte
intracelular

Transcricdo

Proteina de
ubiquitinacéo

Hidrolise de
fosfolipideos
Funcao nao
caracterizada
Montagem de
ribossomo
Proteina de
metilagdo em
residuos de
arginina

9,79 x 108

2,51x 108

6,88 x 108

7,49 x 108

2,04 x 108

2,64 x 108

1,02 x 10°

3,79 x 108

1,00 x 10°

4,17 x 108

2,80 x 108

3,00 x 108

4,12 x 108

1,88 x 108

2,13 x 10°

2,89 x 108
2,96 x 108

1,72 x 108

3,44 x 108

1,51 x 108

3,90 x 107

1,12 x 108

1,37 x 108

4,10 x 107

5,75 x 107

2,23 x 108

8,28 x 107

2,21 x 108

9,23 x 107

6,27 x 107

7,03 x 107

9,97 x 107

4,56 x 107

5,18 x 108

7,14 x 107
7,40 x 107

5,47 x 107

1,30 x 108

6,16 x 108

1,75 x 108

5,77 x 108

2,83 x 107

0,00 x 103

3,64 x 107

5,19 x 108

1,17 x 108

3,78 x 107

2,09 x 108

1,36 x 108

2,76 x 108

3,24 x 108

9,38 x 107

1,03 x 10°

1,39 x 108
4,51 x 107

3,64 x 107

3,42 x 107

8,4

6,50

6,43

6,14

5,45

4,97

4,59

4,58

4,58

4,54

4,52

4,47

4,27

4,13

4,13

4,10

4,04

4,00

3,15

2,65

1,59

1,44

1,19

26,50

7,25

1,97

3,25

26,52

1,99

2,06

1,09

1,27

2,01

2,07

2,08

6,56

4,73

10,05
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Mitotubule-
Tb11.v5.0868 associated
protein Gb4

Th927.11.2520 UAP

Proteina
hipotética
Stress
responsive
A/B Barrel
Domain

Th927.8.6430

Th927.11.1330

Th927.10.14770 AKB1

Participacéo
em divisdo
celular
Biossintese de
glicoconjugado
S
Funcéo nao
caracterizada
Protecao
contra
estresse
celular
Associada a
Th14-3-
3/sinalizacéo

2,09 x 10°

3,07 x 108

4,98 x 108

1,28 x 10°

4,19 x 108

8,51 x 108

1,47 x 108

3,26 x 108

1,14 x 10°

4,53 x 108

3,26 x 108

7,54 x 107

2,39 x 107

2,09 x 108

1,05 x 108

2,46

2,10

1,53

1,12

0,92

6,41

4,08

20,80

6,10

4,00

Legenda: Os peptideos foram selecionados com base na razdo 24 em relagdo ao controle negativo e em
relacdo aos dados de coprecipitacdo das demais helicases-alvo (DED1-2 e DHH1). Regies em vermelho
representam um enriquecimento diferencial (=24) do peptideo em relacdo a sua coprecipitacdo com a DED1-
2 e DHH1. * Proteina ndo encontrada no controle, Méd. Int. (Média de intensidade), C (controle), @ -
Indefinido. Fonte: O autor (2025)



Figura 22: Diagrama de Venn comparando os polipeptideos que coprecipitam com as helicases DHH1,

DED1-2 e DBP2B, todas marcadas com HA

DHH1 DED1-2
RPA135
FBPase
ACC
NOG1
RBP11
PFC14 KLIF
CAF40 DUF3808 Trans-sialidase
NOT10 Acyl-CoA PH (Th927.9.10400)
NOT11 pehidiauerase HEL66
GCVL-1 CAT
DHH1
RABLS
IDH GB4
PLA1 TFlS2-1 DED1-2 CMF15 PRMT?7
SDH2N  NOT2 AKB1 RBGZ
DNA ligase | SNAP UAP
HSP70.a

PH: (Th927.11.4950),
(Tb927.10.12360),
(Tb927.3.1730),
(Th927.10.2810),
(Th927.10.3590)

