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Resumo
Em eucariotos, a proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP) se liga
especificamente a sequéncia de poli-adenosinas na extremidade 3’ dos mRNAs,
atuando em multiplas fungcbes associadas ao metabolismo destes, incluindo
biogénese, processamento, transporte nucleo-citoplasmatico e degradacdo. A
PABP também participa na sintese proteica, via interacdes diretas com fatores de
traducdo, como o fator de iniciacdo elF4G, parceiro da proteina de ligacdo ao cap
elF4E. O objetivo desta Tese foi dar continuidade a caracterizagdo de trés
homologos da PABP identificados em Leishmania sp. (PABPsl, 2 e 3),
protozoarios patogénicos de caracteristicas bioldgicas diferenciadas. Em estudos
prévios estas proteinas se mostraram abundantes e de expressdo simultanea e a
PABP1 se mostrou representada por isoformas associadas a sua fosforilacéo.
Neste trabalho, foi observado que as trés proteinas possuem localizacao
citoplasmatica, porém sob condicbes de inibicdo da transcricdo, mas nado de
traducdo ou processamento de mRNAs, as PABPs 2 e 3 migram para 0 nucleo.
Esse comportamento esta de acordo com ensaios de interacdo proteina-proteina,
onde foi observada uma associacéo direta entre as PABPs 2 e 3, independente de
RNA. A expressdo de isoformas fosforiladas da PABP1 foi entdo analisada e
observou-se que esta era afetada pela inibicdo dos processos de sintese de
MRNAs. Investigando sua participagcdo no processo de traducdo, foram
confirmadas interacdes especificas entre a PABP1 e um homodlogo de elF4G in
vivo e interacdes inéditas entre esta e homélogos de elF4E. As trés proteinas se
mostraram capazes de se associar com 0s polissomas de células em fase de
crescimento exponencial, mas ndo de fase estacionaria. Ao longo do trabalho
foram mapeados motivos envolvidos com as interacdes observadas identificando
caracteristicas novas ndo descritas. Por fim, ensaios de co-imunoprecipitacdo
seguido de analise protéica por espectrometria de massa e de RNAs por RT-PCR
confirmaram a presenca de parceiros protéicos diferenciados para cada homologo
e mMRNAs alvo para as PABPs 2 e 3 cuja traducao esta associada a fase S do ciclo
celular. Nossos resultados mostram que estas proteinas apresentam funcdes

divergentes e reforca um papel mais geral da PABP1 na tradugéo.

Palavras—chave: Iniciacdo da traducdo; Proteina de ligacdo a cauda poli-A;

Tripanossomatideos
Vi



Abstract

In eukaryotes, the poly-A binding protein (PABP) binds specifically to a poly-
adenosines sequence present in the 3' end of the mRNAs where performes multiple
functions associated with their metabolism, including biogenesis, processing,
nucleocytoplasmic transport, and degradation. The PABP also participates in
protein synthesis, via direct interactions with translation factors such as the initiation
factor elF4G, partner of the cap binding protein elF4E. The aim of this Thesis was
to continue the characterization of the three PABP homologues identified in
Leishmania sp. (PABPs 1, 2 and 3), a pathogenic protozoan with differentiated
biological characteristics. Previous studies have shown that these proteins are
abundant and simultaneously expressed and that PABP1 is characterized by
multiples isoformes associated to phosphorylation. In this study, it was observed
that all three proteins have cytoplasmic localization, but under transcription
inhibition conditions but not translation or mMRNAs processing, the PABPs 2 and 3
migrate to the nucleus. This behavior is in agreement with a protein-protein
interaction observed between PABPs 2 and 3, and this interaction is independent of
RNA. The expression of the phosphorylated isoforms of PABP1 was also analyzed
and it was found that some of those isoforms were affected by the inhibition of the
processessing of MRNAs sinthesis. When investigated their participation in the
translation process were observed specific interactions between PABP1 and a
homolog of elF4G in vivo and a novel interaction between PABP 1 and the
homologues of elF4E. Throughout this study the motifs involved in the interactios
mentioned above were mapped and new motifs not yet described were observed.
All three proteins have been shown to be associated with polysomes in cells in in
exponential phase, but not in stationary phase. Finally, co-immunoprecipitation
assays followed by protein analysis by mass spectrometry and of RNAs by RT-PCR
confirmed the presence of different protein partners and mRNAs targets to the
PABPs 2 and 3 whose translation is associated with the S phase of cell cycle. Our
results show that these proteins have different functions and reinforces a more
general role of PABPL1 in translation.

Keywords: Translation initiation; poly-A binding protein; trypanosomatids

Vii



Lista de Figuras

Figura 1. Vetores invertebrados da leishmaniose.

Figura 2. Formas evolutivas do género Leishmania.

Figura 3. Resumo do ciclo de vida da Leishmania sp.

Figura 4. Representacdo esquematica da forma tipica dos
tripanossomatideos

Figura 5. Representacdo mostrando a alta sintenia entre os
cromossomos de L. major e T. brucei.

Figura 6. Diagrama mostrando os tamanhos dos genomas e a
distribuicdo dos grupamentos de genes ortélogos entre trés espécies
de tripanossomatideos

Figura 7. Diagrama mostrando genes espécies especificos
encontrados nas trés espécies de Leishmania.

Figura 8. Transcrigdo poliscistrdonica nos tripanossomatideos.

Figura 9. Representacédo esquematica do trans-splicing.

Figura 10. Esquema geral de uma tipica PABP.

Figura 11. Estruturas dos dominios presentes na PABP
citoplasmatica.

Figura 12. Esquema de um mRNA de PABP.

Figura 13. Modelo do mecanismo de controle do comprimento da
cauda poli-A.

Figura 14. Esquema da iniciacéo da traducao cap dependente.

Figura 15. Comparacao entre as sequéncias das PABPs dos
tripanossomatideos (L. major e T. brucei) com as PABPs de humano,
levedura e planta.

Figura 16. Localizag&o subcelular das PABPs 1, 2 e 3.

Figura 17. Localizag&o subcelular das PABPs 1, 2 e 3 frente a
inibicdo da transcri¢cdo por incubagdo com Actinomicina-D.

Figura 18. Localizagdo subcelular das PABPs 1, 2 e 3 frente aos
inibidores de processamento de RNA e traducdao.

Figura 19. Analise da expressao da PABP1 sob inibicdo de diferentes

10
11

13

14

17

19
22
29
30

34
37

47

80

83

85

86

88

viii



processos celulares associados ao metabolismo de mRNAs e

proteinas.

Figura 20. Andlise da interac&o entre os trés homologos de PABP in 90
Vivo.

Figura 21. Andlise da interacao entre os homologos de PABPs 2 e 3 91

na presenca ou auséncia de RNAs.

Figura 22. Analise de interacdo entre os homologos da PABP. 93
Figura 23. Mapeamento das regides de interacfes entre as 94
PABP2/PABP2 e entre as PABP2/PABP3.

Figura 24. Andlise da interacdo entre as proteinas EIF4G3 e EIF4E4 96
in vivo.

Figura 25. Andlise da interacao in vivo entre os homologos de PABP 97

e 0 homélogo do fator elF4G de iniciagdo da traducao, o EIF4G3.

Figura 26. Mapeamento da regiao de interacdo da PABP1 com o 98
fator EIF4G3.
Figura 27. Analises das interacfes entre os homodlogos de PABP e 99

dois homoélogos do fator de iniciacdo da traducédo elF4E, os EIF4E3 e
4.

Figura 28. Mapeamento da regido de interacdo da PABP1 com os 100
fatores EIF4E3 e 4.

Figura 29. Perfil polissomal dos EIF4E3 e 4 e EIF4GA4. 102
Figura 30. Perfil polissomal das PABPs 1, 2 e 3. 103
Figura 31. Analise da superexpresssao das proteinas heterélogas 104

PABP1, 2 e 3 fusionadas a HA.

Figura 32. Associagcdo com os polissomos em fases exponencial (A) 106
e estacionaria (B) dos trés homologos de PABP.

Figura 33. Analise do padréo de co-precipitacdo de mRNAs 119

especificos junto as PABPs 1, 2 e 3.



Lista de Tabelas

Tabela 1. Dados de homologia de sequéncia, comparando as proteinas
completas e seus dominios individuais, entre a PABP1 de humano e os
homologos de Leishmania, levedura e planta.

Tabela 2. Analise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase
exponencial de L. infantum

Tabela 3. Identificacdo de mRNAs alvos da PABP1.

Tabela 4. Identificacdo de mRNAs alvos das PABPs 2 e 3.

79

110

116
117



Item

ACE
ATP
CEP

CPFS

CstF
DNA
ECL
elF

eRF

FAZ
GST
IPTG
LB
LIT
PABP
Paip
PARN
PBS
PCR
RNA
RNA pol
RRMs
rRNA
SDS-

Lista de Abreviaturas

Definicao

Elementos de controle de adenilagcdo (Adenylation control elements)
Adenosina trifosfato

Elementos citoplasmaticos de poliadenilacdo (Citoplasmic elements
of polyadenilation)

Fator especifico de clivagem e poliadenilacdo (Cleavage and
polyadenylation specificity factor)
Fatores estimulatorio de clivagem (Cleavage stimulation factor)

Acido desoxiribonucléico (Desoxiribonucleic acid)

Enhanced chemiluminescence

Fator de iniciacdo da traducdo eucaridtico (Eukaryotic initiation
factor)

Fator de terminacdo da traducédo eucaribtico (Eukaryotic termination
factor)

Zona de juncéo do flagelo (Flagellum Attachment Zone)

Glutationa S Transferase

Isopropil-tio-B-D-galactopiranosideo

Luria bertani

Liver infusion tryptose

Proteina de ligacdo a cauda poli-A (Poly(a)-binding protein)
Proteina de interacdo com a PABP (PABP-interacting protein)

poli-A nuclease (Poly-A nuclease)

Solucéo salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline)
Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)
Acido ribonucléico (Ribonucleic Acid)

RNA polimerase

Motivos de reconhecimento de RNA (RNA recognition motif)

Acido ribonucléico ribossémico

Gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (Sodium Dodecyl

Xi


http://en.wikipedia.org/wiki/Cleavage_and_polyadenylation_specificity_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Cleavage_and_polyadenylation_specificity_factor

PAGE
PAM2
PAP
PAS
SFB

SL
SNRNA
SnoRNA

TBS
TE
tRNAI
UTR
VSG

Sulfate — Polyacrilamide Gel Eletrophoresis)

Motivo 2 de interacdo a PABP (PABP-interacting motif 2)
poli-A polimerase (Poly-A polymerase)

Sinal de Poliadenilacdo (Polyadenylation Signal)

Soro fetal bovino

Sequéncia spliced leader ou mini-éxon

pequeno RNA nuclear (small nuclear RNA)

Pequenos RNASs nucleolares (Small nucleolar RNAS)

Solugao salina tamponada com tris (Tris Buffered Saline)
Tampéo Tris-EDTA

tRNA iniciador

Regido ndo traduzivel (Untranslated Region)

Antigeno variante de superficie (Variant Surface Glycoprotein)

Xii



Sumario

Resumo

Abstract

Lista de Figuras

Lista de Tabela

1. Introducéao

2. Revisdo de Literatura

2.1 Tripanossomatideos

2.1.1 Geénero Leishmania e as leishmanioses

2.1.2 Ciclo biologico

2.2 Organizacdao celular e genémica dos tripanossomatideos
2.2.1 Organizacéo celular dos tripanossomatideos

2.2.2 Organizacdo genémica dos tripanosomatideos

2.2.3 Genoma de L. major e comparacdo com outras espécies de
Leishmania

2.3 Organizacao génica, transcricédo e formacao dos mRNAs nos
tripanossomatideos

2.3.1 RNA polimerase e promotores

2.3.2 Processamento em trans (trans-splicing) dos mRNAs
2.3.3 Poli-A e poliadenilacdo dos mRNAs

2.4 Controle da expressédo génica nos tripanossomatideos
2.4.1 Degradacao de mRNAs e sua regulacéo

2.5 Proteina de ligacéo a cauda poli-A (PABP)

2.5.1 Estrutura das PABPs citoplasmaticas

Vi

Vil

10

10

11

15

17

19

20

22

24

25

27

28



2.5.2 Estrutura das PABPs nucleares

2.5.3 Modificacdes pés-traducionais da PABP

2.5.4 Regulacao da traducdo dos mRNAs da PABP

2.5.5 Principais fun¢bes associadas a PABP na sintese e
processamento de mRNAs

2.5.5.1 Funcéao na poliadenilacdo do RNA

2.5.5.2 Funcédo na exportacdo do RNA

2.5.6 Papel da PABP no controle da estabilidade dos mRNAs
2.5.7 Papel da PABP na sintese proteica

2.5.7.1 Iniciacdo da traducdo nos eucariotos e complexo elF4
2.5.7.2 Modo de acdo da PABP na iniciacdo da traducéo
2.5.7.3 Regulacéo da traducéo via interacdo PABP- PAIP-1 e PABP
2.6 PABPs e iniciacao da sintese protéica em
tripanonossomatideos

2.6.1 Estudos preliminares sobre PABPs em tripanossomatideos
2.6.2 Evidéncias sobre multiplos complexos do tipo elF4F na
iniciacao da traducdo em tripanosomatideos

2.6.3 Identificacdo de multiplos homologos de PABPs nos
tripanosomatideos

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

3.2 Objetivos Especificos

4. Materiais e Métodos

4.1 Cultivo de parasitas e curvas de crescimento frente a inibidores

4.2 Imunofluorescéncia

32

33

36

36

38

38

39

41

41

44

47

49

49

51

54

56

56

56

57

57

58

Xiv



4.3 Western-blot

4.4 Producao de lisados celulares

4.5 Imunoprecipitacao

4.6 Amplificacéo e clonagem de delecdes dos homoélogos PABP1-3
em L.major

4.7 Expressao de proteinas recombinantes

4.8 Purificacdo de proteinas recombinantes

4.9 Transcrigcdo e traducao in vitro

4.10 Ensaio de interacao proteina- proteina (pull-down)

4.11 Fracionamento celular por centrifugacao/ultracentrifugacédo em L.
major

4.12 Métodos de amplificacdo e clonagem das PABPs de L.
infantum superexpressa em L. infantum

4.13 Transfeccao das PABPs 1, 2 e 3 fusionadas a HA em L. infantum
4.14 Ensaios de sedimentacdo em gradiente de sacarose

4.15 Imunoprecipitacdo utilizando anticorpo monoclonal contra HA
para espectrometria

4.16 Imunoprecipitacdo seguida de RT- PCR

5. Resultados

5.1 Andlise comparativa das sequéncias das trés PABPs de
Leishmania sp.

5.2 Localizagao subcelular das PABPs 1, 2 e 3 de Leishmania major
5.3 Andlise da expresséo de isoformas da PABP1 na presenca de
inibidores diferentes processos associados ao metabolismo de

MRNAS e proteinas

59

60

61

62

63

64

66

68

68

70

71

71

73

73

76

76

82

86

XV



5.4 Andlise da interacdo entre os homologos de PABPs através de
imunoprecipitacao

5.5 Andlise das interagfes entre homoélogos de PABP in vitro e
mapeamento de sitios de ligacao

5.6 Andlise das interacOes entre as PABPs 1, 2 e 3 e a proteina
EIF4G3, homdlogo do fator de iniciacdo da traducéo elF4G de L. major
5.7 Andlise das interacfes entre as PABPs 1, 2 e 3 e dois homodlogos
do fator de iniciagdo da traducao elF4E, EIF4E3 e 4, de L. major

5.8 Andlise da associacao de PABPs nativas com populacdes de
MRNPs celulares em L. major

5.9 Andlise da associacdo com polissomas de PABPs fusionadas a HA
5.10 Identificacdo de parceiros funcionais através de espectrometria de
massa das PABPs

5.11 Identificagdo de RNAs alvos das PABPs

6. Discusséo

7. Concluséao

8. Referencias bicliografica

9. Anexo

9.1 Trabalho publicado associado a Tese

9.2 Trabalho publicado associado a Tese

9.3 Manuscrito em elaboragao

88

91

94

98

100

103

106

115

120

128

129

156

156

168

181

XVi



1. Introducéo

A familia Tripanosomatidae € formada por um grupo de eucariotos,
protozodrios flagelados da ordem Kinetoplastidea, que tem como principais
géneros o Trypanosoma e a Leishmania. Esses géneros sédo de grande
importancia médica e veterinaria por provocarem varias enfermidades de impacto
mundial tais como a doenca de Chagas e as diversas formas de Leishmaniose.

Os tripanosomatideos apresentam caracteristicas bioquimicas, celulares e
moleculares especificas que os diferenciam dos demais eucariotos. Algumas das
caracteristicas sdo a grande conservacdo e sintenia entre seus genes nas
diferentes espécies, o editoramento de RNAs mitocondriais e a transcricdo
policistronica, onde 0s genes sdo transcritos como um unico e longo MRNA
precursor e seu processamento € realizado pelo mecanismo de trans splicing
onde o pré-mRNA é dividido em multiplos mRNAs maduros representando
sequéncias codificadoras individuais. A transcricdo policistrbnica e o0 escasso
namero de promotores nestes parasitas impede uma regulacédo individual da
sintese de mRNAs, como ocorre em outros eucariotos. Desta forma, acredita-se
que boa parte dos mecanismos de regulagdo da sua expressdo génica ocorram
em nivel pds-transcricional, como durante a tradugdo dos mMRNAs em proteinas.

Dentre as proteinas envolvidas na regulacdo génica de procariotos e
eucariotos a proteina de ligagcdo a cauda poli-A (PABP) € uma proteina
extremamente conservada e essencial para a viabilidade uma vez que participa
de varios processos associados ao metabolismo dos mRNAs. Como seu nome

diz, esta proteina se liga a cauda poli-A presente na extremidade 3’ da grande



maioria dos mRNAs eucaridticos e media boa parte das funcbes associadas a
esta estrutura. Entre essas podemos citar: processamento dos MRNAs
precursores no nucleo; transporte nucleo-citoplasmatico; controle da meia-vida e
degradacdo dos mMRNAs no citoplasma; recrutamento dos mMRNAs pela
maquinaria de sintese protéica e sua traducao propriamente dita.

A PABP é bem estudada em diversos organismos como mamiferos,
plantas e leveduras, mas pouco ainda se sabe sobre essas proteinas em
tripanossomatideos. Diferentemente de outros organimos em Leishmania major
foram identificados trés homélogos da PABP (denominados PABP1, 2 e 3), dos
quais dois sao conservados nos diferentes tripanossomatideos e um terceiro que
sé se apresenta nas espécies de Leishmania. Alguns destes homologos de PABP
ja foram individualmente estudados na propria L. major, em T. cruzi e em T.
brucei, porém nunca de forma comparativa ou visando analisar seu papel na
sintese protéica.

Diante do exposto essa proteina deve apresentar-se como uma proteina
importante nos processo de regulacao da expressao. Desta forma, esta Tese teve
como objetivo principal determinar qual(is) dos homdlogos de PABP de
Leishmania e outros tripanosomatideos participa(m) diretamente na iniciacdo da
traducdo e que particularidades na sua atividade podem ser observadas em
relacdo ao que ja se sabe em outros eucariotos. Bem como identificar novas
funcdes associadas a estes homologos. Também se pretende definir em que
outros processos associados com o metabolismo dos mRNAs estas proteinas
atuam e como os diferentes homologos se distinguem funcionalmente.

Este trabalho mostrou que todos os homodlogos de PABP possuem

localizacédo citoplasmatica, porém sob condicdo de inibicdo da transcricdo as



PABP2 e 3 migram para o nucleo. Ensaios de intera¢do in vivo mostraram que as
PABP2 e 3 sdo capazes de interagir entre si e que a interacdo € independente de
RNA. Quanto a ligacédo aos fatores de iniciacdo da traducao EIIF4G3, EIF4E3 e
EIF4E4 foi observado que dentre os homélogos de PABP apenas PABP1 parece
se ligar. No mais a analise do perfil polissomal mostrou que todas as PABPs
devem estar envolvidas na traducdo, porém de RNAs alvos distintos.

Mediante a0 exposto nossos resultados mostram que estes homologos
devem apresentar funcdes divergentes dentro da célula, alguns deles Unicos nos
tripanossomatideos, e reinforca um papel mais ativo da PABP1 na traducdo uma

vez de sua ligacdo ao homadlogo do elF4G.



2. Revisao da Literatura

2.1Tripanosomatideos

Os tripanossomatideos sédo protozoarios flagelados que compreendem
parasitas de varios grupos de vertebrados, invertebrados e até mesmo plantas
(Simpson et al., 2006). Pertencem a ordem Kinetoplastida a qual é representada
por 9 géneros distintos (Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas, Wallaceina,
Leptomonas, Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum e Phytomonas),
classificados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas bem como sua
interacdo com o0s hospedeiros. Este grupo de protozoarios se distinguem por
possuirem uma regido rica em DNA presente em sua mitocondria Unica
denominada cinetoplasto. Entre outras peculiaridades ao nivel de sua biologia
destacam-se: o complexo de edicdo dos mMRNAs mitocondriais; 0 processamento
em trans de todos os transcritos de mMRNAs citoplasmaticos (trans-splicing); a
disposicdo e transcricdo de genes em grandes unidades policistronicas;
modificacdes de nucleotideos; compartimentalizacdo da glicélise; e a capacidade
de evasdo do sistema imune através de variacdes na antigenicidade de sua
superficie (Hannaert et al., 2003;Campbell et al., 2003;Simpson et al., 2004;Lukes

et al., 2005;Liu et al., 2005;Besteiro et al., 2005;El-Sayed et al., 2005).

Dentre os géneros de tripanossomatideos destacam-se os Leishmania e
Trypanosoma por apresentarem importancia meédica e veterinaria de impacto
mundial causando doencas tais como as varias formas de Leishmaniose

(Leishmania sp.), a Doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi) e a Doenca do Sono



(Trypanosoma brucei). Estes protozoérios possuem uma organizagao gendmica,
estruturas celulares, e processos biolégicos semelhantes, porém apresentam
diferencas morfolégicas significantes em seu ciclo de vida, visto que habitam
nichos biolégicos diferentes e sédo transmitidos por diferentes insetos vetores

(Stuart et al., 2008).

2.1.1 Género Leishmania e as leishmanioses

O género Leishmania € representado por mais de 20 espécies
responsaveis pelo grupo de doencas denominadas de leishmanioses. A
transmissao é feita por cerca de 30 espécies de flebotomineos, insetos dipteros
pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomya, sendo os parasitas capazes
de se multiplicar em varios hospedeiros mamiferos (Figura 1). As espécies de
Leishmania apresentam entdo um ciclo de vida digenético com duas formas
vegetativas diferentes: a forma extracelular mével, promastigota, que ¢é
encontrada no vetor invertebrado e a forma obrigatoriamente intracelular,
amastigota, capaz de se multiplicar em véarios hospedeiros vertebrados,
infectando células da linhagem fagocitica. A forma promastigota € dividida em
varias formas de desenvolvimento conhecidas como promastigotas prociclica,
nectomona, leptomona, haptomona, paramastigota e metaciclica. Na sua forma
metaciclica o parasita tem sido descrito como pequeno, com um flagelo
relativamente grande, aparecendo em maior namero em cultura na fase
estacionaria. Esta forma caracteriza a fase infectante da Leishmania, embora as

formas promastigota prociclica e amastigota também sejam capazes de infectar o



hospedeiro (Teixeira et al., 2002). A forma prociclica é considerada uma célula
ovoide, bastante movel e que possui atividade replicativa. As formas
promastigotas possuem uma variabilidade muito grande nas suas dimensoes,
variando entre 10-20 um de diametro. JA4 a forma amastigota intracelular é
arredondada, apresenta um flagelo pequeno, o qual ndo emerge da bolsa flagelar,
e possui aproximadamente de 3-7 ym de didmetro (Awasthi et al., 2004) (Figura
2).

(A) (B)

Figura 1. Vetores invertebrados da leishmaniose. Em (A) o inseto do género Phlebotomus
transmissor da doenc¢a no Velho Mundo e em (B) o género Lutzomya, transmissor da doenca no

Novo Mundo. Fonte: http://www.who.int/Leishmaniasis/disease_epidemiology/en/index.html
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Figura 2. Formas evolutivas do género Leishmania. Nos painéis superiores se encontra a forma
promastigota encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, onde o painel da esquerda
€ a forma prociclica e o painel da direita a forma metaciclica. No painel inferior se encontra a

forma amastigota presente no hospedeiro vertebrado. Fonte: Modificada de Besteiro et al., 2007.

De uma maneira geral as leishmanioses podem ser divididas em dois
grandes grupos: tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar tem uma
grande variedade de formas as quais podem ser agrupadas em leishmaniose
cutanea, caracterizada por lesées na pele de cura espontanea ou que podem se
tornar crénicas; leishmaniose mucocutanea, caracterizada por lesées ulcerativas
e destruicdo da mucosa; leishmaniose cuténea difusa, caracterizada por lesbes
nodulares as quais ndo sdo ulcerativas nem se disseminam. Ja a forma visceral é
cronica e progressiva e afeta varios 6rgdos que incluem o baco, figado, medula

Ossea e linfonodos.

As leishmanioses sédo encontradas em 88 paises, com 12 milhfes de
pessoas sendo acometidas nas suas diferentes formas. A cada ano surgem 2

milhdes de casos novos com 350 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco.



Esta doenca se encontra largamente distribuida nos tropicos e subtropicos se
estendendo desde a América Central e do Sul até os paises mediterraneos,
Africa, Asia central, india e China. Segundo dados da OMS, 90% das infeccdes
de leishmaniose tegumentar se desenvolvem no Afeganistdo, Paquistdo, Siria,
Arabia Saudita, Algéria, Ird, Brasil e Peru; 90% das infec¢cdes de leishmaniose

visceral ocorrem na india, Bangladesh, Nepal, Sud&o e Brasil.

2.1.2 Ciclo biologico

As espécies de Leishmania possuem um complexo ciclo de vida o qual
envolve diferentes formas de desenvolvimento como resultado das diferentes
condicBes ambientais as quais sdo submetidas dentro de seus dois hospedeiros.
Seu ciclo biolégico tem inicio quando os flebotomineos infectados picam e
inoculam as formas promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro vertebrado.
No local da inoculagdo estas sdo rapidamente fagocitadas pelos macréfagos
tissulares, denominados fagossomos. Para que isso ocorra as formas
promastigotas fazem uso de mecanismos que as permitem resistir a acdo de
elementos presentes no sangue, principalmente o sistema do complemento, e
estimulam sua adesdo aos macréfagos e sua endocitose por essas células.
Moléculas de superficie das promastigotas, como a GP63 (glicoproteina de 63
kDa) e LPG (complexo glicofosfoglicano) sdo consideradas importantes nestes
processos (Lodge and Descoteaux, 2005;Roberts et al., 2000;Kulkarni et al.,
2006;Santos et al., 2006). ApOs a interiorizagdo, o macréfago promove a fusdo

dos lisossomos com o fagossomo formando o fagolisossmo (Amer and Swanson,



2002;Cunningham, 2002;Sacks and Kamhawi, 2001). Para sua adaptacdo as
condicbes do novo ambiente, o parasita sofre a transformacdo para a forma
amastigota. Esta forma também é acidofila, bem adaptada ao baixo pH destes
compartimentos. O estagio de vida amastigota dentro do mamifero pode persistir
por varios meses ou anos, resultando na doenca, entretanto o parasita pode ficar
latente por décadas ou até pela vida inteira do hospedeiro mamifero (Aebischer,
1994). As formas amastigotas se multiplicam intensamente por divisdo binaria até
gue provocam o rompimento do macréfago, caindo no espaco intercelular, vindo a
serem fagocitadas por novos macrofagos e células do Sistema Fagocitico

Mononuclear (Figura 3)

Durante o repasto sanguineo sobre o hospedeiro vertebrado o vetor
fleb6tomo ndo contaminado ingere as formas amastigotas de Leishmania. Dentro
do tubo digestivo do inseto, no intestino médio, estas células, protegidas pela
matriz peritrofica, irdo permanecer por um periodo de quatro horas até trés dias.
Em seguida, a matriz peritréfica se degenera e as células de Leishmania, ja
diferenciadas em promastigotas prociclicas, migram para o segmento anterior do
tubo digestivo onde sofrem mais divisbes e diferenciacdo, tornando-se
promastigotas metaciclicas infectantes. Os parasitos entdo migram para a regiao
do esbfago, faringe e valvula estomodeal. O tempo aproximado para completar o
desenvolvimento no inseto é de sete a dez dias, dependendo da espécie (Wilson

et al., 2010).
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Figura 3. Resumo do ciclo de vida da Leishmania sp., demonstrando a transmissado do parasita do
hospedeiro invertebrado para o vertebrado e suas respectivas formas morfoldgicas. Fonte: Figura

adaptada de http:// www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/L eishmaniasis.htm.

2.2 Organizagdao celular e genémica dos tripanossomatideos

2.2.1 Organizagao celular dos tripanossomatideos.

A forma celular dos tripanossomatideos € definida por uma gaiola de
microtubulos subpeliculares organizadas em arranjo de hélices ao longo do eixo
longitudinal da célula (Gull, 1999;Price et al., 2003) . Um unico flagelo reside
anexado ao corpo celular através da zona de juncéo do flagelo ou FAZ (do inglés

Flagellum Attachment Zone) localizado no bolso flagelar (do inglés Flagelar
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Pocket). Junto a zona de juncdo do flagelo esta localizado o corpo basal
(importante para a divisdo celular) e proximo a ele reside o cinetoplasto,
localizado dentro de uma grande mitocondria que percorre quase todo corpo
celular (McKean, 2003). Os tripanossomatideos possuem organelas
especializadas para metabolizacdo da glicose, os glicossomos (revisado por
Michels et al., 2000), e um nucleo localizado no centro da célula (Ogbadoyi et al.,
2000) (Figura 4). Também estdo presentes no citoplasma o megassomo
(compartimento da via endocitica), reticulo endoplasmatico liso e rugoso, e o

complexo de Golgi.

Reservossomo
Microtiubulos
subpeliculares

Golgi  Nucléolo pegeulo
Nicleo  Endoplasmatico

Citossomo '

Axomema
Lisossomo

Vacuolo contratil Mitocondria

Bolsa flagelar Glicossomo,

Cinetoplasto

Figura 4. Representacdo esquematica da forma tipica dos tripanossomatideos, destacando
estruturas como nucleo, cinetoplasto, bolsa flagelar, corpo basal e pro-basal, flagelo, complexo de
golgi, lisossomos, endossomos, mitocdndria, microtibulos, glicossomos. Figura modificada de

Lopes et al., 2010
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2.2.2 Organizacdo gendmica dos tripanosomatideos

Os tripanossomatideos divergiram muito cedo da linhagem evolutiva dos
eucariotos, o que explica suas varias caracteristicas Unicas, como 0s ja citados
edicdo de mRNAs mitocondriais, a transcricdo policistronica e o trans-splicing.
Mesmo tendo divergido entre si ha cerca de 200-500 milhdes de anos, o0s
genomas dos protozoarios T. brucei, T. cruzi e L. major, referidos como TriTryps,
apresentam uma notavel conservacdo na organizacdo dos genes (sintenia)
(Ghedin et al., 2004), assim como um grande numero de genes em comum (EI-
Sayed et al., 2005;Kissinger, 2006;Ginger, 2005). A publicacdo dos genomas dos
TriTryps foi de extrema importancia e relevancia por impulsionar pesquisas que
permitem a compreensdo da biologia destes protozoarios, além de facilitar o

desenvolvimento de testes de diagnosticos e vacinas (Kissinger, 2006).

Os genomas de T. brucei, T. cruzi e L. major possuem tamanhos variados
de 25, 55, 33 megabases (Mb), respectivamente, sendo que a grande diferenca
de tamanho encontrada no genoma de T. cruzi devida ao grande numero de
sequéncias repetitivas (cerca de 50%), tais como retrotransposons, sequéncias
teloméricas e familias génicas de proteinas de superficie (El-Sayed et al., 2005).
O T. brucei possui seus genes distribuidos ao longo dos seus 11
megacromossomos, e o T. cruzi e a L. major possuem 0s genes distribuidos em
aproximadamente 28 e 36 pares de cromossomo menores, respectivamente. Foi
possivel observar que a maior parte dos rearranjos nos blocos sinténicos
representa inversdes e/ou translocacbes e em T. brucei parece ter havido um

grande numero de fusbes cromossbmicas o0 que explicaria seu menor numero
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cromossOmico. Dos 36 pares de cromossomos de L. major, 20 parecem ser
completamente sinténicos a regifes correspondentes nos megacromossomos de
T. brucei (Figura 5). Apesar desta alta conservacao sinténica entre L. major e as
espécies de Trypanossoma, a organizagdo nas extremidades dos cromossomos
(teldbmeros) é distinta contendo sequéncias pequenas e regides subteloméricas
conservadas margeando as sequéncias repetitivas que precedem os teldmeros

(Ivens et al., 2005).
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Figura 5. Representacdo mostrando a alta sintenia entre os cromossomos de L. major e T. brucei.
Como exemplo pode-se ver o cromossomo 7 de T. brucei, que contem cerca de 7 blocos

sinténicos com cromossomos de L. major. Figura modificada de Ginger, 2005.

Andlises dos trés genomas dos TriTryps revelaram a existéncia de 6158
grupamentos génicos ortélogos comuns aos trés patdégenos. Apesar do alto grau
de conservacao entre as trés espécies, foram encontrados 910 genes especificos
de L. major, 1392 genes especificos de T. brucei e 3736 genes exclusivos de T.

cruzi. Quando comparadas as trés espécies foram encontrados 74 grupos de
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genes exclusivos de L. major e T. brucei, 482 genes exclusivos de L. major e T.
cruzi e 458 genes exclusivos de T. brucei e T.cruzi (Kissinger, 2006). Especula-
se que o alto grau de conservacdo genbmica entre o0s diferentes
tripanosomatideos seja devido a algum tipo de pressdo seletiva que deve
restringir o rearranjo dos genes, tais como a incidéncia relativamente baixa de
recombinacdo sexual, a organizacao policistrénica ou a replicacdo, porém a razao
de tal fendbmeno ainda ndo esta bem clara (El-Sayed et al., 2005;Ghedin et al.,
2004). Interessantemente 43% das quebras de sintenia entre T. brucei e L. major
ocorrem muito perto ou dentro das regides de troca de fita que separa grupos de
genes direcionais, outra caracteristica Unica dos genomas de tripanossomatideos

(Figura 6).

\ T cruzi
55 Mb
3736 . ~12 000 genes

(36) |

T. brucei
25 Mb

9068 genes II.‘": 1(?8)2

6158
74 \ (1262) /182
(84) (86)

8311 genes
TRENDS in Parasitology

Figura 6. Diagrama mostrando os tamanhos dos genomas e a distribuicdo dos grupamentos de
genes ortélogos entre trés espécies de tripanossomatideos: L. major, T. brucei e T. cruzi. Figura

modificada de Kissinger, 2006.

Com relagéo ao grau de identidade ao nivel de sequéncia de aminoacidos

entre as proteinas das trés espécies dos TriTryps, foi observada uma média de
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57% de identidade entre T. brucei e T.cruzi, enquanto que em L. major, quando
comparado com as duas espécies de Trypanosoma, se observou cerca de 44%
de identidade, refletindo assim suas relacdes filogenéticas (El-Sayed et al., 2005).
Ja quando comparados os 1617 dominios protéicos encontrados, revelou-se que
poucos deles (cerca de 5%) sdo exclusivos de uma unica espécie. No geral estes
dados mostram que apesar da maioria dos genes estar presente em um mesmo
contexto gendmico, existem diferencas substanciais as quais devem refletir as
adaptacdes espécie-especificas as distintas pressfes de selecédo e as diferentes
estratégias de sobrevivéncia destes organismos (El-Sayed et al., 2005;lvens et

al., 2005).

2.2.3 Genoma de L. major e comparacdo com outras espécies de

Leishmania

Para o0 sequenciamento da L. major foi utiizada a cepa
MHOM/IL/81/Friedlin cujo genoma consistiu de 3,28 x 10’ pares de base,
organizados em cromossomos que se caracterizam pela presenca de regides
repetitivas nos telémeros, contrastando com o T. brucei e T. cruzi. Apesar de o
genoma ser parcialmente aneuploide e possuir trés grandes diferencas alélicas, é
encontrado um pequeno numero de polimorfismo de sequéncias (<0,1%),
novamente contrastando com o que foi observado para os genomas de T. brucei
e T. cruzi (lvens et al., 2005). A andlise das sequéncias de L. major mostrou que
0S genes exclusivos de Leishmania se encontram distribuidos randomicamente no

genoma do parasita, ao invés de concentrados em regides subteloméricas ou em
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pontos adjacentes as regides de troca de fita e pontos de quebra de sintenia,
como observado para 0s outros tripanosomatideos. Estes genes devem ser
responsaveis por diferengas metabolicas entre as espécies de Leishmania e
Trypanosoma, porém a maioria (68%) ainda ndo possui funcdo conhecida

(revisado em El-Sayed et al., 2005).

