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RESUMO

O género Leishmania compreende 30 espécies de protozoarios flagelados
pertencentes a famila Trypanosomatidae, donde 20 sdo patogénicas ao homem. Esses
organismos apresentam ciclos de vida complexos e peculiaridades moleculares frente a
maioria dos eucariontes, como a auséncia de regulagdo transcricional. Desse modo, a
regulacdo da expressdo génica nesses parasitas €é efetuada em etapas pos-
transcricionais, dentre essas a mais importante é o processo de iniciacdo da traducdo dos
MRNAs, onde diferentes fatores denominados elFs (eukariotic initiation factors) estao
envolvidos. Dentre esses fatores se destaca o complexo elF4F com fungé&o de promover o
reconhecimento e ligacdo de RNAs maduros aos ribossomos. Tal complexo é composto
de trés sub-unidades: elF4A (RNA helicase); elF4E (proteina de ligacdo ao cap); e elF4G
(proteina multidominio estruturadora do complexo elF4F). Em tripanossomatideos se
sabe da existéncia de cinco homdélogos da sub-unidade elF4G distintos (EIF4G1 ao G5),
contudo, pouco se sabe sobre a ocorréncia e funcbes celulares desses homologos.
Portanto o objetio do presente trabalho foi avaliar a expressao dos diferentes homélogos
do elF4G durante o ciclo de vida de Leishmania amazonensis, caracterizando as
possiveis modificacdes pos-traducionais por fosforilagcdo que possam estar agindo sobre
tais fatores, uma vez que em eucariotos superiores mecanismos de regulacao global da
traducdo por fosforilagdo dos elFs via MAP quinases ja sdo conhecidos. Para tal, foram
realizadas culturas de L. amazonensis nas formas promastigota e amastigota-axénicas, e
0s extratos protéicos provenientes de diferentes fases do crescimento foram analisados
através de Western blot. Foi observado que os homdlogos de elF4G estdo presentes
durante todo o ciclo de vida de L. amazonensis. Podendo ser observado que os EIF4G1,
G4 e G5 apresentaram mais de uma isoforma proteica sugestiva de possiveis
modificacdes pos-traducionais desses homélogos. Em conseguinte, a expressdo de
EIFAG3 e EIF4G4 foi analisada em condi¢cbes especiais de cultivo na presenca de seis
inibidores diferentes, contudo nenhuma dessas condi¢fes alterou a expressao desses
fatores, revelando que essas proteinas sao bastante estaveis e possuem tempo de meia-
vida prolongado. Posteriormente, 0 mapeamento in silico de sitios de fosforilacdo por
MAP quinases nos EIF4Gs de Leishmania spp. demonstra a existéncia de sitios de
fosforilacdo especificos em todos os homdlogos E a purificagdo de fosfoproteinas
confirma a existéncia de mecanismos de fosforilagdo agindo nos EIF4G3 e EIF4GA.
Esses resultados auxiliam no esclarecimento dos mecanismos moleculares, até entdo
obscuros, envolvidos na regulacdo da expressao génica pés-transcricional caracteristica
desses organismos.

Palavras-chave: tripanossomatideos; fatores de iniciacdo da traducao; elF4G, regulacao

da traducéo; fosforilagdo por MAP quinases.



ABSTRACT

The genus Leishmania comprises 30 species of flagellated protozoa from the family
Tripanosomatidae, of which 20 are pathogenic to humans. These organisms have complex
life cycles and molecular particularities not observed in most eukaryotes, like absence of
transcriptional regulation. Thus, the regulation of gene expression occurs in post-
transcriptional steps, with the initiation of mRNA translation representing the most
important event. Different factors called elFs (eukariotic initiation factors) are involved,
with emphasis in elF4Fcomplex, which promotes mRNA recognition and its ribosome
interaction. This elF4F complex consists of three subunits: elF4A (RNA helicase), elF4E
(cap binding protein) and elF4G (scaffold protein, for elF4F complex maintenance). In
trypanosomatids, five elF4G homologous (EIF4G1 to G5) was described, however, little is
known about the specific cellular functions of these homologous. In this manner, we
evaluated the expression and characterized post-translational modifications of the elF4G
homologous during the Leishmania amazonensis life cycle, especially phosphorylation,
considering the translational regulation by phosphorylation of elF's via MAP kinases
observed in higher eukaryote. For this reason, cultures were performed with the L.
amazonensis promastigote and amastigote axenic forms, and the protein extract, collected
from different growth phases, were analyzed by Western blotting. These results
demonstrated the detection of all elF4G homologues during the life cycle of L.
amazonensis, while more than one protein isoform were observed for the EIF4G1, G4 and
G5 homologues, suggesting possible post-translational modifications. Posteriorly, the
EIFAG3 and EIF4G4 gene expression were investigated under differential growth
conditions using six distinct inhibitors, however no change was observed in the expression
pattern, which suggests that these proteins are quite stable and have long half-life
extending. Finally, In silico analysis shows specifics MAP kinase-dependent
phosphorylation sites presents in all elFG homologues and further analysis with EIF4G3
and EIF4G4 confirmed the existence of phosphorylation mechanisms acting on these
factors. These present data help to clarify the molecular mechanisms involved in post-
transcriptional regulation of gene expression characteristic of these organisms.

Keywords: trypanosomatids; translation initiation factors, elF4G, translational regulation,
phosphorylation by MAP kinases.
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1. INTRODUCAO

Leishmania spp. sdo protozoarios parasitas intracelulares, pertencentes a familia
Tripanosomatidae, causadores de doenca de sintomatologia espectral denominada
leishmaniose. A Organizacdo Mundial de Saude estima a existéncia de 12 milhfes de
infectados em todo mundo com prevaléncia de dois milhées de novos casos anuais sendo
gue 500 mil séo do tipo leishmaniose visceral e 1,5 milhdes de casos cutaneos.

O homem é o hospedeiro acidental da leishmaniose devido a expansao das areas
urbanas sobre as regibes de mata, ja que os hospedeiros selvagens s&do canideos,
roedores e lagomorfos. Esses hospedeiros vertebrados sdo contaminados durante o
repasto sanguineo de insetos vetores dipteros do género Phebotomus no Velho Mundo e
Lutzomia no Novo Mundo, os hospedeiros invertebrados. Desse modo, ocorre a
inoculacdo em vias periféricas de formas infectivas do parasita, promastigotas
metaciclicas. Essas formas séo fagocitadas por células polimorfonucleares e passam a
existir na forma amastigota, aflagelada e reprodutiva, no interior de fagolisossomos. Uma
vez que o hospedeiro infectado é novamente picado as amastigotas sao ingeridas e, no
vetor invertebrado, se diferenciam em formas infectivas completando o ciclo de vida do
patégeno.

Uma area de especial interesse no que concerne a biologia de Leishmania, se trata
do estudo de como a expressdo de genes é regulada, permitindo a esse microrganismo
se adaptar rapidamente as mudancas ambientais. Contudo como os tripanossomatideos
sdo organismos que divergiram precocemente durante a evolugdo, 0sS mecanismos
moleculares que regem a regulagéo génica ndo sao bem compreendidos. Diferentemente
dos eucariotos superiores, ocorre auséncia de regulacédo da transcricdo, sendo 0s genes
transcritos constitutivamente em RNAs policistronicos que irdo ser processados por trans-
splincing e poliadenilacéo.

Acredita-se que o controle da expressao génica nos tripanossomatideos ocorra em
niveis pds-transcricionais. Ocorrendo através do controle do processamento, transporte,
estocagem e estabilidade dos RNAs, bem como, o controle da biossintese das proteinas
e modificagBes pos-traducionais das mesmas. Dentre 0s processos citados, o controle da
traducdo de mRNAs é o mecanismo mais complexo para a regulacdo da expressado
génica. A iniciagdo da traducdo, assim, € uma etapa chave, sujeita a diferentes

mecanismos de regulacao, definindo quando, quais e com que intensidade os mMRNAs
15
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serdo traduzidos. Nesta etapa, um numero variavel de fatores de iniciacéo da traducéo ou
elFs (do inglés, eukaryotic Initiation Factors) estdao envolvidos, destacando-se o complexo
elF4F, um heterotrimero composto pelas subunidades elF4E, ou subunidade de
reconhecimento do cap, do elF4A, uma RNA helicase, e do elF4G, uma proteina
estruturadora do complexo responsavel pelo recrutamento ribossomal.

Diferentemente dos demais eucariotos 0s tripanossomatideos apresentam
multiplos homologos das subunidades do elF4F, sendo identificados seis homologos para
elF4E, cinco para elF4G além de dois homélogos de elF4A. Também ja é conhecido que
alguns desses homologos co-existem formando ao menos dois complexos elF4F distintos
com funcdes diferenciadas na sintese protéica. Pouco se sabe, entretanto, sobre o modo
de acdo dos complexos identificados e também qual seria a funcdo dos demais
homodlogos de elF4E e elF4G no processo de sintese protéica. Dados recentes sugerem
fortemente que, ao menos no caso dos homélogos de elF4E, o controle de sua fungéo
esta associado a mudancas poés-traducionais do tipo fosforilagdo. O presente trabalho visa
entdo avaliar o perfil de expressao dos diferentes homdlogos de elF4G e a possivel
modificacdo pos-traducional por fosforilagdo que estaria ocorrendo nestes fatores ao
longo do ciclo de vida de Leishmania spp., utilizando-se o modelo experimental da

Leishmania amazonsensis, cujo ciclo de vida pode ser mimetizado in vitro.

No Brasil, as politicas de saude empregadas no controle da leishmaniose vém
sendo consideradas fracassadas, ocasionando o aumento da incidéncia e a expansao das
areas de transmissao. Como exemplo, a leishmaniose visceral, a forma mais letal da
doenca, esta distribuida em 17 dos 27 estados, com maior incidéncia no Nordeste, com
92% do total de casos. Considerando a auséncia de ferramentas eficientes de tratamento
e prevencao das leishmanioses, o desenvolvimento de novos quimioterdpicos menos
toxicos e mais eficazes depende de um conhecimento maior sobre 0s processos
biologicos desses agentes etioldégicos. A traducdo protéica € um alvo amplamente
utilizado por quimioterapicos que agem sobre diferentes grupos de organismos e, devido
as diferencas bioldégicas no processo de traducdo entre eucariotos superiores e 0S
tripanossmatideos, o desenvolvimento de inibidores da sintese proteica nesses

organismos é considerada uma estratégia em potencial.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 KINETOPLASTIDEOS

Os kinetoplastideos constituem um grupo de protozoarios flagelados caracterizado
pela presenca do kinetoplasto, uma regido rica em DNA contida em sua Unica e grande
mitocréndria (STUART, et al., 2008). Eles sdo representados por uma variedade de
espécies de vida livre e alguns patdgenos, parasitas de invertebrados, vertebrados e até
mesmo plantas (SIMPSON et al., 2006). A biologia celular desses organismos é em sua
maioria similar, sendo que todos os representantes possuem formas moveis devido a
presenca de um flagelo Unico originado a partir de uma bolsa flagelar nha membrana
celular localizada proximo a mitocondria. Outras caracteristicas em comum sdo seus
peroxissomos modificados para realizar glicolise chamados de glicossomos, suas
membranas celulares que apresentam diversas moléculas espécie-especificas e sao
estruturadas por um citoesqueleto de microtubulos. Em sua maioria os kinetoplastideos
crescem assexuadamente por fissdo binaria durante a qual ndo ocorrem a dissolucao da
membrana nuclear e a condensacao cromossomica (STUART, et al., 2008).

A Ordem Kinetoplastida foi criada a mais de quarenta anos para unir duas familias:
Trypanossomatidae e Bodonidae. O grupo mais proximamente relacionado a esse taxon
sdo os Diplonemideos que sao protozoarios de vida livre que podem ser facultativamente
parasitas de invertebrados. Os Diplonemideos por sua vez sao relacionados aos
Euglenideos e juntos representam um ramo ancestral aos Kinetolastideos (SIMPSON et
al., 2006) (Figura 1).

2.2 TRIPANOSSOMATIDEOS E DOENCAS RELACIONADAS

Dentre os kinetoplastideos se destacam os tripanossomatideos, organismos da
familia Trypanosomatidae, por apresentarem dois géneros de importancia meédica,
Trypanosoma e Leishmania. No género Trypanosoma se destacam duas espécies
causadoras de doencas em humanos, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi
responsaveis pelo desenvolvimento da doengca do sono e doengca de Chagas,
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respectivamente e no género Leishmania aproximadamente 20 espécies causam as

diversas manifestacoes clinicas das Leishmanioses (STUART, et al., 2008).
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TRENDS in Parasitology
Figura 1. Arvore filogenética estimada dos Kinetoplastideos. Linhas pretas sdo ramos fora do grupo de
Kinetoplastideos. Linha tracejada vermelha-azul indica ramificagdo desconhecida. Circulos representam um
ou poucos representantes. Tridngulos denotam diversos representantes conhecidos. Interrogacao
representa posicdo em clado instavel (Fonte: SIMPSON et al., 2006).

2.2.1T. brucei e a Tripanossomiase Africana Humana

A doenca do sono ou Tripanossomiase Africana Humana € causada por parasitas
do género Trypanosoma, possuindo duas variantes de acordo com a espécie envolvida na
infeccdo; A Tripanossomiase do leste africano causada pelo T. brucei rhodesiense e a do
oeste africano onde o agente etiolégico € T. brucei gambiense (KENNEDY, 2008). A HAT
(do inglés, human African Trypanosomiasis) é endémica em 36 paises da Africa Sub-
Saariana, sendo epidémica em Angola, Uganda, Suddo e Republica Democratica do
Congo. As taxas de mortalidade sé@o imprecisas, mas OMS estima a prevaléncia de
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300.000 a 500.000 novos casos anuais. Desse montante, somente 50 casos sé&o
relatados fora da Africa (KENNEDY, 2008; STUART, et al., 2008).

O ciclo de transmissdo da HAT se inicia quando moscas Tsé-Tsé (dipteros do
género Glossina) ao se alimentarem do sangue de animal ou homem previamente
infectado, ingerem formas tripomastigotas sanguineas dos Trypanossoma spp. Essas vao
sofrer uma série de mudancas bioquimicas e morfolégicas no trato digestivo das moscas,
transformando-se na forma tripomastigota prociclica replicativa e intestinal e em seguida
na forma epimastigota replicativa que migra para glandulas salivares. Por fim ocorre a
transformacao para a forma tripomastigota metacilcica infectiva, que € inoculada em novo
hospedeiro vertebrado durante novo repasto sanguineo do inseto vetor (KENNEDY, 2008;
STUART, KEN et al., 2008) (Figura 2).

De uma a trés semanas apdés a picada do vetor contaminado, os parasitas se
espalham pela corrente sanguinea do hospedeiro e invadem o sistema linfatico e outros
orgdos como figado, baco, coracdo e olhos. Esse € o0 estagio primario da doenca ou
hemolinfatico, onde uma série de sintomas néo especificos sao relatados como dor de
cabeca, perda de peso, artralgia, mal-estar, fadiga, febre, vomito e linfoadenopatia, com o
aumento dos ganglios linfaticos cervicais posteriores tipico da infeccdo causado por T.
brucei gambiense. Em algumas semanas, no caso de infec¢ao por T. brucei rhodiense, ou
alguns meses, se T. brucei gambiense, 0s parasitas cruzam a barreira hemato-encefalica
e invadem o sistema nervoso central, iniciando a fase secundéria da doenca ou estagio
encefalico. Nesse estagio a sintomatologia também é multiforme e incluem distlrbios
psiquiatricos e mentais (ex: irritabilidade, alucinacdes, impulsos sexuais descontrolados,
ansiedade, agressividade), distirbios do sono (ex: alteracdo do ciclo circadiano,
sonoléncia profunda), distirbios motores (ex: tremores, movimentos desordenados,
mielopatia, reflexos diminuidos e involuntarios) e ainda distirbios sensoriais e visuais. Se
nao tratado, ou nao for obtido sucesso no tratamento, o curso natural da doenca é o
aumento progressivo dos danos cerebrais e finalmente a morte (KENNEDY, 2008;
STUART, et al., 2008).
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Figura. 2 Ciclo de vida de T. brucei. Durante o repasto sanguineo, uma mosca Tsé-tsé infectada injeta
tripomastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro mamifero;.1- Os parasitas entram no sistema linfatico e
passam para a corrente sanguinea; 2-No hospedeiro se diferenciam em tripomastigotas sanguineas; 3 — Os
parasitas atingem outros fluidos biolégicos (ex: linfa e liquido espinhal) e se replicam por fissdo binaria; 4-
Tripomastigotas sanguineas passiveis de ingestdo pela mosca; 5- Moscas tsé-tsé fazem o repasto
sanguineo ingerindo tripomastigotas sanguineas; 6- No intestino da mosca os parasitas se transformam em
tripomastigotas prociclicos e se multiplicam por fissdo binaria; 7- Deixam o intestino e se transformam em
epimastigotas; 8- Epimastigotas se multiplicam nas glandulas salivares e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicas.Tridngulo azul contendo “d’- fase de diagnéstico;triangulo azul contendo “i"- fase infectiva.
(Fonte:<http://dpd.cdc.gov/dpdx>. Acesso em: 10 nov. 2011).

2.2.2 T. cruzi e a doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, descrita por Carlos Chagas
em 1909 € uma zoonose causada pela infec¢do por T. cruzi prevalente em 19 paises do
continente Americano e ocorrendo do Sudeste dos Estados Unidos até o Sudeste da
Argentina. E estimada a existéncia de oito a 12 milhdes de infectados e a taxa de
mortalidade é de 12. 500 6bitos anuais com a incidéncia de 40. 000 novos casos a cada
ano (MONCAYO; SILVEIRA, 2009). Esta € uma enfermidade transmitida ao homem,
principalmente, por insetos vetores infectados Triatomineae (popularmente denominados
de barbeiros). Estes insetos depositam formas tripomastigotas metaciclicas proximo ao
ferimento causado pela picada durante a alimentagcdo. Essas invadem o ferimento e
infectam células vizinhas se diferenciando em amastigotas, formas aflagelares
reprodutivas e intracelulares. As formas amastigotas podem novamente se diferenciar em

tripomastigotas sanguineas infectando novas células em diferentes tecidos. O ciclo de
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vida do parasita se reinicia quando o vetor se infecta ingerindo o sangue do hospedeiro
infectado (STUART, et al., 2008) (Figura 3). Paralelamente o T. cruzi pode ser transmitido
por transfusdo sanguinea, transplante de érgaos solidos ou medula éssea, transmisséo
congénita, infeccdo oral através da ingestdo de alimentos contaminados e ainda através
da inoculacdo sanguinea direta por compartihamento de seringas entre usuarios de
drogas portadores de HIV (LESCURE et al., 2010; MONCAYO; SILVEIRA, 2009).