Pteridine transporter
PH (Tb927.8.6430)
Stomatin-like protein

Stress responsive A/B Barrel Domain

Predicted ankyrin repeat family protein Homocysteine S-methyltransferase

Phosphoenolpyruvate carboxykinase
WD40 repeat-containing protein
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

NH2
PH (Th927.9.14100) PARN-1
PH (Th927.11.14390) MTR4
WD domain, G-beta repeat PPlase
Dynein light chain Tctex-type ALBA4
Peptide methionine sulfoxide reductase UBC9
DBP2B
HNRNPH/F

DBP2B

Legenda: Os polipeptideos foram comparados com base em uma razdo 24, tanto em relacdo ao
controle negativo quanto as préprias helicases-alvo, sendo possivel identificar as proteinas
diferencialmente enriquecidas e aquelas que coprecipitam de forma comum. PH refere-se a Proteina
Hipotética. Observacao: a proteina destacada em vermelho (DED1-2) é a Unica RNA helicase alvo que
evidentemente copurifica com a DHH1 e DBP2B em razéo = 4 ao controle.

Fonte: O autor (2025).
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4.7.2 Fatores de traducdo que coprecipitaram com as RNA helicases-alvo

As helicases DED1-2, DHH1 e DBP2B coprecipitaram com diversos fatores de
tradugado, apresentando razdées de enriquecimento = 1,5 em relagdo ao controle

negativo (Tabela 6).

Tabela 6: Fatores de traducdo detectados na espectrometria de massas das proteinas DBP2B,
DED1-2 e DHH1, marcadas com HA

Média de Média de Média de Razdo Razdo Razdo

Gene IDs dI:JI‘ZZ:e intensidade intensidade intensidade DBP2B/ DED1-2/ DHH1/
(DBP2B) (DED1-2) (DHH1) Controle Controle Controle
Tb927.6.1870 EIFAE4 6,75 x 108 1,19 x 10° 1,08 x 10° & & &
Tb927.10.5020 EIF4E5 3,81 x 108 2,06 x 108 1,96 x 108 * * *
Tb927.7.1670 EIFAE6 7,69 x 108 6,61 x 108 5,11 x 108 & & &
Tb927.8.4820 EIFAG3 5,32 x 108 1,13 x 10° 1,37 x 10° * * *
Tb927.11.10560 EIFAG4 1,92 x 10° 6,25 x 108 2,03 x 10° 7,3 2,4 7,7
Th927.9.4680  EIFAAI  3,44x10° 6,18 x10° 5,08 x 10%° 1,0 1,7 1,4
Tb927.8.5880 EIF1A 2,02 x 10° 1,66 x 10° 1,58 x 10° & & &
Tb927.5.3450 elF2A 1,27 x 10° 1,33 x 10° 1,47 x 10° * * *
Tb927.11.13250 elF2y 5,20 x 10° 7,47 x 10° 6,10 x 10° & ¥ ¥
Tb927.5.2570 EIF3B 5,65 x 10° 5,99 x 10° 5,20 x 10° 2,5 2,7 2,3
77-_2992277:_[1%2222% EIF3C 7,86 x 10° 7,35 x 10° 5,93 x 10° 4,2 3,9 3,2
Tb927.6.4370 EIF3D 7,58 x 10° 8,64 x 10° 6,39 x 10° 6,7 7,7 5,7
Tb927.11.11590 EIF3E 2,81 x 10° 2,49 x 10° 2,37 x 10° & & &
Tb927.3.1680 EIF3F 4,64 x 10° 4,58 x 10° 4,08 x 10° 3,0 3,0 2,6
Tb927.11.9610 EIF3I 2,00 x 10° 1,65 x 10° 1,51 x 10° & & &
Tb927.11.15420 EIF3K 3,20 x 10° 2,95 x 10° 2,88 x 10° 4,9 4,5 4,4
Tb927.11.740 EIF5A 1,68 x 10%° 1,88 x 10%° 1,54 x 10% 1,6 1,8 1,5
Tb927.10.5300 EIF6 2,19 x 10° 1,50 x 10° 1,61 x 10° * * *

