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Resumo

A iniciacdo da traducdo € a etapa mais complexa de um processo critico para a
sobrevivéncia dos seres vivos, onde se destaca a atuacdo do complexo elF4F,
formado pelas subunidades elF4E, elF4A, e elF4G. Seis homdlogos de elF4E
(EIF4E1 a 6) e cinco de elF4G (EIF4G1 a 5) foram identificados no protozoario
Trypanosoma brucei. Este trabalho buscou contribuir no estudo de complexos do
tipo elF4F neste patdgeno, inicialmente analisando a expressdo de subunidades
de complexos ja definidos, formado pelos EIF4E4/EIFAG3 e EIF4E3/EIF4GA.
Observou-se que, a excecao do EIF4G3, essas subunidades séo representadas
por isoformas originérias de eventos de fosforilagdo. No caso do EIF4E4, esses
eventos estdo associados as fases de crescimento do microorganismo e as
fosforilagbes dos EIFAE3 e EIF4E4 séo direcionadas as suas extremidades N-
terminais. A etapa seguinte compreendeu o estudo de duas proteinas hipotéticas,
encontradas com novos complexos baseados nos EIF4E5/EIFAGL e
EIFAE6/EIFAGS5 (Tbl1l7.5 e TbG5-IP). Essas sdo homodlogas de enzimas
associadas a formagédo da extremidade 5 dos mRNAs, porém apresentaram
localizacdo citoplasméatica. Sua associacdo aos referidos complexos foi
investigada e enquanto a Tb11l7.5 se associa com uma subpopulacdo do
complexo EIF4E5/EIFAG1, a TbG5-IP se mostrou parte integrante do complexo
EIFAE6/EIF5G5. A deplecdo por RNA interferéncia dessas proteinas ndo alterou a
viabilidade celular apesar do insucesso na obtencédo de dele¢do dupla dos seus
genes. Os dados obtidos sugerem uma divergéncia funcional nesses complexos
ainda ndo encontrada em outros eucariotos.

Palavras-chave: EIF4G; EIF4E; sintese proteica; Trypanosoma brucei.
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Abstract

The initiation of translation is the most complex stage of a critical process required
for the survival of all living beings and which requires the activity of the elF4F
complex, formed by the elF4E, elF4A, and elF4G subunits. Six homologues of
elF4E (EIF4E1 to 6) and five of elF4G (EIF4G1l to 5) were identified in the
protozoan Trypanosoma brucei. This study aimed to contribute to the study of
elF4F-like complexes within this pathogen, initially analyzing the expression of
subunits found in already defined complexes, formed by EIF4E4/EIF4AG3 and
EIFAE3/EIFAGA4. Except for EIF4G3, all these subunits are represented by multiple
isoforms originating from phosphorylation events. For EIF4E4, these events are
associated with the microorganism’s growth phase and the phosphorylations of
both EIFAE3 and EIF4E4 are directed to their N- terminal ends. The next step
included the study of two hypothetical proteins found within new complexes based
on EIF4E5/EIFAG1 and EIF4E6/EIFAGS (Tb117.5 and TbG5-IP). These are
homologous to enzymes associated with the formation of the mRNAs’ 5’ end but
showed cytoplasmic localization. Their association with the new complexes was
investigated and while Tb117.5 is associated with a subset of the EIF4E5/EIF4G1
complex, ThG5-IP proved to be an integral part of the EIFAE6/EIF5G5 complex.
The depletion by RNA interference of these proteins did not affect cell viability
despite the failure to achieve a double deletion of their genes. The data suggest a
functional divergence in these complexes that is not found in other eukaryotes.

Key words: EIF4G; EIF4E; Protein synthesis; Trypanosoma brucei.
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1. Introducéo

O Trypanosoma brucei (T. brucei), protozodario unicelular e patégeno
responsavel pela doenca do sono, € uma das espécies mais conhecidas de
tripanossomatideos, organismos que se destacam por possuir uma série de
particularidades nos seus processos bioldgicos, as quais os distinguem dos
demais eucariotos. Nesses organismos, hd uma auséncia de regulacdo da
expressao génica ao nivel transcricional e a biossintese de proteinas (também
conhecida por traducdo) parece ser uma das etapas mais sujeitas a eventos
regulatorios. Além disso, analises de bioinformatica identificaram um numero
consideravelmente grande de proteinas quinases e fosfatases no proteoma
predito de T. brucei, o que sugere que a fosforilacdo de proteinas, dentre as
modificacdes pos-traducionais, também seja um mecanismo fundamental para
eventos dessa regulacao.

Em eucariotos, a etapa da iniciacdo é a mais complexa do processo de
traducdo e aquela mais sujeita a mecanismos de regulacdo. Nessa etapa participa
um nuamero elevado de fatores de iniciacdo da traducdo, denominados de elFs
(eukaryaotic initiation factors). Entre os elFs merece destaque o complexo elF4F,
gue atua no reconhecimento do mRNA e facilita o recrutamento do ribossomo
para iniciar a sintese de proteinas. Esse complexo heterotrimérico é formado por
trés subunidades: elF4E, a proteina de ligacdo ao cap, que reconhece 0 mRNA
na sua extremidade 5’; elF4A, uma RNA helicase; e elF4G, a proteina que
estrutura 0o complexo e medeia sua interagdo com parceiros funcionais. Em
estudos prévios, foram identificados em tripanossomatideos seis homadlogos de
elF4E (EIF4E1 a 6) e cinco de elF4G (EIF4AGLl a 5), todos conservados em

diferentes espécies dessa familia, sendo dois complexos do tipo elF4F
1



inicialmente identificados, baseados nas interacdes entre os EIF4E3 e EIF4E4
com os EIF4G4 e EIF4AG3, respectivamente.

Portanto, a primeira parte do presente trabalho buscou analisar o perfil de
expressdo das subunidades dos dois primeiros complexos do tipo elF4F
originalmente identificados em T. brucei, visando identificar e caracterizar
mecanismos associados ao controle da sua atividade na traducdo. Modificacbes
pos-traducionais em diferentes subunidades foram caracterizadas e parecem
estar associadas ao controle da funcdo desses complexos durante diferentes
fases de crescimento do T. brucei. A etapa subsequente envolveu a analise de
homélogos de enzimas formadoras do cap que foram encontrados em associacao
com novos complexos do tipo elF4F recentemente identificados, envolvendo os
EIF4ES e EIF4E6 e os EIF4AGL, EIF4G2 e EIF4G5. A andlise dos constituintes
desses complexos da indicios de que estes estdo envolvidos em outros processos
celulares e ndo na traducao. O entendimento da acdo desses complexos podera
fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas ferramentas de combate as

doencas causadas por tripanossomatideos.



2. Revisao da Literatura

2.1 O Trypanosoma brucei e a tripanossomiase africana

A Tripanossomiase africana humana (HAT, do inglés: Human African
Trypanosomiasis), ou doenca do sono, é causada pela infeccdo com o parasita
protozoario Trypanosoma brucei (Figura 1) e € transmitida por moscas tsé-tsé do
género Glossina que habitam as areas rurais empobrecidas da Africa
subsaariana. (Simarro et al., 2013; Franco et al., 2014). O T. brucei pertence a
ordem Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae e ao género Trypanosoma. A
familia Trypanosomatidae inclui também outras espécies de importancia médica
do género Leishmania e Trypanosoma, que causam as leishmanioses
(Leishmania spp) e a doenca de chagas (Tryapnosoma cruzi) (Stuart et al., 2008;

Kennedy, 2008; Gadelha et al., 2011).
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Figura 1. Fotomicrografia mostrando a presenca do Trypanosoma brucei no sangue. Fonte:

Kennedy, 2008.

A HAT é uma ameaca para pessoas de 36 paises na Africa subsaariana.
Muitas das populacdes afetadas vivem em areas remotas e de acesso limitado

aos servicos de saude adequados, o que complica a vigilancia e até o diagnostico



e tratamento dos casos. Em 2009, depois de continuados esfor¢cos de controle, o
namero de casos reportados caiu para menos de 10.000 (9.878) (Figura 2). Essa
reducdo no numero de casos tem continuado e ~7.000 novos casos foram
reportados em 2012. Estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas estdo em

areas de risco (WHO, 2014).
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Figura 2. Namero total de novos casos de HAT reportados a Organizacdo Mundial da Saude,

1940-2013. FONTE: adaptado de Franco et al., 2014.

Existem trés subespécies do T. brucei denominadas de T. b. brucei, T. b.
gambiense e T. b. rhodesiense, porém apenas as duas Ultimas sdo causadoras
de doencas no homem. A maioria dos casos € causada pelo T. b. gambiense, o
qual da origem & doenca cronica endémica antroponética na Africa Ocidental e
Central. A infeccdo com T. b. rhodesiense leva a forma aguda e zoonética da
Africa Oriental e Austral (Simarro et al., 2013). Os parasitas vivem e se

multiplicam extracelularmente no sangue e fluidos do tecido de seu hospedeiro
4



humano. Eles tém elaborado uma variedade de estratégias para invadir os
hospedeiros, para escapar do sistema imune e para ganhar proveito dos fatores
de crescimento dos hospedeiros. A HAT é uma doenca desafiadora e mortal,
devido a sua epidemiologia e apresentacao clinica complexa e, se nédo tratada,
pode resultar em altas taxas de mortalidade (Franco et al., 2014).

A HAT faz parte do grupo de doencas tropicais negligenciadas, juntamente
com as diferentes formas de leishmaniose e a doenca de chagas. Essas doencas
sdo caracterizadas pela disponibilidade limitada de ferramentas de controle
seguras e com uma relacdo custo-beneficio vantajosa. Nenhuma vacina contra
essas enfermidades esta disponivel e a toxicidade dos medicamentos antigos
impede a adocdo de estratégias de controle baseadas em quimioterapia
preventiva. Como resultado, o fortalecimento das intervencfes contra essas
doencas tem se baseado na deteccdo precoce dos novos casos, seguido de
tratamento, controle de vetores e gestdo do reservatorio animal (no caso da HAT
e leishmaniose). Novos métodos para diagnosticar e tratar os pacientes e
controlar a transmissdo sao necessarios para atingir a meta de eliminacéo global
dessas doencas (Malvy e Chappuis, 2011).

Apesar da gravidade das doencas causadas pelos tripanossomatideos, os
tratamentos disponiveis para elas sao geralmente inadequados e 0s governos e a
industria farmacéutica até recentemente tém demonstrado pouco interesse em
desenvolver novas drogas para tratamento (Kennedy, 2008). Diante desse
cenario, a utilizacdo do T. brucei como modelo de estudo tem se revelado um
recurso valioso para o combate das doencas causadas pelas diferentes espécies

de tripanossomatideos patogénicos, uma vez que boa parte de seus processos



biolégicos se assemelham e o T. brucei possui o0 mais avancado repertorio de

ferramentas para andlises de genética reversa (Kelly et al., 2007).

2.2 O ciclo evolutivo do T. brucei

A infeccdo do T. brucei no hospedeiro mamifero € iniciada quando formas
tripomastigotas metaciclicas sédo inoculadas pela picada do seu vetor, a mosca
tsé-tsé, infectado. Essas formas se desenvolvem em tripomastigotas sanguineas
do tipo alongadas (slender forms), que se multiplicam no sangue para estabelecer
a infeccdo. A medida que o seu nimero aumenta, um fator derivado do parasita
promove a parada da divisdo celular e a geracdo de formas mais curtas e
espessas (stumpy forms). Uma vez que essas células sao ingeridas pelas moscas
tsé-tsé, elas se transformam em formas tripomastigotas prociclicas (Figura 3)

(Fenn e Matthews, 2007).

As formas prociclicas do T. brucei desenvolvem-se inicialmente como
tripomastigotas prociclicas, que expressam como proteinas de superficie
prociclinas do tipo GPEET (Gly-Pro-Glu-Glu-Thr). Através de uma divisdo
assimétrica, essas células originam formas epimastigotas longas e curtas, sendo
essas Ultimas capazes de aderir nas glandulas salivares e se transformar em
formas epimastigotas proliferativas, as quais expressam na superficie o antigeno
BARP (brucei Alanine Rich Protein). Eventualmente, células epimastigotas sofrem
maturacdo gerando formas tripomastigotas metaciclicas, que expressam a
proteina VSG (Variant Surface Glycoprotein — Glicoproteinas Variantes de
Superficie) e estdo prontas para serem transmitidas para um novo hospedeiro

mamifero (Figura 3) (Fenn e Matthews, 2007; Kramer, 2012).
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Figura 3. Diagrama esquematico do ciclo de vida do Trypanosoma brucei. As setas
circulares verdes representam as fases proliferativas e as setas vermelhas marcam 0s processos
de diferenciacdo que foram melhor estudados. O parasita T. brucei apresenta diferentes formas
celulares durante a transi¢éo entre o hospedeiro vertebrado e invertebrado. No homem, as formas
sanguineas se iniciam como tripomastigotas alongadas que se dividem e diferenciam para formas
menores intermediarias e infectivas do hospedeiro invertebrado. Na mosca tsetsé, o parasita
ingerido se diferencia em formas tripomastigotas prociclicas, capazes de divisédo e entdo, apos
migrar para as glandulas salivares do inseto, em epimastigotas. Posteriormente, essas se
modificam em tripomastigotas metaciclicas infectivas, capazes de reiniciar o ciclo durante o

proximo repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado. Fonte: adaptado de Kramer, 2012.

O processo de diferenciacdo do T. brucei de formas sanguineas em
formas prociclicas também pode ser reproduzido in vitro, mediante a reducéo da

temperatura e exposicdo dos parasitas a citrato/cis-aconitato (CCA) (Czichos et
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al., 1986). Outros fatores também podem atuar estimulando a diferenciacdo, como
a exposicdo da superficie dos parasitas a tratamento com protease (Sbicego et
al., 1999) e submissao dos parasitas a condi¢cdes de estresse, como a reducédo do
pH (Rolin et al., 1998).

Durante a diferenciacéo entre suas duas principais formas proliferativas, a
forma sanguinea dos mamiferos e as formas prociclica e epimastigota dos
insetos, ocorre um remodelamento substancial de muitos processos celulares do
T. brucei que é acompanhado de mudancas morfolégicas (Fenn e Matthews,
2007). Esses estagios de proliferacdo rapida sao intercalados com estagios
intermediarios adicionais do ciclo de vida, onde parece haver uma pausa ha
divisdo celular para que ocorram pré-adaptacdes essenciais para 0 proximo
hospedeiro (Barry et al., 1998). Como exemplo, ao invadir o hospedeiro mamifero,
0 parasita deve responder a aumentos de temperatura, ativar os mecanismos de
evasao do sistema imune e estar preparado para mudancas significativas da
composicdo bioguimica do meio ambiente, ativando mecanismos necessarios
para a aquisicdo de nutrientes. Além disso, a arquitetura geral da célula e o
posicionamento de organelas mudam durante a transicido entre estagios
especificos do seu ciclo de vida, o que sO é possivel através de alteracGes
significativas na sua expressao génica (Gadelha et al., 2011).

Assim, durante todo o seu ciclo de vida, o T. brucei alterna-se de uma
maneira bem regulada entre células proliferativas e células em diferenciacao.
Esses eventos ocorrem em resposta aos diferentes ambientes dos hospedeiros e
envolvem cascatas coordenadas de vias de sinalizacdo e um preciso controle da

expressao génica.



2.3 Caracteristicas moleculares do T. brucei e outros tripanossomatideos

2.3.1 Regulacéo da expresséo génica

A regulacdo da expressdo génica é um processo central que define o
fendtipo de uma célula ou organismo. Na grande maioria dos eucariotos esse
processo € controlado através de regulacao da transcricdo, no qual sequéncias do
DNA, geralmente promotores, juntamente com proteinas de ligacdo ao DNA
direcionam a transcricdo de genes codificadores de proteinas pela RNA
polimerase (RNA pol) Il (De Gaudenzi et al., 2011; Clayton, 2014).

A peculiaridade mais marcante na regulacdo da expressdo génica dos
tripanossomatideos € a escassez de promotores classicos para RNA pol I, o que
determina que a regulacdo da sua expressdo génica ndo ocorra no nivel da
iniciacdo da transcricdo, diferentemente da maioria dos demais eucariotos. Os
anicos genes codificantes de proteinas reconhecidamente regulados ao nivel
transcricional sdo aqueles que codificam as proteinas de superficie, prociclinas e
VSGs, de T. brucei. Esses genes, contudo, sao transcritos pela RNA Pol I, que é
usada exclusivamente para a transcricio de DNA ribossomal em outros
organismos (De Gaudenzi et al., 2011; Clayton, 2014).

Até o presente momento, o Unico promotor para Pol Il que foi caracterizado
em tripanosomatideos é aquele que conduz a expressdo do RNA spliced leader
(RNA SL), descrito mais adiante (Martinez-Calvillo et al., 2010). Todas as
evidéncias indicam que a transcricdo de todos os genes codificadores de
proteinas feita pela RNA polimerase Il ocorre em taxas similares. No entanto,
grandes diferencas sado encontradas na abundancia de mRNAs associados a

diferentes genes ou para 0 mesmo gene em diferentes condicbes. Essas



diferencas sdo devidas aos mecanismos de controle pds-transcricionais que
desempenham um papel crucial nos tripanossomatideos (Kramer e Carrington,
2011). Exemplos desse tipo de controle nos tripanossomatideos ja foram
observados controlando a estabilidade e/ou degradacdo de mRNAs especificos.
Sequéncias na regido ndo traduzida 3 (3-UTR) dos mRNAs também
desempenham um papel-chave na expressdo do gene (Clayton, 2014). Mdltiplas
evidéncias, entretanto, apontam que a sintese proteica € um componente
importante na regulacdo da sua expressao génica. Da mesma forma o controle da
atividade de proteinas, via modificacdes pés-traducionais, também parece exercer
um papel relevante nessa regulacdo destes organismos (Clayton e Shapira,

2007).

2.3.2 Organizacao do genoma, transcricado e trans-splicing

O T. brucei possui um genoma de 26 Mb organizado em 11 cromossomos
grandes. Do ponto de vista de sua organizacdo, 0os genes do T. brucei encontram-
se posicionados nos cromossomos em grandes blocos de regides codificadoras
arranjados em sequéncia (em tandem), isto €, dezenas a centenas de genes
codificadores de proteinas dispostos consecutivamente ha mesma fita de DNA. A
publicacdo dos genomas completos de L. major, T. brucei e T. cruzi, demonstrou
gue a maioria dos genes em todos os cromossomos de tripanosomatideos esta

organizada nesses grandes blocos (Martinez-Calvillo et al., 2010).

Apesar do fato de que os principais grupos de tripanosomatideos
divergiram ha mais de 200 milhdes de anos, a forte conservagdo da ordem dos

genes codificadores de proteinas (sintenia) observada nos genomas das espécies
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sequenciadas € notavel (Figura 4) (Martinez-Calvillo et al., 2010). A grande
maioria desses genes ndo possui introns e, na verdade, o processamento
convencional de mRNAs (cis-splicing) apenas foi demonstrado para o gene que
codifica a poli-A polimerase. Os tripanosomatideos sao dipléides, apesar de
algumas espécies apresentarem cromossomos aneupléides. Além disso, as
extremidades dos cromossomos em tripanosomatideos contém a repeticdo
GGGTTA telomérica, enquanto que as regides subteloméricas sdo compostas por
elementos repetitivos variaveis, que sa8o responsaveis pela maior parte dos
tamanhos dos polimorfismos observados entre cromossomos homélogos
(Martinez-Calvillo et al., 2010).

Devido a escassez de promotores para a RNA pol Il, os blocos de genes
codificadores de proteinas dos tripanosomatideos séo transcritos de forma
policistrénica por essa polimerase (Kramer e Carrington, 2011). A transcricdo pela
Pol Il inicia-se em regides de troca de fitas (SSR, do inglés Strand Switch Region),
onde as fitas de DNA onde estédo codificados 0s genes se alternam, e prossegue
bidirecionalmente e em sentidos opostos para os telébmeros (Figura 4). Essas
regides sdo ricas em guanina ou citosina, mas nao contém as caracteristicas
canbnicas dos promotores tipicos (Martinez-Calvillo et al., 2010; Daniels et al.,

2010).

11
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Figura 4: Regifes SSR e areas de iniciagdo da transcricdo. A partir das regides de troca de
fitas (SSR, as setas pretas indicam o inicio e a direcdo da transcricdo), a RNA Pol Il transcreve
dezenas de genes em policistrons. O esquema ressalta também a sintenia apresentada pelos
tripanossomatideos (genes ortélogos sdo representados com a mesma cor). Fonte: Figura

reproduzida com permisséo de Lima, 2014.

Diferentemente dos operons bacterianos, a maioria dos genes em uma
unidade policitrénica nos kinetoplastideos ndo é funcionalmente relacionada.
Esses policistrons formam mRNAs monocistrénicos maduros através de um
mecanismo de processamento em trans, o trans-splicing, que € um processo
similar ao cis-splicing, mas que ocorre entre dois RNAs precursores transcritos a
partir de diferentes locais do genoma (De Gaudenzi et al., 2011; Preul3er et al.,
2012).