Figura 3. Ciclo de vidado T. cruzi. O barbeiro infectado ao se alimentar libera formas tripomastigotas nas
fezes. 1- Tripomastigotas entram através da derme ferida ou mucosa intacta. 2- Invadem as células
proximas se diferenciando em amastigotas. 3- Amastigotas se multiplicam por fisséo binaria. 4- Amastigotas
se diferenciam em tripomastigotas sanguineas e podem infectar novas células 5- O barbeiro se infecta ao
se alimentar de sangue do hospedeiro. 6-Os tripomastigotas ingeridos se transformam em epimastigotas no
intestino do inseto vetor. 7- Os parasitas se multiplicam e se diferenciam 8- E se tornam tripomastigotas
metaciclicos infectivos no intestino posterior. Triangulo azul contendo “d”- fase de diagndstico;triangulo azul
contendo “i"- fase infectiva. (Fonte:<http://dpd.cdc.gov/dpdx>. Acesso em: 10 nov. 2011).

A patogénese da infeccéo pelo T. cruzi ocorre inicialmente de forma aguda, com
inflamacgdes focais, como edema bipalpebral unilateral ou bilateral (sinal de Romana) e
conjuntivite, ou ainda, inflamacdes difusas, como linfoadenopatia e meningoencefalites
(LESCURE et al., 2010). Posteriormente, na auséncia de deficiéncias imunoldgicas,
ocorre diminuicdo da parasitemia e remissdo da sintomatologia. Aproximadamente 30%
dos individuos infectados desenvolvem a forma crénica da doenc¢a ou doenca de Chagas
propriamente dita (STUART, et al., 2008), caracterizada por reacao inflamatéria fribotica
gue pode danificar o miocardio e o sistema de conducdo nervosa cardiaco) e ainda o
intestino e o sistema nervoso entérico (LESCURE et al., 2010).
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2.2.3 Leishmania spp. e as leishmanioses

No final do século XVIII Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright,
Lindenberg e Vianna identificaram independentemente o parasita causador da
leishmaniose, o qual Ronald Ross deu o nome genérico de Leishmania (WHO, 2010).
Atualmente o género Leishmania é dividido em dois sub-géneros, o Leishmania presente
no Velho e no Novo Mundo e o sub-género Viannia restrito ao Novo Mundo. Essa divisao
baseia-se no desenvolvimento do parasita nos flebotomineos, j& que o desenvolvimento
dos representantes do sub-genero Leishmania é supra-pilérico, restrito a partes anteriores
a juncdo do intestino médio com o intestino posterior. Ja nas espécies do sub-género
Viannia o desenvolvimento é peri-pilérico ocorrendo tanto no intestino médio quanto no
posterior (BATES, 2007).

As relacdes filogenéticas entre diferentes espécies de Leishmania foram
subsequentemente estabelecidas através de meétodos moleculares como a técnica de
zimodemos e esquizodemos (analise do DNA kinetoplastidial digerido por enzimas de
restricdo). Esses métodos puderam confirmar a divisdo em dois sub-géneros, classificar
diferentes espécies e ainda agrupar os parasitas hierarquicamente sugerindo as relacdes
evolutivas entre eles, embora a classificacdo de algumas espécies ainda esteja em estudo
(BATES, 2007). O género Leishmania € entdo composto de cerca de 30 espécies
conhecidas, dentre as quais aproximadamente 20 sdo patogénicas ao homem (DANTAS-
TORRES, 2007) e causam a doenca de sintomatologia espectral denominada
leishmaniose (REQUENA, 2011) (Figura 4).
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As leishmanioses séo distribuidas mundialmente em 88 paises de maneira
heterogénea, variando a espécie do parasita encontrado, as caracteristicas ecoldgicas
regionais e o comportamento humano frente a exposicdo ao parasita (DUJARDIN et al.,
2008) (Figura 5). A OMS estima a existéncia de 12 milhdes de individuos infectados, com
incidéncia de dois milhdes de novos casos anuais, sendo desses 1,5 milhdes de
leishmaniose cutdnea e 500 mil de visceral, com altas taxas de morbidade e mortalidade.

Adicionalmente, 350 milhdes de pessoas vivem sob o risco de infec¢cao (WHO, 2010)

Leishmaniose Cutanea Leishmaniose Visceral
Paises mais endémicos (90% dos casos) Paises mais endémicos (90% dos casos)

B Paises mais endémicos - Leishmaniose cutinea B paises mais endémicos - Leishmaniose visceral

Figura 5. Distribuicdo geografica das leishmanioses . Painel a esquerda ilustra a distribuicdo da
leishmaniose cutanea nos paises com maior incidéncia. Painel a direita ilustra a distribuicdo da
leishmaniose visceral nos paises mais endémicos Fonte: (WHO, 2010)

Os parasitas do género Leishmania sdo protozoarios com complexo ciclo de vida
envolvendo diversas formas de desenvolvimento. Essa diversidade representa a
necessidade de adaptacdo as diferentes condicdes ambientais encontradas nos dois
hospedeiros que habita. No hospedeiro invertebrado sdo encontradas formas celulares
extracelulares, alongadas, flagelares e mdveis denominadas promastigotas. A partir
dessas podem ser descritas duas sub-formas principais, (embora inidmeras formas
intermediarias ja tenham sido descritas) uma, a promastigota prociclica, € replicativa e
ndo infectiva. A outra é a promastigota metaciclica, forma n&o-multiplicativa porém
infectiva. JA no hospedeiro vertebrado o parasita apresenta-se sob a forma intracelular,
arredondada, replicativa, aflagelar e de tamanho diminuido, forma esta chamada

amastigota (BESTEIRO et al., 2007) (Figura 6)

24



NASCIMENTO, L. M. (2012) Analise comparativa da expressao de homadlogos do fator de...

(R) . e
Figura 6. Mudancas morfolégicas de (A) promastigota
prociclica; (B) promastigota metaciclica; (C) Amastigota.Imagens de células de Leishmania major em
microscopia eletrénica de varredura. Fonte: (Modificado de, BESTEIRO et al., 2007).

A transmissdo dos protozoarios entre hospedeiros vertebrados ocorre através da
picada durante o repasto sanguineo das fémeas infectadas de flebotomideos, sendo
esses do género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomia no Novo Mundo. Deste modo,
inicia-se o ciclo de vida do parasita com a inoculacao de formas infectivas (promastigotas
metaciclicas) principalmente em canideos, lagomorfos e roedores, mas acidentalmente
em humanos (DANTAS-TORRES, 2007). Uma vez na corrente sanguinea, o parasita €
fagocitado por macrofagos através de endocitose mediada por receptores (ex: receptores
do sistema complemento), gerando fagossomos aos quais se fundem as vesiculas
lisossomais, formando os fagolisossomos. Ocorre entdo a diferenciagcdo dos parasitas em
amastigotas que € estimulada pela mudanca nas condicbes de vida entre o hospedeiro
invertebrado e o vertebrado, como o aumento da temperatura, microambiente rico em
aminoacidos, disponibilidade de oxigénio e diminuicdo do pH (BESTEIRO et al., 2007;
MCCONVILLE et al., 2007). As amastigotas se multiplicam por fissdo binaria no interior
dos macrofagos que eventualmente se rompem liberando amastigotas que se disseminam

na corrente sanguinea e infectam novos macrofagos e tecidos (STUART, et al., 2008).

Na segunda etapa do ciclo, fémeas dos flebotomideos picam o hospedeiro
infectado, durante a alimentagdo sanguinea, e ingerem as amastigotas. Essas, ao
contrario do esperado, ndo estdo normalmente presentes na microcirculagdo periférica e
sim na derme propriamente dita, sendo liberadas através da formacdo da ferida
ocasionada pela introducéo do aparelho bucal semelhante a “serra” do vetor. Os parasitas
presentes em Orgdo internos ndo sdo entdo acessiveis aos flebotomideos (BATES, 2007).
Mudancas nos ambientes entre 0 mamifero e o hospedeiro invertebrado (diminuicdo da
temperatura e aumento do pH) desencadeiam uma série de mudancas bioquimicas e

morfolégicas capazes de satisfazer as exigéncias para o desenvolvimento do parasita no
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vetor. Desta forma as amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas, durante a
primeira fase de evolucdo. Apds alguns dias os parasitas comecam a se replicar mais
lentamente e se especializam nas formas infectivas, processo denominado
metaciclogénese, completando o ciclo de vida. Apesar do conhecimento até entdo obtido,
pouco é conhecido sobre os mecanismos moleculares que medeiam esse remodelamento
celular (BATES, 2007; BESTEIRO et al., 2007) (Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de vida de Leishmania spp. Leishmania é transmitida através da picada da fémea
infectada do inseto vetor durante a alimentacao sanguinea. 1- O flebotomddeo injeta promastigotas
metacilcicas na pele do hospedeiro. 2- As promastigotas injetadas através do ferimento sao fagocitadas por
macrofagos. 3- As promastigotas se diferenciam em amastigotas no interior dos fagolisossomos. 4-
amastigotas se multiplicam, lisam os macréfagos e infectam novas células. 5- Novo vetor se torna infectado
ao ingerir amastigotas. 6- Células infectadas que foram ingeridas séo lisadas liberando amastigotas no
intestino do vetor. 7-Amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas. 8- Promastigotas prociclicas
se multiplicam e se especializam em promastigotas metaciclicas. Triangulos azuis contendo “d’- fase de
diagnéstico;triangulo azul contendo “i"- fase infectiva. (Fonte:<http://dpd.cdc.gov/dpdx>. Acesso em: 10 nov.
2011).
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Do ponto de vista de sua patologia, varias doencas sao induzidas pelas diferentes
espécies de Leishmania, sendo aceito que o desenvolvimento das leishmanioses é de
carater multifatorial dependente da espécie da Leishmania envolvida na infeccdo, da
regido geografica de ocorréncia e de determinantes genéticos e imunologicos do individuo
infectado (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo de Leishmania spp. por regido geogréfica e tropismo tecidual.

Sub-género L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Velho Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killick®
L. aethiopica
L. infantum
Novo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoP L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhamp L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis®
Tropismo Visceral Dermico Dermico Mucoso

O fator socio-econdmico da desnutricdo aumenta a susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga,
principalmente em criangas. A imunossupressao relacionada a infecgdo por HIV ou a quimioterapia e/ou
corticoterapia prolongada séo, de mesmo modo, fatores que colaboram para a susceptibilidade a doenga
(WHO, 2010).

As leishmanioses se apresentam divididas em quatro formas clinicas principais: 1-
Leishmaniose cutanea (LC), que pode ser localizada (LCL) ou difusa (LCD); 2-
Leishmaniose muco-cutanea (LM); 3- Lesihamaniose Visceral (LV); 5- Leishmaniose
dérmica pos-calazar (PKLD) (do inglés, Post Kala-azar Dermal Leishmaniasis) (Figura 8).

1- A Leishmaniose cutdnea é a forma mais comum da leishmaniose e se
caracteriza por lesdes papulares ou nodulares iniciadas nos locais de inoculacdo. Apos
aproximadamente uma semana uma crosta se desenvolve sobre uma ulcera central, e 0s
bordos se tornam salientes e endurecidos. Geralmente a lesdo tem encaminhamento para
a cura espontanea, porem pode eventualmente se tornar cronica (REITHINGER et al.,
2007). Todavia a OMS recomenda que seja realizado o protocolo de tratamento com
Antimoniais pentavalentes (ex: Estibogluconato de sodio e Antimoniato de meglumina) na
dosagem de 20 mg/Kg por dia durante 20 dias, a fim de diminuir o tempo de persisténcia

da lesdo reduzindo por tanto o tempo de transmissdo do parasita e a existéncia de
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recidivas (MINODIER; PAROLA, 2007). A forma difusa da leishmaniose cutédnea é
apresentada por maculas, papulas, nédulos ou placas amplamente distribuidos
principalmente nos membros e face, onde nesta o espessamento das sobrancelhas e
lobos das orelhas assemelha-se a lesdes hansénicas, porém ndo ha ulceracdo. Nao ha
cura espontanea e freqlentemente apdés o tratamento podem ocorrer recidivas
(REITHINGER et al., 2007).

Figura 8. Formas clinicas das Leishmanioses.  (a) Lesao caracteristica de Leishmaniose cutanea, do tipo
localizada; (b) Acometimento da mucosa oral na Leishmaniose muco-cutanea; (c) Baco-esplenomegalia
desenvolvida na leishmaniose visceral; (d) Lesdes nodulares disseminadas da leishmaniose dérmica poés-
Kalazar. FONTE: (CHAPPUIS et al., 2007)

2- A manifestacdo muco-cutanea pode ser descrita como metastase da leséo
cuténea para o tecido mucoso da boca e do trato respiratorio superior por disseminacao
linfatica ou hematogénica. Outros tecidos podem estar envolvidos com frequéncia como o
palato, faringe e traquéia e uma vez alcancado o estdgio mais avancado da doenca
ocorre severa multilacdo facial. Nunca progride para a cura espontanea e infeccOes
bacterianas secundarias e pneumonias recorrentes sdo as principais causas de morte. O
protocolo basico para tratamento recomendado pela OMS é semelhante ao empregado
para Leishmaniose cutanea, contudo o periodo de duragdo estende-se até o 28° dia
(MINODIER; PAROLA, 2007).
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3- A leishmaniose visceral, também chamada de Kalazar, € a forma mais agressiva
da doenca com sintomatologia de febre, perda de peso, desconforto abdominal, anorexia,
hepatomegalia, esplenomegalia, ulceracdo de mucosa do intestino delgado e
linfoadenopatia. O tempo de vida de leucdcitos e eritrocitos € reduzido causando
granulocitopenia e anemia e também podera ocorrer trombocitopenia e diminuicdo da
producdo de protrombina pelo figado resultando em hemorragias severas. Em estagios
avancados infeccbes secundarias séo freqlentes, especialmente pneumonia, disenteria e
tuberculose. Nao existe cura espontanea e se nao tratada é fatal (CHAPPUIS et al.,
2007). As drogas de primeira escolha para o tratamento também sdo os Antimoniais
pentavalentes administrados intramuscularmente na dosagem de 20mg/kg de peso
durante 28-30 dias. Anfotericina B e pentamidinas sdo usados como segunda linha de
medicamentos (CHAPPUIS et al., 2007).

4- A leishmaniose dérmica pOs kalazar é prevalente principalmente no Velho
Mundo, podendo acometer entre 10% e 50% dos pacientes curados da leishmaniose
visceral. Se caracteriza por manchas hipopigmentadas ou eritematosas em qualquer
parte do corpo que se tornam papulas e nédulos com presenca de infiltrado celular
especialmente na face, mas também pode afetar a mucosa bucal, conjutival e genital. Em
raros casos ocorre cura espontanea, requerendo na maioria das vezes o tratamento
especifico com Antimoniais pentavalentes e anfotericina B (GANGULY et al., 2010).

Os principais problemas para o controle das leishmanioses séo: dificuldade de
diagndstico preciso na auséncia de condigbes basica para tal; alta toxicidade e sérios
efeitos colaterais das drogas empregadas (ex: cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, mialgia,
pancreatite aguda); ineficacia dos protocolos de tratamento; alto custo dos medicamentos
e da atencdo a saude necesséria para o emprego dos medicamentos; e dificuldade de
acesso a populacgdes rurais. Nesse sentido, na tentativa de reduzir os efeitos colaterais,
0S custos econdmicos e a taxa de evasao ao tratamento, é que pesquisas em todo mundo
vem sendo desenvolvidas buscando novas estratégias de tratamento (MINODIER;
PAROLA, 2007; REITHINGER et al., 2007).
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2.3 BIOLOGIA MOLECULAR DE TRIPANOSSOMATIDEOS

2.3.1 Caracteristicas e organiza¢do genémica

Com o advento do sequienciamento e publicacdo de genomas representativos dos
trés principais tripanossomatideos de interesse médico (Tritryps), T. brucei (BERRIMAN et
al., 2005), T. cruzi (EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005a) e L. major
(IVENS et al., 2005), somado a analise protebmica subseqiente pode-se realizar grandes
avancos cientificos nas pesquisas voltadas a prospeccédo de alvos terapéuticos para o
desenvolvimento de novas drogas e vacinas (KISSINGER, 2006).

O genoma haploide dos Tritryps contém entre 25 e 55 Megabases distribuidos em
um numero variavel de cromossomos (onze a 36) (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al.,
2005). Evidéncias apontam para a diploidia dos genomas dos Tritryps contudo ndo ha
confirmacéo da existéncia de mecanismos de reproducdo sexual que expliguem essa
diploidia (REQUENA, 2011). T.brucei, T. cruzi e L. major possuem aproximadamente
9.086, 12.000 e 8.311 genes, respectivamente. Nos Tritryps, 6.158 genes séo ortdlogos e
dos 1.617 dominios protéicos identificados, menos que 4% pertencem a somente uma
espécie (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005b).

Até 80% dos genes de T.brucei e 93% dos genes de L.major se encontram
distribuidos em grandes blocos génicos colineares presente em fita Unica podendo conter
de 10 até centenas de genes codantes (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005). De
todos os genes identificados, 94% dos ort6logos estdo em sintenia, ou seja, esses blocos
génicos se encontram dispostos na mesma organizagdo no contexto gendmico entre
organismos distintos (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005). Desse modo, embora
os tripanossomatideos tenham divergido entre 200 a 500 milhdes de anos e apresentem
caracteristicas biologicas, de infec¢do, de transmissdo e de evasdo do sistema imune
diferenciadas, seus genomas possuem notdvel grau de conservacdo da sintenia
(KISSINGER, 2006). Os grandes blocos génicos dos tripanosomatideos sdo em geral
separados por pequenas sequéncias de poucos Kilobases (Kb) onde a sintenia €&
“quebrada” (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003). Uma anélise aprofundada revelou que
em 40 % das vezes, esses pontos de quebra da sintenia sdo associados a regides de
expansdo de familias multigénicas, de inser¢cdo de elementos genéticos moveis e

codificacdo de RNAs estruturais.
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2.3.2 Transcricdo Génica

Os arranjos génicos em tripanossomatideos sao semelhantes as unidades
policistronicas procariéticas (operons) especialmente porque as regides codificantes de
proteinas, majoritariamente, ndo sao separadas por introns. A diferenca se da porque
esses arranjos génicos, contraditoriamente ao ocorrido nas bactérias, ndo codificam
proteinas com func¢des bioldgicas relacionadas. (CLAYTON, 2002). Essas caracteristicas
peculiares de organizacdo do genoma sao refletidas no modo diferenciado de transcricao
nos tripanossomatideos (REQUENA, 2011).

Os tripanossomatideos possuem homoélogos de todas as RNA polimerases
descritas em eucariotos superiores, RNA polimerases I, 1l e Ill (RNApol I, RNApol I, e
RNApol Ill). Os promotores da RNA polimerase | foram inicialmente descritos em T. brucei
e estdo relacionados, em sua maioria, a transcricdo de genes de RNA ribossomais
(rRNA), mas também sao responsaveis pela transcricdo de genes relacionados a
antigenos de superficie encontrados nas diferentes formas celulares de T. brucei. Os
promotores da RNA polimerase lll, sdo encontrados dentro de regides n&o sinténicas e
foram caracterizados como relacionados a transcricdo de pequenos RNA funcionais
(small RNASs) e a transcricdo de RNAs transportadores (tRNAs). Apesar do conhecimento
sobre promotores para RNAs funcionais, promotores classicos para genes codantes de
proteinas séo raros ou ausentes (CLAYTON, 2002).