Legenda: Os resultados das proteinas que copurificam com a DBP2B, DED1-2 e DHH1 com razéo =
1,5 em relacdo ao controle negativo. *Proteinas ndo identificadas no controle.
Fonte: O autor (2025)

Andlises comparativas entre os coprecipitados das helicases revelaram que
DED1-2 e DHH1 exibem um enriquecimento diferencial (= 1,5) com um dos principais
complexos do tipo elF4F associados a traducdo geral, baseado nas subunidades
EIFAE4 e EIFAG3 (Tabela 7). Além disso, DHH1 e DBP2B também mostraram
enriqguecimento diferencial com a subunidade EIF4G4, indicando a participacao
dessas helicases no segundo principal complexo do tipo elF4F envolvido na tradugao
geral, formado por EIF4E3/EIF4G4. Outras subunidades, como o EIF4E5 e EIF4E6
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coprecipitaram com as trés helicases-alvo, com destaque para o enriqguecimento
diferencial observado com a DBP2B destacando, nesse contexto, uma possivel
preferéncia de interacéo (Tabela 7).

A subunidade EIF4AIl (pertencente ao complexo baseado nas subunidades
EIFAE4/EIFAG3), curiosamente coprecipitou com a DHH1 e DBP2B em abundancia
semelhante com o controle negativo (Tabela 6), enquanto que, na amostra da DED1-
2 se mostrou diferencialmente enriquecido, assim como na razao entre a amostra da
DED1-2/DBP2B (Tabela 7). Além das associa¢cdes com as principais subunidades do
complexo elF4F, as RNA helicases-alvo se associaram a outros fatores de traducéo
amplamente conservados, como elF2A, elF2y, EIF5A, EIF6 e subunidades do
complexo elF3, sendo essa associacdo capaz de fornecer indicios da possivel
localizagéo espacial e funcional dessas helicases em relacdo aos complexos tipo
elF4F (Tabela 7), sugerindo assim seu potencial papel na regulacéo e organizacdo da

maquinaria de traducédo em T. brucei.
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Tabela 7: Razdo de enriquecimento entre os fatores de traducdo que coprecipitam com a
DBP2B, DED1-2 e DHH1, marcadas com HA

Nome do Razdo Razdo Razdo Razdo Razdo Razdo
Gene IDs gene DBP2B/ DBP2B/ DED1-2/ DED1-2/ DHH1/ DHH1/
DED1-2 DHH1 DBP2B DHH1 DBP2B DED1-2
AnTb927.6.1870 EIF4E4 0,57 0,62 1,77 1,10 1,60 0,91
©7b927.10.5020 EIFAES 1,85 1,94 0,54 1,05 0,52 0,95
©T7h927.7.1670 EIF4E6 1,16 1,50 0,86 1,29 0,67 0,77
AnTb927.8.4820 EIFAG3 0,47 0,39 2,13 0,83 2,57 1,21
AeTh927.11.10560 EIF4G4 3,07 0,95 0,33 0,31 1,06 3,25
07b927.9.4680 EIF4AI 0,56 0,68 1,80 1,22 1,48 0,82
Tbh927.8.5880 EIF1A 1,21 1,28 0,82 1,05 0,78 0,95
Tb927.5.3450 elF2A 0,96 0,87 1,05 0,91 1,15 1,10
Th927.11.13250 elF2y 0,70 0,85 1,43 1,22 1,17 0,82
Tb927.5.2570 EIF3B 0,94 1,08 1,06 1,15 0,92 0,87
Tb927.10.8270;
Th927.10.8290 EIF3C 1,07 1,32 0,94 1,24 0,76 0,81
Tb927.6.4370 EIF3D 0,88 1,19 1,14 1,35 0,84 0,74
Tb927.11.11590 EIF3E 1,13 1,19 0,88 1,05 0,84 0,95
Tb927.3.1680 EIF3F 1,01 1,14 0,99 1,12 0,88 0,89
Tb927.11.9610 EIF3I 1,21 1,33 0,83 1,10 0,75 0,91
Th927.11.15420 EIF3K 1,08 1,11 0,92 1,03 0,90 0,97
Tb927.11.740 EIF5A 0,90 1,09 1,12 1,21 0,92 0,82
Tb927.10.5300 elF6 1,47 1,36 0,68 0,93 0,73 1,08