O trans-splicing atua nos tripanossomatideos separando as regifes
codificantes do RNA policistrénico através da adicao de um mini-éxon conservado
de 39 nucleotideos, chamado de RNA spliced leader (RNA SL), a extremidade 5'
de cada sequéncia codificante. Concomitantemente e de forma acoplada, ocorre o
processo de poliadenilagdo nas extremidades 3', possibilitando a formacédo de
MRNAs passiveis de serem traduzidos (Figura 5). O RNA SL ainda confere um

cap (7-metil guanosina invertida) ao mMRNA resultante que, no caso dos

12



tripanossomatideos, € hiper metilado e denominado de cap4 (Preul3er et al, 2012;

Zinoviev e Shapira, 2012).

Figura 5. Esquema representativo do processamento de mRNA em tripanossomatideos. Os
genes (A, B, C e D) séo transcritos em unidades policistrnicas e a maturacéo destes transcritos €
realizada através do trans-splicing, no qual é adicionada uma sequencia lider (SL) contendo o cap
na extremidade 5’ (estrela preta) e uma cauda poli A na extremidade 3' do mRNA imediatamente

anterior. Fonte: Clayton, 2014.

2.3.3 Compartimentalizacao e degradacdo de mRNAs

Para a maioria dos mMRNAs de tripanosomatideos, como em outros
eucariotos, o primeiro passo para sua degradacao € a remocado da cauda poli (A).
Esses organismos contém trés tipos diferentes de complexo de deadenilacao:
PAN2/PAN3 (Schwede et al., 2009); trés proteinas relacionadas com a poli-(A)
ribonuclease (PARN) (Utter et al., 2011); e um complexo CAF1/NOT, que é o
responsavel pela maior parte da sua deadenilagdo (Erben et al., 2014; Clayton,
2014). Uma vez que o comprimento da cauda poli (A) seja reduzido para menos
de 20 nucleotideos, a proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP), responsavel
pelo reconhecimento da cauda poli-A dos mRNAs eucarioticos, ja ndo pode se

ligar a extremidade 3 dos mMRNAs. Dessa forma, a interacdo entre as
13



extremidades 3’ e 5' dos mRNAs, através do complexo de iniciacdo da traducao
(descrito em detalhes mais a seguir), € consequentemente perdida. Nessa
situacdo, o cap dos mRNAs é entdo removido e as moléculas afetadas séo
destinadas a degradacdo 5'-3 através da exoribonuclease citosolica XRNA
(Clayton, 2014). Além da degradacdo 5'-3 ', 0 mRNA deadenilado é sujeito a
degradacdo 3'-5' através de um complexo denominado exossomo (Estévez et al.,
2001; Estévez et al., 2003). Outra via alternativa de degradacdo prossegue sem
deadenilacéo: trata-se do decapeamento direto seguido por degradacdo 5'-3'
através da exoribonuclease citosolica XRNA (Li et al., 2006). Essa via é
importante na destruicdo rapida de mRNAs (Clayton, 2014).

Outra possibilidade de regulacdo do metabolismo dos mMRNAs de
eucariotos é a sua compartimentalizacdo temporaria em granulos enquanto ha um
estimulo estressante para o organismo. Nessa situacdo, os mMRNAs podem ser
retirados das maquinarias de traducdo e degradacdo e sO enviados de volta
guando o fator estressante for removido. A existéncia desses granulos em
tripanossomatideos também ja foi comprovada, embora seu papel nesse sentido

nao tenha ficado ainda muito claro (Kramer et al., 2008; Clayton, 2014).

2.3.4 Formacéao do cap4

Em todas as células eucaritticas analisadas até agora, a adicdo do cap
(Mm’G ou cap 0) representa o primeiro evento na modificacdo da extremidade 5'
dos transcritos da RNA pol Il (Ghosh e Lima, 2010). O capeamento ocorre co-
transcricionalmente quando o RNA atinge um comprimento de cerca de 30

nucleotideos (Mair et al., 2000). A formacdo do cap 0 (m7GpppN) compreende
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trés reacbes enzimaticas (Figura 6): primeiramente, a extremidade 5' trifosfato do
RNA recém sintetizado € hidrolisada pela RNA trifosfatase dando origem a uma
extremidade 5' difosfato, a qual, entdo, recebe o GMP por uma RNA
guanililtransferase. Finalmente, a guanosina do cap (GpppN) € metilada por uma
RNA (guanina-N7) metiltransferase (Ghosh e Lima, 2010; Sturm et al., 2012).
Cada uma das atividades de formacéo do cap é essencial em levedura (Shibagaki

et al., 1992; Mao et al., 1995; Tsukamoto et al., 1997).

pppNp-RNA

\RTPase,)
P, 4/‘ =
ppNp-RNA

PP, Gp= Glase )\
Gppp ECTase > 4/
A

y
GpppNp-RNA

AdoMet
@
AdoHcy 4-/ M
4
m’GpppNp-RNA (cap-0)

Figura 6. Via convencional de capeamento do RNA. As etapas na reacdo de capeamento do
mMRNA compreendem a remogéo de fosfato da extremidade 5’ do RNA nascente, seguida pela
adicdo de um residuo de GMP e, por ultimo, a metilagdo da guanosina. pppNp-RNA= extremidade
5’ do transcrito nascente; RTPase= RNA trifosfatase; GTase= RNA guanililtransferase; N7MTase=
N7-metiltransferase; AdoMet= S-adenosil metionina; e AdoHcy= homocisteina S-adenosil. FONTE:

adaptado de Decroly et al., 2012.

Apesar dos eucariotos dependerem das mesmas trés reacdes enzimaticas

para a formacdo do cap do mMRNA, a organizacdo fisica das enzimas
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responsaveis € bastante diversificada em diferentes organismos (Shuman, 2001;
Shuman, 2002; Shuman e Lima, 2004). Um sistema enzimatico consistindo de
dois componentes, um polipeptidio bifuncional com atividades de
trifosfatase/guanililtransferase e um polipeptideo separado para metiltransferase,
estd presente em plantas e metazoarios. Em contraste, em fungos, no
microsporidio Encephalitozoon cuniculi, e nos protozoarios Plasmodium
falciparum (Ho e Shuman, 2001a) e Giardia lamblia (Hausmann et al., 2005), é
encontrado um sistema de trés componentes, com polipeptideos separados para
trifosfatase, guanililtransferase e metiltransferase (Ghosh e Lima, 2010).

Andlises de cristalografia e extensas andlises mutacionais revelaram que
as RNA guanililtransferases estdo relacionadas a ligases de DNA e RNA
(Shuman, 2001; Shuman, 2002; Shuman e Lima, 2004), e sao estrutural e
mecanicamente conservadas entre todas as espécies eucaribticas, encontradas
ainda em muitos virus. As guanililtransferases catalisam a transferéncia de
nucleotideos através de uma ligacdo covalente intermediaria de enzima-(lisil-N)-
GMP e séo definidas por um conjunto de seis motivos de assinatura conservados
(Hakansson et al., 1997). Por outro lado, as RNA trifosfatases dividem-se em
duas familias estrutural e mecanicamente distintas. Trifosfatases de fungos,
microsporidia, protozodrios (incluindo o T. brucei) e virus Chlorella pertencem a
familia das NTP fosfohidrolases dependentes de metais, definidas por um distinto
sitio ativo com arquitetura de tunel (Lima et al., 1999; Gong e Shuman, 2002). Ja
as trifosfatases de metazoarios e plantas sédo parte da superfamilia de cisteina
fosfatases (Takagi et al.,, 1997; Changela et al., 2001). A estrutura de cristal da

(guanina-N7) metiltransferase de E. cuniculi destacou a especificidade bioquimica
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conhecida da enzima (Fabrega et al., 2004) e completou o catélogo de estruturas
proteicas das trés enzimas necessarias para a formacéo do cap m7GpppN.

Nos tripanosomatideos, incluindo o T. brucei, a molécula do cap é
sintetizada na extremidade 5 do RNA SL precursor, quando da sua transcrigdo
pela RNA Pol Il mediada por seu promotor especifico. A sua adicdo propriamente
ao mMRNA ocorre de forma pds-transcricional, pelo processo de trans-splicing, que
implica na transferéncia dos primeiros 39 nt do RNA SL, incluindo a estrutura do
cap ja montada, para a extremidade 5' de todos os mRNAs (Murphy et al., 1986;
Sutton e Boothroyd, 1986; Laird et al., 1987). O cap do SL RNA dos
tripanossomatideos € Unico e contém a estrutura hiper modificada denominada de
cap 4 (Figura 7). Essa é derivada da metilacdo de sete sitios dentro dos primeiros
quatro nucleotideos do RNA SL, composta de 2’-O-metilacbes na ribose dos
primeiros quatro nucleotideos (AACU), com metilacdes adicionais sobre as bases
do primeiro (m®A) e do quarto (m3U) nucleotideos, resultando na estrutura:
m7guanosina-ppp-N6,N6,2'-O-trimetiladenosina-p-2'-O-metiladenosina-p-2'-O-
metilcitosina-p-N3,2'-O-metiluridina (Bangs et al., 1992).

Em tripanossomatideos, as proteinas que adicionam o cap 0 co-
transcricionalmente ao RNA SL precursor foram identificadas como ThCetl, uma
trifosfatase, e a enzima bifuncional TbhCgm1, com atividade de guanililltransferase
e metiltransferase (Takagi et al., 1997; Changela et al., 2001; Fabrega et al.,
2004). Com relacéo as metilagbes subsequentes que caracterizam o cap 4, a 2'-
O-metiltransferase TbMtrl metila a ribose do primeiro nucleotideo transcrito
(Zamudio et al., 2007), enquanto a TbMtr2 é responsavel pela metilacdo do
segundo nucleotideo e a TbMtr3 tem sido implicada na metilagdo das riboses dos

nucleotideo nas posi¢des 3 e 4 (Arhin et al., 2006a; Hall e Ho, 2006; Arhin et al.,
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2006b; Zamudio et al., 2006; Zinoviev e Shapira, 2012). Cada uma dessas

metiltransferases compartilha similaridade de sequéncia com a VP39 de vaccinia

e presume-se que atuem de uma maneira analoga. Em adicdo as quatro

metilagbes de 2’-O-ribose no cap, o SL recebe trés metilagdes adicionais, duas na

base do primeiro nucleotideo (m®8A), e uma na base do quarto nucleotideo, que é

Unica para kinetoplastideos (m3U). A identidade das metiltransferases que

7

realizam estas modificagOes, todavia, é desconhecida (Sturm et al., 2012).

Acredita-se que as metilacbes subsequentes nas riboses dos nucleotideos

adjacentes ao cap 0, que formam o cap 1, cap 2, e cap 4, podem aumentar 0s

niveis de traducéo (Zamudio et al., 2009).
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Figura 7.

Estrutura do cap 4 de tripanossomatideos. Na figura, observam-se todas as

metilacdes que ocorrem na formacdo do cap 4. As metilagdes em amarelo, sdo as quatro

metilagdes do carbono 2’ das riboses que ocorrem nos primeiros 4 nucleotideos (AACU) do SL-

18



RNA dos tripanossomatideos. Além destas metilagdes, os tripanossomatideos possuem mais dois
nucleotideos que possuem metilacdes diretamente nas bases nitrogenadas (o primeiro e o quarto),
ressaltadas em verde. A metilagdo do cap propriamente dito, 0 m’GTP, adicionado ao primeiro
nucleotideo através de uma ponte trifosfato, esta indicada em roxo, e é realizada por meio da

enzima guanina N-7 metiltransferase. Fonte: Modificado de Zinoviev e Shapira, 2012.

2.3.5 Fosforilagdo de proteinas em tripanossomatideos

As modificacbes pos-traducionais, como a fosforilacdo, representam o
mecanismo mais comum pelo qual as funcdes das proteinas podem ser alteradas.
A fosforilacdo ocorre predominantemente em residuos de serina, treonina e
tirosina, e tem sido demonstrada como um mecanismo chave para regular uma
variedade de processos celulares, tais como o ciclo celular e diferenciacéo,
motilidade e desenvolvimento (Tarrant e Cole, 2009). Aproximadamente um terco
de todas as proteinas eucariéticas € modificado por fosforilacdo durante seu
tempo de atividade na célula, de forma que os eventos de fosforilagdo controlam
um enorme numero de funcdes celulares (Roach, 1991; Cohen, 2000; Holmberg
et al., 2002; Walsh et al., 2005). Nao € de se surpreender, entdo, que eventos de
fosforilacdo anormais sejam observados em muitas doencas humanas, incluindo
cancer, diabetes, hipertenséo, ataques cardiacos e artrite reumatdide (Cohen,
2001). Consequentemente, proteinas quinases e fosfatases tornaram-se alvos
fortes na descoberta de drogas nos ultimos anos. Varios inibidores de quinases
tém sido identificados exibindo seletividade e, no caso de patdégenos, atividade
antiparasitaria, podendo representar candidatos promissores para drogas
antiparasitarias (Kutuzov e Andreeva, 2008).

A capacidade dos tripanossomatideos de perceber e adaptar-se as

mudancas no seu ambiente hospedeiro € essencial para a sua viruléncia e
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sobrevivéncia, e ha evidéncias crescentes de que a modificacdo de proteinas por
fosforilacdo desempenha um papel importante no controle de sua diferenciagéo
(Sz060r, 2010; Tonelli et al., 2011) e no seu ciclo celular (Hammarton et al., 2007).
Muitos dos importantes participantes desse processo ja foram identificados:
analises de bioinformética do genoma revelaram inimeras quinases e fosfatases
no parasita (Parsons et al., 2005; Sz66r, 2010), enquanto que andlises de
fosfoproteoma catalogaram a fosforilagdo de centenas de proteinas (Morales et
al., 2008; Rosenzweig et al., 2008; Nett et al., 2009b; Morales et al., 2010; Hem et
al., 2010; Marchini et al., 2011; Urbaniak et al., 2013). Além disso, a ferramenta de
delecdo genética permitiu identificar muitas proteinas quinases como alvos
potenciais de drogas (Naula et al., 2005; Alsford et al., 2011; Mackey et al., 2011),
e h& esforcos em curso para desenvolver inibidores de guinases como agentes
terapéuticos (Urbaniak et al., 2012). Apesar desses avangos, a elucidacédo das
vias de sinalizacdo desses parasitas continua a ser um grande desafio.

A tendéncia geral da distribuicdo de fosforilacdo entre residuos de serina,
treonina e tirosina nos fosfoproteomas de Leishmania (Morales et al., 2008;
Rosenzweig et al., 2008; Morales et al., 2010; Hem et al., 2010), T. brucei (Nett et
al., 2009a; Nett et al., 2009b; Urbaniak et al., 2013) e T. cruzi (Nakayasu et al.,
2009; Marchini et al., 2011) espelha o que € encontrado em eucariotos superiores.
Um pequeno, mas significativo, nimero de residuos de tirosina fosforilados foi
identificado em todas as trés espécies, apesar da auséncia de identificacdo de
quinases dedicadas a tirosina. No entanto, continua a haver, pelo menos, outra
possibilidade formulada de que um ou mais novos sitios especificos para
quinases de tirosina nos tripanossomas existam e que ndo podem ser

identificados por simples semelhancga de sequéncias (Urbaniak, 2014).
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A comparacdo direta dos fosfoproteomas das trés espécies de
tripanossomatideos estudadas €é complicada devido as diferencas no
processamento de amostras, aquisicdo e analise de dados dos estudos, entre
outros. Apesar dos enormes avancos, a cobertura atual dos fosfoproteomas esta
longe de ser completa, e tem se direcionado as proteinas mais abundantes. Como
muitas moléculas de sinalizacdo ocorrem em baixa abundancia, tanto um maior
aprofundamento da cobertura quanto a quantificacdo da dinamica do
fosfoproteoma séo necessérios para fazer avancar o presente entendimento da
biologia do tripanossoma. Apesar destas limitacbes, o0s atuais estudos
demonstraram claramente que a fosforilacdo de proteinas € um evento difundido
e que a fosforilacdo ocorre diferencialmente entre as fases do ciclo de vida de T.

brucei (Urbaniak, 2014).

2.4 Biossintese proteica em eucariotos

Nos eucariotos, de uma forma geral, a expressado génica é regulada em
multiplos estagios, incluindo durante o processo da traducdo de mRNAs em
proteinas. Comparado com a regulacdo transcricional, o controle traducional de
RNAs existentes permite mudancas mais rapidas na concentracdo de proteinas
especificas, facilitando a manutencdo da homeostase celular (Sonenberg e
Hinnebusch, 2009; Jung et al., 2014). Em tripanossomatideos, com a auséncia de
mecanismos regulando sua transcricdo, o controle desse processo parece ter
ainda mais destaque.

O processo de traducao pode ser dividido de uma forma geral em iniciacéo,
alongamento, terminacdo e reciclagem dos ribossomos (Acker e Lorsch, 2008;

Sonenberg e Hinnebusch, 2009). Dentre estes, o alvo principal de regulacdo € a

21



etapa da iniciacdo, 0 que permite um controle rapido, reversivel e espacial da
sintese de proteinas (Jackson et al., 2010; Hershey et al., 2012). A iniciacdo da
traducdo é um processo bioldgico multifacetado, altamente regulado, o qual
requer, no minimo, nove fatores denominados elFs (elFs - eukaryotic initiation
factors) e que sdo formados por aproximadamente 30 subunidades polipeptidicas
individuais. Esse processo pode ser separado em trés estagios distintos: 1)
ligacdo de fatores de iniciacdo do complexo elF4F ao mRNA transcrito; 2) ligacao
do complexo ribossomal 43S (que inclui a subunidade menor ribossomal 40S, o
complexo ternario elF2-GTP-tRNA-Met' e os elF3, elF1, elF1A e elF5) ao mRNA,
formando o complexo de iniciacdo 48S; 3) ligagdo da subunidade maior
ribossomal 60S a subunidade 40S do ribossomo, uma vez gque esta Ultima esteja
devidamente alinhada no cddon de iniciacdo da traducédo (Hinnebusch e Lorsch,
2012; Aitken e Lorsch, 2012).

Para a maioria dos mRNAs, a ligacdo do complexo ribossomal 43S ocorre
na sua extremidade 5, através do reconhecimento do cap. Nesse momento, o
complexo de pré-iniciacdo 43S é direcionado a se ligar na extremidade 5 através
da ajuda do complexo de iniciacdo elF4F (Pestova et al., 2007; Sonenberg e
Hinnebusch, 2009). Ap6s se ligar na extremidade 5° do mRNA, a subunidade 40S
comega a rastrear a regido 5’ ndo traduzida (5’-UTR) em direcdo a extremidade
3’, até que o codon de iniciacdo apropriado seja alcangado (Gingras et al., 1999;
Hinnebusch, 2014). Identificado o codon de iniciacdo da traducéo, os fatores elF5
e elF5B usam a energia da hidrdlise de duas moléculas de GTP para ajudar a
desligar os elFs e a posicionar a subunidade 60S, formando o ribossomo 80S
competente para a etapa seguinte (Figura 8) (Hinnebusch e Lorsch, 2012; Aitken

e Lorsch, 2012).
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A etapa de alongamento da traducdo que se segue € caracterizada pela
adicdo de aminoacidos no peptideo crescente e pela translocacdo dos
ribossomos ao longo do mRNA. Finalmente, a terminacdo da traducdo é
associada com a liberacdo do peptideo sintetizado e pela dissociacdo das
subunidades 60S e 40S do ribossomo que séo recicladas para novo ciclo de

traducao (Hershey et al., 2012).
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Figura 8. Esquema simplificado da iniciacdo da traducdo em eucariotos. (1) Formacao do
complexo terndrio entre o elF2, GTP e o Met-tRNA;; (2) Formagédo do complexo 43S através da
ligacdo da subunidade 40S do ribossomo ao complexo ternario; (3) Ancoramento do complexo
43S ao mRNA, formando o complexo 48S; (4) Identificacdo do cddon inicial e pareamento do Met-
tRNA;; (5) Hidrélise do GTP ligado ao elF2 com consequente dissociacdo dos demais fatores (nao
representados na figura); (6) Ligacdo da subunidade 60S do ribossomo com formacdo do

complexo 80S. Fonte: adaptado de Algire e Lorsch, 2006.
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2.4.1 Complexo elF4F e PABP

Como foi visto, os fatores de iniciacdo do complexo elF4F, auxiliados por
outros fatores da traducdo, permitem o reconhecimento do mMRNA pela
subunidade ribossomal 40S e o inicio do processo da traducdo (Hinnebusch,
2014). O elF4F é composto por trés polipeptideos (Figura 9): (1) elF4A, uma RNA
helicase ATP-dependente que remove as estruturas secundarias ao longo da
regido 5 ndo traduzida (5’UTR) do mRNA, permitindo o recrutamento da
subunidade ribossomal 40S e seu deslocamento até o cédon de inciacdo da
traducdo; (2) elF4E, responséavel pelo reconhecimento especifico do cap na
extremidade 5 do mRNA e (3) elF4G, proteina moduladora que possui sitios de
ligacdo para o elF4E, elF4A, PABP e elF3. Desta forma, o elF4F interage tanto
com o cap (através do elF4E) quanto com o elF3 associado a subunidade 40S
ribosomal (através do elF4G), o que permite a ligacdo entre o mMRNA e o
ribossomo (Hinnebusch e Lorsch, 2012; Aitken e Lorsch, 2012).