Uma caracteristica dos tripanosomatideos € que a transcricdo de genes codantes
para proteinas pela RNAPol Il ocorre na auséncia de promotores classicos (CLAYTON,
2002) e foi postulada como sendo bidirecional, de forma continua, na auséncia de fatores
de iniciagdo de transcricdo. A transcricdo se inicia a partir de regides pré-determinadas
em cada cromossomo (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003) denominadas regides de troca
de fita ou SSR (do inglés, Strand Switch Regions). Interessantemente, em 43% dos
genomas dos Tritryps as SSR ocorrem dentro ou bem proximo dos pontos de quebra da
sintenia génica (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005). Desta forma a RNA
polimerase Il inicia a transcricdo de forma totalmente randomica a partir das SSR,
progredindo através dos blocos génicos gerando pré-mRNAs transcritos de forma
policistronica (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003).
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Figura 9. Transcri¢do Policistrénica em Tripanossom atideos. Genes nédo relacionados funcionalmente
séo dispostos agrupados em blocos que serdo transcritos constitutivamente pela RNA pol Il em RNAs
policistrdnicos, a partir da regido de troca de fita codificante SSR (switch-strand region) na auséncia de
promotores. Fonte: (Adaptado de, HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).

2.3.3 Processamento dos RNAs policistrénicos

Nos tripanossomatideos o processamento e a maturacdo dos pré-mRNAs em
MRNAs maduros se da de maneira diferenciada dos eucariotos superiores, principalmente
devido a transcricdo policistrbnica, e requer o envolvimento de dois mecanismos
acoplados: processamento em trans-splicing e poliadenilacado (HAILE; PAPADOPOULOU,
2007; LIANG et al., 2003). O processamento do pré-mRNA através de trans-splicing se
caracteriza pela adicdo a extremidade 5 do prée-mRNA de uma sequéncia de 39-41
nucleotideos derivada da clivagem de um pequeno RNA nuclear (SnRNA) rico em
residuos de uridina denominado RNA Splice-Leader (SL), ou mini-éxon (LIANG et al.,
2003). O gene do RNA SL contém o unico promotor da RNA polimerase Il conhecido
(CAMPBELL et al., 2003).

O mecanismo de trans-splicing se-d& por duas reacdes de trans-esterificacdo em
sequéncia. Na primeira reacdo o RNA SL precursor se liga através do sitio GU doador, ao
sito aceptor no pré-mRNA, constituido do ponto de ramificacdo, sinalizado por uma
adenina e de uma sequéncia de polipirimidinas, formando uma estrutura intermediaria em
“Y” caracteristica do trans-splicing. Na segunda reacdo de trans-esterificacdo essa
estrutura em “Y” previamente formada € reconhecida pelas proteinas e RNAs funcionais
do complexo de processamento, ou spliceossomo, e ocorre a clivagem das estruturas
intermediarias e fusdo do RNA SL a extremidade 5 do mRNA imediatamente apds o
dinucleotideo AG, que sinaliza o local de jungcdo do SL ao mRNA precusor (LIANG et al.,
2003). O RNA SL carreia na sua porcao 5 terminal um cap de 7-metilguanosina
modificado quando comparado com o cap de eucariotos superiores, devido a metilagao
dos seus gquatro primeiros residuos nucleotidicos da sequencia, formando uma estrutura
denominada de cap4 que s6 ocorre nos tripanossomatideos. Uma conseqiiéncia inerente

ao trans-splicing é a adicdo pos-transcricional do cap, uma etapa essencial para a
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formacdo de mRNAs maduros funcionais monocistronicos (GUNZL, 2010; LIANG et al.,

2003).
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Figura 10. Etapas do processamento por trans-splicing dos pré-mRNAs de tripanosomatideos.

Quadro superior - Representacédo esquematica do RNA SL precursor (acima), com o cap4 (circulo cinza),
sequéncia SL(retangulo cinza claro) e sitio 5’ de splicing (5'SS). No pré-mRNA esta indicado o sitio aceptor,
ou ponto de ramificacédo (BP), a sequéncia de polipirimidinas, e o sitio 3'de splicing (3'SS). Quadro
intermedidrio - Apoés a primeira reagdo de trans-esterificacéo, ha a fusdo do RNA SL ao pré-mRNA e a
formacdo da estrutura intermediaria em “Y”. Quadro inferior - Mostra a finalizagao do trans-splicing,
ocorrendo com a clivagem e degradacao da estrutura intermediaria e fusdo da sequencia SL na por¢éo 5’
do mMRNA monocistrénico. FONTE: (Adaptado de, LIANG et al., 2003).

Concomitantemente ao trans-splicing ocorre a poliadenilagdo. Nado se conhece
nenhuma sequéncia especifica para os tripanossomatideos semelhante ao sinal para
poliadenilagdo de eucariotos superiores AAUAAA. Sendo assim a sele¢cdo do sitio de
poliadenilacdo é determinada principalmente pela presenca da sequéncia de
polipirimidinas nas regides intergénicas e ainda pela presenca de um sitio aceptor de
splicing ativo entre 200 e 500 nucleotideos a jusante desta sequencia de polipirimidinas
(LIANG et al., 2003; REQUENA, 2011). Um fato marcante a ser observado durante o
processamento dos policistrons é que o trans-splicing ocorre acoplado a poliadenilacao.

Deste modo, a poliadenilacdo da porcdo 3’ de um gene esta ocorrendo ao mesmo tempo
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gue o processamento por trans-splicing da porgcédo 5’ de um gene seguinte (REQUENA,
2011).

4 Y N
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Figura 11. Processamento em trans-splicing e poliadenilacdo do pré-mRNA . O DNA é transcrito
constitutivamente em blocos génicos gerando transcritos policistrdnicos que sédo processados por trans-
splicing e poliadenilacdo. Assim é adicionado ao mRNA a seqiiéncia SL (retangulo amarelo) contendo o
cap4 (circulo amarelo) na extremidade 5’ do mMRNA e a cauda de poli- adeninas (AAA) na extremidade 3'.
FONTE: (Modificado de CLAYTON, 2002).

2.4 REGULACAO GENICA

A maioria dos organismos se adapta a mudangas no ambiente que estao inseridos
através de ajustes na expressao génica, sendo a iniciacdo da transcricdo o ponto mais
importante da regulacdo. Contudo, os tripanossomatideos perderam completamente a
capacidade de exercer a regulagéo de sua transcrigdo pela RNA pol Il (CLAYTON, 2002).
Diante deste panorama é coerente afirmar que ndo ha evidéncias de mecanismos de
regulacéo génica a nivel transcricional que permitam a expressao diferencial de genes ou
blocos génicos nesses organismos (REQUENA, 2011). A Unica excecdo a essa regra Sao
os genes codificantes dos antigenos de superficie estagio especificos de T. brucei e 0s
genes contidos nos mesmos loci génicos. Esses genes sao transcritos pela RNA pol | e
suas taxas de transcricdo sdo controladas ao longo do desenvolvimento por regulacdo
mediada, muito provavelmente, pela cromatina (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Desta
forma a regulacdo de expressdo génica nos tripanosomatideos é, em sua maioria, pos-
transcricional (CLAYTON, 2002), através do processamento diferencial dos pré-mRNAs,

regulacéao da estabilidade, transporte e degradacdo dos mRNAS, controle da traducéo dos
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MRNAs maduros e ainda via modificagdes pés-traducionais de proteinas que regulam sua
funcao e tempo de meia vida (HAILE; PAPADOPOULQOU, 2007).

2.4.1 Processamento diferencial de pré-RNAs

Como ja descrito acima, os sitios de poliadenilacdo sdo localizados de 200-500
nucleotideos a montante do sitio de trans-splicing e o evento de poliadenilacdo de um
dado cistron € diretamente dependente do splicing a jusante do cistron seguinte. Esse
arranjo impede o processo de regulacdo independente para genes adjacentes. Assim um
erro em um ponto de splicing de um mRNA causaria defeito na poliadenilacdo do gene
adjacente (BENZ et al., 2005). Contudo o arranjo em tandem poderia gerar uma regulacao
diferenciada, como ocorre em Leishmania nos genes de cisteina protease arranjados
dessa forma, onde a regulacdo diferenciada ocorre através da adi¢do de sitios aceptores
de splicing mesmo na auséncia de genes a jusante, permitindo dessa forma que a
poliadenilagédo ocorra (BENZ et al., 2005). Outro exemplo ocorre no caso dos gene de
Hsp83, onde a ultima copia de 17 repeticbes ndo possui o sitio de splicing a jusante.
Desta forma a perda ou adicdo de sitios aceptores de splicing dentro da sequéncia
intergénica gera mRNAs nao traduziveis. Também é sugerido que um longo mRNA de T.
brucei poderia ser processado diferencialmente depois de ser exportado do nucleo, porém
as evidéncias néo sao determinantes (CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

2.4.2 Controle da exportacao nuclear

Uma vez processados os mMRNAs necessitam ser exportados para o citoplasma
afim de serem traduzidos. Em eucariotos superiores o cap do mRNA é ligado a um
complexo nuclear de ligagdo ao cap, CBP80/20 antes de ser exportado. Em T.brucei ja foi
demonstrado que o0 MRNA processado € reconhecido por um complexo de ligacdo ao cap
constituido de cinco proteinas, sendo uma delas homéloga & CBP20 (LI; TSCHUDI,
2005). Contudo ainda existe pouco conhecimento sobre o transporte de RNAs através de
poros nucleares e para o citoplasma nos tripanossomatideos, porém a regulacdo a esse
nivel é claramente possivel (CLAYTON; SHAPIRA, 2007).
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2.4.3 Controle da estabilidade, degradacéo e trafeg o intracelular de mMRNAs

Os transcritos maduros possuem em suas regides 5’ e 3’ ndo traduzidas (UTR, do
inglés, Untraslated region) sequéncias ou motivos especificos, denominados de
elementos cis, para reconhecimento e interagdo com proteinas de ligacdo ao mRNA, que
sdo as RBPs (do inglés, RNA Binding Protein). Essa interacdo entre mRNAs e RBPs esta
relacionada ao controle da estabilidade, degradacgédo, trafego intracelular e eficiéncia de
traducdo (KEENE, 2007; MATA et al, 2005) (Fig. 12). Nesse sentido, os
tripanossomatideos possuem em seus mMRNAs regides UTRs mais longas que os demais
eucariotos, principalmente na por¢cdo 3' UTR, e um namero crescente de elementos cis
tem sido relatados associados ao controle da estabilidade dos transcritos quanto a sua
expressao génica estagio-especifica (BOUCHER et al., 2002; MURRAY et al., 2007; WU
et al., 2000; ZILKA et al., 2001).

Elementos ricos em residuos de uridina, URE (do inglés, Uridine Rich Elements),
caracterizando o elemento cis, tém sido encontrados na regido 3' UTR em varios dos
transcritos regulados durante o desenvolvimento de tripanossomatideos. Em T. brucei
esses MRNAs contendo o UREs sdo estaveis na forma prociclica e instaveis na forma
sanguinea (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Regulacdo semelhante ocorre para diversos
MRNAs de T.cruzi (D'ORSO et al.,, 2003), e para o0 mMRNA de amastina (transcrito
especifico de amastigota) de L. infantum (HAILE et al., 2008). Somando-se as UREs em
L. major, foram descritas duas classes de retroposons SIDER 1 e SIDER 2 (do inglés,
Short Interspersed Degenerates Retroposons) contidos nas regides 3' UTR de mRNAs,
envolvidos com a regulacéo estagio-especifica. A maioria dos mMRNAs contendo SIDER 1
€, em torno de duas vezes, mais expressos em amastigotas que em promastigotas. Ja o
SIDER 2 tem um papel na taxa de degradacdo global de mRNAs (BRINGAUD, et al.,
2007). Foi demonstrado que esses elementos por si sO facilitam a degradacdo dos
MRNASs aos quais estdo associados (BRINGAUD, et al., 2007).

A degradacdo dos mRNAS eucaritticos é tipicamente iniciada via deadenilagédo e
posteriormente pode prosseguir por duas vias diferenciadas. Em uma via a deadenilacao
estimula o decapeamento (retirada do cap do mRNAS) e a subsequente degradacao do
MRNA por uma 5’ exonuclease. E na segunda via, a deadenilacédo estimula a degradacao
via 3’ exonuclease, em sua maioria ocorrendo no exossomo (HAILE; PAPADOPOULOU,

2007). O modo de degradagcdo dos mRNAs de tripanossomatideos envolve as duas vias,
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assim como nos mamiferos. A maioria das enzimas do complexo protéico do exossomo ja
foi identificada, porém ainda ndo foram encontrados homélogos para as enzimas de
decapeamento nesses organismos (CLAYTON; SHAPIRA, 2007; HAILE et al., 2008). A
degradacdo constitutiva de mRNAs € dependente de deadenilagcdo, ocorrendo em baixas
taxas durante a degradacdo de mRNAs estaveis e provavelmente, sub-populacdes de
MRNASs instaveis. Ja a degradacao regulada € rapida e independente de deadenilacao.
Essa, é provavelmente responsavel pela degradacdo de mRNAs instaveis durante um
estagio especifico do desenvolvimento, e assim como em mamiferos é afetada pela
deplecdo do exossomo ou da 5’ exonuclease (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).
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Figura 12. Etapas da regulagdo da expressao génica  em tripanossomatideos . A transcricao
policistronica gera pré-mRNAs que sdo processados por trans-splincing e poliadenilagédo. Os transcritos
maduros poderdo entdo, a partir dessa etapa, se acoplarem a varias proteinas ligadoras de RNAs (RBPSs)
especificas encaminhando-os para o transporte citoplasmatico (localizacédo especifica), traducdo ou
degradacdo. FONTE: (REQUENA, 2011).

Durante o complexo ciclo de vida dos tripanossomatideos, as mudancas rapidas no
ambiente nos quais estdo inseridos solicitam uma adaptacdo fisiolégica desses
organismos e a rapida regulacdo dos mRNAs pode provavelmente auxiliar para que isso
ocorra. Nesse ambito, a diferenca de temperatura foi demonstrada como fator regulador
da estabilidade de mRNAs durante a diferenciacdo de kinetoplastideos (HAILE;
PAPADOPOULOU, 2007). Ou seja, o tempo de meia vida dos mRNAs pode ser afetado

pela temperatura de crescimento dos parasitas, simplesmente por que a taxa de
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renovacado das enzimas de degradacdo é influenciada por isso. Em Tripanossoma, 0
choque térmico por diminuicdo da temperatura aumenta a estabilidade dos mRNAs de
prociclina EP nas formas sanguineas do parasita, e 0 aumento da temperatura aumenta a
estabilidade de transcritos especificos de amastigota e diminui o tempo de meia vida dos
transcritos de promastigota. A temperatura do ambiente também influencia na
conformacéo tridimensional dos mRNAS, entdo os elementos cis podem ser reconhecidos
pela maquinaria regulatéria em uma determinada faixa de temperatura especifica
(CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Adicionalmente o stress causado por diferencas no pH,
também tem sido associado com o silenciamento do SL-RNA de T.brucei (LUSTIG et al.,
2007) ou acumulacdo dos mRNAs de Amastina e A2, transcritos especificos de
amastigota (MCNICOLL et al., 2005).

Em mamiferos os mRNAs que ndo sdo traduzidos ou degradados sao
compartimentalizados em microregiées dentro do citoplasma, chamadas granulos de
processamento, P-bodies (do inglés, Processing bodies) ou granulos de stress
(CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Os P-bodies sao envolvidos na degradacdo de mRNAs,
neles se co-localizam enzimas envolvidas no decapeamento e
processamento/degradacdo de mRNAs. Esses granulos s&o dinamicos e os mRNAs
contidos neles poderdo continuar estocados/silenciados, serem encaminhados para a
degradacao ou entdo para a traducdo (BALAGOPAL; PARKER, 2009). Ja os granulos de
stress s@o associados a situacfes onde a iniciacdo da traducdo € inibida, neles estao
contidos mMRNAs né&o traduzidos complexados com fatores de iniciagdo da traducdo e com
a subunidade menor ribossomal 40S (BALAGOPAL; PARKER, 2009). Estruturas
semelhantes a P-bodies estdo presentes em tripanossomatideos, contudo apresentam
diferencas dos demais eucariotos e precisam ser melhor estudadas (HOLETZ et al.,
2007).

A despeito da existéncia dos diferentes tipos de regulacado citados atuando sobre
os niveis de mRNAs, estudos de expressao génica demonstram que somente 0,2 a 5%
dos genes tém seus mRNAs diferencialmente expressos entre as fases promastigota e
amastigota de Leishmania. Ja a analise protedmica revela que mais de 18% das suas
proteinas sédo diferencialmente expressas entre os diferentes estagios do ciclo de vida.
Portanto sugere-se que em Leishmania a regulacdo da expressdo génica em nivel de
MRNA né&o é tdo relevante quanto a regulacdo da sua traducdo em proteinas (COHEN-

FREUE et al., 2007; LEIFSO et al., 2007; ROSENZWEIG et al., 2008).
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2.4.4 Regulacéo da traducao proteica

A sintese proteica ou traducéo € a etapa final do fluxo da informacéo genética e a
regulacdo a esse nivel gera mudancas nas condic¢des fisioloégicas de forma imediata e
rapida (GEBAUER; HENTZE, 2004; HOLCIK; SONENBERG, 2005). A regulacdo da
expressao génica através da traducdo € um mecanismo de controle importante, porém
nao totalmente compreendido (HOLCIK; SONENBERG, 2005). Sabe-se que essa etapa
chave da regulacdo génica é dependente de dois mecanismos diferentes. O primeiro é o
controle da traducdo de mRNAs estagio-especificos; e outro € o controle global da sintese
das proteinas (JACKSON et al., 2010). O primeiro mecanismo € o controle da traducédo de
MRNASs especificos que em eucariotos superiores ocorre através do reconhecimento das
sequéncias cis nas regides 5’ e 3’ UTR dos mRNAs por RBPs ou miRNAs (microRNAS)
(JACKSON; STANDART, 2007; KEENE, 2007; MATA et al., 2005). A interacado dos sitios
especificos dos mRNAs com as RBPs € em sua maioria inibitoria, com excecao da
interacdo entre MRNAs e a proteina de ligacdo a cauda de poli-adeninas, PABP (do
inglés, Poli-A Binding Protein) na regido 3’ UTR. (JACKSON et al., 2010). Essa inibicao
especifica ocorre pela ligagdo da RBP na regido 3' UTR, resultando na formacdo de um
loop fechado envolvendo uma proteina intermediaria que fara a ligacdo da RBP com a
proteina de reconhecimento do cap (na maioria dos casos € a propria proteina de
reconhecimento do cap participante da traducédo, elF4E ou seus homélogos). Sendo
assim, a ativacédo da traducdo dos mRNAs necessita do “sequestro” ou degradacéo da
RBP ligante (Figura 13) (SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). Em tripanossomatideos
varias RBPs que regulam a traducdo de mRNAs especificos vém sendo identificadas e
tem sido demonstrado que muitas interagem e regulam um conjunto de MRNAs
funcionalmente relacionados, provando que nesses organismos existe co-regulacdo de
grupos de mRNAs. A presenca de grupos de mRNAs co-regulados € corroborada pelos
estudos de trasncriptomas de T. brucei e L. donovani que mostram a existéncia de
enriquecimento de mRNAs codificantes para a mesma via metabdlica durante o processo
de diferenciacdo (CARRINGTON; KRAMER, 2011). At¢é o momento ndo existem
evidéncias da existéncia de mIiRNAs regulando a traducdo de mRNAs em
tripanossomatideos (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007)
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Figura 13. Modelo genérico de regulacao da traducao através da interacdo mMRNA/RBPs. A proteina
“X" de ligacdo ao mRNA (RBP) se liga a residuo especifico na regido 3'UTR do mRNA e interage com uma
proteina intermedidria, proteina “Y”, que por sua vez interage com a proteina Z de ligacdo ao cap,
ocasionando a formacao de estrutura em loop fechado no mMRNA impedindo o acesso da maquinaria de
traducéo. Fonte: (JACKSON et al., 2010)

O segundo mecanismo de controle da tradu¢éo envolve a regulacdo da biossintese
das proteinas propriamente dita, e € baseado principalmente no controle da atividade dos
fatores de iniciacdo da traducao, elFs (do inglés, eukaryotic Initiation Factor). Portanto
para o melhor entendimento do mecanismo de controle da expressao génica via traducao,
foco de estudo desse trabalho, a sintese de proteinas e a regulagdo da traducédo serdo
abordados detalhadamente nos topicos subsequentes.