Legenda: Fatores de traducéo com razdo 21,5 determina enriquecimento diferencial com a proteina
alvo no numerador, enquanto fatores com razdo <1,5, determina abundancia semelhante entre o
numerador e denominador. e — Proteina enriquecida com a DBP2B, A - Proteina enriquecida com a
DHH1, o — Proteina enriquecida com a DED1-2.

Fonte: O autor (2025)
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Figura 23: Diagrama de Venn comparando as proteinas do complexo tipo elF4F que
coprecipitam com as helicases DHH1, DED1-2 e DBP2B marcadas com HA, com razdo = 1,5 em

relacdo ao controle.

Legenda: As proteinas foram consideradas diferencialmente enriquecidas através da razéo 21,5 entre
0s coprecipitados de cada helicase alvo. Razdes <1,5 foram consideradas para proteinas
abundantemente semelhante entre as helicase.

Fonte: O autor (2025)
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4.7.3 Localizacdo subcelular dos polipeptideos que coprecipitaram com as

RNA helicases-alvo

A localizacdo subcelular dos polipeptideos que coprecipitaram com as
proteinas DED1-2, DHH1 e DBP2B, foram obtidas por meio de pesquisa na plataforma
TritrypDB onde estdo anotadas em termos de Gene Ontology (GO) (Figura 24). A
analise foi realizada em relagao ao controle negativo, considerando a razdo = 4. Como
esperado, a maior proporcdo de proteinas que copurificaram com DED1-2, DHH1 e
DBP2B apresentaram como uma das localiza¢des, a citoplasmatica (25,81% para
DED1-2, 27,27% para DHH1 e 32,35% para DBP2B), seguido de proteinas que
também apresentam participacdo nuclear (22,58% para DED1-2, 15,15% para DHH1
e 21,57% para DBP2B). Além disso, a categoria de proteinas que também possuem
associacdo com flagelo e estruturas ciliares, se mostraram bem representadas
(12,90% para DED1-2; 12,12% para DHH1 e 21,57% para DBP2B). J4 as categorias
mais especificas apresentam proporc¢des iguais ou semelhantes, como por exemplo
para a DED1-2, que se destaca com a presenca de proteinas associadas a
mitocondrias, vesiculas de transporte e glicossomos, todas com proporc¢éo de 6,45%.
Ja DHH1 apresenta maior proporcao de proteinas relacionadas ao complexo NOT de
deadenilacéo e mitocondriais (9,09% cada), além de proteinas endomembranosas, de
transporte, corpos-P e granulos de estresse e citoplasmaticos (6,06% cada). A
DBP2B, por sua vez, se diferencia com um perfil mais diverso de proteinas, como a
identificacdo de proteinas relacionadas a mitocondrias (4.90%), glicossomo (1,96%) e
proteinas de regulacdo do ciclo celular, SUMOilacdo, estruturas especificas de
tripanosomatideos (Antipodal site e Bilobe structure), splicing e fosfatases, embora
em menores proporcdes (0,98%). De maneira geral, as proteinas que copurificaram
em parametros aceitaveis de analise, como em razdo 24, apresentaram localizacdes
diversificadas, com maior concentracdo em compartimentos citoplasmaticos,
nucleares e flagelares, mas também com associacfes relevantes a processos
celulares especificos, como transporte, metabolismo mitocondrial e associagdo com

estruturas especificas de tripanosomatideos.
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Figura 24: Localizacéo subcelular de proteinas que coprecipitam com a DED1-2, DHH1 e DBP2B

marcadas com HA

A DED1-2-HA

25.81% Citoplasmaticas;

22.58% Nucleares,

12.90% Flagelares e de Estruturas Ciliares;

9.68% Membranosas,

6.45% Associadas a Transporte em Vesiculas;