Com o advento do sequenciamento de duas outras espécies de
Leishamania, L. infantum e L. braziliensis, foi possivel fazer uma comparacao
entre os trés genomas dentro do mesmo género. As espécies de L. major e L.
infantum, encontradas no Velho mundo, possuem 36 cromossomos enquanto a L.
braziliensis, de origem americana, possui apenas 35 Cromossomos,
provavelmente devido a fusdo entre os cromossomos 20 e 34 (Smith et al., 2007).
Estima-se que a divergéncia entre as espécies de Leishmania tenha ocorrido ha
cerca de 20-100 milhdes de anos e, apesar da grande distancia evolutiva, o grau
de conservacédo génica € superior a 99%. A conservacdo ao nivel de sequéncias
codificadoras de proteinas também € alta e, dos aproximadamente 8.300 genes
em comum, apenas cerca de 200 sdo diferencialmente distribuidos nas trés
espécies, tendo a L. braziliensis 47 genes ausentes nas outras espécies,
enquanto que L. infantum tem 27 genes especificos e L. major apenas 5. Destes
aproximadamente 200 genes, apenas 34% apresentam funcdes que podem ser
anotadas com base na procura de similaridade de sequéncias ou dominios
protéicos com os de organismos ja anotados (Peacock et al., 2007;Rochette et al.,

2008;Smith et al., 2007) (Figura 7).
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L. major
2 genes com funcao predita
3 genes hipotéticos

L. brasziliensis,

10 genes com funcio predita
39 genes hipotéticos

L. infantum

10 genes com funcio predita
17 genes hipotéticos

Figura 7. Diagrama mostrando genes espécies especificos encontrados nas trés espécies de
Leishmania: L. major, L. infantum e L. braziliensis. Pode-se observar que 8187 genes sdo comuns

as trés espécies. Figura modificada de Smith et al., 2007.

2.3 Organizagdo g@énica, transcricao e formagdo dos mMRNAs nos

tripanossomatideos

Em Leishmania, como em outros tripanossomatideos, foi observado uma
combinacdo ndo usual de mecanismos de expressdo génica, onde a sintese e
maturagdo dos mRNAs diferem dos processos encontrados na maioria dos
eucariotos. A partir de estudos utilizando o cromossomo 1 de L. major foi
observado pela primeira vez que as sequéncias codificadoras de proteinas se
encontram reunidas em grupos contiguos que seguem a mesma orientacao
dentro de uma mesma fita de DNA (Myler et al., 1999). Esse arranjo de genes nos
tripanossomatideos se assemelha em alguns pontos aos conhecidos operons
bacterianos, devido a terem seus genes transcritos em unidades policistrénicas,

onde uma unica regido promotora € utilizada na transcricdo de mdultiplos genes.
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Assim como em procariotos, 0s genes dos tripanossomatideos em sua grande
maioria ndo possuem introns, com apenas quatro excec¢des identificadas (lvens et
al., 2005). A maioria dos genes que codificam proteinas € transcrito como
unidades policistrénicas, e os mMRNAs maduros sao gerados a partir do transcrito
policistrénico primario através do mecanismo de trans-splicing ou processamento
em trans (Ullu and Tschudi, 1993;Matthews et al., 1994), o qual sera discutido a
seguir. Porém, diferentemente do que ocorre nos operons bacterianos e nos
nematodas as unidades policistrénicas dos tripanossomatideos ndo codificam

genes funcionalmente relacionados (Campbell et al., 2003).

Nos tripanossomatideos 0s grupos de genes contiguos sédo separados por
sequéncias pequenas de 1-13 kb chamadas de regides de trocas de fita (do inglés
strand switches) (lvens et al., 2005;Martinez-Calvillo et al., 2004) as quais devem
ser responsaveis por direcionar a transcricdo. A maioria dos cromossomos
contém pelo menos dois grupos de genes contiguos precedidos de regides de
troca de fita, enquanto um conjunto de genes esta sendo transcrito em direcao ao
telomeros (sentido divergente) numa das fitas do DNA o outro comeca a ser
transcrito na direcdo oposta (sentido convergente) na outra fita de DNA e a
finalizacdo da transcricdo vai ocorrer ao final dos grupos, onde geralmente se co-
localizam os genes para tRNA, rRNA e ou snRNA (lvens et al., 2005;Palenchar

and Bellofatto, 2006) (Figura 8).
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Figura 8. Transcricdo poliscistrdnica nos tripanossomatideos. Blocos génicos néo relacionados
estdo agrupados em fitas distintas do DNA e sdo bidirecionalmente transcritos pela acdo da RNA
polimerase 1l (RNAPII), a partir de regides de troca de fita. Figura modificada de Haile and

Papadopoulou, 2007.

2.3.1 RNA polimerase e promotores

Assim como nos outros eucariotos, nos tripanossomatideos sé&o
encontradas quatro classes diferentes de RNA polimerases: RNA pol I, RNA pol I
e RNA pol lll, com localizacéo nuclear, além de uma RNA polimerase encontrada
na mitocéndria. Cada uma das classes de polimerases possui varias subunidades
e sao responsaveis pela transcricdo de diferentes tipos de RNAs. A RNA pol |
esta envolvida na transcricdo dos rRNAs (18S, 5.8S, 28S) e de genes que
codificam proteinas de superficie estagio especifico, tais como as prociclinas e
VSGs de T. brucei; a RNA pol Il transcreve genes codificantes de proteinas,
pequenos RNA nucleolares (snoRNA) e o RNA da spliced leader; enquanto que a
RNA pol Ill é responsavel pela transcricdo dos tRNAs, do rRNA 5S e alguns

pequenos RNAs nucleares (snRNA); ja a RNA pol mitocondrial € responsavel pela
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transcricdo dos mMRNAs mitocondriais (Campbell et al., 2003;Palenchar and

Bellofatto, 2006).

Apesar de homologos para todas as subunidades da RNA pol Il eucariética
estarem presentes, o0 mesmo nao foi observado para varios dos homologos dos
fatores basais de transcricdo (Ilvens et al., 2005;Martinez-Calvillo et al.,
2007;Martinez-Calvillo et al., 2010). Essa auséncia leva a varias interpretacdes:
formas divergentes desses fatores devem estar presentes; proteinas especificas
nos tripanossomatideos possuem papel equivalente aos fatores de transcrigdo
eucarioticos e por fim a auséncia de regulacdo transcricional elimina a

necessidade desses fatores.

Promotores para as RNA pol | e pol Ill ja estdo bem definidos (Laufer and
Gunzl, 2001;Laufer et al., 1999). No entanto, com excecdo de um promotor
conhecido para a RNA pol Il, associado a transcricdo do mini-éxon (SL RNA)
(Gilinger and Bellofatto, 2001), nédo foi possivel identificar sequéncias promotoras

consenso nas regides flanqueadoras dos genes codificadores de proteinas.

2.3.2 Processamento em trans (trans-splicing) dos mRNAs

O mecanismo de trans-splicing foi identificado pela primeira vez em T.
brucei em MmRNAs que codificam para as suas proteinas variaveis de superficie
(VSG). Nestes mRNAs foi observada a presenca de uma sequéncia de
aproximadamente 39 nucleotideos em sua extremidade 5, a qual ndo se
encontrava codificada nos respectivos genes (Boothroyd and Cross, 1982;Van der

Ploeg et al., 1982). Estudos de expressdo mostraram que esta sequéncia,
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denominada de spliced leader (SL) (De Lange et al., 1984;Parsons et al., 1984),
era proveniente da extremidade 5’ de um segundo RNA, que pode variar de 85 a
140 nucleotideos, o qual ficou conhecido como SL RNA. Uma caracteristica da
sequéncia SL é a presenca de uma estrutura cap modificada que diferentemente
da estrutura cap universalmente conservada (7-metil guanosina) em eucariotos
possui 0S primeiros quatro nucleotideos da sequéncia SL modificados por
metilacdo. Este cap modificado ndo usual é conhecido como estrutura cap-4, e &
a estrutura cap com maior niumero de modificacées conhecidas entre as células

eucariodticas (Bangs et al., 1992;Gunzl, 2010).

O mecanismo de trans-splicing se da através de duas reacbes de
transesterificacdo, onde o sitio GU doador presente no RNA SL precursor fusiona-
se a uma regido proxima ao sitio AG receptor do mRNA policistronico,
denominado ponto de ramificacdo, formando uma estrutura em forma de Y, ao
contrario do tipico laco encontrado nas reacfes de processamento ou splicing
convencional (cis-splicing). Esse sinal €& reconhecido pelo complexo de
processamento (spliceossomo) encontrado nestes protozoarios, sendo as
estruturas intermediarias removidas e a sequéncia SL fusionada a extremidade 5’
de cada mRNA. O sinal aceptor para 0 processamento no pré-mRNA
propriamente é o dinucleotideo AG quando localizado imediatamente apés uma
regido rica em pirimidinas (Benz et al., 2005) (Figura 9). Cerca de 50 subunidades
do complexo de processamento ja foram descritas para os tripanossomatideos

(Ambrosio et al., 2004).

21



5'
5 U———————3' SLRNA

2'OH
RN '_A o ]
PemRNA 5 il T
3'SS

Primeira etapa

3‘

\U(;

Segunda etapa

N (oo
G

emY mRNA maduro

§' e A —{ Py }—AG-OH ¥

Figura 9. Representacdo esquematica do trans-splicing. A figura mostra o sitio 5° aceptor de
splicing (GU) no SL-RNA, o sitio 3’ aceptor (AG) e o ponto de ramificagdo (BP), seguido do trato
polimirimidico (Py) nos pré-mRNAs. O pré-mRNA recebe entdo a sequéncia SL tornando o mRNA

maduro. Figura modificada de Liang et al., 2003.

2.3.3 Poli-A e poliadenilagdo dos mRNAs

A adicdo de uma cauda poli-A € necessaria para se completar o
processamento da grande maioria dos mMRNAs eucariéticos. Diferentemente do
gue ocorre em outros eucariotos alguns trabalhos sugerem que o trans-splicing e
a poliadenilacdo nos tripanosomatideos sdo eventos dependentes que ocorrem
concomitantemente e imediatamente apds a transcricdo, uma vez que a inibicao

do trans-splicing de um mRNA impede o processamento da extremidade 3’ do
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MRNA anterior (Ullu and Tschudi, 1993;Liang et al., 2003). Para uma melhor
compreensao de cada um, entretanto, aqui os dois processos serdo discutidos

separadamente.

O processamento da extremidade 3’ dos mRNAs nos tripanossomatideos
nao se encontra bem caracterizado, porem nos eucariotos em geral 0 mesmo
ocorre em duas reacdes sucessivas: primeiro ocorre a clivagem endonucleolitica
em sitios especificos na extremidade 3’ ndo traduzivel (UTR — do inglés
untranslated region), entre esses sitios podemos citar a sequéncia consenso de
eucariotos AAUAAA (PAS — sinal de poliadenilagao) (Zhao et al., 1999). Numa
segunda etapa a enzima poli-A polimerase (PAP) inicia a formacdo da cauda poli-
A pela adi¢ao consecutiva de adeninas na extremidade 3’ OH do mRNA, auxiliada
pela proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP) nuclear que se liga quando esta
cauda tem cerca de 10 residuos de adenosina, e aumenta a afinidade da PAP
pelo RNA (Kerwitz et al., 2003). Ambas as reac¢des séo realizadas por um grande
ndamero de proteinas, as quais sdo conservadas desde leveduras a eucariotos.
Dentre estas podemos citar os fatores de clivagem (Im, IIm), fatores estimulatorio
de clivagem (CstF) e o fator especifico de clivagem e poliadenilacdo (CPSF) para
a etapa de clivagem e a poli-A polimerase (PAP), a PABP e a FIP1 (proteina de

ligacdo a PAP) para a etapa de poliadenilacao (Mandel et al., 2008).

Nos tripanossomatideos ndo sao encontradas sequéncias especificas
como o sinal de poliadenilagdo AAUAAA. Ao invés disso, a poliadenilacéo ocorre
a uma distancia fixa (100-400nt) apds o sinal de processamento (LeBowitz et al.,
1993;Matthews et al., 1994). Assim, o0 mesmo trato polipirimidico usado como

sinal nas reagbes de trans-splicing, presente nas regifes intergénicas, parece
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funcionar como sinal para a poliadenilacdo e possui papel fundamental no
acoplamento desses processos, uma vez que mutagcdes geradas nestes leva a
sitios de poli-A aberrantes (Liang et al., 2003;Hug et al., 1994). Nesse contexto, a
distancia entre a regido rica em pirimidinas e o sitio aceptor de consenso AG para

o0 trans-splicing tém influéncia sobre a adigdo da cauda poli-A.

2.4 Controle da expressao génica nos tripanossomatideos

Atualmente acredita-se que o0s tripanossomatideos tenham perdido a
capacidade de regular a expressado dos genes codificantes de proteinas ao nivel
de transcricdo, uma vez que possuem transcricdo policistronica, faltam
promotores classicos para a transcricdo de mRNAs pela RNA pol Il e o seu
genoma codifica poucos fatores de transcricdo (Campbell et al., 2003). Foi
proposto assim que a RNA pol Il transcreva os genes constitutivamente em pré-
MRNAs policistronicos extensos, e sO entdo se dé o controle da expresséo
génica. O perfil global de expresséo de proteinas durante o desenvolvimento e a
mudanca entre os hospedeiros demonstra que Varios genes sao regulados
diferentemente: sendo 2 a 9% modulados a nivel de RNA (principalmente pela
estabilidade dos mRNAS) e 12 a 18% regulados a nivel de proteina, seja durante
a traducéo ou apds a mesma (revisto por (Haile and Papadopoulou, 2007). A falta
de controle da transcricdo revela a importancia de processos pos-transcricionais
na regulacdo da expressdo génica. Estes processos agiriam por meio das

diferentes etapas da maturacdo dos mMRNAs, como trans-splicing e a
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poliadenilacédo, e também a nivel de controle de sua estabilidade e/ou traducéo

em proteinas (Clayton and Shapira, 2007).

2.4.1 Degradacdo de mRNAs e sua regulacao

Nos eucariotos em geral a degradacdo dos mRNA poliadenilados ocorre
através de dois mecanismos distintos. O primeiro se inicia pela deadenilacdo dos
MRNAS, no qual a enzima poli-A nuclease remove a cauda poli-A presente na sua
extremidade 3’, seguida pela remog¢ao do cap na extremidade 5’ pelo complexo de
proteinas Dcpl e Dcp2 e pela helicase Dhhl, e por fim a degradacdo do mRNA
no sentido 5- 3" pela enzima Xrnl (Tucker and Parker, 2000;Mitchell and
Tollervey, 2001;Wilusz et al., 2001;Parker and Song, 2004). Diversas
deadenilases ja foram encontradas em diversos organismos, tais como a poli-A
nuclease (PARN) em mamiferos, o complexo Pan2/Pan3 e o complexo
Ccr4/Cafl/Not em leveduras. Um segundo mecanismo pode ocorrer em alguns
tipos de mRNA que precisam ser rapidamente degradados e requer a acao do
exossomo, um complexo de 11 proteinas com diversas fun¢cdes na degradacao
dos mRNAs (Buttner et al., 2006). Neste caso os MRNAs alvos contém
elementos ricos em AU (AREs) em sua extremidade 3’ UTR. Varias proteinas
regulatorias se ligam a estes elementos estabilizando ou desestabilizando o
MRNA através da inibicdo ou ndo da deadenilacdo. Em seguida a deadenilagéo
ocorre a degradagao propriamente dos mRNAs no sentido 3’-5’ (Mukherjee et al.,
2002;van and Parker, 2002), resultando em um pequeno RNA capeado que é logo

processado (Wang and Kiledjian, 2001).
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Nos tripanossomatideos o modelo para degradacdo de mRNAs envolve
também duas vias distintas (Clayton and Shapira, 2007). O primeiro mecanismo &
rapido, independente de eventos de deadenilacdo e parece ocorrer em mRNAs
estagio-especifico instaveis, e sua regulacéo deve envolver mecanismos parasito-
especificos. Ja o segundo mecanismo € constitutivo, dependente de deadenilacéo
e atua com cinética inferior durante a degradacdo de mMRNAs estaveis e
provavelmente de uma subpopulacdo de mRNAs instaveis (Haile and

Papadopoulou, 2007).

Estudos utilizando extratos de tripanossomatideos demonstraram atividade
de deadenilacdo durante a degradacdo de RNAs in vivo. Foram identificados
varios homologos das enzimas utilizadas na degradacdo em leveduras e
mamiferos. Entre eles foram encontrados trés possiveis homoélogos da PARN, um
homologo para a Pan2 e Pan3 e alguns componentes do complexo NOT. A Pan2
e Pan3 e o complexo CAF/NOT sdo necessarios para o crescimento normal
destes parasitas, sendo o complexo CAF/NOT a principal deadenilase para a
maioria dos MRNAs de tripanossomatideos. Nao foi identificado nenhum
homologo para as proteinas Dcpl e Dcp2, porém a atividade de remocao do cap
foi evidenciada em L. seymori (Milone et al.,, 2002). Em relagdo a enzima
responsavel pela degradagdo 3’-5 Xrn1 foram encontrados quatro homodlogos,
dos quais apenas para o primeiro se confirmou um papel na degradacdo de

MRNAs (Li et al., 2006).
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2.5 Proteina de Ligacao a cauda poli-A (PABP)

Proteinas de ligacdo a cauda poli-A (PABPs), como seu home diz, sdo as
principais proteinas responsaveis pelo reconhecimento especifico da cauda poli-A
presente na extremidade 3' dos mRNAs eucariéticos, mediando sua funcdo em
diferentes processos celulares relacionados a seu metabolismo, tais como:
processamento de pré-mRNAs (Amrani et al., 1997;Minvielle-Sebastia et al.,
1997;Wang and Grumet, 2004) transporte de mRNAs maduros do nucleo para o
citoplasma (Wang and Grumet, 2004); regulacdo de estabilidade dos mRNAs
(Caponigro and Parker, 1996;Coller et al., 1998;Wang and Grumet, 2004);
iniciacao e terminacéo da traducéo (Jacobson and Peltz, 1996;Gallie, 1998;0tero

et al., 1999;Gray et al., 2000;Wang and Grumet, 2004;Sachs et al., 1997).

Até o momento dois grupos distintos de PABP foram identificados em
vertebrados, a PABP citoplasmética (PABPC ou simplesmente PABP) e a PABP
nuclear (PABPN) classificadas baseado na sua localizagéo intracelular e em
estudos de filogenia. Estes dois grupos diferem em sua estrutura e funcgdes,
sendo a PABPC com funcgéo geralmente na traducéo e regulacéo de estabilidade
dos mMRNA e a PABPN com estrutura divergente do primeiro grupo, com funcao
na poliadenilagdo e na maturacdo de pré-mRNAs (Bienroth et al., 1993;Wahle,
1995a;Wahle, 1995b). Varios genes que codificam para as PABPs citoplasmaticas
ja foram encontrados em diversos organismos. Em metazoarios temos a PABPC1
(Blobel, 1973), também chamada de PABP1 em humanos e ratos ou PABPC em
Xenopus (Mangus et al., 2004;Kuhn and Wahle, 2004), sendo a mais estudada e

protétipo do grupo; a PABP embrionaria (ePABP) (Voeltz et al., 2001;Seli et al.,
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2005), encontrada em odcitos e embrides; a ePABP2 descrita em Xenopus e
ratos (Cosson et al., 2004;Good et al., 2004); a PABP induzivel (iPABP ou
PABPC4), descrita em células T de humanos (Yang et al., 1995); uma PABP
especifica de testiculo (tPABP; PABPC2/PABPC3) identificada em humanos
(Feral et al.,, 2001) e ratos (Kleene et al.,, 1994); e a PABP5, estruturalmente
distinta das demais, encontrada no cromossomo X de humanos e ratos (Blanco et
al., 2001). Alguns estudos mostram que a PABPl1 e a PABPC4 sao
abundantemente expressas, enquanto os outros membros da familia parecem ter

expressao restrita a tecidos especificos (Brook et al., 2009).

Ja o segundo grupo tem como protétipo a PABII, descrita pela primeira vez
em mamiferos e hoje denominada PABPN1 (Kuhn and Wahle, 2004;Wahle,
1991). Esta é codificada por um Unico gene o qual ja foi identificado em diversos
organismos, dentre eles Drosophila e leveduras de fissdo (Pab2) e foi
demonstrado que possui papel importante na poliadenilagdo dos mMRNAs (Kuhn

and Wabhle, 2004)

2.5.1 Estrutura das PABPs citoplasmaticas

A estrutura da PABP citoplasmatica candnica pode ser dividida em: uma
porcdo N-terminal, constituida de quatro dominios de ligagdo ao RNA altamente
conservados (RRMs de RNA recognition motifs); e uma extremidade C-terminal
variavel contendo um dominio de interacao proteina-proteina também conservado
(PABC) (Kuhn and Wahle, 2004) (Figura 10). Os RRMs presentes na regiao N-

terminal diferem em suas especificidades de ligacdo ao RNA e a proteinas, sendo
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os dois primeiros RRMs responsaveis pela ligacédo especifica ao poli-A (Kahvejian
et al.,, 2001;Sachs et al.,, 1987;Kuhn and Pieler, 1996;Deardorff and Sachs,
1997;Mangus et al., 2003) e o RRM2 responséavel pela ligacdo ao fator de
iniciagdo da traducdo elF4G (Imataka et al., 1998;0tero et al., 1999;Kessler and
Sachs, 1998). Os outros dois RRM (3 e 4) estdo envolvidos na ligacdo a
sequéncias nao poli-A e ricas em AU (Burd et al., 1991;Sladic et al., 2004). Em
levedura foi descrito que a primeira metade do RRM4 é suficiente para conferir a
viabilidade de células com o gene PABP normal depletado (Sachs et al., 1987). A
cristalografia de um fragmento de cerca de 190 aminoacidos da PABP humana,
correspondente aos RRMs 1 e 2, ligado a um RNA poliadenilado (A11l) mostrou o
gque o RRM consiste um dominio globular composto de quatro fitas betas
antiparalelas e duas duplas hélices. As duas fitas centrais de cada RRM possuem
dois motivos altamente conservados, o dominio RNP1 octamérico e o RNP2
hexamérico (Kuhn and Wahle, 2004;Mangus et al., 2003). Foi observado que o
RNA poliadenilado adota uma conformacédo permanente estendida devido ao
arranjo antiparalelo do RNA e da proteina e se liga na regido 3' do RRM1 e na &’

do RRM2 (Deo et al., 1999) (Figura 11).

RRM PABC
— — — —
N-Terminal C-Terminal

Figura 10. Esquema geral de uma tipica PABP. Em destaque a regido N-terminal que possui
guatro dominios de ligagdo ao mRNA (RRMs), a extremidade C-terminal que possui 0 dominio

denominado PABC e entre esses dominios um dominio central rico em prolina.
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Figura 11. Estruturas dos dominios presentes na PABP citoplasmatica. (A) Estrutura
tridimensional dos RRM1 e 2 quando associados a cauda poli-A. (B) Estrutura tridimensional

mostrando as cinco hélices do dominio carboxi-terminal. Figura modificada de Mangus et al.,

2003.

Evidéncias experimentais sugerem que a extremidade C-terminal da PABP
participa na estabilizacdo dos mRNAs (Coller et al., 1998), na iniciacdo e
terminacdo da traducao (Wang and Grumet, 2004), bem como na exportacdo dos
MRNAs contendo cauda poli-A recém sintetizados (Afonina et al., 1998). Esta
extremidade é composta de uma regido de conexao pouco conservada, rica em

prolina e de uma regidao carboxi-terminal altamente conservada (PABC ou
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recentemente denominada MLLE). A primeira esta associada ao processo de
multimerizacdo onde moléculas de PABP se associam umas as outras presas a
cauda poli-A dos mRNAs (Melo et al., 2003;Kuhn and Pieler, 1996) e a segunda
foi descrita como regido de interagdo com proteinas regulatorias e fatores de
traducdo que contem o dominio PAM2 (de motivo 2 de interacdo a PABP do
inglés PABP-interacting motif 2) (Roy et al., 2002;Kozlov and Gehring, 2010) tais
como o fator de terminacéo da traducdo eRF3 e as proteinas regulatorias Paipl e
Paip2 (Kozlov et al.,, 2001;Melo et al., 2003;Kozlov and Gehring, 2010). Foi
demonstrado que o dominio PABC nao participa na interacdo entre moléculas de
PABP, porém mostrou-se indispensavel para a viabilidade celular em leveduras
(Melo et al., 2003;Coller et al., 1998) .Até o momento foram determinadas as
estruturas do dominio PABC em humanos, leveduras e T. cruzi (Kozlov et al.,
2001;Siddiqui et al., 2003;Deo et al., 2001;Kozlov et al.,, 2002) a partir da
ressonancia magnética nuclear e cristalografia de raios-X de um segmento
conservado de 75 aminoacidos. A analise mostrou que esta regido consiste de
quatro ou cinco alfa-hélices e que se liga especificamente através de uma regiao
hidrofébica a um motivo de aproximadamente 12 aminoacidos, encontrados em
todos seus parceiros ligantes. Observou-se nesse dominio, em um grande
numero de organismos diferentes, um alto grau de conservacao de sequéncia nas
hélices 2, 3 e 5, que correspondem aos sitios de ligacdo dos peptideos alvos

(Kozlov et al., 2001;Kozlov et al., 2004;Lei et al., 2011;Kozlov and Gehring, 2010).

2.5.2 Estrutura das PABPs nucleares
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Até o momento pouco se sabe sobre a estrutura das PABPs nucleares
mas, diferentemente das PABPs citoplasmaticas, estas possuem um regiao
amino-terminal seguida de um Unico RRM e uma regido carboxi-terminal rica em
arginina, sendo as duas Ultimas necessarias para o reconhecimento do poli-A
(Wahle and Ruegsegger, 1999). Em leveduras a PABP nuclear foi descrita como
essencial para a viabilidade celular sendo codificada pelo gene Nab2 (Anderson
et al., 1993). Diferente das outras PABPs, Nab2 utiliza um dominio Arg-Gly-Gly
(RGG) para ligagcdo. Esta proteina também contem um motivo do tipo dedos de
zinco (zinc-finger), semelhante ao encontrado nas subunidades da RNA
polimerase, e um regido rica em glutamina que contém uma regido com numeros

variaveis do segmento GIn-GIn-GIn-Pro (QQQP)(Mangus et al., 2003).

2.5.3 Modificacfes pbs-traducionais da PABP

Até o momento, vérias isoformas de PABP ja foram descritas em levedura,
ourigo, trigo e plantas (Drawbridge et al., 1990;Le et al., 1997;Le et al., 2000) e foi
postulado que estas modificacdes sejam devidas a fosforilagdo. Em plantas o
estado fosforilativo da PABP n&o so influencia a ligacdo cooperativa com a poli-A
como também determina a interacdo especifica com aqueles fatores ja
identificados como capazes de interagir com a PABP (Melo et al., 2003;Le et al.,
2000) . No mais foi levantada a possibilidade de que o estado fosforilativo das
PABPs media a interacdo funcional entre o cap e a cauda de poli-A. Em células

HelLa, analises bidimensionais utilizando um inibidor da quinase MKK2 (U0126),
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fez com que a PABP migrasse como uma proteina mais basica, e apareceu como
um anico spot no gel, sugerindo que a regulacao da fosforilacdo da mesma seja

efetuada através da via p38MAP Kinase/MKK2 (Ma et al., 2009).

Além da fosforilacao outros tipos de modificacdo pés-traducionais podem
ocorrer na PABP. Em humanos foram encontradas 14 tipos diferentes de
modificacdoes incluindo metilagdes em residuos de lisina, glutamato, aspartato e
acetilacoes em lisinas. Foi observado que o estado dessas modificacdes na PABP
€ regulado durante o ciclo celular via modulacdo das acetilacbes em lisina. Foi
também observado que dois residuos de lisina sao diferencialmente metilados ou
acetilados modulando algumas interacdes entre a PABP e outras proteinas, este
sendo o primeiro exemplo de regulacdo envolvendo a modificagcdo do tipo
metilacdo/acetilacdo em um mesmo aminoacido (Brook et al., 2012). Outro tipo de
modificacdo que interfere com a capacidade de ligagdo da PABP a outras
proteinas é a metilacdo em residuos de arginina, que na PABP de humanos
ocorre na regido de ligacéo, regido esta onde ocorre a interacdo entre moléculas

de PABP (Melo et al., 2003).

2.5.4 Regulacéo datraducdo dos mRNAs da PABP

Devido aos multiplos papéis da PABP no metabolismo do mRNA, é
importante que sua expressao seja muito bem regulada. O mRNA da PABP é
expresso em diferentes niveis em varios tecidos e sua traducao pode ser regulada

por dois mecanismos distintos conhecidos: autoregulacdo mediada pela préopria
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PABP e regulacdo mediada por um trato polipirimidico em sua extremidade 5’

(Melo et al., 2003;Bag and Bhattacharjee, 2010).

Os mRNAs das PABPs possuem em sua regidao 5 UTR dois potenciais
elementos de regulacdo de acdo cis. O primeiro € denominado elemento TOP,
que contitui o trato polipirimidinico citado acima e o segundo € encontrado logo
em seguida e compreende uma regido conservada rica em adeninas
(aproximadamente 50-70 nt) denominada ARS (Gorgoni and Gray, 2004;Melo et
al., 2003;Bag and Bhattacharjee, 2010;Patel et al., 2005) (Figura 12). Varios
MRNAs contendo o elemento 5 TOP ja foram observados, sendo os mesmos
expressos dependendo da condicao de crescimento da célula (revisado (Melo et
al., 2003;Bag and Bhattacharjee, 2010) Vérios estudos mostram que a traducao
de mRNAs contendo o elemento TOP é estimulada durante o crescimento uma
vez permite que mais ribossomos se liguem na 5 UTR o que deve aumentar a

taxa de elongacéo (Bag and Bhattacharjee, 2010).

Cettctccecggeggottagtgetgagagtge

TOP — ORF ——
o — }— }———AAAAAAAAA

ARS PABP-mRNA Poly (A) tail

aaaaaatccaaaaaaaatctaaaaaaatcttttaaaaaaccccaaaaaaatttacaaaaaa

Figura 12. Esquema de um mRNA de PABP. A figura mostra os dois elementos de controle
traducional, o TOP e o ARS ambos encontrados na 5 UTR. Figura modificada de Bag and

Bhattacharjee, 2010.
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Um segundo ponto de controle depende de mecanismos autoregulatorios
envolvendo a ARS presente na 5UTR do mRNA PABP. Em humanos foi
determinado que esse sitio possui cerca de 61 nucleotideos, formado por
conjuntos de 5 a 8 adeninas espacadas com 3 a 6 residuos de pirimidinas e que
se encontra a 73 nucleotideos do cap (Melo et al., 2003;Hornstein et al., 1999).
Acredita-se que a PABP, quando em excesso em relacdo aos mMRNAs
poliadenilados, se liga entdo a esse trato de adeninas em seu mRNA reprimindo
sua traducdo e a propria sintese uma vez que nao permite a passagem da
subunidade ribossomal 40S. A repressdo pela PABP pode ser aliviada quando
ocorre um aumento intracelular de mRNA poliadenilados, ou quando ocorre um
aumento de tamanho de caudas poli-A pré-existentes. Experimentos in vitro
mostraram que ao se adicionar poli-A exdgeno o efeito € mimetizado mesmo na
auséncia de sintese de mRNA, enquanto que a super-expressao in vivo é capaz
de reprimir os mRNAs da PABP endogenos (Melo et al., 2003;de Melo Neto et al.,
1995;de Melo Neto et al., 2000). Assim o elemento TOP é capaz de estimular a
traducdo dos mRNAs quando a demanda celular € aumentada. Por outro lado o
ARS monitora e controla os niveis celulares de PABP e suprime a traducao de
mRNAs de PABP através de um mecanismo de “feedback”. Foi observado que o
efeito estimulatério de TOP sob a traducdo dos mRNAs é mantida mesmo quando

o elemento ARS esta presente. (revisado por (Bag and Bhattacharjee, 2010).
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2.5.5 Principais funcdes associadas a PABP na sintese e processamento de

MRNAS

2.5.5.1 Funcéao na poliadenilagcdo do RNA

Como descrito anteriormente a reacdo de poliadenilagdo € composta por
duas etapas: a etapa de clivagem e a de adicdo da cauda poli-A. Para que ocorra
a clivagem sao necessarias varias proteinas em especial a CPFS (fator especifico
de clivagem e poliadenilacao), que se liga na regido contendo o sinal de
poliadenilacdo (AAUAAA) e recruta a PAP (poli-A polimerase) para dar inicio a
adicdo, e em seguida varias moleculas de PABPN vao se ligando a cauda
nascente a medida que esta vai crescendo (Kuhn et al., 2009;Keller et al.,
1991;Bienroth et al., 1991;Millevoi and Vagner, 2010). A ligacdo da PABPN na
cauda nascente produz trés efeitos que auxiliam no processo. Primeiramente a
PABPN nao permite que o complexo CPFS se ligue a cauda poli-A restringindo
essa proteina a sequéncia sinal. Segundo, a PABPN mantém a CPSF e a poli-A
polimerase em um distanciamento adequado para que possam continuar
interagindo, uma vez que a funcdo estimulatoria da CPSF na elongacao diminui
com o aumento da distancia entre estas duas proteinas. A PABPN provavelmente
facilita essa interacdo promovendo o dobramento correto do RNA durante a
elongacéo (Keller et al., 2000). Terceiro, a PABPN quando em contato com a poli-
A polimerase aumenta a estabilidade do complexo de poliadenilagéo. A poli-A
polimerase € uma enzima de agcdo nao-processiva, isto é, a cada adicdo de

residuos de adenina ela se separa da molécula de RNA. Quando ligada a ambas
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as CPSF e a PABPN, porém, foma um complexo estavel que permite que a
polimerase adicione a cauda poli-A em um dGnico evento. Ao final da
poliadenilacdo a estrutura do complexo PABPN/poli-A polimerase muda de tal
forma que desfaz a interacdo entre CPFS/poli-A polimerase. Foi proposto que a
PABPN so0 desfaz a ligacdo CPFS/poli-A polimerase quando a cauda poli-A esta
toda coberta por moléculas de PABPN, de forma que a PABPN regularia o

ndmero de residuos de adenina adicionados (Kuhn et al., 2009) (Figura 13).

CPSF PAP

PABPN1
+

poly(A)

PABPN1
+

poly(A)

Figura 13. Modelo do mecanismo de controle do comprimento da cauda poli-A. A proteina CPSF
se liga ao sinal de poliadenilagédo e recruta a poli-A polimerase. A primeira molécula de PABPN1
se liga ao complexo quando a cauda possui cerca de 12 nucleotideos, seguida de moléculas
sucessivas de acordo com o crescimento da cauda. O complexo formado faz com que o RNA se
dobre de forma a manter o contato entre a CPFS e poli-A polimerase permitindo que a cauda seja
sintetizada de forma processiva. Quando a cauda poli-A excede o comprimento de cerca de 250
residuos de adenina a molécula de PABPN1 ndo consegue permanecer ligada ao complexo e
desta forma o contato entre a CPFS e poli-A polimerase se desfaz finalizando a elongacédo. Figura

modificada de Kuhn et al., 2009 e Eckmann et al., 2011.
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Em alguns tipos celulares, e/ou em fases de desenvolvimento especificos
de organismos pluricelulares, podem ocorrer eventos especificos de
poliadenilacdo de mRNASs no citoplasma. Estes eventos dependem de sequéncias
especificas nas regides 3'UTR dos mRNAs alvos, as quais ja foram definidos
durante a maturacdo de oo6citos (CEPs — elementos citoplasmaticos de
poliadenilacdo; ou ACEs - elementos de controle de adenilacdo) e durante a
embriogénese (CPE embriogénica). Apesar da PABP citoplasmatica se ligar a
cauda poli-A dos mRNAs ndo se sabe ao certo como a poliadenilacdo
citoplasmatica promove a traducdo. Em alguns casos deve ocorrer um incremento
na traducdo de mRNAs sujeitos inicialmente a um baixo nivel de traducdo ou
alternativamente este processo ativa a traducdo de mRNAs silenciosos. Acredita-
se que em ambos o0s casos o efeito na traducdo dos mRNAs esteja associado ao
status da PABP citoplasmatica na cauda poli-A. Uma proposta seria de que a
ligacdo da PABP citoplasmatica a caudas poli-A pequenas e sua subseqiente
poliadenilacdo deva ter papel no recrutamento de moléculas adicionais de PABP

com estimulo na traducdo dos mMRNAs (revisado em Gorgoni and Gray, 2004).

2.5.5.2 Funcao na exportacdo do RNA

Na maioria dos eucariotos ocorre a continua troca de proteinas e
aminoacidos entre o nucleo e o citoplasma através do complexo do poro nuclear.
Um grande numero de proteinas esta envolvido neste complexo incluindo as
chamadas exportinas Xpol/Crml. Pouco se sabe sobre o modo como a PABP

participa na exportacdo de mRNAs do nucleo para o citoplasma, mas em
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leveduras foi observado que apesar da localizacdo citoplasmatica da pablp a
mesma esta dinamicamente mudando para o nucleo, fato corroborado pela
observacédo de que a pablp possui um sinal de localizacdo nuclear em seu RRM4
que a dirige para esse compartimento. Esse comportamento parece ser
conservado na evolucdo uma vez que foi demonstrado para humanos e leveduras
de fissdo. A pablp é capaz de interagir com nucleoporinas especificas, com as
exportinas Xpol/Crml, sugerindo assim um envolvimento com a exportacao de

MRNAs (Brune et al., 2005).