2.5 TRADUCAO PROTEICA

A traducdo é um processo inerente a todos os seres vivos, pelo qual a informacéo
genética proveniente da transcricdo do DNA sera traduzida em proteinas. Esse processo
requer uma complexa maquinaria, composta de ribossomo, tRNAs (RNA transportador) e
fatores de traducdo e compreende quatro etapas distintas: Iniciacdo da traducéo,
alongamento do peptideo nascente, terminacdo e reciclagem dos ribossomos
(MARINTCHEV, 2004). Esse processo biologico pode ser regulado nas etapas de
iniciacdo, alongamento e terminacdo, contudo € principalmente na iniciacdo que a
regulacdo acontece, pois é nessa etapa que ocorre a montagem do ribossomo,
reconhecimento do mRNA e rastreamento do codon de iniciacdo (JACKSON et al., 2010).
Para que isso ocorra é necessario a participacdo de ao menos doze fatores de iniciacao
da traducédo (elFs), sendo portanto a etapa mais sujeita a regulacdo, complexa e

divergente entre os organismos (ACKER; LORSCH, 2008).
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2.5.1 Iniciacdo da Traducéo

Iniciacdo da traducédo é o processo de montagem dos ribossomos 80S competente
junto ao cédon de iniciacdo da traducdo do mRNA. Nesse momento, o codon de iniciacao
€ pareado com a al¢a (loop) do tRNA iniciador (met-tRNA) contendo o anti-cédon, dentro
do sitio peptidil (sitio-P) do ribossomo (JACKSON et al., 2010). Ela pode ser dividida
didaticamente em oito etapas (Figura 14):

Met resultante

1- A primeira etapa € a formacgéo do complexo ternério elF2-GTP-Met-tRNA,
da ligacédo do tRNA;,ao GTP e ao elF2;

2- Em seguida ocorre a ligacdo do complexo ternario elF2-GTP-Met-tRNAM &
subunidade menor ribossomal 40S facilitada pela atividade dos fatores elF1, elF1A, elF3
levando a formagéao do complexo 43S de iniciagdo da traducéo;

3- Paralelamente ocorre a circularizacdo e ativagdo do mMRNA, que advém do
reconhecimento da estrutura do cap e ligagdo do complexo elF4F (elF4A1l, elF4E, elF4G)
e elF4B na porcao 5'do mRNA e da ligacdo da PABP na cauda poli-A;

4- Em seguida ocorre o recrutamento e ligacdo do complexo 43S a extremidade 5 UTR
do mRNA atraveés de intera¢cdes entre o elF4F, PABP e o elF3;

5- Inicio da atividade de varredura do mRNA no sentido 5’-3’ pelo complexo 48S para o
reconhecimento do cédon de iniciacao;

6- Formacao do complexo 48S pelo reconhecimento do cédon de iniciacdo da traducgéo
qguando o elF5 estimula a hidrélise do GTP ligado a elF2;

7- Associacdo da subunidade 60S do ribossomo ao complexo 48S, com concomitante
liberacdo dos elf2-GDP, elF1, elF3, elF4B, elF4F e elF5 mediada pelo elF5B;

8- Finalmente ocorre a formacao do ribossomo 80S competente para o alongamento da
traducdo pela hidrélise do GTP ligado ao elF5B e liberacdo do elF5B-GDP e elFl
(ACKER; LORSCH, 2008; JACKSON et al., 2010; PESTOVA; HELLEN, 2006).

A maioria dos mRNAs eucaridticos utilizam o mecanismo de iniciagdo da traducao
descrito acima, no qual ha o reconhecimento do cap, a ligacdo dos elFs e o recrutamento
do ribossomo para a varredura do cédon de iniciacdo da tradugéo, sendo esse processo
denominado cap-dependente. Contudo alguns mRNAs virais e alguns mRNAs de stress
celular utilizam uma iniciacdo da traducéo alternativa, onde ha auséncia da estrutura do
cap e inutilizacdo de muitos elFs, nesse processo o ribossomo liga-se diretamente a uma

regido interna do mRNA, IRES (do inglés, Internal Ribosome Entry Sites) iniciando a
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tradugdo (JACKSON et al.,, 2010; SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009).
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No presente

trabalho enfatizam-se os mecanismos de iniciagdo da tradugcdo cap-dependente, j& que,

em sua grande maioria,

0s MRNAs séo traduzidos a partir desse tipo de iniciagéao.

elF2

met-mmrﬂ
-

Complexo elF4F {""’mk
elF4E
‘ # C="E
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1 famagaodo
complexo terrario elF2

>—; (GTPR) 2 Formagdo do
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Figura 14. Modelo da iniciagdo da traducéo
esguematizada em oito etapas:1-Formacgdo do complexo ternério elF2-GTP-Met-tRNA; " ;

cap-dependente . A via canonica de iniciagdo da tradugdo pode ser
Met: 2- Formag&o do complexo

43S; 3- Ativacao do mRNA; 4- Ligacdo do mRNA ao complexo 43S; 5- Varredura pelo cédon de iniciagéo da traducéo;6-
Formagé&o do complexo 48S; 7- Associacdo da subunidade maior ribossomal (60S) ao complexo 48S; 8- Formacao do
ribossomo 80S competente a alongamento.Fonte: Adaptado de (JACKSON et al., 2010).
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2.5.2 Complexo de Iniciacdo da Traducao- elF4F

Um ponto central da iniciacdo da traducdo € a formacgédo do complexo elF4F que
atua no reconhecimento do mRNA maduro, na capacitagdo desse mRNA através da
resolucdo das estruturas terciarias. Este é ainda o principal responsavel pelo
recrutamento do ribossomo através de sua interagcdo com elF3, além de auxiliar na
migracédo da subunidade menor ribossomal pelo mMRNA e seu correto posicionamento no
cédon de iniciacdo (JACKSON et al.,, 2010). O complexo elF4F € composto de trés
subunidades: elF4E, que atua no reconhecimento do cap; o elF4A, uma RNA helicase
capaz de desfazer conformacdes secundarias no mRNA facilitando a traducdo; e o
elF4G, uma proteina estruturadora do complexo que medeia as interacdes com 0s outros
componentes do elF4F e com a PABP, além de ser responsavel pelas interacdes

necessarias para o recrutamento do ribossomo (GINGRAS, et al., 1999) (Figura 15).

m’'GpppG~A~AUG

A AAAAAAAA

Figura 15. llustracdo do complexo elF4F e PABP liga dos ao mRNA maduro. m’'GpppG, estrutura do
cap; em azul, elF4E; em vermelho, elF4A; em laranja, elF4G; e em magenta, PABP ligada a cauda poli(A).
Fonte: (Adaptado de, SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009).

2.5.2.1 elF4E- Proteina de ligacdo ao cap

O elF4E é uma proteina de 25kDa de ligacdo especifica ao cap e que atua
estimulando a traducéo cap-dependente participando do recrutamento do mRNA atravées
de sua ligagéo especifica e de alta afinidade com o elF4G (RHOADS, 2009). O elF4E tem
estrutura tridimensional na forma de uma méao em concha onde o elF4G se liga na
superficie dorsal em oposicéo a ligacdo do cap que se liga ao lado céncavo. Através de
cristalografia de raio-X, comparacao de sequéncias aminoacidicas e estudos mutacionais

foi demonstrado que a interagdo entre elF4G envolve um motivo YXXXXL¢, onde X é
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gualquer aminoacido e ¢ é uma Leucina, Metionina ou Fenilalanina (GINGRAS, et al.,
1999).

E comum a existéncia de familias protéicas com multiplos membros, e isso também
ocorre para 0s multiplos membros da familia elF4E de eucariotos e para outros fatores da
iniciacdo da traducdo como o elF4A e elF4G (RHOADS, 2009). Até entdo se sabe que em
mamiferos o elF4E-1 se liga ao cap, ao elF4G e a proteina de ligacdo a elF4E, 4E-BP (do
inglés, 4E-Binding Protein) enquanto o elF4E-2 se liga ao cap e a 4E-BP, e o elF4E-3 se
liga ao cap e ao elF4G (JOSHI et al., 2004). Sendo sugerido que para cada organismo
exista um membro da familia elF4E expresso constitutivamente e ubiquo responsavel
pela traducdo, e outros membros envolvidos em fungbes especializadas durante o
desenvolvimento (HERNANDEZ; VAZQUEZ-PIANZOLA, 2005).

A presenca do elF4E € um fator limitante para a iniciagdo da tradugcédo e tem um
papel chave na regulacdo desta, uma vez que a abundancia do complexo elF4F é
normalmente limitada pelos niveis de elF4E. A super-expresao de elF4E esta envolvida
em numerosos casos de tumores humanos e também esta relacionada com a progressao
da doenca para a metastase. Portanto, o elF4E vem sendo alvo de numerosos estudos
que incluem a sua utilizagdo como marcador de estagio e prognostico da doenca e como
potencial alvo no desenvolvimento de novas terapias anti-neoplasicas (MOERKE et al.,
2007).

Em tripanossomatideos, quatro homologos do elF4E foram descritos originalmente
em Leishmania e vem sendo foco de diferentes estudos, sendo denominados EIF4E1l a
EIF4E4 (DHALIA et al.,, 2005; YOFFE et al.,, 2006, 2004). Contudo, nenhum dos
homologos é capaz de complementar a funcdo do elF4E de levedura (YOFFE et al.,
2006). Esses homdlogos diferem quanto a capacidade de ligacdo ao cap e aos parceiros
funcionais. Foi confirmado que os homdlogos EIF4E1 e EIF4E4 interagem fortemente com
o cap4 peculiar dos tripanossomatideos (DHALIA et al.,, 2005; YOFFE et al., 2004),
enquanto o EIF4E3 interage mais fracamente e o EIF4E2 ndo interage com o cap4
(YOFFE et al., 2006). Ainda foi confirmada a participacdo dos homodlogos EIF4E3 e
EIF4E4 na formacgdo de dois complexos elF4F distintos e necessarios para a viabilidade
celular em tripanossomatideos (FREIRE et al., 2011). Mais recentemente dois homélogos
adicionais de elF4E foram identificados e estdo sendo estudados, EIF4E5 e EIF4ES.
Dados preliminares apontam para a existéncia de ainda dois outros complexos elF4F

onde esses homoélogos participariam (EDEN FREIRE, comunicacgéo pessoal).
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2.5.2.2 elF4A- RNA helicase

O elF4A é uma RNA Helicase com atividade dependente de ATP, protétipo da
familia das DEAD-box RNA helicase, que sdo RNA helicases que contém o dominio
DEAD (Acido Aspartico- Acido Glutamico-Glutamina-Alanina- Acido Aspartico) ou DExD/H
(Acido Aspartico- Acido Glutamico- Qualquer aminoacido- Acido Aspartico/ Histidina)
conservados (JACKSON et al., 2010). Essa proteina de 46-KDa atua no complexo elF4F
desenrolando possiveis estruturas secundarias formadas na regido 5° UTR proxima ao
cap do mRNA a ser traduzido (GINGRAS et al., 1999). Sua atividade facilita o
recrutamento da subunidade menor ribossomal 40S ao mMRNA e permitindo o
prosseguimento do complexo de pré-iniciacdo durante a varredura até o codon de
iniciacdo da traducao (MARINTCHEV; WAGNER, 2004; SONENBERG; DEVER, 2003). A
estrutura do elF4A € constituida de dois dominios, ambos envolvidos na ligagdo ao RNA e
ao ATP. Na conformacéo funcional ativa, esses dois dominios formam uma superficie de
ligacdo ao RNA contigua, e o sitio de ligacdo ao ATP se localiza na interface desses dois
dominios (ANDERSEN et al., 2006). A atividade de helicase desse fator por si so é fraca,
porém € substancialmente estimulada quando o elF4A esta participando na formacéo do
complexo elF4F (MARINTCHEV et al., 2009).

Em mamiferos existem trés homologos de elF4A, denominados elF4Al, elF4All e
elF4Alll. Sabe-se que o elF4Al e o elF4All sdo funcionalmente ativos durante a traducao
e indistinguiveis (GINGRAS et al., 1999). Ja o elF4Alll é funcionalmente diferenciado (LI
et al., 1999), e atua durante o splicing dos mMRNAs no complexo protéico de juncdo de
éxons (LE HIR et al.,, 2000). Em tripanossomatideos dois homélogos de elF4A sé&o
conhecidos EIF4Al e EIF4AIlll sendo denominados assim pela similaridade funcional com
os homoélogos de mamiferos (DHALIA et al., 2006, 2005). O EI4Al de L. major €&
predominantemente citoplasmatico e abundante nas formas promastigota do parasita,
sendo capaz de interagir com o dominio central do fator EIF4G3 (DHALIA et al., 2006).
Em outro trabalho, a proteina LmEIF4AI mostrou ter funcdo RNA helicase dependente de
ATP in vitro porém esta proteina ndo péde complementar a funcao do elF4A de levedura
in vivo e de mamifero in vitro (BARHOUMI et al., 2006). JA o LmEIF4AIll é pouco
expresso e nao interage com o elFG3 (DHALIA et al., 2006). Esses homélogos quando
estudados em T. brucei demonstraram que o TbEIF4Al €& muito abundante e

predominantemente citoplasmatico e esta envolvido com a formacdo do complexo elF4F
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de iniciagdo da traducdo. J&4 o TbEIF4Alll é moderadamente expresso com localizacao
exclusivamente nuclear. Esses achados indicam que o EIF4Al atua na sintese protéica
enquanto o EIF4AIll participa da formacado do equivalente ao complexo de jungédo de
éxons durante o trans-splicing (DHALIA et al., 2006) .

Embora a PABP nao faca parte dos elFs candnicos a sua atuacao € imprescindivel
para a iniciacdo da traducdo, através da circularizacdo do mRNA proporcionada pela
interacdo com a cauda poli-A e concomitantemente com o elF4G (KAHVEJIAN et al.,
2005). Desta forma a sua agdo aumenta a taxa de traducdo devido a facilitacdo do
processo de reciclagem dos ribossomos (JACKSON et al., 2010).

2.5.2.3 elF4G- Proteina multidominio de manutencdo  do complexo elF4F

O elF4G é uma proteina de alto peso molecular responsavel pela montagem do
complexo elF4F durante a ativacdo do mRNA pois possui sitios que medeiam sua
interacdo com o elF4E, elF4A, PABP e mRNA. Esse fator ainda tem um papel crucial
durante o recrutamento do complexo de pré-iniciagdo 43S para a interagcdo com 0 mRNA
através da interacdo deste com o elF3, no caso de humano, ou os sitios de interacao
com elF1 e elF5 em levedura (MARINTCHEV; WAGNER, 2004; SONENBERG; DEVER,
2003). O elF4G de humano pode ser dividido em trés regides de acordo com o padréao da
clivagem por enzimas de picornavirus: N-terminal, Central e C-terminal. A regidao N-
terminal € composta de aproximadamente 600 aminoacidos e contém os sitios de ligacdo
ao elF4E e a PABP. A regiao central contém o dominio de ligacdo ao elF4A, RNA e elF3.
E por fim, a regido C-terminal que possui um segundo sitio de ligacao ao elF4A e sitio de
ligacdo a quinase MNK.

O sitio na por¢cédo Central de ligacdo ao elF4A é um tipico dominio encontrado em
proteinas formadoras de complexos, denominado HEAT (de acordo com as proteinas
onde foi inicialmente identificado, Huntingtina, Fator de Elongacdo 3, subunidade A da
fosfatase 2A e proteina alvo da rapamicina 1/TOR1) (PREVOT et al.,, 2003), sendo
constituido de cinco pares de alfa hélices antiparalelas separadas por uma curta
sequéncia ligante flexivel (MARCOTRIGIANO et al., 2001). Em humanos, adicionalmente
ao dominio HEAT central, denominado de MIF4G, sdo encontrados mais outros dois
HEATs consecutivos na por¢do C-terminal, o HEAT-2 ou MA3 um segundo sitio que

modula a interagdo com o elF4A e o HEAT-3 ou W2 que interage com a quinase MNK.
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Tanto o dominio HEAT-2 como o HEAT-3 séo considerados atipicos quando comparados
ao HEAT padrédo, pois sdo mais compactos e tém os angulos entre as a-hélices
diferenciados (BELLSOLELL et al., 2006) (Figura 16).

PﬁEP eIE4E eIE4A e|1F3 elFflA MINK1
[ 1 I 10 1 [ I 1
1 165 557 68l 75I 1,234 1,437 1,599 aa
f
elF4Gl ( G ( c E \ ( ( (( ()
PAM.- R ot teeseseseseens
1 4E-BR HEATT HEAT2  HEAT3

Figura 16. elF4Gl humano, dominios de interacdo e  respectivos ligantes. Representacdo esquematica
do elF4G humano mostrando na parte superior os parceiros funcionais e na parte inferior os dominios de
ligacdo. PAM-1, dominio de ligacao da PABP; 4E-BR, dominio de ligacdo do elF4E; HEAT1, dominio de
ligacdo ao elF4A e elF3; HEAT2, dominio de ligagdo modular ao elF4A1 e HEAT3, dominio de ligacdo a
qguinase MNK. Fonte: Adaptado de (JACKSON et al., 2010).

