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RESUMO

Os tripanossomatideos sao protozoarios patogénicos que se caracterizam pelo
controle da sua expressao génica ser poés-transcricional, o qual inclui eventos
regulatérios durante a traducdo dos mRNAs. Em geral, a tradugdo em eucariotos se
inicia através do reconhecimento dos mRNAs por meio do complexo heterotrimérico
elF4F (elF4A, elF4G e elF4E). Mdultiplos homdlogos dessas subunidades foram
identificados em tripanossomatideos, formando diferentes complexos do tipo elF4F.
Um desses é formado pelas proteinas EIF4E6/EIF4AG5/EIF4G5-IP, porém sua funcao
ainda néo foi definida nem o modo de interag&o entre suas subunidades. Este trabalho
buscou contribuir na caracterizacdo destas trés proteinas em células sanguineas de
Trypanosoma brucei, e mapear in vitro a interagdo entre as mesmas. Inicialmente
verificou-se por western blot a expressédo da EIF4G5 em ambas as fases do ciclo de
vida do parasita. Linhagens de T. brucei expressando as proteinas EIF4G5 e EIF4G5-
IP fusionadas ao tag PTP foram entdo obtidas e usadas em ensaios de
coimunoprecipitacao, técnica pela qual se pode confirmar a formacdo do complexo na
fase sanguinea do parasita. Por fim, proteinas recombinantes foram avaliadas quanto
a sua capacidade de interagir entre si em ensaios do tipo pull-down. Foram verificadas
interacOes diretas do EIF4E6 tanto com EIF4G5 quanto EIF4G5-IP. Mutagcbes nos
aminoacidos EF91-92AA no EIF4AG5 aboliu sua ligacdo ao EIF4E6, sugerindo ser este
o sitio de interacao entre essas proteinas. Esses resultados avancam no delineamento

da estrutura e funcéo do referido complexo nos tripanossomatideos.

Palavras-chaves: Tripanossomatideos. EIF4E. Interacdo proteica. Formas
sanguineas.



ABSTRACT

Trypanosomatids are pathogenic protozoa that are characterized by the control
of their post-transcriptional gene expression, which includes regulatory events during
the translation of the mRNASs. In general, translation in eukaryotes begins with the
recognition of the mRNAs through the heterotrimeric complex elF4F (elF4A, elF4G
and elF4E). Multiple homologs of the elF4F subunits were identified in
trypanosomatids, forming different elF4F complexes. One of these is formed by
EIF4E6 / EIFAGS5 / EIFAG5-IP proteins, but its function has not still been defined nor
the mode of interaction between its subunits. This work aimed to contribute to the
characterization of these three proteins in Trypanosoma brucei bloodstream cells, and
to map in vitro the interaction between them. The expression of EIF4AG5 in both phases
of the parasite life cycle was initially verified by Western blot. T. brucei lineages
expressing the EIF4AG5 and EIF4G5-IP proteins fused to the PTP tag were then
obtained and used in coimunoprecipitation assays where it was possible to confirm the
formation of the complex in the bloodstream phase of the parasite life cycle. Finally,
recombinant proteins were evaluated for their ability to interact with one another in pull-
down assays. Direct interactions of EIF4E6 with both EIF4G5 and EIF4AG5-IP were
observed. Mutations in amino acids EF91-92AA in EIFAG5 abolished its binding to
EIF4E6, suggesting that this is the site of interaction between these proteins. These
results advance in defining the structure and function of the targeted complex in

trypanosomatids.

Keywords: Trypanosomatids. EIF4E. Protein interaction. Bloodstream forms.
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1 INTRODUCAO

Os protozoarios flagelados patogénicos da familia Trypanosomatidae, géneros
Trypanosoma e Leishmania, tém importancia para a saude publica por serem capazes
de causar doengas infecto parasitarias englobadas nas chamadas “Doencgas Tropicais
Negligenciadas” (DTNs), sendo estas, a doenga do sono, a doenga de Chagas e as
leishmanioses. Como consequéncia, tem-se a alta morbimortalidade que afeta
milhdes de pessoas mundialmente, em especial nos paises em desenvolvimento, se

tem associado a recursos escassos com prevencao ineficiente.