A PABP, responsavel pelo reconhecimento da cauda poli-A na extremidade
3’ dos mRNAs, apesar de ndo ser considerada um fator de iniciacdo da traducao
classico, tem um papel de destaque nesse processo, através da sua ligacdo ao
MRNA e sua interacdo com o0 elF4G, promovendo a circularizacdo do mRNA,

evento que parece potencializar o processo de traducéo (Jackson et al., 2010).
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Figura 9. llustracdo do complexo EIF4F tipico dos eucariotos superiores. O complexo elF4F
€ composto pela juncdo dos fatores elF4E, elF4A e elFAG e é essencial para a tradugdo cap

dependente. Fonte: Zinoviev e Shapira, 2012.

2.4.2 elF4A

O fator elF4A pertence a grande familia DEAD-box de RNA helicases,
cujos membros estdo envolvidos em muitos aspectos do metabolismo do RNA,
em virtude da capacidade de ligagcdo ao RNA e da sua atividade de ATPase (Lu et
al., 2014). A funcdo do membro arquétipo da familia elF4A, elF4Al, foi
caracterizada pela primeira vez através da sua exigéncia na traducéo (Grifo et al.,
1982) e depois foi identificado como sendo um componente do complexo de
iniciacao da traducao elF4F (Conroy et al., 1990). Subsequentemente, mostrou-se
ser a proteina responsavel pela atividade de RNA helicase do complexo elF4F
(Rogers et al., 1999) Assim, o elF4A atua desfazendo estruturas secundarias na
regiao 5UTR do mRNA como parte do complexo elF4F, durante a etapa de
ligagcdo do complexo de pré-iniciacdo 43S ao mMRNA e durante o rastreamento na
busca pelo codon AUG de iniciacédo da traducao (Cordin et al., 2006).

Trés paralogos do elF4A existem nos mamiferos, denominadas de elF4Al,
elF4All e elF4Alll. Todas as trés proteinas partiham um elevado grau de
similaridade na sua sequéncia de aminoacidos (Nielsen e Trachsel, 1988;

Weinstein et al., 1997). As proteinas elF4Al e elF4All sdo citoplasmaticas e
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altamente semelhantes, mostrando cerca de 90% de identidade, ao passo que o
elF4Alll é uma proteina nuclear um pouco mais divergente (Nielsen e Trachsel,
1988; Li et al., 1999; Chan et al., 2004). Apesar de partilhar 60% de similaridade,
o elF4Alll é funcionalmente distinto dos elF4Al e elF4All (Li et al.,, 1999). Foi
demonstrado que o elF4Alll interage fracamente com elF4G, comparado com
seus paralogos, e que falha em complementar a funcéo de helicase do elF4Al in
vitro (Li et al., 1999). Por outro lado, elF4Al e elF4All podem ser intercambiados

livremente dentro do complexo elF4F in vitro (Yoder-Hill et al., 1993).

2.4.3 elF4AE

O fator elF4E é encontrado virtualmente em todos os eucariotos, sendo
parte de uma familia de proteinas capazes de se ligar ao cap na extremidade 5’
dos mRNAs. Possuindo 25 kDa, ele apresenta a caracteristica incomum de ter um
alto conteudo de triptofanos, alguns dos quais estdo envolvidos com a ligacédo ao
cap e ao elF4G (Rhoads, 2009). Em murinos, este fator apresenta a forma de
mao em concha, sendo a parte céncava responsavel pelo reconhecimento e
ligagéo ao cap e a parte convexa a que interage com o elF4G. O reconhecimento
especifico do cap acontece através de interacdes entre a guanosina metilada e os
anéis aromaticos de dois triptofanos conservados (W56 e W102). Ja na face
convexa do elF4E, liga-se a maioria dos seus parceiros funcionais, como o elF4G,
e essa ligacdo envolve outro triptofano conservado, o W73 (Figura 10)
(Goodfellow e Roberts, 2008; Marcotrigiano et al., 1997;).

Além de atuar no processo de iniciacdo da traducao, o elF4E também atua

no controle da estabilidade e no processo de exportagcdo nuclear de alguns
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MRNASs. Este fator também foi implicado na formacdo da memdéria em roedores,
podendo estar ligado a alteracBes na forca das conexdes sinapticas entre 0s
neurénios (plasticidade sinaptica). Também é interessante ressaltar novas
descobertas no estudo da sintese proteica no envelhecimento especificamente
mediada pelo elF4E. O knockdown especifico da principal isoforma do elF4E em
Caenorhabditis elegans resultou num aumento da expectativa de vida do

organismo (Goodfellow e Roberts, 2008).

elF4G
peptide

Figura 10. Modelo tridimensional do elF4E murino. A estrutura do elF4E lembra uma méao em
forma de concha, cuja parte cdncova abarca os triptofanos 56 e 102, responséveis pela ligacdo ao
cap de 7-metil-guanosina; e na parte convexa esta presente o triptofano 73, sitio de ligagdo ao

elF4G. Fonte: adaptado de Goodfellow e Roberts, 2008.

A maioria dos eucariotos expressa multiplos membros da familia elF4E. O
namero de copias do fator elF4E varia entre 0s organismos, incluindo os protistas
(Joshi et al., 2005; Jagus et al., 2012). A levedura Saccharomyces cerevisiae
possui um unico homologo de elF4E (Clarkson et al., 2010); os seres humanos

apresentam quatro homélogos do elF4E (Joshi et al., 2004); o nematdide C.
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elegans, em contraste, possui cinco elF4Es (Keiper, 2000), que exibem
preferéncias distintas para o cap (Jankowska-Anyszka et al., 1998). As variantes
do elF4E podem mostrar regulacdo ao longo do desenvolvimento, como € o0 caso
da Drosophila melanogaster que possui oito homdélogos que mostram padrdes
distintos de expressdo durante a embriogénese (Hernandez et al., 2005).

Tendo em vista a multiplicidade de membros da familia 4E em diversas
espécies, interacfes distintas de diferentes homologos de elF4E/elF4G séo,
portanto, esperadas e observadas (Ptushkina et al., 2001). Entretanto, nem todos
os homologos do elF4E desempenham um papel na iniciacdo da traducédo
(Rhoads, 2009). Alguns podem funcionar como inibidores competitivos de
recrutamento do elF4G e como suporte para interacdes com outras potenciais
proteinas reguladoras (Blewett e Goldstrohm, 2012; Gosselin et al., 2013; Groppo
e Richter, 2009). Assim, algumas proteinas de ligacdo ao elF4E, como as 4E-BP
(4E binding proteins - proteinas de ligacdo ao 4E), reprimem a traduc¢éo inibindo a
formacdo do complexo elF4F, ao passo que outras proteinas de ligacdo ao elF4E,
como a Cup e Maskin, utilizam interacdes proteina-3° UTR alternativas para a
repressao seletiva da traducao (Topisirovic et al., 2011; Groppo e Richter, 2009).
Além disso, a traducédo seletiva de mMRNAs pode ocorrer através da ligacdo ao cap
de uma proteina homdloga ao elF4E, a 4E-HP (Topisirovic et al., 2011; Cho et al.,

2005).

2.4.4 elFAG

Em mamiferos, a familia elF4G é composta por trés grandes proteinas
(elF4GI, elF4GIl e p97) que tém papéis criticos na iniciacdo da tradugdo cap-

dependente e cap-independente. elF4GI e elF4Gll parecem ser funcionalmente
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equivalentes, pois as duas proteinas se ligam aos mesmos fatores de traducéo e
as duas possuem atividade estimulatéria da traducao in vitro e in vivo (Gradi et al.,
1998). A p97, por sua vez, sO possui homologia com a regido carboxi-terminal dos
dois elF4Gs, e ndo possui os sitios de ligacdo para o elF4E e a PABP na sua
regido amino-terminal. Ensaios de traducgé&o in vitro demonstraram que p97 ativa
a traducgdo cap-independente (Hundsdoerfer et al., 2005). Outro estudo observou
que a deplecédo de p97, ao contrario de elF4Gl, ndo impediu a traducdo de certos
MRNAs contendo UORFs (upstream Open Reading Frames), sugerindo que esse
fator promove a iniciacdo da traducéo de diferentes classes de mMRNAs (Ramirez-
Valle et al., 2008).

As proteinas elF4GI e elF4GII exibem discreta similaridade entre espécies
diferentes, mas mostram atividades bioquimicas semelhantes (Tarun et al., 1997;
Gallie e Browning, 2001). O elF4GI humano possui aproximadamente 1600
aminoacidos de extensdo e se divide em trés regides: N-terminal, central e C-
terminal, de acordo com um padrédo de clivagem gerado por proteases virais
(Figura 11) (Prévét et al.,, 2003). Na regido N-terminal ha dominios para
interaces com as proteinas PABP e elF4E, associando as regides 5’ e 3’ do
MRNA. O dominio central inclui repeticdes conservadas HEAT (Huntinting, EF3,
PR/65A, e Target of rapamicin 1), comuns em proteinas envolvidas na formacéo
de complexos multiméricos e constituidas por arranjos de cinco pares de alfa-
hélices antiparalelas. Esse dominio constitui a regido mais conservada
evolutivamente em homologos do elF4G em diferentes organismos (Figura 11).
Na regido central, ligam-se o elF3 e 0 elF4A (LeFebvre et al., 2006) e existe um
motivo para ligacdo de RNA (Pestova et al., 2001). A regidao C-terminal, em

mamiferos, contém um segundo sitio de ligacdo ao elF4A (Imataka e Sonenberg,
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1997) e um sitio de ligacdo a proteina quinase que atua sobre o elF4E, a Mnkl

(Pyronnet et al., 1999).

elF4G

752 993 1235 1420 1433 1593
HEAT-1/MIF4G

165 210 557 €81

l P 15 | | |

PABP 4E RNA 4A RNA 3 4A 3 4A 4A MNK
| | | |

N-terminal Dominio central Cresinal

Figura 11. Esquema do elF4GlI humano e seus principais sitios de ligacdo a outras
proteinas. O elF4G possui ha sua regido N-terminal os sitios de ligacdo a PABP e elF4E. Na
regido central desta proteina encontra-se o dominio central de ligagdo ao elF4A, além de uma
regido de ligacdo a RNA (RRM) e do sitio de ligagdo ao elF3. J& na sua porgcdo C-terminal se
encontram um segundo sitio de ligacao ao elF4A (apenas em mamiferos) e o sitio de ligacdo da
proteina Mnk1 (quinase de elF4E). O elF4G humano, proteina protétipo da familia, é formada por
trés dominios HEAT: HEAT-1/MIF4G, HEAT-2/MA3 e HEAT-3/W2. Fonte: Modificado de

Marintchev et al., 2010.

2.5 Mecanismos de regulacado da iniciacado da traducéao

Os mecanismos de regulagcdo da iniciacdo da traducdo podem ser
separados em duas grandes categorias: 1) aqueles que afetam os elFs ou
ribossomos, e interferem com o0s eventos de iniciagdo dependentes do
mecanismo de rastreamento do mRNA, e 2) aqueles que afetam diretamente o
MRNA, através de proteinas de ligagdo ao RNA ou microRNAs (miRNAs), os
quais podem ser potencialmente seletivos para certas subpopulacdes de mRNAs.

Os exemplos mais estabelecidos do primeiro tipo de controle sédo a
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disponibilidade de elF2 e elF4F ativos através da fosforilacdo reversivel dessas
proteinas (Jackson et al., 2010).

Na traducdo, a fosforilacAo de proteinas, tais como as proteinas
ribossomais (Roux e Blenis 2004), elFs (Topisirovic et al., 2004; Rush et al.,
2005), fatores de alongamento (Knebel et al., 2002) e a PABP (Pierrat et al.,
2007), contribuem para a regulacao geral da expressao génica ao nivel da sintese
proteica. Um dos exemplos bem estabelecidos € a modulacdo dos niveis do
complexo ternéario ativo através da fosforilacdo da subunidade alfa do fator elF2
(elF2a). Na traducéo, a fosforilagdo do elF2a por quinases especificas leva ao
bloqueio do processo (Dever et al., 2007).

A fosforilacdo também afeta a concentracdo intracelular do complexo
elF4F, de forma indireta, através das proteinas de ligacdo ao elF4E (4E-BP’s), as
quais possuem trés homologos funcionais equivalentes em mamiferos (4E-BP1,
4E-BP2 e 4E-BP3). Quando hipofosforilada, a 4E-BP se liga ao elF4E, formando
um complexo binario, o qual impede a associa¢do do elF4E com elF4G, mas a
fosforilagdo da 4E-BP em multiplos sitios, principalmente pela mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin), libera o elF4E para se ligar ao elF4G, favorecendo a
formacdo do complexo elF4F (Topisirovic et al., 2011; Jung et al., 2014; Proud,
2014).

O elF4E, por sua vez, também pode ser alvo de fosforilagdo pelas quinases
MNK1 e MNK2 (MNK - MAPK-Interacting Kinase) (Ueda et al., 2004; Topisirovic et
al., 2011; Proud, 2014). O elF4E tem sido implicado na tumorigénese (Lazaris-
Karatzas et al., 1990; Mamane et al., 2004) e sua fosforilacdo foi mostrada como
sendo necesséria para seu potencial oncogénico (Wendel et al., 2007; Furic et al.,

2010; Ueda et al., 2010). A assinatura para a sinalizagdo do efeito oncogénico € a
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fosforilacdo do elF4E na Serina 209, através da ativacdo de ERK1/2 ou MAPKs
p38, que convergem para a quinase MNK, a Unica capaz de catalisar a
fosforilacdo do elF4E (Ueda et al., 2004). Curiosamente, MNKs ndo formam um
complexo binario estavel com o elF4E para realizar a sua fosforilacdo na Ser 209.
Ao invés disso, elas interagem com a proteina elF4G, levando a quinase e seu
substrato até a proximidade fisica (Pyronnet et al., 1999). Conseqiientemente, a
associacdo da Mnk com o elF4G é essencial para a fosforilagdo do elF4E.

A fosforilacdo de véarios outros elFs (elFl, elF2B, elF2Bg, varias
subunidades do elF3, elF4G, elF4B, elF4H, elF5 e elF5B) também ja foi descrita
e, em muitos casos, eleva-se em condicdes em que a traducéo € ativada (Raugh
e Gingras, 2007). Esses mecanismos de regulacdo ressaltam a importancia do

status de fosforilagdo no controle da atividade dos fatores da tradugéo.

2.6 Iniciacdo da traducao em tripanossomatideos

Com o avanco da biologia molecular e a finalizacdo dos genomas dos
TriTryps (T. brucei, T. cruzi e Leishmania major), foram encontradas nos
tripanossomatideos sequéncias homoélogas a maioria das proteinas envolvidas na
traducdo eucaribtica e sua caracterizacao tem sido alvo constante de pesquisas.
Um ponto chave foi a identificacdo em L. major e T. brucei de homélogos aos
fatores canbnicos do complexo elF4F: dois para o elF4A (EIF4Al e EIF4AIll —
numerados assim pela similaridade funcional com os fatores equivalentes de
humanos); cinco para o elF4G (EIF4G1 a EIF4AG5) e seis para o elF4E (EIF4ELl a

EIF4E6) (Dhalia et al., 2005; Dhalia et al., 2006; Freire et al., 2014b).
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2.6.1 elF4A de tripanosomatideos

Apesar de terem sido identificados dois homdlogos de elF4A, tanto em T.
brucei como em L. major, apenas o EIF4Al parece estar envolvido na iniciagdo da
traducdo. Em L. major, o EIF4Al foi capaz de interagir com o dominio HEAT do
fator EIF4AG3 e, em T. brucei, essa proteina apresentou localizacdo
citoplasmatica, e a reducdo no seu nivel intracelular reduziu drasticamente a
sintese proteica (Dhalia et al., 2006). Ja o EIF4AIlll, embora essencial a célula
guando submetido a deplecédo por RNAI, tem localizacdo nuclear e a eliminacéo
de sua funcdo de helicase ndo leva a diminuicdes no crescimento celular, ao
contrario do observado para o EIF4AIl, sugerindo que sua funcéo seja outra que

nao de fator da iniciagédo da traducéo (Dhalia et al., 2006).

2.6.2 elF4E de tripanosomatideos

Nos tripanossomatideos, a descricéo inicial de um unico homadlogo putativo
do elF4E (Yoffe et al., 2004), foi seguida pela identificacdo de quatro homélogos
(EIF4AE1 a EIF4E4) no genoma de L. major, sendo todos também conservados
nas espécies de Trypanosoma (Dhalia et al., 2005). Posteriormente, mais dois
homélogos ao elF4E foram identificados em Leishmania e em T. brucei e foram
denominados de EIF4ES5 e EIF4EG (Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b).

Em L. major, ensaios foram realizados onde se avaliou a capacidade dos
quatro primeiros homoélogos de elF4E de reconhecer diferentes analogos
sintéticos do cap e estes mostraram diferentes especificidades para a molécula
ligante. Foi constatado que dentre as isoformas estudadas, os fatores EIF4E1l e

EIF4E4 ligaram-se ao cap 4 e ao cap 0 com maior eficiéncia, sendo por isso
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considerados os candidatos mais provaveis a serem ativos na traducao (Yoffe et
al., 2006). Por outro lado, nenhum dos fatores estudados conseguiu realizar a
complementagdo em uma levedura mutante que nao expressa o elF4E (Yoffe et
al., 2006). Em estudos realizados em Leishmania e em T. brucei acerca do nivel
de expressao dessas proteinas, foi visto que as quatro proteinas sao expressas
constitutivamente (Yoffe et al., 2006; Freire et al.,, 2011). Ainda em ambas as
espécies, o EIF4E3 é o0 mais abundante embora seja o Unico que nado € capaz de
se ligar ao cap 4 (Yoffe et al., 2006; Freire et al., 2011). Em T. brucei, os fatores
EIFAE1l e EIF4E2 distribuem-se por toda a célula enquanto que os EIF4E3 e
EIFAE4 sdo estritamente citoplasmaticas. Experimentos para acessar a
essencialidade desses fatores na forma prociclica através de RNAI revelaram que
0 EIF4E3 é o unico homologo essencial a viabilidade celular (Freire et al., 2011).

Os genes EIF4E5 e EIF4E6 foram os ultimos membros da familia elF4E a
serem identificados nos tripanossomatideos, e as andlises para suas
caracterizages foram iniciadas recentemente. Em T. brucei, ambas as proteinas
carregam as caracteristicas geralmente conservadas nos elF4Es, incluindo o
nucleo tipico de homadlogos de elF4E e aminoacidos sugestivos de ligacdo ao cap
0. Entretanto, sdo os menores membros da familia, com pesos moleculares
estimados de 21,9 e 20,8 kDa, respectivamente. Andlises filogenéticas e BLAST
sugerem que EIF4E5 e EIF4E6 sdo mais estreitamente relacionados entre si do
que com outros EIF4Es e podem, portanto, representar uma categoria distinta
dentro desta familia de proteinas de ligacdo ao cap de RNA (Freire et al., 2014a;
Freire et al., 2014b).

Anadlises experimentais dos fatores EIF4E5 e EIF4E6, concluiram que

ambas as proteinas se ligam a analogos do cap in vitro, sdo citosdlicas e se
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associam com complexos multiproteicos, incluindo homélogos do EIF4G. A
deplecdo por RNAi em T. brucei do EIF4ES5 resultou na perda de movimento ativo
do parasita, 0 que sugere que uma via envolvida na motilidade celular é afetada,
direta ou indiretamente, através de um dos complexos do qual o EIF4ES5 faz parte
(Freire et al.,, 2014b). Ja a deplecdo do EIF4E6 acarretou numa anomalia
fenotipica, fazendo o flagelo se desligar do corpo celular do parasita, causando
também uma notavel reducédo no seu comportamento de motilidade social (Freire

et al., 2014a).

2.6.3 elF4G de tripanosomatideos

A semelhanca observada entre os cinco homodlogos do elF4G de
tripanossomatideos (EIF4G1 a 5) e os de outros eucariotos limita-se ao dominio
central de ligacdo ao elF4A, elF3 e RNA. A semelhanca entre os cinco homadlogos
existentes também é baixa e apenas os EIF4G3 e EIF4G4 exibem elevada
similaridade entre si ao longo de toda sua sequéncia (Dhalia et al., 2005).

Em L. major, os EIF4G3 e EIF4G4 também possuem tamanhos similares (o
LmEIF4G3 possui 635 aminoacidos e o LmEIF4G4, 765 aminoacidos) e os
dominios HEAT-MIF4G localizam-se na regido anterior das proteinas, deixando
apenas uma pequena extensao nas extremidades amino-terminais. Ja os EIF4G1
e EIF4G2 destacam-se por serem 0os maiores membros da familia de elF4Gs em
tripanossomatideos (em L. major, 1016 aminoacidos para o EIF4G1 e 1425 para o
EIF4G2) e pela localizagdo central do dominio HEAT-MIF4G, assim como o
EIF4AG5 (Dhalia et al., 2005).

Uma caracteristica incomum das sequéncias dos EIFAG3 e EIF4G4 de

tripanossomatideos entdo é a curta regido N-terminal, de 50-51 residuos para
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homologos de EIF4AG3 e de 74 a 77 residuos para os de EIF4G4 de diferentes
espécies (Moura et al, 2015) comparados com quase 600 residuos em levedura e
mais de 700 residuos no elF4G de humano. Isto € muito relevante uma vez que
essa regido engloba os motivos de ligacédo ao elF4E e PABP e ~100 residuos da
regido N-terminal do elF4G sdo necessarios para a interacdo elFA4G/elF4E em
levedura (Gross et al., 2003).