2.5.6 Papel da PABP no controle da estabilidade dos mRNAs

O papel das PABPs na regulacdo da degradacdo dos mRNAs nao esta tdo
bem esclarecido quanto seu papel na traducdo. Nesta ultima a PABP auxilia na
iniciacdo da sintese de proteinas através de suas diversas interacdes com a
cauda poli-A e o complexo elF4F de iniciacdo da traducdo. Estas mesmas
interacbes parecem ter o papel de proteger os mMRNAs contra a acado de
deadenilases, tais como a poli-A ribonuclease (PARN), e de enzimas envolvidas
com a remogao do cap. Uma vez que o substrato para a deadenilagcéo interage
com a PABP, pode-se prever que esta proteina tenha papel na degradacao
destes mMRNAs, embora ndo se saiba bem como. Foi observado que mutantes de
pablp em leveduras possuem cauda poli-A maiores sugerindo que além de
proteger a cauda poli-A da degradacdo a PABP é necessaria para seu
encurtamento (Sachs and Davis, 1989). Observou-se também que a taxa de

deadenilacdo € maior nestes mutantes mostrando que a PABP deve ter papel
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estimulatério na deadenilagdo. Ensaios de purificaggo com a 3’ poli-A
exonuclease (PAN) mostraram que a pablp precisa estar ligada a cauda poli-A
para que a enzima exerca seu papel (Kuhn and Wahle, 2004;Lowell et al., 1992).
Em contraste o principal complexo de deadenilases em leveduras (Ccr4p-Pop2p-
Notp) e a mais importante deadenilase de mamifero (PARN) séo inibidas na

presenca de PABP (Mangus et al., 2003;Korner et al., 1998).

Além do papel na deadenilacdo alguns modelos foram propostos para a
inibicdo da remocédo do cap pela PABP. Um dos modelos seria através da ligacao
da PABP com o complexo de ligacdo ao cap via interacdo com o elF4G, o que
manteria o cap indisponivel para ligagdo com as enzimas dcpl e dcp2. Um
segundo modelo propde que a PABP afete a localizacdo de transcritos dentro da
célula uma vez que se liga a estes ndo permitindo sua inclusdo nos corpos de
processamento onde ocorre a degradacdo (Kuhn and Wahle, 2004). Em
leveduras foi observado que a PABP tanto inibe quanto estimula a remocao do
cap dos mMRNAs uma vez que ap0ls a retirada da cauda poli-A, ela auxilia no
rearranjo dos mRNPs facilitando a ligacdo do complexo ativador deste processo
que contém proteinas como a Lsmlp-Lsm7p e Patlp (Tharun and Parker,
2001;Mangus et al., 2003). Esse rearranjo promove a ligagdo destes mRNPs com
o complexo formado pelas proteinas Dcplp-Dcp2p, criando um substrato para a
degradacdo exonucleolitica 3’-5’/5’-3’ (Mangus et al., 2003;Sheth and Parker,

2003).
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2.5.7 Papel da PABP na sintese proteica

A participacdo da PABP na sintese de proteinas foi testada usando mRNAs
repOrteres com e sem cap ou cauda poli-A, o que revelou que ambos atuam
sinergicamente estimulando a traducdo de mRNAs. Estes resultados indicaram
gue a PABP, mediando os efeitos da cauda poli-A, atuaria durante a iniciagao da
sintese protéica através da interacdo com os fatores associados ao cap. Varios
estudos demonstraram que essas interacfes ocorrem mesmo ha auséncia de
cauda poli-A, porém de forma menos eficiente, possivelmente recrutando os
chamados fatores de iniciacdo eucaridticos (elFs de eukaryotic Initiation Factors)
paro o complexo de traducdo ou através da estabilizacdo deste complexo (Otero
et al., 1999;Gray et al., 2000;Wang and Grumet, 2004;Peng and Schoenberg,

2005)

2.5.7.1 Iniciacdo datraducado nos eucariotos e complexo elF4F

Nos eucariotos, a sintese de proteinas, também conhecida por traducao, é
mediada pelos ribossomos e por um grande numero de macromoléculas
auxiliares entre proteinas e outros RNAs e pode ser dividida em quatro etapas:
iniciacdo, elongacao, terminacéo e reciclagem de ribossomos (Sonenberg and
Hinnebusch, 2009;Jackson et al., 2010). A iniciacdo € um importante ponto de
regulacdo da traducdo e da expressdo génica como um todo, uma vez que
constitui a etapa critica no qual ocorre a interacao entre o ribossomo e o mRNA e

0 seu posicionamento correto no coédon de iniciagdo da traducdo. Para que ocorra
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€ necessario a atividade de cerca de 25 polipeptideos: os elFs, proteinas
individuais ou complexos protéicos que auxiliam na atividade do ribosomos e sem
0S quais o processo de sintese de proteinas ndo ocorre (Hershey and Merrick,

2000).

Os fatores elF4 sdo em sua maioria exclusivos de eucariotos e sao
responsaveis por diferentes etapas ao longo da iniciacdo da traducéo,
compreendendo as subunidades polipeptidicas elF4A, elF4E, elF4G e os fatores
elF4B e elF4H. O fator elF4F € um complexo heterotrimérico responsavel pelo
recrutamento do mRNA para a maquinaria de traducdo. Este complexo é
composto por trés polipeptideos: (1) elF4A, uma ATPase RNA-dependente e RNA
helicase; (2) elF4E, a proteina que se liga ao cap dos mRNAs e (3) elF4G,
proteina que estrutura o complexo elF4F e possui sitios de ligacdo para um
namero variado de outros polipeptideos envolvidos na traducdo e outros
processos (Gingras et al., 1999). Através de sua subunidade elF4E o elF4F
interage com 0 cap enquanto através do elF4G interage com um segundo
complexo de iniciagdo da traducdo, o elF3, que por sua vez se associa ao
ribossomo. Dessa forma, através de suas subunidades, o elF4F atua como uma
ponte na ligacdo entre 0 mRNA e o ribossomo (Wells et al., 1998;Kapp and

Lorsch, 2004;Jackson et al., 2010;Goodfellow and Roberts, 2008).

O fator elF4E é uma proteina de 24 kDa que executa um papel essencial
na traducdo cap-dependente. Este fator se liga especificamente ao cap presente
na extremidade 5’ do mRNA da maioria dos eucariotos, permitindo o recrutamento
dos outros fatores de iniciacdo e por ultimo da subunidade 40S para o0 mRNA

(Sonenberg et al., 1978). Na iniciagdo da tradugao o elF4E possui como parceiros
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funcionais o fator elF4G, elF4A, identificados por cromatografia de afinidade
(McKendrick et al., 1999). Estudos mostram que a remocao do elF4E de extratos
celulares reduz drasticamente a traducdo dos mRNAs com cap o que pode ser
restaurado com a adicéo de elF4E recombinante expresso em bactérias ou elF4E
nativo purificado. O elF4E, apesar de ter sido previamente descrita como uma
Gnica proteina possui diversos homdlogos em varios organismos com diferentes
funcdes (Ptushkina et al., 2001;Joshi et al., 2004;Hernandez et al., 2005). Além do
papel na traducdo, os membros da familia elF4E estdo envolvidos no transporte
de mRNAs, em mecanismos de repressao da traducao e atuando no controle da
traducdo de mRNAs especificos através da interacdo com diferentes parceiros

funcionais (Rhoads, 2009).

O fator elF4A é considerado o protétipo da familia DEAD-box de RNA
helicases, por apresentar oito motivos, dos quais 0 mais conservado € o motivo Il
conhecido como DEAD (L-D-E-A-D-X-X-L : Leu-Asp-glu-Ala-Asp-X-X-Leu) (Linder,
2003). Essas proteinas sdo conservadas de bactérias a humanos e estdo
envolvidas numa série de processos celulares incluindo a transcri¢éo, splicing dos
MRNAS, traducéo, biogénese do ribossomo transporte e degradacdo de mRNAs.
Como estéo envolvidas em varias funcdes celulares que requerem a remocao de
estruturas secundarias tem sido proposto que as mesmas atuem como RNA
helicases. No processo de sintese protéica a retirada dessas estruturas
secundarias de dentro da regidao 5 nao traduzida do mRNA, pelo elF4A, é
importante por facilitar a ligacdo do complexo 43S ao mMRNA e o deslocamento da
subunidade menor ribossomal até o codon de iniciagdo da tradugdo. Em
mamiferos foram identificadas trés isoformas do elF4A (Weinstein et al., 1997),

tendo as elF4Al e Il um maior grau de homologia (90% de identidade) e
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funcionalmente parecidas (Gingras et al., 1999;Nielsen and Trachsel, 1988;Yoder-
Hill et al., 1993), enquanto que a identidade entre elF4Al e Il € menor (cerca de

66%).

O fator e IF4G é uma proteina de alto peso molecular e teve seus genes
isolados e clonados de varios organismos, tais como levedura, mosca de frutas,
plantas e mamiferos (Keiper et al., 1999;Prevot et al., 2003). E uma proteina
grande cuja complexidade € devido a grande quantidade de sitios de ligacdo para
outras proteinas presentes ao longo de sua estrutura. O principal papel do elF4G
€ coordenar a formacéo do complexo elF4F e mediar sua interagdo com outros
fatores que participam na iniciacdo da traducdo. Nessa tarefa ele interage com o

elF4E, elF4A, elF3 e PABP, entre outros.

2.5.7.2 Modo de acédo da PABP na iniciacdo da traducao

Uma interagdo entre as regides 5’ e 3° do mRNA foi inicialmente descrita
em leveduras e posteriormente em humanos e plantas, através da demonstracao
da associacao direta da PABP com o fator elF4G, o que sugere um modelo de
traducdo onde o0s mMRNAs seriam traduzidos circularizados (Gallie,
1998;Kahvejian et al., 2001;Gingras et al., 1999;Preiss and Hentze, 2003) (Figura
14). Ensaios de reconstituicdo de sistemas de traducao in vitro, utilizando elF4E,
elF4G e PABP recombinantes demonstraram essa circularizacdo dos mRNAs em

sistemas eucarioticos através de microscopia de varredura (Wells et al., 1998).

Véarios estudos tém sido desenvolvidos para determinar por quais

mecanismos a circularizacdo mediada por PABP estimula a traducdo (Jacobson
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and Peltz, 1996;Kahvejian et al., 2001). Uma hipotese seria que a PABP promove
o recrutamento do complexo de iniciagao 48S e 80S (Tarun, Jr. et al., 1997;Sachs
and Davis, 1989;Searfoss et al., 2001). Deple¢do da PABP em extratos de células
asciticas de ratos resultou em uma reducdo na formacédo dos complexos de
iniciacdo 48S e 68S, as quais sdo recuperadas com a adicdo de PABP
recombinante sugerindo a participacdo da PABP nestes processos bem como a
importancia da interacdo PABP-elF4G. Foi observado também que a PABP ao se
ligar com o elF4G estimula a interacdo entre o elF4E e o cap, talvez através de
mudancgas conformacionais no elF4G (Le et al, 1997;Sonenberg and
Hinnebusch, 2009;Wei et al., 1998). Todos esses achados definem a PABP como
um fator de iniciacdo da traducdo classico e enfatiza a importancia da
circularizacdo dos mRNAs para a sua traducao eficiente (Kahvejian et al.,

2005;Svitkin et al., 2009;Sonenberg and Hinnebusch, 2009) (Figura 14).

Um segundo modelo propde que a circularizagcdo dos mRNAs estimula a
reciclagem dos ribossomos. Isso se deve ao fato de que através da circularizacdo
€ esperado um aumento na concentracédo de ribossomos terminais proximos ao 5’
cap do mRNA, assim facilitando a reciclagem dos ribossomos (Jacobson and
Peltz, 1996;Gallie, 1998a;Kahvejian et al., 2001). Esse fato é corroborado por
achados que estabeleceram que existe uma real interacdo entre a iniciacao e a
terminacdo da traducdo, uma vez que ja foi observado que os fatores de
terminacdo eRF1 e eRF3 se ligam a regido C-terminal da PABP (Uchida et al.,
2002). Assim a interacdo entre os fatores de terminacdo e a PABP deve
proporcionar aos ribossomos que estdo terminando a traducdo que sejam

recrutados para um proximo ciclo de sintese protéica.
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A interacdo PABP-elF4G, ja mapeada em diversos organismos, mostra que
o sitio de ligacao ocorre entre a regido N-terminal do elF4G e o RRM2 da PABP
(Imataka et al., 1998;0tero et al., 1999;Kessler and Sachs, 1998;Kuhn and Wahle,
2004). Estudos de interagdo in vitro em leveduras demonstraram que a PABP
necessita estar ligada ao poli-A para que seja capaz de se ligar ao elF4G (Tarun,
Jr. and Sachs, 1997), porém isto pode ndo ser essencial in vivo (Gray et al.,
2000). Em odcitos de Xenopus e ceélulas de mamifero (pelo menos in vitro)
guando se aboliu a interacdo PABP/elF4G, através de uma mutacdo na posicao
161 da PABP (Groft and Burley, 2002), tanto as taxas de traducdo quanto as de
poliadenilacdo dos mRNA foram reduzidas, mostrando a importancia da interacao
entre as duas proteinas (Wakiyama et al., 2001;Kahvejian et al., 2005). Em
contraste, a interacdo PABP/elF4G em leveduras ndo parece ser a Unica forma de
estimular a iniciacdo da traducdo uma vez que quando abolida é bem tolerada
(Kessler and Sachs, 1998). Outra interacdo, conservada em animais e plantas,
com o fator de iniciacdo elF4B, também foi demonstrada como estimulatéria da
traducdo uma vez que aumenta a afinidade da PABP pela cauda poli-A (Le et al.,
1997;Le et al., 2000;Cheng and Gallie, 2010). Em plantas a interacdo PABP com
os fatores de iniciagdo elF4B e elFiso4F (isoforma do elF4F presente apenas em
plantas) aumenta a atividade helicase e ATPase associadas a este ultimo (Bi and

Goss, 2000;Cheng and Gallie, 2010).
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Figura 14. Esquema da iniciagdo da traducdo cap-dependente. O esquema mostra a associagao
entre a PABP, ligada a cauda poli-A na extremidade 3’ do mRNA, e outros fatores de iniciagdo da

tradugao associados a extremidade 5’ do mRNA.

25.7.3 Regulacdo da traducdo via interacdo PABP- PAIP-1 e PABP

PAIP-2

Em mamiferos, a atividade da PABP € modulada por duas proteinas de
ligacdo a PABP, denominadas de PAIP-1 e PAIP-2 (do inglés de PABP-interacting
proteins) (Craig et al., 1998;Khaleghpour et al., 2001).. Estas proteinas possuem
dois dominios de interagdo a PABP em comum, denominados PAM1 e PAM2

(Khaleghpour et al., 2001;Roy et al., 2002).

A PAIP-1 é uma proteina de 54 kDa caracterizada por uma regido de
homologia com o dominio central do elF4G (25% de identidade e 39%
similaridade). Essa mesma regido possui um sitio de ligacdo ao elF4A e com o

elF3 (revisado em (Martineau et al., 2008). A PAIP-1 contém dois sitios de ligacao
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a PABP, o PAM1, que se liga em cerca de 140 aminoacidos na regiao C-terminal
da PABP enquanto que o PAM2 se liga a regido N-terminal da PABP,
especificamente nos RRM1 e 2 (Roy et al.,, 2002). Entre suas fungdes tem a
capacidade de estimular a traducgao in vivo, interage com o elF4A e ainda esta
envolvida em turnover de mRNAs. Utilizando mRNAs reporter em células de
mamiferos foi observado que a PAIP-1 possui funcdes estimulatérias da traducéao,
porém 0s mecanismos de como isto ocorre ndo estdo bem elucidados. Foi
evidenciado que o fator elF3 interage com a PAIP-1 em seu dominio PAM2
competindo com a PABP pela ligacdo com a PAIP-1. Porém a PABP permanece
ligada a PAIP-1 via PAM1 uma vez que esta interacdo € mais forte do que a
interacdo PAM2/PABP. Assim forma-se um complexo ternario o qual estabiliza a

conformacao circular dos mMRNAs (Martineau et al., 2008).

Ja a PAIP-2 é uma proteina bem menor, de cerca de 14 kDa, que também
possui os dois dominios de ligacdo a PABP. Neste caso, o PAM1 consiste em
uma sequencia de aminoacidos na regido central da PAIP-2 e que interage
especificamente com os RRMs2 e 3 da PABP (Khaleghpour et al., 2001),
enquanto que o PAM2 se localiza na regido C-terminal da proteina e interage com
a regido C-terminal da PABP, porem com menor afinidade do que a interacao
mediada pelo PAM1 (Khaleghpour et al., 2001;Roy et al., 2002). Recentemente foi
encontrado um segundo homoélogo de PAIP-2 denominado PAIP-2b, de
aproximadamente 12 kDa e com 80% de similaridade e 59% de identidade com a
PAIP-2 original. Os sitios de ligacdo para a PABP nestes dois homologos séo
bastante similares, e de fato a PABP se liga a cada uma destas proteinas de
maneira parecida (Berlanga et al., 2006). A PAIP-2 teve sua funcéo inicialmente

descrita como repressora da traducdo e em seguida foi implicada na regulacéo da
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estabilidade de mRNAs através de sua ligagdo com a regides 3’ UTR (Gouyon et
al., 2003;0nesto et al., 2004). A PAIP-2 inibe a traducdo através da competicao
com a PAIP-1 pela ligacdo a PABP deslocando-a da cauda poli-A, o que acaba
desestabilizando a circularizacdo do mRNA. No mais a PAIP-2 tem a capacidade
de inibir a formacdo do complexo ribossomal 80S demonstrando que esta
proteina reprime a traducdo em sua etapa de iniciacdo. Foi observado também
que tanto a PAIP-2 como o elF4G interagem com o RRM2 da PABP,
demonstrando assim uma superposicdo desses sitios que sugere uma
competicdo dessas duas proteinas pela ligacdo com a PABP. Outra interacao
observada foi com o fator de terminacéo da traducédo eRF3, proteina que facilita a
passagem do ribossomo da extremidade 3’ para a 5’ estimulando a tradugdo. A
PAIP-2 interage com a regido C-terminal do eRF3, através de seu dominio PAM2,
no mesmo sitio utilizado na interacdo eRF3/PABP, mostrando que a PAIP-2 deve
competir com o eRF3 pela ligacdo a PABP e desta forma reprimir a re-iniciacdo

da traducédo (Berlanga et al., 2006).

2.6 PABPs e iniciacdo da sintese protéica em tripanonossomatideos

2.6.1 Estudos preliminares sobre PABPs em tripanossomatideos

Até o presente momento, homologos da PABP nos tripanossomatideos
foram identificados e caracterizados em T. brucei, T.cruzi, e L. major. O primeiro
homologo de PABP de tripanosomatideo descrito na literatura foi uma proteina de

T. cruzi, de 66 kDa, cujo gene esta presente em duas cépias no genoma do
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parasita, sendo que seu mRNA é expresso constitutivamente durante todo o ciclo
de vida do parasita . Esta proteina possui propriedades similares a de outros
eucariotos e possui o dominio de ligacdo entre peptideos (PABC) mais
relacionado com os das PABPs de vegetais (Batista et al., 1994). Uma segunda
PABP caracterizada em Trypanosoma, a PABP de T. brucei, possui peso
molecular de 62,2 kDa e apresenta 86,4% de identidade e 88,7 % de similaridade
com a proteina descrita de de T. cruzi (Pitula et al., 1998). Assim como para
outras PABPs, a regiao 5 UTR do seu mRNA possui segmentos ricos em
repeticbes A e AU, sugerindo que também possua capacidade de autoregulacdo
da sua tradugdo, como demonstrada para a PABP humana (Pitula et al., 1998).
Em L. major, foi descrito um homologo de PABP de 63 kDa que é codificado por
um gene de copia Unica no genoma do parasita, 0 que contrasta com as proteinas
de T. cruzi e T. brucei cujos genes estdo duplicados. Esta proteina apresenta
baixos niveis de homologia com as PABPs descritas em T. cruzi e T. brucei (30-
35% de identidade), semelhantes aos observados em homélogos desta proteina
de organismos mais distantes evolutivamente como Homo sapiens (36%) e
Saccharomyces cerevisiae (38%). E uma proteina expressa constitutivamente
durante o ciclo de vida da Leishmania e que se apresenta representada por pelo
menos duas isoformas fosforiladas, sendo sua localizagdo predominantemente
citoplasmatica mas com uma rara distribuicdo difusa no ndcleo. Em ensaios de
complementacao, esta PABP ndo pode reverter a parada no crescimento celular

causada por um mutante nulo de Saccharomyces cerevisiae (Bates et al., 2000).

Algumas caracteristicas funcionais foram observadas para diferentes
homologos de PABP em varios tripanossomatideos. Foi observado que em

Crithidia fasciculata, uma proteina que se assemelha aquela descrita em T. cruzi
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e T. brucei, participa de um complexo que reconhece sequencias presentes nas
regides nao-traduziveis de mRNAs o qual se acumula periodicamente durante o
ciclo celular (Mittra and Ray, 2004). J4 em T. cruzi foi observado uma interacéo da
PABP descrita com proteinas de ligacdo a RNA denominadas de TcUBPs. Estas
proteinas se ligam a mMRNAs com motivos ricos em repeticbes dos nucleotideos
AU (AREs) nas regides 3’ UTRs. Foi observado que a TcPABP1 e a TcUBP1
interagem nos estagios de epimastigotas e tripomastigotas e ndo dependendem
de RNA no estagio tripomastigota, mostrando que estas proteinas possuem
contato direto, enquanto a ligacdo TcPABP1 e a TcUBP2 ocorre apenas em
epimastigotas (D'Orso and Frasch, 2002). Ensaios in vitro demonstraram que a
interacdo da TcUBP1 com a TcPABP1 é capaz de destruir a formacéao de dimeros
de TcUBP1, mais ndo da TcUBP2, e pode também diminuir a afinidade da
TcPABP1 pela cauda poli-A. Foi sugerido ainda que, em epimastigotas, a
presenca de TcUBP2 juntamente com outros fatores deve ajudar na estabilizacéo

da interacdo TcPABP1/ TcUBPL1.

2.6.2 Evidéncias sobre multiplos complexos do tipo elF4F na iniciacdo da

traducdo em tripanosomatideos

Nos tripanossomatideos L. major, T. cruzi e T. brucei foram identificadas
sequéncias homologas a alguns dos fatores de iniciacdo da traducao eucariéticos.
Apesar de possuirem diferentes graus de similaridades, estas sequéncias
apresentam semelhancas entre as espécies de tripanosomatideos, o que indica

que elas devem ser conservadas e desempenham papéis importantes nestes
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parasitas. Entre os fatores identificados incluem as subunidades do complexo de
iniciacdo da traducdo elF4F as quais estdo em etapas diferentes de
caracterizagdo. Um dado novo observado foi a ocorréncia nesses
tripanosomatideos de multiplos homélogos para as subunidades elF4E (6
homoélogos - EIF4AE1, EIF4E2, EIF4E3, EIF4E4, EIF4E5 e EIF4EG6), elF4G (5
homologos - EIF4G1, EIF4G2, EIF4AG3, EIF4G4 e EIF4G5) além de dois
homologos de elF4A (EIF4Al e EIF4AIll), todas conservadas em diferentes
espécies destes organismos (Dhalia et al., 2005) e dados ndo publicados). Esta
multiplicidade de homologos de elF4E e elF4G nédo foi encontrado em outros
organismos unicelulares e bem como para outros de homologos fatores de
iniciacao da traducédo nos tripanosomatideos. A existéncia de diversos homodlogos
aos fatores de iniciacdo da traducao nestes organismos reflete a complexidade do

processo de traducdo nos mesmos.

Foram descritas 4 isoformas do fator elF4E, as quais codificavam proteinas
de 214, 281, 349 e 447 aminoacidos respectivamente (Yoffe et al., 2004;Yoffe et
al.,, 2006;Dhalia et al., 2005). Das 4 sequéncias trés tiveram seus niveis
intracelulares detectados em extratos da fase promastigota, porém seus niveis
variavam significativamente.. Analises de “Western-blot” mostraram que o elF4E1
encontra-se em maior concentracdo nas amastigotas axénicas. Quanto a
capacidade de se ligar aos diferentes analogos do cap, o LmEIF4El e o
LmMEIF4E4 se ligam ao cap monometilado , os elF4E1l e o elF4E4 se ligam ao
cap-4 e ao m7 GTP, e o fator elF4E-2 se liga preferencialmente ao cap-4
metilado (Yoffe et al., 2004). Ensaios de complementacdo mostraram que
nenhuma das isoformas é capaz de reverter o mutante nulo em Saccharomyces

cerevisiae (Yoffe et al., 2006). Ensaios de purificacdo os LmEIF4E1 e LmEIF4E4

52



se ligam ao LmEIF4G3 em extratos de L. major. Através de gradiente de
sacarose foi demonstrada a interacdo das isoformas elF4E2 e elF4E4 com os

polissomos.

Ao fator elF4A, foram descritas duas sequéncias homodlogas que
codificavam proteinas de 403 e 389 aminoacidos com cerca de 70% de
similaridade com as proteinas de mamiferos. Os homologos ao fator elF4A de L.
major possuem todos os motivos conservados das RNAs helicases, assim como
sequéncias menores tipicas de um fator elF4A. Em fase promastigota o
LmelF4Al se mostrou bem abundante e o LmelF4A2 ndo foi detectado o que
sugere o LmelF4Al seria 0 homdlogo funcional nesta fase o LmelF4A2 seria
expresso em outras formas do ciclo evolutivo. Ensaios de interacdo proteina-
proteina demonstraram que apenas o LmelF4Al se liga um homologo do fator
elF4G, o LmeiF4G3 (Dhalia et al.,, 2005). Em T. brucei também foram
identificados dois homélogos ao elF4A: o TbelF4Al mostrou-se de localizacao
citoplasmatica, essencial para a viabilidade e envolvido na traducdo e o
TbelF4Alll mostrou-se localizacdo nuclear, ndo é essencial para viabilidade
celular e foi proposto que esteja envolvido nas mesmas fungdes do elF4Alll de

humanos (Dhalia et al., 2006).

Por ultimo, para o fator elF4G de L. major foram encontrados 5 ORFs que
continham o dominio central do elF4G conservado. Essas proteinas variam em
seus tamanhos de 1016, 1425, 635, 765 e 782 aminoacidos e na localizacdo do
dominio conservado HEAT- 1/MIF4G. Apenas os LmelF4G3 e 4 foram
quantificados na forma promastigota e possuem niveis semelhantes. Ensaios de

interacdo proteina-proteina mostraram que os LmMEIF4G1l ao 4 se ligam ao
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LmEIF4Al. No mais o LmEIF4G4 se liga ao fatores LmEIF4E3 e LmPABP1 e o
LmEIF4AG3 se liga as LmPABP1. Em T. brucei foi observado que o TbEIF4G3, 4
e 5sd80 essenciais para a viabilidade celular. E apenas o TbEIF4G3 mostrou
mudanca na morfologia das células (Moura, D. M. N. - Dissertacdo de Mestrado,

2009).

2.6.3 lIdentificacdo de  mdaltiplos homdélogos de PABPs nos

tripanosomatideos

Em trabalho anterior que antecedeu a presente Tese, para confirmar a
existéncia de outro(s) homodlogo(s) de PABP em L. major, utilizou-se a sequiéncia
descrita de PABP de T. cruzi para busca de homélogos no banco de dados do
genoma de L. major (www.genedb.org). Assim, um outro gene para PABP foi
encontrado, distinto daquele ja descrito (a LmPABP1), porém com uma homologia
significativamente maior com a proteina de T. cruzi. Este novo homdlogo foi
denominado de LmPABP2 e apresenta niveis de homologia com as demais
PABPs de vertebrados, levedura e com a propria LmPABP1 de cerca de 30%. Um
terceiro homélogo também foi encontrado, a LmPABP3, que possui cerca de 30%
de homologia com as demais, porém, este novo homélogo esta ausente em T.
cruzi e T. brucei. Sequéncias codificadoras para os trés homélogos da PABP de
L. major foram entdo clonadas em vetores de expressdao o que permitiu a
expressado das proteinas de fusdo. As proteinas foram utilizadas para imunizacao
de coelhos para producdo de anticorpos policlonais e os soros produzidos

utilizados para quantificacdo dos niveis intracelulares das proteinas na forma
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promastigota de L. major. Onde se observou que o homdlogo LmPABP2 era o
mais abundante, seguido das LmPABP1 e LmPABP3. O soro anti-LmPABP1
reconheceu duas bandas no extrato total de L. major, uma das quais
possivelmente representa a forma fosforilada da proteina previamente escrita
(Bates et al., 2000), enquanto as LmPABP2 e LmPABP3 se apresentam
representadas por apenas uma isforma. Os soros purificados foram também
utilizados para analisar expressdo em diferentes espécies de Leishmania e
Trypanosoma e observou-se que estes reconheceram ndo sé as proteinas de L.
major, como as de outras espécies de Leishmania e também a dos seus ortélogos
em T. cruzi e T. brucei. Em seguida foi analisada a expressao das proteinas ao
longo de curvas de crescimento. Por fim os respectivos anticorpos purificados
foram utilizados para determinar indiretamente a localizacdo subcelular dessas
proteinas por meio de fracdes citoplasmaticas e nucleares que mostrou a
presenca dos trés homologos na fracdo citoplasmatica, porém com as LmPABP2
e 3 presentes também na fracdo nuclear (da Costa Lima, T. D. C. — Dissertacéo

de mestrado, 2007).

Este trabalho focou-se na caracterizacao funcional dos trés homologos das
PABPs em L. major a partir da investigagdo da participacdo dos mesmos na
sintese protéica através de ensaios de localizacdo celular, identificacdo de
paraceiros funcionais bem como identificagcdo dos dominios envolvidos nestas
interacOes, ensaios de associacdo com os polirribossomos e busca de RNAs

gue possam ser o0 substrato das PABPs.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar funcionalmente os trés homologos de PABP em espécies de
Leishmania, investigando sua atuacdo ao nivel da sintese de proteinas e outros
processos do metabolismo de mRNAs e ainda analisando sua interagcdo com

parceiros funcionais conhecidos ou identificados neste trabalho.

3.2 Objetivos especificos

* Mapear a localizacéo subcelular das PABPs 1, 2 e 3 de Leishmania .

* Analisar o efeito de diferentes inibidores de transcricdo, traducdo e
processamento de mMRNAs no padrdo de expressdo e de localizacdo dos

homologos de PABP.

* Analisar a interacdo entre os homélogos de PABP e entre estes e homélogos
selecionados dos fatores de iniciagcdo da traducao elF4G e elF4E, assim como

mapear os dominios de ligacéo.
* Verificar a participagéo dos trés homaologos da PABP no processo de sintese.

* Investigar a associagao entre os homélogos de PABP e outros fatores proteicos

a partir de extratos celulares.

* |[dentificar RNAs alvo que possam ser o substrato biol6gico das PABPs 1, 2 e 3.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Cultivo de parasitas e curvas de crescimento frente a inibidores

A manutencdo das formas promastigotas de L. major
(MHOM/IL/81/Friedlin), L. amazonensis LTB0016 foi realizada em meio Schneider
pH 7.2 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos
(Estreptomicina/Penicilina 0,1%) em volumes de aproximadamente 3 ml, e
mantidas a 26°C com repigues a intervalos de 3 a 4 dias. E a manutencao das
formas promastigota de L. infantum realizada em meio SDM-79 suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 2 mL/L Hemina (2,5 mg/mL em 50 mM NaOH)
em volumes de 10mL e mantidas a 26°C com repiques a intervalos de 6 dias.
Quando das células transfectadas as mesmas foram mantidas em meio SDM-79

suplementado de 0,2ug/uL do antibiético Neomicina.

Para realizacdo das curvas de inibicdo foi realizada a expansdo das
culturas de L. amazonensis quando em fase estacionaria, as quais foram
repassadas em 150 ml do respectivo meio de cultura para uma concentragao
inicial de 10° células/ml. A estas culturas foram adicionados os seguintes
inibidores: Cicloheximida (50ug/mL), Actinomicina D (10ug/mL), Puromicina
(2mM), Sinefungina (2,6uM), Lactacistina (50pg/mL), Acido ocadaico (20nM). Em

seguida foram retiradas aliquotas para uma concentracéo final de 10°células/uL
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nos tempos de Oh, 15min, 30min, 1h, 2h, 6h e em 24h, as quais foram analisadas

por Western-blot.

4.2 Imunofluorescéncia

A Imunofluorescéncia foi realizada utilizando-se aproximadamente 5 x 10°
células em cada reacao. As células foram centrifugadas a 1600 g por 10 minutos
a 25°C, lavadas com 1mL de PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na;HPOQOy,
1,47 mM KH;PO,4 pH7.3) e fixadas com paraformaldeido a 3% por 10 minutos a
temperatura ambiente. As células foram novamente centrifugadas e colocadas em
placa ja contendo laminula pré-fixada com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Ap6s 15
minutos, foram feitas trés lavagens de 5 minutos com PBS - Glicina 20 mM,
seguido de permeabilizacdo das células por incubacdo na mesma solucdo
suplementada de 0,1% de Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich) por 10 minutos. Em
seguida as laminulas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com PBS -Glicina
20mM e o bloqueio foi efetuado na mesma solucdo suplementada com albumina
bovina (BSA) 1% por 20 minutos. Apds o bloqueio seguiu-se a incubacdo com o
primeiro anticorpo purificado na diluicdo pré-definida por 1h a 37°C, seguido de
trés lavagens com PBS-Glicina 20mM - BSA 1% e em seguida adicionado RNAse
A 10 mM por 20 minutos, para degradar todo RNA presente na célula. Foram
realizadas trés lavagens com PBS - Glicina 20mM - BSA 1% para posterior
incubacdo com o segundo anticorpo Alexa Fluor 488 conjugado diluido 1:500 e
com o marcador de DNA TOTO-3 (Molecular Probes) diluido 1:250 em PBS -

Glicina 20mM. As células foram entdo deixadas no escuro por 1h a 37°C. Ainda
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no escuro, foram efetuadas trés lavagens com PBS e as laminulas secas foram
fixadas em laminas uma gota de Prolong-gold e guardadas protegidas da luz em
a -20°C. As células foram visualizadas em microscépio confocal utilizando o

programa de microscopia Leica SPII-AOBS.

A imunofluorescéncia foi também realizada na presenca de inibidores de
transcricéo, traducdo e processamento de mRNA. Para isso culturas de células na
fase exponencial foram previamente incubadas por 10 horas com os inibidores
Actinomicina D, Cicloheximida e Sinefungina para as concentracfes finais de
10ug/mL, 50ug/mL e 2,6uM respectivamente. Em seguida foram realizadas os

procedimentos de imunofluorescéncia como descrito acima.

4.3Western-blot

As amostras protéicas em tampdo Laemmli 2X (4% SDS, 20% glicerol,
10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol e 0.125 M Tris HCI, pH6.8)
foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de
PVDF (Immobilon-P — Milipore) para realizacdo de ensaios de detecc¢éao utilizando
anticorpos especificos. As membranas foram entdo bloqueadas em solugédo de
TBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl pH7.5), 5 % de leite desnatado e 0,05% de
Tween-20 a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora ou durante a noite a
4°C. Em seguida as membranas foram incubadas com os diferentes soros totais
ou anticorpos imunopurificados em diluicdes pré-definidas em solu¢cdo de TBS
(20 mM Tris, 500 mM NaCl pH7.5), 5 % de leite desnatado e 0,05% de Tween-20

a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora. Apos trés lavagens de 10
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minutos com TBS e 0,05% de Tween-20 estas membranas foram incubadas com
0 segundo anticorpo (anti-IGg de coelho conjugado a peroxidase), numa diluicdo
de 1:10.000 a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora. ApOs novas
lavagens com TBS (trés), as membranas foram incubadas por 2 minutos a
temperatura ambiente com uma solucdo contendo 1,2 mM de Luminol, 0,4 mM
de lodofenol (diluido em DMSO) e 0,03% de perdxido de hidrogénio para a
reacao de quimioluminescéncia (ECL). As membrana foram secas com papel de
filtro e expostas a filme especifico para ECL (GE-Healthcare), em intervalos de 5

e 1 minutos.

4.4Producéo de lisados celulares

Para a obtencdo dos lisados celulares utilizados nos experimentos de
imunoprecipitacdo, cerca de 2x10° células de culturas de diferentes fases de
crescimento foram incubadas por cinco minutos com Cicloheximida adicionado ao
meio de cultivo (100ug/mL) e imediatamente coletadas por centrifugacdo a 5000
g por 5 minutos e lavadas com PBS suplementado com Cicloheximida na mesma
concentracdo. As células foram entdo ressuspensas em 1mL de tampao de lise
(20 mM Hepes KOH pH7.4, 5 mM acetato de potassio, 4 mM acetato de
magnésio, 2 mM DTT) suplementado com inibidores de protease e fluoreto de
sédio a 1 mM (inibidor de fosfatases). A lise foi realizada por ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Apds cerca de cinco
ciclos a lise foi monitorada por visualizagdo ao microscopio Optico e, quando no

caso de néo ter sido eficiente, novos ciclos de congelamento/descongelamento
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foram realizados. Confirmada a auséncia de células intactas, o produto da lise foi
centrifugado a 10.000 g por 15 minutos, sendo o sobrenadante o lisado celular
que foi utilizado em diferentes abordagens neste projeto. Como etapa prévia os
diferentes lotes de lisados, assim como o0s sedimentos das respectivas
centrifugacdes, foram analisados por Western-blot com anticorpos policlonais
disponiveis contra os homologos de PABP de L. major, visando confirmar a
presenca e integridade das proteinas nativas. Os lisados validados por essa
analise foram aliquotados e estocados a -80°C. Variagdes desses lisados podem
ser preparadas na auséncia de cicloheximida e/ou fluoreto de sédio ou apds a

adicao de outros inibidores de traducao e/ou transcricao.

