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Resumo

A iniciacdo da traducdo em eucariotos € um ponto crucial no processo de
sintese protéica e de sua regulacdo. Nesta etapa atua o complexo heterotrimérico
elF4F (formado pelas subunidades elF4E, elFAG e elF4A), que atua recrutando a
subunidade ribossomal 40S para o mMRNA, para iniciar a tradugdo. O
reconhecimento dos mRNAs se da pela ligacdo da subunidade elF4E no cap
presente na sua extremidade 5’, junto com a ligagcéao da proteina de ligacédo ao poli-A
(PABP), que interage diretamente com o elF4G, na extremidade 3’ destes mesmos
MmRNAs. Varios homoélogos destes fatores foram  encontrados nos
tripanosomatideos, indicando uma complexidade na inicia¢do da traducéo que pode
estar associada aos ciclos de vida unicos destes parasitas. Destes, dois complexos
elF4F tipicos foram caracterizados, baseados em dois homologos de elF4E
denominados de EIF4E3 e EIF4E4. Neste trabalho, a analise da expressdo destas
duas proteinas em Leishmania amazonensis mostrou que ambas sdo alvos de
modificacdes pds-traducionais, identificadas como fosforilagcdo, gerando muditiplas
isoformas. O padrdo de expressdo dos dois conjuntos de isoformas € alterado com a
inibicdo do processamento de MRNAs e a inibicdo da traducdo interfere
especificamente com as isoformas do EIF4E3. Curvas de sincronizagdo celular
sugerem uma associacado de isoformas especificas com o ciclo celular do parasita.
Multiplos eventos de fosforilagdo parecem agir, porém de forma diferenciada, sobre
os dois homologos elF4E. Diferentemente do EIF4E4, o EIF4E3 possui diferencas
de expressdo entre espécies de Leishmania, com uma banda de maior peso
molecular, tipica de células estressadas, encontrada apenas em L. amazonensis. A
andlise da sequéncia do gene EIF4E3 de trés espécies de Leishmania mostrou que
poucas mudancas de aminoacidos levam a diferencas marcantes de migracao das
respectivas proteinas em gel desnaturante. Ensaios de mutagénese, associados a
expressao ectopica do EIF4E3 contendo um epitopo HA em células de Leishmania
transfectadas, identificou a serina 75, exclusiva de L. amazonensis, como sitio
responsavel pela geracdo da isoforma especifica desta espécie. Andlises em gel
bidimensional mostraram que esta isoforma nédo est4 associada a alteracbes no
ponto isoelétrico, indicando que outro tipo de modificacdo, além das fosforilacéo,
deve ter como alvo o EIF4E3. Experimentos de interagdo in vitro e in vivo
demonstraram que os EIF4E3 e 4 interagem diferencialmente com homadlogos de
PABP e realizam outras interacdes conservadas em espécies de tripanosomatideos.
Os resultados obtidos neste trabalho indicam uma complexa regulacdo destes
fatores, através de multiplos sitios de fosforilacdo, provavelmente relacionada com o
ciclo celular do parasita.

Palavras-chave: Leishmania sp.; modificacdes pos-traducionais, EIF4E,
fosforilagéo.



Abstract

Translation initiation in eukaryotes is a critical stage within the process of
protein synthesis and its regulation. A major player is the heterotrimeric elF4F
complex (formed by the elF4E, elF4G and elF4A subunits) which acts by recruiting
the 40S ribosomal subunit to the mRNA to initiate translation. mMRNA recognition
occurs through the binding of the elF4E subunit to its 5 'end cap as well as the
binding of the poly-A binding protein (PABP), which interacts directly with elF4G, to
its 3' end poly-A tail. Various homologues for the elF4F subunits were found in
trypanosomatids, indicating a greater complexity within translation initiation which can
be associated with the parasites unique life cycle. Two typical elF4F complexes were
characterized based on two elF4E homologues, named EIF4E3 and EIF4E4. In this
study, expression analysis of both proteins in Leishmania amazonensis showed that
both are targets for post-translational modifications, identified as phosphorylation,
leading to multiple isoforms. The expression pattern of the two sets of isoforms is
altered with inhibition of mMRNA processing but translation inhibition specifically
interferes with the EIF4E3 isoforms. Cell synchronization curves suggest an
association of specific isoforms with the parasite cell cycle. Multiple phosphorylation
events appear to differentially target the two elF4AE homologues. Unlike EIF4EA4,
expression of EIF4AE3 differs between Leishmania species, with a higher molecular
weight band, typical of stressed cells, found only in L. amazonensis. Sequence
analysis of the EIF4E3 gene from three Leishmania species showed that few amino
acid changes lead to marked differences in migration of the respective proteins in
denaturing gel. Mutagenesis assays associated with ectopic expression of an HA-
tagged EIF4E3 in transfected Leishmania identified serine 75, exclusive of L.
amazonensis, as a site responsible for generating the isoform specific to this species.
Two-dimensional gel analysis showed that this isoform is not associated with
changes in isoelectric point, indicating that other modifications, in addition to
phosphorylation, must target EIF4E3. In vitro and in vivo interaction studies
demonstrated that EIF4AE3 and 4 differentially bind to PABP homologues as well as
performing other interactions conserved in various trypanosomatid species. The
results produced in this study indicate a complex regulation of these factors through
multiple phosphorylation sites, probably related to the cell cycle of the parasite.

Key words: Leishmania sp., post-translational modifications, EIF4E, phosphorylation
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1. INTRODUCAO

Doencas parasitarias causadas por protozodrios continuam a ser um
problema de saude publica critico, especialmente em regides tropicais, onde as altas
taxas de mortalidade estdo associadas a condigfes sanitarias precérias e a falta de
medidas profilaticas eficientes. Os tripanosomatideos, responséveis por uma
consideravel parte desta mortalidade no mundo, sdo protozoarios eucarioticos
unicelulares que incluem vérias espécies causadoras de doencas de impacto
mundial, como as varias espécies de Leishmania (leishmanioses), o Trypanosoma

brucei (doenca do sono) e o Trypanosoma cruzi (doenca de Chagas).

Do ponto de vista molecular, os tripanosomatideos possuem inumeras
peculiaridades que os diferem dos demais eucariotos, como transcricao
policistrénica e processamento dos mRNAs por trans-splicing. Como consequéncia
de sua transcricdo constitutiva, a regulacdo da sua expressao génica ocorre pos-
transcricionalmente, sendo a iniciacdo da tradugdo um provavel alvo de destaque
para esta regulacdo. Duranta e a sintese de proteinas, a iniciacdo da traducéo
compreende as etapas de reconhecimento do mRNA pela subunidade 40S do
ribossomo e a identificacdo do cédon AUG, que indica o inicio da sequiéncia que
codifica para as proteinas. Diversos fatores de iniciacao da traducdo denominados
de elFs (eukaryotic Initiation Factors) participam deste processo, dentre 0s quais 0
complexo elF4F e a proteina de ligagdo ao poli-A (PABP), que atuam no
reconhecimento do mRNA e facilitam o recrutamento do ribossomo para iniciar a
sintese de proteinas. O complexo elF4F é formado pelos fatores elF4A, uma RNA
helicase, o elF4G, a proteina estruturadora do complexo, e o elF4E, a proteina que

reconhece a estrutura cap na extremidade 5 do mRNA.
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A iniciacdo da traducéo é bem estudada em leveduras, plantas e vertebrados,
e, mesmo com 0S avancos realizados recentemente, ainda sdo necessarios varios
estudos sobre este processo nos tripanosomatideos. Foram identificados multiplos
homélogos para as subunidades do complexo EIF4F, um fato inédito e um indicativo
de complexidade na iniciagdo da traducdo destes parasitas. Na caracterizagcéo
preliminar dos primeiros quatro homologos de elF4E de Leishmania, foi observado
gue estes diferiam na sua abundancia, capacidade de se ligar ao mRNA e ainda na
sua associacdo com polissomas. Também foram observadas diferencas na sua
localizacdo subcelular, além de diferencas no estabelecimento de interaces com
homologos de elF4G. O conjunto de resultados obtidos, embora ainda néo
conclusivos, sugerem que as proteinas EIF4AE3 e 4 exercam funcdes mais gerais ao
nivel de sintese protéica, enquanto que os EIF4E1 e 2 devam ter um papel mais
modulatério na traducdo ou em algum outro aspecto no metabolismo dos mMRNAs.
Outros resultados implicam diretamente dois homélogos de elF4G (EIF4AG3 e 4)
como exercendo funcbes fundamentais, porém distintas, na traducdo em

tripanosomatideos.

O estudo da expressdo de diferentes homoélogos de elF4E de Leishmania
amazonensis mostrou variagdes de peso molecular para os EIF4E3 e 4 durante o
ciclo de vida desta espécie, observando-se mudltiplas isoformas diferencialmente
expressas para cada proteina. O padrdo de expressao das isoformas de EIF4E3 e 4
entdo se altera em condi¢cdes em que o crescimento das células é diminuido, por
meio de interferéncias com as condigbes de cultivo, como estresse nutricional. A
presenca destas isoformas sugerem a ocorréncia de modificacdes pos-traducionais
sobre esses fatores que necessitam ser mais bem investigadas. Por conta disso,

este trabalho teve como ponto principal investigar estas modificagdes, primeiramente
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identificando qual sua natureza, e posteriormente determinando sua relagdo com a
funcdo dos fatores estudados, neste Ultimo caso com o foco no EIF4E3. Os
resultados obtidos indicam que mecanismos poés-traducionais, como fosforilacéo,
estdo regulando diferencialmente a atividade de fatores de iniciagcdo da traducao, em
Leishmania. Além disso, mostram a existéncia de modificacbes exclusivas de L.
amazonensis, possivelmente associada a aspectos especificos de regulacdo da

atividade de fatores de tradugao neste organismo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Trypanosomatidae:

Os membros da ordem Kinetoplastida sdo organismos unicelulares flagelados
que incluem desde parasitas intra e extracelulares responsaveis por doencas graves
em humanos e animais, bem como Vvarios organismos de vida livre encontrados no
solo e em ambientes aquaticos (Sz6or et al.,, 2010). Como caracteristica peculiar,
estes organismos apresentam uma regidao contendo DNA (KDNA) localizada dentro
de uma Unica mitocéndria tipica, denominada de Cinetoplasto (Stuart et al., 2008). A
estrutura morfolégica do Cinetoplasto se apresenta semelhante a um disco
achatado, e o kDNA é composto por duas classes de moléculas circulares de
tamanhos diferentes, os maxi e 0s minicirculos, que codificam basicamente
proteinas da cadeia respiratéria e a maquinaria de traducdo mitocondrial (Fidalgo

and Gille, 2011).

Dentro da ordem Kinetoplastida destaca-se a familia Trypanosomatidae, com
nove géneros formados exclusivamente por parasitas obrigatérios, alternando entre
varios estagios morfologicos através de complexos ciclos de vida, muitas vezes
envolvendo mais de um hospedeiro (Singh, 2006). Dois géneros desta familia,
Leishmania e Trypanosoma, merecem destaque visto que incluem as espécies
responsaveis por doencas que fazem parte do grupo das Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), sendo responsaveis por enfermidades de impacto mundial,
como as véarias manifestacdes clinicas da Leishmaniose (Leishmania sp.), a Doenca
do Sono (Trypanosoma brucei) e a Doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi) (WHO,

2010).
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Aproximadamente 500 milhSes de individuos estdo presentes nas areas de
risco das doencas provocadas por tripanosomatideos, localizadas principalmente em
paises tropicais e subtropicais, e se estima que 20 milhdes de pessoas ja possam
estar infectadas, tendo como resultado cerca de 100.000 mortes anuais (Stuart et al.,
2008). O tratamento dessas doencas ainda é insatisfatério em termos de seguranca
e eficacia, o que contrasta fortemente com as necessidades terapéuticas das
pessoas que se encontram em situacdo de risco, com 0 numero de pacientes

afetados e o de mortes associadas (Flohe, 2012).

2.2 O género Leishmania e a Leishmaniose

O género Leishmania € formado por um grupo de protozoarios com um
carater altamente diverso. Possui mais de 20 espécies patogénicas, onde a
manifestacao clinica da doenca que provocam ir4 depender, dentre outros aspectos,
da espécie infectante, variando desde lesfGes simples de pele que podem regredir
por cura espontanea, passando por lesdes desfigurantes das mucosas, até a forma
mais grave da doenga, acometendo as visceras, que € letal (Scheltema et al., 2010).
As espécies pertencentes a este género podem ainda ser divididas em dois
subgéneros, o Leishmania (Leishmania), encontrado no Velho e Novo Mundo e o
Leishmania (Viannia), presente apenas no Novo Mundo. Estes sub-géneros foram
determinados de acordo com o local de desenvolvimento do parasita no interior do
intestino do mosquito flebotomineo vetor (hospedeiro invertebrado). Espécies do
sub-género Viannia se desenvolvem nas por¢cdes média e posterior do intestino do
vetor (peri-pilérico), enquanto que para as do sub-género Leishmania, 0 seu
desenvolvimento ocorre apenas no seu intestino médio (supra-pilérico) (Bates,

2007).
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O género Leishmania possui duas principais formas morfologicas,
denominadas de promastigota e amastigota, sendo a primeira mais estudada por
conseguir ser cultivada facilmente em meio de cultura (Figura 1). A forma
promastigota compreende células alongadas que possuem um flagelo livre
emergindo da sua regido anterior. O nucleo € unico e esférico, variando bastante
guanto a sua posigado. O tamanho da forma promastigota varia muito, mesmo dentro
da mesma espécie, de 1,5 a 3 um de largura e 16 a 40 um de comprimento incluindo
o flagelo, que & muitas vezes maior do que o corpo celular (Figura 1A) (Neves,
2011). J4 a forma amastigota apresenta-se ovoide ou arredondada, com um uUnico
nacleo semelhante ao encontrado na forma promastigota que geralmente fica
disposto em um dos lados da célula. Nao possui flagelo aparente, apenas um
rudimentar associado a bolsa flagelar, e seu tamanho varia entre 3 a 6,5 um de
comprimento e 1,5 a 3 um de largura, dependendo da espécie (Figura 1B) (Schmidt

e Roberts, 2009; Neves, 2011).

Forma promastigota prociclica Forma amastigota

Figura 1. Principais formas morfoldgicas da Leishmania sp. Microscopia confocal mostrando uma
proteina fusionada a proteina fluorescente (mCherry) distribuida por todo o citoplasma (em vermelho)
das formas promastigota (A) e amastigota (B). O Cinetoplasto (em azul) foi marcado com DAPI.
Como controle a imagem feita por DIC (differential interference contrast), em cinza. Fonte: Millington
etal., 2010.
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A forma promastigota ainda é sub-dividida em vérias formas morfoldgicas
distintas, passando pelas variantes prociclica (entre 24 e 48 apOs infectar o
mosquito), nectomona (48 - 72 horas), leptomona (4 - 7 dias), haptomona (5 - 7 dias)
e metaciclica (7 -14 dias). A forma promastigota metaciclica € a forma infectiva do
género Leishmania e possui um pequeno corpo celular, porém com um flagelo
alongado que facilita a rapida locomocao (Bates and Rogers, 2004; Kamhawi, 2006;

Besteiro et al., 2007).

A Leishmaniose é transmitida para o hospedeiro vertebrado por cerca de 30
espécies diferentes de flebotomineos, que sao insetos dipteros hematéfagos
pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomya, encontrados no Velho e Novo
Mundo respectivamente (Figura 02) (Chappuis et al., 2007). O inseto adulto, com 2 a
4 mm de comprimento, € mais ativo durante o entardecer e a noite, repousando
durante o dia em locais escuros e umidos, como em tocas de certos roedores, em
fendas no solo, em cascas de arvores velhas, em rachaduras nas paredes das
casas. Sao nestes locais que a fémea deposita seus ovos, onde as larvas vao
encontrar matéria organica, calor e umidade necessarias para 0 seu

desenvolvimento (Griensven and Diro, 2012).

Phlebotomus pappatasi Lutzomyia longipalpis

Figura 2. Vetores invertebrados da Leishmaniose. Em (A) o inseto do género Phlebotomus
causador da doenca no Velho Mundo e em (B) o género Luztomyia, causador da doenga no Novo
Mundo. Fonte: sites Wikipédia (A) e Portal Fiocruz (B).
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2.2.1 Manifestac¢des clinicas da leishmaniose.

A leishmaniose possui diversas manifestacdes clinicas que incluem as formas
cutdnea (ou tegumentar), mucocutanea, cutanea difusa, visceral (ou Calazar),
Leishmaniose dérmica pds-Calazar e ainda as recidivas (Gomez et al., 2010). Este
polimorfismo clinico é resultado da interacdo de varios fatores, incluindo variacdes
imunoldgicas do hospedeiro, espécie do parasita, vetor de transmissdo e o proprio
ambiente (Dujardin, 2009). A perspectiva de seu controle é altamente dependente da
evolucdo das pesquisas cientificas, em manipulacfes terapéuticas para o sistema

imunoldgico, e no desenvolvimento de vacinas (Mansueto et al., 2007).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum da leishmaniose, sendo
caracterizada por lesGes cutdneas localizadas, que geralmente regridem
espontaneamente, porém podem deixar cicatrizes graves e permanentes pelo resto
da vida (David e Craft, 2009; WHO, 2010). As suas variacdes, a leishmaniose
mucocutanea (LMC) e a cutanea difusa (LCD), ocorrem mais raramente devido a
migracdo linfatica ou hematogénica de uma lesdo cutdnea primaria para as
mucosas, por conta de um aumento da resposta imune do paciente (Daneshbod et
al.,, 2011). Sado formas mais graves da doenca, que nao possuem regressao
espontanea se nao tratadas e a invasdo dos tecidos da mucosa ocorre depois de

meses ou até anos apos o inicio da infeccdo cutanea primaria (Kato et al., 2010).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como kalazar, é a forma letal
da doenca que, se ndo tratada adequadamente, possui alto indice de mortalidade.
Os pacientes sintomaticos apresentam febre, perda de peso, esplenomegalia
proeminente, anemia, trombocitopenia e neutropenia, refletindo uma supresséo da

medula oOssea. Disfuncdo hepética com hepatomegalia, ictericia e ascite podem
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ocorrer no seu estagio avancado (Harhay et al., 2011; Grienven and Diro, 2012). J&
a leishmaniose dérmica pos-kalazar (PKDL) é uma manifestacdo cutanea pos-
leishmaniose visceral e pode aparecer em qualquer lugar durante semanas ou anos

apos a remissao da infeccéo. (Salotra et al 2006; David and Craft 2009).

2.2.2 Distribuicdo da leishmaniose

A leishmaniose ocupa a nona posicdo entre as doencas infecciosas
individuais, no entanto, ela ainda ndo € tratada como prioridade pelas politicas de
salde publicas (Hotez et al., 2006, WHO, 2010). E uma doenca predominantemente
rural que ocorre em 88 paises, abrangendo quatro continentes, com
aproximadamente 1,6 milhGes de casos. Destes, sao divididos cerca de 500 mil
casos para a leishmaniose visceral e 1,1 milhdo de casos para a Leishmaniose
cutanea e suas derivacdes (WHO, 2010). Mais de 90% dos casos mundiais da
leishmaniose visceral ocorrem em apenas seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia,
india, Nepal e Sud&do, com a india possuindo mais da metade do nimero total de
casos (Griensven e Diro, 2012). Ja a leishmaniose cutdnea € mais amplamente
distribuida, com cerca de um terco dos casos em cada uma das trés regides: as
Américas, a bacia do Mediterraneo e da Asia ocidental até a Asia Central. Os dez
paises com 0s casos estimados mais elevados sdo Afeganistdo, Argélia, Colémbia,
Brasil, Ird, Siria, Etidpia, Sudao, Costa Rica e Peru, que juntos respondem por 70 a
75% da incidéncia global da leishmaniose cutanea (Alvar et al.,, 2012). A
leishmaniose mucocutanea é mais encontrada na América do Sul, principalmente no

Brasil, Peru e Colémbia (WHO, 2010).



Pereira, MMC Identificacdo e caracterizagdo de modificagdes pos-traducionais...

O Brasil € o Unico pais a reunir grande numero de casos dos trés principais
tipos de leishmaniose. Nos ultimos 20 anos foi observado um crescimento acelerado
da forma cutanea, tanto em magnitude quanto em expansdo geogréfica (Ministério
da Saude, 2010). No caso da leishmaniose visceral, aproximadamente 90% dos
casos que sao notificados nas Américas ocorre no Brasil, com predominancia na
regido Nordeste (Albuquerque et al., 2008). Nos ultimos 40 anos observou-se um
aumento progressivo do numero de casos que ocorrem nas demais regifes do
Brasil. Em 1998 as regides Norte, Sul, Sudeste e Centro-Oeste somavam 15% dos
casos de LV que ocorriam no Brasil e até 2008 essa propor¢cdo aumentou

consideravelmente para 44% (Maia-Elkhoury et al., 2008; Harhay et al., 2011).

2.2.3 Ciclo de Vida de Leishmania sp.

As espécies de Leishmania apresentam ciclo digenético com suas formas
morfologicas distintas alternando entre o inseto vetor (hospedeiro invertebrado) e os
mamiferos (hospedeiro vertebrado), infectando células da linhagem fagocitica
(Cuervo et al., 2010). O ciclo de vida do parasita comega quando promastigotas
metaciclicas sao transmitidas para o hospedeiro mamifero, através do repasto
sanguineo do mosquito flebotomineo que regurgita estas formas altamente infectivas
na corrente sanguinea do hospedeiro ndo infectado. O parasita é entdo fagocitado
por macrofagos e consegue sobreviver dentro de um vacuolo, que vai se fundir com
os lisossomos da célula hospedeira, formando o fagolisossomo, ou vacuolo
parasitoforo. A diminuicdo do pH desta organela, passando a &cido, juntamente com
0 aumento da temperatura (que ocorre por conta da mudanca de hospedeiro),

provoca a diferenciagdo destas formas metaciclicas em amastigotas, que sao
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altamente adaptadas para sobreviver em pH acido. Estas amastigotas se proliferam
rapidamente, rompem a membrana dos macréfagos, sendo liberados novamente na
corrente sanguinea e infectam novos macrofagos, se multiplicando dentro do
hospedeiro vertebrado (Figura 3) (Neves, 2005; Stuart et al., 2008; Harhay et al.,

2011; Kramer et al, 2012).

A transmissdo da Leishmania para o inseto vetor ndo infectado ocorre quando
a fémea realiza o repasto sanguineo e, juntamente com 0 sangue, ingere
macréfagos parasitados pelas formas amastigotas. Estes macréfagos se rompem
durante o trajeto entre o trato digestivo superior e o estbmago, liberando as formas
amastigotas, que por sua vez sofrem divisdo binaria e rapidamente se modificam
para a forma promastigota prociclica (Figura 3). Estas sofrem sucessivas divisdes
binarias, multiplicando-se ainda no sangue ingerido, que fica envolto pela membrana
peritréfica secretada pelas células do estdbmago do inseto. Dentro da matriz
peritréfica, os parasitas diferenciam-se em promastigotas nectomonas, a maior e
mais delgada forma da Leishmania. Apos a digestdo do sangue, entre o terceiro € 0
quarto dia, a membrana peritr6fica se rompe e as formas promastigotas ficam livres
e se diferenciam em leptomonas, que continuam a se dividir por divisdo binaria e
proliferar no intestino do mosquito. Estas formas, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida na infec¢do, colonizam as regides posterior ou média no
intestino do inseto vetor (sec¢do peripilaria e suprapilaria, respectivamente), e
permanecem aderidas pelo flagelo ao epitélio intestinal através dos
hemidesmossomas. As promastigotas leptomonas se diferenciam ainda em
haptomonas e secretam uma substancia em consisténcia de gel que for¢ca o
mosquito a regurgitar os parasitas para a parte anterior do tubo digestivo, ficando

armazenados na proboscide. E nesta fase que ocorre a metaciclogénese, e as

11
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células atingem o estagio infectivo, se diferenciando em promastigotas metaciclicas
(Figura 3) (Neves, 2005; Besteiro et al., 2007; Stuart et al., 2008; Harhay et al.,
2011; Kramer, 2012). As promastigotas metaciclicas ndo conseguem se dividir,
porém, sdo altamente adaptadas para voltar a corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, pois sdo resistentes a lise pelo sistema imunolégico através da

expressao estagio-especifica de moléculas de membrana altamente especializadas

(Kramer, 2012).
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Figura 3. Ciclo de vida da Leishmania sp. As formas promastigota sdo encontradas no inseto vetor
infectado, que ao fazer o repasto sanguineo infecta o hospedeiro mamifero. Estas formas irdo ser
fagocitadas pelos macréfagos, diferenciando em amastigotas e se multiplicando. O inseto nao
infectado, ao fazer o repasto sanguineo em um mamifero infectado, ingere os macrofagos presentes
no sangue contendo as formas amastigotas, que se diferenciam em promastigota prociclicas e depois
na forma metaciclica, fechando o ciclo. Fonte: Modificado de Harhay et al., 2011.

No processo de diferenciagdo para amastigota, 0s promastigotas de
Leishmania sdo capazes de resistir a rapida mudanca das condicbes ambientais,

que incluem: modificacdo de temperatura, diferenca na exposicdo ao oxigénio e
12
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nitrogénio, alteracdo do pH extracelular e estresse nutricional, além de sobreviver a
intensa atividade proteolitica que ocorre nos fagolisossomos encontrados dentro dos
macréfagos. Os promastigotas se diferenciam dos amastigotas de acordo com suas
necessidades nutricionais, sua taxa de crescimento e velocidade de divisdo e pela
expressdo diferenciada de suas moléculas de superficie, além da sua morfologia
(Besteiro et al.,, 2007). Cada forma evolutiva do parasita necessita entdo de uma
regulacdo especifica da expressdo de uma variedade de genes. Embora alvos de
estudos atuais, os mecanismos moleculares que levam a essa regulagdo ainda

permanecem desconhecidos (Mcconville and Handman, 2007; Daniels et al., 2010).

2.3 Caracteristicas da biologia molecular dos tripanossomatideos

Na ultima década houve uma revolugcdo na compreensdo dos organismos
eucarioticos através do sequenciamento de um numero crescente de genomas,
dentre os quais tripanosomatideos como os T. brucei (Berriman et al., 2005), T. cruzi
(El-Sayed et al., 2005a) e Leishmania major (lvens et al., 2005). Por conta disso,
estd sendo possivel obter um maior entendimento da biologia basica destes
parasitas unicelulares, na busca da descoberta de diferentes alvos potenciais para o
desenvolvimento de novas terapias de controle (Jackson, 2009). Os
tripanosomatideos também tém atraido a atencdo de biologistas moleculares por
serem organismos bastante atipicos que divergiram precocemente na evolucao dos
eucariotos, apresentando caracteristicas moleculares Unicas nos seus mecanismos

de expresséao génica (Martinez-Carvilho et al., 2010).
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2.3.1 Organizacdo gendmica dos tripanosomatideos

Os “TriTryps”, como sdo conhecidas as trés espécies mais estudadas de
tripanosomatideos (T. brucei, T. cruzi e L. major), possuem semelhancas e
diferencas bésicas em relagdo a organizacdo, quantidade e disposicdo dos seus
cromossomos. Com o sequenciamento dos “TriTryps”, foi observada uma grande
sintenia (conservacédo da ordem dos genes) dos blocos de genes policistronicos,
apesar do grande periodo de divergéncia evolutiva entre as trés espécies, estimado
em cerca de 200 e 500 milhdes de anos (Lukes et al., 2007, Martinez-Carvilho et al.,
2010). Os genomas de T. cruzi, T. brucei e L. major possuem em meédia 12000, 8300
e 8100 genes que codificam para proteinas, respectivamente, e, apesar de
possuirem uma conservacao de aproximadamente 6200 genes ortdlogos, em torno
de 1000 genes especificos de L. major foram encontrados, muitos dos quais ainda
permanecem sem caracterizacdo (Figura 4) (Peacock et al., 2007; El Sayed et al.,

2005D).

O tamanho do genoma de espécies do género Leishmania é conservado e de
aproximadamente 34 Mb, dividido em cromossomos que possuem entre 0,3 e 2.5
Mb. Embora haja um certo polimorfismo considerado significativo, o cariétipo € em
geral mantido entre suas espécies. A maioria dos genes se encontra em sintenia
(cerca de 99%), mesmo havendo diferencas na quantidade de cromossomos entre
as espécies do Velho Mundo (36 cromossomos) e as do Novo Mundo, L. mexicana
(34 cromossomos) e L. braziliensis (35 cromossomos). Comparando espécies de
Leishmania que ja possuem o0 seu genoma publicado, como L. major, L. infantum e
L. braziliensis, foram identificadas cerca de 200 diferencas do conteido de genes ou
pseudogenes, incluindo aproximadamente 80 genes que sdo restritos a uma unica

espécie. Estas diferencas sugerem que alguns genes especificos de uma unica
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espécie sao importantes na patogénese e manifestacéo clinica da doenca, além de
diferengas de expressdo observada nos genes comuns entre as espécies (Peacock

et al., 2007; Smith et al., 2007).

