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Resumo 

Em eucariotos, a proteína de ligação à cauda poli-A (PABP) se liga 

especificamente a seqüência de poli-adenosinas na extremidade 3’ dos mRNAs, 

atuando em múltiplas funções associadas ao metabolismo destes, incluindo 

biogênese, processamento, transporte núcleo-citoplasmático e degradação. A 

PABP também participa na síntese proteíca, via interações diretas com fatores de 

tradução, como o fator de iniciação eIF4G, parceiro da proteína de ligação ao cap 

eIF4E. O objetivo desta Tese foi dar continuidade a caracterização de três 

homólogos da PABP identificados em Leishmania sp. (PABPs1, 2 e 3), 

protozoários patogênicos de características biológicas diferenciadas. Em estudos 

prévios estas proteínas se mostraram abundantes e de expressão simultânea e a 

PABP1 se mostrou representada por isoformas associadas a sua fosforilação. 

Neste trabalho, foi observado que as três proteínas possuem localização 

citoplasmática, porém sob condições de inibição da transcrição, mas não de 

tradução ou processamento de mRNAs, as PABPs 2 e 3 migram para o núcleo. 

Esse comportamento está de acordo com ensaios de interação proteína-proteina, 

onde foi observada uma associação direta entre as PABPs 2 e 3, independente de 

RNA. A expressão de isoformas fosforiladas da PABP1 foi então analisada e 

observou-se que esta era afetada pela inibição dos processos de síntese de 

mRNAs. Investigando sua participação no processo de tradução, foram 

confirmadas interações específicas entre a PABP1 e um homólogo de eIF4G in 

vivo e interações inéditas entre esta e homólogos de eIF4E. As três proteínas se 

mostraram capazes de se associar com os polissomas de células em fase de 

crescimento exponencial, mas não de fase estacionária. Ao longo do trabalho 

foram mapeados motivos envolvidos com as interações observadas identificando 

características novas não descritas. Por fim, ensaios de co-imunoprecipitação 

seguido de análise protéica por espectrometria de massa e de RNAs por RT-PCR 

confirmaram a presença de parceiros protéicos diferenciados para cada homólogo 

e mRNAs alvo para as PABPs 2 e 3 cuja tradução está associada a fase S do ciclo 

celular. Nossos resultados mostram que estas proteínas apresentam funções 

divergentes e reforça um papel mais geral da PABP1 na tradução.                                                          

Palavras–chave: Iniciação da tradução; Proteína de ligação a cauda poli-A; 

Tripanossomatídeos
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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 eIF4G, partner of the cap binding protein eIF4E. 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 mRNAs 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 eIF4G in vivo and a novel interaction between PABP 1 and the 

homologues of eIF4E. 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 PABP1 in translation. 

 

Keywords: Translation initiation; poly-A binding protein; trypanosomatids 
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1. Introdução 

 

A família Tripanosomatidae é formada por um grupo de eucariotos, 

protozoários flagelados da ordem Kinetoplastidea, que tem como principais 

gêneros o Trypanosoma e a Leishmania. Esses gêneros são de grande 

importância médica e veterinária por provocarem várias enfermidades de impacto 

mundial tais como a doença de Chagas e as diversas formas de Leishmaniose.  

Os tripanosomatídeos apresentam características bioquímicas, celulares e 

moleculares específicas que os diferenciam dos demais eucariotos. Algumas das 

características são a grande conservação e sintenia entre seus genes nas 

diferentes espécies, o editoramento de RNAs mitocondriais e a transcrição 

policistronica, onde os genes são transcritos como um único e longo mRNA 

precursor e seu processamento é realizado pelo mecanismo de trans splicing 

onde o pré-mRNA é dividido em múltiplos mRNAs maduros representando 

seqüências codificadoras individuais. A transcrição policistrônica e o escasso 

número de promotores nestes parasitas impede uma regulação individual da 

síntese de mRNAs, como ocorre em outros eucariotos. Desta forma, acredita-se 

que boa parte dos mecanismos de regulação da sua expressão gênica ocorram 

em nível pós-transcricional, como durante a tradução dos mRNAs em proteínas.  

Dentre as proteínas envolvidas na regulação gênica de procariotos e 

eucariotos a proteína de ligação a cauda poli-A (PABP) é uma proteína 

extremamente conservada e essencial para a viabilidade uma vez que participa 

de vários processos associados ao metabolismo dos mRNAs. Como seu nome 

diz, esta proteína se liga a cauda poli-A presente na extremidade 3’ da grande 
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maioria dos mRNAs eucarióticos e media boa parte das funções associadas a 

esta estrutura. Entre essas podemos citar: processamento dos mRNAs 

precursores no núcleo; transporte núcleo-citoplasmático; controle da meia-vida e 

degradação dos mRNAs no citoplasma; recrutamento dos mRNAs pela 

maquinaria de síntese protéica e sua tradução propriamente dita. 

A PABP é bem estudada em diversos organismos como mamíferos, 

plantas e leveduras, mas pouco ainda se sabe sobre essas proteínas em 

tripanossomatídeos. Diferentemente de outros organimos em Leishmania major 

foram identificados três homólogos da PABP (denominados PABP1, 2 e 3), dos 

quais dois são conservados nos diferentes tripanossomatídeos e um terceiro que 

só se apresenta nas espécies de Leishmania. Alguns destes homólogos de PABP 

já foram individualmente estudados na própria L. major, em T. cruzi e em T. 

brucei, porém nunca de forma comparativa ou visando analisar seu papel na 

síntese protéica.  

Diante do exposto essa proteína deve apresentar-se como uma proteína 

importante nos processo de regulação da expressão. Desta forma, esta Tese teve 

como objetivo principal determinar qual(is) dos homólogos de PABP de 

Leishmania e outros tripanosomatídeos participa(m) diretamente na iniciação da 

tradução e que particularidades na sua atividade podem ser observadas em 

relação ao que já se sabe em outros eucariotos. Bem como identificar novas 

funções associadas a estes homólogos. Também se pretende definir em que 

outros processos associados com o metabolismo dos mRNAs estas proteínas 

atuam e como os diferentes homólogos se distinguem funcionalmente. 

Este trabalho mostrou que todos os homólogos de PABP possuem 

localização citoplasmática, porém sob condição de inibição da transcrição as 
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PABP2 e 3 migram para o núcleo. Ensaios de interação in vivo mostraram que as 

PABP2 e 3 são capazes de interagir entre si e que a interação é independente de 

RNA. Quanto a ligação aos fatores de iniciação da tradução EIIF4G3, EIF4E3 e 

EIF4E4 foi observado que dentre os homólogos de PABP apenas PABP1 parece 

se ligar. No mais a análise do perfil polissomal mostrou que todas as PABPs 

devem estar envolvidas na tradução, porém de RNAs alvos distintos. 

Mediante ao exposto nossos resultados mostram que estes homólogos 

devem apresentar funções divergentes dentro da célula, alguns deles únicos nos 

tripanossomatídeos, e reinforça um papel mais ativo da PABP1 na tradução uma 

vez de sua ligação ao homólogo do eIF4G. 
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2. Revisão da Literatura 

 

2.1 Tripanosomatídeos 

 

Os tripanossomatídeos são protozoários flagelados que compreendem 

parasitas de vários grupos de vertebrados, invertebrados e até mesmo plantas 

(Simpson et al., 2006). Pertencem a ordem Kinetoplastida a qual é representada 

por 9 gêneros distintos (Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas, Wallaceina, 

Leptomonas, Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum e Phytomonas), 

classificados de acordo com suas características morfológicas bem como sua 

interação com os hospedeiros. Este grupo de protozoários se distinguem por 

possuírem uma região rica em DNA presente em sua mitocôndria única 

denominada cinetoplasto. Entre outras peculiaridades ao nível de sua biologia 

destacam-se: o complexo de edição dos mRNAs mitocondriais; o processamento 

em trans de todos os transcritos de mRNAs citoplasmáticos (trans-splicing); a 

disposição e transcrição de genes em grandes unidades policistrônicas; 

modificações de nucleotídeos; compartimentalização da glicólise; e a capacidade 

de evasão do sistema imune através de variações na antigenicidade de sua 

superfície (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 gêneros de tripanossomatídeos destacam-se os Leishmania e 

Trypanosoma por apresentarem importância médica e veterinária de impacto 

mundial causando doenças tais como as várias formas de Leishmaniose 

(Leishmania sp.), a Doença de Chagas (Trypanosoma cruzi) e a Doença do Sono 
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(Trypanosoma brucei). Estes protozoários possuem uma organização genômica, 

estruturas celulares, e processos biológicos semelhantes, porém apresentam 

diferenças morfológicas significantes em seu ciclo de vida, visto que habitam 

nichos biológicos diferentes e são transmitidos por diferentes insetos vetores 

(Stuart et al., 2008). 

 

2.1.1 Gênero Leishmania e as leishmanioses 

 

O gênero Leishmania é representado por mais de 20 espécies 

responsáveis pelo grupo de doenças denominadas de leishmanioses. A 

transmissão é feita por cerca de 30 espécies de flebotomíneos, insetos dípteros 

pertencentes aos gêneros Phlebotomus e Lutzomya, sendo os parasitas capazes 

de se multiplicar em vários hospedeiros mamíferos (Figura 1). As espécies de 

Leishmania apresentam então um ciclo de vida digenético com duas formas 

vegetativas diferentes: a forma extracelular móvel, promastigota, que é 

encontrada no vetor invertebrado e a forma obrigatoriamente intracelular, 

amastigota, capaz de se multiplicar em vários hospedeiros vertebrados, 

infectando células da linhagem fagocítica. A forma promastigota é dividida em 

várias formas de desenvolvimento conhecidas como promastigotas procíclica, 

nectomona, leptomona, haptomona, paramastigota e metacíclica. Na sua forma 

metacíclica o parasita tem sido descrito como pequeno, com um flagelo 

relativamente grande, aparecendo em maior número em cultura na fase 

estacionária. Esta forma caracteriza a fase infectante da Leishmania, embora as 

formas promastigota procíclica e amastigota também sejam capazes de infectar o 
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hospedeiro (Teixeira et al., 2002). A forma procíclica é considerada uma célula 

ovóide, bastante móvel e que possui atividade replicativa. As formas 

promastigotas possuem uma variabilidade muito grande nas suas dimensões, 

variando entre 10-20 μm de diâmetro. Já a forma amastigota intracelular é 

arredondada, apresenta um flagelo pequeno, o qual não emerge da bolsa flagelar, 

e possui aproximadamente de 3-7 μm de diâmetro (Awasthi et al., 2004) (Figura 

2). 

 

 Figura 1. Vetores invertebrados da leishmaniose. Em (A) o inseto do gênero Phlebotomus 

transmissor da doença no Velho Mundo e em (B) o gênero Lutzomya, transmissor da doença no 

Novo Mundo. Fonte: http://www.who.int/Leishmaniasis/disease_epidemiology/en/index.html 
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Figura 2. Formas evolutivas do gênero Leishmania. Nos painéis superiores se encontra a forma 

promastigota encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, onde o painel da esquerda 

é a forma procíclica e o painel da direita a forma metacíclica. 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 

cutânea, caracterizada por lesões na pele de cura espontânea ou que podem se 

tornar crônicas; leishmaniose mucocutânea, caracterizada por lesões ulcerativas 

e destruição da mucosa; leishmaniose cutânea difusa, caracterizada por lesões 

nodulares as quais não são ulcerativas nem se disseminam. Já a forma visceral é 

crônica e progressiva e afeta vários órgãos que incluem o baço, fígado, medula 

óssea e linfonodos. 

As leishmanioses são encontradas em 88 países, com 12 milhões de 

pessoas sendo acometidas nas suas diferentes formas. A cada ano surgem 2 

milhões de casos novos com 350 milhões de pessoas vivendo em áreas de risco. 
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Esta doença se encontra largamente distribuída nos trópicos e subtrópicos se 

estendendo desde a América Central e do Sul até os países mediterrâneos, 

África, Ásia central, Índia e China. Segundo dados da OMS, 90% das infecções 

de leishmaniose tegumentar se desenvolvem no Afeganistão, Paquistão, Síria, 

Arábia Saudita, Algéria, Irã, Brasil e Peru; 90% das infecções de leishmaniose 

visceral ocorrem na Índia, Bangladesh, Nepal, Sudão e Brasil. 

 

2.1.2 Ciclo biológico 

 

As espécies de Leishmania possuem um complexo ciclo de vida o qual 

envolve diferentes formas de desenvolvimento como resultado das diferentes 

condições ambientais as quais são submetidas dentro de seus dois hospedeiros. 

Seu ciclo biológico tem início quando os flebotomíneos infectados picam e 

inoculam as formas promastigotas metacíclicas na pele do hospedeiro vertebrado. 

No local da inoculação estas são rapidamente fagocitadas pelos macrófagos 

tissulares, denominados fagossomos. Para que isso ocorra as formas 

promastigotas fazem uso de mecanismos que as permitem resistir à ação de 

elementos presentes no sangue, principalmente o sistema do complemento, e 

estimulam sua adesão aos macrófagos e sua endocitose por essas células. 

Moléculas de superfície das promastigotas, como a GP63 (glicoproteína de 63 

kDa) e LPG (complexo glicofosfoglicano) são consideradas importantes nestes 

processos (Lodge and Descoteaux, 2005;Roberts et al., 2000;Kulkarni et al., 

2006;Santos et al., 2006). Após a interiorização, o macrófago promove a fusão 

dos lisossomos com o fagossomo formando o fagolisossmo (Amer and Swanson, 
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2002;Cunningham, 2002;Sacks and Kamhawi, 2001).  Para sua adaptação às 

condições do novo ambiente, o parasita sofre a transformação para a forma 

amastigota. Esta forma também é acidófila, bem adaptada ao baixo pH destes 

compartimentos. O estágio de vida amastigota dentro do mamífero pode persistir 

por vários meses ou anos, resultando na doença, entretanto o parasita pode ficar 

latente por décadas ou até pela vida inteira do hospedeiro mamífero (Aebischer, 

1994). As formas amastigotas se multiplicam intensamente por divisão binária até 

que provocam o rompimento do macrófago, caindo no espaço intercelular, vindo a 

serem fagocitadas por novos macrófagos e células do Sistema Fagocítico 

Mononuclear (Figura 3) 

Durante o repasto sanguíneo sobre o hospedeiro vertebrado o vetor 

flebótomo não contaminado ingere as formas amastigotas de Leishmania. Dentro 

do tubo digestivo do inseto, no intestino médio, estas células, protegidas pela 

matriz peritrófica, irão permanecer por um período de quatro horas até três dias. 

Em seguida, a matriz peritrófica se degenera e as células de Leishmania, já 

diferenciadas em promastigotas procíclicas, migram para o segmento anterior do 

tubo digestivo onde sofrem mais divisões e diferenciação, tornando-se 

promastigotas metacíclicas infectantes. Os parasitos então migram para a região 

do esôfago, faringe e válvula 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 transmissão do parasita do 

hospedeiro invertebrado para o vertebrado e suas respectivas formas morfológicas. Fonte: Figura 

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

 

2.2 Organização celular e genômica dos tripanossomatídeos 

 

2.2.1 Organização celular dos tripanossomatídeos. 

 

A forma celular dos tripanossomatídeos é definida por uma gaiola de 

microtúbulos subpeliculares organizadas em arranjo de hélices ao longo do eixo 

longitudinal da célula (Gull, 1999;Price et al., 2003) . Um único flagelo reside 

anexado ao corpo celular através da zona de junção do flagelo ou FAZ (do inglês 

Flagellum Attachment Zone) localizado no bolso flagelar (do inglês Flagelar 

http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Leishmaniasis.htm
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Pocket). Junto à zona de junção do flagelo está localizado o corpo basal 

(importante para a divisão celular) e próximo a ele reside o cinetoplasto, 

localizado dentro de uma grande mitocôndria que percorre quase todo corpo 

celular (McKean, 2003). Os tripanossomatídeos possuem organelas 

especializadas para metabolização da glicose, os glicossomos (revisado por 

Michels et al., 2000), e um núcleo localizado no centro da célula (Ogbadoyi et al., 

2000) (Figura 4). Também estão presentes no citoplasma o megassomo 

(compartimento da via endocítica), retículo endoplasmático liso e rugoso, e o 

complexo de Golgi. 

 

                  

 

Figura 4. Representação esquemática da forma típica dos tripanossomatídeos, destacando 

estruturas como núcleo, cinetoplasto, bolsa flagelar, corpo basal e pro-basal, flagelo, complexo de 

golgi, lisossomos, endossomos, mitocôndria, microtúbulos, glicossomos. Figura modificada de  

Lopes et al., 2010  
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2.2.2 Organização genômica dos tripanosomatídeos 

  

Os tripanossomatídeos divergiram muito cedo da linhagem evolutiva dos 

eucariotos, o que explica suas várias características únicas, como os já citados 

edição de mRNAs mitocondriais, a transcrição policistrônica e o trans-splicing. 

Mesmo tendo divergido entre si há cerca de 200-500 milhões de anos, os 

genomas dos protozoários T. brucei, T. cruzi e L. major, referidos como TriTryps, 

apresentam uma notável conservação na organização dos genes (sintenia) 

(Ghedin et al., 2004), assim como um grande número de genes em comum (El-

Sayed et al., 2005;Kissinger, 2006;Ginger, 2005). A publicação dos genomas dos 

TriTryps foi de extrema importância e relevância por impulsionar pesquisas que 

permitem a compreensão da biologia destes protozoários, além de facilitar o 

desenvolvimento de testes de diagnósticos 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 diferença 

de tamanho encontrada no genoma de T. cruzi devida ao grande número de 

sequências repetitivas (cerca de 50%), tais como retrotransposons, sequências 

teloméricas e famílias gênicas de proteínas de superfície (El-Sayed et al., 2005). 

O T. brucei possui seus genes distribuídos ao longo dos seus 11 

megacromossomos, e o T. cruzi e a L. major possuem os genes distribuídos em 

aproximadamente 28 e 36 pares de cromossomo menores, respectivamente. Foi 

possível observar que a maior parte dos rearranjos nos blocos sintênicos 

representa inversões e/ou translocações e em T. brucei parece ter havido um 

grande número de fusões cromossômicas o que explicaria seu menor número 
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cromossômico. Dos 36 pares de cromossomos de L. major, 20 parecem ser 

completamente sintênicos a regiões correspondentes nos megacromossomos de 

T. brucei (Figura 5). Apesar desta alta conservação sintênica entre L. major e as 

espécies de Trypanossoma, a organização nas extremidades dos cromossomos 

(telômeros) é distinta contendo sequências pequenas e regiões subteloméricas 

conservadas margeando as sequências repetitivas que precedem os telômeros 

(Ivens et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representação 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 

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

 

Análises dos três genomas dos TriTryps revelaram a existência de 6158 

grupamentos gênicos ortólogos comuns aos três patógenos. Apesar do alto grau 

de conservação entre as três espécies, foram encontrados 910 genes específicos 

de L. major, 1392 genes específicos de T. brucei e 3736 genes exclusivos de T. 

cruzi. Quando comparadas as três 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 conservação genômica entre os diferentes 

tripanosomatídeos seja devido a algum tipo de pressão seletiva que deve 

restringir o rearranjo dos genes, tais como a incidência relativamente baixa de 

recombinação sexual, a organização policistrônica ou a replicação, porém a razão 

de tal fenômeno ainda não 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 regiões de troca de fita que separa grupos de 

genes direcionais, outra característica única dos genomas de tripanossomatídeos 

(Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diagrama mostrando os tamanhos dos genomas e a distribuição dos grupamentos de 

genes ortólogos entre três espécies de tripanossomatídeos: L. major, T. brucei e T. cruzi. Figura 

modificada de Kissinger, 2006. 

 

Com relação ao grau de identidade ao nível de sequência de aminoácidos 

entre as proteínas das três 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 relações filogenéticas (El-Sayed et al., 2005). 

Já quando comparados os 1617 domínios protéicos encontrados, revelou-se que 

poucos deles (cerca de 5%) são exclusivos de uma única espécie. No geral estes 

dados mostram que apesar da maioria dos genes estar presente em um mesmo 

contexto genômico, existem diferenças substanciais as quais devem refletir as 

adaptações espécie-específicas às distintas pressões de seleção e às diferentes 

estratégias de sobrevivência destes organismos (El-Sayed et al., 2005;Ivens et 

al., 2005). 

 

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

Leishmania 

 

Para o sequenciamento da L. major foi utilizada a cepa 

MHOM/IL/81/Friedlin cujo genoma consistiu de 3,28 x 107 pares de base, 

organizados em cromossomos que se caracterizam pela presença de regiões 

repetitivas nos telômeros, contrastando com o T. brucei e T. cruzi. Apesar de o 

genoma ser parcialmente aneuplóide e possuir três grandes diferenças alélicas, é 

encontrado um pequeno número de polimorfismo de sequências (<0,1%), 

novamente contrastando com o que foi observado para os genomas de T. brucei 

e T. cruzi  (Ivens et al., 2005). A análise das sequências de L. major mostrou que 

os genes exclusivos de Leishmania se encontram distribuídos randomicamente no 

genoma do parasita, ao invés de concentrados em regiões subteloméricas ou em 
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pontos adjacentes as regiões de troca de fita e pontos de quebra de sintenia, 

como observado para os outros tripanosomatídeos. Estes genes devem ser 

responsáveis por diferenças metabólicas entre as espécies de Leishmania e 

Trypanosoma, porém a maioria (68%) ainda não possui função 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 possível fazer uma comparação 

entre os três genomas dentro do mesmo gênero. 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 à fusão entre os cromossomos 20 e 34 (Smith et al., 2007). 

Estima-se que a divergência entre as espécies de Leishmania tenha ocorrido há 

cerca de 20-100 milhões de anos e, apesar da grande distância evolutiva, o grau 

de conservação gênica é superior a 99%. A conservação ao nível de sequências 

codificadoras de proteínas também é alta e, dos aproximadamente 8.300 genes 

em comum, apenas cerca de 200 são diferencialmente distribuídos nas três 

espécies, tendo a L. braziliensis 47 genes ausentes nas outras espécies, 

enquanto que L. infantum tem 27 genes específicos e L. major apenas 5. Destes 

aproximadamente 200 genes, apenas 34% apresentam funções que podem ser 

anotadas com base na procura de similaridade de sequências ou domínios 

protéicos com os de organismos já anotados (Peacock et al., 2007;Rochette et al., 

2008;Smith et al., 2007)  (Figura 7). 
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Figura 7. Diagrama mostrando genes espécies específicos encontrados nas três espécies de 

Leishmania: L. major, L. infantum e L. braziliensis. Pode-se observar que 8187 genes são comuns 

às três espécies. Figura modificada de Smith et al., 2007.  