4.5 Imunoprecipitacao

Para a imunoprecipitacdo padréo, utilizando soro policlonal especifico para
as proteinas alvo, cerca de 60 mg de proteina A-sefarose (GE Healthcare) foram
inicialmente hidratadas em agua milli-Q seguido de lavagem com 10 mL de PBS.
Cerca de 30 pL desta resina (50% p/v em PBS) foi entdo incubada com volumes
variados de soro (1 a 5 pL de soro policlonal pré-imune, controle negativo, ou 1 a
2 ug do anticorpo imunopurificados contra as proteinas alvo) em 0,5 mL de PBS e
mantida sob agitacdo a 4°C durante a noite. A resina foi entdo coletada e lavada
por trés vezes com o tampéao de lise. Esta resina foi entdo incubada com 0,1 mL
do lisado celular por 2 horas a 4°C sob agitacdo, seguido de centrifugacéo e o
sobrenadante guardado para posterior analise. Ap6s mais trés lavagens com

PBS ou tampdo de lise as proteinas ligadas a resina foram eluidas por
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ressuspensdo em tampao de amostra para SDS-PAGE. Apds o fracionamento
eletroforético em gel de SDS-PAGE 15% este foi transferido para membrana de
PVDF em sistema semi-seco e as proteinas de interesse puderam ser
visualizadas através de Western-blot. Dependendo do ensaio a resina poés-
imunoprecipitagao pode ser incubada com 0,1ug/pL de RNAse A por 15 minutos
a 37°.C de forma a investigar se os complexos protéicos observados dependem

da presenca de RNA integro.

4.6 Amplificacdo e clonagem de delecdes dos homéblogos PABP1-3 em

L.major

Para obtencao das delecdes referentes aos dominios N e C- terminais dos
trés homologos de PABP foram utilizados duas abordagens distintas. Uma a partir
da reamplificacdo dos genes alvos, utilizando como molde os genes de L. major
previamente amplificados e clonados em vetores plasmidiais, seguido de
clonagem dos fragmentos nos plasmideos pET21a e pGEX 4T3, e outra através
de digestdo com enzimas de restricio com subsequente subclonagem nos
mesmos vetores descritos acima. Para as clonagens referentes aos dominios C-
terminal das PABPs 1, 2 e 3 e ao dominio N-terminal da PABP3 foram utilizados
como molde os genes clonados, obtendo assim as sequencias codificadoras
para essas dele¢bes flanqueadas pelos sitios das enzimas de restricdo
Ncol/Hindlll, Ncol/Not I, BamHI/Notl e BamHI/Xhol, respectivamente. Para as
reacoes de PCR foi utilizada a enzima Pfx platinum (Invitrogem), com o respectivo

tampéao de reacao e as recomendagdes do fabricante, oligonucleotideos, 1 mM de
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MgSO, e temperatura de anelamento de 55°C. Apés a amplificacdo os
fragmentos foram digeridos com as diferentes enzimas de restricdo, conforme
descritas acima. Para as clonagens relativas as PABP1 e 2 N-terminal, as
construcbes plasmidiais contendo os genes completos foram individualmente
digeridas com as enzimas de restricio BamHI/ Notl para recuperagdo dos
fragmentos de DNA correspondentes (897 e 1122 respectivamente). Os diferentes
fragmentos desejados foram purificados por meio de eletroforese em gel de
agarose 1,0%, corado com Syber® safe, visualizacdo com aparelho emissor de
ultravioleta de ondas longas, excisdo das banda de interesse e purificacdo
utilizando-se o sistema QIAEX Il Gel Extraction Kit (da QIAGEN) conforme

recomendacéao do fabricante.

Em seguidas, os fragmentos amplificados foram entdo clonados em
vetores plasmidiais de expressdo (pET2la e pGEX4T3), previamente cortados
com as mesmas enzimas e purificados em gel, por incubacédo durante 20 h a
16°C com a enzima T4 DNA Ligase (New England BioLabs®) visando a
expressao das respectivas proteinas recombinantes fusionadas a uma cauda de
poli-histidinas ou a proteina GST, respectivamente. Estas construcGes foram
usadas para transformar bactérias Escherichia coli cepa DH5a e os clones
positivos foram selecionados para mini e/ou maxi preparacdes dos DNAs
plasmidiais, segundo Sambrook e Russel (2001). Todas as constru¢cdes foram

confirmadas por sequenciamento.

4.7Expressao de proteinas recombinantes
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Para a expressdo das proteinas recombinantes fusionadas a uma
sequéncia de poli-histidinas ou a glutationa S-transferase (GST), os vetores
pET21a (Novagen) e pGEX4T3 (GE Healthcare) contendo o gene de interesse
foram inseridos em cepas de células BL21 star de E. coli através de
transformacdo por choque térmico. Para a transformacdo, as bactérias foram
incubadas por 30 minutos a 4° C seguido de choque térmico a 37°C por 5 minutos
com subsequente semeio das células transformadas em placa de petri contendo
meio Agar Lb ( Luria Bertani) solido na presenca de ampicilina (100 ug/uL) e
incubadas a 37°C por 18 horas. As coldnias obtidas foram inoculadas em 20 mL
de meio LB liquido contendo antibiotico, como descrito anteriormente, e foram
crescidas a 37°C, sob agitacdo de 160 rpm por 18 horas. Para inducdo da
expressdo das proteinas recombinantes, aliquotas de 10 mL das culturas
crescidas foram inoculadas em 500 mL de meio LB com antibiético e crescidas a
37°C sob agitacéo de 160 rpm, e o crescimento bacteriano foi acompanhado pela
afericdo em espectrofotometro (comprimento de onda de 600 nm) até atingir uma
densidade otica (D.O.) entre 0,5 ou 0,8, dependendo da proteina. Em seguida foi
adicionado IPTG na concentracéo final de 0,1 mM e a cultura permaneceu sob

agitacao por 4 horas a 30°C (D.O. de 0,5) ou 1 hora a 25°C (D.O. de 0,8).

4.8Purificagdo de proteinas recombinantes

Células bacterianas expressando as diferentes proteinas de interesse
foram centrifugadas a 9600 g durante 10 minutos e o sedimento bacteriano obtido

foi ressuspenso em 20mL de PBS, acrescido de inibidor de protease livre de
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EDTA, de acordo com as instru¢des do fabricante (Roche). Em seguida a lise das
bactérias foi realizada através de ultra-sonicacéo (6 pulsos de 30 segundos com
intervalos de 1 minuto), com posterior adicdo de 1% de Triton-X e centrifugacéo a
9600 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante pos lise foi incubado com 200 uL
de resina Ni-NTA agarose (QIAGEN®) para as proteinas fusionadas a cauda de
histidina ou Glutationa sefarose (GE Biosciences) para as proteinas fusionadas a

GST e as purificagOes foram realizadas como descrito a seguir:

Para a purificagdo com a resina Ni-NTA agarose foi adicionado ao
sobrenadante 300mM de imidazol e 200 pL de resina Ni-NTA agarose
(QIAGEN®). Esta foi previamente equilibrada em PBS, apds trés lavagens de 10
mL cada. A incubacdo foi realizada por 1 hora a temperatura de 4°C sob leve
agitacdo. Apos a incubacao foi realizada uma centrifugacao de 2500 rpm por dois
minutos, descartado o sobrenadante, a resina foi lavada trés vezes com 1mL de
PBS. As proteinas ligadas foram eluidas da resina através de sucessivas
lavagens com as solucfes: 50 mM fosfato de sddio, 300 mM NaCl, 10% glicerol;
pH 6.0 (tampéo de lavagem); tampao de lavagem + 20 mM imidazol; tampéo de
lavagem + 0.5 M imidazol (12 lavagem); tampéo de lavagem + 0.5 M imidazol (22
lavagem). Em seguida foi adicionado 200 pL de PBS a resina e a amostra
congelada a —80 °C. Para 15 uL de cada eluato e da resina foi acrescido igual
volume de tampao de gel de eletroforese de proteinas (duas vezes concentrado),
e 15 plL desta mistura fracionados em SDS-PAGE 15% e visualizados apos

coloracdo com azul de Comassie R-250.

Para a purificacdo com a resina Glutationa-sefarose o sobrenadante foi

incubado com 200 uL da resina, previamente equilibrada em PBS, apds trés
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lavagens de 10 mL cada. A incubacéo foi realizada por 1 hora a temperatura de
4°C sob leve agitagdo. Apds a incubacdo foi realizada uma centrifugacdo de
1000g por 2 minutos, descartado o sobrenadante, a resina foi lavada trés vezes
com 1 mL de PBS, trés lavagens de 1 mL. Em seguida foram eluidas duas vezes
com 500 uL de glutationa reduzida (em 50mM de Tris-HCI pH 9.0) por 30 minutos.
Em seguida foi adicionado 200 pL de PBS a resina e a amostra congelada a —
80°C. Aliguotas de 15 uL de cada eluato foram processadas e analisadas em gel

de SDS-PAGE como descrito.

Apos purificagdo as proteinas purificadas foram submetidas a dilise da
seguinte forma: os eluatos foram transferidos para sacos de dialise de 6mm de
didmetro (Sigma) e incubadas com 700 mL de tampdo de didlise (44 mM de
Na;HPO,; 5,2 mM NaH,PO4, 50 mM de NaCl; 5 % de glicerol; 0,1 % TritonX-100),
sob leve agitacdo por 6 horas a 4°C, sendo o tampéao trocado trés vezes a cada
intervalo de duas horas. As proteinas dialisadas foram analisadas em gel SDS-
PAGE 15% como descrito, sendo a quantificacdo das mesmas realizadas através
da comparacdo da intensidade das bandas de diluicbes seriadas das proteinas
recombinantes com diluicdes seriada de concentracdes conhecidas de BSA, por

meio do programa da camera digital, Kodak 1D Image Analysis Software.

4.9Transcricao e traducdao in vitro

Para transcricdo in vitro, com a enzima T7 RNA polimerase, primeiro as
diferentes construcdes plasmidiais foram linearizadas com enzimas de restricao

especificas para cada construcéo. As reacdes de transcricdo foram realizadas em
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um volume final de 50uL na presenca de tampéao de transcricdo (40 mM Tris pH
8,0, 15 mM MgCly), rNTPs (4 mM de ATP, CTP e UTP, cada; 0,4 mM de GTP;
todos da GE Healthcare), 0,5 mM de m7-GTP (New England Biolabs), 10 mM
DTT, 30U de inibidor de RNAse (Promega), 10 U de T7 RNA polimerase
(Pharmacia) e cerca de 3 pg de DNA plasmidial previamente linearizado com a
respectiva enzima de restricdo e agua deionizada, tratada com DEPC. A reacéo
foi incubada por 2 horas a 37°C, apés os 30 minutos iniciais foi adicionado GTP
para uma concentracédo final de 1mM, e apds mais 30 minutos foi adicionado 2,5U
de T7 RNA polimerase. Ao término das reacdes de transcricdo, 1 uL de cada
transcrito sintetizado foi analisado em gel de agarose 1% corado com Syber®
safe. Os mRNAs sintéticos obtidos foram extraidos em fenol/cloroformio 1:1,
precipitados com 0,3 M NaCl e 2,5 volumes de etanol 100 % e o sedimento
ressupenso em agua deionizada tratada com DEPC. Aliquotas de 0,1, 0,2 e 1L
dos RNAs purificados foram traduzidos em lisado de reticuldcito de coelho (RRL),
de acordo com as recomendacdes do fabricante (Promega). As reacfes de
traducdo foram realizadas na temperatura de 30°C, durante 90 minutos. Apés a
traducdo, aliquotas de 5 uL de cada amostra foram acrescidas de tampdo de
amostra para gel SDS-PAGE, e submetidas a migracéo por eletroforese. ApGs a
migracao, o gel foi corado com azul de Comassie R-250 (Sigma) e submetido a
secagem em papel de filtro a 70°C, durante uma hora, sob vacuo. Para
visualizacdo das proteinas recombinantes marcadas com *S, o gel foi exposto a

um filme de autorradiografia (X-OMAT — Kodak), que foi em seguida revelado.
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4.10 Ensaio de interacdo proteina- proteina (pull-down)

Para os ensaios de interacdo proteina-proteina, a resina Glutationa-
Sefarose 4B (GE Biosciences®) foi previamente equilibrada com o tampéo de
ligacdo B (100 mM KCI, 1 mM MgCl,, 50 mM Hepes pH 7.2, 0,2% NP-40, 5%
glicerol). Em seguida a resina foi bloqueada utilizando o tampado B acrescido de
10pg/mL de BSA para evitar ligacbes inespecificas. Para cada ensaio,
aproximadamente 10 yL de cada resina bloqueada foi incubada com 2 ug de
proteina recombinante em um volume final de 200 pyL (em tampéo B), durante 1
hora sob agitacdo, a 4°C. As resinas foram lavadas duas vezes com tampao B e
incubadas com 5 pL de proteinas marcadas radiotivamente (no volume final de
200uL de tampao B), durante 2 horas sob agitacdo a 4°C. Apos trés lavagens com
500 pL de tampéo B, as proteinas ligadas a resina foram eluidas com 40 pL de
tampao de amostra para SDS-PAGE e 10 uL de cada amostra foram submetidas
a eletroforese em gel 15%. Os géis foram corados com azul de Comassie R-250,
para visualizacado das proteinas recombinantes, e submetidos a autorradiografia
para visualizacdo das proteinas radioativas marcadas com *S (Dhalia et al.,

2005).

4.11 Fracionamento celular por centrifugacao/ultracentrifugacéo

Cerca de 5x10® promastigotas de L. major em fase exponencial de
crescimento foram incubadas com 10ug/mL de cicloheximida por 15 minutos a

26°C e centrifugadas a 3000g por 5 minutos, o sedimento foi entdo lavado uma
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vez com tampédo de lavagem C (300 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI
pH7.4 e 100 yg/mL cicloheximida) e centrifugado por 5 minutos a 3000 g. Em
seguida as células foram lisadas em tampéo de lise (300 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM Tris-HCI pH7.4, 10% Nonidet P-40, 2 mM sacarose, 100 pg/ml
cicloheximida, 10 yM E-64, inibidor de protease 1X (Roche) e 20mg/mL de

heparina) e tiveram sua lise monitorada em microscopio optico.

Neste experimento foi utilizado um controle positivo utilizando EDTA. Cerca
de 5 x10® promastigotas de L. major em fase exponencial de crescimento foram
centrifugadas a 3000 g por 5 minutos, o sedimento foi entdo lavado uma vez com
tampéao de lavagem C (300 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH7.4 e 100
Mg/mL de Cicloheximida) e centrifugado por 5 minutos a 3000g. Em seguida as
células foram lisadas em tampao de lise (300 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM Tris-
HCI pH7.4, 10% Nonidet P-40, 2 mM sacarose, 100 ug/mL cicloheximida, 10 um
E-64, inibidor de protease 1X (Roche) e 20 mg/mL de heparina) e tiveram sua lise
monitorada em microscépio 6ptico. Em seguida foi adicionado EDTA para uma

concentragéo final de 0,1 M por 30 minutos.

Apbs a lise as células foram centrifugadas por 16000g por 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi colocado sobre um colchdo de 30% de sacarose preparado
em tampao de lavagem C e ultracentrifugado a 4°C por 1 hora e 30 minutos a
100.000 g em rotor Beckman 70Ti para obtencdo da fracdo polissomal. O
sobrenadante foi entéo ultracentrifugado a 4°C por 12 horas a 100.000 g em rotor
Beckman 70Ti para obtencdo da fracdo contendo mMRNPs livre. ApoOs
centrifugacdo todas as amostras obtidas foram armazenadas a -80°C para

posterior analise.

69



4.12 Métodos de amplificacdo e clonagem das PABPs de L. infantum

Para a obtencéo dos genes das PABPs 2 e 3 fusionados a um segmento
codificando para o peptideo HA foram realizadas amplificagcbes dos mesmos
utilizando como molde DNA total de L. infantum. Para as reacbes de PCR foi
utilizada a enzima Phusion DNA polimerase (New England Biolabs) com o
respectivo tampdo de reacdo e as recomendacbes do fabricante,
oligonucleotideos, e temperatura de anelamento entre 68°C a 48°C por 20 ciclos
e 48°C nos 10 ciclos restantes. Em seguida os fragmentos amplificados foram
purificados através do sistema de purificacdo Mini Elute Gel (Qiagen), segundo
recomendacdes do fabricante. Uma vez purificados os fragmentos foram
clonados utilizando o sistema do pGEMT-easy (Promega), segundo
recomendacdes do fabricante. Essas constru¢cdes foram utilizadas para
transformas bactérias Escherichia coli cepa DH5a e os clones positivos foram
selecionados e entdo se procedeu as mini preparacfes dos DNAs plasmidiais
resultantes através do Kit de minipreparacdo QIlAprep (Quiagem). As mini
preparacdes foram entdo enviadas a plataforma de sequenciamento para
confirmacéo das sequencias. Uma vez confirmadas foram realizadas digestbes
com as enzimas de restricdo BamHI/Hindlll, tanto dos fragmentos quanto do vetor
plasmidial de expressao pSPBT1, seguidos de etapas de subclonagem como

descrito no item 4.6.
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4.13Transfeccdo das PABPs 1, 2 e 3 fusionadas a HA em L. infantum

Para cada transfecgdo 10mL de células de L. infantum no final da fase
exponencial de crescimento (aproximadamente 10’ células) em meio SDM-79
foram centrifugadas a 3000g por 5 minutos, seguidas de lavagem com 5 mL de
solucéo de Hepes-NaCl (21 mM de HEPES pH7.05, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,7
mM Na,HPO4, 6 mM glicose). Em seguida os sedimentos foram ressuspensos em
500uL de Hepes-NaCl e transferidos individualmente para cuvetas de
eletroporacédo de 0,2 cm (Bio-Rad) onde foram adicionados cerca de 50 pl das
respectivas construcdes, seguido de incubacédo no gelo por 15 minutos. Apds o
resfriamento os parasitos foram transfectados em eletroporador para células
eucaribticas, com um pulso elétrico nas condi¢cbes de 500uFa, 450V. Em seguida
as células foram transferidas para 5 mL de meio novo e incubadas por 48 horas
para a pré-selecdo. Apds as 48 horas foram retirados 1 mL de cada cultura e
transferidos para dois novos frascos contendo 9 mL de meio novo contendo
0,1pg/uL e 0,2pg/uL do antibidtico Neomicina, seguido de nova incubagédo nas

mesma condi¢cdes por cerca de 15 dias para sele¢do dos parasitas.

4.14 Ensaios de sedimentacédo em gradiente de sacarose

O perfil de sedimentacdo de polissomos foi obtido através de centrifugacao
de extratos citoplasmaticos em gradientes de sacarose. O extrato de 10° células
foi obtido de forma apropriadas para a estabilizacdo de mRNAs envolvidos na

traducdo na foram de polissomos, apoés incubacdo das células com 100ug/mL de
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cicloheximida por 15 minutos a 37°C. As células foram centrifugadas a 3000 g por
10 minutos a temperatura ambiente e lavadas duas vezes, uma com PBS e outra
vez com tampao de lise (20 mM HEPES KOH pH7.4, 75 mM acetato de potassio,
4 mM acetato de magnésio, 2 mM DTT), ambos sumplementados com 100 ug/mL
de cicloheximida. As células foram entdo ressupensas em 400 pyL de tampéao de
lise suplementado com 80U de RNAse OUT (Invitrogen), inibidor de protease 1X
(Roche) e inibidor de fosfatase 1X (Roche). A suspensao foi transferida para um
novo tubo contendo um volume duas vezes maior de microesferas de vidro
(Sigma) e todo o conjunto foi submetido a agitacdo intensa por 15 minutos. Apoés
agitacdo o conjunto sem as microesferas de vidro foi transferido para outro tubo e
0 conteldo passado cinco vezes em seringa de insulina e centrifugado a 16000 g
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi adicionado no topo de um gradiente de
sacarose linear (15% a 45%) preparado em tampéao de gradiente (50 mM Tris-HCI
pH7.4, 50 mM KCI, 10 mM MgCl, e 1 mM DTT). O gradiente foi centrifugado a
35000 rpm por 2 horas a 4°C em ultracentrifuga Beckman com rotor SW40Ti.
Apés centrifugacao dos gradientes de sacarose, cerca de 600 uL de cada fracdo
foram coletados utilizando o equipamento ISCO. Este equipamento destina-se a
coleta e quantificacdo de fracOes de gradientes de densidade e fornece um perfil
de absorbancia continuo (256 nm) a medida que as fracbes séo coletadas. O
fracionamento é obtido com a introducé&o de uma solucéo pesada (sacarose 65%)
que € injetada perfurando-se a base do tubo que contém o gradiente previamente
centrifugado. As fragcbes ou uma mistura de fracoes selecionadas foram aplicadas
em gel SDS-PAGE e submetidas a eletroforese e testadas por Western-blot com

o anti-soro contra HA diluido na proporc¢éo 1:4000.
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4.15 Imunoprecipitacdo utilizando anticorpo monoclonal contra HA para

espectrometria de massa

Para as analises em espectrometria de massas as imunoprecipitacées se
deram da seguinte forma: 60uL de “beads” magnéticas ligadas a proteina G
(Dynabeads - Invitrogen), previamente lavadas duas vezes com PBS, foram
incubadas com o anticoporpo contra o HA (1:20) por 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida o anticorpo néo ligado foi entdo removido através de duas
lavagens com PBS e entdo adicionado os lisados citoplasmaticos obtidos a partir
de células transfectadas com as respectivas proteinas fusionadas a HA e o
conjunto foi incubado por 1h a 4°C. Em seguida o mesmo foi lavado cinco vezes
com PBS e as "beads" ressuspensas em 60uL de tampdo Laemlli 2X. O
imunoprecipitado foi entdo aplicado em gel SDS-PAGE e quando a amostra
atingiu o resolving do gel, este é corado e a banda referente ao imunoprecipitado
€ excisada do gel e enviado para sequenciamento em espectrometro de massas
acoplada de cromatografia de afinidade de alta resolucdo. Estas analises foram
feitas em parceira com a plataforma de espectrometria de massas da

Universidade de Laval.

4.16Imunoprecipitacdo seguida de RT-PCR

Foram realizados imunoprecipitacdes dos trés homologos da PABP
fusionados a HA como descrito no topico 4.6. Ao final da imunoprecipitacdo a

resina foi ressupensa em 300 pL de tampéo proteinase K (30 mM Tris-HCI pH7.5),
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15 pg/ul Proteinase K e 80U de RNAse OUT (Invitrogen) e em seguida incubadas
por 30 minutos a 37°C para digestdo das proteinas e eluicdo do RNA. O RNA foi
entdo transferido para um novo tubo onde se prosseguiu com a purificacdo. Nesta
etapa, foi adicionado um volume de fenol-cloroférmio-isoamil e o0 conjunto agitado
e centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacéo a fase
aguosa foi transferida para um novo tubo no qual foram adicionados 6 pL de
glicogénio e 0,1 volumes de acetato de sédio a 3 M. O conjunto foi entdo agitado
e ao mesmo foram adicionados trés volumes de etanol 100% gelado e 0 RNA
precipitado durante a noite a -80°C. Em seguida o conjunto foi centrifugado a
16000 g por 15 minutos a 4°C e o sedimento lavado com 200 pL de etanol 70% e
recentrifugado a 8000 g por 5 minutos a 4°C e entdo seco a temperatura de 37°C
por 30 minutos. Uma vez seco o mesmo foi ressuspenso em 20 pL de agua livre
de nuclease e incubado por 5 minutos a 65°C para solubilizacdo do material. Apds
solubilizacdo do mesmo foram adicionados 2,5 puL de tampao 10X da enzima
turbo DNAse e 4U da enzima Turbo DNAse e incubado por 1 hora a 37°C. Para
parar a reacao foi adicionado 0,1 volumes do tampéao de inativacdo da DNAse e
centrifugado por 2 minutos a 16000 g e o sobrenadante transferido para outro
tubo. Para as reacdes de transcrigao reversa foi utilizado o sistema de transcri¢cao
reversa baseado na enzima SuperScript Reverse Transcriptase Il (Invitrogen),
segundo recomendacéao do fabricante. Uma vez de posse dos respectivos cDNAs
0s mesmos foram diluidos 1/3 e em seguida foram utilizados em reagéo de PCR.
Para as reacOes de PCR foi utilizada a enzima Tag polimerase (Sigma — Aldrich)
com o respectivo tampdo de reacdo e as recomendacdes do fabricante,
oligonucleotideos e temperatura de anelamento de 55°C. Os fragmentos foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0% e corado com brometo de
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etidio. Utilizando um aparelho emissor de ultravioleta de ondas longas, foi

possivel visualizar a banda referente ao fragmento.
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5. Resultados

A proposta desta Tese foi a de dar continuidade a caracterizacao funcional
dos homodlogos de PABP identificados em Leishmania sp., com o intuito de
determinar o papel destas proteinas no processo de sintese protéica bem como
identificar novas funcBes associadas as mesmas, uma vez que moléculas de
PABP podem estar envolvidas em muitos processos celulares. A identificacdo de
trés homdélogos em espécies de Leishmania, organismos unicelulares, indica uma
diversificacdo de funcdo desta proteina ainda ndo observada em outros
eucariotos. Além do que, o fato de que dos trés homdlogos encontrados em L.
major apenas dois serem conservados em T. cruzi e T. brucei, sugere que, apesar
destas espécies apresentarem muitas caracteristicas basicas em comum, deve
haver diferencas fundamentais em processos celulares associados a funcédo da

PABP nestes organismos.

5.1 Anélise comparativa das sequéncias das trés PABPs de Leishmania sp.

Os trés homologos da PABP identificados em Leishmania sp. possuem
todas as regifes identificadas para as PABPs citoplasmaticas, porém nenhum
destes parece ter relagdo com as PABPs nucleares descritas em humanos e
leveduras. Nota-se a presenca dos quatro dominios de ligagdo ao RNA (RRMs),
da regido central mais variavel e da regido C-terminal que contém o dominio

PABC. Todos os trés homodlogos possuem tamanhos similares com pesos
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moleculares preditos de 62.7, 65.4 e 60.9 kDa, respectivamente para as PABPs 1,
2 e 3. Andlises de bioinformatica mostraram que as estas trés proteinas possuem
baixa identidade entre si, porém todas possuem um grau de identidade maior com
a PABP1 humana, o que sugere que esses homologos séao resultados de um
processo de duplicacdo bem cedo na evolucdo (Tabela 1). Neste trabalho,
andlises de homologia entre regifes individuais das PABPs de Leishmania e da
PABP1 de humanos foram realizados e pode-se observar que as regides N e C-
terminal dos trés homodlogos possuem um maior grau de identidade do que a
proteina completa, o que pode ser devido a baixa identidade da regido central.
Quando se buscou analisar individualmente os quatro RRMs pbéde-se observar
gue dentre estes o RRM2 parece ser 0 mais conservado para as PABPs 1 e 3,
seguido do RRM1, e com o0 RRM 3 sendo o mais divergente. O mesmo néo
ocorre para a PABP2 que parece ser a mais divergente das trés proteinas, com o
RRM1 e o dominio PABC sendo mais conservados do que os RRM2, 3 e 4

(Tabela 1).

As sequéncias dos trés homologos da PABP de Leishmania foram entdo
utilizadas juntamente com os respectivos ortélogos de T. brucei, o ortélogo da
PABP 2 de Arabidopsis thaliana (Bravo et al., 2005) e as proteinas originais de
leveduras e humanos (Sachs et al., 1986;Grange et al., 1987) para realizagao de
novos alinhamentos utilizando o programa ClustalW. Novamente podemos
observar a conservacao das regides N e C-terminal (Figura 15), bem como a néo
conservacao da regiao central. Pode-se observar que a PABP2 possui na regiao
central um segmento adicional rico em metionina e glicina, que também é
encontrado nos ortélogos de PABP2 de L. infantum e L. brazilienis (dados néo

mostrados). Os RRM 1 e 2, responsaveis pela interacdo com o poli-A, possuem
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conservacao de varios dos aminoacidos necessarios para esta interacdo, com
excecao dos ortdlogos da PABP2 de L. major e T. brucei. Nestes, observa-se que
varios dos aminoacidos responsaveis pela interacdo com o poli-A séo substituidos
por aminoacidos néo relacionados, o que indica que esta proteina deve possuir
especificidade diferente ao poli-A em relacdo aos outros dois homologos de

Leishmania.

Os RRMs 1 e 2 também séo responsaveis pela interagdo com o fator de
iniciagdo da tradugéo elF4G em plantas, humanos e Saccharomyces cerevisae
(Cheng and Gallie, 2007;Imataka et al., 1998;Kessler and Sachs, 1998). Nas
leveduras, inclusive, alguns dos aminoacidos necessarios para esta interacao ja
foram mapeados, localizados no RRM2 (Otero et al., 1999), porém nenhuma das
proteinas utilizadas em nosso alinhamento possui todos esses aminoacidos
conservados. Em plantas os sitios de interacdo para os fatores elF4G (elF4G e
elFiso4G) sao divergentes dos de leveduras, sendo o sitio de interagcdo com o
elF4G situado no RRML1 e o sitio de interagdo com o elFiso4G , situado, na regiao
C-terminal do RRM1 e na regido N-terminal do RRM2 (Cheng and Gallie, 2007).
Observamos que 0s segmentos equivalentes nos ortdlogos de PABP2 se

encontram parcialmente conservados.
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Tabela 1. Dados de homologia de sequéncia, comparando as proteinas completas

e seus dominios individuais, entre a PABP1 de humano e os homologos de

Leishmania, levedura e planta. Os dados foram obtidos através do programa

BLAST disponivel

em www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

Nenhuma homologia foi

encontrada utilizando a regido central da proteina. Sc — Saccharomyces

cerevisae. At — Arabidopsis thaliana.

Homodlogo de

Dados de alinhamento comparados a PABP1 de humanos (% de

PABP de L. |identidade)
major Complet |N- C- RRM1 |[RRM2 |RRM3 |RRM4
a Terminal | Terminal

PABP1 38 46 45 55 59 37 48
PABP2 36 40 53 59 38 43 41
PABP3 36 42 44 48 50 28 48
Scpablp 54 59 40 60 66 55 75
AtPABP2 44 54 54 52 69 53 61
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Figura 15. Comparacéo entre as sequéncias das PABPs dos tripanossomatideos
(L. major e T. brucei) com as PABPs de humano, levedura e planta. Alinhamento
no ClustalW comparando as sequéncias utilizadas mostrando 0s motivos
conservados e divergentes. Os aminodacidos idénticos em mais de 60% das
sequencias estdo destacados em cinza escuros, enquanto que os aminoacidos
similares, baseado na matriz BLOSUMG60, em mais de 60% das sequéncias estao
destacados em cinza claro. Quando necesséarios, espacos foram inseridos para
um melhor alinhamento. Estruturas secundarias preditas para os RRMs e o
dominio PABC foram incluidas (H — a-hélices; S — pB-fitas) baseadas nas
estruturas publicadas para o homélogo de humano (25;31). As trés hélices
localizadas nos segmentos que conectam os RRMs 1 e 2, 2e 3 e 3e4 que
definem o final dos RRMs 1, 2 e 3, respectivamente, estdo sublinhadas. O
simbolo * define os dois motivos RNP de cada RRM. V¥ indicam os aminoacidos
que interagem com o RNA enquanto que U mostra os aminoacidos especificos
envolvidos no reconhecimento do poli-A (25). | define os residuos no RRM2 da
PABP2 de leveduras relevantes para a interagcdo com o elF4G (50). A regido rica
em metionina e glicina da PABP2 estd dentro de uma caixa. O homélogo da
PABP2 de A. thaliana foi incluido no alinhamento uma vez que dentre os
homologos de PABP de A. thaliana este € o mais parecido com a PABP1 de
Leishmania (n&o mostrados) e a regido de ligacdo ao elFiso4G esta indicada.
Numeros de acesso relevantes: LmPABP1 (PABP1 de L. major) — LmjF35.5040;

LmPABP2 —XP 843520 / LmjF35.4130; LmPABP3 - XP 001683760 /

LmjF25.0080; TbPABP1 — XP_827237 / Tb09.211.0930; TbPABP2 — XP_827358 /

Tb09.211.2150. Demais acessos no Gene bank.: HSPABP — P11940; Scpablp —

NP_011092; AtPABP2 — P42731.
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5.2 Localizagcédo subcelular das PABPs 1, 2 e 3 de Leishmania major

Neste trabalho decidiu-se iniciar a parte experimental confirmando a
localizacdo subcelular dos trés homologos da PABP em L. major através de
ensaios de imunofluorescéncia utilizando formas promastigotas em crescimento
exponencial. Como mostrado na figura 16 as trés proteinas estéo localizados em
sua maior parte no citoplasma com pouca ou nenhuma localizacdo nuclear. A
localizac&o citoplasmatica dessas proteinas é entdo compativel com vérias das
funcdes ja determinadas para homologos de PABP, uma vez que a sua
distribuicdo no citoplasma celular, bem como certo grau de localizacao na regiao
peri-nuclear ja foi demonstrada em diversos organismos (Gorlach et al., 1994). A
localizac&o citoplasmatica das PABPs 2 e 3, entretanto, contrasta com dados
prévios de fracionamento celular descritos acima onde ambas as proteinas foram
encontradas mais abundantemente em fragcbes nucleares obtidas por
centrifugagdo. Uma vez que o0s ensaios de localizacdo através de
imunolocalizacdo sdo mais sensiveis sugerimos que ambas as proteinas devem
estar baixando juntamente com membranas celulares ou organelas mais pesadas

na fracdo nuclear.
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Figura 16. Localizacdo subcelular das PABPs 1, 2 e 3. A determinacéo da localizacdo celular dos
trés homologos da PABP de L. major foi realizada através de imunofluorescéncia indireta
utilizando os soros especificos para cada homélogo, seguido de incubacdo com fluoresceina —
conjugada com o segundo anticorpo. Quando indicado, as células foram contra-marcadas como

TOTO-3 para localizacdo dos DNAs nucleares e do cinetoplasto.

Em células HeLA (humanas) foi observado que sob inibicdo da transcricdo
com Actinomicina D a distribuicdo da PABP citoplasmatica muda e passa a ser
detectada em granulos no nucleo da célula (Afonina et al., 1998), um
comportamento também evidenciado para a PABP1 de L. major (Bates et al.,
2000). Neste trabalho, decidiu-se entdo comparar a localizacdo subcelular dos
trés homologos de PABP de L. major através de ensaios de imunofluorescencia
indireta em células em crescimento exponencial frente a inibidores de transcricéo,
traducdo e processamento de mRNA, com o intuito de tentar associar funcoes a
cada uma das trés proteinas. Para a inibicdo da transcri¢ao foi utilizado o inibidor
Actinomicina D, que inibe a transcricdo por ligar-se fortemente e especificamente

ao DNA duaplex e, assim, impedir que ele seja molde para a transcricdo. Para a
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inibicdo da traducéo foi utilizado o inibidor Cicloheximida que inibe a atividade de
peptidil-transferase dos ribossomos de eucariotos (80S) abolindo a sintese
protéica. Para inibicdo de processamento de RNA foi utilizado Sinefungina a qual
bloqueia a metilagdo do cap presente na extremidade 5 dos RNAs e leva a uma

inibicdo global do processamento dos mRNAs (Ullu and Tschudi, 1993).

Inicialmente foi utilizado o inibidor da transcricdo Actinomicina D. Na figura
17 foi observada uma mudanca de localizacdo para as PABPs 2 e 3 que
notavelmente migram para o nucleo com pouco ou nenhuma proteina sendo
detectada no citoplasma. Dentro do ndcleo, ambas as proteinas ndo co-localizam
com o marcador de DNA, sugerindo uma localizacdo diferencial dentro do
nucleoplasma distinta daquela onde se encontra a cromatina. Ja a PABP1
apresenta uma pequena migracdo para O nucleo, pouco Vvisualizada na
microscopia confocal, mas que esta de acordo com o que foi demonstrado

anteriormente (Bates et al., 2000).
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Figura 17. Localizacdo subcelular das PABPs 1, 2 e 3 frente a inibicdo da transcricdo por
incubacdo com Actinomicina-D. A determinacdo da localizacdo celular dos trés homologos da
PABP de L. major foi realizada através de imunofluorescencia indireta utilizando os soros
especificos para cada homodlogo, seguido de incubacdo com fluoreceina — conjugada com o
segundo anticorpo. Quando indicado, as células foram contra-marcadas como TOTO-3 para

localizacéo dos DNAs nucleares e do cinetoplasto.