Agrupamento de genesde 7. brucer

1392

Agrupamento de Agrupamento de

genesde 7. cruzi genesde L. major

Figura 4. Conservagcao de genes entre os tripanosomatideos. O esquema ilustra a divisdo dos
genes entre os “TriTryps”, que compartiiham entre si 6158 genes. Genes especificos e
compartilhados entre duas espécies apenas também sao indicados, sendo claramente observada a
diferenca entre os genes compartilhados entre T. cruzi e L. major, que possuem 482 genes em
comum, contra apenas 74 genes compartilhados entre L. major e T. brucei. Além disso, nota-se uma
quantidade bem maior de genes especificos para T. cruzi, em relacdo as outras duas espécies.
Fonte: Modificado de El-Sayed, 2005b.

2.3.2 Transcri¢ao policistrénica nos tripanosomatideos

Nos tripanosomatideos, a transcricdo ocorre de forma diferenciada dos
demais eucariotos e seus genes sao organizados ao longo de unidades de
transcricdo policistrénicas (Figura 5). Ao contrario do que € observado nos operons
bacterianos, contudo, ndo ha nenhuma relacdo funcional entre os genes que se
encontram na mesma unidade policistronica (Fernandez-Moya e Estevez, 2010;
Preul3er et al., 2012). Além disso, a escassez de promotores classicos para a RNA

polimerase Il se reflete na auséncia de alguns fatores de transcricao tipicos.
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Figura 5. Formacdo dos mRNAs maduros nos tripanossomatideos A transcri¢éo se inicia a partir
da regido de troca de fita, bilateralmente e em sentido contrério, utilizando as fitas opostas do DNA
(neste caso, no sentido divergente). Os genes transcritos pela RNA polimerase Il formam o pre-
mMRNA policistrénico, que é processado pelo mecanismo de trans-splicing. Os genes que codificam a
sequencia spliced leader (SL) também sédo transcritos pela RNA polimerase Il e a estrutura cap
modificada, cap4, é adicionada na porgédo 5'do SL-RNA. A partir do trans-splicing, os pré-mRNAs sao
separados, na regido 5’ é adicionado o SL-RNA + cap4 e, em paralelo, ocorre a poliadenilagdo na
regido 3. Com estas etapas, o mMRNA se torna maduro e pronto para ser utilizado na sintese de
proteinas. Fonte: Modificado de Haile e Papadopolou, 2007

A maioria dos cromossomos dos tripanosomatideos possui pelo menos dois
grandes blocos génicos (de 10 a 100 genes), agrupados em fitas distintas do DNA e
transcritos em conjunto e em sentidos opostos, de forma divergente (na dire¢do dos
teldomeros) ou convergente (na direcdo dos centromeros) (Martinez-Carvilho et al,
2010). O local entre dois desses blocos génicos de onde se inicia a transcricdo é
chamado de regido de troca de fita (Figura 5). Até o momento ndo foram
identificadas sequencias promotoras definidas nestas regifes, embora tenham sido
identificadas algumas sequencias classicas de promotores para as RNA polimerases
| e lll e um Unico promotor tipico da RNA polimerase Il, atuando no gene da
sequencia spliced-leader (Campbell et al, 2003; Palenchar e Bellofatto, 2006;
Martinez-Calvillo et al., 2010; Kramer e Carrington, 2011). O tipo peculiar de
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organizacdo dos genes de tripanosomatideos foi observado pela primeira vez no
cromossomo 1 de L. major, que agrupa seus 85 genes em dois blocos distintos (com
32 e 53 genes), transcritos de forma divergente, a partir da regido central de troca de
fita (Figura 5) (Martinez-Carvilho et al, 2010). A finalizacdo da transcricdo
policistronicas provavelmente ocorre em pontos do cromossomo onde estdo co-
localizados genes que codificam RNAs transportadores (tRNAs), RNAs ribossGmicos

(rRNAS) ou pequenos RNA nucleares (snRNASs) (Ivens et al., 2005).

2.3.3 Processamento do mRNA e poliadenilagéo nos tripanosomatideos

Os tripanosomatideos, diferentemente dos eucariotos em geral, ndo possuem
introns na maioria dos seus genes (com apenas quatro excecdes identificadas)
(lvens et al., 2005), e o processamento de seus MRNAs policistronicos ocorre
através do mecanismo denominado de trans-splicing, que permite a juncdo de duas
moléculas separadas de RNA para formar um mRNA quimérico final (Hasting, 2005).
O trans-splicing atua nos tripanosomatideos adicionando um éxon denominado de
spliced leader (SL), que possui 39 nucleotideos, na regido 5 dos mRNAs
monocistronicos maduros, juntamente com uma estrutura cap (7-metil guanosina)
modificada nos tripanosomatideos, denominado de cap4 (Kramer e Carrington,
2011). Todos os mRNAs de tripanosomatideos possuem essa sequencia spliced
leader, por isso, dependem de uma taxa de sintese do SL-RNA bastante elevada.
Para isto, possuem um elevado numero de genes SL com cerca de 200 cdpias e
uma alta taxa de rotatividade dos transcritos resultantes (tempo de meia vida de
aproximadamente 4 minutos) (Preul3er et al., 2012). O processamento em trans

ocorre através de uma reacdo com duas etapas de transesterificacdo, a qual gera
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uma estrutura em “Y”, produto da jungdo do pré-mRNA e do SL-RNA, em lugar do
laco intermedidrio formados pela retirada dos introns no processamenteo
convencional (cis-splicing). O mecanismo ocorre em regides ricas em pirimidinas,
com a fusdo do sitio doador “GU” presente no pré-SL-RNA a uma regido proxima ao
sitio aceptor “AG” do mRNA policistrénico precursor, denominada de ponto de
ramificagdo (Figura 6) (Liang et al, 2003; Gunzl, 2010; Shulamit; 2012). Mais
recentemente foi observado que o mecanismo de trans-splicing pode ocorrer em
duas etapas. Sinais nas regides intergénicas podem promover a formacao de
MRNASs intermediarios, como dicistrons e mRNAs com grandes sequencias 3’ nao
traduzidas (3° UTRs), que sé posteriormente sofreriam trans-splicing e
poliadenilacdo, dando origem aos mMRNAs monocistrénicos maduros (Jager et al.,

2007).

Diferentemente dos demais eucariotos, a poliadenilacdo nos
tripanosomatideos é um processo que ocorre paralelamente ao trans-splicing, visto
gue ambos 0s mecanismos utilizam o mesmo sinal para realizar o processamento do
pre-mRNA, a regido rica em pirimidinas. Este trato polipirimidico se localiza nas
regides entre os genes presentes no mRNA policistrénico, e é utilizada tanto como
sinal para a poliadenilagdo na regido 3’ do gene anterior, como para a adi¢do da
sequéncia SL na regido 5’ do gene posterior. Portanto, o sitio de poliadenilagao fica
localizado no pré-mRNA antes do sitio de trans-splicing, e entre eles, se encontra a
regido rica em pirimidinas (Benz et al., 2005, Gunzl et al., 2010). Os primeiros
estudos realizados mostraram que 100 a 400 nucleotideos separavam estas duas
regides (Matthews et al., 1994) porém, mais recentemente, foi identificada que a

distancia entre o sitio AG onde ocorre o trans-splicing e o trato polipirimidico possui
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em média 142 nucleotideos, com 50% dos genes possuindo um distancia entre 128

e 178 nucleotideos (Kolev et al., 2010).

Cis-splicing nos mamiferos  Trans-splicing nos tripanossomatideos

5’ Yl(\—‘Z 3’ Y~ZD 3’
éxon [ J—5:G | gene | +— it
GURAGU YNYURAY YAG g A AG
( -— SL RNA
cap 4

Transesterificagao 1
v
éxon| : m

Transesterificagao 2
v

cops E I

[ Trato polimirimidico @ Ponto deramificacio @ Sitio deSplicing [ Sitio de poliadenilacao
do gene anterior

Figura 6. Diferencas no mecanismo de cis e trans-splicing nos eucariotos. Enquanto que em
sistemas de mamiferos, os sitios 3’e 5° de splicing e o ponto de ramificacdo exibem sequéncias
parcialmente conservados (R, purina, Y, pirimidina, N, qualquer base), ndo ha nenhuma conservagéo
de sequéncias 6bvia no ponto de ramificagdo e no sitio de processamento 3’ dos tripanossomatideos.
As sequéncias parcialmente conservadas em mamiferos necessitam de um trato de polipirimidinas
pequeno (10 a 12 residuos). Ja nos tripanossomatideos este trato de polipirimidinas € maior (cerca
de 20 residuos), e é um determinante essencial para um processamento eficiente, estando
tipicamente posicionado imediatamente a jusante do ponto de ramificacdo. Apds a reacdo de
transesterificagdo, no cis-splicing o intron é retirado formando um laco, enquanto que uma estrutura
intermédia em forma de Y é gerada no processo de trans-splicing. Apos a segunda transesterificacao,
ambas as estruturas sdo desramificadas e rapidamente degradadas, e 0os éxons sdo reunidos. Fonte:
Modificado de Gunzl, 2010.

Nos tripanosomatideos também ndo foram encontrados sequencias
especificas para o sinal de poliadenilacdo, nem sequéncias classicas como a regiao
AAUAAA encontrada nos eucariotos superiores (Liang et al, 2003; Haile e
Papadopolou, 2007). O mecanismo que determina o sitio de adi¢do da cauda poli-A

ainda permanece desconhecido, contudo, programas de predicdo que usam
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algoritimos para flanquear a regido ja estdo disponiveis para T. brucei e tém uma

Otima aplicacéo também para Leishmania (Haile e Papadopolou, 2007).

2.3.4 Cap4

Todos os organismos eucarioticos possuem na regiao 5 dos seus mRNAs
maduros uma estrutura conhecida como cap, composto por um residuo de 7-metil-
guanosina (m’GTP) que é requerida para manter a estabilidade do mRNA e uma
traducéo eficiente (Hall and Ho, 2006). A estrutura do cap € posicionada de forma
invertida em uma ligacdo 5-5’, que se liga ao primeiro nucleosideo do mRNA por
uma ponte trifosfato. Em eucariotos superiores, o cap pode variar em relacdo ao
namero de metilacdes, desde aqueles contendo apenas a metilacdo inicial no
m’GTP (cap 0), até aqueles que possuem metilacdes adicionais nas riboses do
primeiro (capl) ou do primeiro e segundo (cap2) nucleotideos do mRNA (Bangs et
al., 1992, Shuman, 2002). Em contraste, os tripanosomatideos possuem um cap
hipermetilado, que além destas duas metilagdes, possui mais duas nas riboses dos
terceiro e quarto nucleotideos da sequencia spliced leader, e duas metilagbes nas
bases nitrogenadas dos primeiro e quarto nucleotideos (Figura 7). As metilacdes nas
bases nitrogenadas s&do Unicas dos tripanosomatideos, e ainda ndo foram
encontradas em nenhum outro grupo de eucariotos (Fernandez-Moya e Esteves,

2010; Zinoviev e Shapira, 2012).

As enzimas que promovem as metilagbes nas riboses dos quatro
nucleotideos para a formacdo do cap4 ja foram identificadas (Arhin et al., 2006;
Ruan et al., 2007), e o efeito da auséncia das metilagbes foram testadas, levando a

crer que seja necessario um nivel minimo de metilagio do RNA-SL para a
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viabilidade dos tripanosomatideos (Zamudio et al., 2006, 2009; Zinoviev e Shapira,
2012). Além disso, mutantes do cap ndo metilados ndo sdo encontrados associados

aos polissomos (Zeiner, 2003), demonstrando a importancia do cap para a traducéo.
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Figura 7. Estrutura do cap4 de tripanosomatideos. Na figura, observam-se todas as metilagBes
que ocorrem na formacado do cap4. As metilacdes em amarelo, sdo as quatro metilagées do carbono
2’ das riboses que ocorrem nos primeiros 4 nucleotideos (AACU) do SL-RNA dos tripanosomatideos.
O capl sé possui a primeira metilacdo e 0 cap2 possui a primeira e segunda. Além destas metilacdes,
os tripanosomatideos possuem mais dois nucleotideos que possuem metilagBes diretamente nas
bases nitrogenadas (o primeiro e o quarto). Circulado em vermelho, o cap propriamente dito, o
m7GTP, adicionado ao primeiro nucleotideo através de uma ponte trifosfato. Sua prépria metilagao
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 Controle da expressao génica nos tripanosomatideos

Na maioria dos eucariotos, a regulacdo da expressdo génica ocorre
principalmente ao nivel transcricional, pela modulacéo da acdo da RNA polimerase
Il. Nos tripanosomatideos, o processo de transcricdo policistrénica e a escassez de
promotores classicos para a RNApol Il sdo fatores determinantes para a auséncia de
regulacdo quantitativa substancial para a maioria dos genes que codificam

proteinas. Recentemente foi demonstrado, que em Leishmania e Trypanosoma, 0s
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pontos de inicio das unidades de transcricdo policistronica sdo delimitados por
conformacdes de cromatina distintas, e a transcricdo pela RNApol Il de grupos de
genes contiguos poderia estar sendo regulada mais através da modificacdo das
histonas presentes do que por atuacao de fatores de transcrigcdo propriamente ditos.
A funcdo destas mudancas e como elas sao realizadas ainda permanecem
desconhecidas, mas é possivel que diferengcas na cromatina possam ajudar a
distinguir unidades policistrébnicas que contém genes que deverdo ser mais
transcritos de outras, que nado necessariamente precisem de uma alta taxa de
producdo (Fernandez-Moya e Estevez, 2010). Mesmo admitindo a possibilidade de
eventos limitados de regulacédo transcricional, sabe-se que diferentes grupos de
genes presentes nas mesmas unidades policistrébnicas ndo possuem ligacao
funcional, e ainda assim apresentam padrées de expressdo diferentes dentro da
célula. Portanto, a regulacdo da expressdo génica nos tripanosomatideos ocorre
predominantemente no nivel pds-transcricional (Haile e Papadopolou, 2007).
Evidéncias sugerem que os principais pontos de controle da expressdo génica
destes parasitas encontram-se ao nivel da estabilidade dos mRNAs e em sua

utilizacao na sintese de proteinas (Fernandez-Moya e Estevez, 2010).

Em relacdo a estabilidade dos mRNASs, varios estudos tém sido realizados no
intuito de identificar as diferencas que ocorrem entre 0s mMRNAs que possuem um
tempo de meia vida alto dos que séo rapidamente degradados. Nos eucariotos em
geral, essa degradacao se inicia pela regidao 3'dos mRNAs, no qual a cauda poli-A é
removida pela enzima poli-A nuclease. Em seguida, as enzimas Dcpl e 2 realizam a
remocao do cap, presente na regido 5. O mRNA decapeado segue entdo para
degradacao total pela enzima Xrn1, no sentido 5’- 3’ (Parker e Song, 2004; Franks e

Lykke-Andersen, 2008). Uma outra via de degradacdo também foi descrita, na qual
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um complexo de 11 enzimas denominado de exossomo degrada o0 mRNA no sentido
3’ -5 (Buttner et al., 2006). Os tripanosomatideos utilizam ambas as vias de
degradacdo de mRNAs e todos os fatores proteicos associados, com excec¢do das
enzimas Dcpl e 2 presentes no complexo de decapeamento, foram identificadas
nestes parasitas (Haile e Papadopolou, 2007). Ainda assim, mesmo nao sendo
identificado ortélogos para estas duas enzimas, a atividade de decapeamento foi
verificada nos tripanosomatideos (Milone et al., 2002; Haile et al., 2003; Li et al.,
2006). O exossomo dos tripanosomatideos é similar ao encontrado em mamiferos, e
foi demonstrado ser requerido para o controle da qualidade dos rRNAs, além de ser
envolvido na degradacdo de mRNAs (Clayton e Estevez, 2010). As duas vias de
degradacdo atuam em diferentes mMRNAs nestes parasitas. Os mMRNAs estagio-
especificos instaveis sdo degradados por uma via regulada, através do complexo do
exossomo no sentido 5-3’, ou por uma exonuclease denominada XRNA. Ja os
MRNAS estaveis sdo degradados a partir da deadenilacdo da cauda poli(A), sendo
uma via constitutiva e mais lenta, que ocorre no sentido 3’-5’ (Haile e Papadopoulou,

2007).

Alguns estudos mostram também alteracdes no tempo de meia vida dos
mesmos MRNASs, nos distintos estagios morfolégicos em que o0 organismo se
encontra. Isto ocorre em cerca de 5-10% dos transcritos de T. brucei, e um pouco
mais em T. cruzi e um pouco menos em Leishmania. Assim, 0 mesmo transcrito
pode ter poucos minutos de meia vida quando o parasita se encontra em um
hospedeiro e esse tempo modifica para algumas horas quando esta presente no
outro hospedeiro (Clayton e Shapira, 2007; Fernandez-Moya e Estevez, 2010;
Kramer, 2012). Varios motivos localizados na regidao 3’ ndo traduzida dos mRNAs,

como as sequéncias ricas em AU, denominada AREs, podem modular o tempo de
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meia vida dos mMRNAs e sdo capazes de modificar a quantidade de transcrito, in
vivo, através de interacdes com proteinas especificas de ligacdo a RNA (RNA
binding proteins) (D’orso et al., 2003). Estas proteinas regulatérias ligariam-se de
forma especifica as suas sequencias alvo, estabilizando ou desestabilizando o
MRNA através da inibicdo ou ndo da deadenilacdo. Em mamiferos, proteinas de
ligacdo ao mRNA ja sdo bem descritas, e participam como alvo final de varias vias
de sinalizacdo em cascata, desencadeadas por mudancas no ambiente (Kramer,
2012). Estes processos de regulacdo devem ser de extrema importancia para que 0s
tripanosomatideos se adaptem rapidamente as condicbes ambientais tdo variaveis
(D’orso et al., 2003). Os outros dois mecanismos pos-transcricionais que possuem
pontos considerados de extrema importancia para a regulacdo da expressao génica

sao, a biossintese protéica e as modificacdes pds-traducionais.

2.4 Biossintese protéica em eucariotos

A Dbiossintese protéica pode ser dividida em quatro fases distintas
denominadas iniciacéo, elongacéo, terminacéo e reciclagem dos ribossomos (Acker
e Lorsch, 2008; Valasek; 2012). Mesmo considerando que cada uma das etapas
possui sua importancia, a iniciacdo da traducdo é a etapa mais complexa do
processo e a gque esta mais sujeita a possuir mecanismos de regulacédo (Aitken e
Lorsch, 2012). E nesta fase que ocorre a montagem subunidades ribossomais menor
(40S) e maior (60S) junto ao mMRNA e, para isto, os chamados fatores de iniciagao
da traducéo, denominados de elFs em eucariotos (eukaryotic initiation factors), séo
recrutados. Estes fatores, em conjunto, orquestram uma cascata de interagbes

sequenciais, promovendo o posicionamento correto do ribossomo no cédon de
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iniciacdo AUG no mRNA (Jackson et al.,, 2010). As fases da traducdo que se
seguem envolvem a atuacéo de apenas um grupo limitado de fatores (Livingstone et

al., 2010).

2.4.1 Iniciagao da traducéo nos eucariotos

A iniciacdo da traducdo em eucariotos é auxiliada por pelo menos 12 fatores
de iniciacdo da traducdo compreendento mais de 25 polipeptideos diferentes
(Jackson et al., 2010; Aitken e Lorch, 2012). O processo comega com a selecédo do
RNA transportador inicial (Met-tRNAIi) pelo fator de iniciacdo elF2 na sua forma
ligada a GTP formando o complexo ternario Met-tRNAi-elF2-GTP. Em seguida, o
elF3, juntamente com os fatores elF1, elF1A e elF5, induzem uma modificacdo
“aberta” na conformacdo da subunidade menor ribossomal (40S), facilitando a sua
ligacdo ao complexo ternario e formando assim o complexo de pré-iniciacdo 43S
(Figura 8) (Jackson et al, 2010; Lorsch e Dever, 2010; Valasék, 2012). O elF3
presente no complexo 43S promove o carregamento deste complexo para a regiao
5" do mRNA, auxiliado por um grupo de proteinas pertencentes a familia elF4 que
media o reconhecimento do mRNA e serdo descritas mais detalhadamente a seguir.
O fator elF3 é o componente central para a organizacdo do complexo 43S. Além de
promover a ligacao da subunidade 40S com o complexo ternario, atua na ligacdo do
complexo 43S ao mRNA e também na etapa de busca do cédon AUG. Em
mamiferos, o elF3 possui 13 componentes, com um peso molecular que, somando

todas as suas subunidades, excede 650 KDa (Voigts-Hoffmann et al., 2012).
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Figura 8. Mecanismo geral da iniciacdo da traducdo em eucariotos. O processo comega com a
formagéo do complexo ternario, contendo elF2:GTP e o tRNA inicial. Este é recrutado para interagir
com a subunidade 40S, com a ajuda de elF1, elF1A, elF3 e elF5 para formar o complexo de pré-
iniciacdo 43S. Enquanto isso, 0 MRNA est4 interagindo com fatores da familia elF4 e com a proteina
de ligacdo a cauda poli(A) (PABP) formando um mRNP ativado, que recruta o complexo 43S. Uma
vez ligado a extremidade 5 'do mRNA, o complexo 43S faz uma varredura para localizar o cédon de
inicio (AUG). Este reconhecimento desencadeia a liberagéo do elF1 e a perda de um grupo fosfato do
elF2, estabilizando o complexo no local. Os elF2 e elF5 se dissociam do complexo, abrindo caminho
para o elF5B realizar a juncdo da subunidade 60S, que é seguida por hidrélise de GTP pelo fator
elF5B que é liberado juntamente com o elF1A, e assim ocorre a formagao do complexo de iniciagao
80S. Fonte: modificado de Aitken e Lorsch, 2010.
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O complexo de pré-iniciacdo 43S associado ao mRNA e aos fatores da familia
elF4 formam o complexo 48S. Neste, a subunidade menor ribossomal se movimenta
a partir da extremidade 5 do mRNA pela regido 5’ ndo traduzida (5 UTR), no sentido
5 — 3, “escaneando” as bases do mRNA até encontrar o cédon de iniciagdo AUG
(Yanguez e Nieto, 2011; Valasék, 2012). Uma vez que o codon foi reconhecido, o
complexo libera o elF1, provocando a ativacéo da atividade GTPase do fator elF5 e
com isso a conversao do elF2 ao seu estado ligado a GDP através da liberacéo de
um fosfato. Esses eventos levam a uma modificagdo na conformacdo do complexo
48S restante para um estado “fechado”, estabilizando a interacdo da subunidade
ribosomal 40S com o0 mRNA e com o Met-tRNAI (Figura 8) (Aitken e Lorsch ,2010).
Em uma segunda reacdo GTP-dependente, o fator elF5B promove entdo a adesao
da subunidade ribossomal maior (60S) ao complexo. Essa hidrélise do GTP leva a
dissociacao do elF5B e elF1A do complexo de iniciacdo 80S, deixando o Met-tRNAI
no sitio P do ribossomo pareado com o codon AUG. Nesta etapa, o ribossomo esta
pronto para entrar na fase de elongacdo e sintetizar a proteina (Lorsch e Dever,

2010; Hernandez et al., 2012).

2.4.2 Complexo elF4F e PABP

Dentre os diversos fatores que participam da iniciacdo da traducdo,
destacam-se o complexo denominado elF4F e a proteina de ligacdo a cauda poli-A
(a PABP - poly(A)-binding protein). Ambos atuam no reconhecimento de estruturas
presentes nas extremidades 5 e 3° do mRNA, provocando sua circularizagao

durante o processo de traducao (Lloyd, 2006).

27



Pereira, MMC Identificacdo e caracterizagdo de modificagdes pos-traducionais...

O complexo elF4F é formado por trés subunidades: o elF4E, a proteina de
ligacdo ao cap, que reconhece a estrutura na extremidade 5’ do mRNA e que sera
discutido em mais detalhes a seguir); o elF4A, que possui funcdo de RNA helicase,
rompendo estruturas secundarias presentes no mRNA e facilitando o deslocamento
do complexo 43S ao longo do mMRNA; e o elF4G, a proteina estruturadora do
complexo, que possui varios sitios de ligacdo para os fatores elF4E e elF4A, além
do elF3 e da PABP (Figura 9). Sendo assim, ao interagir com o elF4E ligado ao cap
e com o elF3 presente no complexo de pré-iniciacdo 43S, o elF4G atua como uma
ponte para que ocorra a interacdo do mRNA com o ribossomo (Goodfellow e

Roberts, 2008; Jackson et al., 2010).

Complexo de  (€1F3) elF2
pré-iniciagao 43S 808 \

Complexo de
pré-iniciagao 48S

Figura 9. Funcdo do complexo elF4F na iniciacdo da traducdo em eucariotos. O esquema ilustra
uma das primeiras etapas da iniciagdo da traducdo, onde observa-se que o complexo elF4F se
mantém ligado ao cap na regido 5’do mRNA através da subunidade elF4E (em verde). O fator elF4G
(em azul) também se encontra na regido 5, através de sua ligagdo ao elF4E, e carrega com ele a
terceira subunidade do complexo elF4F, o elF4A (4A na Figura). Além desses dois fatores, o elF4G
se liga também ao elF3 participante do complexo 43S (junto com a subunidade 40S e o elF2 ligado a
GTP), formando assim o complexo de pré-iniciacdo 48S. A ligacao do elFAG também com a PABP1
leva a circularizagcdo do mRNA e facilita a sua traducéo. Fonte: Modificado de Yanguez e Nieto, 2011.
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Véarias evidéncias de uma diversificacdo molecular e funcional entre os
componentes que participam da traducdo foram encontradas nas proteinas da
familia elF4. Muitos estudos demonstram que diferentes grupos de eucariotos
unicelulares e pluricelulares possuem multiplos genes paralogos para as
subunidades elF4E e elF4G, com niveis de expressdo distintos e propriedades
bioquimicas diferenciadas, dentro do mesmo organismo (Keiper et al., 2000;
Ptushkina et al., 2001; Dhalia et al., 2005; Mayberry et al., 2009; Freire et al., 2010;
Hernandez et al., 2012). Estes achados suportam a hipotese de que em organismos
com varios paralogos, um conjunto de fatores elF4 devem participar da iniciacdo de
traducdo global enquanto outros realizam atividades diferenciadas em processos
celulares especificos (Hernandez e Vazquez-Pianzola, 2005;. Hernandez et al,

2012).

Mesmo nao sendo um fator de iniciacdo da traducéo classico, a PABP possui
um papel de destaque no processo de biossintese protéica, visto que a sua
interacdo com o fator elF4G leva a circularizagcdo do mRNA. Estudos mostraram que
essa ligacdo auxilia na volta dos ribossomos para a regiao 5° do mesmo mRNA, para
um novo ciclo de traducao, reforcando a iniciacdo da traducéo e a estabilidade do

MRNA, aumentando a taxa de biossintese protéica. (Amrani et al., 2008).

2.4.2.1 A RNA helicase — o fator elF4A

A evolugcdo da traducdo cap-dependente levou a uma necessidade da
atividade de RNAs helicases para desfazer as estruturas secundarias presentes nas
5 UTRs dos mRNAs, durante a procura do codon AUG pela subunidade menor

ribossomal, dentro do complexo de iniciagdo 48S (Hernandez et al., 2012). O fator
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elF4A foi a primeira helicase identificada que exibe um papel na iniciacdo da
traducdo eucaridtica (também conhecida como DDX2). A familia das helicases
conhecidas como “DEAD-box” compreende proteinas que possuem nove motivos
conservados, e com base na sua homologia, foi demonstrado que o elF4A possui 0
motivo Il que é o mais conservado dentro da superfamilia SFll, denominado “DEAD”
(L-D-E-A-D-X-X-L) (Linder, 2003; Parsyab et al., 2011). A maioria das helicases de
RNAs envolvidos na traducdo também desempenham uma variedade de papéis em
outros processos do metabolismo do RNA, incluindo a degradagéo, exportacdo, e
processamento dos mMRNAs. As proteinas “DEAD-box” usam a energia do ATP para
desmanchar regides curtas de fita dupla de RNAs. Alternativamente elas também
podem funcionar como grampos nos RNAs dependentes de ATP, gerando centros
estaveis para auxiliar na formacdo de complexos RNA-proteinas (Linder e

Jankowsky, 2011).