Os tripanossomatideos apresentam um ciclo de vida muito complexo,
apresentando formas morfoldgicas distintas, além de outras peculiaridades
moleculares, como a transcricdo policistrénica, o trans-splicing e a auséncia de
promotores classicos para a RNA polimerase |Il. Essa auséncia acarreta em uma
complexa regulacdo da expressdo génica, que, diferentemente da maioria dos
eucariotos, acontece principalmente por mecanismos pos-transcricionais, atuando no
processamento, transporte e controle da estabilidade e traducdo dos mRNAs em

proteinas.

O processo de traducdo em eucariotos acontece em quatro etapas, sendo a
primeira delas, a iniciacdo, a mais sujeita a processos de regulacdo. A iniciacao
comeca quando a subunidade menor ribossomal 40S, junto ao tRNA iniciador, formam
o complexo de pré-iniciacao, que interage com 0 mRNA através da estrutura chamada
cap, presente na extremidade 5 do mesmo. Nesta etapa participam os chamados
fatores de iniciacdo eucaribticos (elFs - Eukaryotic Initiation Factors). Dentre esses,
destaca-se o complexo heterotrimérico elF4F, constituido por trés subunidades:
elF4E, elF4A e elF4G. O papel principal do complexo elF4F é reconhecer a
extremidade 5" do mRNA e mediar a associacdo da mesma com a subunidade 40S

ribossomal e a outros fatores.

O processo de traducdo ainda ndo € completamente elucidado em
tripanossomatideos, sendo identificados em estudos prévios multiplos homdlogos
para cada subunidade do complexo elF4F. Foram descritos seis homdlogos do elF4E
(EIF4E1 a 6), cinco do elF4G (EIF4AG1 a 5) e dois do elF4A (EIF4AI e Ill), todos
conservados em diferentes espécies dessa familia. Destes, os homologos EIF4E5 e

EIF4E6 foram identificados mais recentemente e tem-se pouco conhecimento sobre



19

sua funcdo. A influéncia da participacdo destas proteinas no processo de traducao
dos tripanossomatideos vem sendo avaliada nos ultimos anos, mas ainda sao
necessarios mais estudos para verificar a sua atuacao durante a biossintese proteica

e em outros processos celulares importantes.

Na tentativa de gerar mais dados sobre sua caracterizagéo funcional, o EIF4EG foi
escolhido como objeto de estudo deste trabalho. Dados da literatura mostram que em
células prociclicas de Trypanosoma brucei essa proteina seria necessaria para a
viabilidade celular. Além disso, essa proteina € capaz de interagir com outras
proteinas, formando um complexo que possui interacdes com proteinas com dominios
relacionados a formacéo do cap na extremidade 5 dos mRNAs. Nesse contexto, este
estudo buscou identificar e caracterizar o complexo formado pelo EIF4E6 e proteinas
parceiras em células da fase sanguinea do parasita, bem como estudar o modo de
interacdo entre subunidades especificas desse complexo. O entendimento dessas
propriedades deve entdo contribuir nos avancos da elucidacdo da funcdo desse

complexo e do EIF4E6 em tripanossomatideos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel sobre a traducdo e a sobrevivéncia de células sanguineas de
Trypanosoma brucei do complexo formado pelas proteinas EIF4E6, EIF4AG5 e

EIFAG5-IP, caracterizando melhor as interacfes entre elas.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os niveis de expressdo da proteina EIFAG5 em formas sanguineas do

parasita;

b) Identificar a presenca do complexo EIFAE6/EIFAG5/EIFAG5-IP na fase sanguinea
do parasita;

c) Verificar o efeito da deplecao do fatores EIF4AG5 e EIF4G5-IP na viabilidade celular
da fase sanguinea de T. brucei.
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d) Mapear os dominios de ligagédo envolvidos na interacao entre as proteinas EIF4ESG,
EIFAG5 e EIFAG5-IP.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS TRIPANOSSOMATIDEOS