Em leveduras o elF4G interage com o elF4E através de um segmento de
aproximadamente 100 aminoacidos contendo cinco hélices que se dobram numa
conformacdo semelhante a um bracelete. Esse modelo de interacdo proposto €
provavelmente conservado em eucariotos superiores (GROSS et al., 2003) e 0 mesmo
possivelmente ocorre para a ligagao a PABP (GROFT; BURLEY, STEPHEN K, 2002). Por
sua vez, o dominio MIF4G central do elF4G é responsavel pela interagdo com a RNA
helicase elF4A, embora o elF4G humano apresente um segundo HEAT, o MA3 para esse
tipo de interacdo. Sabe-se que o MIF4G é suficiente para a interacdo com o elF4A
(MARCOTRIGIANO et al., 2001) mas, acredita-se que esses dominios de ligacao
adjacentes estejam relacionados a modulacéo da ligagdo com o elF4A (MORINO et al.,
2000). Ja o sitio de ligacao ao elF3 € imediatamente C-terminal ao MIF4G, e a ligagcéao do
elF3 e do elF4A ocorrem cooperativamente (KORNEEVA et al., 2000). E importante
salientar que nao foram encontradas sequéncias homologas ao
dominio de ligacdo entre elF4G e elF3 em levedura, e provavelmente estas também néo
s&o conservadas em eucariotos filogeneticamente distantes. E possivel que o elF4G de
levedura se ligue fracamente ou ndo se ligue ao elF3, ja que em levedura é relatado uma
interacdo alternativa entre elF4G e elF1 e elF5 (HE et al.,, 2003).Também nao foi
encontrada sequéncia em homologia do sitio de ligacdo a PABP de humano e levedura,
contudo a interacdo do elF4G com a PABP ocorre em ambos os casos (MARINTCHEV;
WAGNER, 2004).
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A regido N-terminal do elF4G, que inclui os sitios de ligacdo ao elF4E e PABP
pode se aproximar ou interagir fracamente com os dominios HEAT. Essa afirmacéo é
consistente com a atividade da quinase MNK, que fosforila o elF4E e se liga no HEAT-
3/W2 na porcdo C-terminal da proteina (MARINTCHEV; WAGNER, 2004). A maioria das
interacbes ocorridas entre os elF4G e os parceiros funcionas sdo cooperativas,
entretanto, ndo existe nenhuma razao 6bvia para isso ja que nao ha sobreposicédo entre
os sitios de ligagdo. Isso indica que o elF4G ndo é somente uma proteina com multiplos
sitios de ligacdo, mas sim que diferentes partes desse peptideo se relacionam e
interagem de forma dindmica (MARINTCHEV et al., 2004; PREVOT et al., 2003).

Os homologos de elF4G vém sendo caracterizados em diversos organismos: dois
homologos para humanos, elF4GIl e elF4GIl; um Unico homélogo para coelhos elFG1;
dois para trigo elF4G e isoelF4G, com ortélogos em outras plantas; dois para
Saccharomyces cerevisiae, TIF4631 and TIF4632; um para Schizosaccharomyces pombe
e um para Drosophila melanogaster, DmelF4G (HERNANDEZ; VAZQUEZ-PIANZOLA,
2005). Em tripanossomatideos, cinco homologos de elF4G foram preditos para L. major
por analise in silico de sequéncias nucleotidicas contendo dominios equivalentes ao
HEAT-1/MIF4G, sendo assim denominados LmEIF4AG1 a LmEIF4G5. Outros dominios
caracteristicos da ligacdo com os demais parceiros funcionais, como o 4E-BR, HEAT-2 ou
HEAT-3, ndo foram encontrados. Esses cinco homdlogos variam consideravelmente
guanto a homologia com elF4Gl humano, cromossomo de origem, tamanho e peso
molecular, como detalhado na tabela 2. Esses homélogos também divergem entre si
guanto a localizacdo do MIF4G, tamanho do N-terminal e C-terminal. A exce¢cdo sédo 0s
LMEIF4G3 e G4, que possuem uma regido N-terminal curta e uma regido conservada de
120 aminoacidos na regido C-terminal que poderia ser um segundo dominio de ligagéo a
parceiros funcionais (DHALIA et al., 2005) (Figura 17).
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Tabela 2. Caracteristicas dos homdlogos de elF4G preditos em L. major.

Homdélogo Gene DB ID Similaridade | Localizagdo Tamanho em | Peso

com elF4GI* | cromossdmica aminoacidos Molecular
LmEIF4G1 LmjF15.0060 43% 15 1016 114 KDa
LmEIF4G2 LmjF15.1320 37% 15 1425 145,9 KDa
LmEIF4G3 LmjF16.1600 39% 16 635 71,2 KDa
LmEIF4G4 LmjF36.6060 38% 36 765 84,6 KDa
LmEIF4G5 LmjF10.1080 37% 10 782 88,8 KDa

Resultados obtidos por andlises in silico através d da ferramenta disponivel on line BLAST (do inglés, Basic
Local Alignment Search Tool). * Similaridade com a seqiiéncia do HEAT-1/MIF4G humano; KDa,

KiloDaltons. Fonte: Adaptado de (DHALIA et al., 2005).

[N Ti016 Aas LMEIF4G1
:— |1425 Aas LmEIF4G2

[N 635 Aas LMEIF4G3

(I T 765 Aas LmEIF4G4
[ I 1752 Aas LmEIFAGS

Figura 17. Homologos de elF4G em tripanossomatideos . Representacao esquematica dos homoélogos
de elF4G de L. major. Retangulos vermelhos, sequéncia com similaridade com o HEAT-1/MIF4G humano;
retangulos azuis, sequéncia em C-terminal conservada entre 0 LmEIF4G3 e LmEIF4G4.

Quanto a funcionalidade dos homdlogos de elF4G é descrito que alguns desses
co-existem participando da formacdo de dois complexos elF4F distintos em
tripanossomatideos possivelmente envolvidos diretamente na traducdo e necessarios
para a viabilidade celular. O primeiro destes seria composto pelas subunidades
EIFAG3/EIF4E4/EIF4Al e um segundo pelos fatores EIF4G4/EIFAE3/EIF4Al (FREIRE et
al., 2011). Dados mais recentes apontam para a existéncia de ainda dois outros
complexos elF4F formados pelos demais homodlogos de elF4E (EIF4E5 e 6) e elF4G
(EIF4G1, 2 e 5) (EDEN FREIRE, comunicacédo pessoal).
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2.5.3 Regulacéo Global da Traducéo

Como citado anteriormente a regulacdo da expressédo génica é dependente de dois
mecanismos, o0 primeiro, jA abordado, € o controle da traducdo de mRNAs estagio-
especificos, e 0 outro, a ser explorado aqui, € o controle global da sintese das proteinas.
O controle global da traducdo € um mecanismo que determina quais mRNAs serdo
traduzidos em proteinas dentro de uma determinada situagao fisiologica particular. Esse
controle permite o ajuste fino dos niveis de proteinas e proporciona uma funcionalidade
homeostéatica normal, responsiva a estimulos de crescimento e proliferacdo (DOBRIKOV
et al., 2011; LIVINGSTONE et al., 2010). Como resultado, vias chaves de transducéo de
sinais mitogénicos convergem nos fatores de iniciagdo da traducao (DOBRIKOV et al.,
2011). Em mamiferos, exemplos desse tipo de regulacdo s@o os controles das
disponibilidades de moléculas ativas de elF2 e de constituintes do elF4F, via fosforilacdo
reversivel dessas proteinas (JACKSON et al., 2010).

Met 3 subunidade ribossomal

A ligacdo do complexo ternario elF2-GTP-Met-tRNA,
40S para a formagdo do complexo de pré-iniciacdo 43S durante a iniciacdo da traducgéo é
dependente da ligacdo do GTP ao elF2. Em situacfes de stress a traducdo é reduzida
mediante fosforilacdo da subunidade a do elF2 na Serina 51, impedindo a troca de GDP
por GTP, inibindo a formacao do complexo ternario. A fosforilacdo de elF2 é mediada por
guatro diferentes quinases, HRI (do inglés, haem-regulated inhibitor), PKR quinase (do
inglés, Protein kinase RNA-activated), PERK quinase (do inglés, PKR-like endoplasmic
reticulum kinase) e a GCN2, (do inglés, General control non-derepressible-2). Essas
quinases tém homologia em seus sitios cataliticos e convergem diferentes tipos de stress
celular em uma mesma via de sinalizacédo. A fosforilacdo de elF2 reduz a traducéo de
forma global, contudo, paradoxalmente, a traducdo de alguns poucos mRNAs especificos
para a adaptacdo ao stress é aumentada (HOLCIK; SONENBERG, NAHUM, 2005).

A regulacao por fosforilagdo também pode controlar a concentracdo intracelular de
constituintes ativos do complexo elF4F. Essa regulacdo pode ocorrer de forma indireta
através do controle pelas proteinas de ligacdo ao elF4E (4E-BP) ou de forma direta pela
regulacdo da atividade dos constituintes do complexo elF4F propriamente ditos. A
regulacéo indireta € promovida pelo controle da disponibilidade do fator elF4E atraves da
atividade da 4E-BP. Essa é uma proteina inibitéria que quando hipofosforilada se liga

competitivamente ao elF4E prevenindo sua interagdo com elF4G e inibindo a formacéo do
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complexo elF4F (JACKSON et al., 2010). Contundo a sinalizacao através da via quinase
PI13K (do inglés, phosphoinositide-3 kinase) ativa a quinase mTOR (do inglés, mammalian
target of rapamycin) que fosforila a 4E-BP (PAUSE et al., 1994). Tal fosforilacdo ocorre
em um nuamero critico de residuos de serinas e treoninas especificos e modula a afnidade
da 4E-BP pelo elF4E, liberando esse para a formacdo do complexo elF4F, e
consequentemente promovendo a traducao cap-dependente (AVEROUS; PROUD, 2006;
GINGRAS, et al., 1999; JACKSON et al., 2010).

Outra via de regulacéo da atividade de elF4E é através da fosforilacéo direta desse
fator, e para tal, a via de sinalizacao extracelular regulada pela quinase ERK1 e ERK2 (do
inglés, extracellular signal-regulated kinase) e a via responsiva a mitégenos da p-38
MAPK (do inglés, p38 mitogen-activated protein kinases). Ambas convergem os estimulos
para as serina/treonina quinases de integracdo de sinal denominadas MNK1 e 2 (do
inglés, MAPK signal integrating kinase) (FUKUNAGA; HUNTER, 1997; WASKIEWICZ et
al., 1997), as quais fosforilam o elF4E no residuo de serina da posi¢do 209 (JOSHI et al.,
1995; PYRONNET, 2000). Embora a fosforilagcdo do elF4E esteja associada ao aumento
da afinidade deste pelo cap e por consequéncia aumento da eficiéncia de traducéo,
camundongos com delecdo dupla de MNK1 e MNK2 nao apresentam fosforilagcdo de
elF4E, mas também de modo contraditorio, ndo apresentam déficit de crescimento e
proliferacdo (UEDA et al., 2004). Adicionalmente, sabe-se que a fosforilagdo da serina
209 é requerida para o potencial oncogénico celular (FURIC et al., 2010). A fosforilacdo
de elF4E é dependente da ligacdo do MNK ao elF4G (PYRONNET et al., 1999), ou seja,
a quinase MNK s0 esta apta a fosforilar o elF4E quando em interacdo com o dominio
HEAT3/MA2 na porcdo C-terminal do elF4G, de forma que o elF4E e a MNK tem que
estar interagindo com a mesma molécula de elF4G (JACKSON et al.,, 2010). Nesse
ambito, a interacdo entre MNK e elF4G é extremamente responsiva a ativagdo pela
MAPK, ocorrendo desta forma a modulacédo da fosforilacdo de elF4E através do controle
da interacao entre Mnkl-elF4G (SHVEYGERT et al., 2010).

De modo semelhante ao elF4E, o elF3 interage fisicamente com as quinases
responsivas a estimulos mitogénicos, no caso, as mMTOR e S6K1. Quando inativa, a
guinase S6KI se liga a elF3 mas, apos estimulacdo celular a quinase mMTOR também
pode se ligar ao elF3 e fosforilar a S6K1. Esta dltima, por sua vez, se dissocia entdo do
elF3 e se torna apta a fosforilar seus alvos, promovendo a traducdo. O elF3 atua dessa

forma como ancoradouro a fim de coordenar uma sequéncia dindmica de eventos em
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resposta a estimulos celulares que promovem a sintese proteica (HOLZ et al., 2005). A
ligacdo de elF3 ao elF4G também € controlada pela via mTOR, aumentando
sensivelmente os niveis de associagdo entre os fatores quando essa via de sinalizacdo €
estimulada. O modo como mMTOR controla essa associagdo, contudo, permanece
desconhecido (HARRIS et al., 2006).

Sabe-se que o0 elF4G desempenha um papel critico durante o recrutamento da
magquinaria de traducéo e ainda que a maioria das vias de regulacdo global da traducao
envolvem associagdes reguladas com o fator elF4G, porém pouco é conhecido como se
da a regulacédo desse fator. Estudos iniciais comecaram com a descricdo de elF4G como
fosfoproteina e posteriormente abordaram quais possiveis vias de sinalizacdo estariam
envolvidas com a regulacéo da fosforilacdo e em que sitios elas ocorreriam. Foi possivel
demonstrar, através de separacdo proteica bi-dimensional que, no caso do elF4GI de
mamiferos, a adicdo de residuos de fosforilacdo em sitios especificos na regido C-
terminal é responsiva a presenca de soro e mitdgenos. Mais especificamente, foi
observado que a inibicdo das quinases PI3K (do inglés, Phosphoinositide-3-kinase) e
MTOR impediam indiretamente a fosforilagdo de elF4G. Também foi demonstrado, por
espectrometria e estudos mutacionais que os sitios de fosforilagdo ocorrem nas serinas
1108, 1148 e 1192 (RAUGHT et al., 2000). Mais recentemente, foi demonstrado que a
inducdo seletiva da familia da proteina quinase C por ésteres de forbol estimula a
fosforilacdo de elF4G na posicédo da serina 1186 proporcionando a interagdo ao MNK1
necessaria para a fosforilacdo de elF4E (DOBRIKOV et al., 2011). Ja o elFGII tém sua
regulacéo por fosforilacdo sincronizada com o ciclo celular, de forma que durante a mitose
a hiperfosforilacdo de elF4GIl interrompe a interacdo com elF4E (PYRONNET,;
SONENBERG, 2001). Essa fosforilagdo ocorre no residuo da serina 1156 e € decorrente
de quinase dependente de Ca+/calmodulina | (QIN et al., 2003). Contudo a identidade
das quinases envolvidas na fosforilacao do elF4G, os sitios de atuagcédo dessas quinases e
0s respectivos efeitos biologicos dessa modificacdo pos-traducional precisam ser melhor
estudados.

Semelhantemente ao ocorrido em mamiferos, a regulacdo global da traducgéo
através de mecanismos de modificacoes dos fatores de iniciagdo da traducdo tambéem
vem sendo estudada em tripanossomatideos, com a identificacdo de alguns desses
fatores durante a caracterizacdo de fosfoproteinas nesses organismos (NETT et al.,

2009), contudo nenhum estudo sobre a ocorréncia dessas fosforilagdes durante o ciclo de
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vida, os possiveis sitios de fosforilacdo, as quinases efetoras, e 0s respectivos efeitos
biologicos durante o ciclo celular foi publicado até entdo. Nesse sentido, os estudos
focados pelo grupo BiolMolTryp tem sido pioneiros ao demonstrar a existéncia de
modificacdes pos-traducionais ocorrendo em homologos de EIF4E-3 e E4 e PABP-1 (que
embora ndo faca parte dos elFs classicos é imprescindivel na formacdo do elF4F) de
L.amazonensis e T. brucei. Essas modificagbes variam durante o ciclo de vida desses
organismos, onde 0s mesmo sdo representados por duas até cinco isoformas
modificadas. A ocorréncia dessas modificagbes ndo altera a localizacdo citoplasmética
dos fatores, contudo, condi¢des de stress celular alteram o padrédo dessas modificagbes
pos-traducionais. Foi ainda possivel confirmar que as modificagcbes corridas nesses
fatores sdo decorrentes de fosforilacbes, em especial para PABP-1, onde sabe-se que a
isoforma de maior peso molecular € fosforilada (BATES et al., 2000). Dessa forma tanto
EIF4AE4 quanto a PABP-1 sao predominantemente fosforilados durante a fase de
crescimento exponencial e desfoforilados na fase estacionaria do cultivo enquanto, em
contraste o padrédo de fosforilacdo obtido para o elF4E3 é exatamente 0 oposto.
Adicionalmente foi demonstrado que as isoformas fosforilados de PABP-1 e EIF4E4 se
ligam preferencialmente ao polissomos (DACOSTALIMA; dados ndo publicados
MALVEZZI, 2010; PEREIRA, 2008).

De acordo com esses resultados e uma vez que as modificacbes pos-traducionais
representam o mecanismo mais comum para alteracdo da funcdo das proteinas (YANG,
2005), pode-se especular que, assim como em mamiferos, as fosforilagcdes ocorridas nos
fatores de iniciacdo da traducdo em tripanossOmatideos estejam relacionadas as
mudancas funcionais associadas a alteracdes metabdlicas durante o ciclo de vida dos
tripanossomatideos. Andlises nos genomas dos Tritryps revelaram que L. major, T.brucei
e T. cruzi possuem uma grande quantidade de quinases com 179, 156 e 171 enzimas
desse tipo, respectivamente (BRENCHLEY et al., 2007). Dentre as quinases, 0s
membros da subfamilia das MAP quinases controlam varios eventos celulares complexos
como embriogéneses, proliferacédo, diferenciacdo e morte celular. Embora cada MAP
guinase tenha caracteristicas Unicas, algumas caracteristicas sdo compartilhadas, como
por exemplo o fato das MAP quinases serem ativadas por cascatas enzimaticas
envolvendo ao menos duas outras quinases. Além disso, MAP quinases fosforilam
residuos de serina ou treonina seguidos do aminoacido prolina na posi¢cdo +1, sendo a

presenca dessa prolina na posicdo +1 um fator determinante para a identificagdo dos
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sitios de fosforilacdo destas quinases. Isso ocorre devido as caracteristicas estruturais da
maioria das MAP quinases, que possuem um “bolso” para encaixe de um grande residuo
hidrofébico localizado imediatamente antes do sitio catalitico. A prolina é preferida entre
0os aminoacidos hidrofébicos porque a conformacdo desta mantém a cadeia lateral
distante do sitio catalitico na superficie enzimética (CHEN et al., 2001). Porém em alguns
substratos a prolina € substituida por glicina, uma vez que a glicina ndo possui cadeia
lateral e pode se acomodar no “bolso” de ligacdo ao residuo hidrofébico, como o ocorrido
para a sequéncia de fosforilagdo do elFAE humano onde a Serina 209 precede uma
glicina.