 

2.3 Organização gênica, transcrição e formação dos mRNAs nos 

tripanossomatídeos 

 

Em Leishmania, como em outros tripanossomatídeos, foi observado uma 

combinação não usual de mecanismos de expressão gênica, onde a síntese e 

maturação 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 sequências codificadoras de proteínas se 

encontram reunidas em grupos contíguos que seguem a mesma orientação 

dentro de uma mesma fita de DNA (Myler et al., 1999). Esse arranjo de genes nos 

tripanossomatídeos se assemelha em alguns pontos aos conhecidos operons 

bacterianos, devido a terem seus genes transcritos em unidades policistrônicas, 

onde uma única região promotora é utilizada na transcrição de múltiplos genes. 
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Assim como em procariotos, os genes dos tripanossomatídeos em sua grande 

maioria não possuem íntrons, com apenas quatro exceções identificadas (Ivens et 

al., 2005). A maioria dos genes que codificam proteínas é transcrito como 

unidades policistrônicas, e os mRNAs maduros são gerados a partir do transcrito 

policistrônico primário através do mecanismo de trans-splicing ou processamento 

em trans (Ullu and Tschudi, 1993;Matthews et al., 1994), o qual será discutido a 

seguir. Porém, diferentemente do que ocorre nos operons bacterianos e nos 

nemátodas as unidades policistrônicas dos tripanossomatídeos não codificam 

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

Nos tripanossomatídeos os grupos de genes contíguos são separados por 

sequências pequenas de 1-13 kb chamadas de regiões de trocas de fita (do inglês 

strand switches)  (Ivens et al., 2005;Martinez-Calvillo et al., 2004) as quais devem 

ser responsáveis por direcionar a transcrição. A maioria dos cromossomos 

contém pelo menos dois grupos de genes contíguos precedidos de regiões de 

troca de fita, enquanto um conjunto de genes esta sendo transcrito em direção ao 

telômeros (sentido divergente) numa das fitas do DNA o outro começa a ser 

transcrito na direção oposta (sentido convergente) na outra fita de DNA e a 

finalização da transcrição vai ocorrer ao final dos grupos, onde geralmente se co-

localizam os genes para tRNA, rRNA e ou snRNA (Ivens et al., 2005;Palenchar 

and Bellofatto, 2006) (Figura 8). 
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Figura 8. Transcrição poliscistrônica nos tripanossomatídeos. Blocos gênicos não relacionados 

estão agrupados em fitas distintas do DNA e são bidirecionalmente transcritos pela ação da RNA 

polimerase II (RNAPII), a partir de regiões de troca de fita. Figura modificada de Haile and 

Papadopoulou, 2007. 

 

2.3.1 RNA polimerase e promotores 

 

Assim como nos outros eucariotos, nos tripanossomatídeos são 

encontradas quatro classes diferentes de RNA polimerases: RNA pol I, RNA pol II 

e RNA pol III, com localização nuclear, além de uma RNA polimerase encontrada 

na mitocôndria. Cada uma das classes de polimerases possui várias subunidades 

e são responsáveis pela transcrição de diferentes tipos de RNAs. A RNA pol I 

está envolvida na transcrição dos rRNAs (18S, 5.8S, 28S) e de genes que 

codificam proteínas de superfície estágio específico, tais como as prociclinas e 

VSGs de T. brucei; a RNA pol II transcreve genes codificantes de proteínas,  

pequenos RNA nucleolares (snoRNA) e o RNA da spliced leader; enquanto que a 

RNA pol III é responsável pela transcrição dos tRNAs, do rRNA 5S e alguns 

pequenos RNAs nucleares (snRNA); já a RNA pol mitocondrial é responsável pela 
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transcrição dos mRNAs mitocondriais (Campbell et al., 2003;Palenchar and 

Bellofatto, 2006). 

Apesar de homólogos para todas as subunidades da RNA pol II eucariótica 

estarem presentes, o mesmo não foi observado para vários dos homólogos dos 

fatores basais de transcrição (Ivens et al., 2005;Martinez-Calvillo et al., 

2007;Martinez-Calvillo et al., 2010). Essa ausência leva a várias interpretações: 

formas divergentes desses fatores devem estar  presentes;  proteínas específicas  

nos tripanossomatídeos possuem papel equivalente aos fatores de transcrição 

eucarióticos e  por fim a  ausência de regulação transcricional elimina a 

necessidade desses fatores. 

Promotores para as RNA pol I e pol III já estão bem definidos (Laufer and 

Gunzl, 2001;Laufer et al., 1999). No entanto, com exceção de um promotor 

conhecido para a RNA pol II, associado à transcrição do mini-éxon (SL RNA) 

(Gilinger and Bellofatto, 2001), não foi possível identificar sequências promotoras 

consenso nas regiões flanqueadoras dos genes codificadores de proteínas. 

 

2.3.2 Processamento em trans (trans-splicing) dos mRNAs 

 

O mecanismo de trans-splicing foi identificado pela primeira vez em T. 

brucei em  mRNAs que codificam para as suas proteínas variáveis de superfície 

(VSG).  Nestes mRNAs foi observada a presença de uma sequência de 

aproximadamente 39 nucleotídeos em sua  extremidade 5’, a qual não se 

encontrava codificada nos respectivos genes (Boothroyd and Cross, 1982;Van der 

Ploeg et al., 1982). Estudos de expressão mostraram que esta sequência, 
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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 nucleotídeos, o qual ficou conhecido como SL RNA. Uma característica da 

sequência SL é a presença de uma estrutura cap modificada que diferentemente 

da estrutura cap  universalmente conservada (7-metil guanosina) em eucariotos 

possui os primeiros quatro nucleotídeos da sequência SL modificados por 

metilação. Este cap modificado não usual é conhecido como estrutura cap-4, e é 

a estrutura cap com maior número de modificações conhecidas entre as células 

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

O mecanismo de trans-splicing se dá através de duas reações de 

transesterificação, onde o sítio GU doador presente no RNA SL precursor fusiona-

se a uma região próxima ao sítio AG receptor do mRNA policistrônico, 

denominado ponto de ramificação, formando uma  estrutura em forma de Y, ao 

contrário do típico laço encontrado nas reações de processamento ou splicing 

convencional (cis-splicing). Esse sinal é reconhecido pelo complexo de 

processamento (spliceossomo) encontrado nestes protozoários, sendo as 

estruturas intermediárias removidas e a sequência SL fusionada a extremidade 5’ 

de cada mRNA. O sinal aceptor para o processamento no pré-mRNA 

propriamente é o dinucleotídeo AG quando localizado imediatamente após uma 

região rica em pirimidinas (Benz et al., 2005) (Figura 9). Cerca de 50 subunidades 

do complexo de processamento já foram descritas para os tripanossomatídeos 

(Ambrosio et al., 2004). 
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Figura 9. Representação esquemática do trans-splicing. A figura mostra o sitio 5’ aceptor de 

splicing (GU) no SL-RNA, o sítio 3’ aceptor (AG) e o ponto de ramificação (BP), seguido do trato 

polimirimídico (Py) nos pré-mRNAs. O pré-mRNA recebe então a sequência SL tornando o mRNA 

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

 

2.3.3 Poli-A e poliadenilação dos mRNAs  

 

A adição de uma cauda poli-A é necessária para se completar o 

processamento da grande maioria dos mRNAs eucarióticos. Diferentemente do 

que ocorre em outros eucariotos alguns trabalhos sugerem que o trans-splicing e 

a poliadenilação nos tripanosomatídeos são eventos dependentes que ocorrem 

concomitantemente e imediatamente após a transcrição, uma vez que a inibição 

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 

compreensão de cada um, entretanto, aqui os dois processos serão discutidos 

separadamente.  

O processamento da extremidade 3’ dos mRNAs nos tripanossomatideos 

não se encontra bem caracterizado, porem nos eucariotos em geral o mesmo 

ocorre em duas reações sucessivas: primeiro ocorre a clivagem endonucleolítica 

em sítios específicos na extremidade 3’ não traduzível (UTR – do inglês 

untranslated region), entre esses sítios podemos citar a sequência consenso de 

eucariotos AAUAAA (PAS – sinal de poliadenilação) (Zhao et al., 1999). Numa 

segunda etapa a enzima poli-A polimerase (PAP) inicia a formação da cauda poli-

A pela adição consecutiva de adeninas na extremidade 3’ OH do mRNA, auxiliada 

pela proteína de ligação a cauda poli-A (PABP) nuclear que se liga quando esta 

cauda tem cerca de 10 resíduos de adenosina, e aumenta a afinidade da PAP 

pelo RNA (Kerwitz et al., 2003). Ambas as reações são realizadas por um grande 

número de proteínas, as quais são conservadas desde leveduras a eucariotos. 

Dentre estas podemos citar os fatores de clivagem (Im, IIm), fatores estimulatório 

de clivagem (CstF) e o fator específico de clivagem e poliadenilação (CPSF) para 

a etapa de clivagem e a poli-A polimerase (PAP), a PABP e a FIP1 (proteína de 

ligação a PAP)  para a etapa de poliadenilação (Mandel et al., 2008). 

 Nos tripanossomatídeos não são encontradas sequências específicas 

como o sinal de poliadenilação AAUAAA. Ao invés disso, a poliadenilação ocorre 

a uma distância fixa (100-400nt) após o sinal de processamento (LeBowitz et al., 

1993;Matthews et al., 1994). Assim, o mesmo trato polipirimídico usado como 

sinal nas reações de trans-splicing, presente nas regiões intergênicas, parece 
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funcionar como sinal para a poliadenilação e possui papel fundamental no 

acoplamento desses processos, uma vez que mutações geradas nestes leva a 

sítios de poli-A aberrantes (Liang et al., 2003;Hug et al., 1994). Nesse contexto, a 

distância entre a região rica em pirimidinas e o sítio aceptor de consenso AG para 

o trans-splicing têm influência sobre a adição da cauda poli-A. 

 

2.4 Controle da expressão gênica nos tripanossomatídeos 

 

Atualmente acredita-se que os tripanossomatídeos tenham perdido a 

capacidade de regular a expressão dos genes codificantes de proteínas ao nível 

de transcrição, uma vez que possuem transcrição policistrônica, faltam 

promotores clássicos para a transcrição de mRNAs pela RNA pol II e o seu 

genoma codifica poucos fatores de transcrição (Campbell et al., 2003). Foi 

proposto assim que a RNA pol II transcreva os genes constitutivamente em pré-

mRNAs policistrônicos extensos, e só então se dê o controle da expressão 

gênica. O perfil global de expressão de proteínas durante o desenvolvimento e a 

mudança entre os hospedeiros demonstra que vários genes são regulados 

diferentemente: sendo 2 a 9% modulados a nível de RNA (principalmente pela 

estabilidade dos mRNAs) e 12 a 18% regulados a nível de proteína, seja durante 

a tradução ou após a mesma (revisto por (Haile and Papadopoulou, 2007). A falta 

de controle da transcrição revela a importância de processos pós-transcricionais 

na regulação da expressão gênica. Estes processos agiriam por meio das 

diferentes etapas da maturação dos mRNAs, como trans-splicing e a 
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poliadenilação, e também a nível de controle de sua estabilidade e/ou tradução 

em proteínas (Clayton and Shapira, 2007). 

 

2.4.1 Degradação de mRNAs e sua regulação 

 

Nos eucariotos em geral a degradação dos mRNA poliadenilados ocorre 

através de dois mecanismos distintos. O primeiro se inicia pela deadenilação dos 

mRNAs, no qual a enzima poli-A nuclease remove a cauda poli-A presente na sua 

extremidade 3’, seguida pela remoção do cap na extremidade 5’ pelo complexo de 

proteínas Dcp1 e Dcp2 e pela helicase Dhh1, e por fim a degradação do mRNA 

no sentido 5´- 3´ pela enzima Xrn1 (Tucker and Parker, 2000;Mitchell and 

Tollervey, 2001;Wilusz et al., 2001;Parker and Song, 2004). Diversas 

deadenilases já foram encontradas em diversos organismos, tais como a poli-A 

nuclease (PARN) em mamíferos, o complexo Pan2/Pan3 e o complexo 

Ccr4/Caf1/Not em leveduras. Um segundo mecanismo pode ocorrer em alguns 

tipos de mRNA que precisam ser rapidamente degradados e  requer a ação do 

exossomo, um complexo de 11 proteínas com diversas funções na degradação 

dos mRNAs (Buttner et al., 2006).  Neste caso os mRNAs alvos contêm 

elementos ricos em AU (AREs) em sua extremidade 3’ UTR. Várias proteínas 

regulatórias se ligam a estes elementos estabilizando ou desestabilizando o 

mRNA através da inibição ou não da deadenilação. Em seguida a deadenilação 

ocorre a degradação 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 tripanossomatídeos o modelo para degradação de mRNAs envolve 

também duas vias distintas (Clayton and Shapira, 2007). O primeiro mecanismo é 

rápido, independente de eventos de deadenilação e parece ocorrer em mRNAs 

estágio-específico instáveis, e sua regulação deve envolver mecanismos parasito-

específicos. Já o segundo mecanismo é constitutivo, dependente de deadenilação 

e atua com cinética inferior durante a degradação de mRNAs estáveis e 

provavelmente de uma subpopulação de mRNAs instáveis (Haile and 

Papadopoulou, 2007). 

Estudos utilizando extratos de tripanossomatídeos demonstraram atividade 

de deadenilação durante a degradação de RNAs in vivo. Foram identificados 

vários homólogos das enzimas utilizadas na degradação em leveduras e 

mamíferos. Entre eles foram encontrados três possíveis homólogos da PARN, um 

homólogo para a Pan2 e Pan3 e alguns componentes do complexo NOT. A Pan2 

e Pan3 e o complexo CAF/NOT são necessários para o crescimento normal 

destes parasitas, sendo o complexo CAF/NOT a principal deadenilase para a 

maioria dos mRNAs de tripanossomatídeos. Não foi identificado nenhum 

homólogo para as proteínas Dcp1 e Dcp2, porém a atividade de remoção do cap 

foi evidenciada em L. seymori (Milone et al., 2002). Em relação à enzima 

responsável pela degradação 3’-5’ Xrn1 foram encontrados quatro homólogos, 

dos quais apenas para o primeiro se confirmou um papel na degradação de 

mRNAs (Li et al., 2006). 
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2.5 Proteína de Ligação a cauda poli-A (PABP) 

 

Proteínas de ligação a cauda poli-A (PABPs), como seu nome diz, são as 

principais proteínas responsáveis pelo reconhecimento específico da cauda poli-A 

presente na extremidade 3’ dos mRNAs eucarióticos, mediando sua função 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 núcleo para o 

citoplasma (Wang and Grumet, 2004); regulação de estabilidade dos mRNAs 

(Caponigro and Parker, 1996;Coller et al., 1998;Wang and Grumet, 2004); 

iniciação e terminação da tradução (Jacobson and Peltz, 1996;Gallie, 1998;Otero 

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 citoplasmática (PABPC ou simplesmente PABP) e a PABP 

nuclear (PABPN) classificadas baseado na sua localização intracelular e em 

estudos de filogenia. Estes dois grupos diferem em sua estrutura e funções, 

sendo a PABPC com função geralmente na tradução e regulação de estabilidade 

dos mRNA e a PABPN com estrutura divergente do primeiro grupo, com função 

na poliadenilação e na maturação de pré-mRNAs  (Bienroth et al., 1993;Wahle, 

1995a;Wahle, 1995b). Vários genes que codificam para as PABPs citoplasmáticas 

já foram encontrados em diversos organismos. Em metazoários 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 

protótipo do grupo; a PABP embrionária (ePABP) (Voeltz et al., 2001;Seli et al., 
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2005), encontrada em  oócitos e embriões;  a  ePABP2 descrita em Xenopus e 

ratos (Cosson et al., 2004;Good et al., 2004); a PABP  induzível (iPABP ou 

PABPC4), descrita em células T de humanos (Yang et al., 1995); uma PABP 

específica de testículo (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 PABP1 e a PABPC4 são 

abundantemente expressas, enquanto os outros membros da família parecem ter 

expressão restrita a tecidos específicos  (Brook et al., 2009). 

Já o segundo grupo tem como protótipo a PABII, descrita pela primeira vez 

em mamíferos  e hoje denominada PABPN1 (Kuhn and Wahle, 2004;Wahle, 

1991). Esta é codificada por um único gene o qual já foi identificado em diversos 

organismos, dentre eles Drosophila e leveduras de fissão (Pab2) e foi 

demonstrado que possui papel importante na poliadenilação dos mRNAs (Kuhn 

and Wahle, 2004)  

 

2.5.1 Estrutura das PABPs citoplasmáticas 

 

A estrutura da PABP citoplasmática canônica pode ser dividida em: uma 

porção N-terminal, constituída de quatro domínios de ligação ao RNA altamente 

conservados (RRMs de RNA recognition motifs); e uma extremidade C-terminal 

variável contendo um domínio de interação proteína-proteína também conservado 

(PABC) (Kuhn and Wahle, 2004) (Figura 10). Os RRMs presentes na região N-

terminal diferem em suas especificidades de ligação ao RNA e à proteínas, sendo 
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os dois primeiros RRMs responsáveis pela ligação específica 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 responsável pela ligação ao fator de 

iniciação da tradução eIF4G (Imataka et al., 1998;Otero et al., 1999;Kessler and 

Sachs, 1998). Os outros dois RRM (3 e 4)  estão envolvidos na ligação a 

sequências não 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 aminoácidos da PABP humana, 

correspondente aos RRMs 1 e 2, ligado a um RNA poliadenilado (A11) mostrou o 

que o RRM consiste um domínio globular composto de quatro fitas betas 

antiparalelas e duas duplas hélices. As duas fitas centrais de cada RRM possuem 

dois motivos altamente conservados, o domínio RNP1 octamérico e o RNP2 

hexamérico (Kuhn and Wahle, 2004;Mangus et al., 2003). Foi observado que o 

RNA poliadenilado adota uma conformação permanente estendida devido ao 

arranjo antiparalelo  do RNA e da proteína e se liga na região 3’ do RRM1 e na 5’ 

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

 

   

 

 

Figura 10. Esquema geral de uma típica PABP. Em destaque a região N-terminal que possui 

quatro domínios de ligação ao mRNA (RRMs), a extremidade C-terminal que possui o domínio 

denominado PABC e entre esses domínios um domínio central rico em prolina. 

N-Terminal C-Terminal

RRM PABC

1 2 3 4
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Figura 11. Estruturas dos domínios presentes na PABP citoplasmática.  (A) Estrutura 

tridimensional dos RRM1 e 2 quando associados a cauda poli-A. (B) Estrutura tridimensional 

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

2003. 

 

Evidências experimentais sugerem que a extremidade C-terminal da PABP 

participa na estabilização dos mRNAs (Coller et al., 1998), na iniciação e 

terminação da tradução (Wang and Grumet, 2004), bem como na exportação dos 

mRNAs contendo cauda poli-A recém sintetizados (Afonina et al., 1998). Esta 

extremidade é composta de uma região de conexão pouco conservada, rica em 

prolina e de uma região carboxi-terminal altamente conservada (PABC ou 
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recentemente denominada MLLE). A primeira está associada ao processo de 

multimerização onde moléculas de PABP se associam umas às outras presas à 

cauda poli-A dos mRNAs (Melo et al., 2003;Kuhn and Pieler, 1996) e a segunda 

foi descrita como região de interação com proteínas regulatórias e fatores de 

tradução que contem o domínio PAM2  (de motivo 2 de interação a PABP do 

inglês PABP-interacting motif 2) (Roy et al., 2002;Kozlov and Gehring, 2010) tais 

como o fator de terminação da tradução eRF3 e as proteínas regulatórias Paip1 e 

Paip2 (Kozlov et al., 2001;Melo et al., 2003;Kozlov and Gehring, 2010). Foi 

demonstrado que o domínio PABC não participa na interação entre moléculas de 

PABP, porém mostrou-se indispensável para a viabilidade celular em leveduras 

(Melo et al., 2003;Coller et al., 1998) .Até o momento foram determinadas as 

estruturas do domínio 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  

ressonância magnética nuclear e cristalografia de raios-X de um segmento 

conservado de 75 aminoácidos. A análise mostrou que esta região consiste de 

quatro ou cinco alfa-hélices  e que se liga especificamente através de uma região 

hidrofóbica a um motivo de aproximadamente 12 aminoácidos, encontrados em 

todos seus parceiros ligantes. Observou-se nesse domínio, em um grande 

número de organismos diferentes, um alto grau de conservação de sequência nas 

hélices 2, 3 e 5, que correspondem aos sítios de ligação dos peptídeos 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 citoplasmáticas, estas possuem um região 

amino-terminal seguida de um único RRM e uma região carboxi-terminal rica em 

arginina, sendo as duas últimas necessárias 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 domínio Arg-Gly-Gly 

(RGG) para ligação. Esta proteína também contem um motivo do tipo dedos de 

zinco (zinc-finger), semelhante ao encontrado nas subunidades da RNA 

polimerase, e um região rica em glutamina que contém uma região com números 

variáveis do segmento Gln-Gln-Gln-Pro (QQQP)(Mangus et al., 2003).  

 

2.5.3 Modificações pós-traducionais da PABP  

 

Até o momento, várias isoformas de PABP já foram descritas em levedura, 

ouriço, trigo e plantas (Drawbridge et al., 1990;Le et al., 1997;Le et al., 2000) e foi 

postulado que estas modificações sejam devidas a fosforilação. Em plantas o 

estado fosforilativo da PABP não só influencia a ligação cooperativa com a poli-A 

como também determina a interação especifica com aqueles fatores já 

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 interação funcional entre o cap e a cauda de poli-A. Em células 

HeLa, análises bidimensionais utilizando um inibidor da quinase MKK2 (U0126), 
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fez com que a PABP migrasse como uma proteína mais básica, e apareceu como 

um único spot no gel, sugerindo que a regulação da fosforilação da mesma seja 

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

Além da fosforilaçao outros tipos de modificação pós-traducionais podem 

ocorrer na PABP. Em humanos foram encontradas 14 tipos diferentes de 

modificaçãoes incluindo metilações em resíduos de lisina, glutamato, aspartato e 

acetilações em lisinas. Foi observado que o estado dessas modificações na PABP 

é regulado durante o ciclo celular via modulação das acetilações em lisina. Foi 

também observado que dois resíduos de lisina são diferencialmente metilados ou 

acetilados modulando algumas interações entre a PABP e outras proteínas, este 

sendo o primeiro exemplo de regulação envolvendo a modificação do tipo 

metilação/acetilação em um mesmo aminoácido (Brook et al., 2012). Outro tipo de 

modificação que  interfere com a capacidade de ligação da PABP a outras 

proteínas é a metilação em resíduos de arginina, que na PABP de humanos 

ocorre na região de ligação, região esta onde ocorre a interação entre moléculas 

de PABP (Melo et al., 2003). 

 

2.5.4 Regulação da tradução dos mRNAs da PABP 

 

Devido aos múltiplos papéis da PABP no metabolismo do mRNA, é 

importante que sua expressão seja muito bem regulada. O mRNA da PABP é 

expresso em diferentes níveis em vários tecidos e sua tradução pode ser regulada 

por dois mecanismos distintos conhecidos: autoregulação mediada pela própria 
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PABP e regulação mediada por um trato polipirimídico em sua extremidade 5’ 

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

Os mRNAs das PABPs possuem em sua região 5’ UTR dois potenciais 

elementos de regulação de ação cis. O primeiro é denominado elemento TOP, 

que contitui o trato polipirimidinico citado acima e o segundo é encontrado logo 

em seguida e compreende uma região 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). Vários 

mRNAs contendo o elemento 5’ TOP já foram observados, sendo os mesmos 

expressos dependendo da condição de crescimento da célula (revisado (Melo et 

al., 2003;Bag and Bhattacharjee, 2010) Vários estudos mostram que a tradução 

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 elongação (Bag and Bhattacharjee, 2010). 

 

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 autoregulatórios 

envolvendo a ARS presente na 5’UTR do mRNA PABP. Em humanos foi 

determinado que esse sítio possui cerca de 61 nucleotídeos, formado por 

conjuntos de 5 a 8 adeninas espaçadas com 3 a 6 resíduos de pirimidinas e que 

se encontra a 73 nucleotídeos do cap (Melo et al., 2003;Hornstein et al., 1999). 