Os tripanossomatideos sé@o protozoarios flagelados unicelulares pertencentes a
ordem Kinetoplastida, caracterizada por apresentar um DNA mitocondrial (kDNA) que
forma estruturas coraveis visiveis por microscopia Optica, denominadas de
cinetoplasto (Marande et al., 2005). A familia Trypanosomatidae possui treze géneros,
classificados principalmente por suas caracteristicas morfoldgicas, em conjunto com
as relacdes do hospedeiro (Lopes, 2010; Lukes et al., 2014). Dois desses géneros,
Trypanosoma e Leishmania, destacam-se devido ao seu papel como agentes
patogénicos humanos, sendo responséaveis por enfermidades de alta morbidade e
mortalidade em diversos paises em desenvolvimento, tais como: Doenca de Chagas
(Trypanosoma cruzi), Doenga do sono (Trypanosoma brucei) e as varias formas da
leishmaniose (Leishmania sp.). Essas doencas estao associadas a um amplo espectro
de sintomas, com diferentes severidades e mecanismos de patogénese (Jackson,
2015; Kaufer et al., 2017).

Os protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae apresentam uma ampla
distribuicdo geogréfica e parasitam vertebrados, invertebrados e plantas. Grande
parte da sua biologia celular € semelhante entre as espécies e todas apresentam,
como exemplo, um unico flagelo originado perto de sua Unica mitocéndria através de
uma bolsa flagelar que, dependendo da forma que o protozoéario assume, pode ou nao
se exteriorizar. Possuem ainda peroxissomos modificados, denominados
glicossomos, responsaveis pela realizacéo da glicélise (Stuart et al.,2008). Em comum
também é sua organizacdo gendmica e diferentes processos biolégicos, bem como
as alteracdes morfolégicas sofridas durante seus ciclos de vida, que podem
apresentar diferentes morfotipos celulares, sendo os mais comuns: tripomastigota,
epimastigota, amastigota, opistomastigota, coanomastigota e promastigota (Figura 1)
(Lopes, 2010; Kaufer et al., 2017). Esses morfotipos celulares decorrem de
modificacdes das dimensdes do flagelo livre, bem como a posi¢ao do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo (Kaufer et al., 2017). Além disso, em relacdo ao ciclo de vida, estes
protozoarios podem ser heteroxénicos quando o ciclo biolégico apresenta dois
hospedeiros, podendo um deles ser invertebrado e o outro vertebrado ou planta, ou

monoxénicos, quando completam o ciclo de vida em apenas um unico hospedeiro
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(Simpson et al., 2006).

®
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Figura 1. As seis principais classes de morfotipos de tripanossomatideos. a.tripomastigota.
b.epimastigota, c. amastigota, d.opistomastigota, e.coanomastigota, f.promastigota. Fonte: Adaptado
de Kaufer (2017).

2.2 TRIPANOSSOMIASE AFRICANA E TRYPANOSOMA BRUCEI

A Doenca do sono, também conhecida como HAT (Human African
Trypanosomiasis), € uma infeccdo parasitaria, inclusa no grupo das “Doencgas
Tropicais Negligenciadas”, sendo esta causada por protozoarios flagelados do género
Trypanosoma, espécie T. brucei (Figura 2A). A HAT, em suas duas formas, pode
apresentar dois estagios. O primeiro € sistémico (fase hemolinfatica) e € caracterizado
por ndo possuir sintomas clinicos especificos, variando entre individuos. Neste estagio
€ mais comum febre intermitente, dor de cabeca, prurido, problemas dermatolégicos,
com varias erupgdes cutaneas, conhecidas como “trypanides”, linfadenopatias,
astenia, anemia, distarbios cardiacos, disturbios enddcrinos, dores
musculoesqueléticas e hepatoesplenomegalia. O segundo estagio se inicia quando 0s
parasitas cruzam a barreira hematoencefalica e atingem o sistema nervoso central,
causando disturbios sensoriais, motores e psiquiatricos, incluindo disturbios do sono,

caracterizado nesses pacientes por apresentar um padrdo de sonoléncia diurna e
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insbnia noturna. Na fase final da doenca apresentam, como consequéncia da
desmielinizacdo e atrofia do sistema nervoso central, distlrbios de consciéncia, além
de deméncia e convulsdes (Cnops et al., 2015; Franco et al., 2014; Kennedy, 2013).
A maioria dos sintomas de ambos os estagios se sobrepdem, dificultando a distincéo
entre eles. Em geral, os pacientes com HAT, quando n&o tratados, progridem
gradualmente para o coma, insuficiéncia grave dos 6rgaos, colapso fisioldgico e,

eventualmente, morte (Cnops et al., 2015; Kennedy, 2013).