O elF4A é a proteina melhor caracterizada atualmente com atividade de
helicase junto as estruturas secundarias na regiao 5 UTR nos mRNAs. No entanto,
ha evidéncias crescentes de que algumas outras helicases, tais como, Dedl, Dead-
box 29 (DHX29), Vasa (VAS), RNA helicase A (RHA, também conhecido como
DHX9) e DEAD-box 25 (DDX25), poderiam ter papéis ndo-redundantes na iniciacao
de traducéo (Parsyan et al., 2011). Até agora, parece que henhuma destas helicases
sozinha ndo possui acdo suficiente para desfazer as estruturas secundarias no
MRNA, criando condi¢bes que permitam a subunidade menor ribosomal procurar o
cédon de iniciagcdo da traducdo (Merrick, 2010). Estudos com ensaios in vitro
mostram que apenas a adicdo do elF4A j4 é suficiente para auxiliar a subunidade
ribosomal, porém, ndo esta claro se o efeito das helicases “in vivo”, reflete 0 mesmo

resultado observado nestes ensaios (Merrick, 2010). Outros resultados apontam que
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a Dedl de levedura e a DHX29 de mamiferos sdo provavelmente helicases mais
potentes do que o elF4A, e sugerem que cada uma atue em conjunto com o elF4A.
O elF4A realizaria entdo a fungao de fixar o ribossomo no mRNA, juntamente com o
complexo elF4F, enquanto que a Dedl e DHX29 auxiliariam na varredura pelo
MRNA na regido 5 UTR (Jackson et al., 2010; Aitken e Lorsch,2012). A atividade
helicase do elF4A livre é baixa, mas € estimulada quando a proteina se liga ao
elF4G e aos fatores elF4B ou elF4H, em mamiferos e plantas (Marintchev e

Wagner, 2004; Marintchev et al., 2009; Aitcken e Lorsch, 2012).

2.4.2.2 O estruturador do complexo elF4F — o fator EIF4G

O fator elF4G funciona na iniciacdo da traducdo como uma proteina de
ancoramento, permitindo que multiplos fatores de traducdo se liguem a ele e
permanegcam associados a regiao 5 da molécula de mRNA. Além disso, o elF4G
promove 0 recrutamento da pequena subunidade ribossomal 40S e ajuda na
circularizacdo do mRNA, também através da interacdo com proteinas participantes
do processo (Prévot et al.,, 2003). Por ser uma proteina muito grande, com
aproximadamente 1600 aminoacidos, ainda nao foi possivel obter uma estrutura
tridimensional em alta resolucdo do elF4G inteiro. Contudo, dominios funcionais
individuais como os dominios de ligacdo a PABP, ao elF4E, e os dois dominios de
interacdo ao elF4A ja foram obtidos (Bellsolell et al., 2006; Valasék, 2012). O elF4G
pode ser dividido em trés partes. A sua por¢cdo N-terminal, contém os sitios de
interacdo com a PABP, com o elF4E e com o RNA. Sua porcédo central possui sitios
para ligacdo ao elF4A (o primeiro, de dois sitios de interacdo), ao elF3 e outros sitios

envolvidos na ligacdo direta ao mRNA. J& a porcdo C-terminal possui o segundo
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sitio de interagcéo ao elF4A e o sitio para a MAP-kinase que fosforila o elF4E, a Mnk

(Figura 10) (Valasék, 2012).

PABP elF4E elF4A elF3 elF4A Mnk1
I Bl B erc
1 132 160 572-78 7122 949 975 1065 1201 1411 1560

Figura 10. elF4Gl e seus dominios de interacdo. Esquema do fator elF4Gl de humanos
demonstrando seus principais dominios de interacdo com proteinas que participam da iniciacdo da
traducdo. A regido N-terminal da proteina possui o sitio de ligacdo a PABP e ao elF4E. Na regido
central, séo encontrados o sitio principal de interagdo ao elF4A e o sitio de ligacédo ao elF3. A regido
C-terminal possui o segundo sitio ao elF4A e o sitio de ligacdo a quinase Mnk-Fonte: Prévét et al.,
2003.

A interacdo elF4G-elF3 cria uma ponte entre o complexo elF4AF-mRNA-PABP
ligado ao cap, com o complexo de iniciacdo 43S (LeFebvre et al, 2006). Contudo, foi
observado que em células com mutacdo no sitio de ligacdo do elF4G ao elF3 nado
houve impacto significativo nos niveis de traducdo e que esse mutante permanece
associado aos polissomos. Esses dados sugerem que a interacdo elF4G-elF3 pode
nao ser essencial para a associagao do elF4F (ligado ao mRNA) com o complexo de
iniciacdo 43S em mamiferos e, portanto, pode ser dispensavel para uma tradugéo
basal geral (Hinton et al.,, 2007). Em mamiferos, foi demonstrado também que a
interacédo elF4G-elF4E aumenta fortemente a interacéo do elF4E pelo cap. Isto pode
ser explicado pelo fato do elF4G se ligar diretamente ao mRNA, favorecendo uma

estabilizacdo do complexo elF4G-elF4E-cap (Yanagiya et al., 2009).
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O fator elF4G apresenta-se como duas isoformas em mamiferos, leveduras e
plantas. Em leveduras e mamiferos, as duas isoformas possuem uma conservagao
moderada entre suas sequéncias (por volta de 50% de identidade). Em ambos o0s
casos as duas isoformas aparentemente desempenham a mesma funcao (Prévot et
al., 2003). Uma observacao importante € que nao foram identificadas interacdes dos
elF4Gs de leveduras com o elF3 e sim com os elF5 e elF1 (Asano et al., 2001).
Acredita-se que estas interacdes poderiam funcionalmente substituir a interacéo do
elF3-elF4G para o recrutamento do complexo de pré-iniciagdo 43S, nestes

organismos (He et al, 2003).

2.4.2.3 A proteina de ligacao a cauda poli(A) — PABP

A proteina de ligacdo a cauda poli(A), PABP, possui funcdes variadas em
diferentes processo biolégicos celulares. Dois grupos distintos de PABP foram
identificados em vertebrados: a PABP citoplasmatica classica, denominada de
PABPC ou simplesmente de PABP; e a PABP nuclear (PABPN). A PABP
citoplasmatica atua na iniciagcdo da traducdo e na regulacdo da estabilidade dos
MRNAs, fungbes que dependem de uma interagao com o cap na extremidade 5 dos
MRNAs (Kuhn e Wahle, 2004). Esta proteina atua ainda no processamento de pré-
MRNAS, transporte do nucleo para o citoplasma e na terminacéo da traducéo (Wang
e Grumet, 2004). J4 a PABPN est4 envolvida na sintese da cauda poli(A), auxiliando
no aumento da acao da poli(A) polimerase e contribuindo para definir o comprimento

da cauda poli(A) recém sintetizada (Kuhn e Wahle, 2004; Libri, 2010).

A PABP citoplasmatica € composta por uma regido N-terminal, que

compreende quatro dominios de reconhecimento ao RNA (RRMs de RNA
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recognition motifs) ndo idénticos, uma regido de conexdo rica em prolina e uma
regido C-terminal que consiste de um dominio estruturado conhecido por PABC. Os
RRMs parecem diferir nas suas especificidades de ligagdo a RNAs e na sua
capacidade de interagir com parceiros proteicos. Os RRMs 1 e 2 foram identificados
como os dominios que se ligam especificamente ao poli(A) e estes mesmos
dominios mostram uma disponibilidade de residuos sobre a parte da proteina ndo

ligada ao mMRNA para mediar interacdes proteina-proteina (Smith e Gray, 2010).

Foi demonstrado que a PABP de mamiferos parece atuar como um genuino
fator de iniciacdo da traduc&o, uma vez que em ensaios in vitro interage com o
elF4G através de sua regido N-terminal e esta ligacdo representa uma forma de
promover a circularizacdo mRNA, conectando o cap com a cauda poli(A), facilitando
a traducao (Valasék, 2012). Dados recentes, contudo, levantam duvidas em relagéo
a importancia funcional da circularizacdo do mRNA especificamente gerado a partir
da interacdo elF4G-PABP, uma vez que, em levedura, foi mostrado que essa
interacdo é dispensavel para o crescimento celular. Além disso, esse estudo mostrou
gue sO ocorre problemas na viabilidade das células quando a interacdo do elF4E-
cap e o dominio de ligacdo do elF4G ao mRNA sao simultaneamente impedidas
(Park et al., 2010). Por isso, foi proposto que a ligacdo elF4G-PABP nao é critica
para uma iniciacdo da traducdo eficiente, mas simplesmente representa uma das

diversas interacdes que estabilizam o elF4G na ligacdo ao mRNA (Valasek 2012).

2.5 A proteina de ligacédo ao cap — o fator elF4E

O fator elF4E é uma proteina de aproximadamente 24 kDa que possui um

papel essencial na biossintese protéica. E uma proteina conservada em diversos
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organismos, chegando até a ser considerada como uma familia de proteinas,
envolvidas ndo somente na traducdo, mas em outras fungdes celulares associadas
ao metabolismo de mRNAs, como transporte nucleo-citoplasma, sequestro de
MRNAs para repressdo da traducdo e a estabilizagdo de mRNAs contra a

degradacédo (Rhoads et al., 2007; Rhoads, 2009).

2.5.1 Estrutura do elF4E

A andlise estrutural do elF4E aumentou consideravelmente a compreensao
molecular das interacdes com o0 cap e com seus varios parceiros funcionais. Dadas
as muitas funcbes criticas que este fator desempenha na célula, ndo é
surpreendente que a sequéncia primaria de aminoacidos seja conservada em Varios

organismos (Goodfellow e Roberts, 2008).

Estudos mostraram que o elF4E de camundongo, humano e de levedura se
ligam a analogos do cap, e que cada um deles é constituido por oito cadeias de
folhas B suportadas por trés a-hélices, conferindo a proteina a forma de uma méo
cbncava, em forma de concha (Matsuo et al., 1997; Marcotrigiano et al., 1997,
Tommo et al, 2002). Dois residuos do aminoacido aromatico triptofano, encontrados
nas posicdes 56 e 102, sdo altamente conservados e 0s responsaveis pela ligacdo a
estrutura do cap, empacotando a guanosina metilada do cap dentro da superficie
cbncava da proteina (Figura 11) (Niedzwiecka et al., 2002; Joshi et al., 2005). Trés
pontes de hidrogénios entre o cap e os aminodacidos triptofano 102 e o glutamato
103 estabilizam ainda mais essa ligacdo, além de vérias ligagdes polares entre a
proteina e o grupo fosfato presente no cap e varias interagcdes de van der Waals

(Fischer, 2009; Jackson et al., 2010). J4 na face convexa do elF4E, se ligam a
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maioria dos seus parceiros funcionais, como o elF4G, e essa ligagdo envolve outro

triptofano conservado, o W73 (Figura 11) (Goodfellow e Roberts, 2008).

Peptideo
elF4G

Figura 11. Estrutura tridimensional do elF4E de camungongo. Conformacao da proteina elF4E
(em azul), demonstrando o sitio de ligagdo ao cap na regido concava da proteina, nos aminoacidos
W56 e W102. A figura mostra também o aminoacido W73, que esta envolvido na ligacdo com o elF4G
(em vermelho), na parte convexa da proteina. Fonte: Modificado de Goodfellow e Roberts, 2008.

A anadlise de sequéncias membros da familia elF4E de um grande numero de
espécies representando os mais diferentes grupos de eucariotos sugerem que 0
elF4E foi duplicado diversas vezes durante a evolucao, produzindo novas formas da
proteina que podem realizar outras funcées ou até mesmo regular as atividades do
proprio fator de traducéo (Joshi et al., 2005). Estas proteinas foram divididas em trés
classes distintas, através da andlise da conservacdo dos residuos de triptofanos
conservados criticos para sua fungdo. Com a excecdo de alguns homodlogos de
protistas, todos os elF4Es podem ser agrupados em uma das trés classes da

superfamilia elF4E. Essas classes foram subdivididas de acordo com a presenca
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dos triptofanos 43 e 56 do elF4E de humanos (Joshi et al. 2005). Os membros da
classe I, contém os dois triptofanos, em ambas as posi¢cdes. Os membros da classe
[l contém, no lugar do primeiro triptofano, uma tirosina, fenilalanina ou uma leucina,
e, no lugar do segundo triptofano, uma tirosina ou fenilalanina. J& os membros da
classe Il contém o triptofano na primeira posi¢do, mas substitui o segundo por uma

cisteina ou tirosina (Rhoads, 2009).

2.5.2 FuncOes do elF4E e seus parceiros de ligagéo

Em mamiferos, o elF4E tipico interage tanto com a estutura cap e com o fator
elF4G, como também com proteinas denominadas 4E-BPs, as proteinas de ligacao
ao 4E (4E- binding protein), que atuam reprimindo a traducao, através do sequestro
do elF4E (Joshi et al.,, 2004). A maioria dos parceiros do elF4E identificados em
eucariotos, incluindo o elF4G e as 4E-BPs, contém uma sequéncia de ligacao
YXXXXL¢, sendo o X qualguer aminoacido, e o ¢ qualquer residuo hidrofébico,
podendo ser Leucina, Metionina ou Fenilalanina (Goodfellow e Roberts, 2008;
Rhoads, 2009). A ligacdo elF4E-elF4G é um alvo importante para o controle da
traducdo, pois as 4E-BPs e algumas outras proteinas também contém este motivo
peptidico que se assemelham ao sitio de ligacdo do elF4G pelo elF4E. Este motivo
€ pequeno (no maximo 15 aminodacidos), porém é através desta regido que estas
proteinas competem com o elF4G e assim controlam a taxa de associacdo da
subunidade ribossomal 40S com mMRNA, e consequentemente, a iniciagdo da

traducao (Ritcher and Sonnemberg, 2005).

Levando em consideracdo os trés homologos do elF4E de mamiferos, todos

eles podem interagir com a estrutura cap e se ligar aos mRNAs. Porém em relacao
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ao 4G e as 4E-BPs, cada um interage de maneira especifica. O elF4E-1, que
pertence a classe | na superfamilia dos 4Es, liga-se ao elF4G, bem como as 4E-
BPs. Ja o elF4E-2, inserido na classe Il, ndo interage com o elF4G, e o elF4E-3
(Classe l1ll), ndo se liga as 4E-BPs (Joshi et al., 2004; Jagus et al., 2012). Uma
provavel hipdtese é que cada membro da famlilia elF4E preencha uma funcgéo
especializada no recrutamento dos mRNAs pelo ribossomo por meio de diferencas
em suas capacidades de interagir com o cap e/ou interagir com elF4G e 4E-BPs
(Joshi et al.,, 2004). Além disso, alguns membros da superfamilia dos elF4Es
pertencentes a classe Il poderiam estar atuando como repressoras da traducdo. O
4E-HP ou elF4E-2 de mamiferos, o elF4E-8 em drosdfila, o IF4 em C. elegans e a
NCBP em Arabidopis thaliana, sdo exemplos de membros da classe Il que se ligam
ao cap, mas nao interagem com o elF4G, sequestrando mMRNAs especificos para
nao serem traduzidos (Hernandez et al., 2012). Em outros casos, homélogos do
elF4E podem estar envolvidos com novas fungdes moleculares ndo relacionadas
diretamente com a iniciacdo da traducdo. Este parece ser o caso do elF4E-2 de
Giardia sp., que se liga a pequenos RNA nucleares ndo traduziveis (Li e Wang,

2005).

Em mamiferos, cerca de 68% do elF4E é encontrado no ndcleo, e parte dele
atua coordenando a exportacdo de um subconjunto de mRNAs envolvidos na
progressao do ciclo celular, baseado no reconhecimento de um elemento de 50
nucleotideos na regido 3° UTR dos transcritos, conhecido como elemento de
sensibilidade ao 4E (4E-SE) (Culjkovic et al., 2007). Através da presenca deste
elemento, a exportagdo de mMRNAs que dependem do elF4E acabam por possuir

uma estabilidade maior, e com do aumento da quantidade e acumulo destes mMRNAs
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no citoplasma, possibilitam uma produgdo aumentada da proteina (Culjkovic et al.,

2007).

O elF4E possui ainda um papel fundamental na regulacdo da degradacao dos
MRNAs. Foi descoberto que micro-RNAs (miRNAs) ndo traduziveis atuam mediando
a repressdo transcricional e a degradacdo de mRNAs através de pareamento de
bases com os mRNAs (Filipowicz et al., 2008). Além disso, mRNAs que sé&o
transcricionalmente reprimidos podem ser acumulados em locais citoplasmaticos
denominados de P-Bodies, que parecem atuar como sitio final da degradacdo de
MRNAS, ou em granulos de estresse (SGs), que se formam em resposta a varias
condicBes de estresse na célula (Anderson e Kedersha, 2007; Olszewska et al.,
2009). Os granulos de estresse sao dinamicos e parecem ser compostos por
MRNAs que sdo retidos no processo de iniciacdo da traducdo. Eles contém,
complexado a estes mMRNAs, um conjunto de fatores de iniciacdo da traducéo
(elF4E, elFAG, elF4A, elF3, and elF2), além da subunidade menor ribossomal e a
PABP (Balagopal and parker, 2009). J& no caso dos P-Bodies, esses fatores e a
subunidade 40S néo sédo encontrados, com excec¢ao do elF4E e os componentes da
maquinaria de repressdo dos miRNAs, mais um indicio que de o fator atue nesta

funcdo (Rhoads, 2009; Balagopal e Parker, 2009).

Véarias outras proteinas, além do elF4G e 4E-BPs, foram identificadas
interagindo com o elF4E, cada uma atuando de forma a regular a funcdo deste fator
(Rhoads, 2009). A p20 e a Maskin foram descritas como proteinas de repressao da
traducdo em S. cerevisiae e Xenopus laevis, respectivamente (Altmann et al., 1997;
Richter e Sonenberg, 2005). J4 a Vpg, uma proteina viral, reduz a afinidade do
elF4E pelo cap (Léonard et al., 2000). A Lipoxigenase 2 regula a atividade do elF4E

por competir com o0 elF4G e 4EBPs pelo sitio de interagdo do fator (Freire et al.,
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2000). Ja a proteina transportadora do elF4E (4E-transporter) é uma proteina que
transporta o elF4E para o ndcleo, e também interage com o fator no mesmo sitio do
elF4G e das 4E-BPs (Dostie et al., 2000). Além disso, dentro do nucleo, o elF4E
ainda interage com proteinas que possuem dominios estruturais especificos que
regulam sua ligacdo ao cap e inibem a exportacdo de mRNAs (Culjkovic et al.,

2005).

Com estas multiplas fungbes, o fator elF4E pode ser considerado como um
potente modulador da expressdo génica global. O elF4E atua na modulacdo da
expressao de fatores de proliferacdo e de ciclo celular, na regulacdo da degradacéo
de mMRNAs especificos e também na repressao da traducdo, afetando diretamente a

expressao génica final da célula (Culjkovic et al., 2007).

2.5.3 Regulacdo da atividade do elF4E

Sendo uma das principais funcdes do elF4E participar da traducdo a nivel
global, uma falha na regulacdo desta funcdo pode contribuir para uma malignidade
celular. Em metazoarios, uma alteracdo na regulacdo do elF4E permite uma
traducdo alterada de um conjunto limitado de mRNAs que codificam proteinas-
chaves envolvidas na proliferacdo de células, angiogénese e metastase (Fisher,
2009). Portanto, sua atividade necessita ser bem orquestrada por diferentes
mecanismos de regulagcéo e que atuam via modulacdo da transcricdo de seu gene e
degradacdo da proteina madura, controlando seus niveis intracelulares. O controle
ainda pode ocorrer via por fosforilacdo e através da interacdo com as 4E-BPs

(Goodfelow e Roberts, 2008).
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2.5.3.1 Regulacao transcricional do elF4E e da sua degradacéao

O controle transcricional da sintese do elF4E ainda ndo esta totalmente
esclarecido, mas sabe-se que seu promotor possui dois sitios de ligacdo do
regulador transcricional c-Myc, que atua na regulagéo da expressao do gene (Lynch
et al., 2005). Estudos mostraram que o0s dois sitios myc sdo necessarios para a
expressdo do elF4E em sistemas heterélogos (Jones et al., 1996), e que a
expressao diferenciada de alguns genes foram associados com niveis alterados do

elF4E, em resposta a alteragdes nos niveis de expressao de c-Myc (Schmidt, 2004).

A presenca de soro, fatores de crescimento ou de ativacdo imunolégica nas
células T tém sido associadas ao aumento da transcricdo do gene elF4E (Schmidt,
2004). Contudo, esta superexpressao nao leva ao aumento global da taxa de
traducdo. Apenas um grupo especifico de mMRNAs tém suas taxas aumentadas,
incluindo alguns codificados por genes considerados oncogénicos, como 0s da
Ciclina D1, VEGF (Fator de Crescimento Vascular Endotelial), ODC (Ornitina
Descarboxilase) e o MMP9 (Metaloproteinase de Matriz 9), além do proprio c-Myc
(Fisher, 2009). Assim, a superexpressdo do elF4E induz a transformacdo e
malignidade das células de animais e, ainda que o0s niveis elevados de elF4E
tenham sido observados associados a varios tipos de cancer, a importancia destes
niveis e o papel do elF4E na progressdo de tumores ainda ndo estdo bem

esclarecidos (Goodfellow e Roberts, 2008).

Pouco se sabe em relagéo a regulacdo da degradacdo do mRNA que codifica
o elF4E e da propria proteina. Um estudo mostrou que o elF4E é ubiquitinado no
residuo Lys-159, um sinal de protedlise, e que o uso de um inibidor de proteassoma

leva ao aumento dos niveis de elF4E na célula, sugerindo que a protedlise do elF4E
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€ dependente deste proteassoma (Murata e Himotohno, 2006). Além disso, um
mutante do W73, incapaz de ligar ao elF4G ou a 4E-BP, exibe uma degradacao
aumentada, enquanto a superexpressdao da 4E-BP protege o elF4E da

ubiquitinizagdo (Murata e Himotohno, 2006).
2.5.3.2 Regulacao por fosforilagdo do elF4E

O elF4E de humanos € alvo de fosforilagdo em apenas um Unico sitio, na
serina 209, perto da por¢cédo C-terminal da proteina (Joshi et al., 1995). A fosforilacédo
do elF4E ocorre principalmente quando o elF4E e as chamadas quinases do elF4E,
as Mnks (Mnkl e 2), estdo ligadas ao elF4G. As Mnks, porém, que interagem
diretamente com a regido carboxi-terminal do elF4G, também podem fosforilar o
elF4E na auséncia deste ultimo, mas a eficiéncia desse processo € bem mais baixo
(Pyronnet, 2000). A fosforilacdo do elF4E parece regular sua funcéo, porém, apesar
de extensos estudos ao longo de mais de duas décadas, ndo ha consenso ou
mesmo um modelo claro que possa explicar a importancia funcional desta

fosforilacdo (Buxade et al., 2008).

Por ser a fosforilacdo do elF4E induzida por fatores de crescimento, alguns
grupos postulam que a presenca da fosforilacdo aumenta a eficiéncia de traducéo
(Scheper & Proud, 2002). Estudos com diferentes organismos sustentam esta teoria,
como a utilizacdo de um mutante pontual no sitio de fosforilacdo do elF4E de
drosdfila, que reduz a viabilidade e o tamanho do corpo das larvas (Lachance et al.,
2002). O uso do inibidor da quinase Mnk, que bloqueia a fosforilagdo do elF4E e
inibe a sintese da proteina angiotensina-Il, causando hipertrofia muscular de ratos
(Ishida et al., 2003). Outros relatos, no entanto, ndo suportam essa teoria e a analise

in vitro da interac&o entre o elF4E fosforilado na Ser-209 e o cap demonstra que ha
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uma repulséo eletrostatica entre os dois com o aumento da taxa de dissociacdo do
fator de seu substrato no mRNA (Slepenkov et al., 2006). Entretanto, este estudo do
cap é controverso, visto que alguns outros estudos prévios sugerem que a
fosforilacdo de elF4E aumenta a sua afinidade pelo cap, além de também favorecer
a sua entrada no complexo de iniciagdo da tradugédo (Minich et al., 1994; Pyronnet,

2000; Mahalingam e Cooper, 2001).

Uma terceira teoria propde que os eventos de fosforilacdo-desfosforilagdo nao
possuiriam relacdo com a traducdo. Um estudo demonstrou que a Mnkl e 2 sao
essenciais para a fosforilacdo do elF4E, mas ndo para o crescimento e
desenvolvimento celular, pois mutantes com nocautes duplos nas duas Mnks de
ratos ndo apresentaram alteracdes significativas nos niveis de traducéo global (Ueda
et al, 2004). Outro estudo demonstrou que a inibicdo da fosforilacdo impede a
exportacdo da ciclina D pelo elF4E, indicando que a fosforilacdo € um importante
regulador da atividade de transporte ndcleo-citoplasma (Topisirovic et al., 2004). A
fosforilacdo poderia entéo estar relacionada com outras funcées do elF4E sem estar

necessariamente ligada a traducao.

O efeito da fosforilacdo do elF4E e sua relevancia funcional é diferente entre
0S eucariotos, visto que residuos equivalente a Ser-209 de metazoarios ndo sao
conservados em fungos, protistas e plantas. Embora conservada entre os
metazoarios, ortdlogos de Mnk também n&o foram encontrados em S. cerevisiae ou
em plantas, cujos homologos de elF4G ndo possuem o dominio de ligacdo a Mnk.
Além disso, tanto o EIF4E3 de Trypanossoma brucei como o elF4E de S. cerevisiae
sao fosforilados em residuos diferentes da Ser-209 (Hernandez et al., 2012). Esses

dados suportam a idéia de que a fosforilagdo na Ser-209 pelas quinases Mnks
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envolvem apenas 0s metazodarios, e que mecanismos alternativos devem regular

esta fosforilagdo nos outros eucariotos (Hernandez et al., 2010).

2.5.3.3 Regulacéo atraves das 4E-BPs

A participacdo do elF4E na iniciagdo da tradugdo em metazoarios é regulada
também através da sua interacdo com proteinas da familia 4E-BP, que funcionam
como sequestradores do elF4E, competindo com o elF4G pelo mesmo sitio de
ligacdo, inibindo assim a traducdo cap-dependente (Figura 12) (Sonenberg E
Hinnebusch, 2009). Em mamiferos, a familia das 4E-BPs consiste de trés proteinas
de baixo peso molecular, denominadas 4E-BP1, 4E-BP2 e 4E-BP3. A mais estudada
entre elas, a 4E-BP1 (também conhecida com PHAS-I) foi primeiramente identificada
em adipdcitos como uma proteina fosforilada na serina 64, pela quinase MAPK, em
resposta a um tratamento com insulina (Lin et al., 1994; Pause et al., 1994; Zhou e

Huang, 2011).

A ligacdo das 4E-BPs ao elF4E é controlada, pela fosforilacdo das 4E-BPs,
através do mecanismo em cascata que depende da via AI3K/Akt/mTOR (Figura 12)
(Hay e Sonenberg, 2004). Quando as 4E-BPs estdo hipofosforiladas, elas se ligam
ao elF4E, inibindo a traducdo. Mas quando elas se encontram hiperfosforiladas, ndo
se ligam ao elF4E, que permanece livre para participar da iniciacdo da traducao
(Goodfellow e Roberts, 2008; Jackson et al., 2010). Estas fosforilagbes ocorrem em
resposta a estimulos extracelulares e sinais intracelulares que ativam a via da
quinase mMTOR (mamalian Target Of Rampamicin — alvo da rampamicina de
mamiferos). Estes estimulos incluem fatores de crescimento, oferta de energia,

disponibilidade de aminoacidos e quantidade de oxigénio. A via da quinase mTOR
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fosforila a 4E-BP em multiplos sitios (Figura 12), tendo sido identificados até agora 6

sitios para a 4E-BP1 (Richter e Sonenberg, 2005; Sonenberg, 2008).

#28p

4E-BP

Rampamicina — FRAP/mTOR A‘FRAP/mTOR
(INATIVO) (ATIVO)

Y
P _P
elF4G @85

P 7mG elF4E <> elF4E <> elF4E

fi
[

&

| N

*®
-

hren—— 1Y ~{\\] -

Figura 12. Regulacéo da atividade do elF4E pelas 4E-BPs. A quinase FRAP/mMTOR hiperfosforila a
4E-BP em vérios sitios, 0 que provoca a liberacdo do elF4E para ser ligar ao elF4G e participar da
iniciacdo da traducao. A inibicdo da via FRAP/MTOR pela rampamicina leva a hipofosforilagdo da 4E-
BP, competindo com o elF4G pela ligagdo com o elF4E. Assim, a fosforilagdo da 4E-BP esta
diretamente relacionada com o aumento da tradug&o. Fonte: Richter e Sonenberg, 2005.

2.6 O complexo elF4F e a PABP nos tripanosomatideos.

A iniciacdo da traducdo nos tripanosomatideos ainda precisa ser mais
compreendida mas, a partir da conclusdo do sequenciamento dos genomas das
primeiras espécies destes organismos, ja foram descritos dois homologos do fator
elF4A, quatro de elF4E, cinco de elF4G e trés de PABP em Leishmania (Yoffe et al.,
2004; Dhalia et al., 2005; Yoffe et al.,, 2006; da Costa Lima et al., 2010). Com
excecao da PABP, que possui apenas dois homologos encontrados em T. brucei e

T. cruzi, todos os outros fatores possuem o mesmo numero de homologos nas
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diferentes espécies de tripanosomatideos. O numero elevado de homodlogos de
elF4E (sao seis ao todo, com dois ainda ndo descritos na literatura) e elF4G chama
bastante a atencdo, em especial se considerar que eucariotos bem mais complexos,
como animais metazodrios, tem até trés homologos de elF4E e em geral um ou dois
homdlogos de elF4G (Contreras et al., 2008). E possivel que este fato seja
consequéncia do complexo ciclo de vida destes organismos, com dois hospedeiros e
formas de vida distintas (Dhalia et al., 2005), embora um outro protozoario com um
ciclo de vida ainda mais complexo, como o Plasmodium falciparum, conte com

apenas dois homologos de elF4E (Shaw et al., 2007).