Acredita-se que a PABP, quando em excesso em relação aos mRNAs 

poliadenilados, se liga então a esse trato de adeninas em seu mRNA reprimindo 

sua tradução e a própria síntese uma vez que não permite a passagem da 

subunidade ribossomal 40S. A repressão 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 exógeno o efeito é mimetizado mesmo na 

ausência de síntese de mRNA, enquanto que a super-expressão in vivo é capaz 

de reprimir os mRNAs da PABP endógenos (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 

tradução dos mRNAs quando a demanda celular é aumentada. Por outro lado o 

ARS monitora e controla os níveis celulares de PABP e suprime a tradução de 

mRNAs de PABP através de um mecanismo de “feedback”. Foi observado que o 

efeito estimulatório de TOP sob a tradução dos mRNAs é mantida mesmo quando 

o elemento ARS está presente. (revisado por (Bag and Bhattacharjee, 2010). 
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2.5.5 Principais funções associadas a PABP na síntese e processamento de 

mRNAs  

 

2.5.5.1 Função na poliadenilação do RNA 

 

Como descrito anteriormente a reação de poliadenilação é composta por 

duas etapas: a etapa de clivagem e a de adição da cauda poli-A. Para que ocorra 

a clivagem são necessárias varias proteínas em especial a CPFS (fator especifico 

de clivagem e poliadenilacao),  que se liga na região contendo o sinal de 

poliadenilação (AAUAAA) e recruta a PAP (poli-A polimerase) para dar inicio a 

adição, e em seguida  varias moleculas de PABPN vao se ligando a cauda 

nascente à medida que esta vai crescendo (Kuhn et al., 2009;Keller et al., 

1991;Bienroth et al., 1991;Millevoi and Vagner, 2010). A ligação da PABPN na 

cauda nascente produz três efeitos que auxiliam no processo. Primeiramente a 

PABPN não permite que o complexo CPFS se ligue a cauda poli-A restringindo 

essa proteína a sequência 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 função estimulatória da CPSF na elongação diminui 

com o aumento da distância entre estas duas proteínas. A PABPN provavelmente 

facilita essa interação promovendo o dobramento correto do RNA durante a 

elongação (Keller et al., 2000). Terceiro, a PABPN quando em contato com a poli-

A polimerase aumenta a estabilidade do complexo de poliadenilação. A poli-A 

polimerase é uma enzima de ação não-processiva, isto é, a cada adição de 

resíduos 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 estável que permite que a 

polimerase adicione a cauda poli-A em um único evento. Ao final da 

poliadenilação a estrutura do complexo PABPN/poli-A polimerase muda de tal 

forma que desfaz a interação entre CPFS/poli-A polimerase. Foi proposto que a 

PABPN só desfaz a ligação CPFS/poli-A polimerase quando a cauda poli-A está 

toda coberta por moléculas de PABPN, de forma que a PABPN regularia o 

número de resíduos de adenina adicionados (Kuhn et al., 2009) (Figura 13). 

 

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

se liga ao sinal de poliadenilação e recruta a poli-A polimerase. A primeira molécula de PABPN1 

se liga ao complexo quando a cauda possui cerca de 12 nucleotídeos, 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 

resíduos de adenina a molécula de PABPN1 não consegue permanecer ligada ao complexo e 

desta forma o contato entre a CPFS e poli-A polimerase se desfaz finalizando a elongação. 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 específicos 

de organismos pluricelulares, podem ocorrer eventos específicos de 

poliadenilação de mRNAs no citoplasma. Estes eventos dependem de sequências 

específicas nas regiões 3’UTR dos mRNAs alvos, as quais já foram definidos 

durante a maturação de oócitos (CEPs – elementos citoplasmáticos de 

poliadenilação; ou ACEs - elementos de controle de adenilação) e durante a 

embriogênese (CPE embriogênica). Apesar da PABP citoplasmatica se ligar a 

cauda poli-A dos mRNAs não se sabe ao certo como a poliadenilação 

citoplasmática promove a tradução. Em alguns casos deve ocorrer um incremento 

na tradução de mRNAs sujeitos inicialmente a um baixo nível de tradução ou 

alternativamente este processo ativa a tradução de mRNAs silenciosos. Acredita-

se que em ambos os casos o efeito na tradução dos mRNAs esteja associado ao 

status da PABP citoplasmatica na cauda poli-A. Uma proposta seria de que a 

ligação da PABP citoplasmatica a caudas poli-A pequenas e sua subseqüente 

poliadenilação deva ter papel no recrutamento de moléculas adicionais de PABP 

com estímulo na tradução dos mRNAs (revisado em Gorgoni and Gray, 2004). 

 

2.5.5.2 Função na exportação do RNA 

 

Na maioria dos eucariotos ocorre a contínua troca de proteínas e 

aminoácidos entre o núcleo e o citoplasma através do complexo do poro nuclear. 

Um grande número de proteínas está envolvido neste complexo incluindo as 

chamadas exportinas Xpo1/Crm1. Pouco se sabe sobre o modo como a PABP 

participa na exportação de mRNAs do núcleo para o citoplasma, mas em 
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leveduras foi observado que apesar da localização citoplasmática da pab1p a 

mesma esta dinamicamente mudando para o núcleo, fato corroborado pela 

observação de que a pab1p possui um sinal de localização nuclear em seu RRM4 

que a dirige para esse compartimento. Esse comportamento parece ser 

conservado na evolução uma vez que foi demonstrado para humanos e leveduras 

de fissão. A pab1p é capaz de interagir com nucleoporinas específicas, com as 

exportinas Xpo1/Crm1, sugerindo assim um envolvimento com a exportação de 

mRNAs  (Brune et al., 2005). 

 

2.5.6 Papel da PABP no controle da estabilidade dos mRNAs 

 

O papel das PABPs na regulação da degradação dos mRNAs não está tão 

bem esclarecido quanto seu papel na tradução. Nesta última a PABP auxilia na 

iniciação da síntese de proteínas através de suas diversas interações com a 

cauda poli-A e o complexo eIF4F de iniciação da tradução. Estas mesmas 

interações parecem ter o papel de proteger os mRNAs contra a ação de 

deadenilases, tais como a poli-A ribonuclease (PARN), e de enzimas envolvidas 

com a remoção do cap. Uma vez que o substrato para a deadenilação interage 

com a PABP, pode-se prever que esta proteína tenha papel na degradação 

destes mRNAs, embora não se saiba bem como. Foi observado que mutantes de 

pab1p em leveduras possuem cauda poli-A maiores sugerindo que além de 

proteger a cauda poli-A da degradação a PABP é necessária para seu 

encurtamento (Sachs and Davis, 1989). Observou-se também que a taxa de 

deadenilação é maior nestes mutantes mostrando que a PABP deve ter papel 
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estimulatório na deadenilação. Ensaios de purificação com a 3’ poli-A 

exonuclease (PAN) mostraram que  a pab1p precisa estar ligada a cauda poli-A 

para que a enzima exerça 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 mamífero (PARN) são inibidas na 

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

Além do papel na deadenilação alguns modelos foram propostos para a 

inibição da remoção do cap pela PABP. Um dos modelos seria através da ligação 

da PABP com o complexo de ligação ao cap via interação com o eIF4G, o que 

manteria o cap indisponível para ligação com as enzimas dcp1 e dcp2. Um 

segundo modelo propõe que a PABP afete a localização de transcritos dentro da 

célula uma vez que se liga a estes não permitindo sua inclusão nos corpos de 

processamento onde ocorre a degradação (Kuhn and Wahle, 2004). Em 

leveduras foi observado que a PABP tanto inibe quanto estimula a remoção do 

cap dos mRNAs uma vez que após a retirada da cauda poli-A, ela auxilia no 

rearranjo dos mRNPs facilitando a ligação do complexo ativador deste processo 

que contém proteínas como a Lsm1p-Lsm7p e Pat1p (Tharun and Parker, 

2001;Mangus et al., 2003). Esse rearranjo promove a ligação destes mRNPs com 

o complexo formado pelas proteínas Dcp1p-Dcp2p, criando um substrato para a 

degradação exonucleolítica 3’-5’/5’-3’ (Mangus et al., 2003;Sheth and Parker, 

2003). 
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2.5.7 Papel da PABP na síntese proteica 

 

A participação da PABP na síntese de proteínas foi testada usando mRNAs 

repórteres com e sem cap ou cauda poli-A, o que revelou que ambos atuam 

sinergicamente estimulando a tradução de mRNAs. Estes resultados indicaram 

que a PABP, mediando os efeitos da cauda poli-A, atuaria durante a iniciação da 

síntese protéica através da interação com os fatores associados ao cap. Vários 

estudos demonstraram que essas interações ocorrem mesmo na ausência de 

cauda poli-A, porém de forma menos eficiente, possivelmente recrutando os 

chamados fatores de iniciação eucarióticos (eIFs de eukaryotic Initiation Factors) 

paro o complexo de tradução ou através da estabilização deste complexo (Otero 

et al., 1999;Gray et al., 2000;Wang and Grumet, 2004;Peng and Schoenberg, 

2005) 

 

2.5.7.1 Iniciação da tradução nos eucariotos e complexo eIF4F 

 

Nos eucariotos, a síntese de proteínas, também conhecida por tradução, é 

mediada pelos ribossomos e por um grande número de macromoléculas 

auxiliares entre proteínas e outros RNAs e pode ser dividida em quatro etapas: 

iniciação, elongação, terminação e reciclagem de ribossomos (Sonenberg and 

Hinnebusch, 2009;Jackson et al., 2010). A iniciação é um importante ponto de 

regulação da tradução e da expressão gênica como um todo, uma vez que 

constitui a etapa crítica no qual ocorre a interação entre o ribossomo e o mRNA e 

o seu posicionamento correto no códon de iniciação da tradução. Para que ocorra 
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é necessário a atividade de cerca de 25 polipeptídeos: os eIFs, proteínas 

individuais ou complexos protéicos que auxiliam na atividade do ribosomos e sem 

os quais o processo de síntese de proteínas não ocorre (Hershey and Merrick, 

2000). 

Os fatores eIF4 são em sua maioria exclusivos de eucariotos e são 

responsáveis por diferentes etapas ao longo da iniciação da tradução, 

compreendendo as subunidades polipeptídicas eIF4A, eIF4E, eIF4G e os fatores 

eIF4B e eIF4H. O fator eIF4F é um complexo heterotrimérico responsável pelo 

recrutamento do mRNA para a maquinaria de tradução. Este complexo é 

composto por três polipeptídeos: (1) eIF4A, uma ATPase RNA-dependente e RNA 

helicase; (2) eIF4E, a proteína que se liga ao cap dos mRNAs e (3) eIF4G, 

proteína que estrutura o complexo eIF4F e possui sítios de ligação para um 

número variado de outros polipeptídeos envolvidos na tradução e outros 

processos  (Gingras et al., 1999). Através de sua subunidade eIF4E o eIF4F 

interage com o cap enquanto através do eIF4G interage com um segundo 

complexo de iniciação da tradução, o eIF3, que por sua vez se associa ao 

ribossomo. Dessa forma, através de suas subunidades, o eIF4F atua como uma 

ponte na ligação entre o mRNA e o ribossomo  (Wells et al., 1998;Kapp and 

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

O fator eIF4E é uma proteína de 24 kDa que executa um papel essencial 

na tradução 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 iniciação e por último da subunidade 40S para o mRNA 

(Sonenberg et al., 1978). Na iniciação da tradução o eIF4E possui como parceiros 
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funcionais o fator eIF4G, eIF4A, identificados por cromatografia de afinidade 

(McKendrick et al., 1999). Estudos mostram que a remoção do eIF4E de extratos 

celulares reduz drasticamente a tradução dos mRNAs com cap o que pode ser 

restaurado com a adição de eIF4E recombinante expresso em bactérias ou eIF4E 

nativo purificado. O eIF4E, apesar de ter sido previamente descrita como uma 

única proteína possui diversos homólogos em vários organismos com diferentes 

funções (Ptushkina et al., 2001;Joshi et al., 2004;Hernandez et al., 2005). Além do 

papel na tradução, os membros da família eIF4E estão envolvidos no transporte 

de mRNAs, em mecanismos de repressão da tradução e atuando no controle da 

tradução de mRNAs específicos através da interação com diferentes parceiros 

funcionais (Rhoads, 2009). 

O fator eIF4A é considerado o protótipo da família DEAD-box de RNA 

helicases, por apresentar oito motivos, dos quais o mais conservado é o motivo II 

conhecido como DEAD (L-D-E-A-D-X-X-L : Leu-Asp-glu-Ala-Asp-X-X-Leu) (Linder, 

2003). Essas proteínas são conservadas de bactérias a humanos e estão 

envolvidas numa série de processos celulares incluindo a transcrição, splicing dos 

mRNAs, tradução, biogênese do ribossomo transporte e degradação de mRNAs. 

Como estão envolvidas em várias funções celulares que requerem a remoção de 

estruturas secundárias tem sido proposto que as mesmas atuem como RNA 

helicases. No processo de síntese protéica a retirada dessas estruturas 

secundárias de dentro da região 5’ não traduzida do mRNA, pelo eIF4A, é 

importante por facilitar a ligação do complexo 43S ao mRNA e o deslocamento da 

subunidade menor ribossomal até o códon de iniciação da tradução. Em 

mamíferos foram identificadas três isoformas do eIF4A (Weinstein et al., 1997), 

tendo as eIF4AI e II 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 eIF4AI e III é menor (cerca de 

66%).  

O fator e IF4G é uma proteína de alto peso molecular e teve seus genes 

isolados e clonados de vários organismos, tais como levedura, mosca de frutas, 

plantas e mamíferos (Keiper et al., 1999;Prevot et al., 2003). É uma proteína 

grande cuja complexidade é devido à grande quantidade de sítios de ligação para 

outras proteínas presentes ao longo de sua estrutura. O principal papel do eIF4G 

é coordenar a formação do complexo eIF4F e mediar sua interação com outros 

fatores que participam na iniciação da tradução. Nessa tarefa ele interage com o 

eIF4E, eIF4A, eIF3 e PABP, entre outros.  

 

2.5.7.2 Modo de ação da PABP na iniciação da tradução 

 

Uma interação entre as regiões 5’ e 3’ do mRNA foi inicialmente descrita 

em leveduras e posteriormente em humanos e plantas, através da demonstração 

da associação direta da PABP com o fator eIF4G, o que sugere um modelo de 

tradução onde os mRNAs seriam traduzidos circularizados (Gallie, 

1998;Kahvejian et al., 2001;Gingras et al., 1999;Preiss and Hentze, 2003) (Figura 

14). Ensaios de reconstituição de sistemas de tradução in vitro, utilizando eIF4E, 

eIF4G e PABP recombinantes demonstraram essa circularização dos mRNAs em 

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

Vários estudos têm sido desenvolvidos para determinar por quais 

mecanismos a circularização mediada por PABP estimula a tradução (Jacobson 
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and Peltz, 1996;Kahvejian et al., 2001). Uma hipótese seria que a PABP promove 

o recrutamento do complexo de iniciação 48S e 80S (Tarun, Jr. et al., 1997;Sachs 

and Davis, 1989;Searfoss et al., 2001). Depleção da PABP em extratos de células 

ascíticas de ratos resultou em uma redução na formação dos complexos de 

iniciação 48S e 68S, as quais são recuperadas com a adição de PABP 

recombinante sugerindo a participação da PABP nestes processos bem como a 

importância da interação PABP-eIF4G. Foi observado também que a PABP ao se 

ligar com o eIF4G estimula a interação entre o eIF4E e o cap, talvez através de 

mudanças conformacionais no eIF4G  (Le et al., 1997;Sonenberg and 

Hinnebusch, 2009;Wei et al., 1998). Todos esses achados definem a PABP como 

um fator de iniciação da tradução clássico e enfatiza a importância da 

circularização dos mRNAs para a sua tradução eficiente  (Kahvejian et al., 

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

 Um segundo modelo propõe que a circularização dos mRNAs estimula a 

reciclagem dos ribossomos. Isso se deve ao fato de que através da circularização 

é esperado um aumento na concentração de ribossomos terminais próximos 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 interação entre a iniciação e a 

terminação da tradução, uma vez que já foi observado que os fatores de 

terminação eRF1 e eRF3 se ligam a região C-terminal da PABP (Uchida et al., 

2002). Assim a interação entre os fatores de terminação e a PABP deve 

proporcionar aos ribossomos que estão terminando a tradução que sejam 

recrutados para um próximo ciclo de síntese protéica. 
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A interação PABP-eIF4G, já mapeada em diversos organismos, mostra que 

o sítio de ligação ocorre entre a região N-terminal do eIF4G e o RRM2 da PABP 

(Imataka et al., 1998;Otero et al., 1999;Kessler and Sachs, 1998;Kuhn and Wahle, 

2004). Estudos de interação in vitro em leveduras demonstraram que a PABP 

necessita estar ligada ao poli-A para que seja capaz de se ligar ao eIF4G (Tarun, 

Jr. and Sachs, 1997), porém isto pode não ser essencial in vivo (Gray et al., 

2000). Em oócitos de Xenopus e células de mamífero (pelo menos in vitro) 

quando se aboliu a interação PABP/eIF4G, através de uma mutação na posição 

161  da PABP  (Groft and Burley, 2002), tanto as taxas de tradução quanto as de 

poliadenilação dos mRNA foram reduzidas, mostrando a importância da interação 

entre as duas proteínas  (Wakiyama et al., 2001;Kahvejian et al., 2005). Em 

contraste, a interação PABP/eIF4G em leveduras não parece ser a única forma de 

estimular a iniciação da tradução uma vez que quando abolida é bem tolerada 

(Kessler and Sachs, 1998). Outra interação, conservada em animais e plantas, 

com o fator de iniciação eIF4B, também foi demonstrada como estimulatória da 

tradução 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 interação PABP com 

os fatores de iniciação eIF4B e eIFiso4F (isoforma do eIF4F presente apenas em 

plantas) aumenta a atividade helicase e ATPase associadas a este último (Bi and 

Goss, 2000;Cheng and Gallie, 2010). 
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Figura 14. Esquema da iniciação da tradução cap-dependente. O esquema mostra a associação 

entre a PABP, ligada a cauda poli-A na extremidade 3’ do mRNA, e outros fatores de iniciação da 

tradução associados à extremidade 5’ do mRNA. 

 

2.5.7.3 Regulação da tradução via interação PABP- PAIP-1 e PABP 

PAIP-2 

 

Em mamíferos, a atividade da PABP é modulada por duas proteínas de 

ligação a PABP, denominadas de PAIP-1 e PAIP-2 (do inglês de PABP-interacting 

proteins) (Craig et al., 1998;Khaleghpour et al., 2001).. Estas proteínas possuem 

dois domínios de interação a PABP em comum, denominados PAM1 e PAM2 

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

A PAIP-1 é uma proteína de 54 kDa caracterizada por uma região de 

homologia  com o domínio central do eIF4G (25% de identidade e 39% 

similaridade). Essa mesma região possui um sitio de ligação ao eIF4A e com o 

eIF3 (revisado em (Martineau et al., 2008). A PAIP-1 contém dois sítios de ligação 
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a PABP, o PAM1, que se liga em cerca de 140 aminoácidos na região C-terminal 

da PABP enquanto que o PAM2 se liga a região N-terminal da PABP, 

especificamente nos RRM1 e 2 (Roy et al., 2002). Entre suas funções tem a 

capacidade de estimular a tradução in vivo, interage com o eIF4A e ainda esta 

envolvida em turnover de mRNAs. Utilizando mRNAs reporter em células de 

mamíferos foi observado que a PAIP-1 possui funções estimulatórias da tradução, 

porém os mecanismos de como isto ocorre não estão bem elucidados. Foi 

evidenciado que o fator eIF3 interage com a PAIP-1 em seu domínio PAM2 

competindo com a PABP pela ligação com a PAIP-1. Porém a PABP permanece 

ligada a PAIP-1 via PAM1 uma vez que esta interação é mais forte do que a 

interação PAM2/PABP. Assim forma-se um complexo ternário o qual estabiliza a 

conformação circular dos mRNAs  (Martineau et al., 2008). 

Já a PAIP-2 é uma proteína bem menor, de cerca de 14 kDa, que também 

possui os dois domínios de ligação a PABP. Neste caso, o PAM1 consiste em 

uma sequencia de aminoácidos na região 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 região C-terminal da proteína e interage com 

a região C-terminal da PABP, porém com menor afinidade do que a interação 

mediada pelo PAM1 (Khaleghpour et al., 2001;Roy et al., 2002). Recentemente foi 

encontrado um segundo homólogo 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 sítios de  ligação para a PABP nestes dois homólogos são 

bastante similares, e de fato a PABP se liga a cada uma destas proteínas de 

maneira parecida (Berlanga et al., 2006). A PAIP-2 teve sua função inicialmente 

descrita como repressora da tradução e em seguida foi implicada na regulação da 



 

 

 49 

estabilidade de mRNAs através de sua ligação com a regiões 3’ UTR (Gouyon et 

al., 2003;Onesto et al., 2004). A PAIP-2 inibe a tradução através da competição 

com a PAIP-1 pela ligação a PABP deslocando-a da cauda poli-A, o que acaba 

desestabilizando a circularização do mRNA. No mais a PAIP-2 tem a capacidade 

de inibir a formação do complexo ribossomal 80S demonstrando que esta 

proteína reprime a tradução em sua etapa de iniciação. Foi observado também 

que tanto a PAIP-2 como o eIF4G interagem com o RRM2 da PABP, 

demonstrando assim uma superposição desses sítios que sugere uma 

competição dessas duas proteínas pela ligação com a PABP. Outra interação 

observada foi com o fator de terminação da tradução eRF3, proteína que facilita a 

passagem do ribossomo da extremidade 3’ para a 5’ estimulando a tradução. A 

PAIP-2 interage com a região C-terminal do eRF3, através de seu domínio PAM2, 

no mesmo sítio utilizado na interação eRF3/PABP, mostrando que a PAIP-2 deve 

competir com o eRF3 pela ligação a PABP e desta forma reprimir a re-iniciação 

da tradução (Berlanga et al., 2006). 

 

2.6 PABPs e iniciação da síntese protéica em tripanonossomatídeos 

 

2.6.1 Estudos preliminares sobre PABPs em tripanossomatídeos 

 

Até o presente momento, homólogos da PABP nos tripanossomatídeos 

foram identificados e caracterizados em T. brucei, T.cruzi, e L. major. O primeiro 

homólogo de PABP de tripanosomatídeo descrito na literatura foi uma proteína de 

T. cruzi, de 66 kDa, cujo gene está presente em duas cópias no genoma do 
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parasita, sendo que seu mRNA é expresso constitutivamente durante todo o ciclo 

de vida do parasita . Esta proteína possui propriedades similares a de outros 

eucariotos e possui o domínio de ligação entre peptídeos (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 proteína descrita de de T. cruzi  (Pitula et al., 1998). Assim como para 

outras PABPs, a região 5’ UTR do seu mRNA possui segmentos ricos em 

repetições A e AU, sugerindo que também possua capacidade de autoregulação 

da sua tradução, como demonstrada para a PABP humana (Pitula et al., 1998). 