Em T. brucei foi verificado que os EIF4G3, EIF4AG4 e EIFAG5 possuem
localizacdo citoplasmatica e sdo essenciais para a viabilidade dos parasitas
(Moura, 2010; Moura et al, 2015). J& a deplecdo do EIF4G1l ndo afeta o
crescimento ou morfologia celular e a deplecdo do EIF4G2 causa uma reducao no
seu crescimento. De forma diferente dos demais homoélogos de elF4G, a
abundéancia do EIF4G1 sofre diminuicdo em situacdes de estresse, nutricional ou
por choque térmico, mas se recupera ap0s a cessdo do estimulo estressante

(Lima, 2014).

2.6.4 Complexos elF4F em tripanossomatideos

Devido a existéncia de diversos homologos para os fatores elF4A, elF4E e
elF4G, diferentes interacdes entre essas proteinas podem ocorrer durante a
formacdo de complexos do tipo elF4F ativos. De fato, pesquisas voltadas a
elucidacdo da formacdo do complexo elF4F durante a iniciacdo da traducdo em
tripanossomatideos geraram dados que apontam para a formacao de mais de um
tipo de complexo elF4F nesses organismos. Assim, candidatos a subunidades de
complexos do tipo elF4F de Leishmania foram examinados através de ensaios de
interacdo proteina/proteina e do monitoramento de seus perfis de migracdo em

gradientes de sacarose. Estas analises levaram a conclusédo de que o EIF4E4 € o
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candidato mais provavel a atuar como o elF4E convencional em promastigotas, e
é parte do complexo elF4F de ligacdo ao cap do parasita. Foi demonstrado que o
EIF4E4 interage com o EIF4G3, que € responsavel pelo recrutamento do EIF4AI
(Figura 12) (Yoffe et al., 2009). Essa interacdo também foi demonstrada para o
ortologo de Trypanosoma brucei (Freire et al., 2011). As trés subunidades elF4F
co-migraram em gradientes de densidade de sacarose e sdo encontrados nas
fracbes que provavelmente contém o complexo de pré-iniciacdo (Yoffe et al.,

2009; Zinoviev e Shapira, 2012).

Leishl EAG-3

‘shIFiIA-I
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LeishIF4E-4 T > UTR 3" UTR -

=
e __~" LeishPABP-1

Figura 12. llustracdo da composi¢cdo do complexo elF4F de promastigotas de Leishmania.

FONTE: Zinoviev e Shapira, 2012.

Em T. brucei, é notério também o fato de que o EIF4E3 interage com o
EIF4AG4 e o EIF4E4 interage com o EIF4G3, indicando que em
tripanossomatideos pode haver a formacédo de dois complexos EIF4F distintos
(Freire et al., 2011). A interacdo adicional entre o EIF4AG3 e o EIF4E3 parece ser
especifica desta espécie (Freire et al., 2011). Também foi verificado in vitro que
os homologos EIF4G3 e EIF4G4 interagem com o EIF4AI, entretanto, apenas o

EIF4G3 foi capaz de interagir com o homologo da PABP de tripanosomatideos
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mais diretamente implicado no processo de tradugéo, a PABP1 (Moura et al.,
2015).

Em T. brucei, mais recentemente, novos complexos do tipo elF4F foram
identificados a partir da identificacdo dos parceiros dos EIF4E5 e EIF4E6. Assim,
através de identificacdo por espectrometria de massa (MudPIT) das proteinas que
co-precipitaram juntamente com o EIF4E5, as seguintes proteinas foram
detectadas em maior abundancia: o EIF4G1; o EIF4G2; uma proteina hipotética
de 47,5-kDa (cédigo de acesso no TriTrypDB: Tb927.11.350) com dois dominios
de ligacdo do tipo zinc finger; outra proteina hipotética com motivos de
guanililtransferase e metiltransferase, designada de Tb117.5 (Th927.11.6720); as
proteinas regulatorias 14-3-31 e 14-3-3ll , que se ligam a residuos fosforilados e
controlam uma enorme variedade de processos celulares; e a proteina hipotética
de 17,9-kDa (Th927.11.6010), para a qual ndo foi identificado nenhum dominio
sugestivo de sua possivel atividade celular (Freire et al., 2014b).

Outro complexo recentemente identificado foi o baseado no EIF4E6. As
proteinas identificadas com maior nimero de peptideos na purificacdo de
proteinas utilizando o EIF4E6 foram as seguintes (em ordem decrescente de
abundéancia): o préprio EIF4E6; um homodlogo de elF4G, o EIF4G5; e uma
proteina hipotética de 70,3-kDa, designada de ThG5-IP (Th927.11.14590), predita
como guanililtransferase através do programa de predicdo de estruturas proteicas,

PHYRE2 (Freire et al., 2014a).
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2.6.5 Eventos de fosforilacdo direcionados a fatores de traducdo em

tripanosomatideos.

Devido ao fato do ciclo de vida dos tripanosomatideos abranger uma
grande variedade de ambientes, frequentemente ocorrem mudancas adaptativas
necessarias em muitos processos celulares, resultando em alteracdes na
expressao génica, nos niveis proteicos e em modificacdes pos-traducionais de
proteinas (Brenchley et al., 2007; Haile e Papadopoulou, 2007). De fato, muitas
alteracdes no perfil de fosforilagdo de proteinas durante o ciclo de vida desses
parasitas tém sido relatadas e acredita-se que eles contam com a fosforilacdo de
muitas moléculas que atuam em funcdes estagio-especificas no seu ciclo de vida.

A fosforilacdo reversivel do elF2a, que causa uma reducdo na sintese
global de proteinas, € uma via de resposta ao estresse que € bem conservada
desde leveduras a seres humanos. Um estudo que explorou a funcdo do controle
traducional no contexto da diferenciacdo da Leishmania demonstrou que a sintese
de proteinas € geralmente reduzida durante o processo de diferenciacdo de
promastigotas em amastigotas, e que essa reducdo coincide com a fosforilacao
do elF2a. A reconversao de amastigotas de volta as formas promastigotas resulta
em uma diminuigdo drastica dos niveis de fosforilagdo do elF2a e uma regulacao
positiva de traducdo (Cloutier et al., 2012). Mais importante, a auséncia de
fosforilacdo no elF2a em um mutante negativo dominante superexpressando uma
versao truncada do homologo da quinase PERK nitidamente retardou o processo
de diferenciacao de amastigotas em Leishmania (Chow et al., 2011).

Outro trabalho realizado em T. cruzi demonstrou que neste organismo o
elF2a é fosforilado in vitro no residuo Thrl69 durante a privagéo nutricional. Este

residuo corresponde a Ser51 do elF2a que é fosforilado em outros eucariotos.
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Além disso, esta fosforilacdo atua no controle traducional, pois acarreta a inibicéo
da iniciacdo da traducdo neste organismo. Também foi determinado que essa
fosforilacdo controla a metaciclogénese, uma vez que a mutacdo do residuo
Thrl69 por uma Ala (Tc-elF2aThrl69Ala) comprometeu a diferenciacdo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas. A via de fosforilacdo do elF2a é,
entdo, proposta a participar da resposta adaptativa do T. cruzi ao estresse
nutricional, contribuindo para a diferenciagéo do parasita (Tonelli et al., 2011).

Em L. amazonensis, a partir da andlise da expressao dos homdlogos de
elF4E, foi observado que algumas das respectivas proteinas podiam se
apresentar através de duas ou mais isoformas (EIF4E3 e EIF4E4).
Posteriormente foi comprovado que esses fatores sdo alvos de fosforilacéo,
gerando multiplas isoformas. Curvas de sincronizacdo celular apontaram para
uma associacdo de isoformas especificas com determinados estagios do ciclo
celular do parasita. Tendo em vista a auséncia de regulacdo ao nivel
transcricional da expressdo génica, €é provavel que esses eventos de
modificacdes pos-traducionais em homélogos de fatores de iniciacdo da traducéo

possam ter um papel importante no controle da traducédo e da prépria expressao

génica em tripanossomatideos (Pereira, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para a caracterizacdo funcional de complexos do tipo elF4F em
Trypanosoma brucei, através do estudo de modificacBes pds-traducionais do tipo
fosforilacdo direcionadas a complexos conhecidos, bem como da caracterizacéo

de proteinas hipotéticas encontradas em novos complexos recém identificados.

3.2 Objetivos especificos

1. Analisar o perfil de expressdo e investigar eventos de modificacdo pods-
traducional agindo sobre isoformas das subunidades dos complexos
EIF4AE4/EIFAG3 e EIF4E3/EIF4G4 de T. brucei, na sua forma prociclica.

2. Mapear os sitios alvo de proteinas quinases nos fatores EIF4E3 e EIF4E4
mediante a andlise de proteinas truncadas e/ou mutantes e identificando, in
silico, possiveis residuos fosforilados nesses fatores.

3. ldentificar dominios funcionais e determinar a localizacdo subcelular das
proteinas hipotéticas TbG5-IP e Tb117.5, identificadas a partir de sua

associacdo aos novos complexos EIFAE5/EIF4G1 e EIFAE6/EIFAGS.

4. Analisar a composi¢cdo e dindmica dos complexos proteicos onde estédo

presentes as proteinas TbhG5-1P e Tbh117.5.

5. Avaliar a viabilidade de células de T. brucei submetidas a silenciamento
génico por RNA de interferéncia e/ou delecédo dupla das proteinas TbG5-IP

e Th117.5.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo de células de Trypanosoma brucei

Formas prociclicas de T. brucei da cepa selvagem 427 e da linhagem 29-
13 (Wirtz et al., 1999) foram cultivadas em meio SDM-79 (LgcBio), suplementado
com 10% de soro fetal bovino e solucdo de ampicilina/estreptomicina (Sigma).
Para a manutencao dos transgenes da T7 RNA polimerase e do repressor de
tetraciclina na linhagem 29-13, foram adicionados ao meio SDM-79 os antibioticos
G418 (15 pg/mL) e higromicina (25 pg/mL). A linhagem selvagem 427 foi utilizada
em todas as curvas de crescimento para analise do perfil de expressdo dos
fatores em estudo e para a caracterizacao das fosforilagdes. A linhagem 29-13 foi
utilizada para superexpresséo de proteinas com o tag HA e para a geracdo das
linhagens com o vetor de RNA..

Para a obtencéo das linhagens com o tag PTP e também para a geracao
de duplo knockout foi utilizada a forma prociclica da linhagem selvagem YTAT de
T. brucei, que foi cultivada a 27 °C em meio SM (Cunningham, 1977)
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitas foram monitorados por
microscopia Optica e contados em camara de Neubauer ou contador automatico

de células, quando disponivel.

4.2 Construcéo dos plasmideos efetores

Os genes codificando as proteinas EIFAE3 e EIF4E4 de T. brucei
(contendo delecbes parciais ou totais da regido N-terminal), bem como as
sequéncias codificadoras, regides nao traduzidas (3’'UTR e 5’UTR) e as porcodes

3'-terminais dos genes TbG5-IP e Tb 117.5 foram amplificados utilizando
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oligonucleotideos flanqueados por sitios de restricdo de enzimas especificas e
clonados no vetor pGEM-T Easy® (Promega). A lista dos oligonucleotideos
utilizados para as amplificacbes esta descrita na tabela 1. A construcdo dos
plasmideos efetores foi feita a partir de eventos de subclonagem dessas
sequéncias do pGEM-T Easy para os plasmideos de interesse. Para
superexpressao com o tag de HA, os fragmentos dos genes EIF4AE3 e EIF4E4
foram recuperados por digestédo parcial com Hindlll e BamHI e subclonados nos
mesmos sitios do vetor p2477-177, uma versao modificada do vetor p2477 (Kelly
et al., 2007). As construcdes para delecdo (knockout) de alelos especificos dos
genes ThG5-IP e Tb 117.5 foram feitas através de subclonagens para insercao
das regides flanqueadoras 5 e 3’ UTR no vetor PKO (Lamb et al., 2001). Os
fragmentos resultantes da amplificacdo da regido 3’ terminal dos genes ThG5-IP e
Tb 117.5 foram subclonados no plasmideo pC-PTP-Neo e no pC-PTP-Puro, que
foram utilizados para a insergcéo do tag PTP in situ na regidao carboxi-terminal do
gene. Para a deplegédo (knockdown) condicional por RNAI, fragmentos internos
das ORFs dos genes TbG5-IP e Tb 117.5 foram subclonados no vetor p2T7-177

(Wickstead et al., 2002).
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Tabela 1. Relacao dos oligonucleotideos utilizados na obtencdo das sequéncias de interesse. Os nucleotideos sublinhados correspondem a regides

de sitios de restricdo que foram escolhidas para permitir a insercao nos vetores citados no texto.

Gene Plasmideo Emprego Direcéo Sequéncia (5’2>3’)
EIFAE3 02477-177 Obter delecéo parcial da regido N-terminal e o' AAGCTTCCGCCACCATGTCGTCCAAGTTCCCAG
clonar em vetor de expresséo ectopica 3 GGATCCAGAACCAAGCGTGAAGTCGGGTGTTATC
EIF4E3 D2477-177 Obter delecao total da regido N-terminal e o AAGCTTCCGCCACCATGCTTCCCAGTTTGTTTC
clonar em vetor de expressao ectopica 3 GGATCCAGAACCAAGCGTGAAGTCGGGTGTTATC
EIE4E4 D2477-177 Obter delecéo parcial da regidao N-terminal e o AAGCTTCCGCCACCATGCCACTGCCAACATC
clonar em vetor de expresséo ectopica 3 GGATCCAGAACCCCAAAGCCGACGATTGCC
EIFAEA4 02477-177 Obter delecao total da regido N-terminal e 5 AAGCTTCCGCCACCATGACGAAACCCTC
clonar em vetor de expresséo ectépica 3 GGATCCAGAACCCCAAAGCCGACGATTGCC
Tb117 5 PKO Clonar a regidao 5’UTR em plasmideo utilizado S CTCGAGGGGTGATGGGTGTGTTCTGAG
para knockout 3 GAATTCACTTATCCACTCCGATCTAACC
Tb117 5 PKO Clonar a regido 3’'UTR em plasmideo utilizado 5 TCTAGATAAGCGCATGAGTGCAAACTCG
para knockout 3 GCGGCCGCCCAACTAGACTCAACAATACGCAG
Tb117.5 pC-PTP-Neo e Clonar o gene em vetor de expressao S GGGCCCCTGCTGTCGTTGCTTCTTCCTAC
pC-PTP-Puro endégena 3 CAGCGGCCGCAAATCCCTGTTAAGGTCAACGTTTTGTG
ThG5-IP PKO Clonar a regido 5’UTR em plasmideo utilizado S’ CTCGAGAACAAGATGGACCTTTCGGAATGC
para knockout 3 GAATTCAACAAGAAAGGTCCCTTCCCTTTGA
ThG5-1P PKO Clonar a regiao 3’'UTR em plasmideo utilizado S TCTAGAGGGAAGGGAGAGAAGGAAGAAAGG
para knockout 3 GCGGCCGCTTACACACACACACACACACTCAC
ThG5-IP pC-PTP-Neo e Clonar o gene no vetor de expressao 5 GGGCCCTTCATATTCGAGGCCACTTTTGCC
pC-PTP-Puro endogena 3 CAGCGGCCGCAACCCAGAAGCTTCATTCTGCACT
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4.3 Transfeccao estavel de células de T. brucei

Para as transfeccdes, aliquotas de 2x107 células prociclicas de T. brucei,
da linhagem 29-13 ou YTAT, foram lavadas e ressuspensas em 450 pL de
tampdo ZPFM (NaCl 132 mM, KCI 8 mM, Na2HPO4 8mM, KH2PO4 1,5 mM,
Mg(CH2COO)2 0,5 mM e Ca(CH2C0O0)2 0,09 mM), juntamente com 20 pug de DNA
plasmidial linearizado, e para o controle negativo foram utilizados 50 yuL de agua
estéril. Para a transfeccéo, foi utilizado o eletroporador ECM 830 (BTX Molecular
Delivery Systems), utilizando cuveta de 4 mm e trés pulsos de 1,7 kV e 100 us de
duracdo, com intervalo de 200 ms entre os pulsos. Em seguida, os parasitas
foram transferidos para 4,5 mL do meio de manutencéo, suplementado com 10-
20% de soro fetal bovino, e mantidos a 27°C por 16 horas para recuperacao. Apés
a recuperacdao, foi acrescentado o antibiotico de selecao: fleomicina (2,5 pg/mL)
para os plasmideos derivados dos vetores p2T7-177, p2477-177 e PKO,;
puromicina (10 pyg/mL) ou neomicina G418 (15 pg/mL) para os vetores de PTP
(pC-PTP-NEO, pC-PTP-PURO); e higromicina (25 pg/mL) para o vetor PKO
utilizado para gerar a delecdo dupla. A selecdo ocorreu num periodo de 07 a 12
dias.

Apoés a transfeccdo e o tempo de recuperacdo e selecdo, as culturas
superexpressando o tag HA foram avaliadas por western blot para confirmacéo da
expressao das proteinas. As linhagens do PTP, delecdo dupla e RNAI, apds a
selecdo regular, foram submetidas também a selec&o clonal através de diluicéo
limitante em placas de cultura de 96 pocos. Cerca de trés clones eram
selecionados para avaliagcdo do sucesso da transfeccdo, sendo um selecionado

para ser utilizado nos experimentos necessarios.
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4.4 RNA de Interferéncia

Apos a transfeccdo e selecdo dos parasitas com as construcbes para
RNAI, o efeito sobre a viabilidade celular foi analisado através de curvas de
crescimento na auséncia (-TET) e presenca (+TET) do indutor tetraciclina (1
Mg/mL). As curvas de crescimento foram realizadas através da contagem do
namero de parasitas, a cada 24 horas, em contador automatico (Beckman
Coulter) e a avaliacdo do fendtipo foi monitorada através da andlise das células
em camara de Neubauer. A expressdo das proteinas foi avaliada por ensaios de
Western blot, utilizando extratos celulares coletados ao longo da curva de

crescimento.

4.5 Purificacdo dos anticorpos por imunoadsorcao

Com o objetivo de aumentar a especificidade dos soros utilizados nos
ensaios de Western blot, alguns dos anticorpos dirigidos contra as proteinas
analisadas de T. brucei (EIF4E3, EIF4E4, EIFAG3 e EIF4G4) foram purificados
por imunoadsorcdo. A producédo de soro policlonal especifico para cada homadlogo
ja havia sido realizada (Freire et al., 2011). Estes soros foram retirados por meio
de uma puncéo cardiaca de coelhos imunizados e permaneceram conservados a
-80°C.

Para realizar a purificacdo dos soros, cerca de 100 a 200 ug das proteinas
recombinantes foram fracionados individualmente por eletroforese em gel SDS-
PAGE para posterior transferéncia para membrana de PVDF (Immobilon-P
Millipore). Em seguida, a membrana foi corada com solu¢cdo de Rouge Ponceau

0,2% em TCA 1%, para a visualizacao da banda referente a proteina de interesse.
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A regido dessa banda foi excisada da membrana e fragmentada. Apds trés
lavagens de 10 minutos com PBS, os fragmentos foram incubados durante 30
minutos a 4°C numa solucéo de leite 5% em PBS / Tween-20 0,05%. Em seguida,
os fragmentos foram incubados, sob agitacdo, com o soro policlonal contra as
respectivas proteinas recombinantes, por um periodo de 18 h a 4°C. Apds esta
etapa, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS e posterior
tratamento com solucdo acida de glicina 0,1 M (pH 2,5), para a eluicdo dos
anticorpos especificos. A solucdo foi entdo separada dos fragmentos da
membrana e neutralizada com Tris-HCI pH 8,0 e PBS duas vezes concentrado.

Os anticorpos purificados foram armazenados a -80 °C.

4.6 Ensaios de Western blot

Amostras das proteinas recombinantes e dos extratos dos parasitas
diluidas em tampdo de proteina foram fracionadas em gel SDS-PAGE e
transferidas para uma membrana de PVDF ou nitrocelulose. Apds a transferéncia,
a membrana foi incubada inicialmente em solucdo de leite 5%/ TBS Tween-20
0,1% por 1 hora e em seguida foi incubada em solucéo de leite 5%/ TBS Tween-
20 0,1%, com seu respectivo anticorpo purificado, em diluicdes variadas, durante
1 a 16 horas. Para os ensaios realizados para deteccao das proteinas fusionadas
ao tag HA ou ao PTP, foram utlizados os anticorpos comerciais anti-HA
monoclonal (Invitrogen) e anti-proteina A (PAP soluble complex/Sigma),
respectivamente. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com TBS
Tween-20 0,1% (10 minutos cada) e incubada por 1 hora em solucéo de leite 5%/
TBS Tween-20 0,1% com o segundo anticorpo necessario: anti-lgG de coelho

conjugado a peroxidase (1:10.00) para os anticorpos purificados dos EIF4E3,
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EIFAE4, EIFAG3 e EIF4G4 e para o soro bruto anti-EIF4Al1; anti-IgG de
camundongo para os anticorpos monoclonais comerciais (1:3000). ApoOs trés
lavagens de 10 minutos com TBS Tween-20 0,1%, foi adicionada a membrana
uma solucédo de luminol 1,2 mM, iodofenol 0,4 mM (em DMSO) e peroxido de
hidrogénio 0,03% para a reacao de quimioluminescéncia (ECL). Apés incubacéo
de 1 minuto nessa mistura, a membrana foi seca e exposta a filmes fotograficos
(Hyperfilm/Amersham Biosciences) por 1 e 10 minutos, que entdo foram
revelados por uma solucédo de Dektol (KODAK) (1:2) e fixado em solucéo de acido

acético.