6.45% Mitocondriais e de Complexos Metabolicos Associados;
6.45% Estruturais (Especificas de Tripanosomatideos - Glicosomo);
3.23% Complexos Nucleares de Transcricgo (RNA Polimerase 1),
3.23% Estruturais e de Divisao Celular;

3.23% Granulos-P;

B DHH1-HA 27.27% Citoplasmaticas;

15.15% Nucleares;

12.12% Flagelares e de Estruturas Ciliares;

9.09% Associadas ao Complexo NOT de Deadenilagéo;,
9 09% Mitocondriais e de Complexos Metabdlicos;
6.06% Corpos-P e Granulos de Estresse Citoplasmaticos;
6.06% Endomembranosas e de Organelas de Transporte;
3.03% Estruturais Especificas de Tripanosomatideos;
3.03% Microtubulares e de Complexos de Microtabulos;
3.03% Associadas aos Complexos de mRNA,;

3.03% Membranosas;

3.03% Funcéo Desconhecida,;

32.35% Citoplasmaticas;

C 21.57% Flagelares e de Estruturas Ciliares;

DBP2B-HA 21.57% Nucleares;

5.88% Associadas ao Transporte e Vesiculas;

4 90% Mitocondriais;

1.96% Funcao Desconhecida;

1.96% Estruturais (Especificas de Tripanosomatideos - Glicosomo),
1.96% Complexos Relacionados a Regulagao de Proteinas e RNA,
0.98% Organelas de Sintese e Processamento;

(0.98% Associadas ao Controle da Diviséo Celular;

0.98% Estruturais (Especificas de Tripanosomatideos - Antipodal Site);
0.98% Estruturais (Especificas de Tripanosomatideos - Bilobe structure);
0.98% SUMOilagao,

0.98% Splicing,

0.98% Estruturais (Microtabulos);

0.98% Fosfatases e de Complexos Associados,

Legenda: A localizac&o foi definida com base em pesquisa no TritrypDB dos componentes celulares
(anotados em termos de Gene Ontology - GO) das proteinas que coprecipitaram com a DED1-2 e
DHH1 e DBP2B, apresentando razdo = 4 em relac&o ao controle negativo.

Fonte: O autor (2025)
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi contribuir na caracterizagdo dos papéis funcionais
das RNA helicases DED1-2, HEL67, DHH1 e DBP2B de T. brucei. Para tal estas
proteinas foram expressas em sua forma nativa, fusionadas a epitopos de HA,
utilizando um sistema induzivel por tetraciclina (p2477) em células prociclicas do
parasita. No entanto, a expresséao de HELG7 foi inviabilizada devido a dificuldades na
transfeccdo, com provavel causa multifatorial (meio de cultura, eletroporagéo,
manipulacdo experimental, etc) inviabilizando sua analise funcional. Os resultados da
inducdo das demais proteinas recombinantes analisadas indicou uma expressao
robusta, sem causar inviabilidade celular. Os dados da curva de crescimento
confirmaram crescimento normal das células até 48h. As culturas ndo induzidas
expressaram fracamente as RNA helicases, um resultado inesperado, uma vez que
era esperada a auséncia da proteina nas culturas ndo induzidas. No entanto, ao
consultar a literatura, foi visto que este fato pode ocorrer devido a “vazamento”
(leaking) do promotor, apresentando baixa atividade basal na represséo e resultando
em niveis residuais de expresséo da proteina, um fendmeno que pode ser comum em
sistemas de expressao induziveis por tetraciclina (Forster et al., 1999; A-Mohammadi;
Hawkins 1998).