Em L. major, foi descrito um homólogo de PABP de 63 kDa que é codificado por 

um gene de copia única no genoma do parasita, o que contrasta com as proteínas 

de T. cruzi e T. brucei cujos genes estão duplicados. Esta proteína apresenta 

baixos níveis de homologia com as PABPs descritas em T. cruzi e T. brucei (30-

35% de identidade), semelhantes aos observados em homólogos desta proteína 

de organismos mais distantes evolutivamente como Homo sapiens (36%) e 

Saccharomyces cerevisiae (38%). É uma proteína expressa constitutivamente 

durante o ciclo de vida da Leishmania e que se apresenta representada por pelo 

menos duas isoformas fosforiladas, sendo sua localização predominantemente 

citoplasmática mas com uma rara distribuição difusa no núcleo. Em ensaios de 

complementação, esta PABP não pode reverter a parada no crescimento celular 

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

Algumas características funcionais foram observadas para diferentes 

homólogos de PABP em vários tripanossomatideos. Foi observado que em 

Crithidia fasciculata, uma proteína que se assemelha aquela descrita em T. cruzi 



 

 

 51 

e T. brucei, participa de um complexo que reconhece sequencias presentes nas 

regiões não-traduzíveis de mRNAs o qual se acumula periodicamente durante o 

ciclo celular (Mittra and Ray, 2004). Já em T. cruzi foi observado uma interação da 

PABP descrita com proteínas de ligação a RNA denominadas de TcUBPs. Estas 

proteínas se ligam a mRNAs com motivos ricos em repetições dos nucleotídeos 

AU (AREs) nas regiões 3’ UTRs. Foi observado que a TcPABP1 e a TcUBP1 

interagem nos estágios de epimastigotas e tripomastigotas e não dependendem 

de RNA no estagio tripomastigota, mostrando que estas proteínas possuem 

contato direto, enquanto a ligação TcPABP1 e a TcUBP2 ocorre apenas em 

epimastigotas (D'Orso and Frasch, 2002). Ensaios in vitro demonstraram que a 

interação da TcUBP1 com a TcPABP1 é capaz de destruir a formação de dímeros 

de TcUBP1, mais não da TcUBP2, e pode também diminuir a afinidade da 

TcPABP1 pela cauda poli-A. Foi sugerido ainda que, em epimastigotas, a 

presença de TcUBP2 juntamente com outros fatores deve ajudar na estabilização 

da interação TcPABP1/ TcUBP1. 

 

2.6.2 Evidências sobre múltiplos complexos do tipo eIF4F na iniciação da 

tradução em tripanosomatídeos  

 

Nos tripanossomatídeos L. major, T. cruzi e T. brucei foram identificadas 

sequências homólogas a alguns dos fatores de iniciação da tradução eucarióticos. 

Apesar de possuírem diferentes graus de similaridades, estas seqüências 

apresentam semelhanças entre as espécies de tripanosomatídeos, 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 

iniciação da tradução eIF4F as quais estão em etapas diferentes de 

caracterização. Um dado novo observado foi a ocorrência nesses 

tripanosomatídeos de múltiplos homólogos para as subunidades eIF4E (6 

homólogos - EIF4E1, EIF4E2, EIF4E3, EIF4E4, EIF4E5 e EIF4E6), eIF4G (5 

homólogos - EIF4G1, EIF4G2, EIF4G3, EIF4G4 e EIF4G5) além de dois 

homólogos de eIF4A (EIF4AI e EIF4AIII), todas conservadas em diferentes 

espécies destes organismos (Dhalia et al., 2005) e dados não publicados). Esta 

multiplicidade de homólogos de eIF4E e eIF4G não foi encontrado em outros 

organismos unicelulares e bem como para outros de homólogos fatores de 

iniciação da tradução nos tripanosomatídeos. A existência de diversos homólogos 

aos fatores de iniciação da tradução nestes organismos reflete a complexidade do 

processo de tradução nos mesmos.  

Foram descritas 4 isoformas do fator eIF4E, as quais codificavam proteínas 

de 214, 281, 349 e 447 aminoácidos respectivamente  (Yoffe et al., 2004;Yoffe et 

al., 2006;Dhalia et al., 2005). Das 4 sequências três tiveram seus níveis 

intracelulares detectados em extratos da fase promastigota, porém seus níveis 

variavam significativamente.. Análises de “Western-blot” mostraram que o eIF4E1 

encontra-se em maior concentração nas amastigotas axênicas. Quanto a 

capacidade de se ligar aos diferentes análogos do cap, o LmEIF4E1 e o 

LmEIF4E4 se ligam ao cap monometilado , os eIF4E1 e o eIF4E4 se ligam ao 

cap-4 e ao m7 GTP, e o fator eIF4E-2  se liga preferencialmente ao cap-4 

metilado (Yoffe et al., 2004). Ensaios de complementação mostraram que 

nenhuma das isoformas é capaz de reverter o mutante nulo em Saccharomyces 

cerevisiae (Yoffe et al., 2006). Ensaios de purificação os LmEIF4E1 e LmEIF4E4 
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se ligam ao LmEIF4G3 em extratos  de L. major. Através de gradiente de 

sacarose foi demonstrada a interação das isoformas eIF4E2 e eIF4E4  com os 

polissomos. 

Ao fator eIF4A, foram descritas duas sequências homólogas que 

codificavam proteínas de 403 e 389 aminoácidos com cerca de 70% de 

similaridade com as proteínas de mamíferos. Os homólogos ao fator eIF4A de L. 

major possuem todos os motivos conservados das RNAs helicases, assim como 

sequências menores típicas de um fator eIF4A. Em fase promastigota o 

LmeIF4A1 se mostrou bem abundante e o LmeIF4A2 não foi detectado o que 

sugere o LmeIF4A1 seria o homólogo funcional nesta fase o LmeIF4A2 seria 

expresso em outras formas do ciclo evolutivo. Ensaios de interação proteína-

proteína demonstraram que apenas o LmeIF4A1 se liga  um homólogo do fator 

eIF4G, o LmeiF4G3 (Dhalia et al., 2005). Em T. brucei  também foram 

identificados dois homólogos ao eIF4A: o TbeIF4AI mostrou-se de localização 

citoplasmática, essencial para a viabilidade e envolvido na tradução e o 

TbeIF4AIII mostrou-se localização nuclear, não é essencial para viabilidade 

celular e foi proposto que esteja envolvido nas mesmas funções do eIF4AIII de 

humanos (Dhalia et al., 2006).  

Por último, para o fator eIF4G de L. major foram encontrados 5 ORFs que 

continham o domínio central do eIF4G conservado. Essas proteínas variam em 

seus tamanhos de 1016, 1425, 635, 765 e 782 aminoácidos e na localização do 

domínio conservado HEAT- 1/MIF4G. Apenas os  LmeIF4G3 e 4 foram 

quantificados na forma promastigota e possuem níveis semelhantes. Ensaios de 

interação proteína-proteína mostraram que os LmEIF4G1 ao 4 se ligam ao 
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LmEIF4A1. No mais o LmEIF4G4 se liga ao fatores LmEIF4E3 e LmPABP1  e o 

LmEIF4G3 se liga as LmPABP1. Em T. brucei  foi observado que o  TbEIF4G3, 4 

e 5são essenciais para a viabilidade celular. E apenas o TbEIF4G3 mostrou 

mudança na morfologia das células (Moura, D. M. N. - Dissertação de Mestrado,  

2009).  

 

2.6.3 Identificação de múltiplos homólogos de PABPs nos 

tripanosomatídeos  

 

Em trabalho anterior que antecedeu a presente Tese, para confirmar a 

existência de outro(s) homólogo(s) de PABP em L. major, utilizou-se a seqüência 

descrita de PABP de T. cruzi para busca de homólogos no banco de dados do 

genoma de L. major (www.genedb.org). Assim, um outro gene para PABP foi 

encontrado, distinto daquele já descrito (a LmPABP1), porém com uma homologia 

significativamente maior com a proteína de T. cruzi. Este novo homólogo foi 

denominado de LmPABP2 e apresenta níveis de homologia com as demais 

PABPs de vertebrados, levedura e com a própria LmPABP1 de cerca de 30%. Um 

terceiro homólogo também foi encontrado, a LmPABP3, que possui cerca de 30% 

de homologia com as demais, porém, este novo homólogo está ausente em T. 

cruzi e T. brucei. Seqüências codificadoras para os três homólogos da PABP de 

L. major foram então clonadas em vetores de expressão o que permitiu a 

expressão das proteínas de fusão. As proteínas foram utilizadas para imunização 

de coelhos para produção de anticorpos policlonais e os soros produzidos 

utilizados para quantificação dos níveis intracelulares das proteínas na forma 
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promastigota de L. major. Onde se observou que o homólogo 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 proteína 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 expressão em diferentes espécies de Leishmania e 

Trypanosoma e observou-se que estes reconheceram não só as proteínas de L. 

major, como as de outras espécies de Leishmania e também a dos seus ortólogos 

em T. cruzi e T. brucei. Em seguida foi analisada a expressão das proteínas ao 

longo de curvas de crescimento. Por fim os respectivos anticorpos purificados 

foram utilizados para determinar indiretamente a localização subcelular dessas 

proteínas por meio de frações citoplasmáticas e nucleares que mostrou a 

presença dos três homólogos na fração citoplasmática, porém com as LmPABP2 

e 3 presentes também na fração nuclear (da Costa Lima, T. D. C. – Dissertação 

de mestrado, 2007).  

Este trabalho focou-se na caracterização funcional dos três homólogos das 

PABPs em L. major a partir da investigação da participação dos mesmos na 

síntese protéica através de ensaios de localização celular, identificação de 

paraceiros funcionais bem como identificação dos domínios envolvidos nestas 

interações, ensaios de associação com os polirribossomos  e busca de RNAs  

que possam ser o substrato das PABPs. 
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3. Objetivos 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

Caracterizar funcionalmente os três homólogos de PABP em espécies de 

Leishmania, investigando sua atuação ao nível da síntese de proteínas e outros 

processos do metabolismo de mRNAs e ainda analisando sua interação com 

parceiros funcionais conhecidos ou identificados neste trabalho. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

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

 * Analisar o efeito de diferentes inibidores de transcrição, tradução e 

processamento de mRNAs no padrão de expressão e de localização dos 

homólogos de PABP.  

* Analisar a interação entre os homólogos de PABP e entre estes e homólogos 

selecionados dos fatores de iniciação da tradução eIF4G e eIF4E, assim como 

mapear os domínios de ligação.  

* Verificar a participação dos três homólogos da PABP no processo de síntese. 

* Investigar a associação entre os homólogos de PABP e outros fatores proteicos 

a partir de extratos celulares. 

* Identificar RNAs alvo que possam ser o substrato biológico 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 manutenção 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 antibióticos 

(Estreptomicina/Penicilina 0,1%) em volumes de aproximadamente 3 ml, e 

mantidas a 26°C com repiques a intervalos de 3 a 4 dias. E a manutenção 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 0,2µg/µL do antibiótico Neomicina. 

Para realização das curvas de inibição foi realizada a expansão das 

culturas de L. amazonensis quando em fase estacionária, as quais foram 

repassadas em 150 ml do respectivo meio de cultura para uma concentração 

inicial de 106 células/ml. A estas culturas foram adicionados os seguintes 

inibidores: Cicloheximida (50g/mL), Actinomicina D (10g/mL), Puromicina 

(2mM), Sinefungina (2,6μM), Lactacistina (50g/mL), Ácido ocadáico (20nM). Em 

seguida foram retiradas alíquotas para uma concentração final de 105células/L 



 

 

 58 

nos tempos de 0h, 15min, 30min, 1h, 2h, 6h e em 24h, as quais foram analisadas 

por Western-blot.  

 

4.2 Imunofluorescência 

 

A Imunofluorescência foi realizada utilizando-se aproximadamente 5 x 106 

células em cada reação. As células foram centrifugadas a 1600 g por 10 minutos 

a 25ºC, lavadas com 1mL de PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 

1,47 mM KH2PO4 pH7.3) e fixadas com paraformaldeído a 3% por 10 minutos a 

temperatura ambiente. As células foram novamente centrifugadas e colocadas em 

placa já contendo lamínula pré-fixada com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Após 15 

minutos, foram feitas três lavagens de 5 minutos com PBS - Glicina 20 mM, 

seguido de permeabilização das células por incubação na mesma solução 

suplementada de 0,1% de Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich) por 10 minutos. Em 

seguida as lamínulas foram lavadas três vezes por 5 minutos com PBS -Glicina 

20mM e o bloqueio foi efetuado na mesma solução suplementada com albumina 

bovina (BSA) 1% por 20 minutos. Após o bloqueio seguiu-se a incubação com o 

primeiro anticorpo purificado na diluição pré-definida por 1h a 37ºC, seguido de 

três 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 três lavagens com PBS - Glicina 20mM - BSA 1% para posterior 

incubação com o segundo anticorpo Alexa Fluor 488 conjugado diluído 1:500 e 

com o marcador de DNA TOTO-3 (Molecular Probes) diluído 1:250 em PBS -

Glicina 20mM. As células foram então deixadas no escuro por 1h a 37ºC. Ainda 
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no escuro, foram efetuadas três lavagens com PBS e as lamínulas secas foram 

fixadas em lâminas  uma gota de Prolong-gold e guardadas protegidas da luz em 

a -20oC. As células foram visualizadas em microscópio confocal utilizando o 

programa de microscopia Leica SPII-AOBS. 

A imunofluorescência foi também realizada na presença de inibidores de 

transcrição, tradução 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 concentrações finais de 

10g/mL, 50g/mL  e 2,6µM respectivamente. Em seguida foram realizadas os 

procedimentos de imunofluorescência como descrito acima. 

 

4.3 Western-blot 

 

As amostras protéicas em tampão Laemmli 2X (4% SDS, 20% glicerol, 

10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol e 0.125 M Tris HCl, pH6.8) 

foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de 

PVDF (Immobilon-P – Milipore) para realização de ensaios de detecção utilizando 

anticorpos específicos. As membranas foram então bloqueadas em solução de 

TBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl pH7.5), 5 % de leite desnatado e 0,05% de 

Tween-20 a temperatura ambiente sob agitação por 1 hora ou durante a noite a 

4ºC. Em seguida as membranas foram incubadas com os diferentes soros totais 

ou anticorpos imunopurificados em diluições pré-definidas em solução de TBS 

(20 mM Tris, 500 mM NaCl pH7.5), 5 % de leite desnatado e 0,05% de Tween-20 

a temperatura ambiente sob agitação por 1 hora. Após três lavagens de 10 



 

 

 60 

minutos com TBS e 0,05% de Tween-20 estas membranas foram incubadas com 

o segundo anticorpo (anti-IGg de coelho conjugado a peroxidase), numa diluição 

de 1:10.000 a temperatura ambiente sob agitação por 1 hora. Após novas 

lavagens com TBS (três), as membranas foram incubadas por 2 minutos a 

temperatura ambiente com uma solução contendo 1,2 mM de Luminol, 0,4 mM 

de Iodofenol (diluído em DMSO) e 0,03% de peróxido de hidrogênio para a 

reação de quimioluminescência (ECL). As membrana foram secas com papel de 

filtro e expostas a filme específico para ECL (GE-Healthcare), em intervalos de 5 

e 1 minutos.  

 

4.4 Produção de lisados celulares 

 

Para a obtenção dos lisados celulares utilizados nos experimentos de 

imunoprecipitação, cerca de 2x108 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 centrifugação a 5000 

g por 5 minutos e lavadas com PBS suplementado com Cicloheximida na mesma 

concentração. As células foram então ressuspensas em 1mL de tampão de lise 

(20 mM Hepes KOH pH7.4, 5 mM acetato de potássio, 4 mM  acetato de 

magnésio, 2 mM DTT) suplementado com inibidores de protease e fluoreto de 

sódio a 1 mM (inibidor de fosfatases). A lise foi realizada por ciclos de 

congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido. Após cerca de cinco 

ciclos a lise foi monitorada por visualização ao microscópio óptico e, quando no 

caso de não ter sido eficiente, novos ciclos de congelamento/descongelamento 
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foram realizados. Confirmada a ausência 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 os sedimentos das respectivas 

centrifugações, foram analisados por Western-blot com anticorpos policlonais 

disponíveis contra os homólogos de PABP de L. major, visando confirmar a 

presença e integridade das proteínas nativas. Os lisados validados por essa 

análise foram aliquotados e estocados a -80oC. Variações desses lisados podem 

ser preparadas na ausência de cicloheximida e/ou fluoreto de sódio ou após a 

adição de outros inibidores de tradução e/ou transcrição. 

 

4.5  Imunoprecipitação  

 

Para a imunoprecipitação padrão, utilizando soro policlonal específico para 

as proteínas alvo, cerca de 60 mg de proteína A-sefarose (GE Healthcare) foram 

inicialmente hidratadas em água milli-Q seguido de lavagem com 10 mL de PBS. 

Cerca de 30 μL desta resina (50% p/v em PBS) foi então incubada com volumes 

variados de soro (1 a 5 μL de soro policlonal pré-imune, controle negativo, ou 1 a 

2 μg do anticorpo imunopurificados contra as proteinas alvo) em 0,5 mL de PBS e 

mantida sob agitação a 4oC durante a noite. A resina foi então coletada e lavada 

por três vezes com o tampão de lise. Esta resina foi então incubada com 0,1 mL 

do lisado celular por 2 horas a 4oC sob agitação, seguido de centrifugação e o 

sobrenadante guardado para posterior análise. Após mais três lavagens com 

PBS ou tampão de lise as proteínas ligadas a resina foram eluídas por 
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ressuspensão em tampão de amostra para SDS-PAGE. Após o fracionamento 

eletroforético em gel de SDS-PAGE 15% este foi transferido para membrana de 

PVDF em sistema semi-seco e as proteínas de interesse puderam ser 

visualizadas através de Western-blot. Dependendo do ensaio a resina pós-

imunoprecipitação pode ser incubada com 0,1μg/μL de RNAse A por 15 minutos 

a 37º.C de forma a investigar se os complexos protéicos observados dependem 

da presença de RNA íntegro.  

 

4.6 Amplificação e clonagem de deleções dos homólogos PABP1-3 em 

L.major 

 

Para obtenção das deleções referentes aos domínios N e C- terminais dos 

três homólogos de PABP foram utilizados duas abordagens distintas. Uma a partir 

da reamplificação dos genes alvos, utilizando como molde os genes de L. major 

previamente amplificados e clonados em vetores plasmidiais, seguido de 

clonagem dos fragmentos nos plasmídeos pET21a e pGEX 4T3, e outra através 

de digestão com enzimas de restrição com subsequente subclonagem nos 

mesmos vetores descritos acima. Para as clonagens referentes aos domínios C-

terminal das PABPs 1, 2 e 3 e ao domínio N-terminal da PABP3 foram utilizados 

como molde os genes clonados, obtendo assim as sequencias codificadoras 

para essas deleções flanqueadas pelos sítios das enzimas de restrição 

NcoI/HindIII, NcoI/Not I, BamHI/NotI e BamHI/XhoI, respectivamente. Para as 

reações de PCR foi utilizada a enzima Pfx platinum (Invitrogem), com o respectivo 

tampão de reação e as recomendações do fabricante, oligonucleotídeos, 1 mM de 
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MgSO4 e temperatura de anelamento de 55°C. Após a amplificação os 

fragmentos foram digeridos com as diferentes enzimas de restrição, conforme 

descritas acima. Para as clonagens relativas às PABP1 e 2 N-terminal, as 

construções plasmidiais contendo os genes completos foram individualmente 

digeridas com as enzimas de restrição BamHI/ NotI para recuperação 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, visualização com aparelho emissor de 

ultravioleta de ondas longas, excisão das banda de interesse e purificação 

utilizando-se o sistema QIAEX II Gel Extraction Kit (da QIAGEN) conforme 

recomendação do fabricante.  

Em seguidas, os fragmentos amplificados foram então clonados em 

vetores plasmidiais de expressão (pET21a e pGEX4T3), previamente cortados 

com as mesmas enzimas e purificados em gel, por incubação durante 20 h a 

16°C com a enzima T4 DNA Ligase (New England BioLabs®) visando a 

expressão das respectivas proteínas recombinantes fusionadas a uma cauda de 

poli-histidinas ou a proteína GST, respectivamente. Estas construções foram 

usadas para transformar bactérias Escherichia coli cepa DH5α e os clones 

positivos foram selecionados para mini e/ou maxi preparações dos DNAs 

plasmidiais, segundo Sambrook e Russel (2001). Todas as construções foram 

confirmadas por sequenciamento.  

 

4.7 Expressão de proteínas recombinantes 
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Para a expressão das proteínas recombinantes fusionadas a uma 

sequência 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 

transformação por choque térmico. Para a transformação, as bactérias foram 

incubadas por 30 minutos a 4º C seguido de choque térmico a 37ºC por 5 minutos 

com subseqüente semeio das células transformadas em placa de petri contendo 

meio Agar Lb ( Luria Bertani) sólido na presença de ampicilina (100 μg/μL) e 

incubadas a 37ºC por 18 horas. As colônias obtidas foram inoculadas em 20 mL 

de meio LB líquido contendo antibiótico, como descrito anteriormente, e foram 

crescidas a 37ºC, sob agitação de 160 rpm por 18 horas. Para indução da 

expressão das proteínas recombinantes, alíquotas de 10 mL das culturas 

crescidas foram inoculadas em 500 mL de meio LB com antibiótico e crescidas a 

37ºC sob agitação de 160 rpm, e o crescimento bacteriano foi acompanhado pela 

aferição em espectrofotômetro (comprimento de onda de 600 ηm) até atingir uma 

densidade ótica (D.O.) entre 0,5 ou 0,8, dependendo da proteína. Em seguida foi 

adicionado IPTG na concentração final de 0,1 mM e a cultura permaneceu sob 

agitação por 4 horas a 30ºC (D.O. de 0,5) ou 1 hora a 25ºC (D.O. de 0,8).  

 

4.8 Purificação de proteínas recombinantes 

 

Células bacterianas expressando as diferentes proteínas 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 instruções do fabricante (Roche). Em seguida a lise das 

bactérias foi realizada através de ultra-sonicação (6 pulsos de 30 segundos com 

intervalos de 1 minuto), com posterior adição de 1% de Triton-X e centrifugação a 

9600 g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante pós lise foi incubado com 200 μL 

de resina Ni-NTA agarose (QIAGEN) para as proteínas fusionadas a cauda de 

histidina ou Glutationa sefarose (GE Biosciences) para as proteínas fusionadas a 

GST e as purificações foram realizadas como descrito a seguir: 

Para a purificação com a resina Ni-NTA agarose foi adicionado ao 

sobrenadante 300mM de imidazol e 200 μL de resina Ni-NTA agarose 

(QIAGEN). Esta foi previamente equilibrada em PBS, após três lavagens de 10 

mL cada. A incubação foi realizada por 1 hora à temperatura de 4oC sob leve 

agitação. Após a incubação foi realizada uma centrifugação de 2500 rpm por dois 

minutos, descartado o sobrenadante, a resina foi lavada três vezes com 1mL de 

PBS. As proteínas ligadas foram eluídas da resina através de sucessivas 

lavagens com as soluções: 50 mM fosfato de sódio, 300 mM NaCl, 10% glicerol; 

pH 6.0 (tampão de lavagem); tampão de lavagem + 20 mM imidazol; tampão de 

lavagem + 0.5 M imidazol (1ª lavagem); tampão de lavagem + 0.5 M imidazol (2ª 

lavagem). Em seguida foi adicionado 200 μL de PBS à resina e a amostra 

congelada a –80 oC. Para 15 L de cada eluato e da resina foi acrescido igual 

volume de tampão de gel de eletroforese de proteínas (duas vezes concentrado), 

e 15 L desta mistura fracionados em SDS-PAGE 15% e visualizados após 

coloração com azul  de Comassie R-250. 

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

incubado com 200 μL da resina, previamente equilibrada em PBS, após três 
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lavagens de 10 mL cada. A incubação foi realizada por 1 hora à temperatura de 

4oC sob leve agitação. Após a incubação foi realizada uma centrifugação de 

1000g por 2 minutos, descartado o sobrenadante, a resina foi lavada três vezes 

com 1 mL de PBS, três lavagens de 1 mL. Em seguida foram eluídas duas vezes 

com 500 μL de glutationa reduzida (em 50mM de Tris-HCl pH 9.0) por 30 minutos. 