2.6.1 EIF4As

O primeiro homélogo de fator de iniciagdo da traducdo identificado em
tripanosomatideos foi um homologo de elF4A de Leishmania, denominado de LelF,
gue é constitutivamente expresso nas suas fases amastigota e promastigota (Skeiky
et al.,, 1998). Contudo, seu papel na iniciacdo da traducdo s6 passou a ser
investigado mais tarde, quando da identificacdo de um segundo homodlogo deste
fator (Dhalia et al., 2005). Em T. brucei seus ort6logos foram melhor caracterizados e
observou-se que apenas um deles (0 TbEIF4AIl ou EIF4AIl) é um elF4A funcional
com funcdo na traducao, visto que sua localizacdo € citoplasmatica e a deplecéo
pela técnica de RNAI causa a inviabilidade do parasita e inibicdo da sintese proteica.
Ja o0 segundo homologo de elF4A também é essencial para a célula mas possui uma
localizacdo nuclear e ndo parece estar envolvido na sintese proteica. Este parece
ser um provavel ortélogo do elF4Alll, com quem tem mais homologia de sequéncia,

e por este motivo foi denominado de TbEIF4AIlll (ou EIF4AIIl), agindo talvez em
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mecanismos de processamento dos mRNAs (Dhalia et al., 2006). Outro estudo
independente confirma que a funcdo do EIF4Al deve estar relacionada com a
traducdo, visto que possui funcdo ATPase dependente de RNA in vitro e interage

diretamente com o elF4G de levedura (Barhoumi et al., 2006).

2.6.2 EIF4Gs

Em contraste com os homélogos de elF4E e elF4A, cuja similaridade com
seus equivalentes de outros eucariotos se da ao longo de toda a sua sequéncia, a
semelhanca entre os cinco homologos de elF4G de tripanosomatideos (EIF4G1 a 5)
e 0s de outros eucariotos se restringe a seu dominio central de ligacdo ao elF4A,
elF3 e RNA. A excecdo dos EIF4AG3 e 4, que possuem regido de homologia entre si
ao longo de toda sua sequéncia, € apenas nesse dominio central que também
ocorre homologia entre estas proteinas (Dhalia et al., 2005). Do ponto de vista
funcional, at¢é o0 momento apenas os EIFAG3 e 4 foram direta ou indiretamente
implicados na sintese protéica. No caso do EIF4G3, este se mostrou-se capaz de
interagir diretamente com o EIF4E4 e com o EIF4Al e o complexo formado foi
encontrado na fracdo polissomal, indicando sua participacdo na traducéo (Yoffe et
al., 2009). Em T. brucei, as mesmas interagdes foram observadas, além de uma
interacdo adicional entre o EIF4G3 e o EIF4E3, que parece ser especifica desta
espécie (Freire et al., 2010). J& no caso do EIF4G4, sua interacdo especifica com o
EIF4E3 em Leishmania e T. brucei reforca um papel na traducéo, se nao ativamente
No processo ao menos como um elemento regulador (Freire et al., 2010; Zinoviev et

al., 2012).
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2.6.3 PABPs

Os trés homologos da PABP identificados em Leishmania sp. possuem todas
as regides identificadas para as PABPs citoplasméticas, entretanto foi observado
que as trés proteinas diferem na maneira de se ligar ao RNA alvo. Todas séo
citoplasmaticas e expressas simultaneamente, mas o tratamento com Actinomicina
D leva a migracdo quase que total das PABP2 e 3 para o nucleo, diferentemente da
PABP1. De fato, experimentos de imunoprecipitacdo mostram que as PABP2 e 3
interagem entre si, e nenhuma das duas se liga a PABP1, enquanto que somente a
PABP1 parece interagir com o EIF4G3. Ja nos ensaios de RNAi com os dois
homélogos da PABP presentes em T. brucei, foi observado que as duas proteinas

sao essenciais para a viabilidade do parasita (da Costa Lima et al., 2010).

2.6.4 EIF4Es

Em L. major um primeiro candidato homologo do elF4E foi inicialmente
identificado e caracterizado (LeishlF4E-1) como uma proteina citoplasmatica e com
afinidades equivalentes de ligagcdo ao cap monometilado e tetrametilado (Yoffe et al.,
2004). Posteriormente, um segundo trabalho foi publicado identificando os quatro
homologos de elF4E caracterizados até o momento (Dhalia et al., 2005). Em seguida
ensaios foram realizados onde se avaliou a capacidade dos quatro homodlogos de
reconhecer diferentes analogos sintéticos de cap e estes mostraram diferentes
especificidades para cada proteina. Ao mesmo tempo, quando sua interagdo com a
protéina elF4E-BP1 de mamiferos foi avaliada, apenas as proteinas EIF4E1l e
EIF4E4 se ligaram a GST-elF4E-BP1 imobilizada em resina (Yoffe et al., 2006).
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Mais recentemente a viabilidade celular dos quatro homélogos de elF4E de T.
brucei foi investigada através de ensaios de RNAI e sua interacdo com homélogos
de elFAG também foi avaliada. Estes estudos resultaram na separacdo das quatro
proteinas em dois grupos distintos. Os homologos EIF4E1 e 2 ndo estariam
diretamente envolvidos na traducdo, mas com fungdes essenciais para a viabilidade
celular. Ja os EIF4AE3 e 4, que sdo mais abundantes e citoplasméticos,
provavelmente estariam envolvidos na iniciagdo da tradugcéo. Ensaios de interacao
proteina-proteina demonstraram a interacdo dos fatores EIFAG3/EIF4E4 e
EIFAG4/EIF4E3, indicando que em tripanosomatideos pode haver a formacdo de
dois complexos EIF4F distintos (FREIRE et al.,, 2010). Estes dois complexos
poderiam co-existir, realizando, por exemplo, a traducdo de diferentes classes de
MRNAS, como ja foi visto em plantas, que possuem o complexo elF4F e o elF(iso)4F

(Browning et al., 1992)

Estudos mais recentes foram realizados utilizando células de Leishmania
amazonensis. Foi observado através de espectrometria de massa que o EIF4E4
interage com homologos de outros fatores de iniciacdo da traducdo, além do
EIFAG3, como homdlogos de elF5, elF5B, subunidades dos elF3 e elF2, além das
PABP1 e 2 e algumas proteinas ribossomais (Zinoviev et al., 2011). Em ensaios de
duplo-hibrido em leveduras, a ligacdo do EIF4E4 com o EIF4G3 foi investigada e
identificou-se que uma mutagdo pontual em residuo do EIF4E4 equivalente ao W73
de mamiferos impede essa interagdo (Zinoviev et al., 2011). O EIF4E1 também
interagiu com varios fatores de iniciacdo da tradugéo, como o EIF4AI, e homdlogos
das subunidades do elF3 e elF2 além das PABP1l e 2, com intera¢cdes muito
similares as do EIF4E4. Esta proteina, contudo, ndo foi capaz de interagir com

nenhum dos homologos do EIF4G (Zinoviev et al., 2011).
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Outro estudo com L. amazonenses, focando no EIF4E3, mostrou que este
interage fortemente com o EIF4G4, porém dificiimente se liga ao cap4. Além disso,
nenhum destes dois fatores co-migram com polissomas em gradientes de sacarose.
Por conta disso, é provavel que ndo atuem na iniciacdo da traducdo global. Na
microscopia confocal, o EIF4E3 foi encontrado dentro de granulos induzidos por
estresse nutricional, mas seu parceiro EIF4G4 nao foi encontrado no mesmo local, o
que é esperado, visto que sob esta condicdo, a interagdo entre essas duas proteinas
seria diminuida. Provavelmente, no estresse, o EIF4E3 sofre alguma modificacao,
sendo liberado pelo EIF4G4 para entrar nos granulos provocados pelo estresse,

onde os mMRNAs inativos sdo armazenados (Zinoviev et al., 2012).

2.7 Modificacfes poOs-traducionais

ModificagBes poOs-traducionais possuem papel fundamental na regulacdo da
expressao génica, especialmente ao nivel transcricional. A expressao de muitos
genes pode ser alterada simultaneamente em resposta a estimulos extracelulares,
através de reacdes em cascata (Yang, 2005; Fernandez-Moya e Estevez, 2010). As
modificacbes mais importantes conhecidas nas proteinas incluem a adicdo de
pequenos grupos quimicos, como fosfato, metil, acetil, lipideos, e acucares, como
também polipéptidos inteiros, tais como ubiquitina ou SUMO, que sdo empregados
para controlar as interacdes entre fatores protéicos e propriedades como,
localizacéo, estabilidade e atividade das proteinas-alvo (Ulrich, 2012; Castro et al.,

2012)
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2.7.1 Fosforilagéo

Durante o curso da evolugéo, a fosforilagdo emergiu como um dos tipos de
modificacdo pos-traducional mais importantes para o controle da funcdo de
proteinas, talvez devido a sua versatilidade e rapida reversibilidade, e até hoje é a
modificagcdo pos-traducional melhor estudada. Fosfo-aminoacidos sdo gerados como
novas entidades quimicas que nao se parecem com qualquer aminoacido natural, e
assim, proporcionam um meio de diversificar a natureza quimica da superficie da
proteina (Hunter, 2012). A fosforilacdo reversivel funciona como um interruptor
molecular, que permite a regulacdo do metabolismo e a transducdo de sinal nas

células (Leitner et al., 2011).

Quase um terco de todas as proteinas eucaridticas sdo modificadas pela
fosforilacdo, atuando em residuos de serina, treonina ou tirosina, controlando um
enorme numero de fungdes celulares (Walsh et al., 2005; Andreeva e Kutuzov,
2008). Na célula, fosfatases e quinases tém um papel antagbnico, controlando a
fosforilacdo. Dessa forma elas podem modular a funcdo de diferentes proteinas
através de mudancas conformacionais que alteram suas atividades, causam
mudancas de estabilidade, modificam sua localizagdo celular e influenciam na
formacdo de complexos protéicos. Essas mudancas ocorrem através de cascatas de
sinalizacao e regulam processos como o ciclo celular, a diferenciacéo, a interacao
entre célula-célula e célula/substrato, a motilidade celular, a resposta imune, a
atividade de transporte transmembrana, a transcricdo génica, a traducdo do mRNA e
também o metabolismo béasico (Sz66r, 2010). Talvez ndo surpreendentemente,
proteinas quinases e fosfatases tornaram-se fortes alvos na descoberta de drogas
nos ultimos anos. Varios inibidores de quinases tém sido identificados exibindo

seletividade e, no caso de patdgenos, atividade anti-parasitaria, podendo
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representar candidatos promissores para drogas anti-parasitarias (Kutuzov e

Andreeva, 2008).

2.7.2 Glicosilacao

A glicosilacdo de proteinas € reconhecida como uma das modificacdes poés-
traducionais mais frequentes e complexas agindo sobre as proteinas. As mudancas
na abundancia das glicoproteinas, o grau de glicosilacdo, e a estrutura do glicano
estdo associadas com uma variedade de doencas, inclusive alguns tipos de cancer
(Zang et al., 2012). Os dois tipos mais comum de glicosilacdo sédo a N-glicosilacéo e
a O-glicosilacdo. Nas N-glicoproteinas, os carboidratos sdo ligados a residuos de
asparagina presentes no motivo NXST, sendo o X qualquer aminoacido exceto
prolina. No caso da O-glicosilacdo, os carboidratos sdo ligados a residuos de serina

ou treonina (Zang et al., 2012).

2.7.3 Acetilacdo e Metilacao

A acetilacdo ocorre através da transferéncia do radical acetil a partir da acetil-
CoA para o grupo amino de um residuo de lisina presente na proteina. E uma
modificacdo reversivel, tendo seus niveis equilibrados por duas enzimas, a
acetiltransferase e as desacetilases (You et al, 2012). JA& a metilacdo é
caracterizada por uma adicdo do grupo metil (-CH3) ao nucleotideo citosina, pela
enzima DNA metiltransferase, que atua na estabilidade do genoma e na represséo
da expressdo génica (Kobow e Blumcke, 2012). A adigdo do grupo metil também
pode ocorrer em residuos de lisina, nas proteinas, sendo bem estudada regulando

atividade das histonas, juntamente com a acetilagdo. A acetilacdo das histonas esta
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associada com ativacédo transcricional, enquanto que a metilagdo das histonas
recrutam complexos que promovem um estado de repressdo da cromatina (Zhang et

al., 2012; Bilinski et al., 2012).

2.7.4 Ubiquitinacao e Sumoilacao

A ubiquitinagdo atua como um sinal celular versatii que controla uma
variedade de processos bioldgicos, incluindo degradacdo de proteinas, reparacdo do
DNA, endocitose, autofagia, transcricao, imunidade e inflamacao. A ubiquitina é uma
proteina de baixo peso molecular composto de 76 aminoacidos, que pode ser ligado
covalentemente a residuos de lisina presente em proteinas alvo. Esse € em geral 0
sinal para o reconhecimento e protedlise dependente de ATP destas proteinas, pelo
proteassoma 26S (Pickart e Eddins, 2004). A especificidade da sinalizacdo da
ubiquitina é conseguida por sinais conjugados alternativos (monoubiquitina e
cadeias de ubiquitina) e interacdbes com proteinas de ligacdo a ubiquitina
(conhecidos como receptoras de ubiquitina) que interpretam os sinais das proteinas

ubiquitinadas a partir de cascatas bioquimicas na célula (Husnjak e Dikic, 2012).

Uma série de analogos de ubiquitina modificados (UBLs - ubiquitin-like
modifiers) também foram descritos e partiham uma conformacdo estrutural e a
maquinaria de conjugacéo (Castro et al., 2012). Uma destas UBLs, a SUMO (small
ubiquitin-like modifier), € um fator essencial no processo de desenvolvimento dos
organismos eucarioticos, estando implicada em varios mecanismos celulares, como
a manutencao da integridade do genoma, transporte, modulagdo da transcricao e

regulacédo do ciclo celular (Hay, 2005; Ulrich, 2009; Lomeli e Vazquez 2011).

Diferentemente da ubiquitina, a SUMO né&o deve estar associada com degradacéo
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de proteinas, e como estas duas modificagbes tem como alvo os mesmo tipo de
aminoacido, elas foram inicialmente sugeridas como processos antagénicos
(Wilkinson e Henley, 2010). A SUMO é uma pequena proteina de aproximadamente
100-115 aminoécidos, que apesar de apresentar uma homologia baixa com outras
UBLs, compartiiha de uma conformagdo estrutural semelhante. Ao contrario da
ubiquitina, a SUMO possui uma extensdo de aminoécidos flexivel em sua

extremidade N-terminal, e € diferentemente carregada (Castro et al., 2012).

2.7.5 ModificacGes poOs-traducionais nos tripanosomatideos

Os tripanosomatideos também possuem proteinas que sdo modificadas pés-
traducionalmente através de sitios especificos para glicosilacdo, fosforilacao,
acetilacao e metilacdo, como ocorrem com os demais eucariotos. Além destas, eles
possuem também um tipo peculiar de modificacdo pos-traducional denominada de
fosfoglicosilacdo (Haynes, 1998), que nao foi encontrada em nenhum eucarioto
pluricelular, embora tenha sido observada também em outros grupos de protistas
unicelulares como a ameba Dictyostelium discoideum e a Entamoeba histolitica
(McConville et al., 2002). Esta modificacdo parece ser a forma mais abundante das
proteinas glicosiladas encontradas em espécies de Leishmania, onde um grupo
fosfato é adicionado ao acgucar ligado em residuos de serina ou treonina (McConville

et al., 2002).

Nos tripanosomatideos, as glicosilagbes sdo mais estudadas em proteinas de
superficie de membrana e proteinas de secrecdo, pois estdo fortemente
relacionadas com a patogenicidade, relagcdo parasito-hospedeiro e com a

capacidade de escapar do processo de fagocitose, como a GP63 de Leishmania
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(llgoutz e McConville, 2001) e as VSGs de Trypanosoma brucei (Holder, 1985).
Assim, algumas destas proteinas, e também as enzimas que realizam a glicosilacéo,
sdo consideradas fortes candidatas a antigenos de vacinas contra estes parasitas
(Duschak e Couto, 2012; DC-Rubin e Schenkman, 2012). No caso da fosforilacéo,
analises realizadas nos genomas de L. major, T.brucei e T. cruzi identificaram uma
guantidade bastante elevada de quinases em relacdo a outros eucariotos,
mostrando que eles codificam, respectivamente, 179, 156 e 171 proteinas
cataliticamente ativas (Brenchley et al., 2007; Fernadez-moya e estevez, 2010).
Durante os diferentes estagios do ciclo celular destes parasitas, foram observados
padrées diferenciados de fosforilagdo de proteinas, sugerindo que as quinases e
fosfatases estejam envolvidas também nos processos de diferenciacdo celular
(Bengs et al.,, 2005). Especula-se ainda que também estejam associadas ao
desenvolvimento do processo de infeccdo, no momento da interacdo parasito-

hospedeiro (Naula, et al., 2005).

Mais recentemente, as modificacdbes por ubiquitinacdo e sumoilacéo
comecaram a ser mais estudadas, visto que o0s genes ortélogos das enzimas e
proteinas que participam deste processo foram identificados nos tripanosomatideos.
Observou-se que o sistema para a realizacdo destas modificacdes esté ativo nestes

parasitas (Bayona et al., 2011).

2.8 Resultados prévios que deram origem a este trabalho

No intuito de investigar diferencas funcionais nos homologos de elF4E de
tripanosomatideos, sua expressao em formas representativas do ciclo de vida de

Leishmania foi analisada de forma mais detalhada (Pereira, 2008, Dissertacdo de
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Mestrado). Curvas de crescimento de formas promastigote e também induzidas a
diferenciacdo em amastigotas foram estabelecidas para L. amazonensis e a
expressdo de cada homologo analisada individualmente utilizando soros policlonais
previamente produzidos contra 0os mesmos. No caso do crescimento das formas
promastigotas, foi observado que os fatores EIF4E1 e EIF4E2 estdo presentes em
baixos niveis durante toda a extensdo das curvas geradas, de forma constitutiva. Ja
os EIF4E3 e EIF4E4, moléculas bem mais abundantes, também s&o expressos
constitutivamente, entretanto ambos sdo representados por duas ou mais isoformas
cujo padrao de expresséao varia ao longo das fases de crescimento do parasita, em

curvas padrao (Figura 13A).

Analise da expressdao dos homoélogos EIF4E
(L. Amazonensis - Forma Promastigota)

A B
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Figura 13. Andlise da expressdo de homdélogo selecionados de elF4E de Leismania durante
curva de crescimento em promastigota. (A) Ensaios de Western-blot dos fatores EIF4E3 e EIF4E4
mostrando a expressdo destas proteinas durante uma curva de crescimento padrdao de células
promastigotas. As setas azuis realgcam as isoformas do EIF4E3 predominantemente expressas no
inicio e fim da curva, que contrastam com as isoformas predominantes do EIF4E4 (setas verdes) nas
mesmas condi¢des. (B) Western-blot do EIF4E3, sob estresse nutricional. A seta vermelha realca a
diferenca na expressédo da isoforma de menor peso molecular da proteina ja a partir dos primeiros 15
minutos da curva. Fonte: Pereira, 2008.

As isoformas presentes nestes dois fatores se comportam de maneira
antagonica, visto que em condi¢des onde a isoforma de maior peso molecular do
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EIF4AE3 esta exclusivamente presente, no inicio e fim das curvas, ocorre a
predominancia das isoformas de menor peso molecular do EIF4E4 (Figura 13A).
Este padrdo de expressdo € rapidamente alterado quando a curvas se iniciam de
forma que com 6 horas de cultivo o padrdao de expressao destas isoformas se
inverte, uma vez que nestas condi¢cdes as isoformas de menor peso molecular no
EIF4E3 prevalecem enquanto que isoformas de maior peso molecular sé&o
observadas para o EIF4E4. J& no restante da curvas ocorre um padrdo misto de

expressao das diferentes isoformas.

Na curva de diferenciacdo em amastigota, essa alternancia entre isoformas
dos fatores EIF4E3 e EIF4E4 também é observada de acordo com a fase de
crescimento, porém, ocorre uma diminuicao brusca da expressdo das duas proteinas
no final da curva. Ensaios de localizacdo subcelular com amostras das diferentes
fases de crescimento de promastigota ndo mostraram diferencas no padrdo de
localizacdo destas isoformas encontradas, estando em geral espalhadas pelo
citoplasma (Pereira, 2008, Dissertacdo de Mestrado). Através de ensaios de
marcacdo metabdlica, foi possivel correlacionar baixos niveis de sintese protéica
com a presenca das isoformas de maior e menor peso molecular, respectivamente,

para os EIF4E3 e EIF4E4.

O padréo de expressédo das isoformas dos EIF4E3 e 4 também é modificado
em condicdes em que o crescimento das células € alterado por meio de
interferéncias com as condi¢des de cultivo. Como, por exemplo, quando as células
sao submetidas a crescimento por 24 horas em meio sem soro fetal bovino, a
isoforma predominante do EIF4E4 passa a ser a de menor peso molecular,
caracteristica da fase estacionéaria. Ja para o EIF4E3 uma terceira isoforma aparece

em 24h, de peso molecular ainda maior (Figura 13B). Além disso, nota-se
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claramente que aos primeiros 15 minutos de repique jA comeca a aparecer a
isoformas de menor peso molecular do EIF4E3. Esse resultado é uma confirmagéo
de que as isoformas observadas devam ocorrer devido a modificacbes pos-
traducionais, visto que este é um tempo bastante curto para modificagbes no

processo transcricional ou até mesmo traducional.

Vale ressaltar que este padrdao minimo de duas isoformas observadas para os
EIF4E3 e 4 também foi observado com a proteina PABP1 de Leishmania (dados néao
mostrados), sendo que neste caso ja se sabe que a banda de maior peso molecular
é produto de fosforilacdo da proteina (Bates et al., 2000). Esses resultados obtidos,
juntamente com o fato de homologos de elF4E em outros eucariotos também serem
regulado por fosforilacdo, sugere a possibilidade de que as isoformas de maior peso
molecular dos EIF4E3 e 4 sejam produtos de modificacbes pos-traducionais,

possivelmente fosforilacao.

O presente trabalho teve como ponto principal investigar melhor as
modificacdes pés-traducionais associados as diferentes isoformas observadas para
os fatores EIF4E3 e 4 de Leishmania. Para isso, buscou-se verificar as mudancas
gue ocorrem no padrdo de expresséao destas isoformas, com a inibicdo de processos
celulares importantes, como a transcri¢do, traducdo e processamento de mRNAs e
correlacionar estas mudancas com o ciclo celular da célula. Estas modificacbes
foram também estudadas fazendo uso de eletroforese em gel bidimensional que
permite avaliar melhor o niumero de modificagbes e sua natureza. Focando no
EIF4E3 e fazendo uso de ferramentas genéticas de manipulacdo de L. amazonensis
e L. infantum novas abordagens foram utilizadas com o foco na identificacdo de
sitios alvos para estas modificagcbes e na caracterizacdo de propriedades dessa

proteina que possam ser alteradas de acordo com a isoforma expressa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Identificar, em espécies de Leishmania sp., a natureza de modificacdes poés-
traducionais que atuam sobre homologos do fator de iniciacdo da traducao elF4E
selecionados, avaliando também eventos associados com a formagdo destas
modificacdes e as possiveis consequéncias da sua presenca na funcao dos fatores

em estudo.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Avaliar a associacdo entre a expressao/modificacdo de isoformas dos fatores
EIF4E3 e elF4E4 de L. amazonensis e 0s processos metabdlicos basicos como

transcricao, traducao e ciclo celular.

3.2.2. Investigar a natureza das modificacbes poés-traducionais direcionadas aos
EIF4AE3 e 4 de L. amazonensis e L. infantum, com o foco na confirmacédo da
existéncia de eventos de fosforilacdo e na definicdo de quantas isoformas sao

identificadas para cada proteina.

3.2.3. Avaliar de forma comparativa as modificacdes pos-traducionais que agem
sobre os homologos de EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum e identificar

possiveis sitios alvos responsaveis pela expressao diferenciada nas duas espécies.

3.2.4. Identificar a associacao dos EIF4E3 e 4 de L. amazonensis e L. infantum com
parceiros ligantes buscando avaliar novas propriedades funcionais ainda né&o

descritas.
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4. MATERIAL E METODOS

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencdo, manutencdo e congelamento de células infectivas de

Leishmania sp.

A obtencdo de células infectivas de Leishmania amazonensis
(MHOM/77/LTB0016) foi realizada através da inoculacdo no coxim plantar de
camundongos Balb/C, de 10" células da forma metaciclica, encontradas na fase
estacionaria, diluidas em 25 ul de PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM
NaHPO,, 1,47 mM KH,PO,, pH 7.3). ApOs o aparecimento da lesdo cutanea, entre
quatro a oito semanas apds o indculo, os camundongos foram sacrificados em
camara de gas CO,, especifica para roedores. As lesdes foram cuidadosamente
retiradas com bisturi e pingca e colocadas em PBS, onde foram maceradas e
processadas para separar as formas amastigotas infectivas (ULIANA ET AL, 1999).
As células obtidas foram colocadas em meio Schneider pH 7,2, suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 0,1% v/v de Penicilina e Estreptomicina (Sigma-
Aldritch Co.), para realizacdo da diferenciacdo em formas promastigotas. Apés a
diferenciacao, culturas em crescimento exponencial foram congeladas com glicerol a
60%, na propor¢cdo de 1:1. As células de L. infantum (MHOMMA#67#ITMAP-263)
foram obtidas através do grupo colaborador do trabalho, do Centre de Recherche en

Infectiologie, no Québec, Canada.

A manutencao das culturas das formas promastigotas de L. amazonensis e L.
infantum foi realizada no meio Schneider pH 7,2 suplementado, e os parasitas foram
mantidos e repassados em fase exponencial de crescimento, na temperatura de

26°C. Culturas de células de L. infantum também foram mantidas em meio SDM-79,
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suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 5ug/ml de hemina e 0,1% v/v

de Penicilina e Estreptomicina, nas mesmas condi¢des acima.

4.2 Curvas de crescimento padréo e na presenca de inibidores de diferentes

processos celulares.

Células das trés espécies estudadas na fase estacionaria de crescimento
foram repassadas para meio Schneider pH 7,2 numa diluicdo de 10° células/ml
Aliquotas foram retiradas nos pontos Oh, 2h e 6h e diariamente até a fase de morte
celular, As culturas foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 minutos, lavadas com
PBS, e ressuspendidas em tampdo de amostra para SDS-PAGE, para uma
concentracdo de 10° células/pl. Para a inibicdo dos diferentes processos celulares,
células na fase estacionaria também foram repassadas para meio Schneider pH 7,2
numa diluicdo de 10° células/ml, e tratadas separadamente com os inibidores de
transcricdo (Actinomicina D 10 pg/ml), traducdo (Cicloheximida 50 pg/ml e
Puromicina 50 pg/ml), processamento de mRNAs (Sinefugina 2,6 uM) e ainda
inibidor de proteasoma (Lactacistina 50 uM) e de fosfatases (Acido Okadaico 10uM).
Para as diferentes curvas, volumes correspondentes a cerca de 10° células de cada
amostra foram fracionados em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para uma
membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) para deteccdo das proteinas de

interesse através de ensaios de Western-blot.

4.3 Ensaios de sincronizacdo celular com Hidroxiuréia.

Células na fase estacionaria de crescimento foram repassadas para meio

Schneider pH 7,2 numa diluicéo de 10° célula/ml. Apds 48h de crescimento, a cultura
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foi dividida em duas aliguotas denominadas amostras 1 e 2, sendo a amostra 1
mantida em crescimento e a amostra 2 separada para processamento como descrito

a sequir (figural4d).

Curva de sincronizagao celular
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Figura 14. Esquema da curva de crescimento na presenca de Hidroxiuéa (HU). Na amostra 1 foi
adicionado a HU, enquanto que a amostra 2 foi dividida em duas culturas com o mesmo volume da
amostra 1, e denominadas de 2a e 2b. A amostra 2a foi utilizada como controle do experimento. Ja a
amostra 2b foi centrifugada para baixar as células crescidas, e filtrada, para que o meio pudesse ser
reaproveitado para repassar as células da amostra 1. Assim, as células tratadas com HU poderiam
retomar o seu crescimento no meio livre do composto.