Apés a expressao, analises de lisados celulares mostraram que a TbDHH1,
TbDED1-2 e TbDBP2B estavam presentes na fracdo do sedimento pés-lise, mesmo
na auséncia de marcadores citoplasméticos (EIF4Al e BiP), sugerindo que essas
proteinas podem estar associadas a estruturas de traducdo de maior tamanho, como
polissomos e granulos de estresse, ou organelas, como ndcleo, reticulo
endoplasmatico e mitocondrias, ndo rompidos apdés a cavitacdo. Como dito
anteriormente, homélogos da DHH1 frequentemente localizam-se em granulos de
estresse (Thanin Chantarachot et al., 2019). Por outro lado, as proteinas DED1-2 e
DBP2B podem participar de fungdes nucleo/citoplasma, conforme observado para
Ded1p, que interage com a particula de reconhecimento de sinal (SRPS) no nucleo
celular de leveduras e em poros nucleares Xpol e Mex67, participando, assim como a
DDX3X, em transporte nucleocitoplasmético de mRNPs, enquanto que 0s possiveis
homologos da DBP2B (Dbp2 e DDX5X), podem atuar na exportacdo nuclear de
MRNAs (Vellky et al., 2019; Zhang et al., 2024, Yeter-Alat et al., 2024; Wai Kit Ma e
Tran, 2014). Em T. brucei, a DBP2B de fato apresenta localizagdo nuclear, mas nao
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esta claro a sua funcdo nesse compartimento, por isso, assim como a DHH1 e DED1-
2, suas funcBes podem ser mais bem caracterizadas com dados de IP associados a
espectrometria de massas.

Como esperado, em dados de espectrometria de massas, a DED1-2 também
coprecipitou com proteinas nucleares, incluindo a RPA135 (fator de transcricdo),
NOG1 e a RNA helicase HEL66. Especifica de tripanosomatideos, a HEL66 se localiza
no nucléolo e é essencial para o processamento de RNAs ribossdmicos, uma vez que,
experimentos de silenciamento por RNAI mostraram que sua deplecdo comprometeu
a maturacao dos rRNASs, prejudicando a traducéo geral em T. brucei (Bakari-Soale et
al., 2021). Por outro lado, a HEL67, paraloga da DED1-2, apresentou baixa
copurificacdo, com uma razao inferior a 1, em relagdo ao controle negativo, sendo
entéo estatisticamente excluida das andlises. Essa falta de associacdo da HEL67 com
as demais helicases pode estar correlacionada com dados de silenciamento em T.
brucei, indicando que a sua perda ndo afeta a viabilidade celular, ao contrario da
DED1-2 (Zinoviev et al., 2012a).

A IP da DED1-2 chamou atencdo no que diz respeito a abundancia de
polipeptideos associados ao metabolismo energético. Proteinas como Carnitina O-
acetiltransferase (CAT) e Acetil-CoA carboxilase (ACC), associadas ao metabolismo
de acidos graxos, exibiram elevado nivel de enriquecimento (razdo = 60) em
comparacao com sua coprecipitacdo com a DBP2B, revelando assim uma possivel
preferéncia funcional citoplasmética distinta da DED1-2 para com a DBP2B. Além
disso, uma glicoproteina de superficie (trans-sialidase) que se utiliza de acidos graxos
para 0 correto ancoramento na superficie celular do parasita, apresentou
enriquecimento diferencial com a DED1-2, reforgando assim uma possivel preferéncia
dessa helicase na traducdo de proteinas do metabolismo de lipideos (Oliveira et al.,
2022; Vigueira; Paul, 2011).

A DHH1 coprecipitou com diversas subunidades do complexo de deadenilagao
NOT (NOT10, CAF40, NOT11l e NOT2), sendo todos, com excecdo do NOT2,
diferencialmente enriquecidos com a DHH1, em relacdo ao controle e em relacao a
coprecipitacdo com a DBP2B e DED1-2. Esse complexo NOT esta presente em todos
0s eucariotos, regulando a expressao génica na sintese de mRNA no ndcleo até sua
degradacé&o no citoplasma, em polissomos ou granulos de RNA, onde é caracterizado
por interagir com fatores que reprimem a traducdo e/ou apresentam enzimas

deadeniladoras para o decapeamento de mRNAs (Collart, 2016). Com isso, os dados
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sobre a DHH1 gerados neste estudo, corroboram com os papéis ja inferidos para os
homologos da DHH1, conferindo assim sua participacdo na regulacdo da meia vida
de mRNAs (Thanin Chantarachot et al., 2019). Além disso, inusitadamente, a DED1-
2 coprecipitou com a DHH1 de forma mais abundante que as subunidades do
complexo NOT, sugerindo que ambas, de alguma forma, podem estar relacionadas a
um mesmo complexo tipo elF4F.