Em seguida foi adicionado 200 μL de PBS a resina e a amostra congelada a –

80oC. Alíquotas de 15 L de cada eluato foram processadas e analisadas em gel 

de SDS-PAGE como descrito. 

Após purificação as proteínas purificadas foram submetidas à diálise da 

seguinte forma: os eluatos foram transferidos para sacos de diálise de 6mm de 

diâmetro (Sigma) e incubadas com 700 mL de tampão de diálise (44 mM de 

Na2HPO4; 5,2 mM NaH2PO4, 50 mM de NaCl; 5 % de glicerol; 0,1 % TritonX-100), 

sob leve agitação por 6 horas a 4ºC, sendo o tampão trocado três vezes a cada 

intervalo de duas horas. As proteínas dialisadas foram analisadas em gel SDS-

PAGE 15% como descrito, sendo a quantificação das mesmas realizadas através 

da comparação da intensidade das bandas de diluições seriadas das proteínas 

recombinantes com diluições seriada de concentrações conhecidas de BSA, por 

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

 

4.9 Transcrição e tradução in vitro 

 

Para transcrição in vitro, com a enzima T7 RNA polimerase, primeiro as 

diferentes construções plasmidiais foram linearizadas com enzimas de restrição 

específicas para cada construção. As reações de transcrição foram realizadas em 
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um volume final de 50µL na presença de tampão de transcrição (40 mM Tris pH 

8,0, 15 mM MgCl2),  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 µg de DNA plasmidial  previamente linearizado com a 

respectiva  enzima de restrição e água deionizada, tratada com DEPC. A reação 

foi incubada por 2 horas a 37ºC, após os 30 minutos iniciais foi adicionado GTP 

para uma concentração final de 1mM, e após mais 30 minutos foi adicionado 2,5U 

de T7 RNA polimerase. Ao término das reações de transcrição, 1 µL de cada 

transcrito sintetizado foi analisado em gel de agarose 1% corado com Syber® 

safe. Os mRNAs sintéticos obtidos foram extraídos em fenol/clorofórmio 1:1, 

precipitados com 0,3 M NaCl e 2,5 volumes de etanol 100 % e o sedimento 

ressupenso em água deionizada tratada com DEPC. Alíquotas de 0,1, 0,2 e 1µL 

dos RNAs purificados foram traduzidos em lisado de reticulócito de coelho (RRL), 

de acordo com as recomendações do fabricante (Promega). As reações de 

tradução foram realizadas na temperatura de 30ºC, durante 90 minutos. Após a 

tradução, alíquotas de 5 µL de cada amostra foram acrescidas de tampão de 

amostra para gel SDS-PAGE, e submetidas à  migração por eletroforese. Após a 

migração, o gel foi corado com azul de Comassie R-250 (Sigma) e submetido a 

secagem em papel de filtro a 70ºC, durante uma hora, sob vácuo. Para 

visualização das proteínas recombinantes marcadas com 35S, 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 interação proteína- proteína (pull-down) 

 

Para os ensaios de interação proteína-proteína, a resina Glutationa-

Sefarose  4B (GE Biosciences®) foi previamente equilibrada com o tampão de 

ligação B (100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 50 mM Hepes pH 7.2, 0,2% NP-40, 5% 

glicerol). Em seguida a resina foi bloqueada utilizando o tampão B acrescido de 

10µg/mL de BSA para evitar ligações inespecíficas. Para cada ensaio, 

aproximadamente 10 µL de cada resina bloqueada foi incubada com 2 µg de 

proteína recombinante em um volume final de 200 µL (em tampão B), durante 1 

hora sob agitação, a 4ºC. As resinas foram lavadas duas vezes com tampão B e 

incubadas com 5 µL de proteínas marcadas radiotivamente (no volume final de 

200µL de tampão B), durante 2 horas sob agitação a 4ºC. Após três lavagens com 

500 µL de tampão B, as proteínas ligadas à resina foram eluídas com 40 µL de 

tampão de amostra para SDS-PAGE e 10 µL de cada amostra foram submetidas 

à eletroforese em gel 15%. Os géis foram corados com azul de Comassie R-250, 

para visualização das proteínas recombinantes, e submetidos à autorradiografia  

para visualização das proteínas radioativas marcadas com 35S (Dhalia et al., 

2005). 

 

4.11 Fracionamento celular por centrifugação/ultracentrifugação 

 

Cerca de 5×108 promastigotas de L. major em fase exponencial de 

crescimento foram incubadas com 10μg/mL de cicloheximida por 15 minutos a 

26ºC e centrifugadas a 3000g por 5 minutos, o sedimento foi então lavado uma 
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vez com tampão de lavagem C (300 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl 

pH7.4 e 100 μg/mL cicloheximida) e  centrifugado por 5 minutos a 3000 g. Em 

seguida as células foram lisadas em tampão de lise (300 mM KCl, 10 mM MgCl2, 

10 mM Tris-HCl pH7.4, 10% Nonidet P-40, 2 mM sacarose, 100 μg/ml 

cicloheximida, 10 μM E-64, inibidor de protease 1X (Roche) e 20mg/mL de  

heparina) e tiveram sua lise monitorada em microscópio óptico.  

Neste experimento foi utilizado um controle positivo utilizando EDTA. Cerca 

de 5 x108 promastigotas de L. major em fase exponencial de crescimento foram 

centrifugadas a 3000 g por 5 minutos, o sedimento foi então lavado uma vez com 

tampão de lavagem C (300 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl pH7.4 e 100 

μg/mL de Cicloheximida) e centrifugado por 5 minutos a 3000g. Em seguida as 

células foram lisadas em tampão de lise (300 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM Tris-

HCl pH7.4, 10% Nonidet P-40, 2 mM sacarose, 100 μg/mL cicloheximida, 10 μM 

E-64, inibidor de protease 1X (Roche) e 20 mg/mL de heparina) e tiveram sua lise 

monitorada em microscópio óptico. Em seguida foi adicionado EDTA para uma 

concentração final de 0,1 M por 30 minutos.  

Após a lise as células foram centrifugadas por 16000g por 5 minutos a 4°C. 

O sobrenadante foi colocado sobre um colchão de 30% de sacarose preparado 

em tampão de lavagem C e ultracentrifugado a 4ºC por 1 hora e 30 minutos a 

100.000 g em rotor Beckman 70Ti para obtenção da fração polissomal. O 

sobrenadante foi então ultracentrifugado a 4ºC por 12 horas a 100.000 g em rotor 

Beckman 70Ti para obtenção da fração contendo mRNPs livre. Após 

centrifugação todas as amostras obtidas foram armazenadas a -80ºC para 

posterior análise. 
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4.12  Métodos de amplificação e clonagem das PABPs de L. infantum 

 

 Para a obtenção dos genes das PABPs 2 e 3 fusionados a um segmento 

codificando para o peptídeo HA foram realizadas amplificações dos mesmos 

utilizando como molde DNA total de L. infantum. Para as reações de PCR foi 

utilizada a enzima Phusion DNA polimerase  (New England Biolabs) com o 

respectivo tampão de reação e as recomendações do fabricante, 

oligonucleotídeos, 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 purificação Mini Elute Gel (Qiagen), segundo 

recomendações do fabricante. Uma vez purificados os fragmentos foram 

clonados utilizando o sistema do pGEMT-easy (Promega), segundo 

recomendações do fabricante. Essas construções foram utilizadas para 

transformas bactérias Escherichia coli cepa DH5α e os clones positivos foram 

selecionados e então se procedeu às mini preparações dos DNAs plasmidiais 

resultantes através do Kit de minipreparação QIAprep (Quiagem). As mini 

preparações foram então enviadas a plataforma de sequenciamento para 

confirmação das sequencias. Uma vez confirmadas foram realizadas digestões 

com as enzimas de restrição BamHI/HindIII, tanto dos fragmentos quanto do vetor 

plasmidial de expressão pSPBT1, seguidos de etapas de subclonagem como 

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

 

 Para cada transfecção 10mL de células de L. infantum  no final da fase 

exponencial de crescimento (aproximadamente 107 células) em meio SDM-79 

foram centrifugadas a 3000g por 5 minutos, seguidas de lavagem com 5 mL de 

solução de Hepes-NaCl (21 mM de HEPES pH7.05, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 

mM Na2HPO4, 6 mM glicose). Em seguida os sedimentos foram ressuspensos em 

500µL de Hepes-NaCl  e transferidos individualmente para cuvetas de 

eletroporação de 0,2 cm (Bio-Rad) onde foram adicionados cerca de 50 µl das 

respectivas construções, seguido de incubação no gelo por 15 minutos. Após o 

resfriamento os parasitos foram transfectados em eletroporador para células 

eucarióticas, com um pulso elétrico nas condições de 500µFa, 450V. Em seguida 

as células foram transferidas para 5 mL de meio novo e incubadas por 48 horas 

para a pré-seleção. Após as 48 horas foram retirados 1 mL de cada cultura  e 

transferidos para dois novos frascos contendo 9 mL de meio novo contendo 

0,1µg/µL e 0,2µg/µL do antibiótico Neomicina, seguido de nova incubação nas 

mesma condições  por  cerca de 15 dias para seleção dos parasitas.  

 

4.14  Ensaios de sedimentação em gradiente de sacarose 

 

O perfil de sedimentação de polissomos foi obtido através de centrifugação 

de extratos citoplasmáticos em gradientes de sacarose. O extrato de 109 células 

foi obtido de forma apropriadas para a estabilização de mRNAs envolvidos na 

tradução na foram de polissomos, após incubação das células com 100μg/mL de 
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cicloheximida por 15 minutos a 37ºC. As células foram centrifugadas a 3000 g por 

10 minutos a temperatura ambiente e lavadas duas vezes, uma com PBS e outra 

vez com tampão de lise (20 mM HEPES KOH pH7.4, 75 mM acetato de potássio, 

4 mM acetato de magnésio, 2 mM DTT), ambos sumplementados com 100 μg/mL 

de cicloheximida. As células foram então ressupensas em 400 µL de tampão de 

lise suplementado com 80U de RNAse OUT (Invitrogen), inibidor de protease 1X 

(Roche) e inibidor de fosfatase 1X (Roche). A suspensão foi transferida para um 

novo tubo contendo um volume duas vezes maior de microesferas de vidro 

(Sigma) e todo o conjunto foi submetido à agitação intensa por 15 minutos. Após 

agitação o conjunto sem as microesferas de vidro foi transferido para outro tubo e 

o conteúdo passado cinco vezes em seringa de insulina e centrifugado a 16000 g 

por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi adicionado no topo de um gradiente de 

sacarose linear (15% a 45%) preparado em tampão de gradiente (50 mM Tris-HCl 

pH7.4, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2 e 1 mM DTT). O gradiente foi centrifugado a 

35000 rpm por 2 horas a 4ºC em ultracentrífuga Beckman com rotor SW40Ti. 

Após centrifugação dos gradientes de sacarose, cerca de 600 µL de cada fração 

foram coletados utilizando o equipamento ISCO. Este equipamento destina-se a 

coleta e quantificação de frações de gradientes de densidade e fornece um perfil 

de absorbância contínuo (256 nm) à medida que as frações são coletadas. O 

fracionamento é obtido com a introdução de uma solução pesada (sacarose 65%) 

que é injetada perfurando-se a base do tubo que contém o gradiente previamente 

centrifugado. As frações ou uma mistura de frações selecionadas foram aplicadas 

em gel SDS-PAGE e submetidas à eletroforese e testadas por Western-blot com 

o anti-soro contra HA diluído na proporção 1:4000. 

 



 

 

 73 

4.15  Imunoprecipitação utilizando anticorpo monoclonal contra HA para 

espectrometria de massa 

 

Para as análises em espectrometria de massas as imunoprecipitações se 

deram da seguinte forma: 60µL de “beads” magnéticas ligadas a proteína 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 não ligado foi então removido através de duas 

lavagens com PBS e então adicionado os lisados citoplasmáticos obtidos a partir 

de células transfectadas com as respectivas proteínas fusionadas a HA e o 

conjunto foi incubado por 1h a 4ºC. Em seguida o mesmo foi lavado cinco vezes 

com PBS e as "beads" ressuspensas em 60µL de tampão Laemlli 2X. O 

imunoprecipitado foi então aplicado em gel SDS-PAGE e quando a amostra 

atingiu o resolving do gel, este é corado e a banda referente ao imunoprecipitado 

é excisada do gel e enviado para sequenciamento em espectrometro de massas 

acoplada de cromatografia de afinidade de alta resolução. Estas análises foram 

feitas em parceira com a plataforma de espectrometria de massas da 

Universidade de Laval.  

 

4.16 Imunoprecipitação seguida de RT-PCR 

 

Foram realizados imunoprecipitações dos três homólogos da PABP 

fusionados a HA como descrito no tópico 4.6. Ao final da imunoprecipitação a 

resina foi ressupensa em 300 µL de tampão proteinase K (30 mM Tris-HCl pH7.5), 
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15 µg/µl Proteinase K  e 80U de RNAse OUT (Invitrogen) e em seguida incubadas 

por 30 minutos a 37oC para digestão das proteínas e eluição do RNA. O RNA foi 

então transferido para um novo tubo onde se prosseguiu com a purificação. Nesta 

etapa, foi adicionado um volume de fenol-clorofórmio-isoamil e o conjunto agitado 

e centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos a 4oC. Após a centrifugação a fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo no qual foram adicionados 6 µL de 

glicogênio e 0,1 volumes de acetato de sódio a 3 M. O conjunto foi então agitado 

e ao mesmo foram adicionados três volumes de etanol 100% gelado e o RNA 

precipitado durante a noite a -80oC.  Em seguida o conjunto foi centrifugado a 

16000 g por 15 minutos a 4oC e o sedimento lavado com 200 µL de etanol 70% e 

recentrifugado a 8000 g por 5 minutos a 4oC e então seco a temperatura de 37oC 

por 30 minutos. Uma vez seco o mesmo foi ressuspenso em 20 µL de água livre 

de nuclease e incubado por 5 minutos a 65oC para solubilização do material. Após 

solubilização do mesmo foram adicionados 2,5 µL de tampão 10X da enzima 

turbo DNAse e 4U da enzima Turbo DNAse e incubado por 1 hora a 37oC. Para 

parar a reação foi adicionado 0,1 volumes do tampão de inativação da DNAse e 

centrifugado por 2 minutos a 16000 g e o sobrenadante transferido para outro 

tubo. Para as reações de transcrição reversa foi utilizado o sistema de transcrição 

reversa baseado na enzima SuperScript Reverse Transcriptase III (Invitrogen), 

segundo recomendação do fabricante. Uma vez de posse dos respectivos cDNAs 

os mesmos foram diluídos 1/3 e em seguida foram utilizados em reação de PCR. 

Para as reações de PCR foi utilizada a enzima Taq polimerase (Sigma – Aldrich) 

com o respectivo tampão de reação e as recomendações do fabricante, 

oligonucleotídeos e temperatura de anelamento de 55°C. Os fragmentos foram 

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

possível visualizar a banda referente ao fragmento.  
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5. Resultados 

 

A proposta desta Tese foi a de dar continuidade à caracterização funcional 

dos homólogos de PABP identificados em Leishmania sp., com o intuito de 

determinar o papel destas proteínas no processo de síntese protéica bem como 

identificar novas funções associadas às mesmas, uma vez que moléculas de 

PABP podem estar envolvidas em muitos processos celulares. A identificação de 

três homólogos em espécies de Leishmania, organismos unicelulares, indica uma 

diversificação de função desta proteína ainda não observada em outros 

eucariotos. Além do que, o fato de que dos três homólogos encontrados em L. 

major apenas dois serem conservados em T. cruzi e T. brucei, sugere que, apesar 

destas espécies apresentarem muitas características básicas em comum, deve 

haver diferenças fundamentais em processos celulares associados à função da 

PABP nestes organismos.  

 

5.1 Análise comparativa das sequências das três PABPs de Leishmania sp.  

 

Os três homólogos da PABP identificados em Leishmania sp. possuem 

todas as regiões identificadas para as PABPs citoplasmáticas, porém nenhum 

destes parece ter relação com as PABPs nucleares descritas em humanos e 

leveduras. Nota-se a presença dos quatro domínios de ligação ao RNA (RRMs), 

da região central mais variável e da região C-terminal que contém o domínio 

PABC. Todos os três homólogos 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. Análises de bioinformática mostraram que as estas três proteínas possuem 

baixa identidade entre si, porém todas possuem um grau de identidade maior com 

a PABP1 humana, o que sugere que esses homólogos são resultados de um 

processo de duplicação bem cedo na evolução (Tabela 1). Neste trabalho, 

análises de homologia entre regiões individuais das PABPs de Leishmania e da 

PABP1 de humanos foram realizados e pode-se observar que as regiões N e C-

terminal dos três homólogos possuem um maior grau de identidade do que a 

proteína completa, o que pode ser devido à baixa identidade da região central. 

Quando se buscou analisar individualmente os quatro RRMs pôde-se observar 

que dentre estes o RRM2 parece ser o mais conservado para as PABPs 1 e 3, 

seguido do RRM1, e com o RRM 3 sendo o mais divergente. O mesmo não 

ocorre para a PABP2 que parece ser a mais divergente das três proteínas, com o 

RRM1 e o domínio PABC sendo mais conservados do que os RRM2, 3 e 4 

(Tabela 1). 

As sequências dos três homólogos da PABP de Leishmania foram então 

utilizadas juntamente com os respectivos ortólogos de T. brucei, o ortólogo da 

PABP 2 de Arabidopsis thaliana (Bravo et al., 2005) e as proteínas originais de 

leveduras e  humanos  (Sachs et al., 1986;Grange et al., 1987) para realização de 

novos alinhamentos utilizando o programa ClustalW. Novamente podemos 

observar a conservação das regiões N e C-terminal (Figura 15), bem como a não 

conservação da região central. Pode-se observar que a PABP2 possui na região 

central um segmento adicional rico em metionina e glicina, que também é 

encontrado nos ortólogos de PABP2 de L. infantum e L. brazilienis (dados não 

mostrados). Os RRM 1 e 2, responsáveis pela interação com o poli-A, possuem 
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conservação de vários dos aminoácidos necessários para esta interação, com 

exceção dos ortólogos da PABP2 de L. major e T. brucei. Nestes, observa-se que 

vários dos aminoácidos responsáveis pela interação com o poli-A são substituídos 

por aminoácidos não relacionados, o que indica que esta proteína deve possuir 

especificidade diferente ao poli-A em relação aos outros dois homólogos de 

Leishmania.  

Os RRMs 1 e 2 também são responsáveis pela interação com o fator de 

iniciação da tradução eIF4G em plantas, humanos e Saccharomyces cerevisae 

(Cheng and Gallie, 2007;Imataka et al., 1998;Kessler and Sachs, 1998). Nas 

leveduras, inclusive, alguns dos aminoácidos necessários para esta interação já 

foram mapeados, localizados no RRM2 (Otero et al., 1999), porém nenhuma das 

proteínas utilizadas em nosso alinhamento possui todos esses aminoácidos 

conservados. Em plantas os sítios de interação para os fatores eIF4G (eIF4G e 

eIFiso4G) são divergentes dos de leveduras, sendo o sítio de interação com o 

eIF4G situado no RRM1 e o sítio de interação com o eIFiso4G , situado, na região 

C-terminal do RRM1 e na região N-terminal do RRM2 (Cheng and Gallie, 2007). 

Observamos que os segmentos equivalentes nos ortólogos de PABP2 se 

encontram parcialmente conservados. 
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Tabela 1. Dados de homologia de sequência, comparando as proteínas completas 

e seus domínios individuais, entre a PABP1 de humano e os homólogos de 

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

BLAST disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Nenhuma homologia foi 

encontrada utilizando a região central da proteína. Sc – Saccharomyces 

cerevisae. At – Arabidopsis thaliana. 

 

Homólogo de 

PABP de L. 

major 

Dados de alinhamento comparados a PABP1 de humanos (% de 

identidade) 

Complet

a 

N-

Terminal 

C-

Terminal 

RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 

PABP1 38 46 45 55 59 37 48 

PABP2 36 40 53 59 38 43 41 

PABP3 36  42 44 48 50 28 48 

Scpab1p 54 59 40 60 66 55 75 

AtPABP2 44 54 54 52 69 53 61 
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                                                     SSS SSSS         HHHHHHHH HHHH  SSSS SSSS       SSSSSSSSS   HHHHHHHH 

                                                       * *****                                       ********             

                                                        ▼                              ▼   ▼      ▼ ▼ ▼             ▼  
HsPABP1  1                                MNP SAPSYPMASL YVGDLHPDVT --EAMLYEKF SPAGPILSIR VCRDMITRRS LGYAYVNFQQ PADAERALDT 

Scpab1p  1   MADITDKTAE QLENLNIQDD QKQAATGSES QSVENSSASL YVGDLEPSVS --EAHLYDIF SPIGSVSSIR VCRDAITKTS LGYAYVNFND HEAGRKAIEQ 

AtPABP2  1   MAQVQLQG-- QTPNGSTAAV TSAPATSGGA TATQFGNTSL YVGDLDFNVT --DSQLFDAF GQMGTVVTVR VCRDLVTRRS LGYGYVNFTN PQDAARAIQE 

LmPABP1  1                 MAAAVQE AAAPVAHQPQ MDKPMQIASI YVGDLDATIN --EPQLVELF KPFGTILNVR VCRDIITQRS LGYGYVNFDN HDSAEKAIES 

TbPABP1  1                     MTI AAQGVPSGPS ATKPLQVASL YVGDLDPAIN --EPQLVDIF KPYGTILNVR VCRDIITQRS LGYGYVNYDD VNSASKAMEE 

LmPABP2  1                                    MAFTGPNPSI WVGGLDPDLQ --EQKLYDYF VRIGPVTSVR VCVDSATQKS LGYGYVNFQD PADAEKALDQ 

TbPABP2  1                                  M AAFAAASPSI WVGGLDPNLN --EQKLYDHF VRVGPVASVR VCVDSVTQKS LGYGYVNFQN PADAEKALDQ 

LmPABP3  1                                    MVAPAQRTSV YVGDLPIDLP RPEEAINNLF STVAPVVSVK VCRDMATQRS LGYGYVNFQT TADAEKVIDA 

 

             ------------eIFiso4G ------------------ 

                          SSSSS    HHHHHH  SS SSSSS       HHHHHHHHH HHH  SSSSS SSS     SS SSSSSSS  H HHHHHHH  

                                              ******                                   ** ******              

               ▼          ▼ ▼▼▼     ▼     ▼  ▼         ▼  ▼          ▼ ▼          ▼▼  ▼         ↓↓  ↓↓↓ 
HsPABP1  72  MNFDVIK-GK PVRIMWSQRD PSLRKSGVGN IFIKNLDKSI DNKALYDTFS AFGNILSCKV VCDENG-SKG YGFVHFETQE AAERAIEKMN G----MLLND 

Scpab1p  99  LNYTPIK-GR LCRIMWSQRD PSLRKKGSGN IFIKNLHPDI DNKALYDTFS VFGDILSSKI ATDENGKSKG FGFVHFEEEG AAKEAIDALN G----MLLNG 

AtPABP2  97  LNYIPLY-GK PIRVMYSHRD PSVRRSGAGN IFIKNLDESI DHKALHDTFS SFGNIVSCKV AVDSSGQSKG YGFVQYANEE SAQKAIEKLN G----MLLND 

LmPABP1  86  MNFKRVG-DK CVRLMWQQRD PALRYSGNGN VFVKNLEKDV DSKSLHDIFT KFGSILSCKV MQDEEGKSRG YGFVHFKDET SAKDAIVKMN GAADHASEDK 