O padrao de migracdo para o nucleo das PABPs 2 e 3 sugere que estas
proteinas tenham fun¢Bes durante a maturacdo e processamento do mRNA ou
durante seu transporte do nudcleo para o citoplasma. Desta forma decidiu-se
determinar se também havia localizacdo diferencial destas proteinas frente a
inibicdo do processamento de mMRNAs sob uso do inibidor Sinefungina. Entretanto
nenhuma localizag&o diferencial foi determinada para nenhum dos trés homaologos
(Figura 18A). Em seguida foi utilizado o inibidor da tradugéao Cicloheximida o qual
também ndo induziu uma localizacdo diferencial em nenhum dos trés homdlogos

(Figura 18B).
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Figura 18. Localizacdo subcelular das PABPs 1, 2 e 3 frente aos inibidores de processamento de
RNA e traducéo. Células na fase exponencial de crescimento em meio de cultura padrdo na

presenca de Sinefungina (A) ou Cicloheximida (B).

5.3 Analise da expresséao de isoformas da PABP1 na presenca de inibidores

de diferentes processos associados ao metabolismo de mRNASs e proteinas

Em trabalho anterior foi analisado o perfil de expressao das PABPs 1,2 e 3
durante curvas de crescimento de L. amazonensis. Estas analises demonstraram
uma grande variacdo no padrdo de expresséo dos trés homologos de PABP ao

longo de curvas de crescimento do parasita. Enquanto que a PABP1 apresentou

86



multiplas isoformas com comportamentos distintos ao longo da curva as PABP 2 e

3 apresentaram apenas uma isoforma, cada.

Uma vez que a PABP1 apresenta isoformas fosforiladas e nao fosforilada e
que estas possuem comportamentos diferenciados ao longo de curvas de
crescimento decidiu-se investigar os eventos associados a fosforilacdo desta
proteina via analise da sua expressao na presenca de inibidores de transcricéo,
traducdo, processamento de mRNAS, proteases e ainda inibidor de fosfatases.
Para isto foi avaliada a expressdao da PABPl1 em curvas de crescimento
realizadas utilizando-se células promastigotas de L. amazonensis incubadas com
os diferentes inibidores imediatamente quando do inicio destas curvas (Figura
19). Dentre as curvas de crescimento analisadas podemos observar trés padrées
distintos de fosforilacdo. No primeiro deles, apos incubacdo com os inibidores de
sintese e processamento de RNA, Actinomicina D e Sinefungina, observa-se uma
diminuicdo na fosforilacdo global da PABP1, mais forte para a Sinefugina, e
defosforilagdo completa no tempo 24 horas, quando em comparagdo com o
controle positivo. No segundo, na incubacdo com os inibidores de traducao
Cicloheximida e Puromicina, ndo € visualizado efeito no padrao de fosforilacdo
logo apds o inicio da cultura, porém ocorre defosforilagdo da PABP1 em 24h,
provavelmente associada a morte celular. E por fim, no terceiro padréo, ndo foram
observadas diferencas apdés a incubagdo ou, no caso do Acido Ocadaico,
observamos um aumento das formas fosforiladas. Esses resultados sugerem que
a formacéo de novos mRNAs pode estimular a fosforilacdo da PABP1, enquanto
que a sintese protéica ndo é necessaria para que a fosforilacdo inicial desta

proteina ocorra.
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Figura 19. Andlise da expressdo da PABP1 sob inibicdo de diferentes processos celulares
associados ao metabolismo de mMRNAs e proteinas. Aliquotas representativas da curva controle de
promastigotas ou aquelas produzidas na presenca de Actinomicina D, Cicloheximida, Puromicina,
Sinefungina, Lactacistina e Acido Ocadaico foram analisadas por Western-blot com o soro contra a

PABP1.

5.4 Analise da interagcdo entre os homodlogos de PABPs através de

imunoprecipitacéo

A migracao simultédnea para o nucleo vista para as PABPs 2 e 3 através da
inibicdo da transcricdo sugere que estas duas proteinas devam interagir ou pelo
menos se ligar aos mesmos mMRNAs. Dados de nosso grupo utilizando
experimentos de migracado diferencial em gel ndo desnaturante (“band-shift”)
demonstraram uma ligacdo diferencial entre os homdélogos de PABP e sondas de
RNA contendo sequéncias poli-A, onde se observou que a PABPl se liga

especificamente ao poli-A, enquanto que a ligacdo das PABPs 2 e 3 parece néo
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ser tdo especifica. Para investigar a possibilidade dos homodlogos de PABP
interagirem entre si ou ligar aos mesmos MRNAS, optou-se por imunoprecipitar
individualmente as trés PABPs nativas de extratos citoplasmaticos e testar os
imunocomplexos precipitados, ou 0s respectivos sobrenadantes ndo ligados,
guanto a presenca ou auséncia de cada uma das trés proteinas. Como mostra a
figura 20, cada um dos anticorpos purificados especificos foi capaz de
imunoprecipitar e retirar do lisado (sobrenadante néo ligado) toda ou quase toda a
proteina alvo. Quando as amostras de PABP1 imunoprecipitada e seu
sobrenadante foram investigados quanto a presenca das PABPs 2 e 3 (painel a
esquerda), ndo foi detectado nenhuma quantidade destas proteinas nos
complexos precipitados (a esquerda), com ambas sendo encontradas apenas na
fracdo nao-ligada na mesma proporcdo em que foram utilizadas no ensaio
(lisado). Da mesma forma quando amostras das imunoprecipitacdes das PABPs 2
e 3 foram utilizadas, néo foi possivel detectar nenhuma co-precipitagdo da PABP1.
Porém quando a imunoprecipitacdo da PABP2 foi realizada foi possivel detectar a
presenca da PABP3 no imunoprecipitado e sua deplecdo da fracdo nao ligada
(centro), mostrando que as duas interagem entre si, o0 mesmo foi observado
quando realizado o ensaio reverso a partir da imunoprecipitacdo da PABP3 (a
direita). Os resultados observados para as imunocitoquimicas e para as

imunoprecipitagdes séo consistentes com a interac¢ao direta entre as PABPs 2 e 3.

Com o intuito de investigar se a interacdo observada entre as PABPs 2 e 3
era dependente ou ndo de RNA os lisados foram pré-incubados com a enzima
RNAse antes da realizacdo de novos ensaios de imunoprecipitacdo. Pode-se

observar na figura 21 que as PABPs 2 e 3 sdo capazes de interagir tanto na
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presenca quanto na auséncia de RNAs, mostrando que a ligacao é independente

de RNA.
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Figura 20. Andlise da interacao entre os trés homologos de PABP in vivo. Diferentes reacdes de
imunoprecipitacdes foram realizadas utilizando um extrato citoplasmético de L. major e os
respectivos anticorpos purificados dirigidos contra a PABP1 (painéis da esquerda), PABP2
(painéis do meio) e PABP3 (painéis da direita), bem como seus respectivos controles (soro pré-
imune). Os imunocomplexos imunoprecipitados, bem como os sobrenadantes (ndo ligados) e
amostras controle do lisado utilizados nas imunoprecipitacdes, foram entéo utilizados em reacdes

distintas de Western-blot com os trés conjuntos de anticorpos.
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Figura 21. Analise da interacé@o entre os homologos de PABPs 2 e 3 na presenca ou auséncia de
RNAs. Diferentes rea¢des de imunoprecipitagdo foram realizadas utilizando extrato citoplasmético
de L. major, na presenga ou auséncia de RNAse, contra 0s respectivos anticorpos purificados anti-
PABP2 e 3, bem como seus respectivos controles (soros pré-imune). Os imunocomplexos
imunoprecipitados, bem como os sobrenadantes (n&o ligado) e aliquotas do Lisado (equivalente a
guantidade de proteina adicionada na reacdo de imunoprecipitagcao), foram entdo utilizados em
diferentes reacdes de Western-blot com os anticorpos citados. A esquerda, podemos observar o
efeito do tratamento com RNAse apls de extragdo de RNA total de aliquotas das amostras

utilizadas nas imunoprecipitacdes.

5.5 Andlise das interacdes entre homdlogos de PABP in vitro e mapeamento

de sitios de ligacédo

Visando investigar melhor a interagéo observada entre as PABPs 2 e 3 e
determinar os sitios responséaveis por estas ligacdes, partiu-se para a realizacdo
de ensaios in vitro com os homélogos de PABP de L. major. Foram entdo
realizados ensaios de interacdo proteina-proteina do tipo pull-down, utilizando as

proteinas recombinantes produzidas em Escherichia coli em fusdo com GST
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(Glutationa S-Transferase) (GST-PABP1, GST-PABP2 e GST-PABP3) e proteinas
marcadas com **S sintetizadas em sistema de traducéo in vitro eucariético (*>S-
PABP1, *S-PABP2, **S-PABP3). Estas proteinas foram inicialmente testadas
quanto a sua capacidade de ligacdo umas com as outras na presenca dos
polinucleotideos poli-A, mimetizando um excesso de mRNAs, e poli-C, como
controle. Como pode ser visto na figura 22 todas as proteinas se mostram
capazes de interagir uma com as outras, ao menos fracamente, in Vvitro.
Entretanto, em comparacdo com o total de proteina marcada adicionada a reacgéo
(T.O. = traduc&o original), apenas a ligacdo da GST-PABP2 com as **S-PABP2 e
%3-PABP3 se mostrou mais significativa em presenca do poli-A, 0 que em parte

coincide com os dados obtidos da imunoprecipitacao.

Partiu-se entdo para mapear através de novos ensaios de pull-down o(s)
sitio(s) nas PABPs 2 e 3 que seriam responsaveis pelas interacbes mais fortes
evidenciadas entre as PABP2/PABP2 e PABP2/PABP3. Para o ensaio foram
utilizadas as proteinas recombinantes em fusdo com GST produzidas em E. coli
(GST-PABP2, GST-PABP2NTi.374, GST-PABP3, GST-PABP3NTi.31, € GST-
PABP3CT.61544) € a proteina marcada **S PABP2 sintetizada em sistema de
traducao eucaridtico. Como pode ser visto na figura 23, a PABP2 marcada tem a
capacidade de se ligar tanto com a GST-PABP2 completa quanto com a proteina
referente ao dominio N-terminal (NT), porém nesta ultima com menor intensidade
(Figura 23 - painel de cima). A truncagem referente a PABP2 C-terminal néo foi
utilizada uma vez que nao foi possivel expressar e/ou traduzir in vitro a mesma.
Quando testado o dominio de interacdo entre a PABP2 e a PABP3 foi possivel
observar que a PABP2 ¢ capaz se ligar tanto na GST-PABP2 completa quanto

nas truncagens contendo apenas os dominio N (NT) ou C (CT) terminais, embora
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mais fracamente nas duas Ultimas, mostrando que pode haver mais de um sitio
de interacdo ou que o sitio situe-se entre as duas regides (Figura 23 — painel de

baixo).
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Figura 22. Analise de interacdo entre os homologos da PABP. Autoradiografias dos ensaios de

Pull-down entre as PABP fusionadas a GST com as PABPs marcadas [*° S].
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Figura 23. Mapeamento das regifes de intera¢gdes entre as PABP2/PABP2 (painel de cima) e entre
as PABP2/PABP3 (painel de baixo). Autoradiografias dos ensaios de pull-down entre as PABP2
completa e PABP2NT 374 fusionadas a GST (painel de cima) com o homologo PABP2 marcado
[*S] e as entre a PABP3 completa e as PABP3NT .31, € PABP3CT 61514 cCOM @ PABP2 marcada [*°

S] (painel de baixo). (T.O. = traducéo original).

5.6 Analise das interacGes entre as PABPs 1, 2 e 3 e a proteina EIF4G3,

homadlogo do fator de iniciagcdo da traducéo elF4G de L. major

Em estudos previos, ensaios de pull-down utilizando as PABPs fusionadas
a GST (GST-PABP1, GST-PABP2, GST-PABP3) avaliaram a interacdo destas
trés proteinas com o homologo do fator elF4G mais diretamente implicado com a
traducdo nos tripanosomatideos, a proteina EIF4G3, marcada radioativamente

(**S-EIF4G3). Nestes estudos se observou que todos os trés homélogos de PABP
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foram capazes de interagir in vitro com o EIF4G3, sendo a interagdo mais intensa
aguela com a PABP1l (Reis, C.R S. -Tese de doutorado, 2009). No presente
trabalho, para confirmar as interagdes observadas in vitro entre o EIF4G3 e o0s trés
homologos da PABP fez-se necessario imunoprecipitar este homélogo de elF4G,
uma vez que a imunoprecipitacdo dos homédlogos de PABP ndo possibilita a
visualizacdo do mesmo. Em um primeiro momento, a imunoprecipitacdo do
EIF4G3 a partir de extratos de L. major foi testada para se avaliar ndo s6 a
presenca da proteina alvo, como a co-precipitacdo do EIF4E4, homélogo do elF4E
identificado como parceiro do elF4G3 (Freire et al., 2011); Reis, C.R S. -Tese de
doutorado, 2009). Podemos observar na figura 24 que a imunoprecipitacdo do
EIF4G3 foi bem sucedida, e toda a proteina foi depletada do lisado. Além disso, o
EIF4E4 também é detectado na fracdo referente ao imunoprecipitado do EIF4G3
apesar de nado totalmente depletado do lisado. Esse dado confirma a interacéo
entre essas duas proteinas também em L. major e valida a abordagem de

imunoprecipitacdo do EIF4G3.

Uma segunda imunoprecipitacdo foi entdo realizada nas mesmas
condicdes e o produto desta, juntamente com os lisados antes e apés incubacéo,
foram testados quanto a presenca de cada um dos trés homélogos de PABP
separadamente (Figura 25). Podemos observar que apenas a PABP1 foi
especificamente detectada no produto da imunoprecipitagcdo do EIF4G3, mesmo
nao tendo sido depletada do lisado. Ja as PABPs 2 e 3 foram incapazes de ser
detectadas na presenca da proteina EIF4G3. Este resultado € consistente com a
PABP1 participando ativamente do processo de traducéo através de sua interacao

com as proteinas EIF4G3 e EIF4E4, como demonstrado in vitro, e sugere que as
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trés proteinas devem constituir um dos complexos formais de iniciacdo da

traducdo em L. major e outros tripanosomatideos.

.- 1 Anti- EIF4E4

Figura 24. Analise da interagéo entre as proteinas EIFAG3 e EIF4E4 in vivo. Imunoprecipitagdo do
homdlogo de elF4G, EIF4G3, nativo onde o produto da reacdo, bem como o sobrenadante nédo
ligado e o lisado total foram submetidos a Western-blot com ambos os soros policlonais para o

EIF4G3 e também para o homdélogo de elF4E parceiro, o EIF4E4.
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Figura 25. Andlise da interacéo in vivo entre os homélogos de PABP e o homélogo do fator elF4G
de iniciacdo da tradugdo, o EIF4G3. Imunoprecipitacdo do EIF4G3 nativo onde o produto da
reacdo, bem como o sobrenadante n&o ligado e o lisado total foram submetidos a Western-blot

com cada um dos soros policlonais direcionados aos trés homadlogos da PABP.

Em seguida decidiu-se investigar os dominios da PABP1 responsaveis pela
ligagdo ao EIF4G3. Para isso foram utilizadas a PABP1 completa fusionada a
GST, bem como apenas seus dominios C e N-terminal (GST-PABP1, GST-
PABP1NT1299 € GST- PABP1CT,37.561). Na figura 26 podemos observar que o
%3-EIF4G3 foi capaz de se ligar a PABP1 completa e aos dominios C e N-
terminais, porém as ligacbes com as duas ultimas foram menos intensa, e assim
nao foi possivel determinar os exatos sitios de ligacéo entre essas duas proteinas.
Podemos entdo concluir que o sitio deve estar situado entre os dominios N e C
terminal da proteina ou entdo que existam dois sitios distintos na PABP1 que

contribuam para a ligacdo com o EIF4G3.
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Figura 26. Mapeamento da regido de interacdo da PABP1 com o fator EIF4G3. Autoradiografia dos
ensaios de pull-down entre a PABP1 completa, PABP1NT .99 € PABP1CT,37.56; fusionadas a GST
com o EIF4G3 marcado [35 S]. O EIF4G3 interagiu ndo s6 com a PABP1 completa, como mais

fracamente com ambas as metades N-terminal e C-terminal. (T.O. = traducao original)

5.7 Anélise das interac@es entre as PABPs 1, 2 e 3 e dois homologos do fator

de iniciacdo da traducéao elF4E, EIF4E3 e 4, de L. major

Recentemente, foi descrito na literatura que a PABP1 de Leishmania é
capaz de interagir diretamente com o fator EIF4E4, uma interacdo nova que até o
momento nao foi observada em outros eucariotos (Yoffe, 2009). Com base nessa
informacédo e fazendo uso das ferramentas ja disponiveis, decidiu-se avaliar a
capacidade dos trés homoélogos de PABP de interagirem com o EIF4AE4 e também
com um segundo homologo relacionado de elF4E, o EIF4E3. Para isso foram
utilizados as PABPs recombinantes fusionadas a GST (GST-PABP1, GST-PABP2,
GST-PABP3) com as proteinas EIF4E3 e 4 radioativas (*°S- EIF4E3 e 4). Na
figura 27 pode-se observar que tanto o EIF4E3 quanto o EIF4E4 foram capazes

de se ligar as PABPs 1 e 3, sendo a interagdo com a PABP1l mais intensa.
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Podemos observar também que os dois homélogos ligam bem mais fracamente a
PABP2. Decidiu-se entdo determinar quais sitios na PABP1 estavam envolvidos
nesta interacdo. Para isso foram utilizadas as proteinas truncadas GST-
PABP1NT134 € GST- PABP1CTa61.561. Na figura 28 observa-se que tanto o *°S-
EIF4E3 quanto o **S-EIF4E4 s&o capazes de se ligar apenas & regido C-terminal
da PABP1, confirmando a especificidade da interacéo e seu ineditismo, pois nada
semelhante esta descrito na literatura. Posteriormente serdo estudados quais

aminoacidos séo diretamente responsaveis por esta ligacao.
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Figura 27. Analises das interacbes entre os homélogos de PABP e dois homologos do fator de
iniciacdo da traducdo elF4E, os EIF4AE3 e 4. Autoradiografias dos ensaios de pull-down entre as
PABPs 1, 2 e 3 fusionadas a GST com os homoélogos de elF4E, EIF4E3 e 4 marcados [35 S]. Foi
observado que ambos os homélogos do elF4E interagem com os trés homologos de PABP, sendo

a interacao de ambos com a PABP1 a mais intensa e com a PABP2 bem fraca.
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Figura 28. Mapeamento da regido de interagdo da PABP1 com os fatores EIF4E3 e 4.
Autoradiografias dos ensaios de pull-down entre as PABP1 completa, PABP1NT;,9 €
PABP1CT,37.561, fusionadas a GST, com os EIF4E3 e 4 marcados [35 S]. Os EIF4E3 e 4, ao
contrario do EIF4G3, interagem ndo s6 com a PABP1 completa como especificamente com a sua

regido C-terminal. (T.O. = traduc&o original)

5.8 Andlise da associacdo de PABPs nativas com populacdes de mRNPs

celulares em L. major

A associacdo a polissomos é um forte indicio da participacdo de uma
determinada proteina no processo de traducdo, denotando a associacdo desta
proteina a0 mMRNA ou a um complexo protéico ligado a este. Para avaliar a
presenca dos trés homoélogos de PABP junto a fragdo polissomal de L. major,
foram produzidos lisados de promastigotas de fase exponencial de L. major que

foram subsequentemente fracionados por meio de centrifugacdes e/ou
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ultracentrifugacdes sucessivas em colchdo de sacarose de forma a se obter
fracbes referentes a fracdo nuclear (enriguecida em nudcleos e restos de
membrana), polissomal (complexos de RNAs e proteinas associados a
polissomas), mMRNPs livres (complexos de RNAs e proteinas livres de polissomas)
e sobrenadante p6s mMRNPs livres (fracdo protéica soluvel). Estas fracbes foram
preparadas na presenca de Cicloheximida, que mantém os polissomos unidos, ou
EDTA, quelante que desfaz os polissomos. Aliquotas de cada fragdo foram entéo
utilizadas em ensaios de Western-blot e o experimento validado por meio de soro
direcionado contra uma proteina ribossomal denominada PO. Esta proteina foi
encontrada principalmente na fracdo polissomal, quando utilizado a
Cicloheximida, e se deslocou para as fracbes de mRNP livres e de proteinas
soltveis quando utilizado o EDTA, demonstrando desta forma que o experimento

funcionou.

Em um primeiro momento, decidiu-se investigar a interagdo ou nao de
homoélogos de elF4E e elF4AG selecionados com os polissomos no intuito de
ajudar na caracterizacao funcional destas proteinas. Soros purificados contras as
proteinas EIF4E3 e 4 e EIF4G4, foram entdo utilizados em reaces de Western-
blot utilizando as fragbes descritas acima. Na figura 29 podemos observar que 0
EIF4AG4 e o EIF4E3 sO foram detectados na fracdo de proteinas solaveis (pés
MRNP livres), o que indica que estas proteinas ndo sao capazes de interagir com
os polissomas. Em contraste as diferentes isoformas do EIF4E4 se encontram na
fracdo polissomal e na fracdo de mRNP livres com Cicloheximida e se deslocam
para a fracdo de mRNPs livres e p0s mMRNPs livres na presenca de EDTA. Isso

mostra que EIF4E4 em todas suas isoformas esta associado aos polissomas.
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Figura 29. Perfil polissomal dos EIF4E3 e 4 e EIFAG4. Fracdes de lisados de L. major foram
produzidos sob duas diferentes condi¢des (Cicloheximida ou EDTA) através de ultracentrifugacéo
em colchdo de sacarose para obtencdo das fracdes nucleares e de membranas (Sed.),
polissomais (F. polissomal), mRNPs livres (MRNP livre) e de proteinas solluveis (P6s-mRNP).
Cada fracdo foi entdo avaliada por Western-blot com anticorpo dirigido contra a proteina

ribossomal PO e contra os homélogos de elF4E e elF4G selecionados.

Em seguida foi analisado a associacdo das PABPs 1, 2 e 3 com o0s
polissomos. Quando se observou a associacdo da PABP1, foi possivel
determinar que suas diferentes isoformas se encontram na fragédo polissomal, em
presenca de Cicloheximida, e se deslocam para a fragdo de mRNPs livre na
presenca de EDTA (Figura 30). Isso mostra que a PABP1 em suas varias
isoformas deve estar especificamente associada a mMRNAs em fase ativa de
traducdo. Ja as PABPs 2 e 3 foram detectadas em todas as fragfes estudadas,
sem deslocamento para a fragdo de mRNP livres ou outra quando adicionado
EDTA, o que ndo permite uma definicdo clara quanto uma associacdo ou nao

com a maquinaria de traducéo.
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Figura 30. Perfil polissomal das PABPs 1, 2 e 3. Lisados celulares foram produzidos e fracionados
como descrito na Figura anterior e estas fragfes avaliadas por os anticorpos dirigidos contra as

trés proteinas.

5.9 Andlise da associacdo com polissomas de PABPs fusionadas a HA

superexpressas em L. infantum

A fim de confirmar através de uma abordagem mais precisa a participacao
ou ndo dos trés homdlogos de PABP no processo de sintese protéica foram
realizados fracionamentos em gradientes de sacarose (15 a 45%) utilizando as
PABPs superexpressas em L. infantum fusionadas a HA. Primeiramente os genes
codificantes das PABPs 2 e 3 de L. infantum foram amplificados e clonados em
plasmideos epissomais (pSP-BT1) para a expressédo das mesmas fusionadas ao
epitopo HA. No caso do homélogo PABP1 a construcdo equivalente foi obtida
independentemente e cedida pelo orientador desta Tese. As construcdes

PABP1/pSP-BT1, PABP2/pSP-BT1 e PABP3/pSP-BT1 foram individualmente
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transfectadas em células de L. infantum e apds a etapa de sele¢cdo, para a
confirmacdo da superexpressdo das trés proteinas, foram obtidos extratos

proteicos, os quais foram analisados através de Western-blot (Figura 31).
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Figura 31. Analise da superexpresssédo das proteinas heterélogas PABP1, 2 e 3 fusionadas a HA.
Extrato total de células de L. infantum transfectadas com o0s respectivos plasmideos foram

fracionados em gel SDS-PAGE 15 % seguido de reacdo de Western-blot contra o soro anti-HA.

Uma vez confirmada as superexpressfes de cada um dos homélogos de
PABP partiu-se para a realizacdo do fracionamento em gradiente de sacarose.
Primeiramente optou-se por realizar o ensaio utilizando células de L. infatum em
fase exponencial na presenca ou auséncia de Cicloheximida e EDTA gue nédo
continham nenhum plasmideo transfectado com o intuito de analisar o padrao
das proteinas nativas utilizando os respectivos anticorpos especificos. O ensaio
do gradiente de sacarose nos permite separar as fracoes referentes aos mRNPs
livres, as subunidades ribossomais 40S e 60S, o ribossoma completo 80S e a
fracdo polissomal as quais foram testadas através Western-blot contra o
anticorpo da PABP1. Foi observado que a PABP1 se encontra em todas as
fracbes na auséncia de EDTA e o seu deslocamento dos polissomos quando

adicionado EDTA, como controle positivo foi utilizado a proteina ribossomal PO
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(dados ndo mostrados). Em seguida, células do transfectante PABP1-HA foram
coletadas em duas fases distintas, a exponencial, onde a sintese de proteinas é
bastante intensa, e a fase estacionaria, onde um menor numero de mRNAs esta
sendo traduzido, e produzidos lisados citoplasmaticos os quais foram levados ao
fracionamento e as fragcdes (como descrito acima) testadas através de Western-
blot. Podemos observar que em fase exponencial as trés PABPs se encontram
em todas as fracbes testadas sendo mais abundantes nas fragcbes 80S e
polissomais (Figura 32A). J& em fase estacionaria podemos observar que a
PABP1 se encontra nas fracdes referentes aos mRNPs livres, 40S+60S e, 80S,
enquanto as PABPs 2 e 3 se encontram apenas na fracdo de mRNPs livres
(Figura 32B). Estes resultados em conjunto com os obtidos no item 5.6 mostram
que todas as trés PABPs devem participar no processo de sintese proteica,
mesmo ndo sendo observadas interacdo entre as PABPs 2 e 3 com o fator
EIF4G3 de iniciacdo da traducdo, através dos métodos utilizados, e 0s mesmo
nao se deslocando da fracdo polissomal quando na presenca de EDTA (Figura

30).
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Figura 32. Associagdo com os polissomos em fases exponencial (A) e estacionaria (B) dos trés
homdlogos de PABP. Lisados citoplasmaticos de células transfectadas individualmente com os
homdlogos de PABP fusionados a HA foram fracionados em gradiente de sacarose (15%-45%).
As fragcBes foram entdo analisadas individualmente por Western-blot com o anticorpo anti-HA. As

posi¢des correspondentes as mRNPs livres, subunidades 40S e 60S, ribossoma completo 80S e

5.10 Identificacdo de parceiros funcionais através de espectrometria de

Com o intuito de complementar os estudos de interacdo entre o0s

homologos de PABP e seus parceiros funcionais, bem como identificar novos
parceiros que possam dar indicios de func¢des diferenciadas associadas aos trés

homoélogos de PABP de Leishmania, foram realizadas imunoprecipitacdes em L.
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infantum utilizando as trés PABPs fusionadas a HA (dados ndo mostrados), as
quais foram enviadas para a analise em espectrometro de massas. Cada
experimento foi realizado em triplicata, porém resultados confidveis de apenas

um das réplicas estao disponiveis para analise no momento.

Uma vez de posse dos resultados as proteinas encontradas foram
analisadas e colocadas em forma de tabela para uma melhor compreensao. Na
tabela 2 podemos observar que as proteinas foram separadas por classe a qual
pertencem (vertical) e de acordo com o nimero de achados para cada uma das
PABPs (horizontal). No geral os resultados das analises nos permitiu confirmar
algumas das interacdes demonstradas pelo nosso grupo de pesquisa bem como
aguelas presentes nesta tese além de identificar novas que parecem indicar

novas funcdes ao menos para as PABPs 2 e 3.

Primeiramente podemos observar que cada uma das trés proteinas esta
presente como produto dos seus prorpios imunoprecipitados, como se é esperado
para este tipo de andlise. Observamos também que as PABPs 2 e 3 co-
imunoprecipitam uma com a outra, confirmando nossos dados de ligagéo entre as
duas proteinas. Nao se deixando de observar que neste tipo de analise as PABP
1 e 2 aparecem co-precipitando, porém em numero menor que a interacao
PABP3/PABP3, e que pode ser resultado da superexpressao das proteinas cujos
genes estao presentes em numero de copias (em plasmideos epissomais) acima
do usual. Podemos observar também o aparecimento dos homologo EIF4E4 e
EIF4A1 de iniciacdo da traducdo no imunoprecipitado da PABP1, reforcando
dados anteriormente obtidos por nosso grupo sobre a participacdo desta em

complexo com os EIF4G3 (né&o observado poréem menos abundante) e EIF4EA4.
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Observamos também a interacdo dos trés homologos de PABP com o fator de
elongacéo 1 alfa, e outros fatores de traducéo e de proteinas de ribossomais que

parecem ser especificos da PABP1.

Dentre as RNAs helicase e proteinas de ligacdo a RNA se destaca a
ligacdo entre o homologo da proteina Ded1pl com a PABP2, esta proteina em T.
brucei ja foi descrita como envolvida na formacdo do complexo 43S durante a
iniciacdo da traducao, reforcando que a PABP2 possui papel na sintese proteica.
No mais se pode observar a existéncia de outras RNAs helicases e proteinas de
ligacdo a RNA especificas tanto para ambas as PABP2 e 3 quanto para a PABPL1.
Entre estas destacamos a presenca de duas proteinas associadas ao
processamento e transporte de ribossomas e uma proteina associada ao
transporte de mMRNAs especificamente associadas as PABPs 2 e/ou 3, proteinas
estas que poderiam explicar o comportamento diferenciado destes homadlogos de
PABP na sua migracao ao nucleo em presenca de Actinomicina D e reforcar um
papel no transporte nucleo-citoplasmatico de RNAs. Uma quarta proteina
associada ao controle da traducdo de mRNAs (ALBA) e associada
especificamente a PABP2 também podem sugerir novas fun¢des distintas para

esta proteina.

No mais, proteinas como as relacionadas ao estresse celular, como a
proteina heat-shock hsp70, ao citoesqueleto, como alfa e beta tubulina, bem
como um grande numero de proteinas hipotéticas se encontram presentes nas
analises dos trés homologos. Proteinas individuais que se ligam exclusivamente a
um determinado homologo como o caso de proteinas mitocondriais para a PABP2

ou proteinas como as de transporte Sec-23 e Sec-24, que devem pertencer a uma
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mesma via ou complexo, que parecem ser mais abundantemente associadas a

PABP3 também foram observadas.
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Tabela 2. Analise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum

Proteinas Identificadas NUmero PABP1HA PABP2HA | PABP3HA
Acesso
PABPs PABP1 LinJ.35.5360 22 4
PABP2 LinJ.35.4200 1 30 15
PABP3 LinJ.25.0080 7 9
Fatores de iniciacdo da|EIF4E4 LinJ.30.0460 2 1
traducéo EIF4AI 2
Outros fatores de traducéo e | elongation factor 1-alpha LinJ.17.0090 19 10 12
proteinas ribossomais (+5)
elongation factor Tu, putative LinJ.18.0740 1
elongation factor 2 LinJ.36.0190 4
(+2)
40S ribosomal protein S3, putative LinJ.15.1010 1
(+1)
60S ribosomal protein L10a, putative LinJ.18.0630 1
(+1)
RNA helicases e proteinas | RNA-binding protein, putative LinJ.17.0610 5
de ligacdo a RNA RNA-binding protein, putative LinJ.04.1190 1
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Continuacao: Tabela 2. Analise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum

RNA helicases e proteinas de | RNA helicase, putative LinJ.21.1820 1 2
ligagdo a RNA Ded1p-1 homologue LinJ.32.0410 2 10 4
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, LinJ.07.0130 2 1
putative
RNA binding protein, putative LinJ.32.0790 3 1
hypothetical protein, conserved LinJ.34.2410 3
RNA-binding protein, putative LinJ.35.2240 4
Proteinas relacionadas a heat-shock protein hsp70, putative LinJ.28.2960 (+2) 12 6 12
estresse heat shock protein 83-1 LinJ.33.0360 (+1) 9 1
heat shock 70-related protein 1, LinJ.30.2480 (+2) 3 1 1
mitochondrial precursor, putative
heat shock protein, putative LinJ.33.2520 4
chaperonin alpha subunit, putative LinJ.32.3470 2 1
chaperonin HSP60, mitochondrial precursor |LinJ.36.2130(+2) 7 6 4
chaperonin TCP20, putative LinJ.13.1400 1
chaperonin containing t-complex protein, LinJ.32.1060 3
putative
T-complex protein 1, beta subunit, putative | LinJ.27.1150 1
T-complex protein 1, gamma subunit, LinJ.23.1460 1 1
putative
T-complex protein 1, delta subunit, putative |LinJ.21.1330 2
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Continuacao: Tabela 2. Analise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum

Proteinas mitocondriais e ndo | mitochondrial RNA binding protein 2,MRP2, | LinJ.09.1180
relacionadas a estresse gBP25
p22 protein precursor, putative LinJ.30.1030
Proteinas envolvidas em protein transport protein Sec24C, putative LinJ.25.1380 4 14
secregdo de vesicola e protein transport protein Sec23-like protein | LinJ.36.6710 2 8
transporte vesicle-associated membrane protein, LinJ.08.0030 2
putative
adaptin-related protein-like protein LinJ.11.0990 3
Proteases e proteinas proteasome regulatory non-ATPase subunit, |LinJ.29.0120 1
relacionadas putative
proteasome regulatory ATPase subunit 5, LinJ.22.0490 1
putative
proteasome regulatory ATPase LinJ.12.0190 1
subunittccll8.3, putative
ubiquitin-conjugating enzyme-like protein LinJ.13.1320 1
polyubiquitin LinJ.09.0950 (+3) 2 1
GP63, leishmanolysin LinJ.10.0490 (+2) 1 3
Proteinas quinases e proteinas | serine/threonine-protein kinase, putative LinJ.21.1870 1
relacionadas 14-3-3 protein-like protein LinJ.36.3360 1
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Continuacao: Tabela 2. Analise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum

Citoesqueleto alpha tubulin LinJ.13.0330 (+1) 11 7 12

beta tubulin LinJ.08.1290 (+1) 15 5 9
Apoptose programmed cell death 6 protein-like protein |LinJ.13.1500 1 4 6
Metabolismo de carboidratos e | hexokinase, putative LinJ.21.0300 (+1) 4 1 3
enzimas glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, |LinJ.30.2990 (+1) 1 3

glycosomal

phosphoglycerate kinase C, glycosomal LinJ.20.0110 (+1) 1

malic enzyme, putative LinJ.24.0790 5

ATP-dependent phosphofructokinase LinJ.29.2620 1

3-0x0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, LinJ.25.1850 1 1

putative

3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, LinJ.31.2320 (+1) 1

mitochondrial precursor, putative

vacuolar ATP synthase subunit b, putative LinJ.28.2610 2

vacuolar ATP synthase catalytic subunit A, | LinJ.34.3460 1

putative

ribonucleoside-diphosphate reductase small | LinJ.27.1970 1

chain, putative

4-methyl-5(beta-hydroxyethyl)-thiazole LinJ.30.0800 1

monophosphate synthesis protein, putative

transcription elongation factor-like protein LinJ.33.2950 1
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Continuacao: Tabela 2. Analise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum

Proteinas hipotéticas ligadas a | hypothetical protein, conserved LinJ.18.0660 2 11 11
todas PABPs hypothetical protein, conserved LinJ.27.1220 6 10 4
hypothetical protein, conserved LinJ.26.2670 4 2 4
hypothetical protein, conserved LinJ.21.0490 1 3 2
Proteinas hipotéticas ligada as | hypothetical protein, conserved LinJ.29.1570 4
PABP2 e/ou 3 hypothetical protein, conserved LinJ.18.1160 2
hypothetical protein, conserved LinJ.36.1530 1 1
hypothetical protein, conserved LinJ.36.2340 1 1
hypothetical protein LinJ.20.0650 2 3
hypothetical protein, conserved LinJ.03.0710 1
Proteinas hipotéticas Unicas a | hypothetical protein, conserved LinJ.20.1670 3
PABP1 hypothetical protein, conserved LinJ.29.0820 1
hypothetical protein, conserved LinJ.09.1070 1
hypothetical protein, conserved LinJ.33.2340 1
hypothetical protein, conserved LinJ.36.2340 1
hypothetical protein, conserved LinJ.18.0300 1
hypothetical protein, unknown function LinJ.29.1330 2
hypothetical protein, conserved LinJ.35.3230 1
hypothetical protein LinJ.20.0650 1
hypothetical protein, conserved LinJ.11.0980 1
hypothetical protein, conserved LinJ.18.0520 1
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5.11. Identificacdo de RNAs alvos das PABPs

Com o intuito de identificar mRNAs alvo que se ligam a cada um dos
homologos de PABP foram utilizadas duas abordagens, sendo a primeira
realizada pela Dr. Fabiola Barbieri Holetz e a segunda realizada como parte desta
Tese a partir de dados obtidos através da primeira abordagem. No experimento
inicial foram entéo realizadas imunoprecipotacdes dos trés homodlogos de PABP a
partir de lisados de L. major, usando os soro policlonais de coelho especificos
para cada proteina, e os produtos das mesmas foram submetidos a extracfes de
RNA seguidas de purificacdo dos RNAs co-purificados com essas proteinas. Apos
a purificacdo os mesmo foram sequenciados em plataforma Solid. Os resultados
mais significativos (principais) das analises estdo demonstrados nas tabelas 3
(mMRNAs alvo para a PABP1) e 4 (MRNAs alvo para as PABPs 2 e 3). Estes
resultados foram obtidos a partir da identificagdo de mRNAs preferencialmente
ligados a PABP1, em comparacdo com as PABPs 2 e 3, e vice-versa. Pode-se
observar que os mRNAs gque mais possuem preferéncia pela PABP1 sdo em sua
maioria codificantes de proteinas ribosomais enquanto que aqueles que ligam-se
preferencialmente as PABPs 2 e 3 sdo em geral codificantes de varios tipos de

histonas (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Identificacdo de mRNAs alvos da PABP1. Aqueles mRNAs que,
apos analise estatistica, mostraram se preferencialmente associados a PABP1

(quando comparados as PABPs 2 e 3) estéo listados.