4.7 Curvas de crescimento de T. brucei na fase prociclica

Para realizac@o das curvas de crescimento de T. brucei na fase prociclica
(linhagem selvagem 427), inicialmente foi feito um pré-inéculo de 20 a 30 mL de
cultura com uma concentracéo inicial de 2 a 4x10° células/mL, utilizando para isso
aliquotas da cultura de manutencdo. Estas culturas foram acompanhadas
diariamente até que fosse atingida a fase estacionaria de crescimento (em torno
de 8x10° células/mL), quando foi entédo retirada a amostra do ponto de Oh da
curva de crescimento para producdo de extrato contendo 5x10° células/uL. Outra
aliquota do pré-indculo foi utilizada para realizar a expanséo da cultura para um
volume de 300 mL no respectivo meio de cultura, de forma a ajustar a
concentragdo inicial da cultura para 5x10° células/mL. Ap6és esse momento,
aliguotas contendo um numero equivalente de células foram retiradas a cada 24
horas até a ocorréncia da morte celular. Estas aliquotas foram utilizadas para a
producdo de extratos proteicos totais, sendo as células coletadas através de

centrifugacdo durante cinco minutos (1000 g a 4°C), lavadas com PBS e o
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sedimento ressuspendido em tampdo de proteina SDS-desnaturante. Em
seguida, os extratos foram fracionados em SDS-PAGE e utilizados nos

experimentos de Western blot com os soros contra as diferentes proteinas alvo.

4.8 Purificacao de fosfoproteinas

Utilizando-se o sistema PhosphoProtein Purification Kit (Qiagen), para
purificacdo de fosfoproteinas, foi possivel obter a separacdo da fracdo de
proteinas fosforiladas das proteinas néo fosforiladas de lisados da forma
prociclica de T. brucei (linhagem selvagem 427). Inicialmente, uma aliquota da
cultura com 5x108 células foi centrifugada a 5000 g a 4°C e lavada com solucéo
de HEPES 50 mM pH 7,0. O sedimento foi ressupendido em 5 mL do tampéao de
lise do kit (25 mM MES, 1M NaCl, 0.25% CHAPS) contendo inibidores de
proteases e a nuclease benzonase (utilizada para a degradacdo de acidos
nucléicos) e entdo incubado por 30 minutos a 4°C, sendo brevemente agitado a
cada 10 minutos. Apds o periodo de incubacéo, o lisado celular foi centrifugado a
10.000 g a 4°C durante 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e a concentracao
proteica foi determinada através do método de Bradford (Bradford, 1976). Apos o
equilibrio da coluna de purificacdo de fosfoproteinas, um volume de lisado
contendo 0,1 mg/mL foi passado pela mesma, permitindo que todas as proteinas
fosforiladas ficassem retidas na coluna de afinidade. Em sequéncia, a coluna foi
lavada com tampao de lise e a fracdo nao ligada foi coletada e armazenada para
avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e para andlise das proteinas nao
fosforiladas. Para obtencdo da fracdo proteica fosforilada foram realizadas quatro
eluicbes utilizando o tampéao de eluicdo de fosfoproteinas (fosfato de potassio 50

mM e NaCl 50 mM). A concentracdo proteica de todas as elui¢cdes foi determinada
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através do método de Bradford. Amostras das eluicbes e da fracdo nao ligada
foram fracionadas em SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF para

deteccdo das proteinas de interesse atraves de ensaios de Western blot.

4.9 Eletroforese bidimensional

De uma cultura de T. brucei da forma prociclica (linhagem selvagem 427 e
das culturas de superexpressdao do HA) na fase exponencial de crescimento,
foram coletados 5x108 parasitas por centrifugacdo a 2000 g por 10 minutos a 4°C.
O sedimento foi lavado com PBS e homogeneizado a 4°C em tampao de lise
(uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 4%, Tris base 40mM), adicionado de um coquetel
de inibidores de protease (Complete, EDTA-free - Roche). Para favorecer a lise,
as amostras foram submetidas a um ciclo de congelamento em nitrogénio liquido
seguido de descongelamento a 30°C, e entdo foram centrifugadas a 14000 g por
2 minutos a 4°C, para remover o0s restos celulares. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo e aliquotas foram utilizadas para quantificar as proteinas através
do método de Bradford. Depois de quantificadas, as amostras foram aliquotadas e
estocadas em freezer -80°C. Para a focalizacdo isoelétrica, os extratos proteicos
foram purificados por precipitacdo com o sistema 2-D clean-up (GE-Healthcare)
seguido de solubilizacdo em tampéo IEF (Isoelectric focusing; uréia 8 M, CHAPS
4%, 2 M tiouréia e tracos de azul de bromofenol) e aplicacdo em fitas immobiline
dry-strips (GE-HealthCare) de 11 cm, com faixas de pH entre 3-10 ou 6-11. Para
isso, as fitas foram hidratadas com a solucéo de proteinas solubilizadas contendo
cerca de 75-100 ug de proteina. A focalizacdo isoelétrica foi feita com base nas
condicbes recomendadas pelo fabricante, de acordo com as caracteristicas de

cada fita, no equipamento. Para a segunda dimensao as fitas foram equilibradas
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em tampdao de equilibrio (6 M uréia, glicerol 30%, SDS 2%, 50 mM Tris-HCI pH
8,8 e tracos de azul de bromofenol), sendo a primeira etapa na presenca de 10
mg/mL de DTT e a segunda com 25 mg/mL de iodoacetamida. Em seguida as
fitas foram montadas na parte superior de géis SDS PAGE a 12,5% para se
realizar a segunda dimensdo em condicbes convencionais. Na busca pelas
isoformas de fatores selecionados, foram realizadas duplicatas de géis, onde um
destes foi utilizado para ensaios de Western blot, visando observar os fatores de
interesse e suas isoformas, enquanto o outro foi corado com nitrato de prata para
que fosse possivel identificar os spots correspondentes aqgueles observados no

Western blot.

4.10 Investigacao de possiveis sitios de fosforilacdo para MAP quinases nos

EIF4E3 e EIF4E4 de T. brucei

As sequéncias de cada proteina foram analisadas individualmente de forma
manual, com auxilio do software BioEdit, buscando-se detectar a presenca dos
sitios de MAP quinases, definidos por um aminoacido serina ou treonina seguido

pela presenca de uma prolina.

4.11 Southern Blot

Em torno de 1 a 5 pg de DNA gendmico de T. brucei foram digeridos com a
enzima de restricdo apropriada, e os produtos das digestdes foram aplicados em
gel de agarose 0,8% e submetidos a eletroforese durante 16 horas a 30 V. Em
seguida, o gel foi submetido a um tratamento para permitir a transferéncia do DNA

para uma membrana de nylon (Hybond nylon membrane/Amersham), através de
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incubacfes em agitador por 15 minutos em HCL 0,25 M, 30 minutos em tampao
de desnaturacdo (NaOH 0,5M/NaCl 1 M) e 15 minutos em tampdo de
neutralizacéo (Tris-HCL 1 M pH 7,5/ NaCl 3 M), sendo que entre as trocas dessas
solucdes o gel foi lavado por duas vezes com agua deionizada. Apés o tratamento
do gel, foi realizado o processo de transferéncia do DNA para a membrana por 16
horas, através de capilaridade com auxilio do tampédo SSC 20x (NaCl 3 M; Citrato
de sodio 300 mM). Apd6s a transferéncia, a membrana foi rapidamente incubada
em tampdo SSC 5X, seca e submetida a crosslink utilizando-se radiagdo UV
(autocrosslink a 254nm com 1200 microJoules x 100: UV light). Em sequéncia, a
membrana foi bloqueada em solucédo Blotto (leite desnatado 0,5%, SSC 1,5X,
SDS 1%) por 4 horas a 65°C e, posteriormente, incubada 16 horas com 50 ng da
sonda especifica para detectar determinada sequéncia do genoma. Essa sonda
foi previamente linearizada, desnaturada a 100°C por 2 minutos, marcada
radioativamente com [0-®?] dCTP (Kit Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-
dCTP)/Amersham) e purificada com o kit de purificagdo PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit/Invitrogen. Apoés a hibridizacdo com a sonda, a membrana foi lavada com
tampéo SSC 2x / SDS 0,1% a temperatura ambiente por 15 minutos, tampao SSC
2x | SDS 0,1% a 65°C por 1 hora e tampédo SSC 1x / SDS 0,1% a 65°C por uma
hora. Por dltimo, a membrana foi seca e exposta em filme radiografico por trés

horas.

4.12 Microscopia de fluorescéncia

Culturas de T. brucei expressando o tag PTP na fase log de crescimento
(5x108 — 107 cels/mL) foram utilizadas para a realizacdo desse ensaio. Aliquotas

de 1 mL da cultura foram lavadas duas vezes em 1mL de PBS, ressuspendidas
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em PBS/paraformaldeido 0,01%, incubadas no gelo por 5 minutos e entdo
centrifugadas e ressupendidas em 0,5 mL de PBS. Aproximadamente 20 ul da
suspensao celular foram espalhados em uma laminula e seca em temperatura
ambiente (TA), seguido por fixacdo em acetona e depois em metanol (ambos a —
20 °C por 5 minutos). As laminulas foram secas a temperatura ambiente e, em
seguida, as células foram rehidratadas com 1 mL de PBS por 15 minutos e
incubadas por 1,5 horas a temperatura ambiente com solu¢édo de bloqueio (PBS,
soro de cabra 5% e BSA 5%). Apos o bloqueio, as laminulas foram incubadas por
1,5 horas com o anticorpo Anti-Proteina C (Sigma) diluido 1:3000 em solucao de
blogueio, submetidas a trés lavagens consecutivas com PBS-T (PBS/Tween 20
0,05%) e, na sequéncia, incubadas com o segundo anticorpo anti-lgG de coelho
(Alexa 488/Invitrogen®), por 1 hora. Posteriormente, foram feitas mais trés
lavagens com PBS-T e, por ultimo, uma com PBS. As laminulas foram montadas
em laminas com Vectashield (Vector Laboratories®) contendo DAPI (marcador de

DNA) e entéo visualizadas em microscopio de fluorescéncia.

4.13 Eletroforese em gel nativo

Esses experimentos foram realizados como descrito por Schagger e von
Jagow, 1991. Para o preparo das amostras, culturas contendo de 2-5x10° células
expressando o tag PTP na fase log de crescimento foram lavadas duas vezes em
PBS, ressuspendidas em 24 ul de tampéo de extracdo [HEPES 25 mM, sacarose
150 mM, glutamato de potassio 20 mM, MgClz 3 mM, NP40 a 0,5%, KCI 150 mM,
DTT 0,5 mM, e coquetel de Inibidor de Protease SIGMAFAST ™ isento de EDTA,
(Sigma-Aldrich)], incubadas no gelo por 20 minutos e centrifugadas a 14000 g por

10 minutos a 4 °C. A 18 ul do sobrenadante foram adicionados 6,25 ul de tampéao
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de gel nativo quatro vezes concentrado (NativePAGE™ Sample Buffer
(4X)/Invitrogen) e 1 pl de tampé&o de amostra contendo azul de Coomassie G-250.
As amostras foram submetidas a eletroforese em géis pré-montados de 4 a 16%
(NativePAGE™ Novex® Bis-Tris), seguindo as especificacdes do fabricante (Life
Technologies™). O marcador de proteinas NativeMark™ Unstained Protein
Standard (Life Technologies™) foi utilizado para estimar os tamanhos dos
complexos. As proteinas foram transferidas para membranas de PVDF de 0,2 ym
(BioRad). Na sequéncia, as membranas foram fixadas em &cido acético 8% por
15 minutos, lavadas com agua e o resultado foi acessado através de ensaios de
western blot com anticorpo anti-proteina A. A faixa correspondendo ao poco do
marcador foi removida antes da incubacdo com o anticorpo, seca em temperatura
ambiente, equilibrada com metanol e corada com azul de Coomassie para

visualizac&o das bandas do marcador.

4.14 Purificacao por afinidade em tandem

Para a purificagcdo por afinidade em tandem, foram utilizadas as células
expressando o tag PTP e a purificacéo foi realizada como descrito por Schimanski
et al., 2005. A partir de uma cultura de 400 mL de parasitas na fase exponencial
de crescimento, as células foram coletadas através de centrifugagdo a 5600 g por
10 minutos a 4°C. O sedimento foi lavado com 10 mL de tampé&o de lavagem (20
mM Tris-HCI [pH 7,4]; NaCl 100 mM; MgCl2 3 mM; EDTA 1 mM) gelado e depois
com 10 mL de tampé&o TrxnB (sacarose 150 mM, L-glutamato de potassio 20 mM,
MgCl2 3 mM, 20 mM de HEPES-KOH [pH 7,7], DTT 1 mM e 10 pg /mL de
leupeptina). Apdés as lavagens, o sedimento foi ressuspendido em 2 mL de

tampdo TrxnB 1,5X e incubado no gelo por 10 minutos. A essa mistura foi
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acrescentado NP-40 para 0,5% e as células foram lisadas com o auxilio de um
pistdo por cinco minutos. Apoés a lise, foi adicionado 200 pyL do tampao TrxnB
suplementado com KCL a 1,5 M a essa suspensao, que foi incubada no gelo
durante 20 minutos. O extrato foi centrifugado a 1800 g por 60 minutos e o
sobrenadante foi coletado para ser utilizado na purificacdo. Ao sobrenadante foi
acrescentado 7,5 pl de CaClz2 1 M para ajustar a concentragéo de EDTA e inibidor
de protease (Complete Mini, EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets -
Roche). Cerca de 400 ul da resina anti-ProtC [Anti-Protein C (anti-ProtC) affinity
matrix - Roche] foram transferidos para uma coluna do tipo Poly-Prep (Poly-Prep
chromatography columns - Bio-Rad)] e a resina foi equilibrada com 50 mL de
tampéo PC-150 (KCI 150 mM, 20 mM Tris-Cl, pH 7,7; MgCl2 3 mM; DTT 0,5 mM;
CaClz 1 mM, 0,1% (v / v) de Tween-20). Apos o equilibrio da resina, o
sobrenadante foi transferido para a coluna, a qual foi incubada em um agitador do
tipo orbital em velocidade baixa por 2 horas a 4°C. A fracdo nao-ligada foi
coletada e armazenada a —80°C. A coluna foi lavada com 60 ml do tampé&o PC-
150 e posteriormente foram realizadas 3 eluicbes com tampéao de eluicdo (5 mM
Tris-Cl, pH 7,7; 5 mM de EDTA, 10 mM de EGTA, 0,1% (v / v) de Tween 20).

Uma aliguota da eluicdo foi submetida a eletroforese em gel SDS-PAGE e
visualizada através de coloracdo de prata (Biorad Silver Staining plus®) e o
restante foi precipitada com TCA 20% e submetido a espectrometria de massa

(MudPIT).

4.15 MudPIT

As proteinas precipitadas com TCA 20% foram enviadas para identificagao

dos peptideos digeridos com tripsina através de espectrometria de massa
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(MudPIT: Multi-Dimensional Protein Identification Technology- Tecnologia de
Identificacdo de Proteinas Multidimensional), como descrito em ZAMUDIO et al.,
2009. Os dados protedémicos foram analisados utilizando os algoritmos SEQUEST
e DTASelect2 contra o banco de dados do proteoma predito de T. brucei
(Berriman et al., 2005), filtrando os peptideos através de um nivel de falso
positivos a uma taxa de 5% e um minimo de dois peptideos por proteina (Peng et

al., 2003).
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5. RESULTADOS

Diferentes enfoques foram utilizados para contribuir no estudo de diferentes
complexos do tipo elF4F identificados em Trypanosoma brucei. Em um primeiro
momento, o foco foi em complexos previamente identificados, EIF4AE4/EIFAG3 e
EIF4AE3/EIF4G4, onde procuramos avaliar a expressao dos constituintes desses
complexos em T. brucei e caracterizar modificacdes pos-traducionais do tipo
fosforilacdo que pudessem estar associadas ao controle de suas fungdes. Em um
segundo momento, este trabalho foi direcionado para as proteinas hipotéticas
TbG5-IP e Tb117.5, que fazem parte dos novos complexos do tipo elF4F
recentemente identificados, envolvendo os EIF4E5 e EIF4E6, e das quais muito

pouco se conhecia até o inicio desta Tese.

5.1 Caracterizacdo de modificacbes poOs-traducionais direcionadas aos

complexos formados pelos EIFAE4/EIFAG3 e EIFAE3/EIF4G4

Em Leishmania amazonensis alguns homodlgos de elF4E (EIF4E3 e
EIF4E4) exibiram um padrédo de migracdo em gel compativel com a existéncia de
isoformas originarias de modificacbes poés-traducionais, possivelmente
fosforilacdo. Além disso, para um mesmo homodlogo, a expressdo de isoformas
distintas se mostrou variavel de acordo com as fases de crescimento do parasita,
sugerindo que modificacdes pos-traducionais poderiam estar relacionadas ao
ciclo de vida desses parasitas (Pereira 2008; Zinoviev et al. 2011).

Tendo como referéncia os resultados obtidos a partir de espécies de
Leishmania, o presente trabalho fez uso de soros disponiveis (Freire et al., 2011)

contra os membros dos complexos EIF4E4/EIFAG3 e EIF4E3/EIF4G4 de T.
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brucei, para verificar se este tipo de regulacdo seria conservada nos complexos

formados em T. brucei.

5.1.1 Caracterizacdo do perfil de expressdo dos membros dos complexos

EIFAE4/EIFAG3 e EIFAE3/EIFAG4

Com o intuito de confirmar a caracterizacdo do padrdao de expressao dos
homologos de elF4E, EIFAE3 e EIF4E4, e de elF4G, EIF4G3 e EIF4G4,
constituintes dos complexos em estudo, partimos para a analise da expresséo das
respectivas proteinas em extratos de células obtidos ao longo de curvas de
crescimento de T. brucei, na sua fase prociclica (a Figura 13A ilustra de forma
representativa uma dessas curvas). Nestes experimentos, extratos proteicos
totais derivados de células de pontos especificos da curva foram utilizados em
ensaios de Western blot onde anticorpos especificos purificados contra os
EIFAE3, EIF4E4, EIFAG3 e EIF4G4 foram utilizados na andlise de sua expressao.

Como mostrado na Figura 13B, os EIF4E3, EIF4G3 e EIF4G4
apresentaram um padrdo constante de expressdo ao longo de toda a curva de
crescimento analisada. O EIF4G3 foi detectado como apenas uma banda bem
definida, ao passo que os EIF4E3 e EIF4G4 apresentaram mais de uma isoforma
de tamanhos bem proximos. Ja o EIF4E4, representado por multiplas isoformas
em diferentes estagios da curva de crescimento, foi a Unica proteina estudada
com uma variagcdo no perfil de expressdo ao longo desta curva, expressando

apenas uma banda (a de menor peso molecular) na fase estacionaria.
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Figura 13. Andlise da expressao de homoélogos de elF4A (EIF4Al), elFAE (EIF4E3 e EIF4E4) e
elFAG (EIF4G3 e EIF4G4) durante a curva de crescimento de células prociclicas de
Trypanosoma brucei. A) Curva de crescimento de T. brucei na fase prociclica. B) Aliquotas foram
retiradas imediatamente apds o repasse (0Oh), nos pontos 6 e 24 horas e, depois disso, a cada 24
horas. Para todas as amostras quantidades iguais de 106 células foram fracionadas em géis SDS-
PAGE para a realizacdo de western blot utilizando soros especificos. Como controle do nimero de
parasitas presentes em cada amostra foi utilizada a proteina EIF4Al, uma vez que ja foi descrito
que essa proteina é expressa de maneira constitutiva ao longo do ciclo de vida de Trypanosoma
brucei (Dhalia et al., 2006).
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Para melhor compreender as mdultiplas isoformas observadas e obter uma
melhor separacdo entre as bandas das proteinas em estudo, optamos por
investigar o perfil de expresséo das proteinas EIF4E3 e EIF4E4, que eram o foco
inicial desse trabalho, também através de géis bidimensionais. Esta técnica é
capaz de detectar modificacbes pos-traducionais, uma vez que essas
modificacdes podem alterar tanto o peso molecular como o ponto isoelétrico (pl)
das proteinas.

Para as analises nos geéis bidimensionais das proteinas selvagens, foram
utilizados cerca de 100 microgramas de proteinas de extratos proteicos totais.
Ensaios de Western blot utilizando anticorpos especificos dirigidos contra as
proteinas em questdo revelaram que as proteinas EIF4E3 (pl= 8,34) e EIF4E4
(pl= 9,44) apresentaram uma multiplicidade de isoformas. Além disso, os varios
spots detectados geralmente apresentaram um aumento de tamanho em paralelo
a uma pequena reducdo no pl (Figura 14), e essas alteracbes observadas sdo

consistentes com sucessivos eventos de fosforilagdes.
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Figura 14. Andlise das proteinas nativas EIFAE3 e EIF4E4 por gel bidimensional. Extratos
proteicos totais foram processados através da eletroforese bidimensional utilizando fitas (strips) de
pH 3 a 11. As proteinas foram detectadas com anticorpos especificos contra as proteinas de T.
brucei.