TbPABP1  82  LNFKRVG-EK CIRIMWQQRD PALRYSGSGN IFVKNLKEEV DSRELSLIFK KFGEILSCKV MDDESGKSRG YGFVHFKDDD AAKAAIEKMN GDKEHADADK 

LmPABP2  69  AGSKLGS--R YLRIAKIQRD PSKRRSGVNN ILVKKLPKSV DTYALKEMFS KFGRLTAIGL ACDEKGESRG YARISFEREE SAVDAVREMD G----MEMDG 

TbPABP2  70  AGVKLGT--K HIRIAKIQRD PSKRRSGVTN IIVKKLPPTV DTYALKEMFS KYGRLTAIGL ATDEKGESRG YARISYEKEE SAVDAVRELN G----VSIDD 

LmPABP3  71  LNYTGIAPGR QIRVMFSIRD PLQRKSGMNN VFVKKLDTAI NAKELQAAFS KCGRVLSCKV ALDSAGNSKG YGFVQFETAD GTKAALE-MN G----SKLGD 

 

                SSSSS        HHHHH H    SSSSS SS      HH HHHHHHHHHH   SSSSSSSS       SSSS SSSSS  HHH HHHHH                 

                                          *** ***                                    **** ****                             

                ▼  ▼▼▼▼    ▼ 

HsPABP1  166 RKVFVGRFKS RKEREAELGA RAKEFTNVYI KNFGEDMDDE RLKDLFGKFG PALSVKVMTD -ESGKSKGFG FVSFERHEDA QKAVDEMNGK ELN-----GK 

Scpab1p  194 QEIYVAPHLS RKERDSQLEE TKAHYTNLYV KNINSETTDE QFQELFAKFG PIVSASLEKD -ADGKLKGFG FVNYEKHEDA VKAVEALNDS ELN-----GE 

AtPABP2  192 KQVYVGPFLR RQERDSTANK TK--FTNVYV KNLAESTTDD DLKNAFGEYG KITSAVVMKD -GEGKSKGFG FVNFENADDA ARAVESLNGH KFD-----DK 

LmPABP1  185 KALYVANFIR RNARLAALVA ---NFTNVYI KQVLPTVNKD VIEKFFAKFG GITSAAACKD -KSGR--VFA FCNFEKHDDA VKAVEAMHDH HIDGITAPGE 

TbPABP1  181 AALYVANFIR RNARLAALVA ---NFTNVYI KQLLPTVDKD VIEKFFSKFG GITSAAICKD -KNGR--AFA FCNFEKHDDA VKAIEASHDQ EVEGVTQPGE 

LmPABP2  163 QAIVVERYQA Q-HRDELLKQ ----FTNLYV KNLDPAVTDE KLRAFFAKYG EVSSAKVRDL GAAQSEAGLG YVAFQKHENA ARAVEELNGK ECE-IAKAGS 

TbPABP2  164 CAITVERYQP H-HREEQLKQ ----YTNLYV KNLDPSVDDE KLKEVFSPFG EVTSAKVRDL -AGRPTVGFG YVAYATHEAA AKAVEELDDK ESP-LAKEGM 

LmPABP3  166 SEVVVAPFVR RVDREAMAAK S---FRNIYI KNITASATEA DVKAIVEEFG KVDSLFLSEH -ARFP-TKFA LVAFEEHQAA VQAIAALNES EESGLTEKAV 

 

               SSSSS        HHHHHH                SSSSSS S      HHH HHHHHHHHH  SSSSSSSS        SSSSS SSSS  HHHH HHHH 

                                                    **** **                                    ***** *** 

HsPABP1  260 QIYVGRAQKK VERQTELKRK FEQMKQDRIT RYQGVNLYVK NLDDGIDDER LRKEFSPFGT ITSAKVMME- -GGRSKGFGF VCFSSPEEAT KAVTEMNGRI 

Scpab1p  288 KLYVGRAQKK NERMHVLKKQ YEAYRLEKMA KYQGVNLFVK NLDDSVDDEK LEEEFAPYGT ITSAKVMRT- ENGKSKGFGF VCFSTPEEAT KAITEKNQQI 

AtPABP2  284 EWYVGRAQKK SERETELRVR YEQNLKEAAD KFQSSNLYVK NLDPSISDEK LKEIFSPFGT VTSSKVMRD- PNGTSKGSGF VAFATPEEAT EAMSQLSGKM 

LmPABP1  279 KLYVQRAQPR SERLIALRQK YMQHQA---- --LGNNLYVR NFDPEFTGAD LLELFKEYGE VKSCRVMVS- ESGVSRGFGF VSFSNADEAN AALREMNGRM 

TbPABP1  275 KLYVQRAQPR SERLIALRQK YMQCQS---- --LGNNLYVR NFDAEFTEKD LNELFKEYGV IRSCRVMTD- ANGISRGFGF VSFENADQAN AALREMNGRM 

LmPABP2  257 PLDVSRFRSR EERQRDRERQ RRERAQQ--- HSKYPNLYVK GFDDTVTSER LEELFQRYGE TVSVTVMMDK ETGVSRCFGF VSMKDQNAAS QAIQELNGST 

TbPABP2  257 KLSVCRFRSR EERKRERERL RRERQQQ--- HSKYPNLYVK NFDDTVTSER LKALFDPFGE TVSVSVMMDK ATKVSRCFGF VSFKEQSSAA QAIQELHGST 

LmPABP3  261 KLVVCRALSK SERDREKKKA ASLYQN---- --HGRNLYIK HLPDDITDDR LREIFEPFGK ITSCAIMKE- PNGTLKGFAF VCFEDKQHAS AALRSLNGHP 

 

                     SS SSS 

HsPABP1  358 VAT--KPLYV ALAQRKEERQ AHLTNQYMQR MASVRAVPNP VINPYQPAPP SGYFMAAIPQ TQN-RAAYYP PSQIAQLRPS PRWTAQGARP HPFQNMPGAI 

Scpab1p  387 VAG--KPLYV AIAQRKDVRR SQLAQQIQAR NQMR------ ----YQQATA A----AAAAA AGM-PGQFMP PMFYGVMPP- --------RG VPFN------ 

AtPABP2  383 IES--KPLYV AIAQRKEDRR VRLQAQFSQV RPVA------ ----MQPSVG PRMPVYPPGG PGIGQQMFYG QAPPAMIPPQ P------GYG YQQQLVPGMR 

LmPABP1  372 LNG--KPLIV NIAQRRDQRY TMLRLQFQQR LQMMMR---- --QMHQPMPF VGSQGRPMRG R----GGRQQ LGGRAQGHPM P-------MP SPQQPQAP-- 

TbPABP1  368 LNG--KPLVV NIAQRRDQRL TMLKLQLQQR LQMMMH---- --HMHPPP-- FGMPGHPLQR RNARSGGRGN RPHPRQQQPQ P-------QP EPQPPLAT-- 

LmPABP2  354 FLSP-RPLFV TYALRKDARR QNLEE-RSKQ FRVRQN---P MGGPGMGAM- PPIGFMG-PQ MFNNVNMPFM NPRVPIMPMN GMNGIGGMNG MGGMNGVGGV 

TbPABP2  354 ALGP-RPLFV SYALRKDARR QTLEDMRNKQ PRMRQP---P MGGLMGGMMG PQLSFMNPPA MFN--GMHFM NTRMPMMPS- ---------- ---------- 

LmPABP3  354 LEHSAKPLYV SHAEQKDMRI RLLQ---QRR AAMR------ ----HQSRMA PLMNTFPQQW PRHPFPHMVP PMMPPPPPPN --------MG MPQFMSGPMI 

 

                                                                                                                     HHHHH 

 

HsPABP1  455 RPAAPRPPFS TMRPASSQVP RVMSTQRVAN TSTQTMGPRP AAAAAAATPA VRTVPQYKYA AGVRNPQQHL NAQPQVTMQQ PAVHVQGQEP ----LTASML 

Scpab1p  454 ---GPNP--- ---------- ---------- ---QQMNPMG GMPKNGMPPQ FRNGPVYG-- ---------- ---------- --VPPQGGFP ----RNANDN 

AtPABP2  465 PGGGPVPSFF MP-------- ---------M VQPQQQRPGG GRRPGGIQHS QQQNPMMQQQ MHPRGRMFRY PQGRGGSGDV PPYDMGNNMP LTIGALASNL 

LmPABP1  450 ----AQPQGF A--------- ---------- -------TPS AVGF--VQAT PKHSPGDVP- ---------- ---------- ---ETPPLPP ----ITPQEL 

TbPABP1  448 ----TVPPAA AH-------- ---------- ---SVMFTAP SMGFSAVPRT PQASPAIAP- ---------- ---------- ---DTPPLPP ----ISAEDL 

LmPABP2  447 GGMGGMGGMG GMGGMGGMGG MGGMGSMGGM GGMARPMAPN AMSQMRSRPM PQKPPMQSLM PQ-------- --QHQQAP-- -----PQGQN ----LA-AVL 

TbPABP2  426 ---------- ---------- -----TMG-M GGPMRPMGPT PMNQVRARPG PQRPPMQSMM AP-------- --QQQSHPQI PQPPVAQGQN ----LS-TVL 

LmPABP3  433 RRPVMEP--- ---------- ---------- ---HLMQGEP MRPPNRYTQA REQYPPQQR- ---------- ---------- -----QDG-- ----VDMNYL 

 

             HH              HHHHH HH          HHHHHHH     HHHHHHHH   HHHHHHHH HHHHHHHHHH H 

 

HsPABP1  551 ASAPPQEQKQ MLGERLFPLI QAMHP--TLA GKITGMLLEI DNSELLHMLE SPESLRSKVD EAVAVLQAHQ AKEAAQKAVN SATGVPTV 636  

Scpab1p  498 NQFYQQKQRQ ALGEQLYKKV SAKTSNEEAA GKITGMILDL PPQEVFPLLE SDELFEQHYK EASAAYESFK -KEQEQQTEQ A        577  

AtPABP2  548 SNATPEQQRT MLGEVLYPLV EQVEA--ESA AKVTGMLLEM DQTEVLHLLE SPEALKAKVA EAMDVLRSVA AGGATEQLAS LNLS     629  

LmPABP1  491 ESMSPQEQRA ALGDRLFLKV YEIAP--ELA PKITGMFLEM KPKEAYELLN DQKRLEERVT EALCVLKAHQ TA                  560  

TbPABP1  496 QQMSVDEQRA ALGDRLYIKV HELAP--DHA PKITGMFLEM NPKEALALLS NPKLMHEKVT EALCVLKVHA SSA                 566  

LmPABP2  525 ANLNPEQQKN VLGERLYSYI VRSHP--SVA AKITGMLLEM DNAEILNMLD SPTMLDSKIA EAQDVLNRHM SV                  594  

TbPABP2  486 ASMTPDQQKN VLGERLYNYI VRNNP--SFA AKVTGMLLEM DNSEILNLLD NHSLLDTKVQ EALDVLNRHI GM                  555  

LmPABP3  475 STLSPEQQKN YLGELLYSRI LPLES--SNA AKITGMLLEM SREEIFEILA DHFALLSKIQ EANAVLQQHT GN                  544   
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Figura 15. Comparação entre as sequências das PABPs dos tripanossomatídeos 

(L. major e T. brucei) com as PABPs de humano, levedura e planta. Alinhamento 

no ClustalW comparando as sequências utilizadas mostrando os motivos 

conservados e divergentes. Os aminoácidos idênticos em mais de 60% das 

sequencias estão destacados em cinza escuros, enquanto que os aminoácidos 

similares, baseado na matriz BLOSUM60, em mais de 60% das sequências estão 

destacados em cinza claro. Quando necessários, espaços foram inseridos para 

um melhor alinhamento. Estruturas secundárias preditas para os RRMs e o 

domínio PABC foram incluídas (H – α-hélices; S – β-fitas) baseadas nas 

estruturas publicadas para o homólogo de humano  (25;31). As três hélices 

localizadas nos segmentos que conectam os RRMs 1 e 2, 2 e 3 e 3 e 4  que 

definem o final dos RRMs 1, 2 e 3, respectivamente, estão sublinhadas. O 

símbolo * define os dois motivos RNP de cada RRM.  ▼ indicam os aminoácidos 

que interagem com o RNA enquanto que  mostra os aminoácidos específicos 

envolvidos no reconhecimento do poli-A (25). ↓ define os resíduos no RRM2 da 

PABP2 de leveduras relevantes para a interação com o eIF4G (50). A região rica 

em metionina e glicina da PABP2 está dentro de uma caixa. O homólogo da 

PABP2 de A. thaliana foi incluído no alinhamento uma vez que dentre os 

homólogos de PABP de A. thaliana este é o mais parecido com a PABP1 de 

Leishmania (não mostrados) e a região de ligação ao eIFiso4G está indicada. 

Números 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; Scpab1p – 

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

 

Neste trabalho decidiu-se iniciar a parte experimental confirmando a 

localização subcelular dos três homólogos da PABP em L. major através de 

ensaios de imunofluorescência utilizando formas promastigotas em crescimento 

exponencial. Como mostrado na figura 16 as três proteínas estão localizados em 

sua maior parte no citoplasma com pouca ou nenhuma localização nuclear. A 

localização citoplasmática dessas proteínas é então compatível com várias das 

funções já determinadas para homólogos de PABP, uma vez que a sua 

distribuição no citoplasma celular, bem como certo grau de localização na região 

peri-nuclear já foi demonstrada em diversos organismos (Gorlach et al., 1994). A 

localização citoplasmática das PABPs 2 e 3, entretanto, contrasta com dados 

prévios de fracionamento celular descritos acima onde ambas as proteínas foram 

encontradas mais abundantemente em frações nucleares obtidas por 

centrifugação. Uma vez que os ensaios de localização através de 

imunolocalização são mais sensíveis sugerimos que ambas as proteínas devem 

estar baixando juntamente com membranas celulares ou organelas mais pesadas 

na fração nuclear.  
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Figura 16. Localização subcelular das PABPs 1, 2 e 3. A determinação da localização celular dos 

três homólogos da PABP de L. major foi realizada através de imunofluorescência indireta  

utilizando os soros específicos para cada homólogo, seguido de incubação com fluoresceína – 

conjugada com o segundo anticorpo. Quando indicado, as células foram contra-marcadas como 

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

 

Em células HeLA (humanas) foi observado que sob inibição da transcrição 

com Actinomicina D a distribuição da PABP citoplasmática muda e passa a ser 

detectada em grânulos no núcleo da célula (Afonina et al., 1998), um 

comportamento também evidenciado para  a PABP1 de L. major (Bates et al., 

2000). Neste trabalho, decidiu-se então comparar a localização subcelular dos 

três homólogos de PABP de L. major através de ensaios de imunofluorescencia 

indireta em células em crescimento exponencial frente a inibidores de transcrição, 

tradução e processamento de mRNA, com o intuito de tentar associar funções a 

cada uma das três proteínas. Para a inibição da transcrição foi utilizado o inibidor 

Actinomicina D, que inibe a transcrição por ligar-se fortemente e especificamente 

ao DNA dúplex e, assim, impedir que ele seja molde para a transcrição. Para a 
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inibição da tradução foi utilizado o inibidor Cicloheximida que inibe a atividade de 

peptidil-transferase dos ribossomos de eucariotos (80S) abolindo a síntese 

protéica. Para inibição de processamento de RNA foi utilizado Sinefungina a qual 

bloqueia a metilação do cap presente na extremidade 5’ dos RNAs e leva a uma 

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

Inicialmente foi utilizado o inibidor da transcrição Actinomicina D. Na figura 

17 foi observada uma mudança de localização para as PABPs 2 e 3 que 

notavelmente migram para o núcleo com pouco ou nenhuma proteína sendo 

detectada no citoplasma. Dentro do núcleo, ambas as proteínas não co-localizam 

com o marcador de DNA, sugerindo uma localização diferencial dentro do 

nucleoplasma distinta daquela onde se encontra a cromatina. Já a PABP1 

apresenta uma pequena migração para o núcleo, pouco visualizada na 

microscopia confocal, mas que está de acordo com o que foi demonstrado 

anteriormente (Bates et al., 2000). 
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Figura 17. Localização subcelular das PABPs 1, 2 e 3 frente a inibição da transcrição por 

incubação com Actinomicina-D. A determinação da localização celular dos três homólogos da 

PABP de L. major foi realizada através de imunofluorescencia indireta utilizando os soros 

específicos para cada homólogo, seguido de incubação com fluoreceina – conjugada com o 

segundo anticorpo. Quando indicado, as células foram contra-marcadas como TOTO-3 para 

localização dos DNAs nucleares e do cinetoplasto.  

 

O padrão de migração para o núcleo das PABPs 2 e 3 sugere que estas 

proteínas tenham funções durante a maturação e processamento do mRNA ou 

durante seu transporte do núcleo para o citoplasma. Desta forma decidiu-se 

determinar se também havia localização diferencial destas proteínas frente à 

inibição do processamento de mRNAs sob uso do inibidor Sinefungina. Entretanto 

nenhuma localização diferencial foi determinada para nenhum dos três homólogos 

(Figura 18A). Em seguida foi utilizado o inibidor da tradução Cicloheximida o qual 

também não induziu uma localização diferencial em nenhum dos três homólogos 

(Figura 18B).  
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Figura 18. Localização subcelular das PABPs 1, 2 e 3 frente aos inibidores de processamento de 

RNA e tradução. Células na fase exponencial de crescimento em meio de cultura padrão na 

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

 

5.3 Análise da expressão de isoformas da PABP1 na presença de inibidores 

de diferentes processos associados ao metabolismo de mRNAs e proteínas 

 

Em trabalho anterior foi analisado o perfil de expressão das PABPs 1, 2 e 3 

durante curvas de crescimento de L. amazonensis. Estas análises demonstraram 

uma grande variação no padrão de expressão dos três homólogos de PABP ao 

longo de curvas de crescimento do parasita. Enquanto que a PABP1 apresentou 
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múltiplas 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 não fosforilada e 

que estas possuem comportamentos diferenciados ao longo de curvas de 

crescimento decidiu-se investigar os eventos associados a fosforilação desta 

proteína via análise da sua expressão na presença de inibidores de transcrição, 

tradução, processamento de mRNAs, proteases e ainda inibidor de fosfatases. 

Para isto foi avaliada a expressão da PABP1 em curvas de crescimento 

realizadas utilizando-se células promastigotas de L. amazonensis incubadas com 

os diferentes inibidores imediatamente quando do início destas curvas (Figura 

19). Dentre as curvas de crescimento analisadas podemos observar três padrões 

distintos de fosforilação. No primeiro deles, após incubação com os inibidores de 

síntese e processamento de RNA, Actinomicina D e Sinefungina, observa-se uma 

diminuição na fosforilação global da PABP1, mais forte para a Sinefugina, e 

defosforilação completa no tempo 24 horas, quando em comparação com o 

controle positivo. No segundo, na incubação com os inibidores de tradução 

Cicloheximida e Puromicina, não é visualizado efeito no padrão de fosforilação 

logo após o início da cultura, porém ocorre defosforilação da PABP1 em 24h, 

provavelmente associada a morte celular. E por fim, no terceiro padrão, não foram 

observadas diferenças após a incubação ou, no caso do Acido Ocadáico, 

observamos um aumento das formas fosforiladas. Esses resultados sugerem que 

a formação de novos mRNAs pode estimular a fosforilação da PABP1, enquanto 

que a síntese protéica não é necessária para que a fosforilação inicial desta 

proteína ocorra. 
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Figura 19. Análise da expressão da PABP1 sob inibição de diferentes processos celulares 

associados ao metabolismo de mRNAs e proteínas. Alíquotas representativas da curva controle de 

promastigotas ou aquelas produzidas na presença de Actinomicina D, Cicloheximida, Puromicina, 

Sinefungina, Lactacistina e Ácido Ocadáico foram analisadas por Western-blot com o soro contra a 

PABP1. 

 

5.4 Análise da interação entre os homólogos de PABPs através de 

imunoprecipitação 

 

A migração simultânea para o núcleo vista para as PABPs 2 e 3 através da 

inibição da transcrição sugere que estas duas proteínas devam interagir ou pelo 

menos se ligar aos mesmos mRNAs. Dados de nosso grupo utilizando 

experimentos de migração diferencial em gel não desnaturante (“band-shift”) 

demonstraram uma ligação diferencial entre os homólogos de PABP e sondas de 

RNA contendo sequências poli-A, onde se observou que a PABP1 se liga 

especificamente ao poli-A, enquanto que a ligação das PABPs 2 e 3 parece não 



 

 

 89 

ser tão específica. Para investigar a possibilidade dos homólogos de PABP 

interagirem entre si ou ligar aos mesmos mRNAs, optou-se por imunoprecipitar 

individualmente as três PABPs nativas de extratos citoplasmáticos e testar os 

imunocomplexos precipitados, ou os respectivos sobrenadantes não ligados, 

quanto à presença ou ausência de cada uma das três proteínas. Como mostra a 

figura 20, cada um dos anticorpos purificados específicos foi capaz de 

imunoprecipitar e retirar do lisado (sobrenadante não ligado) toda ou quase toda a 

proteína alvo. Quando as amostras de PABP1 imunoprecipitada e seu 

sobrenadante foram investigados quanto à presença das PABPs 2 e 3 (painel a 

esquerda), não foi detectado nenhuma quantidade destas proteínas nos 

complexos precipitados (a esquerda), com ambas sendo encontradas apenas na 

fração não-ligada na mesma proporção em que foram utilizadas no ensaio 

(lisado). Da mesma forma quando amostras das imunoprecipitações das PABPs 2 

e 3 foram utilizadas, não foi possível detectar nenhuma co-precipitação da PABP1. 

Porém quando a imunoprecipitação da PABP2 foi realizada foi possível detectar a 

presença da PABP3 no imunoprecipitado e sua depleção da fração não ligada 

(centro), mostrando que as duas interagem entre si, o mesmo foi observado 

quando realizado o ensaio reverso a partir da imunoprecipitação da PABP3 (a 

direita). Os resultados observados para as imunocitoquímicas e para as 

imunoprecipitações são consistentes com a interação direta entre as PABPs 2 e 3.  

Com o intuito de investigar se a interação observada entre as PABPs 2 e 3 

era dependente ou não de RNA os lisados foram pré-incubados com a enzima 

RNAse antes da realização de novos ensaios de imunoprecipitação. Pode-se 

observar na figura 21 que as PABPs 2 e 3 são capazes de interagir tanto na 
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presença quanto na ausência de RNAs, mostrando que a ligação é independente 

de RNA. 

 

 

Figura 20. Análise da interação entre os três homólogos de PABP in vivo. Diferentes reações de 

imunoprecipitações foram realizadas utilizando um extrato citoplasmático 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 (não ligados) e 

amostras controle do lisado utilizados nas imunoprecipitações, foram então utilizados em reações 

distintas de Western-blot com os três conjuntos de anticorpos. 
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Figura 21. Análise da interação entre os homólogos de PABPs 2 e 3 na presença ou ausência de 

RNAs. Diferentes reações de imunoprecipitação foram realizadas utilizando extrato citoplasmático 

de L. major, na presença ou ausência de RNAse, contra os respectivos anticorpos purificados anti-

PABP2 e 3, bem como seus respectivos controles (soros pré-imune). Os imunocomplexos 

imunoprecipitados, bem como os sobrenadantes (não ligado) e alíquotas do Lisado (equivalente a 

quantidade de proteína adicionada na reação de imunoprecipitação), foram então utilizados em 

diferentes reações de Western-blot com os anticorpos citados. A esquerda, podemos observar o 

efeito do tratamento com RNAse após de extração de RNA total de alíquotas das amostras 

utilizadas nas imunoprecipitações.  