A DBP2B apresentou um painel de polipeptidicos coprecipitados maior que o
da DED1-2 e DHH1, o que pode caracterizar uma funcdo multifacetada entre agéo
nuclear e citoplasmatica. Entre as proteinas nucleares, a interacdo com MTRA4,
HNRNPH/F e U2AF2 (RBSR4) sugere uma participacdo da DBP2B no processamento
de rRNAs e no splicing, respectivamente (Cristodero; Clayton 2007; Kramer 2021,
Clayton 2019; Gémez-Lifian et al., 2022). Além da coprecipitacao diferencial com a
MTR4, uma RNA helicase DEAD-box, a coprecipitacdo com RBG2 (proteina
citoplasmatica) reforca uma possivel associacdo indireta com a traducdo, sendo a
primeira responsavel pela maturacdo do rRNAs e a segunda pela montagem do
ribossomo (Kramer 2021; Jones et al., 2006). Além disso, no citoplasma, a associacao
diferencial com PARN-1, uma deadenilase de mRNAs, sugere um papel relevante no
turnover de mRNAs (Utter et al., 2011); enquanto a interacao diferencial com ALBA4,
proteina citoplasmatica associada a granulos de estresse, sugere a ideia de que a
DBP2B também pode atuar nesses granulos, desempenhando funcdes
complementares (Mani et al., 2011).

Além das proteinas com caracterizacao definida, a coprecipitacdo de proteinas
hipotéticas ou com fun¢des ndo caracterizadas destacam a necessidade de estudos
funcionais adicionais para determinar o papel dessas proteinas, principalmente
aguelas com razdes de alto enriquecimento diferencial, como a Th927.9.14100 e
Th927.11.14390. Por fim, de modo geral, a DBP2B parece desempenhar um papel
mais amplo e diverso, interagindo com proteinas nucleares (de splicing, RNA
helicases e de montagem de ribossomo) e proteinas citoplasmaticas associadas a
turnover de mRNAS, caracterizando dessa forma uma possivel acdo moonlighting da
DBP2B. Proteinas moonlighting séo responsaveis por exercer duas ou mais funcdes
na célula ou organismo, em vias bioguimicas diferentes (Jeffery, 2014). Em T. brucei
hexocinases como TbHK1 e TbHK2 apresentam fungdo moonlighting, com a TbHK2
desempenhando papéis distintos no flagelo e glicossomos (Michels et al., 2006;

Rodriguez-Saavedra et al., 2021). Dessa forma, assim como a DBP2B, ambas as
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hexocinases sado caracterizadas pela capacidade de estar em diferentes
compartimentos da célula, exercendo fun¢des variadas.

Ao comparar os fatores de traducao coprecipitados com as helicases, foram
observadas diferencas significativas entre as amostras, sendo interessante notar, que
apenas as principais subunidades do complexo elF4F (EIF4E4, EIF4AES, EIF4ESG,
EIFAG3 e EIF4G4) apresentaram coprecipitagdo com enriquecimento diferencial (=
1,5) entre as proteinas-alvo, sugerindo especificidades funcionais nesses complexos.
Por outro lado, outros fatores, como as subunidades do elF3, elF5A e elF6,
apresentaram abundéancia semelhante entre as trés helicases-alvo. Esses dados
evidenciam, portanto, uma interacéo preferencial dessas helicases com os diferentes
complexos formados pelas subunidades homologas do elF4E e elF4G. A DBP2B, por
exemplo, coprecipitou com o fator EIF4G4, corroborando dados prévios dessa
associacdo (Bezerra et al.,, 2022). Esse fator também coprecipitou com a DHH1,
diferentemente do que foi encontrado em resultados preliminares de Silva (2024), nos
quais a DHH1 se mostrou associada ao complexo EIF4E6/EIF4G5. Contudo, vale
ressaltar que a associacédo relatada por Silva (2024) foi observada em formas
sanguineas de T. brucei, enquanto os dados aqui apresentados foram obtidos em
formas prociclicas, o que pode explicar as diferencas encontradas.