Apenas duas subespécies sao capazes de transmitir a doenca aos seres humanos:
Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense), causando a forma crénica da
doenca em 24 paises do oeste e parte central da Africa, e englobando cerca de 97%
dos casos reportados; e Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense),
causando a forma mais aguda e severa, presente em 13 paises do sul e no leste da
Africa e abrangendo menos de 3% dos casos. Em ambos os casos, a transmissio
ocorre através de moscas tsé-tsé (Glossina sp.) (Figura 2B) (Kennedy, 2013; WHO,
2018). A doenca é distribuida em areas restritas (focos), localizadas principalmente
em zonas rurais e remotas de paises da Africa Subsaariana, onde possuem condi¢des
ambientais adequadas para a presenca do vetor. Apenas em Uganda ambas as
formas da doenca s&o encontradas (Wamwiri; Changasi, 2016; WHO, 2018).

Algumas outras subespécies de T. brucei e espécies relacionadas também sao
capazes de infectar animais selvagens e domésticos causando AAT (African Animal
Trypanosomiasis). Entre elas encontram-se Trypanosoma congolense, T. vivax, T.
evansi e a subespécie T. brucei brucei. Esta Ultima causa a doenga “nagana” no gado,
gue tem como consequéncia a limitagdo da producgédo, causando assim grandes

impactos econdmicos nas regides afetadas (Aksoy et al., 2017).
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Figura 2. Parasita Trypanosoma brucei na forma sanguinea (A) e moscas tsé-tsé (Glossina sp.)
(B). Fonte: Adaptado de Centers of Disease Control and Prevention (2018).

2.2.1 Distribuicao geogréfica e evolucao de tratamento

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude, entre 1999 e 2017, o
namero relatado de novos casos da forma cronica da HAT (T. b. gambiense) caiu em
92%, de 27.862 para 2.131. Durante 0 mesmo periodo, 0 nimero de casos recém-
relatados da forma aguda caiu 91%, de 619 para 53 (WHO, 2018). Apesar da
acentuada queda, os registros sobre a HAT indicam que houve trés grandes
epidemias no século XX, sendo que a primeira (1896-1906) afetou principalmente
Uganda e o Congo, matando cerca de 500 mil e 300 mil pessoas, respectivamente
(Steverding, 2008; WHO, 2018). Na tentativa de controle, estudos para a fabricacéo
de um medicamento curativo e profilatico fizeram com que, ainda em 1916, o
composto Suramin fosse lancado na terapia de fase inicial de infeccbes por T. b.
rhodesiense. Este composto, contudo, tinha como efeitos adversos a alta toxicidade

medular e complica¢des neuroldgicas como neuropatia periférica (Kennedy, 2013).

Para o controle da segunda epidemia de HAT o Suramin foi utilizado entre 1920-
1940 em diversos paises africanos, conjuntamente com a implantacdo de equipes
moveis voltadas para a deteccdo, tratamento, e eliminacdo dos reservatorios
parasitarios. O surgimento de novas drogas como a Pentamida, para estagio inicial de
T. b. gambiense, e posteriormente o Melarsoprol, para fase tardia de infeccdes por T.
b. rhodesiense, bem como o controle de vetores, fez com que em 1960 a doencga fosse
controlada, com apenas 500 casos relatados em todo o continente (Franco et al.,
2014; Welburn et al., 2016).