 

5.5 Análise das interações entre homólogos de PABP in vitro e mapeamento 

de sítios de ligação 

 

Visando investigar melhor a interação observada entre as PABPs 2 e 3 e 

determinar os sítios responsáveis por estas ligações, partiu-se para a realização 

de ensaios in vitro com os homólogos de PABP de L. major. Foram então 

realizados ensaios de interação proteína-proteína do tipo pull-down, utilizando as 

proteínas recombinantes produzidas em Escherichia coli em fusão com GST 
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(Glutationa S-Transferase) (GST-PABP1, GST-PABP2 e GST-PABP3) e proteínas 

marcadas com 35S sintetizadas em sistema de tradução in vitro eucariótico (35S-

PABP1, 35S-PABP2, 35S-PABP3). Estas proteínas foram inicialmente testadas 

quanto a sua capacidade de ligação umas com as outras na presença dos 

polinucleotídeos poli-A, mimetizando um excesso de mRNAs, e poli-C, como 

controle. Como pode ser visto na figura 22 todas as proteínas se mostram 

capazes de interagir uma com as outras, ao menos fracamente, in vitro. 

Entretanto, em comparação com o total de proteína marcada adicionada a reação 

(T.O. = tradução original), apenas a ligação da GST-PABP2 com as 35S-PABP2 e 

35S-PABP3 se mostrou mais significativa em presença do poli-A, o que em parte 

coincide com os dados obtidos da imunoprecipitação.  

Partiu-se então para mapear através de novos ensaios de pull-down o(s) 

sítio(s) nas PABPs 2 e 3 que seriam responsáveis pelas interações mais fortes 

evidenciadas entre as PABP2/PABP2 e PABP2/PABP3. Para o ensaio foram 

utilizadas as proteínas recombinantes em fusão com GST produzidas em E. coli 

(GST-PABP2, GST-PABP2NT1-374, GST-PABP3, GST-PABP3NT1-312 e GST-

PABP3CT261-544) e a proteína marcada 35S PABP2 sintetizada em sistema de 

tradução eucariótico. 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 proteína 

referente ao domínio N-terminal (NT), porém nesta última com menor intensidade 

(Figura 23 - painel de cima). A truncagem referente a PABP2 C-terminal não foi 

utilizada uma vez que não foi possível expressar e/ou traduzir in vitro a mesma. 

Quando testado o domínio de interação entre a PABP2 e a PABP3 foi possível 

observar que a PABP2 é capaz se ligar tanto na GST-PABP2 completa quanto 

nas truncagens contendo apenas os domínio N (NT) ou C (CT) terminais, embora 
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mais fracamente nas duas últimas, mostrando que pode haver mais de um sítio 

de interação ou que o sítio situe-se entre as duas regiões (Figura 23 – painel de 

baixo).  

 

 

Figura 22. Análise de interação entre os homólogos da PABP. Autoradiografias dos ensaios de 

Pull-down entre as PABP fusionadas a GST com as PABPs marcadas [
35

 S]. 
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Figura 23. Mapeamento das regiões de interações 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 PABP2NT1-374 fusionadas a GST (painel de cima) com o homólogo PABP2 marcado 

[
35

S] e as entre a PABP3 completa e as PABP3NT1-312 e PABP3CT261-544 com a PABP2 marcada [
35

 

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

 

5.6 Análise das interações entre as PABPs 1, 2 e 3 e a proteína EIF4G3, 

homólogo do fator de iniciação da tradução eIF4G de L. major  

 

Em estudos prévios, ensaios de pull-down utilizando as PABPs fusionadas 

a GST (GST-PABP1, GST-PABP2, GST-PABP3) avaliaram a interação destas 

três proteínas com o homólogo do fator eIF4G mais diretamente implicado com a 

tradução nos tripanosomatídeos, a proteína EIF4G3, marcada radioativamente 

(35S-EIF4G3). Nestes estudos se observou que todos os três homólogos de PABP 
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foram capazes de interagir in vitro com o EIF4G3, sendo a interação mais intensa 

aquela com a PABP1 (Reis, C.R S. -Tese de doutorado, 2009). No presente 

trabalho, para confirmar as interações observadas in vitro entre o EIF4G3 e os três 

homólogos da PABP fez-se necessário imunoprecipitar este homólogo de eIF4G, 

uma vez que a imunoprecipitação dos homólogos de PABP não possibilita a 

visualização do mesmo. Em um primeiro momento, a imunoprecipitação do 

EIF4G3 a partir de extratos de L. major foi testada para se avaliar não só a 

presença da proteína alvo, como a co-precipitação do EIF4E4, homólogo do eIF4E 

identificado como parceiro do eIF4G3 (Freire et al., 2011); Reis, C.R S. -Tese de 

doutorado, 2009). Podemos observar na figura 24 que a imunoprecipitação do 

EIF4G3 foi bem sucedida, e toda a proteína foi depletada do lisado. Além disso, o 

EIF4E4 também é detectado na fração referente ao imunoprecipitado do EIF4G3 

apesar de não totalmente depletado do lisado. Esse dado confirma a interação 

entre essas duas proteínas também em L. major e valida a abordagem de 

imunoprecipitação do EIF4G3.  

Uma segunda imunoprecipitação foi então realizada nas mesmas 

condições e o produto desta, juntamente com os lisados antes e após incubação, 

foram testados quanto a presença de cada um dos três homólogos de PABP 

separadamente (Figura 25). Podemos observar que apenas a PABP1 foi 

especificamente detectada no produto da imunoprecipitação do EIF4G3, mesmo 

não tendo sido depletada do lisado. Já as PABPs 2 e 3 foram incapazes de ser 

detectadas na presença da proteína EIF4G3. Este resultado é consistente com a 

PABP1 participando ativamente do processo de tradução através de sua interação 

com as proteínas EIF4G3 e EIF4E4, como demonstrado in vitro, e sugere que as 
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três proteínas devem constituir um dos complexos formais de iniciação da 

tradução em L. major e outros tripanosomatídeos. 

 

 

Figura 24. Análise da interação entre as proteínas EIF4G3 e EIF4E4 in vivo. Imunoprecipitação do 

homólogo de eIF4G, EIF4G3, nativo onde o produto da reação, bem como o sobrenadante não 

ligado e o lisado total foram submetidos a Western-blot com ambos os soros policlonais para o 

EIF4G3 e também para o homólogo de eIF4E parceiro, o EIF4E4. 
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Figura 25. Análise da interação in vivo entre os homólogos de PABP e o homólogo do fator eIF4G 

de iniciação da tradução, o EIF4G3. Imunoprecipitação do EIF4G3 nativo onde o produto da 

reação, bem como o sobrenadante não ligado e o lisado total foram submetidos a Western-blot 

com cada um dos soros policlonais direcionados aos três homólogos da PABP. 

 

Em seguida decidiu-se investigar os domínios da PABP1 responsáveis pela 

ligação ao EIF4G3. Para isso foram utilizadas a PABP1 completa fusionada a 

GST, bem como apenas seus domínios C e N-terminal (GST-PABP1, GST-

PABP1NT1-299  e GST- PABP1CT237-561). Na figura 26 podemos observar que o 

35S-EIF4G3 foi capaz de se ligar a PABP1 completa e aos domínios C e N-

terminais, porém as ligações com as duas últimas foram menos intensa, e assim 

não foi possível determinar os exatos sítios de ligação entre essas duas proteínas. 

Podemos então concluir que o sítio deve estar situado entre os domínios N e C 

terminal da proteína ou então que existam dois sítios distintos na PABP1 que 

contribuam para a ligação com o EIF4G3. 
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Figura 26. Mapeamento da região de interação da PABP1 com o fator EIF4G3. Autoradiografia dos 

ensaios de pull-down entre a PABP1 completa, PABP1NT1-299 e PABP1CT237-561 fusionadas a GST 

com o EIF4G3 marcado [
35

 S]. O EIF4G3 interagiu não só com a PABP1 completa, como mais 

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

 

5.7 Análise das interações entre as PABPs 1, 2 e 3 e dois homólogos do fator 

de iniciação da tradução eIF4E, 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 interação nova que até o 

momento não foi observada em outros eucariotos (Yoffe, 2009). Com base nessa 

informação e fazendo uso das ferramentas já disponíveis, decidiu-se avaliar a 

capacidade dos três homólogos de PABP de interagirem com o EIF4E4 e também 

com um segundo homólogo relacionado de eIF4E, o EIF4E3. Para isso foram 

utilizados as PABPs recombinantes fusionadas a GST (GST-PABP1, GST-PABP2, 

GST-PABP3) com as proteínas EIF4E3 e 4 radioativas (35S- EIF4E3 e 4). Na 

figura 27 pode-se observar que tanto o EIF4E3 quanto o EIF4E4 foram capazes 

de se ligar às PABPs 1 e 3, sendo a interação com a PABP1 mais intensa. 
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Podemos observar também que os dois homólogos ligam bem mais fracamente a 

PABP2. Decidiu-se então determinar quais sítios na PABP1 estavam envolvidos 

nesta interação. Para isso foram utilizadas as proteínas truncadas GST- 

PABP1NT1-324  e GST- PABP1CT261-561. Na figura 28 observa-se que tanto o 35S-

EIF4E3 quanto o 35S-EIF4E4 são capazes de se ligar apenas à região C-terminal 

da PABP1, confirmando a especificidade da interação e seu ineditismo, pois nada 

semelhante está descrito na literatura. Posteriormente serão estudados quais 

aminoácidos são diretamente responsáveis por esta ligação. 

 

 

Figura 27. Analises das interações entre os homólogos de PABP e dois homólogos do fator de 

iniciação da tradução eIF4E, os EIF4E3 e 4. Autoradiografias dos ensaios de pull-down entre as 

PABPs 1, 2 e 3 fusionadas a GST com os homólogos de eIF4E, EIF4E3 e 4 marcados [
35

 S]. Foi 

observado que ambos os homólogos do eIF4E interagem com os três homólogos de PABP, sendo 

a interação de ambos com a PABP1 a mais intensa e com a PABP2 bem fraca. 
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Figura 28. Mapeamento da região de interação da PABP1 com os fatores EIF4E3 e 4. 

Autoradiografias dos ensaios de pull-down entre as PABP1 completa, PABP1NT1-299 e 

PABP1CT237-561, fusionadas a GST, com os EIF4E3 e 4 marcados [
35

 S]. Os EIF4E3 e 4, ao 

contrário do EIF4G3, interagem não só com a PABP1 completa como especificamente com a sua 

região C-terminal. (T.O. = tradução original) 

 

5.8 Análise da associação de PABPs nativas com populações de mRNPs 

celulares em L. major 

 

A associação a polissomos é um forte indício da participação de uma 

determinada proteína no processo de tradução, denotando a associação desta 

proteína ao mRNA ou a um complexo protéico ligado a este. Para avaliar a 

presença dos três homólogos de PABP junto a fração polissomal de L. major, 

foram produzidos lisados de promastigotas de fase exponencial de L. major que 

foram subseqüentemente fracionados por meio de centrifugações e/ou 
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ultracentrifugações sucessivas em colchão de sacarose de forma a se obter 

frações referentes a fração nuclear (enriquecida em núcleos e restos de 

membrana), polissomal (complexos de RNAs e proteínas associados a 

polissomas), mRNPs livres (complexos de RNAs e proteínas livres de polissomas) 

e sobrenadante pós mRNPs livres (fração protéica solúvel). Estas frações foram 

preparadas na presença de Cicloheximida, que mantém os polissomos unidos, ou 

EDTA, quelante que desfaz os polissomos. Alíquotas de cada fração foram então 

utilizadas em ensaios de Western-blot e o experimento validado por meio de soro 

direcionado contra uma proteína ribossomal denominada P0. Esta proteína foi 

encontrada principalmente na fração polissomal, quando utilizado a 

Cicloheximida, e se deslocou para as frações de mRNP livres e de proteínas 

solúveis quando utilizado o EDTA, demonstrando desta forma que o experimento 

funcionou. 

Em um primeiro momento, decidiu-se investigar a interação ou não de 

homólogos de eIF4E e eIF4G selecionados com os polissomos no intuito de 

ajudar na caracterização funcional destas proteínas. Soros purificados contras as 

proteínas EIF4E3 e 4 e EIF4G4, foram então utilizados em reações de Western-

blot utilizando as frações descritas acima. Na figura 29 podemos observar que o 

EIF4G4 e o EIF4E3 só foram detectados na fração de proteínas solúveis (pós 

mRNP livres), o que indica que estas proteínas não são capazes de interagir com 

os polissomas. Em contraste as diferentes isoformas do EIF4E4 se encontram na 

fração polissomal e na fração de mRNP livres com Cicloheximida e se deslocam 

para a fração de mRNPs livres e pós mRNPs livres na presença de EDTA. Isso 

mostra que EIF4E4 em todas suas isoformas está associado aos polissomas.  
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Figura 29. Perfil polissomal dos EIF4E3 e 4 e EIF4G4. Frações de lisados de L. major foram 

produzidos sob duas diferentes condições (Cicloheximida ou EDTA) através de ultracentrifugação 

em colchão de sacarose para obtenção das frações nucleares e de membranas (Sed.), 

polissomais (F. polissomal), mRNPs livres (mRNP livre) e de proteínas solúveis (Pós-mRNP). 

Cada fração foi então avaliada por Western-blot com anticorpo dirigido contra a proteína 

ribossomal P0 e contra os homólogos de eIF4E e eIF4G selecionados.  

 

Em seguida foi analisado a associação das PABPs 1, 2 e 3 com os 

polissomos. Quando se observou a associação da PABP1, foi possível 

determinar que suas diferentes isoformas se encontram na fração polissomal, em 

presença de Cicloheximida, e se deslocam para a fração de mRNPs livre na 

presença de EDTA (Figura 30). Isso mostra que a PABP1 em suas várias 

isoformas deve estar especificamente associada a mRNAs em fase ativa de 

tradução. Já as PABPs 2 e 3 foram detectadas em todas as frações estudadas, 

sem deslocamento para a fração de mRNP livres ou outra quando adicionado 

EDTA, o que não permite uma definição clara quanto uma associação ou não 

com a maquinaria de tradução.  
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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 frações avaliadas por os anticorpos dirigidos contra as 

três proteínas. 

 

5.9 Análise da associação com polissomas de PABPs fusionadas a HA 

superexpressas em L. infantum 

 

A fim de confirmar através de uma abordagem mais precisa a participação 

ou não dos três homólogos de PABP no processo de síntese 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 

plasmídeos epissomais (pSP-BT1) para a expressão das mesmas fusionadas ao 

epítopo HA. No caso do homólogo PABP1 a construção equivalente foi obtida 

independentemente e cedida pelo orientador desta Tese. As construções 

PABP1/pSP-BT1, PABP2/pSP-BT1 e PABP3/pSP-BT1 foram individualmente 
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transfectadas em células de L. infantum e após a etapa de seleção, para a 

confirmação da superexpressão das três proteínas, foram obtidos extratos 

proteicos, os quais foram analisados através de Western-blot (Figura 31). 

 

Figura 31. Análise da superexpresssão das proteínas heterólogas PABP1, 2 e 3 fusionadas a HA. 

Extrato total de células de L. infantum transfectadas com os respectivos plasmídeos foram 

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

  

Uma vez confirmada as superexpressões de cada um dos homólogos de 

PABP partiu-se para a realização do fracionamento em gradiente de sacarose. 

Primeiramente optou-se por realizar o ensaio utilizando células de L. infatum em 

fase exponencial na presença ou ausência de Cicloheximida e EDTA que não 

continham nenhum plasmídeo transfectado com o intuito de analisar o padrão 

das proteínas nativas utilizando os respectivos anticorpos específicos. O ensaio 

do gradiente de sacarose nos permite separar as frações referentes aos mRNPs 

livres, as subunidades ribossomais 40S e 60S, o ribossoma completo 80S e a 

fração polissomal as quais foram testadas através Western-blot contra o 

anticorpo da PABP1. Foi observado que a PABP1 se encontra em todas as 

frações na ausência de EDTA e o seu deslocamento dos polissomos quando 

adicionado EDTA, como controle positivo foi utilizado a proteína ribossomal P0 
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(dados não mostrados). Em seguida, células do transfectante PABP1-HA foram 

coletadas em duas fases distintas, a exponencial, onde a síntese de proteínas é 

bastante intensa, e a fase estacionária, onde um menor número de mRNAs esta 

sendo traduzido, e produzidos lisados citoplasmáticos os quais foram levados ao 

fracionamento e as frações (como descrito acima) testadas através de Western-

blot. Podemos observar que em fase exponencial as três PABPs se encontram 

em todas as frações testadas sendo mais abundantes nas frações 80S e 

polissomais (Figura 32A). Já em fase estacionária podemos observar que a 

PABP1 se encontra nas frações referentes aos mRNPs livres, 40S+60S e, 80S, 

enquanto as PABPs 2 e 3 se encontram apenas na fração de mRNPs livres 

(Figura 32B). Estes resultados em conjunto com os obtidos no item 5.6 mostram 

que todas as três PABPs devem participar no processo de síntese proteica, 

mesmo não sendo observadas interação entre as PABPs 2 e 3 com o fator 

EIF4G3 de iniciação da tradução, através dos métodos utilizados, e os mesmo 

não se deslocando da fração polissomal quando na presença de EDTA (Figura 

30). 
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Figura 32. Associação com os polissomos em fases exponencial (A) e estacionária (B) dos três 

homólogos de PABP. Lisados citoplasmáticos de células transfectadas individualmente com os 

homólogos de PABP fusionados a HA foram fracionados em gradiente de sacarose (15%-45%). 

As frações foram então analisadas individualmente por Western-blot com o anticorpo anti-HA. As 

posições correspondentes as mRNPs livres, subunidades 40S e 60S, ribossoma completo 80S e 

polissomos estão indicadas.  

 

5.10 Identificação de parceiros funcionais através de espectrometria de 

massa das PABPs. 

 

Com o intuito de complementar os estudos de interação entre os 

homólogos de PABP e seus parceiros funcionais, bem como identificar novos 

parceiros que possam dar indícios de funções diferenciadas associadas aos três 

homólogos de PABP de Leishmania, foram realizadas imunoprecipitações em L. 
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infantum utilizando as três PABPs fusionadas a HA (dados não mostrados), as 

quais foram enviadas para a análise em espectrometro de massas. Cada 

experimento foi realizado em triplicata, porém resultados confiáveis de apenas 

um das réplicas estão disponíveis para análise no momento. 

 Uma vez de posse dos resultados as proteínas encontradas foram 

analisadas e colocadas em forma de tabela para uma melhor compreensão. Na 

tabela 2 podemos observar que as proteínas foram separadas por classe a qual 

pertencem (vertical) e de acordo com o número de achados para cada uma das 

PABPs (horizontal). No geral os resultados das análises nos permitiu confirmar 

algumas das interações demonstradas pelo nosso grupo de pesquisa bem como 

aquelas presentes nesta tese além de identificar novas que parecem indicar 

novas funções ao menos para as PABPs 2 e 3.  

 Primeiramente podemos observar que cada uma das três proteínas está 

presente como produto dos seus prórpios imunoprecipitados, como se é esperado 

para este tipo de análise. Observamos também que as PABPs 2 e 3 co-

imunoprecipitam uma com a outra, confirmando nossos dados de ligação entre as 

duas proteínas. Não se deixando de observar que neste tipo de análise as PABP 

1 e 2 aparecem co-precipitando, porém em número menor que a interação 

PABP3/PABP3, e que pode ser resultado da superexpressão das proteínas cujos 

genes estão presentes em número de cópias (em plasmídeos epissomais) acima 

do usual. Podemos observar também o aparecimento dos homólogo EIF4E4 e 

EIF4A1 de iniciação da tradução no imunoprecipitado da PABP1, reforçando 

dados anteriormente obtidos por nosso grupo sobre a participação desta em 

complexo com os EIF4G3 (não observado porém menos abundante) e EIF4E4. 



 

 

 108 

Observamos também a interação dos três homólogos de PABP com o fator de 

elongação 1 alfa, e outros fatores de tradução e de proteínas de ribossomais que 

parecem ser específicos da PABP1. 

  Dentre as RNAs helicase e proteínas de ligação a RNA se destaca a 

ligação entre o homólogo da proteína Ded1p1 com a PABP2, esta proteína em T. 

brucei já foi descrita como envolvida na formação do complexo 43S durante a 

iniciação da tradução, reforçando que a PABP2 possui papel na síntese proteica.  

No mais se pode observar a existência de outras RNAs helicases e proteínas de 

ligação a RNA específicas tanto para ambas as PABP2 e 3 quanto para a PABP1. 

Entre estas destacamos a presença de duas proteínas associadas ao 

processamento e transporte de ribossomas e uma proteína associada ao 

transporte de mRNAs especificamente associadas às PABPs 2 e/ou 3, proteínas 

estas que poderiam explicar o comportamento diferenciado destes homólogos de 

PABP na sua migração ao núcleo em presença de Actinomicina D e reforçar um 

papel no transporte nucleo-citoplasmático de RNAs. Uma quarta proteína 

associada ao controle da tradução de mRNAs (ALBA) e associada 

especificamente a PABP2 também podem sugerir novas funções distintas para 

esta proteina. 