Em T. cruzi, sitios de fosforilagdo em residuos serina/treonina de EIF4E3 foram
localizados na regido N-terminal da proteina (NAKAYASU et al., 2009). Em Leishmania
foram descritos dois sitios de fosforilagdo no EIF4E4 do tipo serina localizados préximos a
residuos de prolina (HEM et al., 2010). Mapeando a PABP-1 foram encontrados
multiplos motivos S/TP, sete ao todo, conservados entre as diferentes espécies de
Leishmania analisadas, e localizados dentro da regido de conexao entre o N- e o0 C-
terminal da proteina. Trés desses sitios de fosforilagdo também sdo encontrados na
PABP-1 de T.brucei. Estudos mutacionais comprovam que a abolicdo concomitante de
seis desses possiveis sitios gera a expressao de uma unica isoforma proteica de menor
peso molecular, confirmando que a modificacdo pds-traducional que gera o aumento do
peso molecular dessa proteina é de fato por adicdo de fosforilagbes. Ainda pode-se
afirmar diante desse resultado que a predicdo dos sitios para MAP quinases foi
confirmada (DE MELO NETO, dados néo publicados).

Existe, portanto uma forte possibilidade de que, assim como em mamiferos, a
regulacdo global da traducdo em tripanossomatideos seja um mecanismo imprescindivel
de regulacdo da expresséo génica associada ao ciclo de proliferacao e diferenciacao do
parasita. Estudos nesse ambito devem se seguir a fim de confirmar a existéncia desse
mecanismo em tripanossomatideos, ressaltando que como toda a regulacdo da sua
expressdo génica ocorre de modo poés-transcricional, as modificacbes pos-traducionais
dos fatores de iniciagdo da traducdo de forma responsiva a estimulos mitogénicos e de
stress celular, pode constituir uma etapa de suma importancia na regulacao da expressao
génica através da regulacao global da traducéo.

Esse trabalho, portanto teve como objetivo analisar a expressédo de homélogos do

fator de iniciacdo da traducdo elF4G durante o ciclo de vida de Leishmania de forma
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focada na ocorréncia das possiveis modificacbes poés-traducionais relacionadas com a
fase do ciclo de vida do parasita. Buscou-se ainda, associar essas modificacdes pos-
traducionais com a presenca de sitios de fosforilagdo por MAP quinases, e finalmente,
comprovar a ocorréncia de mecanismos de fosforilagdo agindo sobre tais faotres. Os
resultados obtidos constituem uma etapa crucial para a formacdo do conhecimento
necessario ao esclarecimento e compreensédo dos mecanismos moleculares de regulacao
global da tradugcédo que possivelmente existem nos tripanossomatideos mas ainda séo

obscuros.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos cinco diferentes homodlogos do fator de iniciagdo da
traducao eucaridtico elF4G (EIF4G1 a EIF4AG5) durante o ciclo de vida de L. amazonensis
analisando as possiveis modificacbes pos-traducionais que possam estar correndo sobre

tais homélogos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar comparativamente a expressao proteica dos homologos EIF4G1l a EIF4G5

durante o ciclo de vida de L. amazonensis;
2. Avaliar os padrbes de expressao proteica e possiveis modificacdes poés-traducionais
dos homoélogos EIFAG3 e EIF4G4 em culturas de L. amazonensis submetidas a

condicdes especiais de cultivo;

3. Rastrear in silico possiveis sitios de modificacdo pdés-traducional por fosforilagdo

através de quinases responsivas a ciclo celular;

4. Comprovar a existéncia de modificacdes pds-traducionais por fosforilagdo nos
homologos EIF4G3 e EIF4G4.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO DE PARASITAS

Formas promastigotas infectivas de L. amazonensis (MHOM/77/LTB0016) que se
encontravam previamente estocadas em nitrogénio liquido foram descongeladas e
mantidas em fase exponencial de crescimento através de repiques sucessivos a cada 3
dias em meio complexo Schneider, pH 7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino,
adicionado de 0,1% v/v de Penicilina e Estreptomicina (Sigma-Aldritch Co.), cultivadas em
estufa B.O.D. a 26C (CAMPOS et al., 2008).

4.2 CURVAS DE CRESCIMENTO DE L. AMAZONENSIS

Células de promastigotas infectivas mantidas em fase exponencial de crescimento
foram contadas em camara de Newbauer e diluidas para um concentracéo inicial de 10°
células/mL em meio Schneider pH 7,2 a 26<C. Estas c élulas foram cultivadas até a fase
estacionaria do crescimento, sendo repassadas ao mesmo meio, na mesma condi¢do de
cultivo e concentracdo celular, para dar inicio a curva de crescimento de formas
promastigotas propriamente dita. Essa cultura foi monitorada por microscopia de luz direta
e invertida quanto a morfologia, motilidade e concentracéo celular durante toda a curva.
Aliquotas representativas foram entdo retiradas nos pontos zero hora, duas horas, seis
horas e a cada 24 horas até a morte das células. As amostras obtidas foram centrifugadas
a 10 000 G por cinco minutos a 4C, o pellet de células foi lavado com tampédo PBS
(Phosphate Buffered Saline) e novamente centrifugado sob as mesmas condi¢cbes. O
pellet obtido foi ressuspendido em tampdo de amostra para SDS-PAGE (duas vezes
concentrado) para uma concentracdo final de 2 x 10 ° células/uL e fervido por cinco
minutos. Os extratos obtidos foram analisados posteriormente em ensaios de Western-
blot (CAMPOS et al., 2008).

4.3 CURVAS DE DIFERENCIACAO IN VITRO DE L. AMAZONENSIS

Com o objetivo de realizar a diferenciagcdo das L. amazonensis para forma

amastigota, foram adaptadas as condi¢cdes de cultivo para que se assemelhassem ao
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ocorrido in vivo no interior dos fagolisossomos dos hospeiros vertebrados infectados.
Aliquotas de células obtidas de culturas de L. amazonensis em fase estacionaria, ricas em
formas promastigota metaciclica do parasita, foram contadas e repassadas, numa
concentracdo final de 10° células/mL, para meio Schneider acidificado (pH ajustado em
5,5) suplementado de 20% de soro fetal bovino e os mesmos antibioticos supracitados a
32C. Sabe-se que a temperatura interna dos verteb rados infectados por L. amazonensis
(canideos, lagomorfos, roedores e humanos) € de 37°C, contudo esse parasita é
causador da forma muco-cutanea da leishmaniose, justificando assim o0 uso da
temperatura em 32<C. A diferenciagcdo morfolégica em amastigotas foi analisada através
de microscopia de luz em campo invertido, nos tempos zero, duas e seis horas e a cada
24 horas. Nesse tipo de diferenciacéo as células obtidas sdo chamadas de amastigotas-
axénicas. Aliquotas do cultivo foram retiradas nos mesmos tempos, processadas e

analisadas por Western-blot como ja descrito para as formas promastigotas do parasito.

4.4 EXPRESSAO HETEROLOGA DAS PROTEINAS RECOMBINANTE S EM

Escherichia coli

A expressao das proteinas recombinantes correspondentes aos EIF4G1 a EIF4G5
foi realizada através de transformacao em ceélulas quimiocompetentes de Escherichia coli,
cepa BL21, das construcdes contendo os genes alvos clonados no vetor comercial de
expressdo pGEX4T3 (GE Healthcare Life Sciences), onde a expressdo da proteina alvo
ocorre fusionada a enzima Glutationa S-transferase (GST) na sua extremidade amino-

terminal (Tabela 3).

Tabela 3. ContrugBes plasmidiais utilizadas para super-expressdo dos homoélogos de elF4G fusionados a
cauda de GST.

Gene DB ID* | Construcao Proteina induzida Peso molecular | Fonte

LmjF15.0060 | pGEX4T3/LmEIF4AG1 | LmelF4G1+ GST =140 KDa (DHALIA et al., 2005)

LmjF15.1320 | pGEX4T3/LmEIF4G2 | LmelF4G2(N-T)+ GST | =101,7 KDa (DHALIA et al., 2005)

LmjF16.1600 | pGEX4T3/LmEIF4G3 | LmelF4G3+ GST =97,8 KDa (DHALIA et al., 2005)
LmjF36.6060 | pGEX4T3/LmEIF4G4 | LmelF4G4+ GST =111,2 KDa (MOURA, 2007)
LmjF10.1080 | pGEX4T3/LmEIF4G5 | LmelF4G5+ GST =115,4 KDa (MOURA, dados nao publicados)

Lm, L. major; GST, Glutationa S-Transferase, kDa, Kilo Daltons
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As células foram transformadas e selecionadas segundo Sambrook et al (1989). Os
clones obtidos foram crescidos em 250 mL de meio LB (Luria Bertani) sob agitacdo a
37°C, até a densidade 6tica de 0,5 (OD de 600 nm), quando foi induzida a expressédo das
proteinas recombinantes de interesse pela adicdo de 0,1 mM de IPTG (Isopropil B-D-
tiogalactosideo), ainda sob agitacdo, porém agora a 30°C. Apés a etapa de inducéo todo
o cultivo foi centrifugado a 10.000g durante 10 minutos a 4° C e o sedimento de células
ressuspendido em 20 mL de PBS. A lise celular foi realizada por ultra-sonicagdo, através
de quatro pulsos de 30 segundos cada. Para andlise da eficiéncia de inducéo o lisado foi
entdo fracionado em gel de SDS-PAGE e posteriormente corado com Azul de Coomasie
R250. No gel de SDS-PAGE corado com Azul de Coomasie 250-R também pbode ser
mensurada a quantificacdo das proteinas induzidas atraves de comparacao
densitométrica com uma curva de BSA (Bovine Serum Albumim) com concentracdes

previamente conhecidas.

4.5 PURIFICACAO DE ANTI-CORPOS POR IMUNOADSORCAO

Soros policlonais produzidos em coelhos contra os homodlogos de elF4G de L.
major j& haviam sido produzidos em estudos prévios do grupo, contudo foi necessario
purifica-los para o desenvolvimento deste trabalho. Deste modo, cada uma das proteinas
induzidas, purificadas e quantificadas foram fracionadas em gel de SDS-PAGE 15% e em
seguida transferidas para membrana de PVDF (do inglés, Polyvinylidene fluoride)
(imobilon-P, Milipore®). As proteinas uma vez transferidas foram coradas com Rouge
Ponceau a 0,4%, e os fragmentos de membranas onde se encontravam excisados e
picotados. Os pequenos fragmentos obtidos foram colocados em microtubos de 1,6 mL
onde foram descorados por sucessivas lavagens em agua destilada e posteriormente
bloqueados por 30 minutos em solucéo de leite a 1% em PBS adicionado de Tween-20 a
0,05%. Posteriormente a retirada da solucao bloqueadora, foi adicionado o anti-soro numa
diluicdo de 1:2 em PBS e deixado sob agitacado durante a noite a 4°C para que ocorresse
a ligacao do anti-corpo especifico a proteina em questao. Apos o periodo de incubagéo, o
anti-soro depletado foi retirado e o anti-corpo especifico foi eluido com 200 pL de solugéo
de Glicina acida 0,1M (pH 2,5) sob vigorosa agitacdo por 5 minutos, seguido da

neutralizagdo do pH com 20 pL de TRIS- HCI pH 8,0. A eficiéncia da purificacdo dos anti-
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corpos foi testada quanto a sua especificidade e sensibilidade por ensaios de Western-
Blot.

4.6 ENSAIOS DE WESTERN-BLOT

Inicialmente foram fracionadas em gel de SDS-PAGE 12,5%, quantidades dos
extratos equivalentes & proteina total de 2x10° células do parasita, obtidas durante as
curvas realizadas. Em seguida ao fracionamento foi realizada a transferéncia das
proteinas para membrana de PVDF. A membrana foi entdo bloqueada com solucdo de
leite desnatado (Molico A e D, Nestlé®) a 5% em TBS (TRIS Buffered Saline) adicionado
de 0,05% de Tween-20 por uma hora, sob agitacdo a temperatura ambiente. Passado
esse periodo a solucdo de bloqueio foi retirada e a membrana incubada com
concentragcdo pré-definida do anticorpo primério previamente purificado por
imunoadsorcéo e diluido em solucédo igual de leite a 5% em TBS/Tween 20, durante a
noite a 4°C, sob agitacdo. Posteriormente foram procedidas trés lavagens com TBS e foi
adicionado o anticorpo secundario, anti-lgG de coelho conjugado a enzima peroxidase
(Jackson Immuno Research Laboratories), diluido 1:10.000 na mesma solucdo do
primario, ficando sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente, igualmente sob
agitacdo. O ensaio foi finalizado ap6s mais uma etapa de trés lavagens com TBS e a
visualizacdo do resultado final, através de reacdo de quimioluminescéncia, realizada em
filme fotografico (Biomax Light, Kodak). Essa reacdo se deu pela incubagdo da
membrana, por um minuto em 25 mL da solugdo quimioluminescente (25 mL de luminol
1,2 mM diluido em solucdo de Tris-HCI 0,1 M de pH 8,5, adicionado de iodofenol para
uma concentracao final de 0,4 mM e de peréxido de hidrogénio para 0,03%).

4.7 CULTIVO DOS PARASITAS NA PRESENCA DE INIBIDORES DE PROCESSOS
CELULARES ESPECIFICOS

Para a realizagdo das curvas de crescimento em condi¢gOes diferenciadas na
presenca de inibidores, as células foram cultivadas partindo do mesmo protocolo descrito
no item 4.2 para a curva de crescimento, contudo de acordo com o objetivo desejado foi

adicionado um inibidor diferenciado a cada cultura de célula.
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Objetivando a inibicdo da transcricdo foi adicionado ao cultivo a Actinomicina D,
para uma concentracao final de 10 pg/mL. A Actinomicina D atua ligando-se fortemente
ao DNA, através de intercalacdo entre pares de bases adjacentes de guanina-citosina,
inibindo todas as formas de sintese de RNA. Portanto a sintese de proteinas é bloqueada
pela auséncia de rRNAs e MRNASs
(<http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/ Datasheet/6/al410dat.
Par.0001.File.tmp/al410dat.pdf> Acessado em:12 de jan 2012).

J& para a inibicdo da traducado proteica foram procedidas duas culturas, a primeira
na presenca de 50 pg/mL de Cicloheximida e uma segunda na presenca de 50 pg/mL de
Puromicina. A Cicloheximida é atuante no bloqueio da traducdo impedindo a atividade
peptil-transferase que ocorre no sitio peptidil do ribossomo, esta etapa € necessaria para
a adicdo dos residuos de aminoacidos ao peptideo nascente e continuacdo da traducao.
Enquanto que a Puromicina inibe a traducdo por ser um composto que possui estrutura
semelhante a um tRNA carregado, desta forma ira interagir com o sitio aceptor do
ribossomo se ligando nesse porém ndo sendo incorporado a cadeia nascente, impedindo
o deslocamento do ribossomo através do mRNA e o elongamento da sintese protéica,
finalmente causando desligamento precoce das subunidades ribossomais, inibindo a
traducao (<http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Datasheet/2/
p8833dat.Par.0001.File.tmp/p8833dat.pdf>, Acessado em: 12 de jan 2012). Para inibir o

processamento dos mRNAs a droga empregada foi a Sinefungina numa concentracao

final de 2,6 uM, droga inibidora da metilacdo de bases de DNA e RNA alterando desta
forma a expressdo génica. Também é atribuida a sinefungina a capacidade de inibir o

processamento dos MRNAs (<http://www.scbt.com/datasheet-203263-sinefungin.htm|>

Acessado em: 12 de jan). Também foi usado Lactacistina [10 puM], um inibidor especifico
do proteossomo 26S, que em eucariotos superiores esta relacionado a degragacédo de
proteinas ubiquitinas diretamente associadas a ciclo celular e apoptose. Finalmente, o
Acido Okadaico [1uM], um potente inibidor no-seletivo de serina e treonina fosfatases (Y
et al., 2009).

Todos os cultivos foram realizados tendo como controle uma curva de crescimento
seguindo mesmo protocolo de cultivo, contudo sem adicdo de nenhum inibidor. As
aliquotas de todas as curvas foram retiradas nos mesmo pontos, que foram em zero,

duas, seis e 24 horas.
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4.8 RASTREAMENTO DE POSSIVEIS SITIOS DE FOSFORILACAO POR MAP
QUINASES NOS HOMOLOGOS DE elF4G

Dentre as aproximadamente 30 espécies que constituem o género Leishmania
somente quatro (L. major, L. infantum, L. mexicana, L. braziliensis) possuem seu genoma
sequenciado e disponivel nas plataformas on line. Portanto, baseado nas quatro
sequéncias disponiveis foram realizados alinhamentos globais através do software
CLUSTAL W para cada um dos homologos proteicos. Os alinhamentos obtidos para cada
proteina foram posteriormente rastreados, com auxilio do software BioEdit, para a
presenca dos sitios de MAP quinases que constituem um aminoacido serina ou treonina
seguida pela presenca de uma prolina. Foram considerados possiveis sitios aqueles com
posicdo e composicdo conservados entre as quatro diferente espécies de Leishmania

analisadas, como representado na figura 18.
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Figura 18. Representacao de rastreamento in silico de sitios de fosforilagdo. Alinhamento global de
sequéncias aminoacidicas de homélogo protéico de elF4G de Leishmania spp. e andlise da presenca de
possiveis sitios de fosforilagédo (S/TP) conservados entre as espécies por MAP quinases (circulados em

vermelho).

4.9 PURIFICACAO E ANALISE DE FOSFOPROTEINAS

Para a purificacdo das fosfoproteinas totais de L. amazonensis utilizou-se o
sistema comercial PhosphoProtein Purification Kit (Qiagen) que permite, através de
coluna de afinidade por ions metais, a separacao das proteinas fosforiladas das demais
proteinas do organismo. Todas as etapas da purificacdo foram seguidas conforme
protocolo descrito pelo fabricante e ilustrado na Figura 19 e sdo resumidas como se

segue: 1- Lise de 10’ células de L. amazonensis com tamp&o de lise contendo nuclease
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Benzonase e inibidor de protease; 2- Incubacdo por 30 minutos a 4° C, agitando
vigorosamente a cada 10 minutos; 3- Centrifugacao do lisado a 10.000G por 30 minutos a
4. 4- Recuperacéo do sobrenadante e determinagdo da concentracdo proteica total; 5-
Ajuste da concentracao proteica do lisado para 0,1mg/ml; 6-Passagem de 25mL do lisado
pela coluna de afinidade; 7- Coleta da fracdo nédo-ligante contendo as proteinas nao-
fosforiladas (porém as proteinas fosforiladas que excederam o limite de saturacdo da
coluna podem estar presentes nessa fragéo); 8- Lavagem da coluna com 6 ml do tampéo
de lise; 9- Eluicéo da fragcéao fosforilada com 500ul de tampéo de eluigdo; 10- Coleta das
fosfoproteinas; 11-repeticdo do passo 9 e 10 cinco vezes, coletando as proteinas em

tubos distintos; 12- Determinacédo da concentracédo de cada eluicao.