Descricao dos genes
LmjF36.2870 40S ribosomal protein S24e
LmjF36.2860 |40S ribosomal protein S24e
LmjF35.3780 60S ribosomal protein L27A/L29, putative
LmjF35.3760 60S ribosomal protein L27A/L29, putative
LmjF35.3290 60S ribosomal subunit protein L31, putative
LmjF35.3280 60S ribosomal subunit protein L31, putative
LmjF35.0410 40S ribosomal protein S3a, putative
LmjF35.0400 40S ribosomal protein S3a, putative
LmjF31.2030 ubiquitin-fusion protein
LmjF31.1900 ubiquitin-fusion protein
LmjF30.3730 60S acidic ribosomal protein P2, putative
LmjF28.1030 ribosomal protein s20, putative
LmjF28.1010 ribosomal protein s20, putative
LmjF22.1330 hypothetical protein, conserved
LmjF15.0440 hypothetical protein, unknown function
LmjF15.0370 60S acidic ribosomal protein, putative
LmjF11.1130 60S ribosomal protein L28, putative
LmjF11.1110 60S ribosomal protein L28, putative
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Tabela 4. Identificacdo de mRNAs alvos das PABPs 2 e 3. Aqueles mMRNAs
que, apos andlise estatistica, mostraram se preferencialmente associados as

PABPs 2 e 3 (quando comparados a PABP1) estao listados.

Descricao dos genes
LmjF15.0010 | histone h4

universal minicircle sequence binding protein,
LmjF36.1610 | putative

LmjF19.0050 | histone H2B

LmjF27.0130 | hypothetical protein, conserved
LmjF19.0030 | histone H2B

LmjF19.0040 | histone H2B

LmjF06.0010 | histone h4

LmjF29.1740 | histone H2A, putative
LmjF29.1730 | histone H2A, putative
LmjF14.1160 | Enolase

LmjF09.1340 | histone H2B

LmjF27.1190 | histone H1, putative

LmjF28.2770 | heat-shock protein hsp70, putative
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Na segunda abordagem foram utilizados oligonucelotideos especificos para
alguns dos mRNAs identificados no sequienciamento a fim de confirmar os dados
obtidos. Para isso foram realizadas imunoprecipitacdes dos homologos de PABP
fusionados a um tag de HA. Nessa abordagem, em lugar de soro policlonal
especifico contra cada proteina, foi utilizado soro monoclonal dirigido contra o tag
de HA, e os extratos utilizados foram derivados de promastigotas de L. infantum
expressando as proteinas de fusdo. Os produtos das, os quais foram depois
utilizados como molde para preparacdo de cDNA através de reacdo de
transcricdo reversa. Em seguida os cDNAs foram testados através de reacfes de
PCR semiquantitativo utilizando oligonucleotideos dirigidos contra mMRNAs
selecionados com base nas tabelas mostradas acima (Figura 33). Na figura
podemos observar que utilizando oligonucelotideos dirigidos ao gene da proteina
da subunidade ribossomal 60S, L31, foi-se capaz obter amplificacdo do cDNA
obtido através da imunoprecipitacdo da PABP1, bem como o da PABP2 porém a
segunda com menor intensidade. Em contraste, quando os mesmos cDNAs foram
testados contra os oligosnucleotideos dirigidos ao gene da histona H2B foi
possivel obervar a amplificacdo dos cDNAs referentes aos imunoprecipitados das
PABPs 2 e 3. Como controle negativo, foram utilizados oligosnucelotideos
dirigidos ao gene da dineina, o qual ndo demonstrou preferéncia por nenhuma
das PABPs, segundo a analise realisada. Nenhuma amplificacéo foi obtida com
estes oligos, embora os mesmos foram capazes de amplificar o fragmento
esperado do DNA genémico. Desta forma, os resultados obtidos de uma segunda
abordagem independente confirmaram os dados iniciais. Assim, estes resultados,
juntamente com aqueles obtidos através do fracionamento em gradiente

sacarose, sugerem que apesar dos trés homologos de PABP estarem
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participando do processo de traducdo, os mesmo devem atuar a0 menos em

parte na traducao de populactes diferentes de mRNAs.

60SL31 H2B Dynein

Figura 33. Andlise do padréo de co-precipitagdo de mRNAs especificos junto as PABPs 1, 2 e 3.
Gel de agarose 1% mostrando o resultado da amplificacdo dos cDNAs obtidos através das
imunoprecipita¢cdes das PABP1-3 respectivamente seguido de extracdo de RNA e RT-PCR. Foram

utilizados oligonucleotideos dirigidos a genes especificos obtidos através de dados de

sequenciamento de RNAs como descrito acima.
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6. Discussao

A PABP é uma proteina extremamente conservada entre 0s eucariotos e
recentemente foi caracterizada como um fator de iniciacdo da traducédo que atua
na célula através de multiplos mecanismos (Kahvejian et al., 2005). Dentre os
tripanossomatideos foram inicialmente descritos homologos individuais da PABP
em T. cruzi, T. brucei e L. major (Batista et al., 1994;Bates et al., 2000;Pitula et al.,
1998), porém o genoma de L. major codifica trés homdlogos desta proteina, fato
contrastante com o genoma de outros Tripanossomatideos como T. brucei e T.
cruzi, os quais possuem apenas duas PABPs. Os dados mostrados nesta Tese e
em trabalhos anteriores sugerem que o terceiro homélogo da PABP atue de forma
redundante com a PABP2 ou complementando as func¢des sugeridas para esta. A
identificacdo de mais de uma PABP em L. major sugere que além de sua funcao
de ligacdo a cauda poli-A dos mRNAs estas proteinas possuam funcdes
especializadas adicionais in vivo (Mangus et al., 2003). A presenca de multiplos
homologos de PABP ja foi reportada em eucariotos superiores, tais como
Arabidopsis thaliana (oito homologos) (Belostotsky, 2003), Caernorhabditis
elegans (trés) e H. sapiens (cinco) (Mangus et al., 2003), os quais cumprem
funcBes adicionais a sua atividade comum de ligacdo a poli-A . Dentre o0s
homologos de PABP encontrados em humanos, a PAB 1 parece ter papel na
traducao e no turn-over dos mRNAs, a PAB 2 esta envolvida na poliadenilacao de
MRNASs citoplasmaticos e as PAB 3 e 5 sdo expressas apenas em alguns 6rgaos
(Mangus et al., 2003;Gorgoni and Gray, 2004;Brook et al., 2009). Em Arabidopsis

thaliana temos os oito homologos agrupadas em quatro classes (Belostotsky,
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2003): aqueles da classe |, encontrados apenas em tecidos reprodutivos e que
podem servir de fatores regulatérios durante a gametogénese e o
desenvolvimento precoce; os das classes Il e lll, agrupados de acordo com
analises de expressao, onde 0s genes da classe Il altamente expressos enquanto
gue os da classe Il apresentam pouca e restrita expressao; ja a classe IV contém
a PAB1 que tem expressao apenas na raiz (Bravo et al., 2005). A presenca de
multiplos homologos da PABP em L. major pode sugerir entdo que estas possuam

diferentes funcdes na traducéo e/ou metabolismo de mRNAs.

Dos trés homologos da PABP de Leishmania estudados apenas a PABP1
possui mudltiplas isoformas, as quais respondem diferentemente quando
submetidas a inibicdo de diversos processos celulares. Isoformas de PABP ja
foram descritas em levedura, ourico, trigo e plantas (Drawbridge et al., 1990;Le et
al., 1997;Le et al., 2000) e foi postulado que estas modificacdes sejam devidas a
fosforilacdo. Em plantas o estado fosforilativo da PABP néo sé influencia a ligacéo
cooperativa com a poli-A como também determina a interagdo especifica com
aqueles fatores ja identificados como capazes de interagir com a PABP. No mais
foi levantada a possibilidade de que o estado fosforilativo das PABPs mediam a
interacdo funcional entre o cap e a cauda de poli-A (Le et al., 2000;Ma et al.,
2009;Brook et al., 2012). Em Leishmania sp. foi descrita a presenca de eventos
de fosforilacdo na PABP1 bem como identificados possiveis sitios de fosforilacéo,
como a presenca de 7 sitios potenciais da proteina quinase C, cinco dos quais
encontrados dentro dos RRMs, e varios sitios ndo muito conservados da caseina
guinase Il (Bates et al., 2000;Walker et al., 1996;Hamilton et al., 1997). Mais
recentemente, dados nao publicados de nosso grupo indicam que pelo menos em

Leishmania os sitios de fosforilagéo ndo se localizam nos RRMs e sim na regido
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central de conexdo da proteina e que estes se assemelham ao sitio consenso das
map quinases. Fosforilacdo de ribonucleoproteinas esta envolvida no controle das
atividades de ligacdo do RNA, localizacdo celular e formacdo de complexos
ribonucleoproteicos (Brook et al., 2012). E possivel entdo que a fosforilagdo da
PABP1 possa determinar a natureza de suas propriedades de ligacdo ao RNA
como, por exemplo, especificando o tipo de interacdo ao poli-A e sua interacao

com outras proteinas.

Em tripanosomatideos, diferentemente de outros eucariotos, ndo foram
encontrados genes que codificam PABPs nucleares. Foi demonstrado que em
alguns organismos um dos homélogos da PABP citoplasmética € encontrado nao
s6 no citoplasma, como também se desloca até o nucleo onde participa na
exportacdo dos mRNA (Thakurta et al., 2002;Burgess et al., 2011;Burgess and
Gray, 2012). As analises de imunocitoquimica mostradas nesta Tese confirmam a
localizacdo citoplasmatica de todos os homologos de PABP de Leishmania,
compativel com varias das funcdes estabelecidas para as PABPs em outros
organismos. A localizacdo citoplasmatica das PABPs 2 e 3 contrasta com 0s
dados prévios obtidos para ambas as proteinas sendo encontradas em fraces
nucleares geradas por centrifugacdo, o que pode sugerir uma associacdo de
ambas as proteinas com membranas celulares ou organelas que estariam
baixando juntamente com a fracdo nuclear por serem mais pesadas. Além disso,
guando submetidas a inibicdo da transcricdo estas proteinas migram quase em
sua totalidade para o nucleo enquanto que a PABPl permanece
predominantemente no citoplasma da célula. Estes dados sugerem que a PABP1
deve estar associada com as funcdes estabelecidas para as PABPs no

citoplasma, enquanto que as PABPs 2 e 3 devem, além de suas fun¢gdes no
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citoplasma, estar envolvidas com fungdes dentro do ndcleo, tais como a
exportacdo dos mRNAs. Em tripanossomatideos foi demonstrado que sinais de
localizacdo nuclear (SLN) estdo presentes e sao parcialmente conservados em
relacdo a outros eucariotos (Marchetti et al., 2000). Quando as sequéncias das
diferentes PABPs de Leishmania foram utilizadas em buscas para possiveis
SLNs, foi identificado no final do RRM3 da PABP2, um possivel motivo de
localizacdo nuclear. Embora estes motivos ndo tenham sido encontrados na
sequéncia da PABP3, um segmento constituido de uma regido rica em
aminodacidos positivamente carregados, geralmente encontrados nos SLNs (Cokol
et al., 2000) , pode ser identificado em regido equivalente desta proteina. O
conjunto completo de resultados obtidos sugere entdo papéis diferenciados para
pelo menos dois dos trés homologos de PABP que podem estar associados a sua
localizacdo subcelular diferenciada como uma participacdo nuclear no

metabolismo dos mMRNAs.

Como descrito na literatura as moléculas de PABP sdo capazes de se
multimerizar através de uma regido encontrada entre os dominios N e C terminal
da proteina , porém nunca foi estudado a possibilidade de interacdo de duas
moléculas diferentes de PABP. Aqui nossos estudos mostram, de forma inédita,
gue moléculas diferentes de PABP também sdo capazes de se interagir. No mais,
mostramos que a interacéo € independente de mMRNA e que essa interacdo deve
ocorrer no RRM 4 ou até mesmo a possibilidade da ocorréncia de dois sitios
distintos de ligacao, fato este que expande o repertério de interagdes conhecidas

para a PABP.
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A interacdo entre PABP e outros fatores de iniciacdo da traducéo ja esta
bem caracterizada em diversos organismos. Diferentemente do que ocorre na
maioria destes, entretanto, os fatores de iniciacdo da traducdo que formam o
complexo EIF4F e a PABP nos tripanossomatideos possuem um numero elevado
de homodlogos de expressdo simultanea, indicando uma grande complexidade na
iniciacdo da sua sintese protéica. Varias das interacdes entre os fatores de
iniciacdo que participam do processo de sinteses proteica nestes organismos ja
vém sendo estudadas pelo nosso grupo (Dhalia et al., 2005;Dhalia et al.,
2006;Freire et al., 2011) . Em alguns organismos foi observado que interacao
direta da PABP com o EIF4G estimula a interacdo entre o EIF4F e 0 mRNA em
humanos e leveduras (Kahvejian et al., 2005;Amrani et al., 2008;Svitkin et al.,
2009) e que a mesma aumente a afinidade do EIF4F pelo cap em plantas e
levedura (Svitkin et al., 2009). Neste trabalho foi possivel determinar que in vivo
apenas a PABP1 é capaz de se ligar ao EIFAG3, enquanto que as outras duas
ndo possuiam capacidade de ligacdo. No mais, com o intuito de determinar um
complexo EIF4F-PABP ativo na tradugcdo confirmamos ndo sé a capacidade de
ligacdo do fator EIF4AG3 ao EIF4E4 como também a interacdo do EIF4G3 com a
PABP1 e entre esta com o EIF4E4. Recentemente estudos de duplo hibrido
sugerem que, ao menos em Leishmania, a PABP1 ndo é capaz de interagir com o
EIF4G3, e sim que sua ligacéo seria indireta através do EIF4E4 (Zinoviev et al.,
2011). Uma vez que nossos dados de imunoprecipitacdo e de espectrometria
apontam as PABP1/EIF4G3 como parceiros diretos € possivel que no caso da
abordagem de duplo hibrido, impedimentos produzidos pela abordagem utilizada
possam ter dificultado a deteccdo desta interacdo. Dados de nosso grupo

demonstraram um segundo complexo elF4F em tripanosomatideos, centrado nas
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proteinas EIF4G4 e EIF4E3 (Freire et al., 2011). Resta a duvida se este complexo
nao poderia atuar via alguma interacdo ainda néo identificada com as PABPs 2 e

3.

Em eucariotos superiores ja foram identificados os motivos responsaveis
por algumas das interacdes descritas acima sendo uma das interacbes mais
estudadas a que ocorre entre os homélogos do EIF4AG e PABP. Foi demonstrado
tanto em humanos quanto em leveduras que a regido de interacdo esta situada
entre o0s RRMs 1 e 2 da PABP, sendo o RRM 2 o mais importante para que a
ligacdo ocorra, embora o mesmo sozinho tenha sua capacidade de ligacéo
diminuida (Kessler and Sachs, 1998;Imataka et al., 1998;Cheng and Gallie, 2007).
Neste estudo ndo foi possivel identificar de forma exata o dominio de ligacéo
entre os homologos PABP1 e EIF4G3, porém sugerimos que esta ligacdo seja
diferente da previamente descrita, pelo menos em L. major, ja que nossos dados
apontam a possivel participacdo do RRM 4 ou até mesmo a necessidade de dois
sitios distintos. Outra interacdo da PABP1, como mostrado acima é com o
homologo EIF4E4 (Zinoviev et al., 2011), porém o sitio de ligagdo na PABP1
nunca havia sido descrito e aqui mostramos pela primeira vez ndo s6 a
capacidade de interacdo desta proteina com o EIF4E3 como também que a

regiao de interacdo esta presente na sua regido C- terminal.

A associacdo com os polissomas € um indicio de que as proteinas estejam
participando do processo de traducdo. A associacédo de PABP com os polissomos
ja foi descrita em diversos organismos (Kimura et al.,, 2009;Mangus et al.,
2003;Kuhn et al., 2009;Amrani et al., 2008). Nosso estudo mostrou que todos os

trés homologos se encontram na fracdo polissomal em células exponenciais da
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forma promastigota, com a PABP1 sendo deslocada quando se adiciona EDTA,
bem como a auséncia dos mesmos em células de fase estacionaria o que
demonstra uma forte evidéncia da participagdo dos mesmos no processo de
sintese proteica. Aqui, juntamente com dados do nosso grupo e por ser a PABP1
0 unico homélogo que se liga in vivo ao EIF4G3, homdlogo com papel associado
a traducao, sugerimos que esta efetue um papel mais ativo na traducdo e que as
PABPs 2 e 3 estejam envolvidas na traducdo de RNAs mais especificos. Com a
falta de ligacdo observada das PABP2 e 3 ao EIF4G3, porém com as mesmas
participando da traducdo, podemos sugerir que pelo menos para esses dois
homologos a traducéo se dé de forma diferente ao ja descrito na literatura. Uma
das hipoéteses seria de que essas duas proteina podem sim se ligar ao EIF4G3,
porém de uma forma transitéria, que nado foi possivel ser observada pelos
meétodos testados, ou que as mesmas poderiam se ligar a outro homdlogo do
EIFAG em determinadas condicbes. No mais, através de espectrometria de
massas foram observadas algumas proteinas hipotéticas que se ligam
diferencialmente a esses dois homoélogos e que poderiam estar mediando esta

interacao.

No tripanossomatideo parasita de inseto Crithidia fasciculata foi descrita
uma proteina denominada RBP63, pertencente ao complexo protéico CSBPII, a
qual foi predita como sendo um ortologo da proteina de ligacdo a cauda poli-A em
L. major. Esta proteina, ortdlogo da PABP2, se ligou a elementos sequenciais
presentes em varios mRNAs que se acumulam periodicamente durante o ciclo
celular (Mittra and Ray, 2004). Nossos resultados também sugerem que as
PABPs 2 e 3 em L. major se liguem a mRNAs alvos distintos, os quais sao

encontrados em fases especificas do ciclo celular, como € o dos mMRNAs de
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histonas, cuja traducédo € necessaria na fase S do ciclo celular. At¢ 0 momento
nao esta claro quais as sequéncias nos MRNAs que podem mediar esse
reconhecimento diferenciado, nem tdo pouco como se daria sua traducao seletiva,

mas estes serdo futuros alvos de investigacao.

O presente trabalho entdo contribuiu no entendimento das possiveis
funcBes associadas aos trés homdélogos de PABP de Leishmania e seus parceiros
funcionais. Foi possivel determinar que estes trés homologos devem estar
participando do processo de sintese protéica, porém associados a classes
diferentes de RNAs. No mais, além da funcédo na traducdo, as PABPs 2 e 3
devem participar em outros processos como no transporte de mRNAs do nucleo
para o citoplasma da célula ou no metabolismo de mRNAs. A associacdo com
parceiros funcionais como EIF4AG e EIF4E e com a prépria PABP vém auxiliando
no entendimento do papel desses homodlogos, porém mais estudos precisam ser
realizados. O conjunto desses resultados constituira uma contribuicdo altamente
relevante ao estudo da sintese de proteinas em tripanosomatideos além de
ampliar o conhecimento sobre o espectro de acdo de uma proteina tédo relevante

em eucariotos como é a PABP.
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. Conclusodes

Os trés homodlogos de PABP possuem localizacdo citoplasmatica em
condi¢cdes normais de crescimento, enquanto que apenas os homadlogos

PABP2 e 3 apresentam localizac&o diferenciada sob inibicdo da transcricao

Todos os homodlogos de PAPB sdo capazes de interagir entre si in vitro,
porém, com diferentes afinidades sendo a interacdo entre as PABP2 e 3 as
mais fortes. No entanto, in vivo apenas os homélogos PABP2 e 3 séo

capazes de interagir e esta interacdo é independente de RNA

Os trés homologos de PABP interagem in vitro com o fator de traducédo
elF4G3, com diferentes afinidades, sendo a interacdo entre a PABP1 e o
EIF4G3 a mais forte. No entanto in vivo observou-se apenas a interacao

PABP1/EIF4G3

Dos homélogos de PABP a PABP1 se liga mais fortemente ao fator de
traducdo elF4E4 e a ligacdo se da através do dominio C-terminal da

PABP1

Os trés homélogos de PABP parecem estar envolvidos com a iniciacdo da

traducao, porém se ligam a RNAs alvos distintos

Em Leishmania deve haver pelo menos um complexo de iniciacdo da

traducdo formado pelas proteinas EIFAG3/EIFE4/EIF4AI/PABP1
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Trypanosomatid protozoans are reliant on postiranscriptional processes to control gene expression. Regu-
lation occurs at the levels of mRNA processing, stability, and translation, events that may require the
participation of the poly(A) binding protein (PABP). Here, we have undertaken a functional study of the three
distinct Leishmania major PABP (LmPABP) homologues: the previously described LmPABP1; LmPABP2,
orthologous to the PABP described from Trypanosoma species; and LmPABP3, unique to Leishmania. Sequence
identity between the three PABPs is no greater than 40%. In assays measuring binding to A-rich sequences,
LmPABP1 binding was poly(A) sensitive but heparin insensitive; LmPABP2 binding was heparin sensitive and
less sensitive to poly(A), compatible with unique substitutions observed in residues implicated in poly(A)
binding: and LmPABP3 displayed intermediate properties. All three homologues are simultaneously expressed
as abundant cytoplasmic proteins in L. major promastigotes, but only LmPABPIL is present as multiple
isoforms. Upon transcription inhibition, LmPABP2 and -3 migrated to the nucleus, while LmPABP1 remained
predominantly cytoplasmic. Immunoprecipitation assays showed an association between LmPABP2 and -3.
Although the three proteins bound to a Leishmania homologue of the translation initiation factor eukaryotic
initiation factor 4G (elF4G) (LmEIF4G3) in vitro, LmPABP1 was the only one to copurify with native
LmEIF4G3 from cytoplasmic extracts. Functionality was tested using RNA interference (RNAi) in Trypanosoma
brucei, where both orthologues to LmPABP1 and -2 are required for cellular viability. Our results indicate that
these homologues have evolved divergent functions, some of which may be unique to the trypanosomatids, and

reinforces a role for LmPABPI in translation through its interaction with the eIF4G homologue.

Trypanosomatids are flagellated protozoans, which are best
represented by pathogenic species belonging to the genera
Leishmania and Trypanosoma, responsible for diseases with
worldwide impact, such as leishmaniasis, sleeping sickness, and
Chagas’ disease. These organisms display unique biological
and molecular features rarely found in other eukaryotes, in-
cluding polycistronic transcription (33) and coupled frans-splic-
ing and polyadenylation (41), to produce typical monocistronic
mRNAs with a 5" cap and a 3’ poly(A) tail. The lack of one
promoter for one protein-coding gene implies a much reduced
role for transcription in regulating gene expression. Therefore,
it is assumed that such regulation occurs mainly at the post-
transcriptional level, possibly through mechanisms that act
upon mRNA processing, stability, and translation (14, 15).

Initiation is the most likely target for mechanisms involved
in the regulation of translation. During translation initiation,
ribosomes are recruited to the mRNA and positioned at the
first adequate AUG codon, a process mediated by the trans-
lation initiation factors (eukaryotic initiation factors [eIFs])
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(reviewed in references 27 and 52). Poly(A) binding protein
(PABP), the major cytoplasmic mRNA binding protein (also
known as PABPC or pablp in Saccharomyces cerevisiae) binds
to the 3"-end poly(A) tails of the mRNAs and participates in
an extensive range of cellular functions (reviewed in references
8, 24, 39, and 42). In the initiation of translation, it promotes
an interaction between the 3’ and 5' ends of the mRNA by
binding to the 3’ poly(A) tail and to eIF4G (32, 40, 59), a
component of the cap binding complex elF4F (reviewed in
references 23 and 53). The PABP/elF4G interaction seems to
enhance translation initiation and mRNA stability and may be
a checkpoint for mRNA integrity prior to translation (3, 58).
PARBP also interacts with the release factor eRF3, an event that
may couple translation termination with ribosome recycling
and mRNA decay (29, 60). Aside from translation, PABP
participates in several steps of mRNA biogenesis, processing,
and degradation (11, 12, 30). In the last, dissociation of PABP
from poly(A) may be required for deadenylation, the first step
in the major decay pathway for many mRNAs. Furthermore,
this protein seems to be involved in mRNA transport from the
nucleus to the cytoplasm (9, 12, 22, 63).

The PABP structure is highly conserved (reviewed in refer-
ence 39), with its N-terminal two-thirds consisting of four tan-
dem RNA recognition motifs (RRMs). Each RRM is defined
by the presence of two unique RNP motifs and, at the struc-
tural level, assumes a canonical RNA binding fold of four
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antiparallel B-strands backed by two a-helixes (18). The first
two RRMs are sufficient for specific poly(A) binding (38) and
have been implicated in the interaction between PABP and
elF4G (13, 32, 35). RRM3 and -4 lack poly(A) binding spec-
ificity and may mediate recognition of non-poly(A) sequences
(36, 57). The PABP C-terminal region, although it does not
bind RNA, contains a conserved domain, named PABC, which
has been shown to be responsible for the binding of release
factor eRF3, the PABP-interacting proteins Paipl and Paip2,
and the poly(A) nuclease PAN (37, 55). Connecting the RRMs
to the PABC domain is a proline- and glutamine-rich linker
region, the least conserved segment of the protein, which is
important for the multimerization of PABP molecules on
poly(A) (44) and has been implicated in the PABP function in
mRNA deadenylation and decay in yeast (56, 64).

So far, PABP homologues have been described from several
species of trypanosomatids (4, 5, 51). The first homologue
identified was Trypanosoma cruzi PABP1, encoded by two tan-
demly repeated genes and constitutively expressed (5). The
Trypanosoma brucei orthologue has also been characterized
and found to be 86.4% identical (88.7% similar) to the 7. cruzi
protein (31). Leishmania major PABP1 (LmPABP1) is en-
coded by a single-copy gene constitutively expressed during the
L. major life cycle and is only 35% identical to either of the
Trypanosoma PABP homologues, a level of identity compara-
ble to the 36% identity between the Leishmania and human
proteins. LmPABP1 is predominantly cytoplasmic and has at
least two isoforms, one of which is phosphorylated. Comple-
mentation assays have demonstrated that it does not rescue the
lethality of pabl deletion in S. cerevisiae (4).

We have previously identified, within available trypano-
somatid genome sequences, multiple conserved homologues
of the subunits of eIF4F, an observation that hints at a
higher degree of complexity in translation initiation than
might be expected for unicellular organisms (20). Three
PABP homologues are also found in L. major genome se-
quences (LmPABP1, LmPABP2, and LmPABP3), with only
the first two being conserved in Trypanosoma species. Here,
we set out to characterize them functionally and to investi-
gate potential roles in translation. The three L. major pro-
teins are simultaneously expressed but differ in protein and
RNA binding properties and in subcellular localization un-
der conditions of transcription inhibition. Coupled with in
vive data for the two orthologues conserved in T. brucei,
which are both essential for viability, these results are com-
patible with functional distinctions between these homo-
logues that may have implications for the cellular translation
apparatus.

MATERIALS AND METHODS

Protein sequences used in this study and sequence analysis methods. All of
the L. major and T. brucei sequences described in the text were originally derived
from the respective genome sequences and confirmed later through sequencing
of the cloned fragments. The original annotation of the genomic LmPABP1
sequence deposited in GenBank (accession no. XP_843606) lacks the first 17
residues, which have subsequently been included in the sequence deposited at
GeneDb (ID, LmjF35.5040). The sequence that defines the full-length protein,
then, is the one available at GeneDb. The genomic LimmPABP1 sequence and the
one described previously (AAC 64372) differ further by 9 amino acids. These
might reflect intraspecies polymorphism; however, we consider it an unlikely pos-
sibility, since the differences between the Leishmania infanium (XP_001469326/
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LinJ35_W3.5360) and L. major genomic sequences for PABP1 are limited to only
5 positions. LmPABP2 (XP_843520/LmjF35.4130) and LmPABP3
(XP_001683760/LmjF25.0080) were the second and third Leishmania PABP
homologues identified and were named accordingly. ThPABP1 is the T. brucei
sequence that encodes the LmPABPI orthologue (XP_827237/Tb09.211.0930).
To avoid confusion, the previously described T. brucei PABPI (31), which is
100% identical to the second genomic PABP from T. brucei, will be referred to
throughout the text and figures as ThPABP2 or PABP2 (XP_827358/
Tb(9.211.2150). For the same reasons, PABP2 or TcPABP2 will be used to refer,
when necessary, to the original T. cruzi PABP1 (5). Sequence analysis and
alignments were carried out essentially as previously reported (20). Nuclear
localization signals (NLS) were investigated using the PredictNLS program (16;
http:/fwww.rostlab.org/services/predictNLS/).

PCR and cloning. The coding sequences for the three L. major PABP homo-
logues were amplified from total DNA extracted from the Friedlin strain. The
LmPABPI and LmPARBP2 sequences were both amplified through two rounds of
PCR. First, the full-length sequences were amplified using primers lacking re-
striction sites and that annealed just before and after the translation start and
stop codons, respectively (LmPABP1, 5' primer, CAC TCA AAT GGC TGC
TGC TGT CC, and 3" primer, CTT CTC GCT TAC GCC GTC TGA TG;
LmPABP2, 5' primer, AA AGG AGA AGC AGC CAA CCA TG, and 3'
primer, GOCG CGC GTG CAT GCA CGG GTG). The resulting fragments were
then used as templates in a second set of PCRs, which allowed their amplification
flanked by sites for BamHI/HindIIl (LmPABP1) or BamHI/Notl (LmPABP2)
(LmPABP1, 5" primer, GTG GGA TCC ATG GCT GCT GCT GTC CAG GAA
G, and 3’ primer, TGA AGC TTC GCC GTC TGA TGC GCC TTG AGC;
LmPABPL, 5'primer, GTG GGA TCC ATG GCC TTC ACT GGT CCG, and 3'
primer, TGG CGG CCG CAA CGC TCA TGT GAC GGT TCA G; the cited
restriction sites are underlined). LmPABP3 was amplified in a single PCR
flanked by BamHI/Notl (5" primer, TCC GGA TCC ATG GTG GCC CCA
GCG CAA C; 3’ primer, TCC GCG GCC GCA TTG CCA GTG TGC TGC
TGG). The LmPABPI sequence was first cloned into the BamHI/HindIIT sites of
the plasmid vector pET21A (Novagen) for the expression of a recombinant
C-terminally tagged His fusion. Later, it was recovered by partial digestion and
subcloned into the BamHI/Notl sites of pGEX4T3 (GE Healthcare), which
allowed the expression of recombinant protein with glutathione S-transferase
(GST) at its N terminus. LmPABP2 and -3 were cloned directly into the BamHI/
Notl sites of both pET21A and pGEX4T3 for the expression of similar recom-
binant proteins. All amplified fragments and constructs were confirmed through
automatic sequencing.

For the RNA interference (RNAI) experiments, the sequences encoding the
two T. brucei PABP homologues were amplified from genomic DNA flanked by
sites for HindIII and BamHI and subcloned into the same sites of the transfec-
tion vector p2T7-177 (61) using exactly the approach described previously (34).

Expression and purification of recombinant proteins. For the expression of
either His- or GST-tagged recombinant proteins, plasmids were transformed into
Escherichia coli BLR or BL21 cells. The transformed bacteria were grown in LB
medium and induced with IPTG (isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside). The in-
duced cells were sedimented, resuspended in phosphate-buffered saline (PBS),
and lysed by sonication. Protein purification was performed as described previ-
ously (17) with either Ni-nitrilotriacetic acid (NTA) agarose (Qiagen) or gluta-
thione-4B-Sepharose (Amersham Biosciences). Protein products were analyzed
in 15% SDS-PAGE stained with Coomassie blue R-250. For the quantification of
the recombinant proteins, serial dilutions were compared in Coomassie-stained
gels with serial dilutions of known concentrations of bovine serum albumin
(BSA).

Antibody production and Western blotting. Rabbit antisera were raised
against LmPABPI, -2, and -3 by immunizing adult New Zealand White rabbits
with the His-tagged recombinant forms. To reduce the background, the various
antibodies were affinity purified and stored in aliquots at —80°C prior to use.
Waestern blotting was performed with the Immobilon-P polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane (Millipore), using as the second antibody peroxidase-conju-
gated goat anti-rabbit IgG serum (Jackson ImmunoResearch Laboratories) or
protein A-peroxidase (GE Healthcare). Reactions were detected by enhanced
chemiluminescence (ECL). Densitometric scanning of the various results was
performed with Kodak 1D Image Analysis Software, version 3.5 for Windows.

Parasite cultures. Promastigotes of L. major (MHOM/IL/81/Friedlin) were
generally maintained in modified LIT medium prepared as described previously
(20). Total protein lysates used for the expression analysis were obtained from
log-phase hemocytometer-quantified parasite cell pellets resuspended directly in
SDS-PAGE sample buffer. For the immunofluorescence assays, the same cells
were grown in Schneider’s insect medium supplemented with antibiotics and
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10% fetal calf serum. Procyclic forms of T. brucei Lister 427(pLEW29, pLEW13)
(62) were maintained as previously described (19).

Fluorescence microscopy. For the indirect immunofluorescence assay, mid-
log-phase L. major promastigotes (5 X 10°/ml) were harvested, washed with PBS,
fixed with 3% paraformaldehyde, and allowed to adhere to poly-L-lysine-coated
slides. Permeabilization was carried out with 0.19% NP-40, followed by blocking
with 1% BSA. Antibody detection of LmPABP1, LmPABP2, and LmPABP3
followed standard procedures. DNA was stained using TOTO-3 (Molecular
Probes), and cells were visualized using a Leica SPII-AOBS confocal microscope.

EMSAs. To generate the RNA probes used in the assays, a pTZ18R-derived
plasmid containing a 61-nucleotide-long A-rich sequence (17) was linearized
with Xbal prior to being used as a template for transcription with T7 RNA
polymerase in the presence of [a-**P]JATP (GE Healthcare). The resulting
RNAs were purified by centrifugation through ProbeQuant G-50 Micro Columns
(GE Healthcare) and quantitated after precipitation with cetyltrimethylammo-
nium bromide (CTAB). Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) were
performed as described previously (44), with the binding reaction performed at
room temperature and heparin added only when specifically stated. Electro-
phoresis was performed at 18°C. For the experiments with the competitor
polynucleotides [poly(A), poly(U), and poly(C)], the polynucleotides were in-
cluded in the binding reactions prior to the addition of the labeled probe.

RNAI and metabolic labeling. All procedures for the creation of transgenic T
brucei cell lines and RNAI experiments were carried out essentially as described
previously (19). For metabolic labeling, cultures at selected times after RNAi
induction were washed with methionine-free SDM-79 medium and then resus-
pended at 1 > 107 cells/ml in the same medium containing 25 p.Ci/ml of [**S]me-
thionine and incubated for 1 h at 27°C prior to being harvested and analyzed by
SDS-PAGE and autoradiography.

Pulldown assays. Pulldown assays were performed essentially as described
previously (20), using glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare). The beads
alone or GST or GST-tagged PABP fusions immobilized on the beads were
assayed for the ability to bind to **S-labeled LmEIF4G3, obtained after tran-
scription and translation of the full-length gene cloned on the pET21D plasmid.
Alternatively, GST-tagged full-length LmEIF4G3 (GST-LmEIF4G3, 4, [21])
was incubated with the **S-labeled Leishmanic PABP homologues obtained
through the transcription and translation of the pET21A-derived plasmids lin-
earized with either Notl (LmPABP2 and -3) or HindIII (LmPABP1).