Esta amostra 2 também foi dividida em duas novas aliquotas, denominadas
amostras 2a (controle) e 2b (Hidroxiuréia). A amostra 2b foi entdo tratada com
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Hidroxiuréia (HU - Sigma), numa concentracdo de 15 mM, por 12h. A amostra 1,
apos este periodo, foi centrifugada a 7000 rpm por 5 minutos, as células foram
descartadas e o meio foi filtrado e dividido em duas novas garrafas estéreis. Ja as
amostras 2a e 2b foram centrifugadas a 600 rpm por 10 minutos, lavadas com PBS,
e as células foram ressuspendidas no meio previamente filtrado oriundo da Cultura 1
(Figura 14). Aliquotas das Culturas controle e tratada com Hidroxiuréia foram
retiradas nos pontos Oh, 1h, 3h e 6h e fracionadas em gel SDS-PAGE para
visualizacdo das proteinas de interesse através de ensaios de Western-blot (Figura

14).

4.4 Ensaio de purificagéo e analise de fosfoproteinas.

A purificacdo do conjunto de fosfoproteinas de L. amazonensis foi realizada
com o sistema comercial PhosphoProtein Purification Kit® (Qiagen), onde foi possivel
realizar a separacao da fracdo de proteinas fosforiladas do total protéico das células.
Cerca de 2x10® células de cultura exponencial foram centrifugadas a 5000 rpm por
10 minutos, lavadas com HEPES 10 mM pH7,0 e centrifugadas novamente sob as
mesmas condi¢cdes. O sedimento foi ressuspendido em 3 ml de tampao de lise
proveniente do préprio kit, com nova centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos, a
4°C. O sobrenadante obtido apds a lise foi quantificado através do método de
Bradford, e 25 mg de proteina total foi diluida em 25 ml do mesmo tampéao de lise.
Esta amostra foi passada em uma coluna de ions metais positivamente carregados,
e as proteinas fosforiladas (carregadas negativamente) foram atraidas e retidas pela
coluna. Nesta etapa, foi coletada a fracdo n&o ligante (Sobrenadante). Apoés

sucessivas lavagens, foram feitas seis eluicdes de 500 pl cada. O lisado total (30
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Hg), a fracdo nao ligante (30 pg) e as elui¢cdes (100 pl) foram fracionadas em SDS-
PAGE e transferidas para uma membrana de PVDF para deteccéo das proteinas de

interesse através de ensaios de Western-blot.

4.5 Amplificacdo e clonagem dos fragmentos EIF4E3 de L. amazonensis e L.

infantum.

Para a amplificacdo do gene EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum a partir

do DNA total, foi desenhado um par de oligonucleotideos (Primer 5 — GGATCCATG
AACCCGTCTGCCGCAGCATAC / Primer 3 — AAGCTTCTAAGCATAATCTGGCAC

ATCATAAGGATAGAASGTGTGATCGGGCGAGATCT) contendo os sitios de
restricdo das enzimas BamHI e Hindlll. Além disso, no primer 3’, foi adicionada a
sequéncia que codifica um epitopo de 9 aminoacidos da proteina Hemaglutinina do

virus influenza (epitopo HA), para ser utilizado para detec¢éo posterior.

Para a reacdo de PCR foi utilizado o sistema baseado na enzima Phusion
(High-Fidelity PCR kit — New England Biolabs) na condi¢gdo de 98°C por 4 minutos
para desnaturacao inicial, seguida de 10 ciclos no sistema touchdown, diminuindo a
temperatura de anelamento em 1°C a cada ciclo (98 °C — 1min / 65°C a 55°C — 30s/
72°C — 30s). Para finalizar, foi utilizado um programa de 25 ciclos utilizando a
temperatura de anelamento mais baixa (98 °C — 1min / 55°C — 30s/ 72°C — 30s) e 5
minutos para extensao final a 72°C. Os fragmentos amplificados foram purificados
com o sistema GFX (GE Healthcare) e clonados no vetor pGEMT easy (Promega),

de acordo com as especificagGes dos fabricantes.
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4.6 Estratégia de amplificacdo dos mutantes do gene LaEIF4E3.

Neste trabalho, quatro genes EIF4E3 mutantes de L. amazonensis foram
construidos para investigar quais efeitos causariam nas modificacdes em estudo.
Para isso, oligonucleotideos foram desenhados com as mutagces em pontos

selecionados para realizacdo da mutagénese (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas PCRs de mutagénese.

MUTANTE EIF4E3 PRIMER UTILIZADO PARA A MUTAGENESE

Legenda : Em vermelho, as bases mutadas que reflete na modificagdo do aminoacido. Sublinhado
em preto, os sitios de restricdo BamHI e HindlIl adicionado aos primers utilizados na estratégia de
PCR Uunica.

A estratégia de mutagénese foi realizada através de reacdo de PCR Unica ou
sequencial, utilizando a combinacao dos primers mutados com os primers 3’ ou 5’ do
gene selvagem, citados no topico anterior. Os fragmentos mutantes 4E3AY8A-HA e
4E3AS344A-HA foram amplificados a partir de PCR Unica. JA& 0s mutantes
4E3AP45/F4A6A-HA e 4E3AS75A-HA foram gerados a partir da PCR sequencial

(Figura 15). Para a reagdo de PCR também foi utilizado o sistema baseado na
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enzima Phusion® (High-Fidelity PCR kit), nas mesmas condicées citadas no tépico

anterior.

PCR Unica PCR Sequencial

Primer §' Selvagem HA Tag Primer 5 Selvagem HATag
| | | I
Primer 3’ Mutado ; e
S Primer 3’ Mutado
PCR dnica l l 1a Reagéo de PCR
| [ 1]
ey AT [ TT11] Fragmento Mutado
Megaprimer
I
Primer 5’ Mutado HATag
e
| = | ]
—_— Primer 3’ Selvagem
Primer 3’ Selvagem 2a Reagédo de PCR l
PCR dnica l
4E3AYBA-HA 4E3APA5/FA6A-HA e AE3AS75A-HA

Figura 15 — Estratégias de amplificacdo dos mutantes do gene EIF4E3 de L. amazonensis.
Esquema da PCR Unica e sequencial utilizada para amplificacdo dos genes mutantes do EIF4E3. Na
PCR unica, foram amplificados os mutantes 4E3AS344A-HA e 4E3AY8A-HA. Na PCR sequencial,
utilizando os megaprimers formados na primeira PCR, foram amplificados os mutantes
4E3AP45/F46A-HA e 4E3AS75A-HA. Cada reacdo de amplificacdo utilizou uma combinacdo de
oligonucleotideos com a sequéncia dos genes selvagens com os oligonucleotideos contendo
mutacdes nos pontos selecionados.

4.7 Subclonagens do fator EIF4E3 e seus mutantes.

A partir das clonagens obtidas no pGEMTeasy, foi realizada uma digestdo dos
genes EIF4E3 selvagens e mutantes com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll.
Assim, foi possivel realizar a subclonagem no plasmideo pSPBT1YneoalR
(Padmanabhan et al., 2012), construido a partir do pSP72 (promega) e gentilmente
cedido pelo Centre de Recherche en Infectologie, no Québec, Canada. Este

plasmideo modificado permite a integracdo do gene de interesse ao loco do gene
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constitutivo Biopteridina (BT1) de Leishmania infantum, permitindo assim a selecéo

dos transfectantes com o antibiético neomicina.

Os genes EIF4E3 de L. infantum e L. amazonensis selvagens foram
subclonados, no pET21a (Novagen), para ser utilizado em ensaios de transcricdo e
traducdo in vitro. Os genes EIF4E4 de L. infantum selvagem e com a mutacao no
sitio de ligagdo ao cap no triptofano 305 (EIF4E4WA305), clonados no
pSPBT1YneoalR em um trabalho anterior, também foram subclonados no pET21a,
para a mesma finalidade. Os fragmentos e vetores foram purificados com o sistema
GFX® (GE Healthcare) e a ligacao foi realizada com a enzima T4 DNA ligase® (New
England Biolabs), de acordo com o fabricante, utilizando 20 ng do vetor purificado e
concentracfbes variadas dos fragmentos. A transformacdo bacteriana, tanto nas
clonagens quanto nas subclonagens, foi realizada segundo Sambrook e Russel

(2001), utlizando 5 pl das contrucdes plasmidiais.

4.8 Transfeccao e expressao das construcdes selvagens e mutantes.

Para a realizacdo do procedimento de transfeccdo, foi utilizada 2,5 x 102 células de
L. infantum e L. amazonensis. Estas células foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos, lavadas com 5 ml de Tampao Hepes-NaCl pH 7,05 (20 mM Hepes, 85 mM
NaCl, 5 mM KCI, 0,7 mM NayPO4 e 20 mM Glicose), ressuspendidas em 400 pul do
mesmo tampao e transferidas para cuvetas de 2 mm (Biolabs), ja contendo de 5 a 10
pg da construgdo plasmidial a ser transfectado. Apés 15 minutos no gelo, as cuvetas
foram colocadas no eletroporador BTX ECM830 (BTX Harvard apparatus), e as
células submetidas a eletroporacéo (6 pulsos de 900V com duragéo do pulso de 300

us e intervalo de 200 ms). Imediatamente apds o procedimento, foi adicionado 1 ml
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de meio Schneider pH 7,2 na cuveta e a amostra repassada para um frasco de
cultura, com 5 ml do mesmo meio. A pré-selecdo foi realizada no dia seguinte,
adicionando mais 5 ml de meio Schneider pH 7,2 e 8 pl de neomicina a 50 mg/ml.
ApOs 24h, foi feito uma diluicdo de 1 ml das culturas transfectadas em 5 ml de meio
Schneider pH 7,2 com a mesma concentracdo de neomicina da pré-selecdo. Os

transfectantes foram obtidos entre 7 e 14 dias ap0s o inicio da etapa de selecéo.

4.9 Superexpressao do fator EIF4E3 e seus mutantes.

O plasmideo pSPBT1YneoalR permite a expressao constitutiva das
respectivas proteinas em niveis significativos. Apos a selecdo da transfeccao, as
células foram repassadas em meio Schneider pH 7,2 e seu crescimento foi
acompanhado diariamente por visualizagdo em microscopio invertido. Células na
fase exponencial foram utilizadas na preparacdo de extratos celulares para
fracionamento em gel SDS-PAGE, e em dois tipos de lisados, para uso em ensaios
de imunoprecipitacdo e focalizacdo isoelétrica. Células ja transfectadas com o
EIF4E4 selvagem e o seu mutante foram crescidas em meio SDM-79 e utilizadas

nos ensaios de imunoprecipitacao.

4.10 Imunoprecipitacdo de complexos protéicos in vivo.

As proteinas de interesse foram imunoprecipitadas a partir das células
transgénicas, expressando os homélogos possuindo a marca de identificagdo HA.
Cerca de 2 x 108 células na fase exponencial de crescimento foram centrifugadas,
lavadas com Hepes 10 mM e ressuspendidas em tampéao de lise brando (20 mM

Hepes KOH pH 7.4, 5 mM acetato de potassio, 4 mM acetato de magnésio, 2 mM
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DTT), acrescido de inibidor de proteases EDTA-free®, (Roche) e inibidor de
fosfatases phosphostop® (Roche), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para
auxiliar na lise celular, oito ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogénio
liguido foram realizados, a amostra foi novamente centrifugada e 200 ul do
sobrenadante incubado com 30 pl do anticorpo monoclonal anti-HA imobilizado em
agarose (Sigma), previamente lavado quatro vezes com 1 ml de PBS. Apéds 2 horas
de incubacdo a 4°C, a amostra foi novamente centrifugada e o sobrenadante, o
lisado depletado, armazenado para estudo. A resina foi lavada novamente quatro
vezes com 1 ml de PBS e, na ultima lavagem, 10 a 15 pl de PBS foi adicionado na
resina. O produto precipitado do ensaio, juntamente com o lisado total e o depletado,
foram fracionados em gel SDS-PAGE 15% e transferidos para membrana de PVDF
para posterior analise por Western-blot, com anticorpos dirigidos contra os possiveis

parceiros ligantes ja conhecidos.

4.11 Focalizacao isoelétrica e géis bidimensionais.

Para a focalizacdo isoelétrica, cerca de 5 x 10® células foram
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, lavadas com Hepes 10 mM seguida de
nova centrifugacdo e o sedimento foi ressuspendido em tampdo de lise para
bidimensional (7M uréia, 2M tiuréia, 4% CHAPS, 40 mM Tris). O lisado foi purificado
por precipitacdo com o sistema 2D clean-up (GE-Healthcare), segundo o manual do
fabricante ou utilizando TCA 10% e acetona 80%, e as amostras foram solubilizadas
em tampéo de hidratacdo (8 M uréia, 4% CHAPS, 2M tiuréia e tracos de azul de
bromofenol). As amostras solubilizadas foram quantificadas pelo método de Bradford

e, para realizacdo da primeira dimensdo, 75 a 160 pg de proteina total foram
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aplicadas em fitas immobiline dry-strips® de 11 cm (GE-HealthCare), com faixas de
pH entre 4-7 e 6-11. A focalizacao foi realizada no aparelho Ettan IPGphor 3® (GE-

HealthCare), com base nas condi¢cdes recomendadas pelo fabricante.

Para a segunda dimenséao, as fitas foram incubadas com tamp&o de equilibrio
(6M uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 50mM tris pH 8,8 e tracos de azul de bromofenol)
contendo 10 mg/mL DTT por 15 minutos e posteriormente com lodoacetamida 25
mg/mL, também por 15 minutos. As fitas equilibradas foram montadas em placas
contendo gel SDS-PAGE 12,5%. ApoOs a corrida, o gel foi corado com prata ou

transferido para membranas de PVDF para realizacdo dos ensaios de Western-Blot.

4.12 Ensaios de Western-Blot

Os extratos e lisados obtidos a partir das células em estudo foram fracionados em
gel SDS-PAGE 15% e transferidos para membranas PVDF (Immobilon-P -
Millipore®) para a realizagdo dos ensaios de Western-blot. As membranas foram
bloqueadas em solucdo de TBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5), leite desnatado
5% e Tween-20 a 0,05% em temperatura ambiente (TA) por uma hora. Em seguida,
a membrana foi incubada com soro policlonal ou anticorpo purificado, produzidos
previamente, em diluicdo pré-definida, durante uma hora em solucéo de TBS, leite
5% e Tween-20 a 0,05%. Nos ensaios utilizando amostras das células transfectadas,
anticorpos monoclonais anti-HA (Invitrogen) foram utilizados numa diluicdo de
1:5000. Apé6s lavagem com TBS, a membrana foi incubada com o segundo
anticorpo (anti-lgG de coelho ou camundongo conjugado com peroxidase - Jackson
ImmunoResearch Laboratories), numa diluicio de 1:10.000 e 1:5000,

respectivamente, na mesma solugcdo que a incubacgéo anterior, seguida de nova
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lavagem com TBS. A membrana foi incubada por 1 minuto com uma solucao
contendo 1,2 mM de luminol, 0,4 mM de iodofenol (em DMSO) e 0,03% peroxido de
hidrogénio. O sinal foi visualizado através de quimioluminescéncia (técnica ECL —
Enhanced Chemioluminecency) em filme Kodak Biomax Light, com tempos de

exposicao pré-definidos.

4.12.1 Expresséo de proteinas recombinantes

A producéo de proteinas recombinantes foram necessérias para obtengéo do
anticorpo purificado do EIF4E3, visto que o soro policlonal ndo reconhece fortemente
e especificamente esta proteina. A expressao foi realizada através da transformacao
em células BL21 de Escherichia coli com a construcao plasmidial j& disponivel no
laboratorio, p pET21a clonado com o EIF4E3 de L. major. Bactérias transformadas
foram crescidas em meio LB (Luria Bertani) até a densidade otica (OD600) de 0,5, e
posteriormente induzidas, por 4 horas a 30°C, com IPTG (Isopropil fA-D-1
tiogalactopiranosideo) em concentracdo final de 0,1 mM. Apos a inducdo, as
bactérias foram centrifugadas (10.000 g / 4°C / 10 min), e ressuspendidas em
tampdo de amostra para SDS-PAGE. As proteinas foram analisadas em gel 15%,
submetido a uma solucdo corante contendo azul de Comassie R-250, e
guantificadas através de uma curva de diluicio de BSA com quantidades pré-

definidas.

4.12.2 Purificacao de anticorpos policlonais

O soro produzido contra o EIF4E3 de L. major foi purificado através da técnica

de imunoadsorcédo, sendo as proteinas recombinantes fracionadas em gel SDS-
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PAGE 15% e transferidas para membrana PVDF (Immobilon-P — Millipore®). Apds a
transferéncia, a membrana foi corada com 0,2% vermelho de Ponceau / 1% TCA
onde a banda correspondente a proteina foi excisada da membrana e cortada em
pequenos pedacos, colocados em tubo de 1,6 ml. Apds o blogueio de 30 minutos em
solugdo de PBS com leite 1% e Tween-20 a 0,05%, o soro foi adicionado numa
diluicdo de 1:1 com PBS e deixado sob agitacdo durante aproximadamente 18
horas, a 4°C. A eluicdo do anticorpo foi obtida através da adicdo de 200 pl de uma
solucéo de glicina 0,1 M (pH 2,5) com vigorosa agitagdo do tubo durante 5 minutos,
seguida da neutralizacdo do pH por adicdo de 20 ml de 1M Tris pH 8,0 e 200 pl de
PBS duas vezes concentrado. O anticorpo purificado foi entdo utilizado em ensaios
de Western-Blot para o teste de sensibilidade e especificidade, utilizando diluicdes

seriadas das respectivas proteinas recombinantes quantificadas.

4.13 Transcricao e traducdo in vitro

Nestes ensaios foram utilizadas as construcdes plasmidiais derivadas do
vetor pET21a e contendo os genes codificantes do EIF4E3 de L. amazonesis e L.
infantum, assim como o gene EIF4E4 selvagem de L infantum e o mutante
EIFAE4WA305. Todos os plasmideos foram linearizados com a enzima Hindlll e em
seguida transcritos in vitro com a enzima T7 RNA polimerase (Amersham
Biosciences). Ja as construcdes contendo os genes EIF4ELl e EIF4E3 de L. major,
gue foram utilizados neste experimento como controle positivo e negativo
respectivamente, foram linearizados com Notl. A reacdo de transcricao foi realizada
para um volume final de 50 pL, onde foi utilizado 5 pL tamp&o de transcricao (400

mM Tris-HCI pH 7, 150 mM MgCl,), 2,5 uL de 10 mM m7-GTP (New England
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Biolabs), 2 pl de solugdo de NTPs (GTP a 10 mM, enquanto os outros NTPs a 100
mM), 0,5 ul DTT 1M, 1,5 pl inibidor de RNAse (10 U/uL), 2,0 pl de T7 RNA
polimerase (5 U/uL) (Pharmacia), 3 ug de DNA plasmidial linearizado e 4gua tratada
com DEPC (dietilpirocarbonato). A reacéo foi incubada a 37 © C por 30 minutos,
onde foi adicionado 0,5 pL de GTP a 100 mM. Apés mais 30 minutos, foi adicionado
0,5 puL de T7 RNA polimerase e a amostra foi incubada por mais 60 minutos a 37 °C.
Ao término da incubacgédo adicionou-se ao sistema 50 puL de tampao TE 10X (Tris 10
mM, EDTA 10 mM). Destes 100 pL de transcritos sintetizados, 1 pL foi analisado em

gel de agarose 1%.

Os RNAs sintéticos obtidos foram extraidos em fenol/cloroformio 1:1,
precipitados com etanol 100% e NaCl 0,3 M e ressuspendidos em 20 uL de agua
tratada com DEPC. Uma aliquota de 3 pl de RNA purificado (~1ug/ ul) foi traduzida
utilizando lisado de reticulécito de coelho, de acordo com o fabricante (Rabbit
Reticulocyte Lysate® - Promega) contendo metionina marcada com *°S (2,5
pCi/reacdo). As reacdes foram incubadas a 30° C por 90 minutos. Em seguida, foi
adicionado tampao de amostra para gel de SDS-PAGE. Os produtos das tradugdes
foram separados por eletroforese em gel 15% em condi¢cdes desnaturantes, 0s géis
foram secos a vacuo e revelados por auto-radiografia com exposicdo em filme

Biomax-MR® (Kodak).

4.14 Ensaio de afinidade ao cap

Neste ensaio foram utilizadas as proteinas marcadas com **S resultantes das
reacoes de traducéo in vitro descritas no item anterior. Por volta de 25 pl de cada

proteina marcada com *S foram incubadas com 33 pl da resina 7-metil-GTP-
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sefarose® (GE Healthcare) e 142 pl de tampao HEPES® (50 mM de Hepes; 14 mM
de B-mercaptoetanol, 1 mM de EDTA e 99 mM de KCI) por 1 hora a 4 °C. A resina foi
lavada trés vezes com 1 ml de tampao HEPES, trés vezes com 50 pl de tampéo
HEPES acrescido de 100 uM de GTP e posteriormente eluido trés vezes com 50 pl
do tampé&o HEPES acrescido de 50 uM de cap soluvel. Aliquotas coletadas em todas
as fases do ensaio foram analisadas em SDS-PAGE 15% e reveladas por auto-

radiografia conforme descrito.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser divididos em trés abordagens
distintas, que foram realizadas com o intuito de investigar pontos diferentes e
responder a questionamentos especificos sobre os homoélogos de elF4E estudados.
O primeiro grupo de resultados mostra a realizagdo de um estudo mais geral das
modificacdes poés-traducionais dos EIF4AE3 e 4 de L. amazonensis, observando o
perfil de expressé@o das suas vérias isoformas e relacionando diferencas no padrédo
de expressao com diferentes processos celulares. Os resultados obtidos nesta
primeira etapa foram utilizados para confeccdo do artigo cientifico publicado na
revista Molecular and Biochemical Parasitology intitulado “THE elF4E SUBUNITS
OF TWO DISTINCT TRYPANOSOMATID elF4F COMPLEXES ARE SUBJECTED
TO DIFFERENTIAL POST-TRANSLATIONAL MODIFICATIONS ASSOCIATED TO
DISTINCT GROWTH PHASES IN CULTURE” (Pereira et al., 2013).

Para o segundo grupo de resultados, foi obtido utilizando ferramentas de
manipulacdo génica para identificar e mapear sitios de modificacdes pos-
traducionais do EIF4E3 de L. amazonensis. Neste ponto foi possivel realizar um
estudo comparativo com seus ortélogos de L. infantum e L. major e avaliar aspectos
basicos como a natureza dessas modificagBes. JA 0 terceiro e Ultimo grupo de
resultados foi obtido através da analise funcional dos EIF4E3 e 4, observando
interacdes protéicas in vivo com proteinas relacionadas com a iniciagdo da tradugéo
e com a estrutura cap. Os resultados alcancados para o EIF4E3 permitira a
confecgao de um artigo cientifico de impacto relevante futuramente. Ja os dados do
EIF4AE4 de L. infantum serdo utilizados como parte de um conjunto de resultados em
um artigo que esta sendo finalizado para submissao, com o titulo provisorio de “THE

NOVEL LEISHMANIA EIF4E4 N-TERMINUS IS A TARGET FOR MULTIPLE
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PHOSPHORYLATION EVENTS AND TAKES PART IN CRITICAL INTERACTIONS

REQUIRED FOR TRANSLATION INITIATION”.

5.1 Deteccao de processos celulares associados a expressao de isoformas de

EIFAE3 e 4 em L. amazonensis

Os resultados obtidos previamente nas curvas de crescimento e diferenciacao
de L. amazonensis mostrou que o padrédo de expressao das isoformas dos EIF4E3 e
4 varia ao longo destas curvas. Este resultado chamou a atencdo por conta das
rapidas mudancas no perfil das isoformas induzida pelo repique celular, que pode
ser um indicativo de que esses fatores poderiam estar sendo regulados pelo ciclo
celular do parasita. Por conta destes achados, culturas de células foram tratadas
com diferentes compostos com o intuito de correlacionar mudancas de expressao
nas isoformas com a inibicdo de processos metabolicos especificos e identificar se o
aparecimento destas isoformas na fase exponencial estaria associado com

populacdes distintas de células na mesma cultura.

5.1.1 Andlise do efeito de inibidores de processos metabdlicos especificos na

expresséo de isoformas dos EIF4E3 e 4

Para avaliar processos celulares especificos associadas as mudancas de
expressao encontradas nos fatores estudados, inibidores desses processos foram
utilizados no intuito de se correlacionar a inibicdo de um dado processo especifico
com alteragcbes no padrdo de expressdo das isoformas dos EIF4AE3 e 4. Os
inibidores selecionados estdo ligados diretamente aos processos de transcricao

(Actinomicina D), traducé&o (Cicloheximida e Puromicina) e processamento de mRNA
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(Sinefungina). Além disso, também foram avaliados um inibidor de proteassoma

(Lactacistina) e um inibidor de fosfatases (Acido okadaico).

Curvas de crescimento utilizando os diversos inibidores selecionados foram
realizadas em condi¢bes equivalentes aos experimentos que geraram o0s resultados
apresentados na Figura 13B. Inicialmente foram avaliadas propriedades como
crescimento celular e morfologia sob as condi¢des de inibicho em comparagcdo com
curvas controle padrdo. Nas curvas de inibicado de transcricao e traducéo, as células
se encontravam sem motilidade e mortas apdés as 24h de crescimento. Foi
observada alteracdo de morfologia com células bastante alongadas ou com tamanho
inferior ao observado no controle. Ja no ensaio de inibicdo com Sinefungina, as
células ndo alteraram sua morfologia, mas possuiam pouca movimentacao celular.
As células ndo morreram, porém nao houve crescimento celular. Ja com a
Lactasistina e o Acido Okadaico, foi observado um crescimento celular um pouco
mais lento do que o da cultura controle, mas ndo houve alteracdo na morfologia das

células.

Em seguida partiu-se para avaliar o perfil de expressao dos EIF4E3 e 4 em
amostras representativas das diferentes curvas geradas (Figura 16). Nestes ensaios
a expressdo do fator EIF4AIl foi utilizada como um controle quantitativo do
experimento, tendo visto esta ser uma proteina de expressao constitutiva e onde nao
se observa alteracdes visiveis induzidas por modificacdes pds-traducionais. Um
ponto interessante nestas andlises foi a visualiza¢do nitida de varias isoformas do
EIFAEA4, e ndo apenas duas como aparece no EIF4E3 ou um bloco de isoformas nao
definidas como foi visto anteriormente nas suas curvas de crescimento. Esse € um
indicativo, confirmado posteriormente como descrito a seguir, de que esta proteina

possui varios sitios de modificagfes pds-traducionais.
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Em um primeiro momento o foco desta analise foram as primeiras horas apos
o repique celular (até 6h de crescimento) periodo onde se observam nas curvas
controle as alteracdes mais significativas nos perfis de expresséo das isoformas dos
EIF4E3 e 4. Nestas condi¢cles, 0 aparecimento da isoforma de baixo peso molecular
do EIF4E3, evento nitidamente observado no ponto de 6h da curva controle, foi
bloqueado na presenca tanto do inibidor de processamento de mRNAs como de
ambos os inibidores de traducdo. Esse efeito ndo foi visualizado nas curvas de
crescimento com a inibigdo da transcri¢ao, utilizando a Actinomicina D. No caso do
EIF4E4, a incubacdo com os inibidores de traduc&o nas primeiras 6 horas da curva
nao interferiu de forma significativa no padrdo de expressdo de suas isoformas.
Entretanto, na curva com a presenca da Cicloheximida, composto que atua
estabilizando os polissomos, € notavel o aparecimento das isoformas de maior peso
molecular, no ponto de 2h e 6h, semelhante ou até intensificado em relacdo ao
controle. Mesmo na presenca de Puromicina, que induz a dissociacdo dos
polissomos, também houve o aparecimento das isoformas de maior peso molecular,
porém menos pronunciado do que o observado com Cicloheximida. Em contraste, o
tratamento com a Sinefungina levou ao bloqueio do aparecimento destas isoformas
e um efeito intermediario foi observado na presenca de Actinomicina D. Em conjunto
estes resultados indicam claramente a necessidade de um processo ativo de
traducdo para a ocorréncia na mudanca de expressao do EIF4E3, ao contrario do
EIF4E4 onde a inibigao da tradugéo nao afeta a alteragéo no perfil de expresséo das

suas isoformas.
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Figura 16. Analise da expresséo dos fatores EIFAE3 e EIF4E4 em curvas de crescimento celular
de L. amazonensis frente ao uso de inibidores de processos celulares. As amostras foram
retiradas nos pontos Oh, 2h, 6h e 24h apés a adicdo do inibidor. Cerca de 10° células foram
fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de PVDF para realizagdo dos
ensaios de Western-blot. Foram utilizados os anticorpos anti-EIF4Al, anti-EIF4E3 e anti-EIF4E4, que
reconhecem as respectivas proteinas em L. amazonensis. As curvas de crescimento foram realizadas
utilizando diferentes inibidores de transcricdo (Actinomicina D), processamento de mMRNAs
(Sinefungina) e tradugéo (Cicloheximida e Puromicina), que atuaram modificando a expressédo das
isoformas tanto do EIF4E3 como do EIF4E4 em relagdo ao controle.