Procedimento de purificacdo de Fosfoproteinas
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Figura 19. Completa separacao de proteinas ndo-fosf  oriladas e fosforiladas. Representacéo
esquematica da separacgédo de fosfoproteinas provenientes de cultura de células eucarioticas através de
ligacdo a coluna de afinidade por ions metéalicos baseada no Phosphoprotein Purification Kit, Quiagen
Fonte: (Quiagen, 2011).
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5. RESULTADOS

5.1 CURVAS DE CRESCIMENTO E DIFERENCIACAO IN VITRO DE L. AMAZONENSIS

A mimetizacdo in vitro do ciclo de vida de L. amazonensis iniciou-se com a
observacédo da morfologia e concentracao celular nos pontos zero, duas e seis horas da
curva de crescimento. A cultura foi iniciada com células derivadas de outra cultura pré-
existente ja em fase estacionaria de crescimento, de forma que todas as células contidas
nessa estariam com seu crescimento interrompido em fase G1 do ciclo celular. Nesses
momentos iniciais, ndo foi observado divisdo celular representando assim a fase lag, ou
de adaptacdo, da curva de crescimento. Também ndo foram observadas alteracdes
morfoldgicas significativas. Em sequéncia a fase lag, foi observada a fase exponencial, ou
logaritimica, do crescimento celular, nos pontos 24 horas, 48 horas, 72 horas. Nesse
periodo pdde-se visualizar um numero elevado de células em divisdo, bastante méveis e
com morfologia uniforme, agora na forma de promastigota prociclica. A fase estacionaria
foi representada pelos pontos de monitoramento em 96 horas e 120 horas de crescimento
onde as células estavam sob um ritmo diminuido de proliferacdo. Sendo que no ponto em
96 horas a cultura se apresentava de forma heterogénea com a presenca de células com
modificacdes morfolégicas como aumento do flagelo, alongamento celular e diminuicédo da
motilidade, indicando o inicio do aparecimento de formas promastigotas metaciclicas na
cultura. Ja no ponto 120 horas, foi possivel inferir a contagem maxima de células e
observar uma populagdo, agora predominante, de formas promastigotas metaciclicas.
Ainda na fase estacionaria também pbde ser observada a presenca de pequenas rosetas,
gue sao estruturas formadas por um conglomerado de células que se unem pelos polos
anteriores durante o inicio do processo de morte celular. A fase de declinio da curva, ou
morte celular, foi representada pelo ponto de 144 horas, onde foi visualizada a presenca
de vérias estruturas de rosetas bem aumentadas com bastante células mortas e em

fragmentacao, sendo este considerado o ponto final da curva de crescimento (Figura 20).
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Curva de crescimento- Meio Schneider pH 7,2
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Figura 20. Padrdo de crescimento de L. amazonensis. Curva de crescimento de formas promastigotas de
L. amazonenis cultivadas em meio de cultura Schneider em pH 7,2 a 26<C.

Subsequentemente foi realizado o cultivo objetivando a diferenciagdo de L.
amazonensis para a forma amastigota. Ao iniciar a curva também foram coletadas
amostras nos pontos zero, duas e seis horas e do mesmo modo, nesse periodo de
adaptacado, nao foi visualizado crescimento da cultura, nem alteracdes nas morfologias
das células. Contudo, a partir de 24 horas de incubacdo nessas condicbes pode-se
observar crescimento exponencial da cultura com drastica mudanca morfolégica com a
alteracdo das formas alongadas e flagelares para a forma amastigota-axénica,
arredondadas e aflagelar. Do ponto 24 horas até 96 horas continuou-se observando
crescimento exponencial da cultura e a morfologia das amastigotas-axénicas continuou
constante. Posteriormente, a cultura entrou na fase de declinio, sendo observada a

presenca de muitas células mortas e em processo de fragmentacédo (Figura 21).
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Curva de diferenciagao- Meio Schneider pH 5,5
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Figura 21. Perfil do crescimento de L. amazonensis durante diferenciacdo. Comportamento do
crescimento de L. amazonensis cultivadas in vitro. durante curva de diferenciacdo de promastigotas em
amastigotas-axénicas em meio de cultura Schneider pH 5,5 a 32C.

5.2 ANALISE DA EXPRESSAO DOS HOMOLOGOS DE elF4G DUR ANTE O CICLO DE
VIDA DE L. AMAZONENSIS

Para dar inicio a analise da expressao dos homologos elF4G propriamente dita foi
crucial a obtencéo dos anticorpos purificados especificos para cada homadlogo do fator de
iniciagéo da tradug&o em estudo. Para tal, os anti-soros obtidos em trabalhos previamente
realizados pelo grupo necessitaram de purificacdo, sendo realizada por imunoadsorcao as
proteinas recombinantes correspondentes. Desta forma, a etapa inicial da purificacdo dos
anti-corpos é a indugcdo a super-expressdo das proteinas recombinantes de L. major
fusionadas a cauda de GST em células de E. coli. Essa etapa foi realizada com sucesso
uma vez que todos os homologos foram induzidos de acordo com o peso molecular
desejado e em quantidades abundantes necessarias para a sua utilizagcdo nos ensaios de
purificacdo. Em sequéncia a obtencédo das proteinas recombinantes, as mesmas foram
utilizadas no ensaio de purificacdo dos anticorpos especificos. O resultado da purificagédo
foi satisfatorio, pois os anticorpos purificados especificos para cada homologo de L. major
(EIFAG1 a EIF4G5) reconheceram com especificidade as proteinas nativas

correspondentes em extratos totais de L. amazonensis (Figura 22).
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elF4G3

elF4G5
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Figura 22. Super-expressao dos homdlogos EIFAG1 a E  IF4GS5 fusionados a GST e teste de eficiéncia
de purificacéo e reconhecimento dos anticorpos espe cificos . PRE, Pré-inducéo de extratos de E. coli
transformadas com as devidas constru¢des corados com Azul de Comassie; S-E, Extratos de E. coli
induzidos a super-expresséo das diferentes proteinas recombinantes; Ac.Purif, Western-Blot do teste de
eficiéncia de purificacéo e reconhecimento de extratos de 2x10° células de L. amazonensis; Seta vermelha,
proteina de interesse; Seta preta, marcacéo de peso molecular; KDa, peso molecular em KiloDaltons.

Confirmado o reconhecimento os extratos celulares contendo as proteinas totais
provenientes de todos os pontos de monitoramento das curvas de crescimento e
diferenciacdo foram processados e analisados para a avaliacdo da expresséo proteica
dos homologos de elF4G (elF4G1 a G5) encontrados em L. amazonensis.
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5.2.1 Andlise da expressdo dos homologos de elF4G e m curvas de

crescimento de promastigotas.

Inicialmente procedeu-se a analise semi-quantitativa da expressao do fator
EIF4AG1. Esse homologo apresentou padrdo diferenciado de expressdao durante o
crescimento da forma promastigota. Quando no inicio do crescimento, fase lag, o EIF4G1
foi observado com varias bandas (isoformas) no Western-Blot de pesos moleculares um
pouco aumentados, bem aproximadas e conglomeradas assemelhando-se a uma Unica
banda bastante espessa. Ja na fase de crescimento exponencial ocorreu a diminuicao
gradativa da expressao das isoformas de peso aumentado, ao passo que no ponto 72
horas a expresséao de elF4GL1 é reduzida a unica banda central bem delimitada. Durante a
saida da fase exponencial as isoformas maiores voltam a ser detectadas e o padrao de
bandas dispersas é reconstituido na fase estacionaria.

O homologo EIF4G2 é o de maior peso molecular entre os homoélogos elF4Gs de
Leishmania e de dificil visualizacdo. Entretanto, foi possivel observar que o mesmo
encontra-se presente durante todo o desenvolvimento das células promastigotas do
parasita como uma unica forma de peso molecular e intensidade conservados, ndo
sofrendo nenhuma alteracéo relacionada ao ciclo de vida do parasita, portanto, expresso
de maneira constitutiva. Semelhantemente ao EIF4G2 o homdlogo EIF4G3, foi
reconhecido pelo anticorpo especifico no peso molecular esperado, assim como o visto no
teste de purificagéo e reconhecimento. Esse fator foi expresso em todo o crescimento,
independentemente da fase do ciclo celular da cultura, sendo essa expressao inalterada
guanto a intensidade ou presenca de isoformas.

Em seguida, foi realizada a andlise da expressdao do homologo EIF4G4,
demonstrando que esse fator apresentou um padréo diferenciado de expressao ao longo
do crescimento. Ja que nas primeiras horas do cultivo, onde se da a fase de adaptacao da
cultura, a intensidade da proteina € diminuida denotando uma menor expressdo nesses
pontos. Em contrapartida, apesar de ter ocorrido o reconhecimento da proteina no
tamanho esperado, adicionalmente foi observado a presenca de ao menos duas
isoformas adicionais. Essas isofomas de peso molecular aumentado e menor intensidade
indicam a presenca de possiveis modificacdes pds-traducionais ocorrendo também nesse
fator. Finalmente analisou-se o homodlogo EIF4G5, que similarmente a todos os

homologos elF4G, estd presente durante todo o ciclo de crescimento de formas
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promastigotas do parasita. Entretanto, embora a proteina seja reconhecida no tamanho
esperado foi possivel visualizar a presenca de uma segunda isoforma constante e de
itensidade igual no Western-Blot, que assim como os resultados do EIF4G1l e EIF4G4
pode ser atribuida a modificagBes ocorridas na proteina posteriormente a traducgéo (Figura
23).
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Figura 23. Expressao dos homologos elF4G ao longod o crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis. A proteina EIF4Al é de expressdo constitutiva, e utilizada como controle da quantidade de
proteina total por aliquota analisada; Seta vermelha, proteina de interesse; Seta preta, marcacéo de peso
molecular; KDa, peso molecular em QuiloDaltons.

5.2.2 Andlise da expressdo dos homodlogos de elF4G em cultura de

diferenciacdo de amastigotas-axénicas.

Para a analise semi-qualitativa da expressao dos homadlogos de elF4G ao longo da
diferenciacdo das células promastigotas de L. amazonensis em amastigotas-axénicas,
iniciou-se pela andlise do EIF4G1, contudo, até o presente momento, a detec¢cdo do
EIF4G1 na fase amastigota do crescimento ndo foi satisfatéria. Ja a proteina EIF4G2, da
mesma forma como o ocorrido em promastigotas, é de dificil visualizacdo por possuir alto
peso molecular. Contudo, em amastigotas essa isoforma foi passivel de mecanismos de
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degradacao, o que provavelmente explica o padrdo de bandas “em escada” ocorrido nos
pontos 24, 72 e 96 horas da curva de diferenciacdo, que mesmo apds exaustivas
repeticbes continuou ocorrendo. Mesmo sofrendo degradacdo nesses pontos supra-
citados foi possivel observar nos demais pontos analisados que o fator foi expresso com o
tamanho esperado e de peso e intensidade invariavel. Embora o resultado indique que a
expressao desse fator em amastigotas ocorra de maneira constitutiva, assim como em
promastigota, como a andlise ndo foi totalmente satisfatoria ndo h& possibilidade de
confirmar que ndo ocorram modifdicacbes na expressdo desse fator nas células
diferenciadas.

Dando continuidade as analises de expressao, o fator EIF4G3 foi observado com o
peso molecular esperado, com intensidade de expressdo invariavel e sem alteracbes
guanto a presenca de possiveis modificagbes ocorridas ao longo da diferenciagéo,
semelhante a promastigotas. J& o homdélogo EIF4G4 foi visualizado com semelhancas
com o ocorrido para as células em fase promastigota. Embora a proteina seja
reconhecida durante todo o cultivo da diferenciacdo com o peso molecular adequado é
possivel visualizar a presenca de isoformas protéicas ocorrendo em todos os pontos
analisados do cultivo até a morte da cultura. Corroborando com a hipétese de possiveis
modificacdes pos-traducionais ocorridas nesse fator. Curiosamente, a intensidade de
expressdo dessa fator ocorre de forma inversa do visto para promastigota, jA que as
maiores quantidades protéicas foram vistas na fase de adaptacdo do crescimento,
diminuindo durante o crescimento exponencial. Por fim, o homdlogo EIF4G5 foi observado
com o padrdo de expressao igual ao de promastigota durante todo o cultivo de
amastigota, apresentando duas isoformas de tamanhos aproximados. Interessantemente
foi possivel observar que nas células em fase de amastigotas-axénicas houve aumento da
intensidade de expressdo das isoformas de maior peso molecular, sobressaindo-se a
isoforma de tamanho inferior, portanto a isoforma possivelmente modificada pos-

traducionalmente € predominante nessa forma celular (Figura 24).
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Figura 24. Expressao dos cinco homologos de elF4G (  EIF4G1 a EIF4G5) durante diferenciacdo in
vitro de L. amazonensis. Expressdo dos homdlogos elF4G durante o cultivo de amastigotas de
diferenciagdo; EIF4Al, controle da quantidade de proteina total por aliquota analisada; Seta vermelha,
proteina de interesse; Seta preta, marcagéo de peso molecular; KDa, peso molecular em KiloDaltons.

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DOS HOMOLOGOS EIF4G3 E EIF 4G4 DE L.
AMAZONENENSIS SOB CONDICOES DIFERENCIAIS DE CULTIVO

Com o objetivo de melhor caracterizar o comportamento de expressao de EIF4G3

e EIF4G4 em L. amazonensis, foram realizados varios testes fazendo uso de diversos

inibidores de processos bioldgicos diferentes. Os resultados obtidos nestes experimentos

poderiam nos conduzir a indicios sobre como esses fatores estariam sendo regulados,

como estariam envolvidos ativamente na iniciacdo da tradugdo, e também, poderiamos

avaliar a morfologia celular e o padrdo de expressdo dos fatores durante diferentes

inducdes de estresse, visto que estes processos bioldgicos sdo essenciais para a
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viabilidade celular. Deste modo as possiveis alteracbes no comportamento dos
homologos foram analisadas frente ao uso dos diferentes inibidores a fim inferir a relacao
entre o processo bioldgico inibido e o padrdo de expressao proteica obtido.

Os compostos inibidores de transcricédo e traducao (Actinomicina D, Cicloheximida,
Puromicina) foram os de maior toxicidade, alterando a fisiologia celular, causando
distor¢bes na morfologia, parada no crescimento e morte precoce da cultura em 24 horas.
Todavia os homélogos EIFAG3 e EIF4G4 ndo demonstraram alteracdes no padrdo de
expressdo e modificagbes pos-traducionais comparando-se com o controle na auséncia
de drogas inibidoras, estando expressos até o momento da morte celular nos trés
experimentos independentes. Com excecdo do momento de morte da cultura onde houve
pequena diminuicdo da deteccdo dos fatores possivelmente associado a protedlise
(Figura 25).

Controle Actinomicina D Cicloheximida Puromicina
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Figura 25. Andlise da expresséao dos fatores EIF4AG3 e EIF4G4 durante cultivo na presenca de
diferentes inibidores celulares.  Actinomicina D, inibidor de transcricdo; Cicloheximida e Puromicina,
inibidores de sintese protéica. EIF4Al, proteina de expressao constitutiva utilizada como controle de
guantidade de amostra analisada.

Quanto ao uso de inibidor do processamento de RNAs (Sinefungina) as células
embora demonstrassem inibicdo e parada de crescimento, ndo apresentavam morfologia
alterada e nem se encontravam em processo de morte celular. Os fatores EIF4G3 e
EIFAG4 foram expressos de maneira semelhante a curva controle, ndo podendo, assim,
ser feita associacao entre a expressao dos niveis e isoformas de EIF4G3 e EIF4G4 com a

parada do processamento de mRNAs (Figura 26).
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Figura 26. Analise da expresséo dos fatores EIF4AG3 e EIF4G4 durante cultivo na presenca de
Sinefungina. Sinefungina, inibidor do processamento de mMRNAs. elF4A1, proteina de expressao
constitutiva utilizada como controle de quantidade de amostra analisada.

Quando aplicado o inibidor de atividade do proteossomo (Lactacistina) e o inibidor
de serina/treonina fosfatase (Acido Okadaico) as células ndo apresentaram a capacidade
de desenvolvimento diminuida ou retardada como observado nos inibidores utilizados
anteriormente, visto que apresentaram taxa de crescimento semelhante a cultura controle.
Também né&o foram observadas alteracbes morfolégicas, nem de motilidade das células.
De mesmo modo, ndo houve alteragcdes quanto ao padrdo de expressao proteica e
modifica¢cdes pos-traducionais dos homologos EIF4G3 e EIF4G4 (Figura 27).
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Figura 27. Analise da expresséo dos fatores EIF4AG3 e EIF4G4 durante cultivo na presenca de
inibidores de vias especificas.  Lactacistina, inibidor da atividade do proteossomo 26S; Acido Okadaico,
inibidor da atividade de Serina e Treonina fosfatases. elF4A1, proteina de expresséo constitutiva utilizada
como controle de quantidade de amostra analisada.
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5.4 IDENTIFICACAO IN SILICO DE POSSIVEIS SIiTIOS DE FOSFORILACAO POR MAP
QUINASES NOS HOMOLOGOS elF4G DE LEISHMANIA

De acordo com os resultados da analise da expressao dos homélogos de elF4G
durante o ciclo de vida de L. amazonensis que indicam fortemente a presenca de
possiveis modificagcbes poés-traducionais em alguns dos fatores analisados, tornou-se
necessaria a identificacéo in silico dos possiveis sitios de modificacdo pos-traducional. O
resultado da analise in silico de possiveis sitios de fosforilagdo por MAP quinases
encontrados na sequéncia do EIF4G1 mostrou que esse homologo possui 14 possiveis
residuos passiveis de fosforilacdo conservados entre as sequéncias das espécies de
Leishmania analisadas, sendo sete sitios do tipo serina e sete treonina. Estes sitios
seguem a seguinte distribuicdo: cinco se encontram na regido amino-terminal, um no
interior do HEAT1/MIF4G, e oito distribuidos na porcdo carboxi-terminal. O homdlogo de
EIF4G2, semelhantemente, possui multiplos possiveis sitios de atuacao de MAP quinases
conservados ente as espécies de Leishmania analisadas, sendo dez no total, distribuidos
como se segue: um na porcao N-terminal, trés sobrepostos ao HEAT1/MIF4G e seis no C-
terminal da proteina. JA os homélogos EIF4G3, EIF4G4 e EIFAG5 de mesma forma
possuem respectivamente dois, quatro e trés residuos passiveis de regulacdo por

fosforilacdo pelas MAP quinases sendo todos do tipo serina/prolina (Figura 28).
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Figura 28. Representagdo esquematica dos sitios de  fosforilagdo nos homologos de elF4G de
Leishmania spp . Representagdo da distribuigdo dos sitios de fosforilagao nas seqiiéncias aminoacidicas
das proteinas EIFG1, EIFG3, EIFG4 e EIFG5. SP, sitio de fosforilacdo no residuo de Serina; TP, sitio de
fosforilagcdo no residuo de Treonina; Barras cinzas, dominio HEAT1/MIF4G; Barras verdes, dominio
Carboxi-terminal consevado do EIFG3 e EIFG4; Aas, aminoacidos

5.5 IDENTIFICACAO DA FOSFORILACAO NOS HOMOLOGOS DE EIF4G3 e EIF4G4
DE L. AMAZONENSIS

Nesse e no topico subseqliente enfatizou-se o foco do trabalho nos homodlogos
EIFAG3 e EIF4G4, tendo em vista que estes homologos ja estarem descritos em trabalhos
anteriores como funcionalmente ativos na sintese proteica, pois sdo participantes da
formacdo de complexos elF4F distintos em tripanossomatideos (FREIRE et al., 2011).
Sendo assim, para a confirmagdo da ocorréncia das modificacdes pés-traducionais por
fosforilacdo nesses fatores, procedeu-se a purificacdo das proteinas fosforiladas
encontradas dentre o conjunto completo de proteinas de L. amazonensis seguida da
andlise da presenca dos EIF4AG3 e EIF4G4 entre essas proteinas fosforiladas.