Diferentemente das outras helicases-alvo, a DBP2B apresentou uma
associacao preferencial com as subunidades EIF4E5 e EIF4ES6, revelando aspectos
da traducdo especificos dos complexos aos quais esses fatores se associam. Por
outro lado, a DHH1 e DED1-2 coprecipitaram de forma preferencial com as
subunidades EIF4E4 e EIF4G3, complexo ao qual estd associado a traducéo geral
(Moura et al., 2015). No entanto, apenas a DED1-2 apresentou associacao
preferencial com a RNA helicase EIF4Al, parceira do complexo EIF4AE4/EIF4AG3,
revelando que ambas as helicases podem atuar em cooperagédo no complexo citado
acima. Por outro lado, na amostra da DHH1 e principalmente da DBP2B, a EIF4AI
pode desempenhar um papel menos central ou secundario, sugerindo que sua
contribuicdo funcional seja mais limitada ou complementar, assim como a HEL67,
levando a hipotese de uma possivel competicdo pelo mesmo sitio de ligagdo nos
complexos elF4F.

Por fim, apesar da DED1-2 se mostrar associada ao complexo EIF4E4/EIF4G3,
dados obtidos em Leishmania infantum e L. amazonensis, evidenciam um perfil

distinto, com interagao preferencial com as subunidades EIF4AE3 e EIF4G4 (Brito,
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2023). No entanto, essa divergéncia pode ser justificada por diferencas especificas
em contexto bioldgico entre T. brucei e Leishmania spp., uma vez que essas espécies
podem adotar estratégias distintas de regulacdo da traducdo para se adaptarem aos
seus ambientes. Com isso, os dados obtidos contribuem para o0 avango no
entendimento dos complexos tipo elF4F, destacando como eles também podem ser
regulados por proteinas acessorias (Figura 25), apresentando papéis nucleo-

citoplasma que podem ser cruciais para inicio do processo traducional.

Figura 25: Modelos propostos de interacdo entre as RNA helicases-alvo DHH1, DED1-2 e

DPB2B complexos do tipo elF4F de Trypanosoma brucei

Complexo Complexo
EIFAE4/EIFAG3/EIF4Al EIFAE3/EIFAG4

Complexo
EIFAE6/EIFAGS

Complexo
EIF4E5/EIF4G1/G2

EIF4ES

S EF461/622

AAAAAAAAAAAAAA 3 DBP2 AAAARAAAAAAAAA 3

?
TEesR i NN NRRNNNRNNNNAT]
nnnullll||||||||||||n|1;u|\lL| LLLLL

Legenda: Os modelos foram gerados com base na literatura sobre as interacfes entre as subunidades
homologas do complexo elF4F de T. brucei, assim como nos resultados sobre a interagéo preferencial
das RNA helicases-alvo desse estudo por complexos tipo elF4F. Created in https://BioRender.com
Fonte: O autor (2025)
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6 CONCLUSOES

A DED1-2 e DHH1 parecem se associar ao complexo EIF4AE4/EIFAG3/EIF4AI,
sendo a DED1-2 também capaz de interagir com proteinas relacionadas ao

metabolismo energético de lipideos e com proteinas de funcéo nuclear.

A DHH1 e DBP2B parecem interagir com o EIF4G4, sendo que a DHH1
também demonstra a capacidade de interagir de forma diferencial com o
complexo de deadenilagdo NOT, sugerindo seu envolvimento no controle da
meia-vida dos mRNAs.

Além da potencial interacdo com EIF4G4, a proteina DBP2B mostrou
associacdo preferencial com o EIF4AE5 e EIF4E6, além de exibir um perfil
diversificado de coprecipitados, incluindo proteinas envolvidas em splicing,
montagem de ribossomos e em processos relacionados ao turnover de

MRNAS, sugerindo uma possivel caracteristica moonlighting.
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