IPs. Immunoprecipitations (IPs) were carried out with L. major cytoplasmic
extracts and protein A-Sepharose beads from GE Healthcare. For the cytoplas-
mic extracts, exponentially grown promastigote cells were harvested, washed with
PBS, and resuspended in lysis buffer (20 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 75 mM
potassium acetate, 4 mM magnesium acetate, 2 mM dithiothreitol [DTT], sup-
plemented with protease inhibitors) at a concentration of 2 x 10® cells/ml. The
cells were lysed by several cycles of freeze-thawing, followed by centrifugation at
10,000 x g for 15 min to remove cellular debris. The supernatant was used for the
IPs, which essentially followed standard procedures. For each reaction, 30 pl of
beads (—3 mg) was incubated overnight at 4°C with 1 to 2 pg of selected
affinity-purified antibodies, or 5 pl of the total preimmune sera as a control, in
0.5 ml of PBS. After being washed, antibody-bound beads were incubated with
100 pl of the cytoplasmic extracts (2 h at 4°C). Specifically, bound proteins were
eluted in SDS-PAGE sample buffer and analyzed by SDS-PAGE and Western
blotting. If necessary, during the Western blotting procedures, the IgG heavy-
chain band was cut out from the membrane to prevent its reaction with the
secondary antibody.

RESULTS

Identification of three distinct PABP homologues from L.
major. The low level of identity observed between the first
PABP homologues described from Leishmania and Trypano-
soma species implied that they were not true orthologues and
that more than one PABP homologue could exist within the
trypanosomatids. Indeed, the sequencing of the L. major ge-
nome confirmed the presence, not only of the previously de-
scribed Leishmania PABP (LmPABP1), but also of a second
homologue, here called LinPABP2, which is the orthologue of
the proteins identified previously from 7. cruzi and T. brucei (5,
31). These orthologues are clearly identifiable, with 70% and
64% identities, respectively, between the PABP1 and PABP2
orthologues from L. major and T. brucei. Later, with the com-
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pletion of the sequencing of the first Leishmania genome (33),
a third PABP homologue was identified (LmPABP3); how-
ever, it has no trypanosome counterpart.

All trypanosomatid PABP homologues conform to the clas-
sical division into the N terminus, containing the four con-
served RRMs; a central linker region; and the C terminus, with
the PABC domain. The overall identities between the three
proteins are quite low (32% for LmPABP1/LmPABP2,
33% for LmPABP1/LmPABP3, and 33% for LmPABP2/
LmPABP3) and are concentrated in the N terminus and the
PABC domain, with no significant similarity within the linker
region. The L. major PABP RRMs are more similar to the
corresponding RRMs from other homologues than to each
other, implying an early duplication process of the full-length
gene. Compared with the human protein, RRM2 from
LmPABP1 and -3 is the most conserved domain, followed by
RRM1 and -4, with RRM3 being clearly more divergent.
RRM2 is also the most conserved, and RRM3 the most diver-
gent, when plant and yeast PABPs are compared with their
human counterparts. In contrast, for LmPABP2, the most con-
served domain by far is RRMI, followed by RRM3 and -4, with
RRM?2 being the most divergent.

When the sequences from RRM1 and -2 from the L. major
and T. brucei homologues are compared with the prototype
yeast and human PABP sequences (1, 26, 54), as well as Ara-
bidopsis thaliana PABP2, representing the various plant PABP
homologues (7), unique distinctions can be observed for the
trypanosomatid PABP2 orthologues (Fig. 1). Several amino
acid residues that perform direct contact with the RNA sub-
strate and/or are responsible for the poly(A) binding specificity
(based on reference 18) and are generally conserved are spe-
cifically replaced in these proteins. These residues are mainly
positioned within RRM2, where both RNP motifs are altered,
but substitutions are also found within RRM1 and the segment
connecting the two RRMs. In contrast, residues that localize to
the first two RRMs and have been previously defined as im-
portant for the PABP/eIF4G interaction (13, 32, 35, 48) are
overall less strictly conserved, and no specific feature was ob-
served for any of the proteins investigated. Outside of RRM1
and -2, no further distinctions were observed for any of the
proteins, with the exception of the LmPABP2 linker region.
This possesses an extended segment (~50 amino acids long)
very rich in methionine and glycine, sometimes arranged as
multiple repeats of the triplet MGG (or VGG), which is con-
served in orthologues from L. infantum and Leishmania bra-
ziliensis (not shown) but is mostly absent from Trypanosoma
orthologues.

Quantitation of intracellular levels in L. major promastig-
otes. To start their functional characterization, the genes en-
coding the three L. major PABP homologues were cloned, and
the corresponding proteins were expressed, His tagged or as
GST fusions, in E. coli, and antisera were generated in rabbits
against these recombinant proteins. Figure 2A shows a repre-
sentative gel with aliquots of the recombinant proteins used
throughout this work. LmPABP1 migrated as the largest pro-
tein, with roughly the same size as LmPABP2; LmPABP3 was
smaller. The three sera were tested in Western blots against
the three distinct recombinant proteins. They were found to be
specific to the protein for which they were made (Fig. 2B),
although the sera against LmPABP2 weakly cross-reacted with
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FIG. 1. Sequence analysis of the L. major and T. brucei PABP homologues. Shown is a Clustal W alignment comparing the sequences from

RRM1 and -2 of the human (Hs), yeast (Sc; §. cerevisiae), and plant (Ar; A. thaliana) PABP homologues with the various L. major/T. brucei proteins.
The two RRMs are indicated, as well as the positions of RRM3 and -4, the linker region, and the PABC domain. Sequences between RRM3 and
-4 where putative NLS were identified in the PABP2 orthologues are also shown. Within the aligned regions, amino acids identical in more than
60% of the sequences are highlighted in dark gray, while amino acids defined as similar, based on the BLOSUM 62 Matrix, in more than 60% of
the sequences are shown in pale gray. When necessary, spaces were inserted within the various sequences (dots) to allow better alignment. The
asterisks define the two RNP motifs. The arrowheads indicate amino acids that have been shown to interact with the RNA, while {} highlights
amino acids specifically involved in poly(A) recognition (18). | symbols indicate the residues in yeast PABP RRM2 relevant to the interaction
with eIF4G (based on reference 48). The location of the methionine/glycine-rich segment within the linker region from LmPABP2 is highlighted.
The A. thaliana PABP2 homologue was included in the alignment because it is the nearest homologue to LmPABP1 within the various A. thaliana
PABPs (not shown). For the GenBank/GeneDB accession numbers for the trypanosomatid PABP homologues, see Materials and Methods. The
other GenBank accession numbers are as follows: HsPABP, P11940; Scpablp, NP_011092; ArPABP2, P42731.

recombinant LmPABP3, producing a much weaker signal, and
only when 12.5-fold more of the LmPABP3 protein was blot-
ted. Likewise, the anti-LmPABP3 sera also produced a very
weak reaction with LmPABP2. Considering the clear differ-
ences in the molecular weights of the two native proteins and
the lack of any significant cross-reaction in samples from total
parasite extracts, these weak cross-reaction events were not
deemed to affect the results described below. Next, total pro-
tein extracts from L. major promastigotes grown exponentially
were assayed in Western blots to investigate the expression of
cach PABP homologue, as well as to produce a rough estimate
of their intracellular concentrations (Fig. 2C). LmPABP1 was
represented by at least two distinctly migrating bands with
apparent molecular masses of approximately 69 and 75 kDa,
with the larger band representing the phosphorylated form of
the protein, as previously described (4). LmPABP2 and -3 were
detected as single bands with no indication of phosphorylation.
Quantitation of the intracellular levels of the three proteins

produced estimates of 7 x 10%, 2 x 10°, and 1.5 X 10° mole-
cules/cell for LmPABP1, -2, and -3, respectively (for
LmPABP1, the values obtained were derived from the sum of
the quantitations of both phosphorylated and nonphosphory-
lated forms). Considering the number of mRNA molecules per
T. brucei procyclic cell to be around 5 x 10* (19) and assuming
similar levels for L. major promastigotes, the quantitation val-
ues indicate that all three PABP homologues are present in
excess of the number of individual mRNAs.

Poly(A) binding assays. To investigate the binding of the
Leishmania PABP homologues to RNA, EMSAs were carried
out with the three recombinant GST fusions, using as a probe
a labeled A-rich RNA derived from the 5" untranslated region
(UTR) of the human PABP mRNA. This probe consisted of
sets of 5 to 8 A residues interspersed among 3 to 6 pyrimidines
within a 61-nucleotide-long A-rich tract; it has been shown to
be bound by human PABP in both EMSA and UV cross-
linking experiments (17, 44). The three Leishmania proteins
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FIG. 2. Quantitation of intracellular levels of LmPABP1, -2, and -3. (A) His- and GST-tagged recombinant versions of the three L. major PABP
homologues used in this work. The sizes of molecular mass markers (kDa) run on the same gel are shown on the right. (B) Specificities of the
antibodies produced against the PABP homologues. The three GST fusions were blotted with three different antisera (indicated below each blot).
(Left) Eight nanograms of LmPABP1 and 100 ng of LmPABP2 and -3. (Middle) Eight nanograms of LmPABP2 and 100 ng of LmPABP1 and
-3. (Right) Eight nanograms of LmPABP3 and 100 ng of LmPABP1 and -2. (C) Quantitation of the expression levels of LmPABP1, -2, and -3 in
extracts of exponentially grown L. major promastigotes. The different recombinant GST fusions, diluted to appropriate concentrations (in
fentomoles), and different dilutions of whole parasite extracts were blotted with the corresponding antisera. The results were quantitated by
densitometry, and the values were used to estimate the number of molecules per cell, as described previously (20). The results shown are
representative of at least four different experiments using a minimum of three independently grown cell cultures. The larger band observed in the
LmPABP3 blot represents a minor cross-reaction to one of the other two PABP homologues, probably LinPABP2.

differ in the way they bind to the probe. Binding by GST-
LmPABP1 produces a distinct shift pattern that is resistant to
the addition of 5 mg/ml heparin. In contrast, GST-LmPABP2
produces a strong single shitt that is prevented by the addition
of 1 mg/ml heparin, while GST-LmPABP3 produces two shifts,
with the higher one being inhibited by heparin at 1 mg/ml (Fig.
3 and data not shown). The specificity of binding to the probe
was investigated by performing the assays, again using the
A-rich probe, in the presence of the unlabeled competitors

PABP - = + + + + + + - 4+ + 4+ + + + + -+ 4+ + + + o+ o+
Poly-A = = 110 = = = = =« 110 = = =« = = =110 - - - -
Poly=C = = = = 110 = = = = « = 110~ = = == = 110 - =
Poly-U - - - - - - 110 - 110 - - - - - - 110

" ..l llu

oA B &

LmPABP1 LmPABP2 LmPABP3

FIG. 3. Electrophoretic mobility shift assay to investigate binding
of the Leishmania PABPs to an A-rich RNA probe. The assay was
performed by incubating the **P-labeled A-rich probe described in the
text with a fixed amount (100 ng) of the three recombinant GST
fusions and analysis on a 5% nondenaturing polyacrylamide gel. Shifts
obtained in the presence of the proteins were compared with the probe
on its own. Where stated, the binding reactions were supplemented
with 1 or 10 pg/ml of the polynucleotide poly(A), poly(C), or poly(U).

poly(A), poly(C), and poly(U). Binding by GST-LmPABP1
was impaired by the addition of even low levels of poly(A) (1
pg/ml), while binding by GST-LmPABP2 and -3 was affected
only when 10-fold more of the polynucleotide was added.
Poly(C) did not interfere with the binding of any of the three
proteins even at the highest concentration added (10 pg/ml),
while poly(U) produced an effect in all three proteins at 10
pg/ml, probably as a consequence of its base pairing to the
probe and producing an RNA duplex (Fig. 3).

Subcellular localization of LmPABPL, -2, and -3. Mamma-
lian PABP has been shown to be distributed throughout the
cytoplasm, with a certain degree of localization to the perinu-
clear region (25). Upon transcription inhibition with actinomy-
cin D, this distribution changes, and the protein can also be
detected in the nucleus (2), a behavior that also has been
shown to occur with LmPABP1 (4). To compare the subcellu-
lar localizations of the three L. major PABP homologues, the
corresponding antisera were used in indirect immunofluores-
cence assays with exponentially grown cells and visualized un-
der a confocal microscope. As shown in Fig. 4A, under normal
growth conditions, all three proteins were localized mainly in
the cytoplasm, with little or no nuclear localization and no
further compartmentalization within the cytoplasm. Preincu-
bation of the cells with actinomycin D, performed as reported
previously (4), led to a minor migration of LmPABP1 to the
nucleus (observed only through the fluorescence microscope)
(not shown), but the protein remained predominantly within
the cytoplasm (Fig. 4B). Under the same circumstances, both
LmPABP2 and -3 migrated in their entirety to the nucleus with
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3. Subcellular localization of the three L. major PABP homologues was carried out by

indirect immunofluorescence using the distinct antiserum sets specific for each protein, followed by incubation with Alexa 488- LOI]_]L]ngLLI
secondary antibodies and analysis with a confocal microscope. Where indicated, the cells were counterstained with TOTO-3 to locate the nuclear
and kinetoplast DNAs. (A) Exponentially grown L. major cells cultured under standard conditions in Schneider’s insect medium. (B) Same as panel
A, but with the addition of actinomycin D (10 pg/ml) to the growth medium for the last 10 h prior to harvesting and use in the assay.

very little of either protein remaining in the cytoplasm. This
differential localization of LmPABP2 and -3 is not induced
upon incubation of the cells with the translational inhibitor
cycloheximide (not shown). Within the nucleus, the two pro-
teins do not colocalize with the DNA marker, suggesting a
differential localization within the nucleoplasm distinct from
the chromatin. A search for NLS, which are at least partially
conserved in trypanosomatids (43), was then carried out using
the different Leishmania PABP sequences. Putative motifs
were found within both L. major and T. brucei PABP2 (Fig. 1),
localized at the end of RRM3. These motifs are within a
segment which, compared to other PABPs, has diverged in the
PABP2 and -3 homologues. Although no predicted NLS was
observed within LmPABP3, the equivalent segment was rich in
positively charged residues, generally required for the nuclear
localization elements (16).

Defining interactions between the different Leishmania
PABP Immulug_ues The simultaneous migration of LmPABP2
and -3 to the nucleus upon transcription inhibition suggests
that thc two proteins may interact directly or at least bind to

the same target mRNAs. To investigate this possibility, we
opted to individually immunoprecipitate the three native
Leishmania PABPs from total cytoplasmic extracts and probe
the precipitated immunocomplexes, or the resulting nonbound
supernatants, for the presence of the remaining PABP homo-
logues. As shown in Fig. 5A, each of the isoform-specific an-
tibodies efficiently brought down nearly all of the correspond-
ing proteins, with very little left in the respective nonbound
supernatants, confirming the efficiency of the procedure.
When the immunoprecipitated samples and supernatant of
LmPABP1 were investigated for the presence of LmPABP2
and -3, no detectable amount of either protein was observed in
the precipitated complexes, with both supernatant and input
samples containing equivalent quantities of the two proteins.
Likewise, when the samples from the immunoprecipitation of
LmPABP2 and -3 were assayed for the presence of LmPABP1,
no evidence for its coprecipitation was observed. In contrast,
immunoprecipitation of LmPABP2 brought down LmPABP3
and depleted both LmPABP2 and -3 from the nonbound su-
pernatant, while immunoprecipitation of LmPABP3 also

162



1490 DA COSTA LIMA ET AL.

A &a L& S&
> CQQ‘Q > OQ > COQQ,Y'
S SEE SE
I E g sé"&\«&@@@é@@

Anti-LmPABP2

== = Anti-LmPABP3

LmPABP2

LmPABP1

LmPABP3
B AR
\ad
DD R
Al 3 Y
& ?5’6 \@0‘@?“5{ X
3 o\ (O Lt
@i}{}& 6 2R 3 3

R N
TS =@ Anti-LmPABP3 (IP LmPABP2)
& S =SS Anti-LmPABP2 (IP LmPABP3)

FIG. 5. Analysis of the interactions between the three PABP ho-
mologues in vivo. (A) Distinct IP reactions were set up using total L.
major cytoplasmic extract and affinity-purified antibodies directed
against LmPABP1 (left), LmPABP2 (middle), and LimmPABP3 (right),
as well as the respective preimmune control sera (Control). Precipi-
tated immunocomplexes, as well as the nonbound supernatant (NB)
and the “Input” (equivalent to the amount of protein added to the IP
reaction mixture), were then used in Western blot assays with the three
distinct antisera, as indicated. (B) Effect of RNase treatment on the
interaction between LmPABP2 and -3. Aliquots of the cytoplasmic
extract were incubated in the presence or absence of 0.1 pg/ul of
RNAse A (for 5 min at 37°C) prior to use in IP reactions carried out
as for panel A with either the LmPABP2 or LmPABP3 antibody. For
these assays, the IP of LmPABP2 was developed with the LmPABP3
antiserum and vice versa. On the left is shown the effect of the RNase
treatment on the extract’'s RNAs.

brought down LmPABP2 and depleted both of them from the
nonbound fraction. The LmPABP2 and -3 assays were then
repeated, comparing the effects of pretreating the cytoplasmic
extracts with RNase on the immunoprecipitation yields (Fig.
5B). Despite the nearly complete degradation of the endoge-
nous RNA, both proteins continued to coprecipitate, indicat-
ing that they interact in an RNA-independent manner.
Analysis of the interaction of LmPABPI, -2, and -3 with a
Leishmania eIF4G homologue., The binding between PABP
and eIF4G is a critical event for the activity of PABP in trans-
lation. In Leishmania, several elF4G homologues have been
reported, one of which (LmEIF4G3) has been shown to inter-
act with both the human and Leishmania eTF4A homologues
(20) and has been shown to function within the context of an
elF4F complex (65). To investigate binding interactions
between the three Leishmania PABP homologues and
LmEIF4G3, pulldown assays were carried out. First, the re-
combinant GST fusions of LmPABP1 through -3 were immo-
bilized on glutathione-Sepharose beads and tested for the abil-
ity to bind to the **S-labeled full-length LmEIF4G3. Tn these
assays GST alone and its fusion to the Leishmania eIF4A
homologue, LmEIF4ALI (originally named LmEIF4Al), were
used as negative and positive controls, respectively. The
LmEIF4G3 labeled protein bound to all three GST-PABP
fusions, with the binding to GST-LmPABP1 being somewhat
more efficient than those to the other two proteins (Fig. 6A).
Binding to the positive-control GST-LmEIF4Al was superior
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to binding to any of the GST-PABP constructs, but no binding
to the negative GST control was observed. A reverse assay was
also carried out with full-length GST-LmEIF4G3 immobilized
on the beads and incubated with the distinet **S-labeled PABP
homologues, again using GST as a negative control (Fig. 6B).
Three concentrations of GST-LmEIF4G3 were used in these
assays, and the input labeled proteins were diluted severalfold
to produce a better picture of the different bindings. Binding
by LmPABP1 was readily detected, even with the smallest
amount of GST-LmEIF4G3 used. In contrast, even in the
presence of 4-fold more of the recombinant GST-tagged pro-
tein, only trace amounts of labeled LmPABP2 and -3 bound to
the beads. We then went on to investigate the interaction
between the eIF4G homologue and LmPABP1, -2, and -3 in
vivo after immunoprecipitation of native LmEIF4G3, followed
by blotting with each of the three PABP antisera. As shown in
Fig. 6C, only LmPABP1 was detected within the product of the
immunoprecipitation reaction, with no signal produced with
antibodies directed against LmPABP2 and -3.

The two PABP homologues conserved in Leishmania and
Trypanosoma species are essential for cell viability. The con-
servation of the trypanosomatid PABP1 and -2 homologues in
both Leishmania and Trypanosoma species is a strong indica-
tion that they perform conserved functions within the various
trypanosomatid species and that results derived from one or-
ganism can generally be extrapolated to the whole group. To
investigate the requirements for these two proteins for cellular
viability in T. brucei, the genes encoding their orthologues
(TbPABP1 and -2) were cloned into a tetracycline-inducible
RNAI vector and transfected into procyclic cell lines, and syn-
thesis of double-stranded RNA was induced by the addition of
tetracycline.

Upon induction of the RNAI, the results obtained for both
TbPABP1 and -2 were in general very similar, with reduction in
cellular proliferation and cessation of growth occurring be-
tween 24 and 48 h after tetracycline addition (Fig. 7A and B).
Cell death ensued within a few days, although it tended to be
a more immediate consequence for ThPABP2 than for
ThPABP1. Western blotting using the LmPABP1 and -2 anti-
bodies, which cross-react with their T. brucei counterparts,
confirmed the efficiency of both RNAi procedures. For
TbPABPI, very little of the protein was detected within 24 h of
RNAI induction and at subsequent time points (Fig. 7A), while
the levels of the translation initiation factor ThEIF4AL used as
a control, or ThPABP2 remained unaffected. Likewise for
ThPABP2, the antibodies confirmed major decreases in levels
within 24 h of RNAI induction, but in contrast to the ThPABP1
RNAI, residual levels of the protein (<25%) could be detected
even 72 h after tetracycline addition. No effect was seen, how-
ever, on the levels of TbPABP1 or the control, ThEIF4AI (Fig.
7B). Metabolic labeling with [**S]methionine was also carried
out to monitor changes in protein synthesis at selected time
points after RNAi (Fig. 7C). For both proteins, an overall
inhibition of protein synthesis was observed within 72 h of
tetracycline addition, although at this stage, it is not possible to
rule out for either protein a nonspecific effect on translation
caused by the cell stress induced by the RNAIi procedure. The
lack of qualitative changes in the profiles of proteins being
synthesized, nevertheless, indicates that the two proteins are
not involved in the translation of different mRNA populations.
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(B) Reverse pulldown assay with GST-LmEIF4G3 immobilized on the glutathione-Sepharose beads and incubated with the labeled LmPABP1,
-2, and -3. Three different concentrations of GST-LmEIF4G3 (2, 4, and 8 pg, shown on the gel stained with Coomassie blue at the bottom right)
were used in equivalent pulldown reactions with the three **S-labeled proteins. For this assay, aliquots of the “Input” (equivalent to the same
amount of labeled protein used in the pulldown reactions) plus serial dilutions (up to 16-fold) were also run on the gel and autoradiography for
comparison with the amount of protein bound to the beads. In both panels A and B, GST alone bound to the beads was used as a negative control.
(C) Immunoprecipitation of native LmEIF4G3, performed as described for Fig. 5. The product of the reaction, the nonbound (NB) supernatant,
and the “Input” were then individually blotted with the anti-LmEIF4G3 serum and each of the three PABP antisera.

DISCUSSION

The origin of PABP, with its four-RRM arrangement plus
the PABC domain, seems to predate the split of the main
eukaryotic lineages. PABP homologues with the same con-
served structure are present in all eukaryotes investigated so
far, with the possible exception of Giardia lamblia, in which a
true homologue could not be found within the sequences de-
rived from the published genome (47). The trypanosomatid
PABPs are no exception in this regard, although some fea-
tures, particularly for the PABP2 homologue, are unique and
might indicate novel functions that have evolved within this
group of protozoa. The results presented here clearly indicate
that trypanosomatid PABP1 and PABP2 bind to different tar-
gets and perform nonredundant and essential functions for
cellular survival, despite being simultaneously expressed as
abundant cytoplasmic proteins. It also seems very likely that
the third homologue (PABP3) in Leishmania species either
acts redundantly with PABP2 or is required to complement its
function. At this stage, however, it is not known whether its
absence from Trypanosoma species reflects an origin after the

split between the Leishmania and Trypanosoma lineages or a
loss from the latter.

The literature concerning protein synthesis in trypanosoma-
tids is still scarce. The availability of selected genome se-
quences (33) and the analysis of the number of isotypes of
subunits of eIF4F (20) have indicated a potentially complex
translation initiation. The distinct PABP homologues observed
may add yet a further element of complexity to the translation
initiation process in trypanosomatids. So far, the results pre-
sented here, including the sequence analysis and poly(A) bind-
ing data, subcellular localization experiments, and pulldown
assays, clearly implicate the PABP1 homologue as the major
candidate to perform the functions already defined for PABP
in translation in other eukaryotes. Other roles cannot be ruled
out, and this homologue has already been shown to be able to
prevent the deadenylation of RNAs in vitro (45). Lack of co-
precipitation between the PABP1 and -2 homologues clearly
highlights their potential to perform distinct roles; however,
the abundance of PABP2, as well as the results from the RNAi
experiments in 7. brucei, also confirms that it plays a major role
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in mRNA metabolism in the trypanosomatids. The presence of
yet a third homologue in Leishmania clearly deserves further
attention to its function and how it relates to that of PABP2,
especially considering the fact that they likely interact and/or
bind to the same messages.

The sequence analysis of RRM1 and -2 from PABP2 sug-
gested unique differences in RNA binding affinity and/or spec-
ificity, a result corroborated by the in viiro RNA binding assays.
These differences may indicate novel functions that neverthe-

less seem to be conserved within the trypanosomatids. Consid-
ering that both RRM2 and PABC have been implicated in
mediating the interaction of PABP with protein partners, such
as elF4G and eRF3 (28, 32, 35), the divergence of RRM2 in
PABP2 might indicate a functional differentiation in compar-
ison with PABP1, perhaps through interaction with novel RNA
and protein partners, without losing the activities associated
with the PABC domain. Indeed, in Crithidia fasciculata, the
PABP2 orthologue has been found to be part of a complex that
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recognizes sequence elements in the untranslated regions of
mRNAs that accumulate periodically during the cell cycle (46).
Again, in T. cruzi, its orthologue was found to interact directly
with TcUBP-1, an RNA binding protein that binds to AU-rich
sequences in the 3" UTRs of mRNAs, which are selectively
destabilized in the trypomastigote stage of the parasite (21).
Interestingly, TcUBP-1 can form homodimers through a gly-
cine-rich region that is reminiscent of the central linker seg-
ment of PABP2. More recently, TcUBP-1 has been shown to
migrate to the nucleus under conditions of arsenite-induced
stress (10), a behavior similar to that observed for LmPABP2
and -3 under transcription inhibition. In another possible par-
allel with LmPABP2, this shuttling is dependent on the pres-
ence of a nuclear localization signal localized within the unique
RRM of TcUBP-1. Nevertheless, the T. cruzi PABP2 protein
does not shuttle to the nucleus in the presence of arsenite, and
treatment with actinomycin D prevents the nuclear localization
of TcUBP-1 (10), suggesting different mechanisms for the
shuttling of the two proteins. Overall, it is possible that PABP2
may function as a general partner of different RNA binding
proteins involved in the posttranscriptional control of the ex-
pression of selected mRNAs. Other roles could be associated
with mRNA processing and export, considering the striking
effect on subcellular localization of PABP2 (and also PABP3)
induced upon inhibition of transcription. This may explain why
the T. brucei PABP2 orthologue has been found associated
with the U1 snRNP complex, required for the cis splicing of the
intron-containing poly(A) polymerase message (49, 50).

The presence of three distinct PABP homologues in Leish-
mania, two of which are conserved in Trypanosoma species, is
remarkable when it is considered that single-cell eukaryotes
normally have only one homologue (42). In metazoans, the
numbers of PABP homologues vary from one in Drosophila to
four in humans (reviewed in reference 24), but multiple ho-
mologues might be a consequence of the need to differentially
modulate mRNA translation and gene expression in different
cellular types and tissues during development. In plants, the
situation is more complex, with eight distinct homologues de-
scribed for Arabidopsis, which vary as to their patterns of ex-
pression, the presence or absence of the PABC domain, and
requirements for viability (6, 7). Noteworthy is the fact that all
of the plant PABP homologues display conserved residues
within the RNP motifs of RRM1 and -2, unlike what is seen in
the trypanosomatid PABP2 proteins, indicating a possible con-
servation of poly(A) binding specificity. Taking everything to-
gether, defining in detail the function of the trypanosomatid
PABPs remains a relevant goal that can unravel novel and
unique mechanisms associated with mRNA metabolism and
translation in these peculiar organisms, with possible impacts
on the understanding of these processes in eukaryotes in gen-
eral.
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Translation initiation in eukaryotes requires elF4E, the cap binding protein, which mediates its function
through an interaction with the scaffolding protein elF4G, as part of the elF4F complex. In trypanoso-
matids, four elF4E homologues have been described but the specific function of each is not well
characterized. Here, we report a study of these proteins in Trypanosoma brucei (TbEIF4E1 through 4).
At the sequence level, they can be assigned to two groups: ThEIF4E1 and 2, similar in size to metazoan
elF4E1; and TEIF4E3 and 4, with long N-terminal extensions. All are constitutively expressed, but whilst

ﬁ:{‘gﬁgﬁn THEIF4E1 and 2 localize to both the nucleus and cytoplasm, ThEIF4E3 and 4 are strictly cytoplasmic and
eIF4AE are also more abundant. After knockdown through RNAI, ThEIF4E3 was the only homologue confirmed to
eIFAC be essential for viability of the insect procyclic form. In contrast, ThEIF4E1, 3 and 4 were all essential for

the mammalian bloodstream form. Simultaneous RNAi knockdown of ThEIF4E1 and 2 caused cessation of
growth and death in procyclics, but with a delayed impact on translation, whilst knockdown of ThEIF4E3
alone or a combined ThEIF4E1 and 4 knockdown led to substantial translation inhibition which preceded
cellular death by several days, at least. Only ThEIF4E3 and 4 were found to interact with T. brucei elF4G
homologues; ThEIF4E3 bound both ThEIF4G3 and 4 whilst ThEIF4E4 bound only to TDEIF4G3. These results
are consistent with ThEIF4E3 and 4 having distinct but relevant roles in initiation of protein synthesis.
© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

Trypanosomatid
Leishmania

1. Introduction expression in trypanosomatids is accomplished mainly through

post-transcriptional mechanisms such as control of mRNA stabil-

The trypanosomatids, including the various Leishmania and Try-
panosoma species, are pathogenic protozoans well known not only
for the diseases they cause, but also for their complex biology
and the unusual molecular mechanisms required for their gene
expression. Transcription of protein coding genes occurs poly-
cistronically [1,2] and processing to monocistronic mRNAs occurs
through coupled trans-splicing and polyadenylation (reviewed in
[3]). The result is that mRNAs have a common 39nt long spliced-
leader (or mini-exon) sequence at the distal end of the 5 UTR,
which is identical for all mRNAs of a given species. At the 5
end of the spliced-leader sequence lies the 7-methyl-GTP cap
nucleotide (m’G), followed by four methylated nucleotides in the
spliced-leader sequence, the cap4 structure [4]. Regulation of gene
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Aggeu Magalhdes/Fiocruz, Av. Moraes Rego s/n, Campus UFPE, Recife, PE 50670-420,
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0166-6851/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2010.11.011

ity and possibly translation (for reviews see [5-7]). However, in
contrast to the considerable characterization of their mechanisms
of mRNA synthesis and processing, relatively little is understood
regarding protein synthesis and how it can be regulated.
Translation initiation is the most complex stage of protein syn-
thesis and the one which can vary more significantly between
different taxonomic groups [8]. A major player in this process in
eukaryotes, and also a major target for translation control, is eIF4E
(eukaryotic initiation factor 4E), the m? G cap binding protein. eIF4E
is a small polypeptide (24-25 kDa in mammals) which, apart from
protein synthesis, has been implicated in a number of processes
involved in mRNA metabolism such as transport and control of its
stability (reviewed in [9-12]). In translation it is part of the het-
erotrimeric complex elF4F, which also includes the RNA helicase
elF4A and the large scaffolding protein elF4G [13]. elF4F facilitates
the recruitment of the small ribosomal subunit to the mRNA, which
is accomplished with the help of another translation initiation com-
plex, elF3, elF4E mediates the binding of the complex to the mRNA
and, as part of elFAF, can bind simultaneously to both the cap and
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elF4G, which can then mediate interactions with other translation
factors [14-16]. Despite its well described function in translation
in the cytoplasm, substantial levels of eIF4E localize to the nucleus
(reviewed in[17]), where it promotes the nuclear export of selected
mRNAs [10,18,19].

The structure of e[F4E bound to 7-methyl-GDP [20,21] is shaped
like a cupped hand, with the cap analogue located in a narrow
cap-binding slot on the concave side of the protein. elF4E is charac-
terized by eight tryptophan residues located at conserved positions
along the protein. Cap recognition is mediated by, among other
interactions, base sandwich-stacking between W56 and W102
(mammalian elF4E-1 numbering) whilst W73 is involved in the
interaction with elF4G [9,13,20]. The activity of elF4E can be reg-
ulated in a number of ways such as through the action of elF4E
interacting proteins, elF4E-BPs, or directly through phosphoryla-
tion (reviewed in [22-25]).

In the yeast Saccharomyces cerevisiae only one elFAE homologue,
essential for viability, is found [26]. More usually, multiple forms of
this protein are present in any specific organism (reviewed by [27]).
In mammals, three different classes of e[F4E have been described:
elF4E-1, the prototypical cap-binding protein; elF4E-2 (also known
as 4EHP), which binds the cap less well, does not interact with
elF4G and has a regulatory role [28,29]; and elF4E-3, which binds
both cap and elF4G but has a restricted, tissue specific, expression
pattern [30]. An extensive analysis of hundreds of elF4E-related
sequences has indicated that different events of duplication of the
elF4E gene may have occurred in distinct eukaryotic groups after
divergence, resulting in new forms of the protein with novel or
modified functions [31].

In trypanosomatids, the initial description of a single putative
elFAE homologue [32] was followed by the identification of four
homologues in genome sequences from L. major, all of which are
also conserved in Trypanosoma species [33]. The four Leishmania
elFAE homologues (LmEIFAE1 through 4, LeishIF4E1 through 4 or
simply EIF4E1 through 4) were shown to diverge in binding affin-
ity for different synthetic cap analogues, in expression levels and
in polysomal association in sucrose sedimentation gradients. None
could rescue the growth of a yeast strain lacking a functional elF4E
and none could confidently be implicated as having a predominant
role in translation or its control [33,34].

Here we describe work focused on the four Trypanosoma brucei
proteins (here named ThEIF4E1 through 4), First, sequence analysis
identified features which distinguish ThEIF4ET and 2 from ThEIF4E3
and 4, For all four homologues, the cap-binding affinities, subcellu-
lar localization, and the expression in two stages of the T. brucei life
cycle were characterized, The effect of depletion, through RNAi, on
cellular growth and translation was determined and the interaction
between putative elF4E/elF4G homologues was also analyzed. The
results presented allow the separation of the four proteins into two
distinct groups, The first comprises ThEIF4E1 and 2, which localize
both to the nucleus and the cytoplasm, do not seem to be directly
involved in translation but perform functions essential for cellular
viability. The second group is formed by the ThEIF4E3 and 4 homo-
logues, more abundant, strictly cytoplasmic proteins which seem to
be required for translation and take part in the formation of distinct
elF4F-like complexes,

2. Materials and methods
2.1. Sequence analysis

BLAST searches were carried out with the T. brucei genome
sequences available at the Gene DB website of the Sanger

Institute Pathogen Sequencing Unit (www.genedb.org). Further
sequence searches and Clustal W alignments were done as previ-

ously described [33]. Relevant trypanosomatid GeneDB accessions:
ThEIF4E1 - Th11.18.0004; ThEIF4E2 - Th927.10.16070; ThEIFAE3
- Tb11.01.3630; ThEIF4E4 - Th927.6.1870; Lm (L. major) EIF4E1 -
LmjF27.1620; LmEIF4E2 — LmjF19.1500; LmEIF4E3 - LmjF28.2500;
LmEIF4E4 - LmjF30.0450 (the annotated sequence for LmEIF4E4 is
missing 139 residues from what we believe is the N-terminus of
the protein - they are encoded upstream of the annotated open
reading frames and are homologous to the equivalent segment in
the T. brucei orthologue).

2.2. PCR and cloning methods

All T. brucei elF4E and elF4G coding sequences were ampli-
fied from Lister 427 total genomic DNA and first cloned into the
pGEM-T Easy vector (Promega). All amplified fragments were first
sequenced, and the resulting sequences compared with those from
the T. brucei genome sequencing project, prior to their use in the
subcloning reactions, In order to express N-terminal His-tagged
fusion proteins the ThEIF4E1 through 4 full length sequences were
subcloned into the modified pET15b vector as described previ-
ously for the T. brucei elF4A homologues [35]. Alternatively, to
generate the eYFP and HA-tagged fusions and for the RNAi exper-
iments, the same fragments were cloned respectively into the
transfection vectors p2216 [35,36], p2477 [36] or p2T7-177 [37].
To generate the plasmids used in the transcription and translation
reactions they were also subcloned into the pGEM3zf+ plasmid
(Promega). To express the full length proteins as N-terminal GST
tagged fusions, the ThEIF4G3 and 4 sequences were subcloned into
the pGEX4T3 plasmid (GE Healthcare), His-tagged ThEIF4G3 and
4 were also expressed, with a C-terminal tag, as fragments con-
sisting of the proteins’ N-terminus plus the central MIF4G/HEAT
domain (ThEIF4G3_50g and ThEIF4G4,_319 — numbers indicating
the residues from the wild type protein remaining in the recombi-
nant product) using the pET21a vector (Novagen). Supplementary
Table Ilists all oligonucleotides used in the amplifications reactions
as well as the strategies and restrictions enzymes used in the sub-
sequent subcloning events cited above. For the double ThEIF4E1/2
construct, for the RNAi experiments, the ThEIF4E2 gene was ream-
plified flanked by sites for Bgl Il and BamH I and cloned into the
dephosphorylated BamH I site of the p2T7-177-ThEIF4E1 construct,
For the double ThEIFAE1/4 construct, first the p2T7-177-TbEIFAE1
was digested with BamH I, which cuts internally to the ThEIFE1 gene
and at its 3’ end at the site introduced after the original PCR reac-
tion, releasing a ~360 bp fragment consisting of the second half of
the target gene. This fragment was then cloned into the linearized
BamH I site of the p2T7-177-ThEIF4E4 construct in a similar proce-
dure as described for ThEIF4E1/2. Recombinant protein expression
was performed according to standard procedures using the pET15,
pET21 or pGEX4T3 derived constructs after transformation into
Escherichia coli.