Quando se observa a expresséo dos EIF4AE3 e 4 no periodo de 24 horas apés
repique, todos os quatro inibidores interferiram no padrédo de expressdo das suas
isoformas em comparacdo com as curvas controle. As células nas trés condicdes
testadas (Figura 16) apresentaram um padrdo semelhante ao encontrado em
culturas de células na fase estacionéria (Figura 13A — 144h), indicando que células
submetidas ao estresse devem apresentar o mesmo perfil de expresséao.

Com o uso da Lactacistina, um inibidor de proteassoma, e do Acido
Okadaico, um inibidor de fosfatases, ndo houve diferenca de expressdao em ambas
as proteinas estudadas em relacdo ao controle (Figura 17). Isso pode ter ocorrido

visto que estes ndao sao inibidores gerais, e sim de vias especificas, e com isso, as
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fosfatases e proteases inibidas por esses compostos ndo estariam participando de

uma possivel desfosforilagcdo e degradacdo das proteinas em estudo.

Oh 2h 6h 1d Oh 2h 6h 1d Oh 2h 6h 1d

45 KDa =) N s S—— —— —— e ——— EIF4Al

; ngwm EIF4E3

B T T | JeerepeE— ([ 1]
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Controle Lactacistina Acido Okadaico

Figura 17. Anélise da expresséo dos fatores EIF4AE3 e EIF4E4 em curvas de crescimento celular
frente ao uso de Lactacistina e Acido Okadaico. Estas curvas de crescimento foram realizadas
utilizando os inibidores de proteassoma e fosfatases, com a mesma metodologia empregada nas
demais curvas de inibicdo.Nestes dois casos, entretanto, ndo houve modificacdo da expressédo das
isoformas dos fatores estudados em relacdo ao controle.

5.1.2 Analise do efeito da expressao das proteinas frente a sincronizacéao

celular.

A partir do repique realizado com as culturas de células na fase estacionaria,
um novo ciclo de crescimento recomeca com uma sincronizacao limitada do ciclo
celular. Assim, observa-se no ponto Oh das curvas de crescimento realizadas, que o
EIFAE3 e 4 apresentam predominantemente uma isoforma. Até o ponto de 6h,
ocorre uma inversdo das isoformas, mas a sincronizacao celular ainda € mantida, e,
como o ponto Oh, ocorre predominancia de uma isoforma. A partir do ponto de 24h,
cada célula se encontra na sua fase especifica, ou seja sem qualquer sincronizagédo

de ciclo celular, e as isoformas se apresentam de modo equivalente. No final da
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curva as células estdo novamente sincronizadas na fase de morte celular, e mais
uma vez apenas uma isoforma predomina (Figura 13A). Esse resultado chamou a
atencao para o fato de que quando as células estdo “sincronizadas”, ou seja, na
mesma fase do ciclo celular, parece haver apenas uma isoforma predominante para
os EIF4E3 e 4. Este padrdo encontrado na fase exponencial poderia ser, entdo, um

resultado de populacbes em estégios diferentes do ciclo celular.

Para definir se o perfil de expresséo das isoformas do EIF4E3 e 4 estaria de
fato se alterando de acordo com a fase do ciclo celular de Leishmania, foi realizada
uma nova curva de crescimento onde a proliferacdo das células de uma cultura
exponencial era interrompida na fase S pela adicdo do composto Hidroxiuréia (HU).
Esperava-se induzir um novo evento de sincronizacao do ciclo celular, independente
mas comparavel aquele induzido pelo repique de células estacionarias para uma
nova cultura. Neste caso a adicdo do composto se deu a células a partir de 48h de
crescimento, ponto onde sdo encontradas o maior numero de isoformas, nos dois
fatores estudados, nas curvas controle (Figura 13A). Com a concentracao de 15 mM,
foi possivel observar uma pequena alteracdo na expressdo das isoformas das duas
proteinas estudadas (EIF4E3 e EIF4E4), até a primeira hora apés a retirada da HU
do meio (Figura 18). O fator EIF4E4 foi mais claramente observado, com o ponto até
1h permanecendo com apenas as isoformas de menor peso molecular, mostrando
uma clara distincdo em relagdo ao controle. Estes resultados reforcam a
possibilidade de uma expressao de isoformas associadas ao ciclo celular para o
EIF4E4 que poderiam estar associadas a eventos de controle da tradugdo de

MRNAs especificos.
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Figura 18. Curva de sincronizagao celular de Leishmania amazonensis utilizando o composto
Hidroxiuréia. As amostras foram retiradas nos pontos Oh, 1h, 3h e 6h ap6s a adi¢do da droga. Cerca
de 10° células foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de PVDF
para realizacdo dos ensaios de Western-blot. Foram utilizados os anticorpos anti-LmEIF4AI, anti-
LmEIF4E3 e anti-LmEIF4E4, que reconhecem as respectivas proteinas em L. amazonensis. As setas
vermelhas indicam os pontos onde houve diminuicdo de uma das bandas em relagcdo ao controle do
experimento.

5.2 Identificagcdo e caracterizacdo de eventos de fosforilagdo nos EIF4E3 e 4 de

L. amazonensis

A observacéo das isoformas distintas encontradas nos fatores EIF4AE3 e 4 e a
rapida modificagdo de expressdo destas isoformas, com apenas 15 minutos apos o
repique, sdo indicativos fortes da ocorréncia de modificagcbes pos-traducionais
nestes fatores. Além disso, a presenca de fosforilagcdo em ortélogos do elF4E em
outros organismos ja foi bem descrita, apontando que estas isoformas encontradas
poderiam ser provenientes de modificacdo pos-traducional por fosforilacdo. Por isso,

analise em géis bidimensionais e purificacdo de fosfoproteinas foram realizadas,

82



Pereira, MMC Identificacdo e caracterizagdo de modificagdes pos-traducionais...
com o intuito de verificar se nestas isoformas também ocorreriam eventos de

fosforilagéo.

5.2.1 Identificacdo do numero e caracteristicas das isoformas dos EIF4E3 e

EIF4E4 através de eletroforese em géis bidimensionais.

Por conta das modificacdes poOs-traducionais encontradas, nas diferentes
fases do ciclo celular de L. amazonensis, além do padrao diferenciado de expresséo
dos fatores EIF4E3 e EIF4E4, foi utilizada a metodologia de eletroforese em gel
bidimensional para melhor avaliar o padrédo de isoformas expressas para cada fator.
Com esta técnica, € possivel melhor definir quantas isoformas sdo encontradas para
cada fator, visto que a separacao pelo peso molecular no gel unidimensional pode
nado separar adequadamente as isoformas com pequena diferenca de peso
molecular, além de avaliar como estas diferem em ponto isoelétrico, uma
propriedade que pode ser alterada pela fosforilacdo das proteinas. Nestes ensaios
foram utilizadas células em crescimento exponencial, com 48h de crescimento, visto
gue é nesta fase que sdo detectadas a totalidade das isoformas observadas em gel

unidimensional encontradas em niveis equivalentes (Figura 13A).

No caso do EIF4E3, foi observada que a posi¢do de sua isoforma de menor
peso molecular na focalizacdo é semelhante a determinada pelo seu ponto
isoelétrico (pl), que é de 8,56 (Figura 19), confirmando que esta seria a isoforma
correspondente a proteina nativa sem modificagbes pos-traducionais. Este fator
apresentou um padrdao bem diferenciado de isoformas, com dois spots (1 e 2)
representando a banda de alto peso molecular vistas no unidimensional (Figura
13A), e os outros dois spots (3 e 4), representando a banda de menor peso. Ja o

EIF4E4, cuja forma sem modificacdes pos-traducionais possui seu ponto isoelétrico
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de 9,20, foi representando por um grande numero de spots diferentes (oito ou mais),
gue aumentam em tamanho com uma redugédo simultanea no pl, mudancas estas

compativeis com muitos eventos de fosforilacdo (Figura 19 — setas verdes).
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Figura 19. Perfil de eletroforese bidimensional de homdlogos das subunidades elF4F
selecionados e PABP1. As amostras foram retiradas na fase exponencial do parasita (48h), cerca de
75ug de proteina total foi focalizada em fitas (primeira dimenséao), fracionadas em gel SDS-PAGE
12,5% (segunda dimenséo) e transferidas para membranas de PVDF para realizacdo dos ensaios de
Western-blot. Foram utilizados os anticorpos anti-LmEIF4Al, anti-LmEIF4E3, anti-LmEIF4E4, anti-
LmPABP1, anti-LmEIFAG3 e anti-LmEIF4G4, que reconhecem as respectivas proteinas em L.
amazonensis. Os nimeros em vermelho demonstram as isoformas encontradas no EIF4E3. As setas
verdes e vermelhas apontam as mudltiplas isoformas identificadas no EIF4E4 e PABP1,
respectivamente. A seta amarela demonstra uma isoforma de menor intensidade identificada no
EIF4AL.

Um perfil de isoformas parecido com o do EIF4E4 foi visto com a PABP1,
utilizada como controle neste experimento tendo em vista ja ter sido descrita como
alvo de fosforilagdo em L. major (Bates et al., 2000). A PABP1 também é
representada por numero grande de isoformas que aumentam de peso a medida

gue vao migrando para a zona mais acida da fita de focalizacdo (Figura 19 — setas
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vermelhas). Um segundo controle utilizado foi o EIF4AI, cujas evidéncias iniciais
indicavam néo ser fosforilado. Entretanto neste caso, embora uma Unica isoforma
predomine (pl de aproximadamente 6,00), provavelmente a forma nao fosforilada,
uma segunda isoforma de intensidade muito menor também foi observada (Figura
19). Esta segunda isoforma seria uma indicagéo de que a proteina pode estar sujeita
a um grau limitado de fosforilagdo, o que esta de acordo com a deteccéo fraca desta

proteina na eluigdo contendo fosfoproteinas (Figura 20).

As diferengcas no ponto isoelétrico observadas entre as duas isoformas de
maior peso molecular do EIF4E3 e também as de maior peso do EIF4E4 sdo bem
maiores quando comparadas com as de menor peso molecular do EIF4E4. Estas
diferencas, no entanto, foram coerentes com a analise obtida de predicao de pl para
ambas as proteinas, quando realizada uma estimativa com a ocorréncia de multiplos
eventos de fosforilacdo (Tabela 2). Enquanto que um ou dois eventos de fosforilagéo
modificam amplamente o pl do EIF4E3, uma alterac&o sutil do pl foi predita para os

primeiros grupos fosfatos adicionados ao EIF4E4.

Um dado interessante observado para o EIF4E3 foi que a mudanca de
tamanho entre as isoformas 2 e 3 do EIF4E3 (Figura 19), ndo parece ser
acompanhada por mudanca de pl compativel com fosforilagcdo. Isto sugere uma
ocorréncia de algum outro tipo de modificacdo pos-traducional, que cause uma
modificacdo perceptivel de peso molecular, mas que néo interfere muito na mudanca
do pl da proteina. O mesmo é observado para as isoformas de menor peso

molecular do EIF4E4, que possuem dois conjuntos de isoformas com praticamente o

mesmo pl, porém, com uma mudanca visivel de peso molecular.
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Tabela 2. Analise de predicéo do ponto isoelétrico dos homodlogos LaEIF4E3 e
LaEIF4E4 a partir da adigcéo de grupos fosfatos.

L. amaZzonensis

EIF4E3 EIF4E4
Numero de Peso Ponto Numero de Peso Ponto
fosfatos Molecular Isoelétrico fosfatos Molecular Isoelétrico
0 37721 8.63 0 48503 9.20
1 37799 7.90 1 48581 8.97
2 37877 7.19 2 48659 8.63
3 37955 6.86 3 48737 8.00
4 38033 6.63 4 48815 7.40
5 38111 6.46 5 48893 7.05
6 38189 6.31 6 48971 6.79
7 38267 6.18 7 49049 6.58
8 38345 6.05 8 49127 6.40
9 38423 5.94 9 49205 6.23
10 38501 5.83 10 49283 6.08

Legenda: Através do programa encontrado na internet Scansite Molecular Weight &
Isoelectric Point Calculator, de predicdo de pl a partir do aumento de sitios de
fosforilacdo,foi possivel observar a diferenca dos pontos isoelétricos das isoformas
guando cada grupo fosfato é adicionado na proteina. Foram colocadas na analise,
10 predicbes de grupos fosfato para cada proteina. Interessante notar a diferenca
ampla de pl nos primeiros pontos do EIF4E3, que ndo é observado no EIF4E4 Peso
Molecular medido em KDa.

5.2.2 Detecgao dos EIF4E3 e 4 no fosfoproteoma de L. amazonensis

Para avaliar se as isoformas encontradas para os fatores eram
correspondentes a modificacdo pos-traducional por fosforilagdo, procedeu-se a
purificacdo do fosfoproteoma deste parasita para avaliar a presenca das proteinas
alvo no mesmo, juntamente com o EIF4Al e a PABP1. O fator EIF4Al é usado como

controle negativo nos experimentos das curvas de crescimento no nosso laboratorio,
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por ser uma proteina constitutiva. Este fator ndo foi descrito apresentando forma
fosforilada em outros eucariotos e nas avaliacbes prévias em géis uni e
bidimensionais de Leishmania aparece predominantemente como uma unica

isoforma.

Em todos os ensaios realizados com o EIF4E3 e EIF4E4 foi observada a
presenca das isoformas no ponto de eluicdo, onde sdo encontradas apenas
fosfoproteinas (Figura 20). Além disso, diferentemente do EIF4Al, as isoformas
fosforiladas foram observadas em niveis bastante elevados, nos dois fatores. Esse
resultado comprova que estas isoformas visualizadas na curva de crescimento sao
os fatores nas suas formas fosforiladas. Um ponto interessante neste resultado é
observar que as formas de maior peso molecular, tanto para o EIF4E3, quanto para
o EIF4E4 sdo observadas predominantemente no eluato. Porém, as formas de
menor peso molecular também foram encontradas, podendo indicar que todas as
formas das proteinas em questdo sao fosforiladas, s6 mudando a quantidade de
sitios de fosforilacdo presentes. Uma outra explicacdo seria que apenas um grupo
fosfato num Unico sitio de fosforilacdo poderia ser uma modificacdo muito pequena
para alterar o peso da proteina, sendo as isoformas desfosforilada e a fosforilada
visualizadas migrando de modo similar. Além disso, na fracdo sobrenadante do
EIF4AE3 apenas as isoformas de menor peso molecular sdo visualizadas, indicando
gue provavelmente todas as isoformas fosforiladas se ligaram a coluna de afinidade,

e ndo foram coletadas nesta fragao.

Em alguns dos ensaios realizados, o EIF4AIl ndo foi observado no ponto da
eluicdo das fosfoproteinas, confirmando as suspeitas de que este fator ndo estaria
sendo regulado por eventos de fosforilacdo. Porém, interessantemente em outros

ensaios, foi possivel visualizar uma quantidade muito baixa da proteina no ponto de
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eluicdo (Figura 20). Esta discreta fosforilacdo € condizente com as isoformas de
menos intensidade observada pelos géis bidimensionais para o EIF4Al, mas por
ocorrer em um numero muito limitado de moléculas, pode n&o influenciar

significantemente na funcéo da proteina.
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Figura 20. Purificagdo de proteinas fosforiladas por cromatografia de afinidade e identificagéo
dos EIF4Al, EIF4E3, EIF4E4 e PABP1 dentro do conjunto de fosfoproteinas de L. amazonensis.
A figura mostra dois dos varios ensaios realizados com células de L. amazonensis, no ponto de 48h
da curva de crescimento. Para o Western-blot, foram utilizados cerca de 30ug de extrato total tanto do
sobrenadante como do extrato celular e 100ul da eluicdo obtida. Essas amostras foram precipitadas
com TCA e acetona, fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de PVDF
para realizagdo dos ensaios de Western-blot. Todos os fatores estudados apareceram na fracéo de
eluicdo, confirmando a ocorréncia de fosforilagcdo nestas proteinas.

A PABP1 foi utilizada neste ensaio mais como um controle positivo, visto que
seu ortdlogo em L. major ja foi descrito como fosforilado. Como eram observadas
isoformas da PABP1 nas curvas de crescimento em L. amazonensis, era esperado
gue a mesma aparecesse no ponto de eluicdo, o que ocorreu em todos 0S ensaios

realizados (Figura 20). Neste resultado, observou-se que as isoformas de maior
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peso molecular apareceram na eluicdo, entretanto a saturacdo da coluna utilizada
pode justificar a presenca das mesmas isoformas também no sobrenadante da

coluna (nao ligado).

5.3 Estudo comparativo da sequéncia dos EIF4E3 de L. amazonensis, L.

infantum e L. major e da expressao de suas isoformas

Nos ultimos anos, foi observado um grande avanco no estudo dos multiplos
fatores de iniciacdo da traducdo nos tripanosomatideos. Assim, dois complexos de
iniciacdo da traducdo EIF4F foram identificados, com a presenca dos dois fatores
EIF4E3 e 4 estudados neste trabalho. Enquanto que o complexo em que o EIF4E4
foi identificado interage com a PABP e o cap em L. major e T. brucei, o EIF4E3
participa de um complexo EIF4F que nao realiza essas intera¢des. Por conta disso,
a funcdo exata deste fator na iniciacdo da traducdo permanece desconhecida e 0s
estudos prévios ficaram mais focados no EIF4E4. Assim, com o intuito de melhor
investigar este homaologo, que possui um padrdo de expresséao tdo diferenciado em
relacdo ao EIF4E4 de Leishmania, este estudo visou avaliar o fator EIF4E3 das trés

principais espécies de Leishmania estudadas.

5.3.1 Analise comparativa da expressdo do EIF4E3 durante curva de

crescimento da forma promastigota nas trés espécies estudadas.

A partir da identificagdo de isoformas nos EIF4E4 e EIF4E3 de L.
amazonensis, era necessario saber se essas isoformas e as modificacbes pos-
traducionais seriam conservadas em outras espécies de Leishmania. Assim, curvas

de crescimento da forma promastigota foram realizadas também com L. major e L.
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infantum. O EIF4Al mais uma vez foi utilizado como controle quantitativo do
experimento.

Interessantemente, a expressdo do EIF4E3 nestas duas espécies ocorre
apenas com a visualizagdo de uma Unica banda (Figura 21 - A e B), diferentemente
do que é visto em L. amazonensis, que possui duas isoformas com pesos
moleculares distintos (Figura 13A). Além disso, o EIF4E3 nestas duas espécies ndo
possuem mudancas significativas de expressdo, sendo visualizada em todos os
pontos da curva em niveis equivalentes, com excecao do ponto 144h da curva de L.
infantum, na fase de morte celular (Figura 21B). Esse resultado sugere que os dados
obtidos em relacdo ao EIF4E3 de L. amazonensis podem ser especificos para esta
espécie e podem representar distingdes funcionais desta proteina em diferentes

espécies de Leishmania.

Analise da expressao dos homodlogos EIF4E3
(Forma Promastigota)

A B

Oh 2h e6h 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h Oh 2h 6h 24h 48h 72h 96h 120h 144h
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L. major L. infantum

Figura 21. Andlise da expressédo do EIF4E3 de L. infantum e L. major na curva de crescimento
da forma promastigota. Cerca de 10° células foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e
transferidas para membranas de PVDF para realizacdo dos ensaios de Western-blot. (A) Curva de
crescimento de L. major e (B) Curva de crescimento de L. infantum. A expresséo dos dois ort6logos
EIF4E3 pode ser considerado constitutivo, pois aparece em todos os pontos da curva sem alteracéo
significativa, com excec¢do do ponto 144h de L. infantum, que praticamente some na fase de morte
celular.
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5.3.2 Obtencéo da sequéncia do gene EIF4E3 de L. amazonensis e comparacao
com seus ortélogos em L. infantum e L. major.

Por conta da grande diferenca de expressao observada entre o EIF4E3 de L.
amazonensis, e seus ortélogos de L. major e L. infantum, que apresentaram perfil
similar de expressdo sem isoformas aparentes, uma analise da sequéncia das
respectivas proteinas tornou-se necessaria. Para isso foi preciso a clonagem e
sequenciamento do gene codificando o EIF4E3 de L. amazonensis, tendo em vista
que, quando da realizacdo dos experimentos descritos a seguir, o genoma de L.
amazonensis ainda nao havia sido sequenciado ou depositado em bancos de dados
publicos. Para o desenho dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene
EIF4E3 tomou-se como base a sequéncia do seu gene de L. mexicana (que possui
uma similaridade acentuada com L. amazonensis) além dos de L. infantum e L.
major, todas espécies com seus genomas completos depositados. Assim, o par de
oligonucleotideos desenhados serviu tanto para amplificacdo do gene em L.
amazonensis, como para L. infantum.

ApGs a clonagem, o gene EIF4E3 de L. amazonensis foi entdo sequenciado e
sua sequéncia de aminoacidos resultante comparada através de alinhamento com
as sequéncias de L. infantum e L. major também avaliadas nesse estudo (Figura
22). As trés espécies possuem a proteina EIF4AE3 com 349 aminoéacidos, e as
sequéncias de L. amazonensis e L. infantum diferem em apenas 20 aminoacidos
(AA em vermelho) com a de L. major diferindo nestes além de mais sete
aminoacidos (AA em azul). Todas possuem duas regides na por¢cdo N-Terminal
bastante conservadas (Figura 22 - caixas em verde), que podem estar relacionadas
com alguma regido de interagdo com parceiros funcionais. As trés espécies

possuem conservados também os triptofanos W187 e o W216, possiveis sitios de
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interacdo ao EIF4AG e ao cap, respectivamente (Figura 22- caixas em roxo). Um
ponto interessante a destacar € que foi observado que este fator possuia trés
possiveis sitios de fosforilagdo para as MAP quinases, que sao residuos de serina
seguido por uma prolina, nas posi¢cdes S75, S165 e S344, sendo o S75 encontrado
apenas em L. amazonensis (Figura 22 — caixas marrons). Este fato reforca o
resultado observado nos bidimensionais, com o EIF4E3 apresentando apenas
quatro isoformas, diferentemente do EIF4E4, que possui ha sua sequencia varios
sitios de fosforilagdo para MAP quinases (De Melo Neto, comunicacdo pessoal), e

varias isoformas encontradas.

11 28 33..38 vy 54
LaEIF4E3 PKSDAKGEPKSSSAAAVAKPPSIQLATHLSAAAEPFVPGGPKOMSATSTH
LiEIF4E3 DKSDAKGEPKSSSAAAVVKPPSTQLVTHKLSAAAEPFVPGGPKQASATSTH
LmEIF4E3 2QSDAKGDPKSSSAAAVAKPPSTQPATHLSAAAEPFVPGGPKOMSATSTH

€s€e 7 8 87 97 99 103
LaEIF4E3 VDPKTATEDGKTTYSPIHTERPASSLPNSAAAAGAAKREADENEDSQLDWLPEAQPTDWSE
LiEIF4E3 VDPKATTEDGKTT ASSLPDSAAAAGAAKKETDENDDSQLDWLPEAQPTDWSE
LmEIF4E3 VDPKATTEDEKTT CPASSLPDSAAAAGAAKKEADENDDSQLDWLPEAQPTDWSE

1€0 163
LaEIF4E3 SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNTASHBSPIISTMSFEPIFVSNV
LiEIF4E3 SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNMASNSSPIISTMSFEPIFVSNV
LmEIF4E3 SKLPKLFGCHNTAAKATSSAIPLHASWDLYADDHQGSSNMASNSSPIISTMSFEPIFVSNV

+ 1s8 210 +
LaEIF4E3 GDVESFWRLWRYLPAPSGLPTVYTYSWFRKDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDRSGLS
LiEIF4E3 GDVESFWRLWRYLPAPSALPTVYTYSWFRRDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDRSGLS
LmMEIF4E3 GDVESFWRILWRYLPAPSALPTVYTYSWFRKDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDRSGLS

LaEIF4E3 DKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLQLWTAHSEVGKLKAFAN
LiEIF4E3 DKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLOLWTAHSEVGKLKAFAN
LmEIF4E3 DKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLQLWTAHSEVGKLKAFAN

310 314 £
LaEIF4E3 SVRDTLSKIIGAKALQKLEYYSHHQKQAATNSLAARMKGKTKYSPPHTF

LiEIF4E3 SVRDTLSKIMGAKTLQOKLEYYSHHQKQOAATNSLAARMKGKTKYSPPHTF
LmEIF4E3 SVRDTLTKIMGAKTLQOKLEYYSHHQKQAATNSLAARMKGKTKYSPDHTF

Figura 22. Alinhamento do EIF4E3 das trés espécies de Leishmania. Comparacdo da sequéncia
protéica do EIF4AE3 de L. amazonensis, L. infantum e L. major, mostrando os principais pontos de
conservacdo e diferengas entre as espécies estudadas. Em vermelho, os aminoacidos que diferem
entre L. amazonensis e L. infantum. E em azul, os aminoacidos de L. major que diferem de L.
amazonensis. Nas caixas verdes, motivos conservados na regido N-terminal, podendo estar
relacionados com interacdo com parceiros funcionais. Os dois triptofanos conservados (Caixas
roxas), possiveis sitios de interagdo com cap e EIF4G4. Nos boxes marrons, possiveis sitios alvos de
fosforilacdo pelas MAP quinases, sendo o sitio na posi¢do S75, exclusivo de L. amazonensis.
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5.3.3 Analise comparativa da expressao das isoformas do EIF4E3-HA de L.
amazonensis e L. infantum.

Tanto o EIF4E3 de L. infantum, como o EIF4E3 de L. major ndo possuem o
padréo de expressao variado e com a visualizacdo de duas bandas como ocorre em
L. amazonensis (Figura 21). Assim, com o intuito de investigar e comparar o
comportamento do EIF4E3 foi realizada a clonagem de ambos os genes EIF4E3 de
L. amazonensis e L. infantum, em um vetor para transfeccdo em Leishmania. Essa
subclonagem permitiu a adicdo de uma marca do epitopo de HA na regido C-
terminal das duas proteinas. Assim, foi possivel investigar se a isoforma exclusiva de
L. amanonensis apareceria no EIF4E3 de L. infantum ou desapareceria do EIF4E3
de L. amazonensis, apés transfeccdo das duas constru¢cdes nas duas espécies de
interesse. Apos a selecdo dos transfectantes, extratos de células com crescimento
exponencial (48h) foram analisadas através de Western-blot. Com este resultado, foi
possivel observar que a banda adicional do EIF4E3 de L. amazonensis se manteve
nos dois transfectantes, e que a banda Unica do EIF4E3 de L. infantum também foi

mantida nas duas espécies (Figura 23).

L. amazoneisis L. infantum

LaEIFAE3  LIiEIFAE3 LaEIFAE3 LIiEIF4E3

Anti-HA

45 KDa=>

Figura 23. Comparacdo da expressdo das proteinas exdgenas EIF4E3 de L. infantum e L.
amazonensis transfectadas nas duas espécies. As amostras foram coletadas com os
transfectantes em crescimento exponencial (48h) e o extrato de 5 x 10° células foram fracionados em
gel SDS-PAGE 15% e transferidos para uma membrana de PVDF, para realizacdo dos ensaios de
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Western-blot. Nestes, foi utilizado o anticorpo comercial anti-HA, que reconhece o epitopo HA
fusionado as proteinas.

Esses resultados confirmam que a banda extra do EIF4E3 L. amazonensis é
produto direto da sua sequéncia de aminoacidos e ndo uma consequéncia de
diferengcas de metabolismo entre as duas diferentes espécies de Leishmania

analisadas.

5.3.4 Analise de diferencas de peso molecular em ortélogos de EIF4E3 de L.
amazonensis, L. major e L. infantum.

O ponto mais interessante do resultado anterior foi a observacdo de que a
banda de maior peso molecular do EIF4E3 de L. amazonensis possui altura similar
da Unica banda encontrada na proteina de L. infantum (Figura 23). Esse resultado
chamou a atencéo visto que as duas proteinas possuem 349 aminoacidos e diferem
em apenas 20 aminoacidos (Figura 22). Assim, este resultado seria um indicativo de
gue a banda de menor peso molecular encontrada no EIF4E3 de L. amazonensis
seria produto de algum tipo de regulacdo por clivagem protéica. Portanto, para
determinar se ocorre algum tipo de clivagem protéica neste fator, que seria exclusiva
em L. amazonensis, ou se as diferencas de peso molecular visualizadas em gel de
SDS-PAGE refletem apenas propriedades intrinsecas das sequéncias de
aminoacidos das duas proteinas, seus respectivos genes foram subclonados no
plasmideo pET21A, para realizacdo de transcricdo e traducao in vitro. Através da
comparacdo das proteinas recombinantes, seria possivel determinar se haveria
diferenca ou ndo de peso molecular, e assim, confirmar a teoria da clivagem. A

construcdo do EIF4E3 de L. major, disponivel no laboratorio, também foi utilizada
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neste experimento, pois também possui 349 aminoacidos e uma semelhanga muito
grande com seus ort6logos.