5.1.2 Identificacdo das modificacdes pos-traducionais
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Como as modificagbes poés-traducionais sdo extensas em T. brucei,
principalmente a fosforilagdo, aliado as analises por géis 2-D, partimos do
pressuposto que as proteinas em estudo estavam sendo fosforiladas, e, por isso,
apresentaram-se como mais de uma isoforma. Para confirmar essa possibilidade,
partiu-se para a obtencéo e andlise do fosfoproteoma do T. brucei, utilizando para
isso o Phosphoprotein Purification Kit da Qiagen, o qual permite purificar as
proteinas fosforiladas de uma dada amostra. Aliquotas desta purificacdo foram
analisadas através de Western blot para identificar em quais das fracbes as
proteinas em estudo estariam presentes. Como controle para as proteinas nao
fosforiladas, foi utilizado o EIF4AI, por ser uma proteina constitutiva, apresentar
apenas uma Unica isoforma nos géis convencionais e, na época da realizacédo dos
experimentos, ndo ter sido descrito como fosforilado em outros eucariotos ou em
T. brucei. Através dessa purificacao, foi possivel detectar, como esperado, 0s
fatores EIFAE3 e EIF4E4 nas eluicbes (Figura 15) enquanto que o EIF4AIl nao foi
detectado nas elui¢des, comprovando que, ao menos nas condicdes analisadas
neste experimento, esse fator ndo faz parte do fosfoproteoma do parasita. Ambos
0os homodlogos de elF4G analisados também foram detectados nas eluicfes,

confirmando a fosforilagdo dessas duas proteinas.
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Figura 15. Ensaio de purificagdo de fosfoproteina utilizando extrato total de células
prociclicas de T. brucei na fase exponencial de crescimento. As fra¢cdes ndo- ligadas e as
eluicbes (correspondente as proteinas fosforiladas) foram analisadas através de Western blot.

5.1.3 Mapeamento dos dominios fosforilados nos EIF4E3 e EIF4E4

Essa abordagem foi utilizada na tentativa de identificar dominios
importantes que sdo alvo de proteinas quinases nas sequéncias das proteinas de
interesse desse trabalho. Os possiveis sitios de fosforilagdo foram investigados
nos fatores EIF4E3 (1326 pb) e EIF4E4 (1281 pb), na forma prociclica de T.
brucei, uma vez que havia mais dados disponiveis sobre a fosforilagcdo do elF4E
de outros eucariotos e que poderiam dar indicios da localizacdo dos sitios
fosforilados nessas proteinas. Vale ressaltar que o fator elF4E é fosforilado no
residuo de Ser-209 em humanos, mas ndao ha conservacdo desse residuo nos
homologos de elF4E de tripanossomatideos. Por outro lado, a regido N-terminal
do EIF4E3 de T. brucei (forma sanguinea) e T. cruzi foi mapeada como alvo de
fosforilagdo, em residuos de serina e treonina, em um motivo parcialmente

conservado no EIF4E4 (Nakayasu et al., 2009; Nett et al., 2009b).

62



Os produtos génicos que codificam para as proteinas truncadas, que
contém delecédo da regido N-terminal, denominadas de EIF4E3AN e EIF4AE4AN
(EIF4AE3221-442 € EIFAE4225.427), foram clonados no vetor pGEM-T Easy e
subclonados no vetor p2477-177, o qual permite a expressao das proteinas em
fusdo a uma etiqueta de purificacdo constituida por seis epitopos HA (Human
influenza hemagglutinin) em tandem (6xHA) (Figura 16). Os DNAs obtidos foram
utilizados na transfeccé@o de células de T. brucei. Adicionalmente, também foram
transfectadas células com DNAs dos genes completos do EIF4E3 e EIF4E4
fusionados a mesma etiqueta de HA, cujas construcdes ja haviam sido realizadas

anteriormente, como previamente descrito (Freire et al., 2011).

Figura 16. Subclonagem dos fragmentos génicos do EIF4E3 (EIF4AE3AN) e EIF4E4
(EIFAE4AN) de Trypanosoma brucei no vetor p2477-177. Os fragmentos génicos foram
subclonados no vetor p2477-177 e a confirmagao foi realizada através da visualizacéo do perfil de
digestdo com as enzimas de restricdo Hindlll e BamHI.

ApoOs o periodo de selecao, foram obtidas linhagens celulares de T. brucei

expressando as proteinas truncadas e as proteinas completas fusionadas a

etiqueta de HA, apos inducdo com tetraciclina. A confirmacédo da expressao das
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proteinas foi feita através de Western blot, utilizando o anticorpo anti-HA (Figura
17). Nesta primeira analise, ja foi possivel observar diferencas entre as proteinas
completas e suas equivalentes truncadas, sendo as primeiras representadas por
bandas mais espessas, indicativo de multiplas isoformas, enquanto as ultimas
foram representadas por bandas Unicas mais finas, sugerindo uma reducédo no

numero de isoformas.

45 Kda -+ - -—

Figura 17. Andlise da expressado das proteinas completas EIF4E3 e EIF4E4 (EIF4E3-HA e
EIF4E4-HA) e as suas equivalentes contendo dele¢ao da regido N-terminal (EIF4E3AN-HA e
EIF4AE4AN-HA). Extratos de células prociclicas da fase exponencial transfectadas com os
plasmideos codificando as diferentes proteinas foram fracionados em SDS-PAGE e submetidos a
ensaios de Western blot utilizando anticorpo monoclonal dirigido contra o epitopo HA.

Os perfis das proteinas completas fusionadas ao tag HA, EIF4E3-HA (pl=
5,75) e EIF4E4-HA (pl= 8,12), também foram comparados com os das
construcdes truncadas dessas proteinas, EIFAE3AN-HA (pl= 6,69) e EIFAE4AN-
HA (pl= 5,1), através da eletroforese bidimensional (Figura 18). As analises em
géis bidimensionais demonstraram que as proteinas EIF4E3-HA e EIF4E4-HA
também apresentaram uma multiplicidade de isoformas, compativeis com o0s
perfis observados para as proteinas nativas. De modo similar, os spots também
foram detectados com o mesmo padrdo de migracdo das proteinas selvagens,
com um pequeno aumento de tamanho progressivo aliado a uma pequena

redugéo no pl (Figura 18). As proteinas truncadas foram, entdo, avaliadas e o
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namero de isoformas visualizadas foi significativamente reduzido para ambas as
proteinas, apesar de ainda ser possivel a visualizacdo de quatro isoformas para

cada proteina.
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Figura 18. Analise por gel bidimensional das proteinas EIF4E3-HA, EIF4E4-HA e os seus
equivalentes com suas extremidades N-terminais truncadas. Extratos proteicos totais foram
processados através da eletroforese bidimensional utilizando fitas (strips) de pH 3 a 11. As
proteinas foram detectadas com anticorpo monoclonal comercial dirigido contra o epitopo HA

5.1.4 Predicao de sitios de fosforilacdo para MAP/cdk quinases nos EIF4E3 e

EIFAE4

MAP quinases ou cdk quinases foram recentemente implicadas em
eventos de fosforilacdo do EIF4E4 em Leishmania (de Melo Neto, manuscrito em
preparacao). Outro dado importante € que os EIF4E3 e EIF4E4 possuem uma
regido N-terminal béasica e rica em residuos de prolina, sendo muitos deles
flanqueados por residuos de serina ou treonina. Utilizando essas informacdes,
foram realizadas andlises manuais in silico para identificar potenciais sitios de
fosforilagdo para MAP/cdk quinases, cujos sitios preferencias de fosforilagdo séo
serinas ou treoninas, seguidas imediatamente por um residuo de prolina. A
grande maioria dos sitios preditos localizam-se no segmento N-terminal de ambas
as proteinas: o EIF4E3 possui 8 sitios preditos e seis desses estéo localizados na
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regido N-terminal; o EIF4E4 possui 13 sitios preditos, sendo 11 desses
localizados no segmento N-terminal (Figura 19). Estes dados reforcam os
resultados dos géis bidimensionais observados para o EIF4E4 e EIF4E3 e seus
equivalentes truncados. Em conjunto, esses resultados sugerem que eventos de
fosforilacdo semelhantes estdo envolvidos na regulacdo da atividade destas duas

proteinas.

N-terminal EIF4E3

N-terminal EIF4E4

Figura 19. Representacdo esquematica da localizagdo de sitios de fosforilagdo preditos para
MAP/cdk quinases nos fatores EIF4E3 e EIF4E4. A maior parte dos sitios de fosforilacéo
preditos estd localizada na regido N-terminal de ambas as proteinas. Estes sitios de fosforilagao
potenciais sé8o formados por um residuo de serina ou treonina imediatamente seguido por uma
prolina.
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5.2 Estudo da proteina Th117.5:

Como relatado anteriormente, a proteina hipotética denominada de Tb117.5
(nimero de acesso no TriTrypDb: Th927.11.350) é uma proteina de 117,5-kDa
que foi encontrada associada ao complexo formado pelo elF4E divergente,
denominado de EIF4E5, com um dos homdlogos de elF4G de T. brucei, o
EIF4G1, e uma outra proteina hipotética de 47,5-kDa. Ao contrario das demais
proteinas identificadas nestes complexos, a Th117.5 parece ter algum tipo de
atividade enzimatica ainda ndo identificada. Seu grande tamanho e a presenca de
possiveis multiplos dominios funcionais indica ainda uma maior complexidade no
seu modo de acdo e que pode estar diretamente associada a funcdo ainda néo
definida do complexo EIF4E5/EIFAGL. Por esses motivos essa proteina foi

selecionada para uma maior caracterizacdo durante este trabalho de Tese.

5.2.1 Ildentificacdo de elementos conservados por meio de analises de

bioinforméatica

A proteina Th117.5 estad anotada como hipotética nos bancos de dados de
sequéncias. Entretanto, andlises utilizando o programa Phyre2 (Kelley e
Sternberg, 2009) identificaram na regido central da proteina Th117.5 um dominio
de guanililtransferase com 99.4% de confianca e na regiao C-terminal um dominio
de m7G metiltransferase com 100% de confianca. Entre esses dois dominios,
também foram identificados dois dominios de ligacdo do tipo zinc finger, que sdo
dominios que, dependendo da sua estrutura, atuam na ligacdo a moléculas de
RNA, DNA ou proteinas e, por conseguinte, podem ter papéis criticos em varias

funcdes celulares (Figura 20). Duas outras proteinas com dominio de
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metiltransferase ja foram identificadas e caracterizadas previamente: a enzima
bifuncional TbCgm1, que possui atividade catalitica de guanililtransferase e de
(guanina-N7) metiltransferase (Ruan et al., 2007; Takagi et al., 2007); e outra
(guanina-N7) metiltransferase separada, TbCmtl (Hall e Kiong, 2007). Entretanto,
apesar de ambas as ThCmtl e TbCgm1l terem demonstrado atividade catalitica,
alguns experimentos demonstraram que a enzima que participa na etapa da
metilacdo durante a formacdo do cap 0 € a ThCgml. A proteina Tb117.5
apresentou uma baixa similaridade com a enzima formadora do cap 0 do SL RNA,

TbCgm1 no dominio de N7-metiltransferase.

Tb117.5 kDa
1057 aa
MTase

415-7T01 T11-780  772-1015
ThCGM1
1050 aa

71-541 742-10449
TeCmt1

224 aa

[ MTase
35-322

Figura 20. Localizacdo esquemética dos dominios de metiltransferases presentes na
metiltransferase envolvida na formac&o do cap dos mRNAs de T. brucei e na Th117.5, como
predito pelo programa PHYRE2. A proteina Tbh11l7.5 possui dominios preditos de
guanililtransferase, zinc fingers (dois) e de metiltransferase. J& a TbCgm1 carrega as atividades
que acredita-se estarem envolvidas na formacdo do cap 0 no SL RNA. GTase: guanililtransferase;

ZZ: zinc fingers ; MTase: m’G metiltransferase.

5.2.2 Expressao e localizacao subcelular da proteina de fusdo Th117.5-PTP

Inicialmente, para realizacdo dos trabalhos experimentais, modificamos
linhagens celulares, a fim de se obter a expressdo da proteina Tb117.5
fusionadas ao tag do PTP no locus enddégeno do gene, uma vez que hao

dispunhamos de anticorpos dirigidos as proteinas em estudo.
68



Primeiramente, para obtencdo da linhagem de delecdo (knockout)
simples/PTP (-/PTP), as células de T. brucei YTAT foram transfectadas com o
vetor PKO para a delecdo de um dos alelos do gene. A confirmacdo desta
delecdo simples foi verificada através de Southern blot para deteccdo da
sequéncia 3’ localizada imediatamente apds sua sequéncia codificadora (3’'UTR
no mMRNA). Através da estratégia delineada, a banda detectada do gene selvagem
€ de 3125 pb e de 5476 pb para a copia que foi substituida pela marca de
resisténcia a fleomicina (Figura 21A). Em seguida, essas células foram
submetidas a uma segunda transfeccdo com o vetor pC-PTP-Neo, para
substituicdo da outra cOpia selvagem do gene, pelo gene fusionado ao tag do
PTP. Experimentos de Western blot, confirmaram a correta expressao da proteina
Tbh117.5 fusionada ao epitopo do PTP (19 Kda), gerando uma proteina de fuséo
de aproximadamente 136,5 Kda (Figura 21B). Com o sucesso dessas etapas de

transfeccéo, foi obtida a linhagem celular Th117.57PTP-
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Figura 21. Obtencdo da linhagem celular de T. brucei geneticamente modificada para
expressdo da proteina Th117.5 fusionada ao tag PTP. A) Analise por southern blot de trés
clones para estabelecer knockout simples do gene Tb117.5 em células selvagens de T. brucei. O
DNA gendmico dos clones selecionados foi digerido com a enzima KPN | e incubado com sonda
radioativa para deteccdo da regido 3' UTR do gene. A banda do gene selvagem é de 3125 pb e de
5476 pb para a cOpia substituida pela marca de resisténcia a fleomicina. B) Western blot do
extrato celular feito a partir da linhagem celular Th117.57FTF | Para a eletroforese foi utilizado gel

de poliacrilamida 10% e para o Western blot, anticorpo contra a proteina A.

Com a linhagem celular disponivel, o primeiro alvo a ser investigado foi a
localizacé@o subcelular dessa proteina nas células. Ensaios de imunofluorescéncia
foram realizados utilizando o anticorpo anti-proteina C, que faz parte do tag do
PTP, o qual revelou uma localizacao citosdlica para a proteina (Figura 22), similar

a distribuicéo vista para as fusdes dos EIF4E5 e EIF4E6 com PTP (Freire et al.,
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2014a; Freire et al., 2014b) e para o controle citosélico, EIF4Al (Dhalia et al.,

2006). As células YTAT foram usadas como controle negativo néao transfectado.

Tb117.5-PTP Tb117.5-PTP + DAPI

Figura 22. Localizacdo subcelular da proteina Tb117.5. A localizacdo subcelular foi
determinada utilizando a linhagens Tbh117.57PT°, As imagens foram obtidas através de
imunoflorescéncia indireta utilizando anticorpo contra a proteina C. O DNA nuclear e o cinetoplasto
foram visualizados através de coloragdo com DAPI.

5.2.3 Analise do envolvimento da proteina Tbh117.5 em complexos

multiproteicos através de eletroforese em gel nativo:

Extratos da cultura da linhagem Tb117.57P™P foram fracionados através de
gel nativo e visualizados através de Western blot, utilizando o anticorpo anti-
proteina A. Uma banda de ~300 kDa (migrando entre as bandas de 242 e 480
kDa do marcador), outra de ~500 kDa e rastros acima de 480 kDa e abaixo da
banda de 1048 kDa foram detectados (Figura 23), indicando a existéncia de
multiplos complexos, substancialmente maiores do que o tamanho predito para a
proteina livre, e que devem conter o E5 e/ou outros membros identificados na
purificagdo. Entretanto, o complexo pode possuir uma dindmica com respeito a
composicdo de proteinas, causando uma aparente anomalia na migracao devido
aos efeitos da estrutura quaternaria. A proteina livre Tb117.5-PTP, de
aproximadamente 136,5 kDa, nao foi detectada no ensaio ou entdo apresentou
padrao de migracdo em tamanho diferente do predito. Outras alteracbes que

poderiam afetar a migragcéo através do sistema de gel ndo desnaturante incluem
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proteinas que podem permanecer em associagdo ao complexo fusionado ao tag
PTP no sistema de gel nativo, mas que sdo perdidas durante a purificacdo por
afinidade.

O perfil visto aqui para a proteina Tb117.5 foi diferente do perfil
apresentado pelo EIF4E5 em gel nativo (Freire et al., 2014b). Apesar de ambas
compartilharem uma banda ou rastro na altura de 720 Kda, o EIF4E5 so
apresenta mais uma banda entre 66 e 146 Kda. J4 o perfil do EIF4G1 é mais
similar ao da Tbh117.5, também apresentando um grande rastro entre as bandas

de maior peso molecular.

kDa
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Figura 23. Eletroforese de gel nativo do extrato celular da linhagem Tbh117.57P™ A partir de
células de T. brucei transfectadas para a expressdo de proteinas fusionadas ao tag PTP, foi
comprovado que a proteina Th117.5 esta presente em complexos multiproteicos de alto peso
molecular. O lisado foi submetido a eletroforese em gel nativo, transferido para membrana de
PVDF e incubado com anticorpo direcionado ao dominio da proteina A do tag PTP. A migracdo

das bandas do marcador de peso molecular utilizado € indicada em kDa.

5.2.4 ldentificacdo dos integrantes dos complexos contendo Th117.5-PTP

por Mud PIT:
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Para uma melhor compreensdo do complexo envolvendo a proteina
Tb117.5, foi feita uma purificacdo de proteinas utilizando a linhagem Th117.5/FTP
e resina com afinidade pelo tag PTP, cujo produto foi submetido a analises de
espectrometria de massa (MudPIT). Andlises dessa purificacdo revelaram a
presenca do EIF4E5, da proteina hipotética de 47,5 kDa (Tbh927.11.350) e do
EIF4G1, sendo que esses dois ultimos também co-purificam com o EIF4E5-PTP
(Tabela 2), juntamente com outras proteinas. Também € importante destacar que
esse resultado revela que a proteina 14-3-3ll, que esta presente nas purificacdes
do EIF4E5-PTP e EIF4G1-PTP, ndo co-purifica com a Th117.5. Esses dados
corroboram o resultado obtido com a purificacdo do EIF4ES e reforca a ideia da

existéncia de um complexo dinamico envolvendo essas proteinas.

Tabela 2. Proteinas que co-purificam consistentemente com Th117.5-PTP:

Gene GeneDB ID?  NSAFe5 kDa  # Peptideos
Hypothetical ‘“117.5’ Th927.11.6720 2107.168 1175 53
Hypothetical ’47.5’ Th927.11.350 963.474 475 13

EIF4G1 Th927.5.1490 728.330 122.1 11

EIF4ES Th927.10.5020 368.449 219 3

Uma preparacéo foi analisada por MudPIT. O extrato foi tratado com 300mM de KCI.
a: Numero de acesso no GeneDB , www.genedb.org e www.tritrypdb.org.
b: NSAF (normalized spectral abundance fator), fator de abundancia espectral normalizado.

5.2.5 Anédlise da viabilidade celular na auséncia da proteina Th117.5

Para avaliar a viabilidade celular dos parasitas, na auséncia da proteina de

Tb117.5, foi aplicada a técnica de interferéncia de RNA. As células 29-13 foram
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transfectadas com o plasmideo pC-PTP-puro, substituindo uma das coépias do
gene e mantendo a outra intacta, e analisadas para confirmar a expressao da
proteina com o tag PTP (Figura 24). Em seguida, foram transfectadas com o
plasmideos de RNAIi p2T7-177, sob o controle de dois promotores da T7 RNA
polimerase dispostos em orientacao reversa (ambos regulados por tetraciclina), e
selecionadas com fleomicina, gerando a linhagem celular Th117.5"PTPRNAI.
Posteriormente, o efeito da interferéncia de RNA foi analisado através de curvas

de crescimento do parasita na presenca e auséncia de tetraciclina.
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Figura 24. Western blot para confirmacdo da expressdo da proteina Tb117.5-PTP nas
células da linhagem 29-13. O extrato proteico total foi utilizado para a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e, para o Western blot, anticorpo contra a proteina A.

Os experimentos de RNAI dirigidos contra os transcritos do Th117.5*PTP
em células prociclicas demonstraram um efeito de diminuicdo no crescimento
celular, mas as células permaneceram viaveis (Figura 25A). O nivel de expressao
do Tb117.5-PTP foi reduzido para menos de 12,5% por volta do 3° dia com
inducdo com tetraciclina (Figura 25B). A reducado néo foi tdo brusca e rapida, mas
afetou a morfologia e o crescimento celular logo nesses primeiros dias da
inducdo, até o momento do primeiro repasse para um novo meio. Durante esse

periodo inicial, a inducdo do RNAi para as células Tbh117.5*"TP teve como
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consequéncias o surgimento de varias células com morfologia alterada, células
arrendondas e muitas vezes aparentando ter varios flagelos (resultados nao
mostrados).