Como observado na Figura 29, os homologos EIF4G3 e EIF4G4 foram
encontrados presentes no lisado total do parasita como esperado, demonstrando que nao
houve degradacdo dos fatores apdés o método de lise. Também estavam presentes na
fracdo ndo-ligante, essa fracdo corresponde majoritariamente as proteinas nao

fosforiladas, mas também se encontra nela as proteinas fosforiladas que excederam o
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limite de saturacéo da coluna de afinidade. Adicionalmente ambas estavam presentes na
fracdo de eluicdo das proteinas ligadas a coluna, ou seja, ambos os fatores podem ser
considerados como proteinas fosforiladas.

O EIF4AI foi utilizado como controle da reacdo de purificacdo de fosfoproteinas,
uma vez que € uma proteina sabidamente nao fosforilada. Desta forma, o EIF4AI foi
encontrado nas fracbes contendo o extrato total, as proteinas nao-ligantes e no controle
do Western Blot contendo o extrato total, e ndo esteve presente na fracdo correspondente

as proteinas fosforiladas, confirmando-se assim a eficiéncia da reacao de purificacéo.
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Figura 29. Purificacéo de fosfoproteinas e analise da fosforilagdo ocorrida nos homélogos elF4G3 e
elF4G4 de L. amazonensis. (A) Representacdo esquematica da purificacdo e fracdes de proteinas obtidas
mediante uso de Kit comercial. (B) Analise da fosforilacéo dos fatores EIFAG3 e EIF4G4. EIF4AL é utilizado
como controle negativo por ser sabidamente uma proteina ndo fosforilada. O controle da reacéo € o extrato
de 2x10° células do parasita ndo submetido ao protocolo de lise e purificacio.
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6. DISCUSSAO

Os fatores de iniciagdo da traducdo dos tripanossomatideos, em especial o
complexo elF4F, vém sendo estudados como possiveis alvos no desenvolvimento de
farmacos, ja que a regulacdo da expressdo génica nos tripanossomatideos ocorre de
forma pos-transcricional e a iniciacdo da tradugdo € um dos principais pontos dessa
regulacdo. Adicionalmente, as diferengcas moleculares entre esses fatores e os de
mamiferos constituem um atrativo a mais para o desenvolvimento de drogas mais
eficazes e menos toxicas. Como fruto desse estudo diferentes trabalhos foram e estao
sendo desenvolvidos objetivando a caracterizacdo desses fatores e as interacdes
moleculares entre eles (DACOSTALIMA et al., 2010; DHALIA et al., 2006, 2005; FREIRE
et al., 2011). Com a continuidade destes estudos, tornou-se necessario estudar a
amplitude de ocorréncia dos diversos homologos dos fatores de iniciacdo da traducéo dos
tripanossomatideos focando na possivel regulagdo dos mesmos de acordo com a fase do
ciclo de vida do parasita. Portanto, nesse contexto se enquadra o objetivo desse trabalho,
gue foi a analise da ocorréncia e perfil de expressdo dos homoélogos do fator de iniciacao
da traducéo elF4G durante o ciclo de vida de Leishmania spp., tendo como modelo
experimental L. amazonensis, cujo ciclo de vida heteroxénico pode ser mimetizado in
vitro.

Mediante a realizacdo das curvas de crescimento, tanto de promastigotas quanto
de amastigotas, foi possivel realizar uma aproximacéao in vitro do ocorrido naturalmente in
vivo durante o ciclo celular do parasita. As culturas de crescimento de formas
promastigotas e diferenciacdo em amastigotas de L. amazonenis ja haviam sido
estabelecidas em trabalho prévio realizado pelo grupo (CAMPOS et al., 2008) e o
presente trabalho obteve éxito ao realizar a técnica de cultivo anteriormente estabelecida,
confirmando a eficiéncia e reprodutibilidade do sistema de crescimento e diferenciacao de
L. amazonensis in vitro.

A andlise da expressdo dos homologos elF4G de L. amazonensis revelou que
apesar desses homologos terem sido preditos utilizando-se de seqiiéncias do genoma ja
publicado de L. major, todos os fatores estdo presentes no organismo modelo empregado
e a expressao de todos os fatores analisados ocorre simultaneamente e com os padrbes
de expresséo diferenciados entre si, podendo sugerir que cada fator desempenhe uma

funcado Unica na célula, contudo estudos posteriores sdo necessarios para confirmar essa
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hipétese. A partir da comparacdo da expressdo proteica durante o ciclo de vida do
parasita, foi possivel observar que a mesma ocorre independente da forma celular no qual
L. amazonensis se encontra. Deste modo a expressdo dos homologos de elF4G em L.
amazonensis pode ser dita como constitutiva, jA que todos os cinco homaologos foram
expressos tanto na curva de crescimento de promastigota quanto na de diferenciacéo de
amastigotas-axénicas. Esses dados vao de encontro ao trabalho anteriormente publicado
gue afirma que ocorre a diminuigcdo da expressao dos fatores de iniciagao da tradugao em
geral durante a diferenciacdo em amastigotas-axénicas de L. donovani (ROSENZWEIG et
al., 2008). Mais especificamente Zinoviev e colaboradores (2011) afirmam que em L.
amazonensis ocorre a diminuicdo da expressdo do homologo EIF4G3 e de seu parceiro
funcional EIF4E4 durante diferenciacédo, oposto ao observado nesse trabalho e em estudo
prévio dos homoélogos de elF4E em L. amazonensis (PEREIRA, 2008).

Embora a expressao dos homologos de elF4G ocorra durante todo o ciclo de vida
do parasita € importante salientar que foi observado diferencas no perfil protéico dos
homologos EIF4G1, EIF4G4 e EIF4G5, pois nesses fatores além da expressdo da
proteina no tamanho desejado, os anticorpos especificos reconheceram mais de uma
banda no ensaio, demonstrando a expressédo de isoformas diferenciadas. A expressao
dessas isoformas diferenciadas de elF4G aponta para a existéncia de possiveis
mecanismos de modificacbes pos-traducionais ocorrendo nesses fatores proteicos. Em
eucariotos superiores sdo descritos mecanismos moleculares de regulagcédo da expressao
génica por modificagbes pos-traducionais nos fatores de iniciagdo da tradugéo,
principalmente por fosforilagdo em residuos especificos (DENNIS et al.,, 2009).
Detalhando as observacgdes, podemos associar a ocorréncia das modificacbes poés-
traducionais do EIF4G1 com estagios de crescimento onde ha menor atividade de
proliferacdo celular, ou seja, onde ha menor requerimento da maquinaria de traducéo
ativa. Ja para o EIF4G4, pode-se especular que a utilizacao prioritaria desse homologo do
fator de iniciacdo da traducédo ocorre na forma promastigota, devido ao aumento de sua
expresséo, principalmente durante o crescimento exponencial dessas formas, ao passo
que ocorre a diminuicdo deste requerimento quando a cultura € diferenciada em
amastigotas. Observando o EIF4G5, a modificacdo ocorrida nesse fator € presente
durante todo o ciclo de vida, todavia a isoforma modificada € predominantemente
expressa durante a fase amastigota de cultivo, sendo clara a inversdao do padrdo da

modificacdo ja nos pontos inicias de cultivo com temperatura e pH alterados. Essas
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diferentes isoformas sugestivas de modificacdes protéicas ndo foram observadas para
EIFG2 e EIFG3, apesar da expressao de isoformas modificadas pés-traducionalmente ja
ser descrita para o EIFG3 e para o seu parceiro EIF4E4 (ZINOVIEV et al., 2011). No
EIF4E4 por sua vez a modificacdo pos-traducional por fosforilacdo foi confirmada e ocorre
predominantemente na fase exponencial de crescimento estando, portanto associada ao
ciclo celular (PEREIRA, 2008).

Outros resultados que puderam auxiliar na caracterizacdo dos homodlogos de
elF4G foram as analises do comportamento dos homologos EIFAG3 e EIF4G4 frente ao
uso de inibidores de processos biologicos diferentes. Os inibidores da transcricao,
processamento de mMRNAs e traducdo impedem que novos polipeptideos sejam
sintetizados, por diminuicdo/auséncia de transcritos ou por bloqueio da traducdo dos
transcritos maduros. Conseqiientemente as proteinas encontradas nos parasitas sao
exclusivamente provenientes de mRNAs traduzidos previamente ao emprego da droga
em guestdo. Como os homologos em questdo puderam ser detectados durante todo o
processo inibitorio até o momento de morte celular (24h), pode-se afirmar que essas
proteinas sdo estaveis e possuem tempos de meia-vida prolongados. Nesse caso, a
regulacdo de sua meia-vida, esta possivelmente sendo uma das formas de regulacéo pos-
traducional da expressdo génica (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). Foram utilizados
ainda a Lactacistina e o Acido Okadaico. A Lactacistina € um inibidor especifico do
proteossomo 26S importante no mecanismo de regulacéo do ciclo celular, diferenciagéo e
transcricdo génica em eucariotos superiores. E o Acido Okadaico é um potente inibidor
nao-seletivo de serina e treonina fosfatase (Yl et al., 2009) e inibe a atividade da fosfatase
2A que regula negativamente a atividade do elF4E humano ao desfororila-lo, “desligando”
sua atividade (LI, et al., 2010). Contudo em L. amazonensis nao foi possivel associar a
regulacdo da expressdo de EIFAG3 e EIF4G4 com a utlizacdo desses inibidores,
podendo-se afirmar que nao ha relacdo direta entre a regulacdo desses fatores com as
atividades do proteossomo 26S e da fosfatase 2A.

Notado os resultados de andlise da expressdo dos homodlogos elF4G e
adicionalmente os resultados da expressdao de elF4G3 e elF4G4 em condigOes
diferenciais de cultivo, € inevitavel levantar a hipotese de que possiveis modificacbes pos-
traducionais estejam relacionadas a mecanismos de fosforilacdo. J& que em mamiferos o
elF4G pode ter sua fungdo modulada por modificacdes pos-traducionais do tipo

fosforilacdo (DOBRIKOV et al., 2011; RAUGHT et al., 2000) efetuadas por MAP quinases
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especificas responsivas a estimulos celulares, de crescimento e diferenciacdo, a fim de
coordenar a funcionalidade dos elFs culminando na regulacdo global da traducédo
(JACKSON et al., 2010). Sabe-se que as MAP quinases efetuam a fosforilacdo em sitios
especificos constituidos de uma serina ou treonina seguida a uma prolina na posicédo +1
(CHEN, Z. et al., 2001), Corroborando com essa hipétese estudos mutacionais em L.
infantum comprovam a existéncia de sitios de fosforilagdo por MAP quinases ocorrendo
em PABP1 e EIF4E4, ambas proteinas parceiras de elF4G na formacdo do complexo de
iniciacad da tradugdo (DE MELO NETO, dados néo publicados). Nesse intuito os sitios
S/P ou T/P conservados entre os homodlogos de elF4G foram rastreados entre as
sequéncias de Leishmania spp. disponiveis, sendo possivel notar que para EIF4G1l os
14 provaveis sitios de fosforilacdo por MAP quinases condizem com o padrédo de mdultiplas
isoformas vistas por Western-Blot. Além deste, outros fatores que se mostraram
modificados no Western-Blot e que apresentam varios sitios de fosforilacdo sdo o EIF4G4
e o0 EIF4G5, que apresentam quatro e trés provaveis sitios de fosforilacdo
respectivamente. Interessantemente o homodlogo EIF4G2 apresenta resultado
contrastante, pois 0 mapeamento demonstra a existéncia de dez possiveis sitios de
fosforilacdo por MAP quinases, entretanto nenhum mecanismo de modificagdo da
proteina foi visualizado, esse resultado precisa ser melhor estudado porém ja adianta a
hipétese de que os sitios de fosforilacdo para EIF4G2 podem nao ser verdadeiros e tal
regulacdo seja inexistente. Finalmente para o homélogo elF4G3, onde n&o foram
identificadas isoformas modificadas, existem dois provaveis sitios de fosforilacdo
conservados na analise in silico da sequéncia proteica. Como um residuo de fosforilagédo
adiciona a proteina aproximadamente 0,94 KDa a adicdo de somente dois residuos
fosfato pode nao ser facilmente distinguivel em eletroforese unidimensional, porém como
essa modificacdo confere um diferente ponto isoelétrico a proteina, consegue-se distinguir
as formas fosforiladas da nao-fosforilada através de tratamento com fosfatases e
separacdo em gel bi-dimensional (YAMAGATA et al., 2002). Metodologia semelhante ja
foi empregada para outros fatores de iniciacdo da tradugdo em tripanossomatideos como
EIF4AE3, EIF4E4 e PABP-1 confirmando a presenca de diferentes isoformas fosforiladas
para esses fatores (DACOSTALIMA, dados nao publicados; MALVEZZI, 2010; PEREIRA,
2009), e também podera ser empregada para a compreensao da expressao de EIFG3.
ApOs a realizacao da analise in silico dos possiveis sitios de fosforilagdo por MAP

Quinases, nos dirigimos para a comprovacéo experimental da ocorréncia de modificacdes
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desse tipo nos homélogos de elF4G de L. amazonensis, focando os esforcos nos
homologos participantes na formacédo de complexos elF4F durante a traducéo, EIF4G3 e
EIF4AG4 (FREIRE et al.,, 2011). Através da purificacdo de fosfoproteinas pudemos
confirmar que esses fatores sdo modificados pés-traducionalmente por mecanismo de
fosforilacdo. Curiosamente o EIF4G3, que ndo apresentou isoformas diferenciadas no
Western-Blot, mas possui possiveis sitios de modificagdo por MAP quinases, é
fosforilado. Este resultado indica que, embora ndo possamos diferenciar em eletroforese
uni-dimensional a adicdo de um ou dois residuos fosfato, essa modificagdo esté
ocorrendo nesse fator. Outra hipOtese € que essa proteina pode ser expressa
constitutivamente de forma fosforilada. Quanto ao EIF4G4 podemos comprovar que até
mesmo a isoforma de menor peso molecular, que teoricamente seria a proteina sem
modificacdes, também é fosforilada, especulando-se que as isoformas maiores tém na
realidade uma adicdo maior de residuos fosfatos que as demais. A adicdo de mdltiplos
fosfatos € vista para o elF4Gl humano, onde existe fosforilacdo em diferentes residuos
relacionada a alteracbes conformacionais na proteina resultando em modificacdes nas
interacbes moleculares entre os parceiros funcionais (DOBRIKOV et al., 2011), e o
mesmo pode certamente existir nos homodlogos de tripanossomatideos. Estudos que
comprovem esse tipo de mecanismo devem ser desenvolvidos. Outros fatores de
iniciacdo da traducdo de tripanossomatideos também apresentam a ocorréncia de
modificacbes pos-traducionais durante o ciclo de vida e foram semelhantemente
confirmados como fosforilados, como é o caso do EIF4E3 e EIF4E4 de T. brucei e L.
amazonensis (PEREIRA, 2008; MALVEZZI, 2010) que sao parceiros funcionais de
EIF4G4 e EIFAG3, respectivamente. Esse conjunto de resultados indica, de forma inédita,
a existéncia de possiveis mecanismos de regulagdo global da traducdo através de
modificacdes pos-traducionais por fosforilacdo dos homologos de elF4G de Leishmania
spp., assim como vem sendo estudado e descrito para eucariotos superiores (JACKSON
et al., 2010; SONENBERG, NAHUM; HINNEBUSCH, 2009).

Os resultados desse trabalho forneceram informacdes até entdo desconhecidas
sobre a expressdo dos homologos de elF4G ao longo do ciclo de vida de L. amazonensis
onde foi evidenciada a expressao diferencial de varios desses homoélogos possivelmente
regulada por mecanismos de fosforilagdo em residuos especificos via MAP quinases.
Dessa forma, colabora com a elucidacdo da regulacdo global da traducdo, mecanismo

esse crucial para a regulagcdo da expressdo génica pos-transcricional caracteristica
81



NASCIMENTO, L. M. (2012) Analise comparativa da expressao de homadlogos do fator de...

desses organismos. Futuros estudos baseados nessas informacOes poderdo ser
desenvolvidos para a confirmacéao dos sitios de fosforilacdo, analise do impacto dessas
fosforilagbes na funcionalidade dos homologos de elF4G e na regulacdo global da

tradug&o nos tripanossomatideos.
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7. CONCLUSOES

* Todos os homologos de elF4G estdo presentes durante o crescimento e diferenciacao
de L. amazonensis e cada homoélogo possui um padrdo de expressdo distinto dos

demais, indicando que podem estar atuando de maneira diferenciada na célula.

* Os homodlogos EIF4G1, EIF4G4 e EIF4G5 de L. amazonensis apresentam mais de
uma isoforma protéica durante o desenvolvimento do parasita, associado a possiveis

modificacdes pos-traducionais nesses fatores.

* Os homdlogos de elF4G apresentam in silico multiplos sitios de fosforilagdo por MAP
guinases compativeis com as analises de Western-Blots, exceto para EIFG2 onde o
padrao de expresséao proteica ndo possui relagao direta com a predi¢ao in silico.

» O EIF4G3 e EIF4G4 de L. amazonensis, participantes na formagao de complexos
elF4F em tripanossomatideos, sdo modificados poOs-traducionalmente por adicdo de
residuos de fosforilagéao.

* Ainibicdo da transcricdo de mRNAs e biossintese proteica demonstram o controle da

estabilidade dos fatores EIF4AG3 e EIF4G4, que possuem tempo de meia-vida

prolongados.
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