A patrtir da traducéo in vitro, ficou claro que as proteinas recombinantes dos
trés ortélogos diferem em tamanho aparente quando fracionadas por gel, tendo o
EIF4E3 de L. amazonensis 0 menor peso molecular, a proteina de L. infantum peso
intermediario, e a de L. major possuindo o maior peso molecular entre elas (Figura
24). E possivel que a diferenca de aproximadamente 20 aminoacidos entre as trés
proteinas seja suficiente para modificar um pouco a carga da proteina e fazé-las

migrar com tamanhos proximos, porém diferentes.

LmEIF4E3 LaEIF4E3  LJEIF4E3

45 KDa=»

Figura 24. Transcricdo e traducéo in vitro dos ortélogos de EIF4E3 de L. major, L. amazonensis
e L. infantum. Apds obtencdo dos mMRNAs no ensaio de transcri¢do in vitro, foi realizada a traducéo
in vitro utilizando reticul6cito de coelho. Para produgcdo das proteinas radioativas foi utilizado o
aminoacido metionina marcado com *S. ApOs incubacdo, as amostras foram fracionadas em gel
SDS-PAGE 15% e o gel exposto a filme radiografico. A comparagédo do tamanho das trés proteinas
recombinantes mostrou uma diferenga gradativa entre seus pesos moleculares.
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Assim, a hip6tese de que poderia estar havendo algum tipo de clivagem
protéica no EIF4E3 de L. amazonensis foi descartada, visto que as proteinas
recombinantes ndo possuem o mesmo tamanho, sendo apenas uma coincidéncia o
fato da isoforma maior do EIF4E3 de L. amazonensis ter o mesmo tamanho da
proteina de L. infantum (Figura 24). Portanto, a existéncia desta isoforma maior em
L. amazonensis deve ocorrer realmente devido a alguma modificagcdo poés-
traducional exclusiva da espécie. Além disso, essa modificagdo deve deve estar
direcionada para um dos 20 aminoacidos que foram encontrados diferentes nas

duas espécies.

5.3.5 Identificacdo de isoformas de EIF4E3 em L. infantum.

Com o intuito de avaliar a presenca de isoformas induzidas por modificacdes
pés-traducionais no EIF4E3 de L. infantum foi realizada uma focalizac&o isoelétrica
comparando a proteina nativa com aquela superexpressa fusionada ao epitopo HA.
A analise do bidimensional de extratos de células em crescimento exponencial (48h)
mostra que, mesmo com a visualizacdo de apenas uma uUnica banda em gel
unidimensional (Figura 21), ha a presenca de pelo menos trés isoformas distintas
(Figura 25 — setas vermelhas). No caso do EIF4E3 nativo, nota-se claramente a
presenca de trés spots de intensidades mais ou menos equivalentes, com a de peso
molecular mais baixo um pouco mais fraca. As isoformas migram para o lado &cido e
positivo da fita subindo gradativamente seu peso molecular. A proteina fusionada a
HA apresentou um padrédo de expressao similar com a presenca de trés isoformas
principais, com a de menor peso com a expressdao mais fraca, migrando um pouco

mais deslocadas para o lado &acido provavelmente pela presenca do tag de HA
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(Figura 25). Esse resultado também indica que as caracteristicas de migracéo
destas isoformas encontradas no EIF4E3 de L. infantum também devem ocorrer

devido a eventos de fosforilacdo da proteina.

pH 6-11

A

\J

Y vy L/EIF4E3

45 KDa > .

e i v L/EIF4E3 -HA

45 KDa=>»

Figura 25. Perfil de eletroforese bidimensional do EIF4E3 enddgeno e exdgeno de L. infantum.
As amostras foram retiradas na fase exponencial do parasita (48h), cerca de 75ug de proteina total foi
focalizada em strips (primeira dimenséo), fracionadas em gel SDS-PAGE 12,5% (segunda dimensao)
e transferidas para membranas de PVDF para realizacdo dos ensaios de Western-blot. Foram
utilizados os anticorpos anti-LmEIF4E3 e o anti-HA, que reconhecem as proteinas em questdo. As
setas vermelhas ressaltam os spots discutidos no texto.

Um fato interessante a destacar € que no caso do EIF4E3 de L. infantum néo
ocorre uma mudanca brusca de peso molecular sem alteragédo do pl, como ocorre
em L. amazonensis (Figura 19 — 2 e 3). Essa alteracdo de peso consegue ser
observada em gel unidimensional, com a visualizacdo de 2 bandas distintas, e como

nao ocorre em L. infantum, apenas uma banda é encontrada em gel unidimensional.

5.4 Identificagao “in silico” de possiveis sitios de modificagao pés-traducional

no EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum

A partir dos resultados obtidos na comparagdo da sequéncia de L.

amazonensis e L. infantum e das andlises de géis bidimensionais, ficou claro que a
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diferenca de peso molecular das isoformas 2 e 3 (Figura 19) do EIF4E3, exclusiva de
L. amazonensis, deveria estar ocorrendo por alguma outra modificacdo pos-
traducional além da fosforilagdo. Como a diferenca de tamanho é grande, ndo
poderia ser qualquer modificagdo, e sim aquelas que modificassem
substancialmente o peso molecular da proteina. Além disso, essas modificacdes
deveriam ocorrer em um dos 20 aminoacidos que diferem entre as duas espécies.
Portanto, estas caracteristicas foram procuradas em péaginas de predicdo de
modificacdes pos-traducionais como glicosilacdo, ubiquitinacdo e sumoilacgéo,
modificacdes que produzem um aumento mais significativo no peso molecular da
proteina. Foi realizada também a predicdo dos possiveis sitios de fosforilacdo dos
ortélogos, ja que foi confirmada pela coluna de purificacdo de fosfoproteinas que o
EIF4E3 de L. amazonensis é fosforilado e que o EIF4E3 de L. infantum possui trés

isoformas detectadas pelo gel bidimensional, com perfil de migracéo por fosforilacao.

5.4.1 Predicéao de sitios de fosforilacao.

De acordo com a pagina disponibilizada na internet, o servidor NetPhos 2.0
Server (Blom et al., 1999) foi utilizado para determinar os possiveis sitios de
fosforilacdo no EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum. Os resultados obtidos
mostram que a maioria das serinas, treoninas e tirosinas passiveis de fosforilacdo
foram preditas igualmente nas duas espécies analisadas (Tabela 3). A serina 75,
exclusiva de L. amazonensis, e a treonina 33, exclusiva em L. infantum, foram
também preditas como possiveis sitios de fosforilagdo, com a serina 75 com uma
probabilidade maior de ocorréncia, de acordo com a pontuacdo gerada pelo

programa de predicdo (Tabela 3 - resultados em vermelho). Trés outros
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aminoacidos foram preditos como possiveis sitios de fosforilacdo em apenas uma

espécie, dois deles em L. amazonensis (S162 e T8) e um apenas em L. infantum

(S88) (Tabela 3 — resultados em azul). Estes amino&cidos sdo encontrados na outra

espécie, porém, como 0 programa avalia a sequencia como um todo, proxima ao

aminoacido predito, a sequencia presente na outra espécie ndo deve ter recebido

uma pontuagdo minima para ser considerado um possivel sitio para receber a

fosforilacéo.

Tabela 3. Predicéo de sitios de fosforilagdo em Serinas, Treoninas e Tirosinas do EIF4E3 de L.

amazonensis e L. infantum.

L. infantum L. amazonensis
Name Pogs Context Score Pred | Name Pas Context Score Pred
v v
Sequence 13 IPOKSDAKG 0.515 *S* Sequence 13 IPPKSDAKG 0.733 *S*
Sequence 21 GEPKSSSAA 0.953 =*S* Sequence 21 GEPKSSSAA 0.953 =*S*
Sequence 22 EPKSSSAAA 0.534 =*s* Sequence 22 EPKSSSAAA 0.534 =*S*
Sequence 55 PKOASATST 0.816 *S* Sequence 55 PKOMSATST 0.889 *S*
Sequence 58 ASATSTHVD 0.683 =*S* Sequence 58 MSATSTHVD 0.765 *S*
Sequence 83 ERPASSLPD 0.954 =*S* Sequence 75 KTTVSPLTE 0.748 *S*
Sequence 84 RPASSLPDS 0.989 =*S* Sequence 83 ERPASSLPN 0.984 *S*
Sequence 88 SLPDSAAAA 0.565 *S* | Sequence 84 RPASSLPNS 0.614 *S*
Sequence 105 ENDDSQLDW 0.969 =*S* Sequence 105 ENEDSQLDW 0.932 =*S*
Sequence 165 ASNSSPTST 0.985 =*S* Sequence 162 SNTASHSSP 0.720 =*S*
Sequence 168 SSPTSTMSF 0.957 =*S* Sequence 165 ASHSSPTST 0.989 =*S*
Sequence 171 TSTMSFEPI 0.945 *S* Sequence 168 SSPTSTMSF 0.892 *S*
Sequence 237 DRDRSGLSD 0.983 *S* Sequence 171 TSTMSFEPI 0.945 *S*
Sequence 240 RSGLSDKQV 0.951 =*S* Sequence 237 DRDRSGLSD 0.983 *S*
Sequence 277 LKVRSNKPV 0.558 =*S* Sequence 240 RSGLSDKQV 0.951 =*S*
Sequence 301 AFANSVRDT 0.997 =*S* Sequence 277 LKVRSNKPV 0.558 *S*
Sequence 344 KTKISPDHET 0.986 *S Sequence 301 AFANSVRDT 0.997 =*S*
Sequence 344 KTKISPDHT 0.986 *S*
Sequence 33 KPPSTQLVT 0.570 =*T*
Sequence 59 SATSTHVDP 0.814 *T* Sequence 59 SATSTHVDP 0.814 *T*
Sequence 66 DPKATTEDG 0.639 *T* Sequence 67 PKTATEDGK 0.561 *T*
Sequence 67 PKATTEDGK 0.869 *T* Sequence 73 DGKTTVSPL 0.776 *T*
Sequence 305 SVRDTLSKI 0.630 *T* Sequence 78 VSPLTERPA 0.969 *T*
Sequence 305 SVRDTLSKI 0.630 *T*
Sequence 150 SWDLYADDH 0.971 *Y*
Sequence 320 (OKLEYYSHH 0.590 *Y* Sequence 8 SAAAYIPPK 0.522 =*Y*
Sequence 150 SWDLYADDH 0.971 *Y*
Sequence 320 (OKLEYYSHH 0.590 *Y*

Legenda: Os resultados em vermelho séo sitios preditos de aminoacidos exclusivos da espécie,
como a serina 75 de L. amazonensis e a treonina 33, de L. infantum. Os resultados em azul apontam
os sitios que foram preditos em apenas uma das espécies, mas a serina ou tirosina alvos ndo séo
exclusivas da espécie. Os resultados em preto sdo os aminoacidos preditos para ambas as espécies

analisadas.
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5.4.2 Predicéao de sitios de glicosilacao

Uma modificacdo pos-traducional que poderia mudar visivelmente o peso
molecular de uma proteina é a glicosilacdo. Para avaliar essa possibilidade, foi
utilizado uma pagina de predicdo de O-glicosilacdo (Julenios et al., 2005) para os
fatores EIF4E3 de L. infantum e L. amazonensis. Diferentemente das outras duas
analises acima, esta predicdo apontou alguns sitios diferentes, com alta
probabilidade de ocorréncia, entre as duas espécies estudadas (Figura 26). Em L.
infantum, foi encontrada a predicdo exclusiva na T33 e T66. Ja em L. amazonensis,
varias predicdes exclusivas foram apontadas, como a T65, S75, T78, T158, S165 e
T167, inferindo a possibilidade de que em algum destes aminoacidos, exclusivos
desta espécie, possa estar ocorrendo este tipo de modificacédo (Tabela 4). Mas o que
mais chama a atencéo neste resultado foi a alta predicéo de O-glicosilacdo na regiao
entre os aminoacidos 50 e 100 (figura 26 — quadro vermelho), mais especificamente
na S75, visto que a serina, posteriormente seguida por uma prolina, é o sitio de
fosforilacdo ja descrito para as MAP quinases de mamiferos, e exclusiva em L.

amazonensis

Um outro ponto a ser considerado € que em O-glicosilagdes adicionadas em
serinas, pode ocorrer uma outra modificacao pés-traducional, denominada de Fosfo-
glicosilacdo, que foi identificada no final da década de 90, em espécies de
Leishmania. (Haynes, 1998). Esta seria uma outra possibilidade de modificacdo que
poderia estar causando a presenca destas modificacbes pos traducionais em

algumas das serinas preditas exclusivamente em L. amazonensis.
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NetOGlyc 3.1 Server

The NetOglyc server produces neural network predictions of mucin type GalNAc O-glycosylation sites in mammalian proteins.
This version replaces NetOGlyc 2.0 (click here for that version).

View the version history of this server.

Instructions tfo
SUBMISSION
Paste a single sequence or several sequences in FASTA format into the field below:

13 21 22

€S . 67 7273 75 178

4
MNPSAAAYIPPKSDARGEPKSSSAAAVAKPPSIQLATKLSAAAEPFVPGGPROMSATST

HVDPKTATEDGKTTVSPLTERPASSLPNSAAAAGAAKREADENEDSQLDWLPEAQPTDW

SNVGDVESFWRLWRYLPAPSGLPTVYTYSWFRKDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVFDRDR
SGLSDKQVLDDVFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTILOLWTAHSEVGKL

KAFANSVRDTLSKI IGAKALQKLEY YSHHOKQAATNSLAARMKGKTKISPDHTF

§7 89

1se 165 167

L. amazonensis

348

0-glycosylation potential

NetOGlyc 3.1: predicted O-glycosylation sites in Sequence

1 L L I L L

Potential
Threshold

AIUH

A |

1l

| ||2;8‘ Iy

22

65 66,71 72

33

MNPSAAAYIPOQRKSDAKGEPKSSSAAAVVKPPSTOQLVTKLSARAEPFVPGGPROASATST

HVDPKATTEDGKTTAPPLMERPASSLPDSAAAAGAAKKETDENDDSQLDWLPEAQPTDW
SESKLPKLFGCHNTAAKATSSAT PLHASWDLYADDHQOGSSNMASNSS PTSTMSFEPIFV
SNVGDVESFWRLWRYLPAPSALPTVYTYSWFRRDIKPEWEHPRNKKGGTISIVVEDRDR

SGLSDKQVLDDVEFMAMLVGAVGESFHECSTTLNGIMLKVRSNKPVTLOLWTAHSEVGKL
348

KAFANSVRDTLSKIMGAKTLOKLEYYSHHOKQAATNS LAARMKGKTK I SPDHTF

L. infantum

0-glycosylation potential

59 100 150 200 -]
Sequence position
37 55565758
NetOGlyc 3.1: predicted O-glycosylation sites in Sequence
L L L L L L
Potential
Threshold
, ‘H H’ |\|, ’!lly!‘\“,ll’”
] sSe 100 150 208 258 300

Sequence position

Figura 26. Predicdo de sitios de O-Glicosilagao em LaEIF4E3 e LIiEIF4E3. Através da pagina no
servidor NetOGlyc 3.1,de predicdo de O-glicosilacao, foi possivel determinar os possiveis motivos que
teriam a capacidade de receber este tipo de modificacdo no EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum.
As serinas e treoninas marcadas em vermelho nas sequencias,séo as que o programa calculou como
alta probabilidade de ser O-glicosilado. O gréafico mostra que a probabilidade maior de ocorréncia
dessas modificagbes acontece entre os aminoacidos 50 e 100 da proteina (quadro vermelho).
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5.4.3 Predicédo de sitios de Ubiquitinacdo

Outro tipo de modificacdo pos traducional que causa um aumento significativo
no peso molecular da proteina € a ubiquitinagdo. Através da pagina de predi¢do de
sitios de interacdo com ubiquitinas (Radivojac et al., 2010), também foi possivel
obter estes possiveis motivos do EIF4E3 das duas espécies e compara-los entre si

(Tabela 4).

Tabela 4. Predicéo de sitios de ubiquitinacdo em LaEIF4E3 e LiEIF4E3.

L. amazonensis L. infantum

12 0.73 Yes Medium confidence 12 0.80 Yes Medium confidence
16 0.64 Yes Low confidence 16 0.67 Yes Low confidence

20 0.76 Yes Medium confidence 20 0.77 Yes Medium confidence
29 0.44 No 29 0.32 No

38 0.81 Yes Medium confidence 38 0.77 Yes Medium confidence
52 0.82 Yes Medium confidence 52 0.80 Yes Medium confidence
64 0.89 Yes High confidence 64 0.82 Yes Medium confidence
71 0.92 Yes High confidence 71 0.81 Yes Medium confidence
96 0.89 Yes High confidence 96 0.88 Yes High confidence
122 0.83 Yes Medium confidence 97 0.89 Yes High confidence
125 0.72 Yes Medium confidence 122 0.83 Yes Medium confidence
135 0.68 Yes Low confidence 125 0.71 Yes Medium confidence

210 0.51 No 135 0.66 Yes Low confidence
213 0.31 No 213 0.36 No
222 0.47 No 222 0.46 No
223 0.56 No 223 0.53 No
242 0.57 No 242 0.62 Yes Low confidence
274 0.17 No 274 0.17 No
279 0.18 No 279 0.20 No
294 0.48 No 294 0.46 No
296 0.50 No 296 0.53 No
308 0.10 No 308 0.12 No
313 0.29 No 313 0.29 No
317 0.17 No 317 0.17 No
326 0.50 No 326 0.47 No
338 0.17 No 338 0.16 No
340 0.17 No 340 0.18 No
342 0.18 No 342 0.16 No

Legenda: Através da pagina UBPred (Radivojac et al., 2010), que realiza predicdo de sitios de
ubiqutinacéo, foi possivel determinar os possiveis motivos que teriam a capacidade de receber este
tipo de modificagcdo no EIF4AE3 de L. amazonensis e L. infantum. Dos 29 motivos avaliados pelo
programa, 11 foram considerados como possiveis alvos em L. amazonensis e 13 em L. infantum, e os
mesmos sitios encontrados em L. amazonensis, também foram detectados em L. infantum.
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Nesta predicéo, foi possivel determinar 11 motivos em comum entre as duas
espécies, que sao provaveis alvos para ubiquitinagdo, uns com probabilidade mais
alta, enquanto outros, mais baixa (Tabela 4). No caso de L. infantum, dois sitios
adicionais, nado identificados em L amazonensis, também foram preditos. Porém,
pela predicdo do programa, essa possivel modificagdo possui uma baixa
probabilidade de ocorréncia nestes dois sitios (Tabela 4). Mesmo com essa
diferenca entre as duas espécies, é provavel que nao seja este tipo de modificacdo
que leva ao aparecimento da segunda banda visualizada apenas em L.
amazonensis. Os dois sitios diferentes entre as espécies, além de ter uma predicao
com baixa probabilidade, foram identificados em L. infantum, que possui apenas

uma banda visualizada, e ndo na L. amazonensis.

5.4.4 Predicéao de sitios de Sumoilacao

A andlise in silico para sitios de sumoilagéo foi realizada em uma pagina de
predicdo de sitios especificos para esta modificacdo pés-traducional, desenvolvida
pela empresa Abgent. Esta analise apontou nove possiveis motivos capazes de
receber a modificagéo, tanto em L. amazonensis, como em L. infantum. Destes nove
motivos, quatro apresentaram alta e cinco apresentaram baixa probabilidade na
predicdo (Tabela 5). Poréem, o que chamou mais a atencéo foi o fato de que foram
detectados os mesmos sitios para as duas espécies, diminuiando a possibilidade de
ser esta modificagdo que causa 0 aparecimento da segunda banda em L.

amazonensis.
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Tabela 5. Predicédo de sitios de Sumoilacdo em LaEIF4E3 e LIiEIF4E3.

L. amazonensis L. infantum
No. Pos. Group Score No. Pos. Group Score
1 K213 WFRKD IKPE WEHPR 0.94 1 K213 WFRRD IKPE WEHPR 0.94
2 K16 PPKSD AKGE PKSSS 0.79 2 K29 SARAV VKPP STQLV 0.82
3 K96 ARAGA AKRE ADENE 079 3 K16 PQKSD AKGE PKSSS 0.79
< K29 SARAV AKPP SIQLA 0.69 4 K96 ARAGA AKKE TDEND 0.79
5 K12 ARYIP PKSD AKGEP 0.61 5 K296 SEVGK LKAF ANSVR 0.56
6 K296 SEVGK LKAF ANSVR 056 6 K12 RAYIP QKSD AKGEP 0.50
7 K317 GAKAL OKLE YYSHH 0.50 7 f K317 GAKTL OKLE YYSHH 0.50
8 K223 EHPRN KKGG TISIV 0.31 8 K223 EHPRN KKGG TISIV 0.31
9 K125 SESKL PKLF GC 0.26 9 K125 SESKL PKLF GCHNT 0.26

Legenda: Através da pagina de predicdo de sumoilagdo SUMOplot, da empresa ABGENT, foi
possivel determinar os possiveis motivos que teriam a capacidade de receber este tipo de
modificacdo no EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum. Os aminoacidos com o score destacado em
vermelho sdo as predicdes consideradas com maior probabilidade de ocorrer.

5.5 Analise da expressao de mutantes do EIF4E3 de L. amazonensis contendo
mutacdes pontuais em possiveis sitios de fosforilacdo e de interacdo com
proteinas.

Com o intuito de mapear possiveis sitios de fosforilacdo e de interacdo do
EIFAE3 com outras proteinas que atuam na iniciacdo da traducdo, o alinhamento
prévio das sequéncias dos EIF4E3 (Figura 22) foi utilizado para a identificacdo de
possiveis pontos para realizacdo das mutagfes. Entdo, os quatro primeiros mutantes
foram idealizados em pontos estratégicos para a identificacdo desses provaveis

sitios (Figura 27).
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Figura 27. Esquema das mutacdes idealizadas para serem realizadas no EIF4E3 de Leishmania
amazonensis. Este esquema aponta as quatro mutacdes que foram idealizadas para comecar o
estudo do mapeamento dos sitios de fosforilagdo e de interagdo com proteinas. As duas primeiras
mutacdes nas duas regifes conservadas da N-terminal, na Y8 e outro mutante na P45 e F46 e a
mutagdo nas serinas 75 e 344. Os aminoéacidos mutados se encontram em vermelho no esquema,
sempre substituidos por alaninas.

5.5.1 Andlise da expressao dos mutantes de EIF4E3 transfectados em L.

amazonensis, em fase exponencial de crescimento.

As duas primeiras mutacdes, nos dois motivos conservados, da regiao N-
terminal (Figura 22 — caixas verdes), teriam o intuito de verificar se as interagdes
com parceiros funcionais, como a PABP 2 e 3 e 0 EIF4G4, seriam ou néo abolidas.
As mutacdes nas serinas 75 e 344 seriam (teis na investigacao de possiveis sitios
de fosforilacdo, visto que estas regibes possuem o aminoacido serina seguido de
uma prolina, ponto de atuacdo das MAP quinases em mamiferos. Além disso, a
Serina 75 é o aminoacido exclusivo em L. amazonensis que foi predito como
possivel sitio de glicosilagédo e fosforilacdo. Todos os aminoacidos mutados foram
trocados pela alanina, que é o aminoacido de escolha em experimentos de
mutagénense, pois além de ser o segundo menor aminoacido, ndo apresenta carga

e possivelmente n&o deve interferir na estrutura da proteinas.

Os mutantes foram amplificados, clonados e sequenciados, para verificar a
presenca da mutacéo e do epitopo HA. Apos a obtencao dos transfectantes, extratos

foram obtidos com as células mutantes na fase exponencial de crescimento (48h),
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para verificar se haveria a expressao das proteinas mutadas (Figura 28). Dos quatro
mutantes analisados no Western-blot, a expresséo do 4E3AY8A-HA e do
4E3APA5/FA6A-HA pareceu muito semelhante & observada com a proteina
selvagem, com a presenca das duas bandas (Figura 28). J& a expressdo do mutante
4E3AS344A-HA, com a mutagdo na serina presente na regido C-terminal, nota-se
uma diminuicdo acentuada da intensidade da banda de menor peso molecular
(Figura 28 - seta vermelha). Como nesta banda, sdo visualizadas pelo menos 2
isoformas, esse resultado poderia estar indicando que esta serina seria um sitio de
fosforilacdo. Para confirmar esse suposto sitio, seria necessario observar a
expressdo das isoformas em gel bidimensional. No entanto, apenas com o
unidimensional ja foi possivel afirmar que a serina 75 é a responsavel pelo
aparecimento da banda de maior peso molecular do EIF4E3 de L. amazonensis. A
expressao da proteina no mutante com o provavel sitio abolido deixou claro que sé

ocorre a expressao das isoformas de menor peso molecular (Figura 28 - Seta verde).
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Figura 28. Analise comparativa da expressao dos mutantes obtidos do EIF4E3. A partir das
amostras obtidas na fase de crescimento exponencial dos transfectantes (48h), foi possivel observar
e comparar a expressdo dos mutantes do LaEIF4E3. O anticorpo utilizado no ensaio foi um Anti-HA
comercial. A seta vermelha indica a banda de menor peso molecular do mutante 4E3AS344A-HA de
menor intensidade. A seta verde indica a auséncia da banda de maior peso molecular do mutante
AE3AS75A-HA.
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5.5.2 Andlise da expressao dos mutantes do EIF4E3 de L. amazonensis durante

curva de crescimento de formas promastigotas.

Com o intuito de observar se a expressao do EIF4E3, durante uma curva de
crescimento da forma promastigota, seria semelhante aquela observada com a
proteina selvagem (Figura 13A), culturas das células mutantes foram acompanhadas
diariamente. N&o foi observada diferenga significativa no crescimento celular dos
quatro mutantes, em comparacdo com a célula selvagem. Em relacdo a expressao
do gene, os mutantes 4E3AY8A-HA, 4E3AP45/F46A-HA e A4E3AS344A-HA
apresentaram a mesma expressao observada pelo gene selvagem. O ponto apds o
repique (Oh) se apresenta quase que na totalidade com as isoformas de maior peso
molecular. Em 6 horas, a banda de menor peso molecular se destaca, e as duas
bandas permanecem equivalentes no ponto intermediario da curva (48h). No final da
curva de crescimento, na fase de morte celular (144h), os trés mutantes apresentam
apenas a banda de maior peso molecular, como ocorre na proteina selvagem
(Figura 29). Nesta curva, porém, nao foi observada diminuicdo da banda de menor
peso molecular do mutante 4E3AS344A-HA, vista na expresséao teste do ponto 48h

apos selecado dos transfectantes.

Ja no caso do mutante 4E3AS75A-HA, ocorre a expressao apenas da banda
de menor peso molecular, em todos os pontos observados. Mesmo no ponto Oh e
144h, que é observada apenas a banda de maior peso molecular na proteina
selvagem e nos outros trés mutantes, no 4E3AS75A-HA a banda é visualizada na
sua totalidade com peso molecular mais baixo (Figura 29). Esse resultado € mais um
indicativo de que o aumento de peso molecular observado para o EIF4E3 selvagem
ocorre por modificagbes pds-traducionais, pois, neste mutante, ao invés da banda de

maior peso molecular ndo ser expressa nos pontos Oh e 144h, ela é expressa, mas
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permanece com peso molecular mais baixo, sem a adicdo da modificacdo pos-

traducional na serina 75 (Figura 29 — setas vermelhas).

Oh 6h 48h  144h

LaEIF4E3

45 KDa=>

4E3AS75A-HA
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Figura 29. Expressdo dos mutantes do LaEIF4E3 durante uma curva de crescimento celular na
fase promastigota. 10° células na fase estacionaria foram repassadas para uma nova cultura e o seu
crescimento acompanhado diariamente, até a fase de morte celular Amostras no ponto Oh, 6h, 48h e
144h foram retiradas, fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membrana de PVDF,
com o intuito de comparar a expressao dos mutantes do LaEIF4E3. O anticorpo utilizado nos ensaios
de Western-blot foi um Anti-HA comercial. A seta vermelha ressalta a presenca apenas da banda de
menor peso molecular no mutante 4E3AS75A-HA.

5.5.3 Identificagcdo do numero de isoformas presentes nos mutantes do EIF4E3
de L. amazonensis e analise do perfil destas isoformas por focalizacéo

isoelétrica.