Logo apd6s o primeiro repique, no quarto dia da curva, as células da
linhagem Th117.5*PTPRNAI, comegavam a recuperar a morfologia padrdo e a se
aproximar do nivel de crescimento da cultura ndo induzida. Ja depois do segundo
repique sob a inducdo do RNAI, em torno de 7 dias apds o inicio do experimento,
a cultura passava a apresentar um fendtipo normal.

Uma vez que a linhagem de RNAIi ndo demonstrou um grande impacto no
crescimento celular, o préximo passo experimental foi criar uma linhagem com
duplo knockout para que a auséncia da proteina de interesse pudesse ser
examinada. Para isso, foi realizada a tentativa de dele¢cdo da segunda co6pia do
gene selvagem da linhagem Tb117.57*, que ja tinha uma das copias do gene
deletada. Ao menos duas tentativas de obter uma linhagem com duplo knockout
do gene foram realizadas. Entretanto, ap6s a transfec¢éo para o duplo knockout
do gene Tbl117.5, ndo foi possivel recuperar as células em nenhuma das
tentativas, e ocorreu morte celular completa de toda a cultura durante o periodo

de selecéo.
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Figura 25. Analise do efeito da inducdo do RNAIi na viabilidade celular e nos niveis de

expresséo da proteina Tb117.5. A) Gréfico da curva de crescimento: durante a realizagcdo das
curvas de crescimento, as culturas celulares induzidas com tetraciclina (+Tet) e o controle ndo
induzido (-Tet) foram acompanhadas diariamente para monitoramento de fendétipo e densidade
celular. B) Os Westerns blots feitos a partir de culturas de RNAi induzidas foram incubados com o
anticorpo que detecta a proteina A, componente do tag PTP. Diluicdes seriadas da cultura nao
induzida (-Tet) foram aplicadas em paralelo para indicar os niveis relativos das proteinas. Essas
membranas foram reincubadas com o anticorpo contra a proteina EIF4Al (Dhalia et al., 2006) de

T. brucei para controle de quantidade do extrato aplicado.
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5.3 Estudo da proteina ThG5-IP:

A segunda proteina selecionada para ser melhor caracterizada nesta Tese
€ uma proteina de 70,3-kDa (Tb927.11.14590) que aparece em ensaios de
imunoprecipitacdo analisados por espectrometria de massa tanto do EIF4E6
como do EIF4G5. Esta proteina foi denominada de TbhG5-IP pelo fato de ter sido
identificada em maior proporcdo nos ensaios com o EIFAG5 de T. brucei e por
uma interacdo direta com esta proteina ter sido identificada, ao contrario do
EIF4E6. Como também apresenta um tamanho significativo e possivel atividade
enzimatica, esta proteina foi selecionada para uma maior caracterizacdo, junto
com a Tb117.5, pelas informacdes que seu estudo pode vir a fornecer sobre a

funcdo do complexo formado pelos EIF4E6/EIF5G5.

5.3.1 Caracterizagao preliminar por analises de bioinformética

Andlises de bioinformatica da proteina TbhG5-IP utilizando o programa
Phyre2, revelaram dois dominios associados com a formacéo do cap 5 no mRNA
(Figura 26). A parte amino-terminal da TbG5-IP apresentou similaridade a
estrutura secundaria de um dominio conservado em uma ampla familia de
enzimas, que inclui a enzima trifosfatase (envolvida na primeira etapa da
formacdo do cap 0 nos transcritos primarios) com 99.1% de confianca. A parte
carboxil da proteina consiste quase que inteiramente de um dominio de
guanililtransferase (99.8 de confianca). Adjacente ao gene para a TbhG5-IP
(Th927.11.14590), no cromossomo 11, estd um gene para uma proteina que foi
previamente identificada (Th927.11.14580) com base na atividade
guanililtransferase e que foi nomeada de capping enzyme 1 ou ThCel (Silva et

al., 1998). TbG5-IP possui os mesmos dominios que ThCel, cada um com 100%
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de confianca como designado pelo PHYRE2, e diferem primariamente na
extensdo da regido NH-terminal da TbG5-IP. O alto nivel de similaridade entre as
sequéncias indica que esses genes vizinhos podem ter derivado através de
eventos de duplicagdo no genoma. A adicdo do cap 0 ao SL RNA ndo é atribuida
a TbCel, entretanto, sendo essa tarefa desempenhada pela trifosfatase TbCetl e

pela bifuncional TbCgm1 (Ruan et al., 2007; Takagi et al., 2007).

eS| [NTPase | INE T U |
121-273 291-608
ThGEl [T NiPase | NN U
) 39-202 220-574
TbCGM1
1050 aa____ [ C - S MTase

71-541 742-1048

Figura 26. Localizagdo esquemética dos dominios estruturais nas enzimas envolvidas no
capeamento do mRNA e na TbhG5-IP. Como predito pelo PHYREZ2, a parte amino-terminal da
ThbG5-IP inclui o dominio de nucleosideo trifosfatase e a parte carboxil da proteina consiste quase
que inteiramente do dominio de guanililtransferase. O gene ThCel esta posicionado adjacente ao
gene de ThG5-IP; TbhCgm1l carrega as atividades de GTase e MTase que acredita-se estarem
envolvidas na formacédo do cap 0 no SL RNA. NTPase: NTP hidrolase; GTase: guanililtransferase;

: MTase: m’G metiltransferase.

5.3.2 Expresséo e localizagéo subcelular da proteina de fusdo TbG5-IP-PTP

Assim como foi feito para a proteina Tbh117.5, confeccionamos a linhagem
TbG5-IP7PTP para utilizarmos nos experimentos de caracterizacdo dessa proteina.
A andlise através de Southern blot utilizando sonda para detec¢édo da regido 3’
UTR do gene, detectou a presenca da banda do gene selvagem com 2500 pb e
da copia que foi substituida pela marca de resisténcia a fleomicina com 3184 pb,
confirmando a delecdo de uma das copias do gene (Figura 27A). Em seguida,
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essas células foram submetidas a uma segunda transfeccdo com o vetor pC-PTP-
Neo. Experimentos de Western blot, confirmaram a correta expressao da proteina

TbG5-IP-PTP, com tamanho de 104 Kda (Figura 27B).
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Figura 27. Obtencdo da linhagem celular de T. brucei geneticamente modificada para
expressdo da proteina TbG5-IP fusionada ao tag PTP. A) Southern blot para estabelecer a
delecdo simples do gene ThG5-IP em células selvagens de T. brucei. O DNA gendmico de clones
selecionados foi digerido com a enzima EcoRI e incubado com sonda radioativa para detec¢cédo da
regido 3' UTR do gene. A banda esperada para detec¢cdo do gene selvagem é 2500 pb e de 3184
pb para a copia que foi substituida pela marca de resisténcia a fleomicina. B) Western blot do
extrato celular feito a partir da linhagem celular TbG5-IPPTP, Para a eletroforese foi utilizado gel

de poliacrilamida 10% e para o western blot, anticorpo contra a proteina A.

Ensaios de imunofluorescéncia utilizando as células da linhagem ThG5-IP-

/PTP revelaram a localizacéo citosélica para a proteina ThG5-IP-PTP (Figura 28),
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de maneira analoga ao que foi visto para o controle citosélico EIF4AI (Dhalia et
al., 2006). As células YTAT foram usadas como controle negativo nado

transfectado.

ThG5-IP-PTP / TbGS5-IP-PTP + DAPI
Figura 28. Localizagdo subcelular da proteina TbhG5-IP. A localizacdo subcelular foi

determinada utilizando a linhagem TbhG5-IP~PTP. As imagens foram obtidas através de
imunoflorescéncia indireta utilizando anticorpo contra a proteina C, componente do tag PTP na
proteina de fusdo. O DNA nuclear e o cinetoplasto foram visualizados através de coloracdo com
DAPI.

5.3.3 Andlise do envolvimento da proteina TbG5-IP-PTP em complexos

multiproteicos através de eletroforese em gel nativo:

A investigacdo da migracdo do ThG5-IP-PTP através do sistema de gel
nativo, revelou uma larga banda migrando acima da banda de 242-kDa do
marcador (Figura 29). O tamanho predito para o complexo envolvendo o ThG5-IP-
PTP, EIF4E6 e EIF4AG5 é de ~194.7 KDa, quando se inclui o tag PTP. Os dados
combinados desses experimentos sdo consistentes com a predicdo de que essas
proteinas formam complexos de alto peso molecular in vivo, e indicam a presenca
de componentes adicionais nos complexos que envolvem essas proteinas. De
modo semelhante a Tb117.5, a proteina livre também nédo foi detectada nesse
ensaio, ou entao apresentou padrédo de migragao diferente do predito. O perfil de
bandas apresentado pela TbG5-IP em gel nativo coincide com aquele observado

para os EIF4E6 e EIF4AG5 . Essas duas ultimas proteinas apresentaram uma larga
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banda de ~300 Kda que se extendem até um pouco abaixo da banda de 242 Kda,

além de apresentarem rastros maiores préoximos de 700 Kda (Freire et al., 2014a).
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Figura 29. Eletroforese de gel nativo do extrato celular da linhagem ThG5-IP"P™P. A partir de
células de T. brucei transfectadas para a expressdo de proteinas fusionadas ao tag PTP foi
comprovado que a ThG5-IP esta presente em complexos multiproteicos de alto peso molecular. O
lisado foi submetido a eletroforese em gel nativo, transferido para membrana de PVDF e incubado
com anticorpo direcionado ao dominio da proteina A do tag PTP. A migracdo das bandas do

marcador de peso molecular utilizado é indicada em kDa.

5.3.4 Identificacdo dos integrantes dos complexos contendo TbhG5-IP-PTP

por MudPIT:

Com o intuito de complementar os estudos dos complexos da ThG5-IP e
identificar seus parceiros funcionais que possam dar indicios de sua funcéao, foi
realizada purificacdo de proteinas utilizando a linhagem TbG5-IP7PTP as quais
foram enviadas para a analise em espectrometro de massas (MudPIT). As
analises através de MudPIT das proteinas purificadas juntamente com ThG5-IP-
PTP, resultou na identificacdo do EIF4G5 e EIF4E6, em ordem decrescente de

abundancia (tabela 3). Diversas outras proteinas que nado co-purificaram com 0s
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outros membros do suposto complexo também foram identificadas. Juntos esses
dados séo indicativos de uma associacao primaria entre o EIF4AG5 e a proteina
hipotética TbG5-IP, com uma forte associacdo desse par com o EIF4E6. Isto
provavelmente € uma reminiscéncia do fato do homoélogo de elF4G atuar como
uma plataforma que interage com proteinas acessorias uma vez que esteja
associado a um RNA através do homologo de elF4E. Estes dados corroboram o

resultado do gel nativo, como citado acima

Tabela 3. Identificacdo por MudPIT das proteinas que co-purificam com ThG5-IP-
PTP:

Gene GeneDB #? MW (kDa)  AvUniPepts® % coverage NSAF¢
hypothetical protein--TbG5-IP Th927.11.14590¢ 70.30 33 51.70 1627.54
EIF4G5 Th927.8.4500 84.60 52 51.70 7113.24
EIF4E6 Th927.7.1670  20.90 9 41.40 2163.60
UMSBP Th927.10.6070 14.60 6 37.90 499.91
RBP16 Th927.11.7900¢ 15.11 7 42.60 496.37
GAPDH Th927.6.4280 39.04 9 33.70 487.38
ALBA3 Th927.4.2040 20.80 8 38.40 460.45
UMSBP Th927.10.6060 21.83 8 33.80 451.80
cyclophilin a Th927.11.880¢ 18.71 3 19.20 39541
hypothetical protein Tb927.9.4960¢ 7.60 2 31.20 364.52

a: Numero de acesso no GeneDB , www.genedb.org e www.tritrypdb.org.
b NUimero de peptideos identificados
¢. NSAF (normalized spectral abundance fator), fator de abundéancia espectral normalizado.

5.3.5 Analise da viabilidade celular na auséncia da proteina ThG5-IP

Buscando mais indicios da fungéo celular da proteina TbG5-IP, avaliamos

a viabilidade celular e o fendétipo dos parasitas por meio da técnica de RNAI. As
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células da linhagem 29-13 foram transfectadas com o plasmideo pC-PTP-puro,
substituindo uma das copias do gene e mantendo a outra intacta e analisadas
para confirmar a expressdo da proteina com o tag PTP (Figura 30). Em seguida,
foram transfectadas com o plasmideo de RNAi p2T7-177, gerando a linhagem
celular TbG5-IP*PTPRNAI. Posteriormente, o efeito da interferéncia de RNA foi
analisado através de curvas de crescimento do parasita na presenca e auséncia

de tetraciclina.
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Figura 30. Western blot para confirmacdo da expressdo da proteina TbhG5-IP-PTP nas
células da linhagem 29-13. O extrato proteico total foi utilizado para a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e para o western blot, anticorpo contra a proteina A.

Para a cultura de ThG5-IP*P™P sob a inducdo de RNAIi, as células
apresentaram fendtipo estressado, porém em menor propor¢do quando
comparado com Tb117.5*PTP e muitos parasitas alongados, além de uma
diminuicdo do crescimento (Figura 31A). O nivel de expressédo da TbhG5-IP-PTP
foi reduzido para menos de 12.5% por volta do 3° dia sob inducdo do RNAI
(Figura 31B). Do mesmo modo que a linhagem Tb117.5*"TPRNAI, logo apos o
primeiro repique, no quarto dia da curva, as células comecavam a restaurar o
perfil de morfologia e crescimento padrdo. Esse fendbmeno pode ter ocorrido

devido a um insucesso na selecdo clonal das linhagens, que é realizada através
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de diluicdo limitante, ou entdo porque as células tenham escapado

prematuramente da maquinaria de RNA..
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Figura 31. Analise do efeito da inducdo do RNAI na viabilidade celular e nos niveis de
expressédo da proteina ThG5-IP. A) Grafico da curva de crescimento: durante a realizagao das
curvas de crescimento, as culturas celulares induzidas com tetraciclina (+Tet) e o controle néo
induzido (-Tet) foram acompanhadas diariamente para monitoramento de fendtipo e densidade
celular. B) Os Westerns blots feitos a partir de culturas de RNAI induzidas foram incubados com o
anticorpo que detecta a proteina A, componente do tag PTP. Diluicdes seriadas da cultura nao
induzida (-Tet) foram aplicadas em paralelo para indicar os niveis relativos das proteinas. Essas
membranas foram reincubadas com o anticorpo contra a proteina EIF4Al (Dhalia et al., 2006) de
T. brucei para controle de quantidade de extrato aplicado.

Seguindo no objetivo de analisar concretamente o efeito da auséncia da
proteina de interesse na viabilidade celular, foi realizada a tentativa de delecdo da
segunda copia do gene selvagem da linhagem ThG5-IP”*, que ja tinham uma das

copias do gene deletada. Duas tentativas de obter uma linhagem com duplo
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knockout do gene foram realizadas, entretanto, sem sucesso. Apesar de ter sido
possivel recuperar uma cultura com células sobreviventes a selecdo apds a
transfeccédo, néo foi possivel demonstrar a delecdo da segunda coOpia selvagem
do gene. Através de Southern blot, foi observada a presenca de uma terceira
banda que ndo mostrava correspondéncia com nenhum dos perfis de bandas

esperado (dados ndo mostrados).
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6. DISCUSSAO

6.1 O papel da fosforilagcdo na regulacdo dos complexos formados pelos

EIF4E4/EIFAG3 e EIF4AE3/EIF4G4

Protozoarios kinetoplastideos possuem uma série de caracteristicas
singulares na sua expressao génica, incluindo a edicdo de RNA, trans-splicing,
pré-mRNA policistrbnico e estrutura do cap hipermetilado (Takagi et al., 2007).
Adicionalmente, a regulacédo dessa expressao ocorre a nivel pds-transcricional e a
etapa da iniciacdo da traducdo parece ser uma etapa chave desse processo. Os
niveis de fosforilagdo ou disponibilidade dos fatores de iniciacdo também parecem
exercer papel importante no modo pelo qual a sua expressao génica € controlada
(Clayton, 2014).

Na primeira etapa deste trabalho, o foco foi caracterizar a ocorréncia da
fosforilacdo em homoélogos selecionados de elF4E (EIF4E3 e EIF4E4) e elF4G
(EIFAG3 e EIF4G4) que formam complexos do tipo elF4F em Trypansoma brucei
ja definidos como criticos para o processo de traducédo (Moura et al., 2015; Freire
et al., 2011). Uma vez que ainda ha escassez de informac8es sobre seu papel na
regulacdo do processo da iniciacdo da traducdo em tripanossomatideos, apesar
da relevancia da atuacdo desse mecanismo nas vias metabolicas de eucariotos
superiores, o trabalho realizado buscou confirmar eventos de fosforilagdo agindo
sobre estas proteinas em T. brucei, contribuindo ainda para a definicdo dos sitios
alvos nos homologos de elF4E. A analise do perfil de expressdo dos homologos
do elF4E foi iniciada em um trabalho anterior e o0 presente trabalho buscou validar

e complementar os resultados obtidos anteriormente (Malvezzi, 2010). Os
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resultados aqui obtidos foram bem semelhantes, corroborando os resultados
prévios.

O perfil de expressdo dos homologos de elF4E e elF4G analisados aqui
demonstrou que esses fatores apresentaram-se como mais de uma banda em
diferentes estagios da curva de crescimento, com excec¢do do EIF4G3, que foi
detectado como apenas uma banda bem definida. Peculiarmente, o EIF4E4 foi a
Gnica proteina que apresentou variacdo no perfil de expressdo, uma vez que na
fase estacionaria apenas a banda de menor peso molecular foi expressa. Esses
resultados indicam que o controle da atividade desta proteina pode ser uma etapa
relevante no controle do processo de sintese de proteinas em diferentes etapas
de crescimendo do parasita. Além disso, como o padrao de expressao do EIF4E4
apresenta um elevado grau de conservacdo em T. brucei e Leishmania
amazonensis (Pereira, 2008), é possivel que esse mecanismo de regulacdo se
apligue as diferentes espécies de tripanosomatideos, de uma forma geral.

Em T. brucei o perfil de expresséo do fator EIF4E3 divergiu do apresentado
em L. amazonensis, uma vez que em Leishmania a banda de maior peso
molecular desta proteina diminui de intensidade ao longo da curva de
crescimento, mas se intensifica nhovamente na fase estacionéaria (Pereira, 2008),
enquanto em T. brucei o seu padrdo de expressdo parece constante. Por outro
lado, o perfil de expresséo dos fatores EIF4G3 e EIF4G4 foi bem semelhante ao
observado em L. amazonensis, visto que o homdlogo EIF4G3 também foi
expresso em toda a curva de crescimento, sendo essa expressdo inalterada
quanto a intensidade ou presenca de isoformas e o fator EIF4G4 também
apresentou duas isoformas bem evidentes, também sem alteracbes de

intensidade ao longo da curva (Nascimento, 2012).
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A permanéncia da expressao de todos os fatores analisados (EIF4E3 e 4,
EIF4G3 e 4) durante toda a curva de crescimento da forma prociclica do T. brucei
€ sugestivo de que essas proteinas sdo essenciais para a manutencdo da
homeostasia celular. De acordo com essa afirmacéo, ensaios de interferéncia de
RNA para avaliar a viabilidade celular apos a deplecdo dos niveis das proteinas
EIF4G4 e EIF4E3 em T. brucei, resultaram em morte rapida da cultura (Freire et
al., 2011; Moura et al., artigo aceito). A deplecdo do EIF4G4 também induziu
mudancas na morfologia que precederam a morte celular, resultando em
parasitas com formas arredondadas.

O estudo do fosfoproteoma pode ser feito de uma maneira global, isto €&,
com as proteinas totais do lisado, ou por estratégias de enriqguecimento. As
estratégias de enriguecimento sédo técnicas usadas para separar apenas as
proteinas que apresentam fosforilacdo e sdo essenciais para a elucidacdo e
identificacdo de fosfoproteinas pouco expresssas, tais como moléculas
sinalizadoras e receptores. Diante da dificuldade de se identificar fosfoproteinas
pouco expressas, um sistema de purificacdo de fosfoproteinas foi utilizado,
facilitando o nosso estudo. Através dessa abordagem comprovou-se que 0s
fatores EIF4E3, EIF4E4, EIF4G3 e EIF4G4 realmente fazem parte do
fosfoproteoma do parasita. Estes resultados foram corroborados pelas analises
por gel bidimensional dos homodlogos de elF4E, onde foi possivel se visualizar
claramente diversas isoformas para os fatores EIF4E3 e 4, com pequenas
diferencas de massa molecular e pl. Em contrapartida, no trabalho de Nakayasu e
colaboradores, apenas o fator EIF4E3, o qual € o homdlogo mais abundante do
complexo elF4F, tanto na forma prociclica quanto na sanguinea (Freire et al.,

2011), foi identificado como sendo fosforilado, dentre os fatores que compde o
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complexo elF4F na forma sanguinea do T. brucei (Nakayasu et al., 2009). J& em
formas prociclicas de T. brucei, um estudo demonstrou que cerca de 80% das
proteinas analisadas através de gel 2-D foram identificadas sob a forma de quatro
ou menos spots (ex.: B-tubulina, HSP70). Estas apresentaram mudancas no pl,
apesar de suas massas moleculares apresentarem discreta ou nenhuma
alteracdo, demonstrando que a modificacdo de proteinas é bastante comum
nesse parasita (Jones et al., 2006).