No mais, proteínas como as relacionadas ao estresse celular, como a 

proteína heat-shock hsp70, ao citoesqueleto, como alfa e beta tubulina, bem 

como um grande número de proteínas hipotéticas se encontram presentes nas 

análises dos três homólogos. Proteínas individuais que se ligam exclusivamente a 

um determinado homólogo como o caso de proteínas mitocondriais para a PABP2 

ou proteínas 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. Análise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum 

 

Proteínas Identificadas Número de 

Acesso 

PABP1HA PABP2HA PABP3HA 

PABPs PABP1 LinJ.35.5360 22 4   

PABP2 LinJ.35.4200 1 30 15 

PABP3 LinJ.25.0080   7 9 

Fatores de iniciação da 

tradução 

EIF4E4 LinJ.30.0460 2 1   

EIF4AI   2     

Outros fatores de tradução e 

proteínas ribossomais 

elongation factor 1-alpha  LinJ.17.0090 

(+5) 

19 10 12 

elongation factor Tu, putative  LinJ.18.0740 1     

elongation factor 2  LinJ.36.0190 

(+2) 

4     

40S ribosomal protein S3, putative  LinJ.15.1010 

(+1) 

1     

60S ribosomal protein L10a, putative  LinJ.18.0630 

(+1) 

  1   

 RNA helicases e proteínas 

de ligação a RNA 

RNA-binding protein, putative  LinJ.17.0610 5     

RNA-binding protein, putative  LinJ.04.1190 1     
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Continuação: Tabela 2. Análise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum 

 

RNA helicases e proteínas de 

ligação a RNA 

RNA helicase, putative  LinJ.21.1820 1   2 

 Ded1p-1 homologue LinJ.32.0410 2 10 4 

ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, 

putative  

LinJ.07.0130   2 1 

RNA binding protein, putative  LinJ.32.0790   3 1 

hypothetical protein, conserved  LinJ.34.2410   3   

RNA-binding protein, putative  LinJ.35.2240   4   

Proteínas relacionadas a 

estresse 

heat-shock protein hsp70, putative  LinJ.28.2960 (+2) 12 6 12 

heat shock protein 83-1  LinJ.33.0360 (+1) 9   1 

heat shock 70-related protein 1, 

mitochondrial precursor, putative  

LinJ.30.2480 (+2) 3 1 1 

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, 

putative  

LinJ.32.1060 3     

T-complex protein 1, beta subunit, putative  LinJ.27.1150 1     

T-complex protein 1, gamma subunit, 

putative  

LinJ.23.1460 1   1 

T-complex protein 1, delta subunit, putative  LinJ.21.1330 2     
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Continuação: Tabela 2. Análise de parceiros funcionais das PABPs 1, 2 e 3 na fase exponencial de L. infantum 

 

Proteínas mitocondriais e não 

relacionadas a estresse 

mitochondrial RNA binding protein 2,MRP2, 

gBP25  

LinJ.09.1180   2   

p22 protein precursor, putative  LinJ.30.1030  6  

Proteinas envolvidas em 

secreção de vesícola e 

transporte 

protein transport protein Sec24C, putative  LinJ.25.1380 4 2 14 

protein transport protein Sec23-like protein  LinJ.36.6710 2   8 

vesicle-associated membrane protein, 

putative  

LinJ.08.0030     2 

adaptin-related protein-like protein  LinJ.11.0990     3 

Proteases e proteínas 

relacionadas 

proteasome regulatory non-ATPase subunit, 

putative  

LinJ.29.0120 1     

proteasome regulatory ATPase subunit 5, 

putative  

LinJ.22.0490 1     

proteasome regulatory ATPase 

subunittcc1l8.3, putative  

LinJ.12.0190     1 

ubiquitin-conjugating enzyme-like protein  LinJ.13.1320 1     

polyubiquitin  LinJ.09.0950 (+3) 2 1 1 

GP63, leishmanolysin  LinJ.10.0490 (+2) 1 1 3 

Proteínas quinases e proteínas 

relacionadas 

serine/threonine-protein kinase, putative  LinJ.21.1870 1     

14-3-3 protein-like protein  LinJ.36.3360 1     

 

 

 

 



 

 

 113 

 

Continuação: Tabela 2. Análise 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 

enzimas  

hexokinase, putative  LinJ.21.0300 (+1) 4 1 3 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 

glycosomal  

LinJ.30.2990 (+1) 1 3   

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

malic enzyme, putative  LinJ.24.0790 5     

ATP-dependent phosphofructokinase  LinJ.29.2620   1   

3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, 

putative  

LinJ.25.1850   1 1 

3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, 

mitochondrial precursor, putative  

LinJ.31.2320 (+1) 1     

vacuolar ATP synthase subunit b, putative  LinJ.28.2610 2     

vacuolar ATP synthase catalytic subunit A, 

putative  

LinJ.34.3460 1     

ribonucleoside-diphosphate reductase small 

chain, putative  

LinJ.27.1970 1     

4-methyl-5(beta-hydroxyethyl)-thiazole 

monophosphate synthesis protein, putative  

LinJ.30.0800 1     

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

 

 

Proteínas hipotéticas ligadas a 

todas PABPs 

hypothetical protein, conserved  LinJ.18.0660 2 11 11 

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 

Proteínas hipotéticas ligada as 

PABP2 e/ou 3 

hypothetical protein, conserved  LinJ.29.1570   4   

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 

Proteínas hipotéticas únicas a 

PABP1 

hypothetical protein, conserved  LinJ.20.1670 3     

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. Identificação de RNAs alvos das PABPs 

 

Com o intuito de identificar mRNAs alvo que se ligam a cada um dos 

homólogos de PABP foram utilizadas duas abordagens, sendo a primeira 

realizada pela Dr. Fabíola Barbieri Holetz e a segunda realizada como parte desta 

Tese a partir de dados obtidos através da primeira abordagem. No experimento 

inicial foram então realizadas imunoprecipotações dos três homólogos de PABP a 

partir de lisados de L. major, usando os soro policlonais de coelho específicos 

para cada proteína, e os produtos das mesmas foram submetidos a extrações de 

RNA seguidas de purificação dos RNAs co-purificados com essas proteínas. Após 

a purificação os mesmo foram sequenciados em plataforma Solid. Os resultados 

mais significativos (principais) das análises estão demonstrados nas tabelas 3 

(mRNAs alvo para a PABP1) e 4 (mRNAs alvo para as PABPs 2 e 3). Estes 

resultados foram obtidos a partir da identificação de mRNAs preferencialmente 

ligados a PABP1, em comparação com as PABPs 2 e 3, e vice-versa. Pode-se 

observar que os mRNAs que mais possuem preferência pela PABP1 são em sua 

maioria codificantes de proteínas ribosomais enquanto que aqueles que ligam-se 

preferencialmente às PABPs 2 e 3 são em geral codificantes de vários tipos de 

histonas (Tabelas 3 e 4).  
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Tabela 3. Identificação de mRNAs alvos da PABP1. Aqueles mRNAs que, 

após análise estatística, mostraram se preferencialmente associados à PABP1 

(quando comparados às PABPs 2 e 3) estão listados. 

 

 

Descrição 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. Identificação de mRNAs alvos das PABPs 2 e 3. Aqueles mRNAs 

que, após análise estatística, mostraram se preferencialmente associados às 

PABPs 2 e 3 (quando comparados à PABP1) estão listados. 

 

Descrição dos genes 

LmjF15.0010 histone h4 

LmjF36.1610 

universal minicircle sequence binding protein, 

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 oligonucelotídeos específicos para 

alguns dos mRNAs identificados no seqüenciamento a fim de confirmar os dados 

obtidos. Para isso foram realizadas imunoprecipitações dos homólogos de PABP 

fusionados a um tag de HA. Nessa abordagem, em lugar de soro policlonal 

específico contra cada proteína, foi utilizado soro monoclonal dirigido contra o tag 

de HA, e os extratos utilizados foram derivados de promastigotas de L. infantum 

expressando as proteínas de fusão. Os produtos das, os quais foram depois 

utilizados como molde para preparação de cDNA através de reação de 

transcrição reversa. Em seguida os cDNAs foram testados através de reações de 

PCR semiquantitativo utilizando oligonucleotídeos dirigidos contra mRNAs 

selecionados com base nas tabelas mostradas acima (Figura 33). Na figura 

podemos observar que utilizando oligonucelotídeos dirigidos ao gene da proteína 

da subunidade ribossomal 60S, L31, foi-se capaz obter amplificação do cDNA 

obtido através da imunoprecipitação da PABP1, bem como o da PABP2 porém a 

segunda com menor intensidade. Em contraste, quando os mesmos cDNAs foram 

testados contra os oligosnucleotídeos dirigidos ao gene da histona H2B foi 

possível obervar a amplificação dos cDNAs referentes aos imunoprecipitados das 

PABPs 2 e 3. Como controle negativo, foram utilizados oligosnucelotídeos 

dirigidos ao gene da dineina, o qual não demonstrou preferência por nenhuma 

das PABPs, segundo a análise realisada. Nenhuma amplificação foi obtida com 

estes oligos, embora os mesmos foram capazes de amplificar o fragmento 

esperado do DNA genômico. 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 três homólogos de PABP estarem 
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participando do processo de tradução, os mesmo devem atuar ao menos em 

parte na tradução de populações diferentes de mRNAs.  

 

Figura 33. Análise do padrão de co-precipitação de mRNAs específicos junto às PABPs 1, 2 e 3. 

Gel de agarose 1% mostrando o resultado da amplificação dos cDNAs obtidos através das 

imunoprecipitações das PABP1-3 respectivamente seguido de extração de RNA e RT-PCR. Foram 

utilizados oligonucleotídeos dirigidos a genes específicos obtidos através de dados de 

sequenciamento de RNAs como descrito acima.  
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6. Discussão 

 

A PABP é uma proteína extremamente conservada entre os eucariotos e 

recentemente foi caracterizada como um fator de iniciação da tradução que atua 

na célula através de múltiplos mecanismos (Kahvejian et al., 2005). Dentre os 

tripanossomatídeos foram inicialmente descritos homólogos 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 três homólogos desta proteína, fato 

contrastante com o genoma de outros Tripanossomatídeos 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 homólogo da PABP atue de forma 

redundante com a PABP2 ou complementando as funções sugeridas para esta. A 

identificação de mais de uma PABP em L. major sugere que além de sua função 

de ligação a cauda poli-A dos mRNAs estas proteínas possuam funções 

especializadas adicionais in vivo (Mangus et al., 2003). A presença de múltiplos 

homólogos de PABP já foi reportada em eucariotos superiores, tais como 

Arabidopsis thaliana (oito homólogos) (Belostotsky, 2003), Caernorhabditis 

elegans (três) e H. sapiens (cinco) (Mangus et al., 2003), os quais cumprem 

funções adicionais à sua atividade comum de ligação a poli-A . Dentre os 

homólogos de PABP encontrados em humanos, a PAB 1 parece ter papel na 

tradução e no turn-over dos mRNAs, a PAB 2 está envolvida na poliadenilação de 

mRNAs citoplasmáticos e as PAB 3 e 5 são expressas apenas em alguns órgãos 

(Mangus et al., 2003;Gorgoni and Gray, 2004;Brook et al., 2009). Em Arabidopsis 

thaliana temos os oito homólogos agrupadas em quatro classes (Belostotsky, 
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2003): aqueles da classe I, encontrados apenas em tecidos reprodutivos e que 

podem servir de fatores regulatórios durante a gametogênese e o 

desenvolvimento precoce; os das classes II e III, agrupados de acordo com 

análises de expressão, onde os genes da classe II altamente expressos enquanto 

que os da classe III apresentam pouca e restrita expressão; já a classe IV contém 

a PAB1 que tem expressão apenas na raiz (Bravo et al., 2005). A presença de 

múltiplos homólogos da PABP em L. major pode sugerir então que estas possuam 

diferentes funções na tradução e/ou metabolismo de mRNAs. 

Dos três homólogos da PABP de Leishmania estudados apenas a PABP1 

possui múltiplas isoformas, as quais respondem diferentemente quando 

submetidas a inibição de diversos processos celulares. Isoformas de PABP já 

foram descritas em levedura, ouriço, trigo e plantas (Drawbridge et al., 1990;Le et 

al., 1997;Le et al., 2000) e foi postulado que estas modificações sejam devidas a 

fosforilação. Em plantas o estado fosforilativo da PABP não só influencia a ligação 

cooperativa com a poli-A como também determina a interação especifica com 

aqueles fatores já identificados como capazes de interagir com a PABP. No mais 

foi levantada a possibilidade de que o estado fosforilativo das PABPs mediam a 

interação 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 presença de eventos 

de fosforilação na PABP1 bem como identificados possíveis sítios de fosforilação, 

como a presença de 7 sítios potenciais da proteína quinase C, cinco dos quais 

encontrados dentro dos RRMs, e vários sítios não muito conservados da caseína 

quinase II (Bates et al., 2000;Walker et al., 1996;Hamilton et al., 1997). Mais 

recentemente, dados não publicados de nosso grupo indicam que pelo menos em 

Leishmania os sítios de fosforilação não se localizam nos RRMs e sim na região 
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central de conexão da proteína e que estes se assemelham ao sítio consenso das 

map quinases. Fosforilação de ribonucleoproteínas está envolvida no controle das 

atividades de ligação do RNA, localização celular e formação de complexos 

ribonucleoproteícos (Brook et al., 2012). É possível então que a fosforilação da 

PABP1 possa determinar a natureza de suas propriedades de ligação ao RNA 

como, por exemplo, especificando o tipo de interação ao poli-A e sua interação 

com outras proteínas.  

Em tripanosomatídeos, diferentemente de outros eucariotos, não foram 

encontrados genes que codificam PABPs nucleares. Foi demonstrado que em 

alguns organismos um dos homólogos da PABP citoplasmática é encontrado não 

só no citoplasma, como também se desloca até o núcleo onde participa na 

exportação dos mRNA (Thakurta et al., 2002;Burgess et al., 2011;Burgess and 

Gray, 2012). As análises de imunocitoquímica mostradas nesta Tese confirmam a 

localização citoplasmática de todos os homólogos de PABP de Leishmania, 

compatível com várias das funções estabelecidas para as PABPs em outros 

organismos. A localização citoplasmática das PABPs 2 e 3 contrasta com os 

dados prévios obtidos para ambas as proteínas sendo encontradas em frações 

nucleares geradas por centrifugação, o que pode sugerir uma associação de 

ambas as proteínas com membranas celulares ou organelas que estariam 

baixando juntamente com a fração nuclear por serem mais pesadas. Além disso, 

quando submetidas a inibição da transcrição estas proteínas migram quase em 

sua totalidade para o núcleo enquanto que a PABP1 permanece 

predominantemente no citoplasma da célula. Estes dados sugerem que a PABP1 

deve estar associada com as funções estabelecidas para as PABPs no 

citoplasma, enquanto que as PABPs 2 e 3 devem, além de suas funções no 
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citoplasma, estar envolvidas com funções dentro do núcleo, tais como a 

exportação dos mRNAs. Em tripanossomatídeos foi demonstrado que sinais de 

localização nuclear (SLN) estão presentes e são parcialmente conservados em 

relação a outros eucariotos (Marchetti et al., 2000). Quando as seqüências das 

diferentes PABPs de Leishmania foram utilizadas em buscas para possíveis 

SLNs, foi identificado no final do RRM3 da PABP2, um possível motivo de 

localização nuclear. Embora estes motivos não tenham sido encontrados na 

sequência da PABP3, um segmento constituído de uma região rica em 

aminoácidos positivamente carregados, geralmente encontrados nos SLNs (Cokol 

et al., 2000) , pode ser identificado em região equivalente desta proteína. O 

conjunto completo de resultados obtidos sugere então papéis diferenciados para 

pelo menos dois dos três homólogos de PABP que podem estar associados a sua 

localização subcelular diferenciada como uma participação nuclear no 

metabolismo dos mRNAs. 

 Como descrito na literatura as moléculas de PABP são capazes de se 

multimerizar através de uma região encontrada entre os domínios N e C terminal 

da proteína , porém nunca foi estudado a possibilidade de interação de duas 

moléculas diferentes de PABP. Aqui nossos estudos mostram, de forma inédita, 

que moléculas diferentes de PABP também são capazes de se interagir. No mais, 

mostramos que a interação é independente de mRNA e que essa interação deve 

ocorrer no RRM 4 ou até mesmo a possibilidade da ocorrência de dois sítios 

distintos de ligação, fato este que expande o repertório de interações conhecidas 

para a PABP. 
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 A interação entre PABP e outros fatores de iniciação da tradução já está 

bem caracterizada em diversos organismos. Diferentemente do que ocorre na 

maioria destes, entretanto, os fatores de iniciação da tradução que formam o 

complexo EIF4F e a PABP nos tripanossomatídeos possuem um número elevado 

de homólogos de expressão simultânea, indicando uma grande complexidade na 

iniciação da sua síntese protéica. Várias das interações entre os fatores de 

iniciação que participam do processo de sínteses proteica nestes organismos já 

vêm sendo estudadas pelo nosso grupo (Dhalia et al., 2005;Dhalia et al., 

2006;Freire et al., 2011) . Em alguns organismos foi observado que interação 

direta da PABP com o EIF4G estimula a interação entre o EIF4F e o 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 possível determinar que in vivo 

apenas a PABP1 é capaz de se ligar ao EIF4G3, enquanto que as outras duas 

não possuíam capacidade de ligação. No mais, com o intuito de determinar um 

complexo EIF4F-PABP ativo na tradução confirmamos não só a capacidade de 

ligação do fator EIF4G3 ao EIF4E4 como também a interação do EIF4G3 com a 

PABP1 e entre esta com o EIF4E4. Recentemente estudos de duplo híbrido 

sugerem que, ao menos em Leishmania, a PABP1 não é capaz de interagir com o 

EIF4G3, e sim que sua ligação seria indireta através do EIF4E4 (Zinoviev et al., 

2011). Uma vez que nossos dados de imunoprecipitação e de espectrometria 

apontam as PABP1/EIF4G3 como parceiros diretos é possível que no caso da 

abordagem de duplo híbrido, impedimentos produzidos pela abordagem utilizada 

possam ter dificultado a detecção desta interação. Dados de nosso grupo 

demonstraram um segundo complexo eIF4F em tripanosomatídeos, centrado nas 



 

 

 125 

proteínas EIF4G4 e EIF4E3 (Freire et al., 2011). Resta a dúvida se este complexo 

não poderia atuar via alguma interação ainda não identificada com as PABPs 2 e 

3. 

Em eucariotos superiores já foram identificados os motivos responsáveis 

por algumas das interações descritas acima sendo uma das interações mais 

estudadas a que ocorre entre os homólogos do EIF4G e PABP. Foi demonstrado 

tanto em humanos quanto em leveduras que a região de interação esta situada 

entre os RRMs 1 e 2 da PABP, sendo o RRM 2 o mais importante para que a 

ligação ocorra, embora o mesmo sozinho tenha sua capacidade de ligação 

diminuída (Kessler and Sachs, 1998;Imataka et al., 1998;Cheng and Gallie, 2007). 

Neste estudo não foi possível identificar de forma exata o domínio de ligação 

entre os homólogos PABP1 e EIF4G3, porém sugerimos que esta ligação seja 

diferente da previamente descrita, pelo menos em L. major, já que nossos dados 

apontam a possível participação do RRM 4 ou até mesmo a necessidade de dois 

sítios distintos. Outra interação da PABP1, como mostrado acima é com o 

homólogo EIF4E4 (Zinoviev et al., 2011), porém o sítio de ligação na PABP1 

nunca havia sido descrito e aqui mostramos pela primeira vez não só a 

capacidade de interação desta proteína com o EIF4E3 como também que a 

região de interação esta presente na sua região C- terminal. 

 A associação com os polissomas é um indício de que as proteínas estejam 

participando do processo de tradução. A associação de PABP com os polissomos 

já 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 

três homólogos se encontram na fração polissomal em células exponenciais da 
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forma promastigota, com a PABP1 sendo deslocada quando se adiciona EDTA, 

bem como a ausência dos mesmos em células de fase estacionária o que 

demonstra uma forte evidência da participação dos mesmos no processo de 

síntese proteica. Aqui, juntamente com dados do nosso grupo e por ser a PABP1 

o único homólogo que se liga in vivo ao EIF4G3, homólogo com papel associado 

a tradução, sugerimos que esta efetue um papel mais ativo na tradução e que as 

PABPs 2 e 3 estejam envolvidas na tradução de RNAs mais específicos. Com a 

falta de ligação observada das PABP2 e 3 ao EIF4G3, porém com as mesmas 

participando da tradução, podemos sugerir  que pelo menos para esses dois 

homólogos a tradução se dê de forma diferente ao já descrito na literatura. Uma 

das hipóteses seria de que essas duas proteína podem sim se ligar ao EIF4G3, 

porém de uma forma transitória, que não foi possível ser observada pelos 

métodos testados, ou que as mesmas poderiam se ligar a outro homólogo do 

EIF4G em determinadas condições. No mais, através de espectrometria de 

massas foram observadas algumas proteínas hipotéticas que se ligam 

diferencialmente a esses dois homólogos e que poderiam estar mediando esta 

interação. 

No tripanossomatídeo parasita de inseto Crithidia fasciculata foi descrita 

uma proteína denominada RBP63, pertencente ao complexo protéico CSBPII, a 

qual foi predita como sendo um ortólogo da proteína de ligação a cauda poli-A em 

L. major. Esta proteína, ortólogo da PABP2, se ligou a elementos seqüenciais 

presentes em vários 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 são 

encontrados em fases específicas do ciclo celular, como é o dos mRNAs de 
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histonas, cuja tradução é necessária na fase S do ciclo celular. Até o momento 

não está claro quais as seqüências nos mRNAs que podem mediar esse 

reconhecimento diferenciado, nem tão pouco como se daria sua tradução seletiva, 

mas estes serão futuros alvos de investigação. 

O presente trabalho então contribuiu no entendimento das possíveis 

funções associadas aos três homólogos de PABP de Leishmania e seus parceiros 

funcionais. Foi possível determinar que estes três homólogos devem estar 

participando do processo de síntese protéica, porém associados a classes 

diferentes de RNAs. No mais, além da função na tradução, as PABPs 2 e 3 

devem participar em outros processos como no transporte de mRNAs do núcleo 

para o citoplasma da célula ou no metabolismo de mRNAs. A associação com 

parceiros funcionais como EIF4G e EIF4E e com a própria PABP vêm auxiliando 

no entendimento do papel desses homólogos, porém mais estudos precisam ser 

realizados. O conjunto desses resultados constituirá uma contribuição altamente 

relevante ao estudo da síntese de proteínas em tripanosomatídeos além de 

ampliar o conhecimento sobre o espectro de ação de uma proteína tão relevante 

em eucariotos como é a PABP. 
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7. Conclusões 

 

 Os três homólogos de PABP possuem localização citoplasmática em 

condições normais de crescimento, enquanto que apenas os homólogos 

PABP2 e 3 apresentam localização diferenciada sob inibição da transcrição 

 Todos os homólogos de PAPB são capazes de interagir entre si in vitro, 

porém, com diferentes afinidades sendo a interação entre as PABP2 e 3 as 

mais fortes. No entanto, in vivo apenas os homólogos PABP2 e 3 são 

capazes de interagir e esta interação é independente de RNA 

 Os três homólogos de PABP interagem in vitro com o fator de tradução 

eIF4G3, com diferentes afinidades, sendo a interação entre a PABP1 e o 

EIF4G3 a mais forte. No entanto in vivo observou-se apenas a interação 

PABP1/EIF4G3  

 Dos homólogos de PABP a PABP1 se liga mais fortemente ao fator de 

tradução eIF4E4 e a ligação se dá através do domínio C-terminal da 

PABP1 

 Os três homólogos de PABP parecem estar envolvidos com a iniciação da 

tradução, porém se ligam a RNAs alvos distintos 

 Em Leishmania deve haver pelo menos um complexo de iniciação da 

tradução formado pelas proteínas EIF4G3/EIFE4/EIF4AI/PABP1 
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da Costa Lima TD, Moura DM, Reis CR, Vasconcelos JR, Ellis L, Carrington M, 
Figueiredo RC, de Melo Neto OP. Functional characterization of three leishmania 
poly(a) binding protein homologues with distinct binding properties to RNA and 
protein partners. Eukaryot Cell. 2010 Oct;9(10):1484-94. 
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9.2 Trabalho Publicado Associado a Tese 

Freire ER, Dhalia R, Moura DMN, da Costa Lima TD, Lima RP, Reis CRS, 

Hughes K, Figueiredo RCBQ, Standart N, Carrington M and de Melo Neto OP. 

The four trypanosomatid eIF4E homologues fall into two separate groups, with 

distinct features in primary sequence and biological properties. Molecular and 

Biochemical Parasitology. 2011. 176:25-36 
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9.3 Manuscrito em elaboração 

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 eIF4F perform critical functions in 

the early stages of eukaryotic protein synthesis acting through interactions 

mediated by its three subunits (eIF4E, the cap binding protein; eIF4G, the 

scaffolding subunit; and eIF4A, an RNA helicase), other initiation factors and the 

poly-A binding protein (PABP). In pathogenic trypanosomatids multiple and 

conserved eIF4E, eIF4G and PABP homologues have been identified and two 

eIF4F complexes were confirmed (EIF4E4/EIF4G3/EIF4AI and 

EIF4E3/EIF4G4/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 eIF4E and eIF4G homologues are constitutively 

expressed and represented by phosphorylated isoforms, with the eIF4E subunits 

being differentially phosphorylated during different stages of the L. amazonensis 

culture. Whilst phosphorylated EIF4E3 is typical of stationary cells, phosphorylated 

EIF4E4 is associated with lag and exponential growth phases, a behavior also 

observed for PABP1. No clear phosphorylation was observed for EIF4AI 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 eIF4F subunits 

during growth.  
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