Como o EIF4E3 nativo de L. amazonensis apresenta quatro isoformas na
analise por gel bidimensional (Figura 19), os mutantes que nao apresentaram
diferencas no padrdo de bandas em gel unidimensional poderiam sofrer auséncia de
alguma das isoformas observadas na segunda dimensdo. Por conta disso, uma
andlise através de géis bidimensionais foi realizada com estes quatro mutantes e a

proteina selvagem EIF4E3-HA. De forma similar ao observado na proteina nativa, a
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proteina selvagem apresentou as quatro isoformas esperadas (Figura 30 — 1 a 4 em
vermelho). Entretanto, por alguma razao, as isoformas 1 e 3 ndo apresentaram a
mesma equivaléncia de expressdo observada na proteina nativa. Além disso, nota-
se gue houve uma migracdo das isoformas para a zona mais &acida da fita, o que ja
era esperado visto que o tag de HA confere uma acidez e diminui um pouco o ponto
isoelétrico das proteinas. A expressao diferenciada do mutante 4E3AY8A-HA
chamou um pouco a atengédo visto que no unidimensional ndo eram observadas
mudancas no perfil de expressao em relacao a proteina endégena. No bidimensional
nota-se claramente que as isoformas 1 e 3 praticamente ndo séo visualizadas, e

além disso, ha um aumento de intensidade da isoforma 4 (Figura 30 - seta verde).

Surpreendentemente, 0s outros trés mutantes apresentaram um padrdo de
expressao mais diferenciado, com a presenca de isoformas ndo detectadas nem na
proteina selvagem exdégena, nem na enddgena. Além das quatro isoformas
esperadas, ainda apresentaram outras quatro isoformas, uma que seria encontrada
na banda de maior peso molecular (Figura 30 - seta azul), e trés que estariam
localizadas, no unidimensional, na banda de menor peso molecular (Figura 30 -
setas amarelas e vermelha). Um ponto bastante interessante foi observar que no
mutante 4E3AS344A-HA, que foi abolido um provavel sitio de fosforilacdo, néao foi
visualizada as duas isoformas intermediarias apontadas pelas setas amarelas
(Figura 30). Além disso, nota-se claramente o aumento da intensidade das isoformas
gue compdem a banda de maior peso molecular no mutante 4E3AP45/F46A-HA

(Figura 30).

O resultado mais esperado foi também o mais surpreendente. O mutante
4E3AS75A-HA, que claramente aboliu a banda de maior peso molecular no

unidimensional, e no qual ndo era esperado aparecerem as isoformas 1 e 2,
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apresentou isoformas equivalentes de menor peso molecular, indicando que apenas
a modificacdo que causa 0 aumento no peso ndo foi adicionada a proteina (Figura
30). Como ja foi visto que essa modificacdo causa o aumento do peso molecular,
mas ndo causa modificacdo do pl, as isoformas 1 e 2, entdo, s6 diminuiram de

peso, permanecendo no mesmo ponto da focalizag&o isoelétrica (Figura 30).
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Figura 30. Andlise das isoformas apresentadas pelos mutantes do fator EIF4E3, apés
focalizacdo isoelétrica. Amostras da fase exponencial de crescimento (48h) foram utilizadas no
experimento. O western-blot foi revelado com anticorpo comercial anti-HA. O gene selvagem
fusionado ao HA apresentou quatro isoformas (1 — 4 em vermelho), 0 mesmo numero de isoformas
encontradas na proteina enddgena. A seta verde ressalta 0 aumento da expressdo da isoforma 4 no
mutante La4E3AY8A. As setas azul, vermelha e amarelas apontam isoformas diferenciadas
presentes nos mutantes La4E3AS344A, La4E3AP45/F46A e La4dE3AS75A, mas que ndo foram
visualizadas na proteina selvagem.

Outro aspecto interessante foi observar a presenca da isoforma apontada
pela seta azul nos mutantes 4E3AS344A-HA, 4E3AS75A-HA e 4E3AP45/F46A. E
provavel que esta isoforma seja formada pela adicdo de modificacbes na isoforma

apontada pela seta vermelha, visto que esta isoforma ndo esta presente no mutante
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4E3AY8A e na proteina selvagem EIF4E3-HA. Além disso, ho mutante 4E3AS75A-
HA, que também apresentou essa isoforma, houve diminuicdo de peso, mas nao
houve alteragédo do pl, indicando que a modificagdo nesta serina provavelmente n&o
possui carga, como a glicosilacdo, reforcando a analise obtida nas predicdes in
silico. Este resultado afasta a hipétese de que poderia ocorrer uma fosfo-glicosilacéo
na serina 75, pois a auséncia desta modificagdo causaria diminuicdo de peso

molecular e também do pl (Figura 30).

5.6 Analise de interagfes funcionais diretamente relacionadas com a iniciacéo

datraducédo do EIF4E3 de L. amazonensis e EIF4E4 de L. infantum.

Para se conseguir determinar e inferir a funcdo de uma proteina € necessario
identificar com quem essa proteina interage na célula, sua localizacdo e como essa
proteina é regulada, entre outras propriedades. Para contribuir no entendimento da
funcdo dos EIF4E3 e 4 de Leishmania, esse estudo realizou também ensaios de
interacdo in vitro e in vivo entre esses homoédlogos de elF4E e proteinas que
poderiam participar da iniciacdo da traducdo, tendo em vista a disponibilidade de
anticorpos contra diferentes parceiros candidatos desta proteina. Também foi
avaliada sua interacdo com um nucleotideo cap sintético, tendo em vista a

importancia desta interacédo para a funcdo de homologos de elF4E na traducéao.

5.6.1 Anélise da formacdo de complexos protéicos in vivo entre os homdélogos

do elF4E analisados e seus supostos parceiros funcionais.

Apés obtencdo dos transfectantes do EIF4E3 de L. amazonensis e L.

infantum selvagens, foi possivel realizar ensaios de interacdo, através de
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imunoprecipitacdo, com extratos celulares na fase exponencial de crescimento das
duas espécies estudadas. Assim, foi possivel identificar se as intera¢des observadas
pelos homélogos do complexo elF4F de outras espécies de tripanosomatideos
ocorriam também em L. amazonensis e L. infantum, além de verificar também
interagcbes com proteinas relacionadas, mas que ainda ndo foram identificadas

interagindo com os homologos EIF4E.

Através do epitopo de HA foi possivel purificar os EIF4E3 de L. amazonensis
e L. infantum e também o EIF4E4 de L. infantum, por meio de imunoprecipitacéo,
juntamente com o complexo de proteinas ligados a eles. A amostra purificada foi
utilizada em ensaios de Western-blot, como também o lisado total utilizado no ensaio
e o lisado depletado, apds a incubacdo com a resina. Os resultados das interacfes
in vivo obtidas tanto com o EIF4E3 de L. amazonensis como o de L. infantum foram
os mesmos (Figura 31). O EIF4E3 e o EIF4E4 foram os primeiros a serem
observados ligados a resina, pois se ndao aparecessem, provavelmente o ensaio nao
teria funcionado, ja que o epitopo de HA que é purificado pela resina esta fusionado
a estas proteinas. Foi observada posteriormente a ocorréncia das interacdes
EIFAE3/EIFAG4 e EIFAE4/PABP1 que ja foram visualizadas em L. major e T. brucei
in vivo, e também em ensaios de pull-down com as respectivas proteinas
recombinantes (Da Costa Lima et al, 2010, Freire et al., 2010). A interacao
EIF4E3/PABP1 ndo foi visualizada em L. infantum e L. amazonensis, diferentemente
da interacdo forte que ocorre entre o EIF4E4 e a PABP1, resultados também ja
observados nas outras espécies ja citadas. Assim, especula-se que estas interacdes

devam ser conservadas entre o0s tripanosomatideos de um modo geral.
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Figura 31. Analise das interacfes in vivo através de imunoprecipitacdo dos parceiros dos
EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum e EIF4E4 de L. infantum. Células na fase exponencial de
crescimento foram usadas neste experimento. As amostras obtidas foram fracionadas em gel SDS-
PAGE 15% e transferidas para uma membrana de PVDF, para realizacdo dos ensaios de Western-
blot. Todos os anticorpos utilizados neste ensaio estavam disponivel no laboratério. As proteinas em
vermelho séo resultados inéditos, que ainda ndo tinham sido observadas em ensaios in vivo em
nenhuma espécie de tripanosomatideos. As amostras que apareceram na resina indicam que houve
ligagdo do fator estudado com a proteina avaliada no ensaio.

Algumas outras proteinas, também relacionadas com a iniciagdo da traducdo,
foram investigadas neste ensaio, visto que a interagdo delas com os homoélogos
EIFAE3 e 4 ainda ndo haviam sido estudadas, como os homélogos da PABP
(PABP2 e 3) e uma das subunidade do elF3 (EIF3e). Além disso, como ja se sabe
gue o EIF4E3 nao interage com a PABP1, havia o interesse de verificar se iria

ocorrer algum tipo de ligacdo com os outros dois homoélogos da PABP. Os resultados
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mostraram interessantemente que realmente houve uma interagcdo do EIF4E3 das
duas espécies estudadas com a PABP2 e também a PABP3 (Figura 31). Mais o
resultado mais surpreendente € que o EIF4E4, além de interagir com a PABP1,
também se liga a aquelas duas proteinas (Figura 31). O ponto fundamental é
determinar se os homdélogos da PABP interagem com o EIF4E3 e EIF4E4 através de
uma ligacdo direta, ou se esta interacao ocorre via EIF4G4 ou até mesmo via mRNA

onde as PABPs estao ligadas na extremidade 3’ e os EIF4Es na sua extremidade 5'.

5.6.2 Analise da interacdo dos EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum e do

EIF4E4 de L. infantum selvagem e mutante com o cap.

Como ja foi descrito, o EIF4E3 de L. major ndo se liga ao cap monometilado.
Entdo, para saber se os ortélogos estudados neste trabalho também se comportam
da mesma forma, foi realizado o ensaio de interacdo ao cap. Foi avaliado também o
EIF4E4 de L. infantum e seu mutante no sitio de interacao a este nucleotideo, ja que
este fator em L. major j& foi descrito interagindo com o ‘m-GTP. Além disso, para
confirmar os resultados obtidos em experimentos de delecdo génica com estas duas
proteinas, era necessario comprovar que este mutante ndo interagia ao cap (de Melo
Neto, manuscrito em redacdo). Como controles positivo e negativo deste
experimento, foram utilizados o EIF4E1 e o proprio EIFAE3 de L. major,
respectivamente. Mesmo com a radiagdo com o tempo de meia vida bastante
reduzido, € possivel visualizar claramente que tanto nas lavagens como nas

eluicbes, temos a presenca do EIF4E1l, mas ndo do EIF4E3, confirmando que o

ensaio funcionou adequadamente (Figura 32).
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Figura 32. Analise da interacdo de homdélogos ao fator elF4E com o anélogo do cap (7m-GTP).
Apo6s obtencdo dos mRNAs no ensaio de transcricao in vitro, foi realizada a traducao in vitro utilizando
reticulécito de coelho. Para producéo das proteinas radioativas foi utilizado o aminoacido metionina
marcado com *°S. Estas proteinas foram incubadas com a resina ligada ao analogo do cap
monometilado, 7m-GTP, e tantos as lavagens como as eluicbes foram aliquotadas para serem
visualizadas no experimento. Estas amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE e o gel foi
exposto a filme autorradiografico. O EIF4EL1 e EIF4E3 de L. major foram utilizados como controle
positivo e negativo, respectivamente. O Unico fator observado que interagiu com cap foi o EIF4E4
selvagem de L. infantum..

No que concerne as proteinas investigadas no experimento, nem o EIF4E3 de
L. amazonensis nem o de L. infantum foram capazes de interagir com o cap ligado a
resina, ndo aparecendo nem nas lavagens com o competidor GTP, nem nas
eluicBes, que utiliza o préprio cap soltvel (0 ‘m-GTP) como competidor para desligar
a proteina da resina (Figura 32). Assim, podemos inferir que a propriedade de
auséncia ligagdo ao cap monometilado deva ser conservada entre os ortdlogos dos
tripanosomatideos. Ja o EIF4E4 de L. infantum interage com o cap, como previsto, e
a mutacdo no triptofano descrito como responsavel por esta interagdo, conservada

nos homologos do elF4E, impede que a interacdo aconteca (Figura 32).
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6. DISCUSSAO

Diferentemente dos demais eucariotos, o controle da expressao génica nos
tripanosomatideos ocorre no nivel poés-transcricional. As evidéncias até agora
indicam que o0s dois principais pontos deste controle ocorrem na
estabilidade/degradacdo do mRNA e na iniciagdo da traducédo (Fernandez-Moya e
Estévez, 2010). Além disso, estudos demonstraram que enquanto a porcentagem
dos niveis de mMRNA que variam durante o ciclo de vida dos tripanosomatideos é de
1-2% dos transcritos, as analises protedmicas identificaram aproximadamente 10%
de proteinas diferentemente expressas entre as formas promastigota e amastigota
de Leishmania (McNicoll et al., 2005). Esta diferenca demonstra tanto a importancia
da iniciacdo da traducdo como também das modificacbes poés-traducionais no
controle da expressao génica. A presenca das modificagdes pds-traducionais nestes
parasitas sdo de extrema importancia, visto que passam por mudancas rapidas nas
suas formas morfolégicas e necessitam regular a funcdo de suas proteinas
rapidamente. Assim, modificacbes poOs traducionais encontradas nos varios fatores
de iniciagdo da traducdo podem desempenhar um papel fundamental na regulagao

da traducédo dos mRNAs e na fungcao desses fatores como um todo.

Nos eucariotos em geral, mecanismos moleculares de regulacdo da
expressdo génica por modificacbes péds-traducionais em fatores de iniciacdo da
traducdo ja foram descritos, principalmente através de fosforilagdo em residuos
especificos de fatores selecionados (Dennis et al., 2009). Através do estudo
apresentado nesta Tese foi possivel identificar também em L. amazonensis que as
varias isoformas encontradas nos fatores EIF4E3 e EIF4E4 sédo formadas a partir de

modificagdes pos-traducionais, entre elas a fosforilagéo, claramente identificada pelo
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ensaio de purificacdo de fosfoproteinas. O mecanismo de fosforilagéo ja foi descrito
para homologos do fator elF4E em outros organismos, como Drosophila, leveduras e
humanos (Lachance et al., 2002; Zanchin e McCarthy, 1995; Hiremath et al., 1989).
Até o momento, contudo nenhum grupo de pesquisa investigou sobre a fosforilagdo
do fator EIFAE em Leishmania, o que torna este estudo inédito e de extrema
importancia. Um trabalho recente observou também a presenca de isoformas no
EIF4E3 de Leishmania amazonensis, sugerindo a presenca de modificacdes pos-

traducionais (Zinoviev et al., 2012), que ja foram identificadas neste trabalho.

Nos ensaios de purificacdo de fosfoproteinas a PABP1 foi utilizada como um
controle positivo tendo em vista que seu ortélogo em L. major ja foi descrito como
fosforilado (Bates et al.,, 2000). Além disso, a PABPl1 de L. amazonensis
apresentava varias isoformas, que indicavam que ela também deveria ser uma
proteina fosforilada, o que de fato foi confirmado pelo ensaio. Um artigo mais
recente, que caracterizou a PABP de L. infantum, demonstrou que esta proteina foi
fosforilada in vitro por uma quinase ja bem descrita em metazoéarios, a MAPK p38
(Guerra et al., 2011). A grande surpresa destes ensaios partiu do resultado obtido
com o EIF4Al, que algumas vezes apareceu na fracdo de eluicdo de fosfoproteinas.
Estudos com analise de fosfoproteoma de T. brucei e T. cruzi ndo identificaram
presenca de fosforilacdo no EIF4AI (Nett et al., 2010; Nakayasu et al., 2009). Assim,
foram encontradas diferencas entre os ortélogos deste fator, pois o EIF4AIl de T.
brucei neste mesmo ensaio de purificacdo de fosfoproteinas nédo foi detectado
(Malvezzi, 2010), estando de acordo com os artigos do fosfoproteoma. Uma andlise
do fosfoproteoma de T. brucei mais recente identificou apenas um sitio de
fosforilacdo para o EIF4Al (Urbaniak et al., 2013), indo em contradicdo aos trabalhos

anteriores. Porém, com apenas um sitio e um mecanismo de fosforilacdo que
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provavelmente ndo ocorre de maneira continua na proteina, fica dificil, mesmo pela
espectrometria de massa, detectar a modificacado deste fator. Assim, esta discreta
fosforilacdo que foi detectada, poderia estar relacionada como algum “refor¢o” para a
proteina desenvolver melhor sua funcdo, mas a falta desta ndo impediria sua

atuacao na iniciacdo da traducao e/ou na interacdo com outras proteinas.

A identificacdo de fosforilagdo dos homologos de elF4E aqui estudados pelo
ensaio de purificacdo de fosfoproteinas também néo garante que todas as isoformas
evidenciadas por eletroforese unidimensional sejam provenientes de modificacdes
por fosforilacdo. Por isso, a realizacdo da focalizacdo isoelétrica foi de extrema
importancia para este estudo. Com ela, foi possivel identificar quantas isoformas
cada fator analisado possui e as diferencas e semelhancas entre seus homélogos.
Através de andlises em gel bidimensional, um estudo mais amplo mostrou que
aproximadamente 80% das proteinas identificadas da forma prociclica de T. brucei
apresentaram quatro isoformas ou menos, com alteracao de pl, porém com pouca
alteracdo de peso molecular (Jones et al., 2006). Assim, pode-se perceber que as
modificacbes pds-traducionais de proteinas sdo bastante comum nos
tripanosomatideos. Além disso, genes cofidicando quinases de proteinas nestes
parasitas foram identificados em numero até duas vezes maior do que em outros
eucariotos unicelulares, como Saccharomyces cerevisiae e Plasmodium falciparum,

indicando que a fosforilagdo € um mecanismo bastante utilizado para regulacdo da

atividade de proteinas nos tripanosomatideos (Naula et al., 2005).

O EIF4E3 de L. amazonensis possui claramente 4 isoformas bem definidas,
diferentemente do seu homadlogo EIF4E4, que possui pelo menos 8 isoformas. Esse
resultado difere do encontrado em T. brucei, com os EIF4E3 e 4 possuindo ambos o

mesmo conjunto de vérias isoformas (Malvezzi, 2010). A fosforilagdo destes fatores
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em outras espécies de tripanosomatideos ja foi descrita em artigos de analises de
fosfoproteoma, sendo identificadas fosforilacdo no EIF4E3 de T. brucei e T. cruzi
(Nett et al., 2010; Nakayasu et al., 2009) e no EIF4E4 de L. infantum (Hem et al.,
2010). Nota-se que as isoformas migram do lado mais basico para o lado mais
acido, diminuindo de pl e aumentando de peso gradativamente. Este tipo de
migracdo é um indicativo de fosforilacdo, visto que cada grupo fosfato adicionado a
proteina Ihe confere uma carga mais negativa, fazendo a proteina migrar para o lado
positivo na focalizagdo, causando a diminuicdo do pl. Por isso, algumas
modificacdes, como a propria fosforilagédo, a glicosilacdo e algumas protedlises sao
facilmente localizadas em géis 2D, aparecendo em sinais (spots) distintos ao longo

dos eixos horizontal e vertical (Kosako e Nagano, 2011).

No ensaio com hidroxiuréia, o ponto de 48h apresentou prevaléncia de uma
Gnica isoforma em relacdo ao controle. Neste ensaio, foram utilizadas diferentes
concentracbes de Hidroxiuréia, visto a dificuldade de se conseguir sincronizar
totalmente essas células e escassez de artigos cientificos que usem a droga para o
fim de sincronizagdo em Leishmania. Na literatura, os artigos encontrados testam a
Hidroxiuréia para fins anti-parasitario, usando concentracdes elevadas da droga
aliados com tempo prolongado (Melo e Beiral, 2003; Martinez-Rojano et al., 2008).
Um trabalho realizado em 2005, utilizou para fins de sincronizagdo em Leishmania
major, 400 ug/ml da droga, o que equivale a 5 mM de hidroxiuréia (Zick et al., 2005),
a mesma concentragdo utilizada nos primeiros ensaios realizados. Porém, para
conseguirmos resultados mais visiveis para nossos fatores, tivemos que aumentar
em trés vezes essa concentracdo, utilizando 15 mM da droga. Uma possivel
explicagdo seria o fato de que, no estudo de Zick (2005) foi investigado proteinas

sabidamente mais expressas na fase-S, sendo facilmente detectadas. Neste caso
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Nao seria necessario a cultura total estar bem sincronizada para conseguir detectar
um aumento da expressdo. Ja neste trabalho havia o interesse de verificar se a
presenca simultanea das isoformas na fase exponencial era devido a presenca de
populacbes distintas de células, sendo muito dificil conseguir fazer uma
sincronizacdao total da cultura de Leishmania, mas tendo um indicio de que os fatores

estudados podem sofrer regulagéo atraves do ciclo celular do parasita.

Nas curvas utilizando os inibidores de processos celulares, nota-se
claramente que a sinefungina causou o efeito mais significativo nos EIF4E3 e 4,
bloqueando ja nas primeiras horas a formacdo da banda de menor peso molecular
do EIF4E3 e a de maior peso molecular do EIF4E4. Este resultado do EIF4E4 é
compativel ao observado com a proteina PABP1 de T. brucei, que apresentou um
bloqueio do aparecimento da banda de maior peso molecular em culturas tratadas
com a mesma concentracdo da droga (Kramer et al., 2013). JA4 na curva com 0S
inibidores de traducédo, tanto a puromicina como a cicloheximida néo interferiram
significativamente no padrdo de expressao do EIF4E4 nas primeiras 6h, resultado
novamente semelhante ao encontrado com a PABP1 de T. brucei (Kramer et al.,
2013). A semelhanca entre a expressdao do EIF4E4 e da PABPL1 ja tinha sido
observada em trabalhos prévios do nosso grupo, com o EIF4AE4 e a PABP1
apresentando predominantemente as bandas de menor peso molecular em fase de
morte celular e em curvas de estresse nutricional (Pereira, 2008 — Dissertacdo de
Mestrado). Mais uma vez foi observado que o EIF4E3 apresenta um padréo
diferenciado de expressao, visto que € afetado nas primeiras 6h pelos inibidores de
traducao, entretanto de forma menos significativa do que ocorreu na presenca da

sinefungina.
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Trabalhos publicados até 0 momento demonstram que tanto as interacdes in
vitro como as in vivo dos homologos de elF4E estudados parecem ser conservadas
nos tripanosomatideos (Dhalia et al, 2005; Yoffe et al., 2009; Freire et al., 2010; Da
Costa Lima et al., 2010; Zinoviev et al., 2011; Zinoviev et al., 2012). Neste trabalho,
foi possivel observar que o EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum, também
interage com o EIF4G4, ja tendo sido identificados como parceiros funcionais em L.
major e T. brucei (Reis, 2009; Freire et al., 2010; Yoffe et al., 2009). Recentemente,
um trabalho demonstrou que essa interacdo entre o EIF4AE3 e EIF4G4 né&o ocorre, se
as células de L. amazonensis forem submetidas a estresse nutricional (Zinoviev et
al., 2012). A interacdo do EIF4E4 com a PABP1, bem como a auséncia de interacéo
entre a PABP1 com o EIF4E3 também ja tinha sido observada através de
espectometria de massa em L. major (Zinoviev et al., 2011). Esse resultado também
foi confirmado para o EIF4E3 de L. amazonensis e L. infantum e para o EIF4E4 de L.

infantum.

Resultados obtidos neste trabalho inéditos na literatura foram as interacées
do EIF4E4 de L. infantum com os outros dois homoélogos da PABP “in vivo” (PABP2
e 3). Nestes dois casos, essas ligacbes realmente ndo ocorreram via EIF4G3, pois
foi observado que estes dois homadlogos nao interagem “in vivo” com o EIF4G3 de L.
major (Da Costa Lima et al., 2010). Além disso, os homoélogos EIF4E3 tanto de L.
infantum como de L. amazonensis também interagiram com estes dois homologos
da PABP. Um trabalho recente com T. brucei relata a presenca da PABP2, do
EIF4E1 e do EIF4E3 nos mesmos granulos de estresse, enquanto que a PABP1, o
EIFAG3 e o EIF4E4 estdo agrupados em outros tipos de granulos (Kramer et al.,

2013). Esse resultados reforcam as interagdes encontradas neste trabalho e indicam
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gue essas proteinas devam fazer parte de duas vias distintas, que interagem com

diferentes conjuntos de mRNAs.

Em L. major e T. brucei, os homélogos do elF4E possuem diferente
afinidades pelo cap. O EIF4E1 e EIF4E4 interagem tanto com o cap monometilado,
como o cap4 de tripanosomatideos, enquanto que o EIF4E3 nao interage ou
interage fracamente com o cap monometilado e tetrametilado (Dhalia et al., 2005;
Yoffe et al., 2006; Freire et al., 2010). A interacdo com o cap também parece ser um
mecanismo conservado nos tripanosomatideos, pois ambos os homologos EIF4E3
de L. amazonensis e L. infantum n&o interagiram com o cap monometilado neste
trabalho. Contudo, o RNAIi do EIF4E3 de T. brucei causa morte celular rapidamente
e € observada uma queda acentuada na sintese protéica (Freire et al.,, 2010),
levando a crer que mesmo ndo se ligando ao cap, esse fator participa da sintese

protéica.

Todos os resultados observados até o momento sugerem que estes dois fatores
estudados, os EIF4E3 e EIF4E4, participam da iniciacdo da traducdo nos
tripanosomatideos. Este trabalho foi focado mais no EIF4E3 visto que,
diferentemente do EIF4E4 que mantém o mesmo padrdo de expressao em
diferentes espécies de tripanosomatideos (Pereira et al., 2013 — Manuscrito
submetido, de Melo Neto, manuscrito em redacdo), o EIF4E3 apresenta uma
expressao diferenciada entre as espécies. Esse resultado chama bastante a atencao
para este fator, e essa diferenca foi identificada neste trabalho sendo um reflexo das
diferencas de aminoécidos encontradas na sequencias estudadas, como € o caso da
serina 75, especifica de L. amazonensis. A presenca deste sitio confere o
aparecimento de uma banda de maior peso molecular ndo encontrada nas outras

especies estudadas. A analise in silico demonstrou que n&o devem ocorrer
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modificacdes do tipo ubiquitinacdo e sumoilagdo neste sitio, que sdo processos que
ja foram descritos para o EIF4E3 de Drosophila (Nie et al., 2009) e também em
humanos (Xu et al., 2010). Contudo, uma possivel ocorréncia de glicosilacdo foi
predita para o sitio da serina 75, e esta modificacdo possui carga neutra e causa
uma mudanca de peso compativel com a que foi observada na proteina avaliada nos
bidimensionais. O uso de inibidores de glicosilacdo como 2 desoxi-d-glicose ou
Benzil 2-acetamido-2-deoxi-a-D-galactopiranosideo serdo necessarios para

confirmacéo desta predicao.

Os resultados deste trabalho séo inéditos, e colaboram para o entendimento
do processo de iniciacdo da traducdo nos tripanosomatideos, visto que foi
observado que a atividade dos fatores deve ser mediada por modificacbes pos-
traducionais do tipo fosforilacdo e que a regulacdo desta atividade pode estar
intimamente relacionada com o ciclo celular do parasita. Porém maiores estudos
devem ser realizados, com o intuito de desvendar qual outro tipo de modificacédo
poderia estar ocorrendo na serina 75 do fator EIF4E3 de L. amazonensis, 0 que esta
modificacdo influencia na funcdo da proteina, visto que é exclusiva, e porque este
mecanismo s6 ocorre com esta espécie. Além disso, é necessario mapear 0s outros
sitios onde ocorrem modificagdes nos outros ortélogos do EIF4E3 e, também em
outros fatores estudados, relacionar a fosforilacédo identificada nos fatores com a sua
funcionalidade, aumentando assim o entendimento de como ocorre a regulacao pos-
trancricional da expressao génica nestes parasitas, que pode ser em grande parte

movida por estas mesmas modificacdes pos-traducionais.
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7. CONCLUSOES

o O padréo de expressao das isoformas tanto do EIF4E3 como do EIF4E4 de L.
amazonensis é alterado pelo inibidor de processamento de mRNA (Sinefungina),
enquanto que inibidores de traducdo (Cicloheximida e Puromicina) afetam
especificamente o EIF4E3 e a expresséo diferencial dos dois conjuntos de isoformas

pode estar relacionada com a fase do ciclo celular em que o parasita se encontra.

o Os fatores EIF4E3 e EIF4E4 e a PABP1 de L. amazonensis apresentam
multiplas isoformas provenientes de fosforilacdo, embora o seu perfil de migracéo
em gel bidimensional é compativel com outros tipos de modificacdo pés-traducional

direcionadas também aos EIF4E3 e 4.

o O EIF4E3 das trés espécies estudadas apresenta diferencas no seu padrao
de expressdo que ocorre como consequéncia direta de diferencas nas suas

sequéncias de aminoacidos.

o A mutacéo da serina 75 do EIF4E3 eliminou completamente a expresséao da
sua isoforma exclusiva de L. amazonensis, e a analise in silico indicou a ocorréncia

de uma possivel O-glicosilacao neste sitio.

o As interacdes investigadas com os EIF4E3 e 4 sdo bem conservadas nas
espécies de tripanosomatideos mais estudadas, e foram identificadas novas

interacOes destes fatores com as PABP2 e 3.
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