Outro objetivo desse projeto foi delimitar os possiveis sitios de fosforilacao
nos fatores EIF4E3 e EIF4E4. Com os dados obtidos através das andlises dos
géis bidimensionais e das analises in silico, conseguimos delimitar a maior parte
dos sitios de fosforilacdo a regido N-terminal das proteinas estudadas e sugerir
fortemente que essas séo substratos de MAP ou cdk quinases. Varias familias de
MKs parecem ser importantes para o controle da iniciacdo da traducao: (1) As
Mnks (MAPK-interacting Kinases) sao fosforiladas e ativadas por ERKs (Mnkl e
Mnk2) e por p38MAPKs (MnK1), repassando assim 0s sinais vindos através da
estimulacdo de fatores de crescimento e estresse (Fukunaga e Hunter 1997;
Wang et al., 1998). Outro ponto de grande relevancia € que as Mnks conectam as
MAPKs a iniciacdo da traducdo via fosforilacdo do elF4E e a quinase Mskl
(Mitogen and Stress-activated protein Kinase 1) media a fosforilacdo do 4E-BP1
induzida por radiacao ultravioleta do tipo B (Liu et al., 2002). Mais recentemente, e
ja durante a fase final de execucdo deste trabalho, Urbaniak et al, em 2013,
publicou um trabalho no qual foi realizado uma anélise quantitativa global do
fosfoproteoma das formas sanguinea e prociclica de T. brucei usando marcacao
SILAC em cada etapa do ciclo de vida. O trabalho levou a identificagdo de um

total de 10.096 sitios de fosforilagdo em 2551 grupos de proteinas, sendo que
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9.300 desses sitios (92%) ndo foram relatados anteriormente. Dentre as proteinas
identificadas nesse estudo, estdo o EIF4E3 e EIF4E4, com 10 sitios de
fosforilacdo identificados para o EIF4E3 e oito para o EIF4E4. A grande maioria
desses sitios de fosforilagdo identificados localizam-se na regido N-terminal de
ambas as proteinas, assim como foi mostrado nas analises com as proteinas
truncadas nesse trabalho de tese. A fosforilacdo destas proteinas em outras
espécies de tripanosomatideos ja havia sido descrita em artigos de analises de
fosfoproteoma, sendo identificadas fosforilagdo no EIF4E3 de T. brucei na forma
sanguinea (Nett et al., 2009), em T. cruzi (Nakayasu et al., 2009) e no EIF4E4 de
L. infantum (Hem et al., 2010).

Comparando os resultados desse trabalho com os de L. amazonenses
(Pereira et al., 2013), foi observada uma semelhanca na quantidade de isoformas
detectadas para o EIF4E4 de ambas as espécies, entretanto, para o EIF4E3, o
ndamero de isoformas divergiu significantemente. Em T. brucei os EIF4E3 e
EIF4AE4 possuem um conjunto de varias isoformas ao passo que em L.
amazonenses o ortélogo do EIF4E3 possui claramente apenas quatro isoformas
bem definidas, e o ortélogo do EIF4E4 possui pelo menos oito isoformas. As
analises in silico para predicdo de sitios de fosforilacdo para MAP/cdk, reforca o
que foi visto através da eletroforese bidimensional de ambas as espécies. O
EIFAE3 de L. amazonenses apresenta poucos sitios para essas quinases, ao
contrario do EIF4E3 de T. brucei, e o EIF4E4 apresenta mdltiplos sitios de
fosforilacdo para essas quinases nas duas espécies analisadas. Esses resultados
Sado compativeis com uma conservagao nos mecanismos de controle da fungéao

do EIF4E4 em diferentes espécies de tripanosomatideos, enquanto que no caso
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do EIF4E3 os mecanismos de controle de sua funcéo, inclusive através de
fosforilacdo, parecem divergir.

Um estudo em vertebrados demonstrou que os efeitos da fosforilacdo do
elF4E na traducdo cap-dependente in vitro s&o insignificantes. Entretanto, a
fosforilacdo forcada do elF4E através da superexpressédo de Mnks em células de
mamiferos levou a uma reducdo nos niveis de traducdo (Knauf et al., 2001). A
fosforilacdo também parece produzir uma modesta diminuicdo na afinidade do
elF4E por mRNA capeados ou analogos de nucleotideos capeados (Scheper e
Proud, 2002) e analises mutacionais indicam que a fosforilacdo também é
necesséaria para que ocorra transformacado celular (Topisirovic et al., 2004). De
fato, descobrir os mecanismos de modulacdo da sintese protéica devido a
fosforilacdo do elF4E foi objeto de varios estudos, mas as consequéncias da
fosforilacdo do elF4E para a regulacdo da iniciacdo da traducdo permanecem um
assunto de debate (Scheper e Proud, 2002). Levando em consideracdo que o
grau de fosforilacdo dos homélogos de elF4E de T. brucei € bem maior do que o
evento Unico de fosforilacdo do elF4E de mamiferos, € possivel que o efeito
destas fosforilagcdes possam ser completamente diferente do que ja foi relatado na
literatura. Até o momento, entretanto, os efeitos da fosforilacdo na iniciacdo da

traducdo nos tripanossomatideos ainda permanecem totalmente obscuros.

6.2 Dinamica dos novos complexos do tipo elF4F baseados nos EIF4ES e

EIF4E6

Na segunda etapa desse trabalho, nds avaliamos novos aspectos
associados a complexos do tipo elF4F dos tripanossomatideos que nédo foram até

o0 momento evidenciados em outros organismos: a associacdo de homologos de
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fatores da iniciacdo da tradugdo com homologos de enzimas formadoras do cap,
formando complexos multiproteicos de localizacao citoplasmaética.

Inicialmente, a co-purificacdo consistente das proteinas EIF4G1, EIF4G2,
Tb117.5, 14-3-3I, 14-3-3ll e das proteinas hipotéticas de 47,5-kDa e 17,9 KDa na
purificacdo de proteinas utilizando o EIF4E5-PTP, levou a especulacdo de que
essas proteinas estariam juntas formando um complexo. A técnica de duplo-
hibrido e a purificacdo de proteinas e identificacdo por MudPIT ajudaram a
decifrar a composicdo desse suposto complexo e as interagbes diretas que
ocorrem entre 0os membros. Através do duplo-hibrido, Freire et al, 2011,
demonstrou que o EIF4E5 interage diretamente com dois membros da familia
elF4G, os EIF4G1 e EIF4G2, o que por si sO ja constitui um dado Unico, uma vez
que a interacdo de um mesmo homologo de elF4E com dois homodlogos
funcionalmente distintos de elF4G € um dado ainda ndo observado em outros
eucariotos. Em mamiferos ha dois elF4Gs semelhantes, e que possuem funcfes
relacionadas, que se ligam a um mesmo elF4E. De modo oposto, em
Caenohabditis elegans, Drosophila melanogaster e leveduras existem mudltiplos
homologos de elF4E com um Udnico elF4G (Hernandez e Vazquez-Pianzola,
2005).

Com relacdo aos outros parceiros associados aos complexos identificados,
o EIF4G1 também se ligou a Th117.5, enquanto as duas tentativas (presa e isca)
foram negativas para a interacdo EIF4E5/Tb117.5, revelando que o EIF4G1 é o
responsavel pela mediacdo da associacdo da proteina Tbh117.5 com esse
complexo (Freire et al., 2014b). A andlise através do MudPIT das proteinas
Tb117.5, EIF4AG1-PTP e EIF4G2-PTP ajudaram a esclarecer que, na verdade,

sdo trés complexos possiveis envolvendo o EIF4E5 (Freire et al., 2014b). A

92



analise da purificacdo de proteinas utilizando o EIF4E5-PTP, EIF4G1-PTP e do
Tb117.5, resultou na co-precipitacdo reciproca dessas mesmas proteinas,
juntamente com a proteina hipotética de 47,5-kDa (Th927.11.350). Ademais, 0
EIF4E5-PTP, EIF4AG1-PTP também co-precipitam com a proteina regulatoria 14-
3-3ll, mas o Th117.5, ndo. De acordo com esses dados supomos que o complexo
EIF4E5:EIFAG1 possui um dinamismo com relacdo aos seus parceiros. Esse
complexo pode ligar-se a proteina Th117.5, ou com a proteina regulatéria 14-3-3lI
(figura 32), que se liga a proteinas com residuos fosforilados, sugerindo uma
implicacdo do complexo na modificacdo do cap de transcritos especificos (Freire
et al., 2014b) e uma possivel regulacdo adicional através da fosforilacdo. O
trabalho de Urbaniak também identificou o EIF4G1 e EIF4G2 como proteinas
fosforiladas. O outro complexo € baseado na interacdo EIF4E5:EIF4G2, o qual
distingue-se pela associacdo com ambas as isoformas de 14-3-3 (Inoue et al.,
2005; Benz et al., 2010) e com a proteina hipotética de 17,9-kDa (Tb927.11.6010)

(figura 32).

A B
4

Figura 32. Modelo dos complexos envolvendo o EIF4E5 e as proteinas que co-purificam
com o mesmo. (A) O complexo modelo dindmico EIF4E5/EIF4G1. A proteina de 117,5 kDa, em
associagdo com o EIF4G1 pode ser regulada pela presenca da 14-3-3 Il, e a ligacdo dos mesmos
pode ser dependente da fosforilagcdo do EIF4G1. As setas tracejadas destacam a dinAmica dos
complexos. (B) Os componentes que co-purificam com EIF4E5 e EIF4G2. O RNA (linha preta,

com o circulo preto representando o cap 4) é reconhecido pelo EIF4E5 (circulo cinza escuro, E5).
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O EIF4G2 (retangulo cinza claro, G2) interage diretamente com o EIF4E5. As outras proteinas
associadas ao EIF4E5 estéo representadas pelas formas ovais. A sobreposicao das formas ovais
com outras formas é especulativa e baseada na funcéo estruturadora assumida pelo EIF4G2, e as

formas néo refletem o tamanho da proteina. Fonte: Freire et al., 2014b.

O complexo contendo EIF4E6, EIFAG5, TbG5-IP também foi confirmado do
mesmo modo, uma vez que essas proteinas formam a intersecao das purificacfes
desse trio de proteinas (figura 33). As interacdes diretas dentro desse complexo
também foram propostas a partir de analises de duplo-hibrido: o EIF4E6 interage
diretamente apenas com o membro EIF4G5 da familia elF4G. O EIF4G5 também
se ligou a TbG5-IP nas duas configuracdes, presa e isca, ao passo que o EIF4E6
nao interage com ThG5-IP. Esses experimentos de duplo-hibrido revelaram que o
EIFAG5 também é o estruturador desse complexo, assim como o EIF4G1, o que
faz todo o sentido, tendo em vista a acdo de arcabouco do elF4G dentro do
complexo elF4F (Freire et al., 2014a). Os resultados a respeito desse complexo
foram corroborados com os experimentos de gel nativo onde todas as trés
proteinas (EIF4E6, EIF4G5 e TbG5-IP) formaram complexos semelhantes nas

condi¢cBes analisadas.

(05 o

bE6C

Figura 33. llustragcdo dos componentes que co-purificam com o EIF4AE6. O RNA (linha preta,
com o circulo preto representando o cap 4) € reconhecido pelo componente de ligacdo ao cap,
elF4E. O EIF4G5 (retdngulo cinza claro) € uma proteina estruturadora do complexo e interage

diretamente com EIF4G6 e EIF4G5-IP. Fonte: Freire et al., 2014a.
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6.3 O papel de proteinas hipotéticas com possivel atividade enzimatica de
formacdo do cap na funcdo dos novos complexos baseados nos EIF4E5 e

EIF4AE6

Eucariotos dependem de trés reacdes enzimaticas sequenciais para a
formacdo do cap m7GpppN: 1) a acdo da RNA 5 trifosfatase, 2) RNA
guanilitransferase e 3) RNA (guanina-N7) metiltransferase. Embora a
organizacdo fisica do aparelho de formacdo do cap seja bastante distinta em
diferentes familias, até o momento, com o melhor do nosso conhecimento, so6 foi
identificado um Unico polipeptidio ou dominio para cada atividade enzimética
(Shuman, 2001; Shuman, 2002; Shuman e Lima, 2004; Ghosh e Lima, 2010). Em
contraste, uma organizacdo genética diferente existe nos tripanossomatideos,
uma vez que dois dominios de guanililtransferase e dois de metiltransferase ja
foram identificados e caracterizados previamente: a guanililtransferase ThCel
(Silva et al., 1998); a enzima bifuncional TbCgm1 que possui atividade catalitica
de guanililtransferase e de (guanina-N7) metiltransferase (Hall e Ho, 2006; Takagi
et al., 2007) e outra (guanina-N7) metiltransferase separada, ThCmtl (Hall e Ho,
2006). Além disso, ha uma trifosfatase de RNA separada, que € mecanicamente
relacionada com as enzimas de fungos (Ho e Shuman, 2001b; Gong et al., 2003).
Embora alguns destes polipeptidios tenham sido caracterizados bioquimicamente
e a ThCgml tenha se mostrado envolvida na formagéo do cap, permanece o
desafio para atribuir fungdes in vivo para os outros polipeptidios.

Como parte da caracterizacdo dos complexos envolvendo os EIF4ES e
EIF4E6, os novos homadlogos de enzimas possivelmente envolvidas na formacgao

do cap foram analisados, TbG5-IP e Tb117.5. TbG5-IP possui dominios de
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guanililtransferase e NTPase em sua estrutura, ao passo que Tb117.5 possui
dominios de guanililtransferase e metiltransferase. Com a identificacdo desses
genes, agora sao quatro dominios de guanililtransferase e trés de metiltransferase
identificados em T. brucei. A presenca de varios dominios para enzimas
formadoras do cap em protozodrios tripanossomatideos e a localizagédo
citoplasmatica dessas proteinas aqui analisadas foi um dado inesperado e que
destaca a singularidade desses parasitas, visto que esse processo em eucariotos
ocorre em paralelo a transcricdo no nucleo. Até o momento, ainda nao foi relatado
na literatura a localizacdo celular das proteinas com atividades enzimaticas de
formacao de cap ja caracterizadas previamente, ThCel, TbCgmle TbCmtl. Por
outro lado, como esperado, as metiltransferases que metilam as riboses TbhMtrl,
TbMtr2 e TbMtr3 possuem localizag&o nuclear (Zamudio et al., 2006; Zamudio et
al., 2007).

Outro passo na caracterizacdo das proteinas Tbh117.5 e ThG5-IP foi a
analise das consequéncias da deplecédo delas. O RNAi de Tb117.5 e TbG5-IP
gerou resultados conflitantes, uma vez que alteracdes fenotipicas sO6 foram
observadas nos primeiros dias imediatamente ap6s a inducdo com tetracilina e
antes do primeiro repasse para novo meio, 0 que impossibilitou novas
investigagBes por esta via. As hipéteses de falha na selegdo clonal ou escape da
maquinaria de RNAi ndo foram descartadas, mas € possivel que a quantidade
residual dessas proteinas fosse suficiente para o crescimento celular, uma vez
que o RNAiI ndo gera a eliminacdo total da proteina, mas sim regula
negativamente os niveis de mRNA, ao contrario da delecdo génica (knockout). De
fato, ndo foi possivel gerar uma "classica" linhagem knockout, onde ambos 0s

alelos do gene séo substituidos com um marcador de resisténcia a antibiotico,
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indicando que esses genes provavelmente sdo essenciais. Uma pesquisa de
RNAiI em larga escala indicou que cada um dos trés membros do complexo
EIF4E6 é essencial para o crescimento normal das células, incluindo o TbG5-IP,
com o comportamento do EIF4G5 em formas sanguineas em diferenciacéo,
sendo a Uunica excecdo. Da mesma forma, a proteina Tb117.5 revelou-se
essencial em todos os estagios de vida do parasita, e o EIF4E5 e o EIF4G1 séo
essenciais em alguns desses estagios (Alsford et al., 2011).

O impacto do knockdown do EIF4E5 e EIF4EG, através de RNAI, buscando
indicios das funcBes dos complexos dessas proteinas, também foi analisado.
Apesar de nao ter sido identificada nenhuma alteracdo morfolégica nas culturas
do EIF4E5-PTP sob inducdo do RNAI, distintos aspectos da motilidade celular
foram afetados, como alteracdes na capacidade de permanecer em suspensao
em meio liquido e na perda da motilidade social (SoMo) (Freire et al., 2014b). A
deplecdo do EIF4E6-PTP através da inducdo do RNAI resultou em uma alta
proporcdo de fendtipos flagelar anormais. Especificamente, os flagelos foram
separados do corpo da célula. O desligamento flagelar ndo foi evidente em
culturas vivas e pareceu ser dependente de forcas, tais como as de centrifugacao
e/ou ressuspensao (Freire et al., 2014a). A composicdo dos complexos
envolvendo o EIF4E5 e EIF4E6 levanta um questionamento: uma vez que
homodlogos do elF4E reconhecem a extremidade 5’-m7G do RNA, enquanto que a
guanililtransferase atua em 5' difosfatos e a N7-metiltransferase requer uma
guanosina invertida ndo modificada, qual é o substrato para os homélogos das
enzimas associadas a formacao do cap? Os fatores do tipo elF4E séo
susceptiveis a formar uma interacdo estavel com o RNA, enquanto que as

proteinas com atividade de formacdo e modificacdo do cap podem ter uma

97



associacdo transiente com o seu substrato. Até o0 momento, permanece o
questionamento sobre a prioridade de interacdo dessas proteinas com o cap ou 0
MRNA dentro desse complexo.

A presenca de homodlogos de enzimas de formacdo do cap num complexo
do tipo elF4F abre uma ampla gama de possibilidades para o destino dos mRNAs
associados. Devido aos indicios fornecidos pelos dominios presentes nas
proteinas TbG5-IP e Th117.5, é razoavel assumir que esses complexos possam
estar envolvidos nas reacdes de formacdo do cap do mRNA, caso realmente
desempenhem atividade catalitica. Assumindo essa possibilidade, transcritos cujo
cap tenha sido previamente removido poderiam comecgar seu caminho de retorno
a traducdo ativa passando por esses complexos citoplasmaticos. Como um
precedente, uma atividade de formacdo de cap citosodlica ja foi identificada em
células de mamiferos (Otsuka et al., 2009).

Outra possibilidade levantada para a funcdo desses complexos envolvendo
TbG5-IP e Tb117.5 é na atuacdo na remocao do cap (decapping) de mRNAs. O
fato de o elF4E de mamiferos ter sido implicado no direcionamento de mRNA
para P-bodies destinados ao turnover de RNAs, embasa essa hipétese (Andrei et
al., 2005; Ferraiuolo et al., 2005). Dados da literatura comprovaram que o0 cap néo
metilado, produto da reacdo da guanililtransferase, pode ter o residuo de
guanosina removido por uma reacdo reversivel, no entanto, uma vez metilado
para formar m7GpppN, a reacdo é irreversivel (Ho et al., 1996). Estranhamente,
nenhum homélogo das enzimas conhecidas de remoc¢éo do cap em eucariotos foi
identificada até o momento em tripanossomatideos (Schwede et al., 2009),
embora uma enzima associada a essa funcdo (homélogo de DcpS - scavenger)

tenha sido caracterizada (Milone et al., 2002; Erben et al., 2014).
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As especificidades de ligacdo de mRNAs do complexo EIF4E6 e EIF4E5
estdo sendo examinadas atualmente e ajudardo a proporcionar uma indicacao de
suas funcdes. Ademais, andlises para averiguar se os TbG5-IP e Tb117.5
possuem ou nao atividades cataliticas, serdo determinantes nesse processo. Por
fim, os dados obtidos através dos fendtipos das analises do RNAi do EIF4E5 e
EIF4E6, sugerem que esses complexos podem representar uma via para a
expressao de proteinas envolvidas na conexao ao corpo da célula e atividade do

flagelo.
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7. CONCLUSOES

e As proteinas EIF4E3, EIF4E4, EIFAG3 e EIF4G4 sao expressas
constitutivamente na fase prociclica do T. brucei porém, a exce¢do do
EIF4G3, representadas por multiplas isoformas e sujeitas a modifcacfes

pés-traducionais do tipo fosforilagéo.

e Os eventos de fosforilacdo direcionados aos EIF4E3 e EIF4E4 tem como
alvo preferencial as suas regifes N-terminais e, no caso do EIF4E4, variam

de acordo com as fases de crescimento do T. brucei.

e Sitios potenciais de fosforilacdo via enzimas MAP ou cdk quinases foram

identificados nas regides N-terminais dos EIF4E3 e EIF4EA4.

e As proteinas Tb117.5 e TbG5-IP apresentam dominios associados a
formacdo da extremidade 5 dos mRNAs porém apresentam localizacéo
citoplasmatica e estdo diferencialmente associadas a complexos do tipo
elF4F onde participam os EIF4ES5 e EIF4ES6.

e A proteina Tb117.5 se associa a uma subpopulacdo do complexo formado
pelos EIF4E5/EIFAG1 apenas na auséncia de proteinas regulatérias 14-3-
3.

e A proteina ThG5-IP é parte integrante do complexo formado junto com as
proteinas EIF4E6/EIF5G5.

e A deplecdo por RNA interferéncia das proteinas TbG5-IP e Th117.5 nédo
alterou a viabilidade celular apesar do insucesso nas tentativas em obter

linhagens celulares com delecdo dupla dos seus genes.
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