2.3. Cap binding assay

The four [3>S]-methionine labeled ThEIF4Es were synthesized
after in vitro transcription of their respective genes cloned in the
pGEM3zf+ vector, following linearization with Xba I (ThEIF4E1
and 3) or BamH 1 (TDEIF4E2 and 4), with T7 RNA polymerase fol-
lowed by translation with the nuclease treated Rabbit Reticulocyte
Lysate System (Promega). For the LmEIF4E4 homologue, its gene
was amplified from L. major (MHOM/IL/81/Friedlin) genomic DNA
flanked by sites for Afl lIl and Not I (5 primer — CT GAC ATG TCT
ACC CCT CTC GAT GTG; 3’ primer - TA TGC GGC CGC GTA GCG ACG
ACG GTT CTT TTT C) and cloned into the Nco I/Not I sites of pET21D
(Novagen), The resulting plasmid was sequenced and linearized
with Not I prior to transcription and translation, as described above.
Assays were performed essentially as described previously [33],
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with non-specific binding removed by washes with 0.1 mM GTP
and specific elution achieved with 50 LM cap analogue. As positive
control, the labeled Xenopus laevis e[F4E cDNA was used.

2.4. Parasite growth, transfection and RNA interference

Cultivation of procyclic and bloodstream forms of T. brucei, Lis-
ter 427, as well as the procyclic cell line used for the ectopic
expression and RNAi experiments, Lister 427 29-13 [38], were per-
formed as previously described [35]. Cultures grown to mid-log
phase (108-107 cells/ml for procyclic and 10°-10° for bloodstream
forms) were harvested for the production of total protein extract,
For the RNAI of the bloodstream forms, Lister 427 90-13 was used
[38], grown in the presence of 5 pg/ml of G418 and hygromycin,
Transfection procedures were performed using standard condi-
tions with selection of stable DNA integration being carried out
using phleomycin (2.5 pg/ml for procyclic and 0.5 p.g/ml for blood-
stream cells). For the RNAi experiments, and induction of eYFP and
HA-tagged fusion proteins, 1pg/ml of tetracycline was added to
mid-log phase cultures of transfected cells.

For metabolic labeling, methionine-free SDM-79 medium was
used. Cultures were washed once in the same medium prior
to being resuspended to a concentration of 1x 107 cells/ml in
the medium supplemented with 50 pCi/ml [35S]- methionine and
incubated at 28°C. Aliquots were then taken to measure the
trichloroacetic acid precipitable incorporation into protein and for
analysis through SDS-PAGE and autoradiography.

2.5. RNA and protein analysis

RNA extraction and Northern blots were performed using stan-
dard methods[35,39,40]. DNA fragments containing complete open
reading frames were used as probes for ThEIF4E1 through 4. Poly-
clonal serum against ThEIF4E1 through 4 and ThEIF4G3 and 4
were produced in rabbits using the corresponding recombinant
His-tagged proteins. The different sets of antibodies were affinity
purified and used in Western blotting assays with the respec-
tive recombinant proteins and different samples of total protein
extract from both procyclic and bloodstream forms of T. brucei. The
Western-blots were generally developed by ECL,

2.6. Fluorescence microscopy

For the indirect immunofluorescence assay, wild type procyclic
cells grown to mid-log phase were harvested and washed with
SDM-79 minus serum. The cells were fixed at adensity of 5 x 106/ml
with 3% paraformaldehyde, washed once in PBS and adhered to
poly-L-lysine coated slides. Permeabilization was carried out with
0.1% Triton X-100 followed by blocking with 1% BSA. Antibody
detection of the elF4E homologues followed standard procedures
using the various rabbit anti-sera and goat anti-rabbit IgG Alexa
Fluor 488 (Invitrogen - Molecular Probes, USA). For the eYFP
fusions, after induction with tetracycline, over-expressing trans-
fected cells were directly observed in 35 mm culture plates. All the
samples were visualized using a Leica SPII-AOBS confocal micro-
scope.

2.7. Pull-down assays

Pull-down assays were essentially performed as described pre-
viously [33] using Glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare).
Beads alone, GST or GST-tagged ThEIFAG3 and 4 were immobilized
on the beads and assayed for their ability to bind to [35S]-labeled
ThEIFAE] through 4, obtained after transcription and translation of
the full-length genes cloned in the pGEM3zf+ plasmid.

2.8. Immunoprecipitation assays

Immunoprecipitations (IPs) were carried out with T. brucei
cytoplasmic extracts produced from exponentially grown pro-
cyclic cells lysed in lysis buffer (20 mM Hepes-KOH, pH7.4, 75 mM
potassium acetate, 4 mM magnesium acetate, 2 mM DTT), through
freeze-thawing, at a concentration of 2 x 108 cells/ml. IPs were
carried out at 4°C using standard procedures. For the assays
with the anti-ThEIF4E3 and 4 sera, protein-A Sepharose beads (GE
Healthcare) were used with the affinity purified antibodies, or the
corresponding total pre-immune sera as controls and cytoplasmic
extracts from wild type cells. For the IPs of the HA-tagged pro-
teins, cytoplasmic extracts from transfected cells expressing each
recombinant protein were directly incubated with the Monoclonal
Anti-HA Agarose Conjugate (Sigma), In both instances, proteins
were eluted in SDS-PAGE samples buffer and assayed in Western
blots with affinity purified antibodies directed against the different
T. brucei elFAE, elF4G or elF4A homologues, as described in the text,
For the Western blots of the IPs using the anti-ThEIFAE3 and 4 sera,
proteins transferred to the PVDF membranes were stained with
Rouge Ponceau and the band corresponding to the heavy weight
chain of IgG from the immunoprecipitated complexes was cut out
prior to blocking and incubation with the primary and secondary
antibodies.

3. Results

3.1. The Trypanosoma elF4E homologues fall in two distinct
sequence groups

Based on the alignment shown in Fig. 1, which compares the
T. brucei and L. major elF4E sequences with representative homo-
logues from different eukaryotic lineages, including metazoans,
plants, fungi and unrelated protozoans, the four trypanosomatid
sequences can be broadly classified into two different groups.
Group 1 comprises the EIF4E1 and 2 sequences, which are more
similar in size to the human and yeast sequences, whilst group 2
includes EIF4E3 and 4, which share a few common features absent
from the remaining proteins. These include a long N-terminus
of more than 150 amino acids which share extensive homology
between different orthologues of say, the EIF4E3 sequences, and
also contain short segments of limited homology which seem to
be conserved between the EIF4E3 and 4 sequences. Of the eight
conserved tryptophan residues typical of elF4E sequences, most
are either conserved in the various trypanosomatid homologues
or are replaced by other aromatic residues. The only exception
is W112 (human elF4E numbering), present in the EIF4E1 and
2 sequences but which is replaced by non-aromatic hydrophilic
residues in EIF4E3 and 4. Additional noteworthy substitutions in
the trypanosomatid sequences are D104, next to the near uni-
versally conserved W102E103, involved in cap binding [20] and
conserved in all sequences shown but which is replaced by a histi-
dine in EIF4E2 and 3; and VG9E70, implicated in binding to elF4G
[41] but which is missing in the EIF4E4 homologues,

3.2. TBEIF4E1, 2 and 4, but not ThEIF4E3, can efficiently bind the
m’G cap

To start the study of the THEIFAE proteins, their genes were
first cloned and the respective [3°S]-labeled proteins, synthesized
in vitro, assayed as to their ability to bind to the commercially avail-
able m’G cap bound to Sepharose beads. Despite the significant
differences between the more complex cap4 from trypanoso-
matids and the m’G cap from their metazoan hosts, this assay is
useful to compare the substrate binding properties of the various
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THEIFAE3 348 S.[S#SLAEST .......TNL NeVMLKVEON KPT....... ..... TLQOIY TASSDELKLR SLARSLRTLL EKVIGEK...
LmEIF4E3 257 V.[S3SFHECS .......TTL NeIMLKVEISN KPV....... ..... TLQLY TAHSEVGKLK AFANSVRDTL TKIMGAK. . .
TLEIFAE4 339 V.[S#SWSRSV R......NSV NeIALKVE. A AAF....... ..... MLEV]y VTEQT....S ELMSDISELL HKFLGDA...
LmEIF4E4 362 I.[eDSWSPSV R......ETV NeVVLKVL.E RAY....... ..... WLEL| VTKNS....S ALQKDLAELW HPILGAS...
HseIF4E-1 9 RAas 217
SceIF4E 9 RAas 213
AteIFAE 9 Aas 235
PfeIF4E 227
GleIF4E 168
THEIF4E1 233
LmEIF4E1 214
THEIFAE2 12 Aas 251
LmEIF4E2 28 Ras 281
TLEIFAE3 23 Ras 442
LmEIF4E3 21 Ras 349
THEIFAE4 20 Ras 427
LmEIF4E4 18 Ras 447

Fig. 1. Sequence analysis of the four T. brucei elFAE sequences. Clustal W alignment of the T. brucei and L. major elF4E homologues with sequences from representative
eukaryotic lineages. Amino acids identical in more than 60% of the sequences are highlighted in dark gray, whilst amino acids defined as similar, based on the BLOSUM 62
Matrix, on more than 60% of the sequences, are shown in pale gray. When necessary, spaces were inserted within the various sequences (dots) to allow better alignment.
The first two boxes highlight regions which share conserved elements in the N-terminus of the EIF4E3 and 4 homologues from Leishmania and Trypanosoma species, with
phosphorylated residues identified in ThEIF4E3 [49] indicated by the symbol §. The third box highlight the unique insertion observed in LmEIF4E2. * indicates the conserved
tryptophan residues. Large arrows indicate non-tryptophan residues required for the interaction with the cap structure (based on [20]). Thin arrows indicate conserved non-
tryptophan residues shown to be involved in elF4G binding [41]. The symbol # marks the conserved D residue which is replaced by H solely in the trypanosomatid EIF4E2
and EIF4E3 sequences. GenBank accessions for the non-trypanosomatid sequences: Hs (human) elF4E-1 — NP_001959; Sc (Saccharomyces cerevisiae) elFAE — NP_014502; At
(Arabidopsis thaliana) elFAE - NP_193538; Pf (Plasmodium falciparum) elF4E1 — XP_001351220; G! (Giardia lamblia) eIFAE2 — XP_001710318.

homologues, ThEIF4E1, 2 and 4 were all found to be able to bind to
the beads, and were specifically eluted with the soluble cap ana-
logue, whilst ThEIF4E3 did not show any binding (Fig. 2). A similar
approach has been previously carried out for the first three L. major

elFAE homologues [33], where neither LmEIF4E2 nor LmEIF4E3
bound to the cap-beads, whilst LmEIF4E1 bound efficiently. Here,
L. major LmEIF4E4 was also assayed and bound efficiently to the
resin, as its T. brucei orthologue, The sole difference between
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Fig. 2. Cap binding assays. Autoradiography of the cap binding chromatography
performed with the four 35S-labeled T. brucei elF4E homologues, the Leishmania
LmEIF4E4 and the Xenopus leavis elFAE homologue as positive control. Aliquots of the
various washes were ran on SDS-PAGE and compared with samples from the original
translation reaction (Input) as well as the non-bound fraction (Flow-through) and
any protein remaining bound to the beads (Beads). The arrows indicate the proteins
eluted by the cap analogue. The assay shows the affinity of ThEIF4E1, 2 and 4, as well
as LmEIF4E4, for the 7-methyl-GTP Sepharose resin.

the two organisms then lies with the EIF4E2 orthologues whose
sequences diverge by the presence of a unique insertion in the
Leishmania protein, found near its C-terminus, which is absent
from its Trypanosoma counterpart (Fig. 1).

3.3. All four elFAE homologues are expressed in both procyclic
and bloodstream forms

The four T. brucei eIFAEs were expressed as His-tagged recombi-
nant proteins in E. coli and used to raise specific polyclonal antisera
in rabbits (Supplementary Figure 1). Cloned DNAs and sera were
then used in Northern and Western blots to assay for expression
of each gene in exponentially growing procyclic and bloodstream
cells. All four mRNAs were expressed with little variation in levels
between the two stages (Supplementary Figure 2) and the same
applied for the corresponding proteins (Fig, 3). The Western blot
results were then quantitated and used to produce an estimate of
the copy number of each protein (summarized in Table 1). ThEIF4E3
is by far the most abundant protein, especially in procyclic cells
(=5 x 104 molecules per cell), followed by ThEIF4E4, which also is

Table 1
Estimate of the intracellular levels of the various T. brucei and L. major eIFAE homo-
logues. ND: not determined.

Homologue Protein levels (molecules/cell)
T. brucei T. brucei L. major promastigotes®
procyclics bloodstream

EIF4E1 3-8 x10° 1.5-5x 103 2-4 %103

EIF4E2 1-5x10° 1-5x10° ~1 %103

EIF4E3 5-10 « 10* 243 10% 4-10x 10*

EIF4E4 2-4x10* 1-25 104 ND

2 Based on Ref. [33].
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Fig. 3. Expression analysis of ThEIF4AE1 through 4 in procyclic and bloodstream pro-
cyclic cells. Quantitation and expression analysis of TbEIF4E1, 3 and 4 proteins in
procyclic/bloodstreams forms. Recombinant His tagged ThEIF4E1, 2, 3 and 4 were
quantitated, diluted to defined concentrations (in fentomoles) and run on SDS-PAGE
gels with whole parasite extract obtained from known number of cells from both
procyclic and bloodstream forms.

present at levels above 1 x 10% molecules per cell, In contrast, both
ThEIF4E1 and 2 are present at much lower levels (compatible with
the Northern results for TOEIF4E2 where its mRNA required a longer
exposure than the remaining homologues in order to be detected).
For most proteins the levels observed are slightly reduced in blood-
stream forms, when compared with procyclics, which is consistent
with the smaller cell volume. With the exception of EIF4E4, which
was not previously quantified, the values observed for the T. brucei
proteins are equivalent to those obtained for the L. major ortho-
logues (Table 1 and Ref. [33]), presumably a reflection of conserved
function,

3.4. TbEIF4E1 and 2 are found in both cytoplasm and nuclei,
whereas ThEIFAE3 and 4 are confined to the cytoplasm

Immunofluorescence experiments were carried out for ThEIFAE
proteins in procyclic cells. ThEIFAE3 and 4 have a very simi-
lar localization and both are found throughout the cytoplasm
with very little or no localization to the nucleus (Fig. 4A and
Supplementary Figure 3). In contrast, ThEIF4E1 and 2 can be
clearly detected both in the cytoplasm as well as in the nucleus
in the majority of cells. These results were confirmed in over-
expression experiments using EIF4E-enhanced yellow fluorescent
protein (eYFP)fusions in transgenic procyclic T. brucei cells (Fig. 4B).
ThEIFAE3 and 4 again were found confined to the cytoplasm,
whilst ThEIF4E1 and 2 were found in the cytoplasm and in
the nucleus, in good agreement with previously reported results
[42].
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Fig. 4. Subcellular localization of ThEIF4E1 through 4 in T. brucei procyclic forms. (A) Subcellular localization of the four elF4E homologues in wild type T. brucei procyclic
cells (WT 427) by indirect immunofluorescence. This was performed using the antibodies directed to the various homologues followed by incubation with the Alexa Fluor
488 conjugated secondary antibody. (B) The localization of ThEIF4E1 through 4 was also confirmed through the expression of eYFP fusion proteins in transfected T. brucei

procyclic cells examined under the confocal microscope.

3.5. RNAi of ThEIF4E3, but not the remaining elF4E homologues,
in procyclic forms prevents cell viability whilst RNAi of ThEIF4E1,
3 and 4 in bloodstream forms impacts on cell proliferation and
survival

The requirement for the various elFAE homologues for cellular
viability was then investigated in T. brucei procyclic and blood-
stream forms by knockdown of their expression through RNA
interference. Representative growth curves of the various knock-
downs for procyclic cells are shown in Fig. 5. The phenotype of
cells after RNAi ablation of ThEIF4E1, 2 and 4 (Fig. 5A, B and D)
was similar and no significant impact on cell survival was observed
after knockdown of any of the three proteins. For ThEIF4E1, a
reduction in the rate of cellular growth was observed four days
after addition of tetracycline, but the cells remained viable and
cell numbers kept increasing. Western blotting, shown below each
curve, confirmed major depletions of the respective proteins (over
90% depletion for ThEIF4E1 and 4; 70-80% depletion for ThEIF4E2)
within two to three days of RNAi induction, with no effect observed
on the levels of the endogenous loading control, the T. brucei
homologue of elF4Al, ThEIF4AIL Knockdown of ThEIF4E3 produced
a very distinct phenotype, since proliferation stopped two days
after RNAI induction, followed by subsequent cell death (Fig. 5C).
The Western-blotting confirmed substantial reduction (over 90%)

in levels of ThEIF4E3 within 48 h of tetracycline addition whilst the
control, ThEIF4AI, remained unaffected. For both ThEIF4E3 and 4
knockdowns, Western-blots were also carried out to see if deple-
tion of ThEIF4E3 had any impact on ThEIF4E4 and vice-versa. Whilst
no effect was observed on the levels of ThEIF4E4 after depletion
of ThEIF4E3, knockdown of ThEIF4E4 seemed to provoke a slight
increase on the levels of ThEIF4E3 (Fig. 5C and D). Two double RNAi
experiments were also performed to test for redundancy: ThEIF4E1
and 2, as these two are resident in the nucleus, and ThEIF4E1 and
4, as their L. major orthologues are both reported to interact with
an elF4G homologue [43]. When the simultaneous knockdown of
ThEIFAE1 and 2 was performed, cells ceased proliferation and died
(Fig. 5E), with cellular proliferation stopping within four days of
tetracycline induction. A distinct phenotype was observed by the
simultaneous knockdown of ThEIFAE1 and 4 (Fig. 5F). Although cel-
lular proliferation stopped after RNAi induction, at about the same
timeframe as the ThEIF4E1/2 RNAI, cell death did not occur for more
than 15 days onwards (data after day 7 not shown).

The RNAi procedure was then repeated with transfected
bloodstream cells. Knockdown of ThEIF4E3 led to a cessation of
proliferation around 24 h after induction followed by cell death
(Fig. 6C). Knockdown of ThEIF4E1 or 4 also caused the cells to
stop growing between 24 and 48 h after induction (Fig. 6A and
D). Cell death ensued for the ThEIF4E4 RNAI cells, whilst the cells
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Fig. 5. RNA interference of TbEIF4E1 through 4 in procyclic cells. Procyclic T. brucei cells were transfected with the p2T7-177 derived plasmid containing the individual eIF4E
genes (TBEIF4E1 (A), TbEIFAE2 (B), TbEIF4E3 (C), ThEIF4E4 (D)) or the double constructs ThEIF4E1/2 (E) and THEIF4E1/4 (F). Transfected cells were selected after growth in the
presence of phleomycin and RNA interference induced after tetracycline addition. At regular intervals, cellular growth was monitored by counting the number of viable cells
of cultures with and without tetracycline and the resulting values used to plot the curves shown (plus tetracycline — gray; minus tetracylcline - black). The values shown
are indicative of the cumulative cell density in 10° cells/ml. Below each graph are Western-blot analysis of the proteins being targeted, using the affinity-purified antisera
specific for each protein. These were performed with a single sample derived from the curves minus tetracycline (—TET) as well as selected samples from the curves produced
after the RNAi induction (in hours after tetracycline addition). For the single protein knock-downs, note the various dilutions of the —TET sample (1 to 1/8 cell dilution - 1
equals to the amount of cells used in the +TET lane) which allows for a better estimate of the RNAi efficiency. In general the same blot was reprobed with affinity purified
antibodies against the endogenous control ThEIF4AL The blot from the ThEIF4E3 RNAi was further incubated with the anti-ThEIF4E4 antibodies and likewise the blot from
the ThEIFAE4 experiment was assayed with the anti-ThEIF4E3 antibodies. All RNAi results shown are representative of at least three different experiments performed with
at least two distinct transfection events. In F only the first 7 days of the curve are shown but +TET RNAi curves, from different transfection events, were kept for 15 days or
more without any increase in cell numbers.
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Fig. 6. RNA interference of ThEIF4E1-4 in bloodstream cells. Bloodstream T. brucei cells were transfected with the p2T7-177 derived plasmids containing the elF4E genes
and monitored for cellular growth in the presence (gray curve) or absence (black curve) of tetracycline (ThEIF4E1 (A), ThEIF4E2 (B), ThEIF4E3 (C), ThEIF4E4 (D)). For all four
RNAi procedures, expression of the targeted genes as well as the endogenous ThEIF4AI control was assayed in a sample from the control curve (—TET, diluted from 1to 1/8 -
1 equals to the amount of cells used in the +TET lane) as well as in selected samples from the curve supplemented with tetracycline (+TET). The ThEIF4E3 and 4 RNAi blots
were further assayed with the anti-ThEIF4E4 and anti-ThEIF4E3 antibodies, respectively. All procedures were done as described in Fig. 5.

depleted of ThEIF4E1 stopped growing but did not subsequently
die, a phenotype which resembles what was observed for the dou-
ble knockdown of ThEIF4E1/4 in procyclic cells. As for ThEIF4E2,
no effect was observed in cellular growth after induction of the
RNAi procedure (Fig. 6B), as seen for procyclic cells. Western-
blotting of selected samples confirmed the efficient depletion of
the four proteins within their corresponding knockdown experi-
ments (over 90% depletion for ThEIF4E1 and 4; 70 to 80% depletion
for ThEIFAE2 and 3). As observed for procyclic cells, knock-down of
THEIF4E4 also seemed to provoke a slight increase on the levels of
THEIF4E3.

3.6. TbEIF4E3 and ThEIF4E1/4 RNA:i directly affects protein
synthesis

To investigate if the no-growth or cellular death phenotypes
observed after the knock-down of ThEIF4E3 or the double con-
structs ThEIF4E1/2 and ThEIF4E1/4 was due to an inhibition of
protein synthesis or to some unrelated process, we performed
metabolic labeling with 35S-methionine at selected time points
after tetracycline addition for the respective RNAI curves. Incor-
poration of labeled methionine was monitored and the results
obtained were compared with those derived from the control
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Fig. 7. Metabolic labeling of procyclic cells from select RNAi curves. (A) Total protein synthesis was estimated after RNAi for ThEIF4E3 (E3) and the double constructs
ThEIF4E1/2 (E1/E2) and ThEIF4E1/4 (E1/E4). At selected time points (3 and 4 days for the first two samples and 3, 4 and 8 days for ThEIF4E1/4), aliquots of the cells were
incubated in the presence of 3>S methionine followed by TCA precipitation and quantitation of the incorporated radioactivity. To estimate the efficiency of translation in the
RNAi treated cells in comparison with the minus tetracycline controls, the normalized incorporation values after two hours of incubation were used to calculate the ratios
shown in the figure. (B) For a qualitative analysis of the proteins being synthesized, aliquots of 2 x 106 cells derived from an independent labeling experiment (4 days after

tetracycline addition) were run on an SDS-PAGE gel followed by autoradiography.

curves without tetracycline. These values were used to calculate
the total rate of protein synthesis between the two curves (plus and
minus tetracycline) and estimate the effect on protein synthesis of
the knockdown of the various proteins. As shown in Fig, 7A at three
days after RNAi induction, no effect on protein synthesis is observed
for the ThEIF4E1/2 knockdown whilst depletion of ThEIF4E3 and
ThEIF4E1/4 had significantly impaired translation. These results are
consistent with both ThEIF4E3 and ThEIF4E1/4 knockdowns directly
affecting protein synthesis since substantial translation inhibition
preceded cell death for a minimum of three days for the ThEIF4E3
RNAi or for much longer in the case of the ThEIF4E1/4 knockdown.
Nevertheless, in both cases no substantial changes in the profile of
proteins synthesized were detected even in conditions of severe
protein inhibition (Fig. 7B). In contrast, for the ThEIF4E1/2 knock-
down any inhibition of translation is only observed late in the RNAi
curve, very near to the time of cell death, Although this does not
rule out a direct role in protein synthesis as well, the inhibition
observed could more likely be an indirect consequence of the vari-
ous metabolic processes associated with cell death induced by the
RNAI.

3.7. TbEIFAE3 interacts with ThEIF4G3 and 4, while ThEIF4E4
binds ThEIF4G3

Since elF4E participates in translation within the context of the
elFAF complex, bound to the elF4G subunit, to investigate more
directly the role of the four T. brucei elF4Es in translation we opted
to study their interaction with selected trypanosome elF4G homo-
logues. Of the five elF4G homologues conserved in trypanosomatid
species, only two (EIFAG3 and 4) share conserved features outside
the HEAT domain, such as a short N-terminus, containing limited
segments of similarity, and regions of homology on the C-terminal

half. Furthermore, the L. major EIF4G3 orthologue has been shown
to be able to bind to EIF4AI[33] as well as to orthologues of ThEIF4E1
and 4 [43], therefore confirming a potential role in translation.
Here, to investigate possible interactions between the elF4G and
elFAE homologues in vitro, the genes encoding ThEIF4G3 and 4
were cloned and expressed as N-terminal fusions with glutathione-
S sepharose (GST). The resulting proteins, and GST alone used as
negative control, were used in pull-down assays to analyze binding
to the four [33S]-labeled T. brucei elF4E homologues. GST-ThEIF4G3
specifically and efficiently bound to labeled ThEIF4E4, whilst GST-
THEIFAG4 bound to ThEIF4E3 (Fig. 8A). Minor bindings were also
observed for both ThEIF4E1 and 2 with the two elFAG homologues
and between ThEIFAE3 and GST-THEIF4G3.

To investigate if the same interactions occurred in vivo we used
THEIF4E3 and 4 antibodies in immunoprecipitation reactions with
T. brucei cytoplasmic extracts. Immunoprecipitation of ThEIF4E3
was first carried out, with its presence in the immunoprecipitate
as well as its depletion from the non-bound supernatant assessed
by Western-blotting with the anti-ThEIF4E3 antibody (Fig. 8B).
The same blot was then re-probed with antibodies raised against
THEIFAG3 and 4. All ThEIF4G4, and to a lesser extent ThEIFAG3,
co-precipitated with ThEIF4E3. Immunoprecipitation of ThEIF4AE4
was performed likewise followed by Western-blotting with its
own antibody as well as the one directed against ThEIFAG3. All
ThEIF4E4 was brought down by the procedure and some, but not
all, ThEIFAG3 co-precipitated as well (Fig, 8C). To compare the bind-
ing of ThEIF4E1, 3 and 4 with the same elF4G homologues in vivo
under equivalent conditions, we expressed HA-tagged versions of
these proteins in T. brucei cells followed by immunoprecipitation
of the resulting cellular extracts with anti-HA antibody and West-
ern blotting (Fig. 8D and E). In agreement with the pull down data
above, ThEIFAG3 co-precipitated with both HA-tagged ThEIF4E3
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between GST-ThEIF4G3 and labeled ThEIF4E4 and between GST-ThEIF4G4 and labeled ThEIF4E3. (B) Immunoprecipitation (IP) assay confirming interactions between ThEIF4E3
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cytoplasmic extract used for the IP, or its supernatant, was blotted as well. (C) Assay confirming the interaction between ThEIF4E4 and ThEIF4G3 in vivo. Immunoprecipitation
was carried out as described in B with anti-ThEIF4E4 antibodies followed by Western-blots with the ThEIF4E4 and ThEIF4G3 antisera. (D) IP of HA-tagged elF4E homologues.
Cytoplasmic extracts from transfected T. brucei cells expressing HA-tagged TbEIF4E1, 3 and 4 (left, middle and right panels, respectively) were incubated with anti-HA beads
and the precipitated samples, as well as equivalent aliquots of the non-bound supernatant and the input extract, were assayed for the presence of the HA-tagged proteins,
THEIFAG3 and 4 and ThEIF4AL (E) To highlight the results from the IP lanes shown in D, these were ran on another gel and blotted again with the ThEIF4G3 and 4 and ThEIF4Al
antisera, confirming the potential for both ThEIF4E3 and 4 to reconstitute functional elF4F complexes.
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and 4, but no co-precipitation with ThEIFAE1 was observed. In 4. Discussion
contrast, ThEIFAG4 only co-precipitated with ThEIF4E3. To confirm

that functional elF4AF complexes were being formed, the blots were In cells with multiple elF4E homologues, it has been proposed
also incubated with anti-TbEIF4AI anti-sera. Both ThEIF4E3 and 4 that only one acts as a general initiation factor functioning during
were able to bring down the elF4Al homologue, but no interac- the translation of the majority of the mRNAs, whilst the remainder

tion was observed with ThEIF4E1 (Fig. 8D and E). These binding perform more specialized functions, related or not, to protein syn-
results then confirmed specific interactions of ThEIF4E3 with both thesis [27,44]. Most of the evidence for this proposal comes from
ThEIFAG3 and 4 and of ThEIF4E4 with ThEIF4G3, and highlight their multicellular organisms whereas the need for distinctions in the
potential to reconstitute three functional trypanosomatid elF4F translation apparatus between different tissues or during develop-
complexes. ment may be the driving force behind the evolution of various e[FAE
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homologues. In unicellular eukaryotes this may not apply although
oneinitial aspectinvestigated here was the possibility that different
elFAE homologues would be differentially expressed during dis-
tinct life stages of the trypanosomatid life cycle, as indeed has been
proposed for Leishmania EIF4E1 [34], Overall the data presented
rule out large differences in expression for the four elFAE homo-
logues between the two stages of the T. brucei cycle, consistent
with the different homologues acting on different aspects of mMRNA
metabolism or on different mRNA populations, whilst reinforcing
differences in abundance previously observed for the L. major pro-
teins, with EIF4E3, and also EIF4E4, being present at significantly
higher levels than EIF4E1 and 2. The distinct RNAi phenotypes in
procyclic and bloodstream cells might suggest differences in the
translation machinery, but the differential sensibilities of the two
stages to the knockdowns could also be a consequence of their dif-
ferent metabolic rates, with bloodstream cells, which grow much
faster, being most sensitive to changes in translation rate.

The localization data suggests that ThEIF4E3 and 4 do not func-
tion in the nucleus though ThEIF4E1 and 2 may have nuclear roles,
In mammals, at least, nuclear elF4E localize to speckles which are
also the sites where splicing factors are found [45]. This localiza-
tion pattern differs from what was seen for the endogenous or the
over-expressed ThEIF4E1 and 2 which are spread throughout the
nucleoplasm. The RNAi data does implicate both ThEIF4E] and 2
as having important and possibly redundant roles for cellular sur-
vival, which could be associated with their nuclear localization,
although the possibility remains that the two proteins participate in
independent processes which, upon simultaneous inhibition by the
double RNAi procedures, result in sufficient overall damage to pro-
duce the phenotype observed (the same applies to the ThEIF4E1/4
knockdown discussed below). So far EIF4E2 seems to be the least
conserved of the four trypanosomatid elF4E homologues studied.
Although ThEIF4E2 binds to the m?G Sepharose in a similar man-
ner to ThEIFAE1 and 4, Leishmania LmEIFAE2 does not bind this cap
[33], but rather, preferentially binds the methylated cap4 [34]. This
difference, plus the existence of insertions in the Leishmania EIF4E2
which are missing from its T. brucei or T. cruzi orthologues, or even
the human and yeast sequences, imply a divergence in function
unique to the Leishmania protein.

In L. major, both EIF4E1 and 4 bind the cap4 structure, physically
interact with EIF4G3 and all co-migrate with polysomes in sucrose
gradients, strongly implicating these proteins in translation [34,43].
Leishmania EIF4G3 also binds efficiently to the elF4A homologue
involved in translation [33,35] and T. brucei EIF4G3 acts in protein
synthesis, since its depletion rapidly blocks translation (D. Moura,
unpublished data), Both ThEIF4E1 and 4 are required for growth
of the bloodstream cells although the lack of a phenotype after
knockdown in procyclics does not rule out a minor requirement
for them in levels below the threshold produced after RNAi (con-
sidering the efficiency of the RNAi procedure, any requirements are
nevertheless well below their original intracellular levels). Here we
have confirmed, by both in vitro and in vivo approaches, the inter-
action between the EIFAG3 and EIF4E4 in T. brucei which clearly
implicates the latter in protein synthesis, However, contrary to a
previously reported interaction [43], neither in vitro (with L. major
and T. brucei) nor in vivo (T. brucei) assays detected any interac-
tion between EIF4G3 and EIF4E1 (this work and unpublished data).
This discrepancy remains unresolved but it is nevertheless possi-
ble that in Fig. 8D minor amounts of ThEIFAG3 co-precipitated with
HA-tagged TBEIF4E1 but was not detected through the Western-
blotting procedure.

The similarities observed between TbEIFAE3 and 4 at the
sequence level, their similar subcellular localization, abundance
and their ability to bind to elF4G partners are consistent with both
performing related roles as part of distinct elFAF complexes. So
far, the existence of multiple elF4F complexes, with distinct e[F4E

and elF4G subunits and within the same organism, has only been
reported from plants where they were named elF4F and elF(iso)4F
[46]. These two complexes can co-exist and differ in their ability to
translate different classes of mRNAs [47,48], raising the possibility
that something similar may be happening with the trypanosomatid
proteins, A potential role for phosphorylation in regulating their
activity is also possible since ThEIF4E3 has been identified as a
phosphoprotein [49] and ThEIFAE4 migrates in gels with a pattern
indicative of post-translational modifications. Indeed the phospho-
rylated residues in TDEIF4E3 are located next to one of the two blocs
of conserved residues unique to the N-terminus of both EIF4E3 and
4 sequences (see Fig. 1).

EIF4E3, the most abundant Trypanosoma and Leishmania elF4E,
is the only confirmed essential homologue in procyclic and blood-
stream T. brucei, Nevertheless, when compared with EIF4E4 in L.
major, it binds much less efficiently to the trypanosomatid cap4
[34]. Moreover, L. major EIF4E3 does not seem to associate with
polysomes [34], although this does not necessarily exclude a role
in translation since the majority of mammalian eIF4E is not bound
to ribosomes either [50]. To date, elF4F-like complexes participate
only in translation, so it seems plausible to suggest then that both
EIF4E3 and 4 participate in protein synthesis; however their dis-
tinct cap binding affinities may indicate distinct modes of mRNA
recognition leading to binding to different target mRNAs. It is pos-
sible that EIFAE3 may only bind to mRNAs in the context of an
elF4F complex or when associated with some other RNA binding
protein. In metazoans the elF4E-2 homologue (4EHP), involved in
the selective translation repression of target messages, is recruited
to selected mRNAs by binding proteins associated with their 3’
UTRs [28,29,51]. This protein binds very weakly to the cap [52],
so it cannot compete with elF4E-1 in the absence of its co-factors.
It is plausible to suggest then that, despite its abundance, for the
parasite EIF4E3 to bind to the message RNAs it needs some other
protein partner which can mediate selectivity in mRNA binding
with a direct consequence on translation.
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9.3Manuscrito em elaboracgéo

Pereira MC, Malvezzi AM, Nascimento LM, da Costa Lima TD, Gouveia VA,
Freire ER, Reis CRS and de Melo Neto OP. Subunits of two distinct
Trypanosomatid EIF4F complexes are subjected to diferential phosphorylation

during growth in culture

Abstract

The heterotrimeric translation initiation complex elF4F perform critical functions in
the early stages of eukaryotic protein synthesis acting through interactions
mediated by its three subunits (elF4E, the cap binding protein; elF4G, the
scaffolding subunit; and elF4A, an RNA helicase), other initiation factors and the
poly-A binding protein (PABP). In pathogenic trypanosomatids multiple and
conserved elF4E, elF4G and PABP homologues have been identified and two
elF4F complexes were confirmed (EIFAE4/EIFAG3/EIF4AI and
EIF4E3/EIFAG4/EIF4AI), the first one capable of interacting with the PABP1
homologue. Here we have analyzed the expression pattern of these two
complexes during growth of Leishmania amazonensis and Trypanosoma brucei. In
both organisms the two sets of elF4E and elF4G homologues are constitutively
expressed and represented by phosphorylated isoforms, with the elF4E subunits
being differentially phosphorylated during different stages of the L. amazonensis
culture. Whilst phosphorylated EIF4ES is typical of stationary cells, phosphorylated
EIFAE4 is associated with lag and exponential growth phases, a behavior also
observed for PABP1. No clear phosphorylation was observed for EIF4AIl or
Leishmania PABP2 and 3. Upon passaging to new cultures the changes in
phosphorylation pattern of EIF4E3 and 4 were seen to be fast (less than two
hours) but differentially affected by inhibitors of both mRNA synthesis/processing
and translation. In T. brucei, phosphorylation of EIF4E3, but not EIF4E4, differed
from its Leishmania orthologue, with a much more extensive phosphorylation
pattern. Through the overexpression of full-length and truncated HA-tagged

proteins in T. brucei, phosphorylation of EIF4E4, but not EIF4E3, was partially
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mapped to its N-terminal region. Our results indicate that phosphorylation is
associated with a further layer of complexity in translation initiation in

trypanosomatids and may differentially regulate the activity of elF4F subunits

during growth.
Keywords: elF4E, elF4G, phosphorylation
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