A subsequente diminuicdo do controle da HAT, entretanto, foi seguida da terceira

epidemia, entre 1970-1990, afetando principalmente Angola, Congo, Sudao do Sul e
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o distrito do oeste do Nilo de Uganda, com cerca de 300 mil novos casos por ano. O
controle veio apods a introducdo da Eflornitina no tratamento do estagio final T. b.
gambiense, que resultou em 2009 na maior diminuicdo do nimero de casos novos,
menos de 10.000 por ano. Conjuntamente com esse progresso fora lancada mais uma
droga, sendo esta utilizada em combinagdo com a Eflornitina, a NECT (nifurtimox e
eflornitina) (Field et al., 2017; Matthews, 2015; WHO, 2018). A figura 3 mostra a

distribuicdo da HAT com suas respectivas areas envolvidas.

Numeros de casos reportados em 2017

I =10 1 Paises endémicos sem dados disponiveis

[ <10 ] Paises ndo endémicos
[] 0 Casosreportados [ | Nao aplicado

Figura 3. Mapa de distribuicdo da HAT (Human African Trypanosomiasis — Tripanossomiase
Africana Humana) em 2017. (A) Distribuicdo da HAT causada pelo T. b. gambiense. (B) distribui¢cdo
da HAT causada pelo T. b. rhodesiense. Fonte: Adaptado de WHO (2018).

A OMS declarou em 2012 uma meta para eliminacdo da HAT, na fase inicial, até
2020 e zero incidéncia da HAT na sua fase tardia até 2030. Uma vez que o controle
desta € mais dificil devido a presenca de muitos reservatorios de animais, ocorre um
continuo risco de reemergéncia (Bateta et al., 2017). Sendo assim, estudos de
desenvolvimento farmacologico de novas drogas eficazes no tratamento sao

necessarias, principalmente na fase mais tardia da doenca, visto que o0s
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medicamentos utilizados sdo considerados de alto custo com um longo regime de
tratamento e causando uma diversidade de efeitos colaterais. Esses sdo devidos a
sua alta toxicidade levando ao quadro de encefalopatia reativa pés-tratamento, que
ocorre em cerca de 5% a 18% dos pacientes, que pode levar a 6bito. Além disso, a
deficiéncia no diagndstico correto impacta em uma maior dificuldade de combate a
doenca (Fairlamb et al., 2016; Field et al., 2017; Sutherland et al., 2015).

Diante do que foi exposto, sdo necessarios ainda mais estudos para melhor
compreensao sobre a biologia celular e molecular dos parasitas causadores desta
doenca, bem como o desenvolvimento destes nos seus hospedeiros. Essas
informacdes sdo fundamentais para se apontar novos alvos biolégicos para o
desenvolvimento de novos quimioterapicos, a fim de se encontrar métodos

preventivos e de tratamento mais eficazes.

2.2.2 Ciclo bioldgico

A infeccdo de T. brucei no hospedeiro vertebrado é iniciada quando formas
tripomxastigotas metaciclicas sdo inoculadas pela picada da mosca tsé-tsé (Glossina
sp.) infectada. Ao entrar na corrente sanguinea do mamifero, esses parasitas se
diferenciam nas formas tripomastigotas sanguineas, formas longas e proliferativas
(slender forms). Estas séo responsaveis pelo aumento da parasitemia, além de
possuirem uma capacidade de evasdo do sistema imune, decorrente da expressao
de VSGs (Variant Surface Glycoprotein — Glicoproteinas Variantes de Superficie),
proteinas que estdo ligadas na superficie de membrana por uma ancora de GPI
(glicosil fosfatidil inositol) (Matthews, 1999, 2005; Roditi e Liniger, 2002). Devido ao
aumento do nimero de parasitas no sangue, ocorre outro processo de diferenciacédo
resultando na forma sanguinea néo proliferativa, morfologicamente mais curta e larga
(stumpy forms). ApGs um novo repasto sanguineo essas células sdo ingeridas, pela
mosca tsé-tsé, sendo capazes de se diferenciar nas formas tripomastigotas prociclicas
(Fenn e Matthews, 2007; Franco et al., 2014).

Nas formas prociclicas ocorre uma substituicdo do revestimento de VSGs por
proteinas de superficie do tipo prociclinas, termo associado a duas proteinas
funcionalmente distintas, caracterizadas por diferentes motivos de repeti¢éo internos:

prociclina EP (Gli-Pro), que possui trés isoformas (EP1, EP2 e EP3) e prociclina
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GPEET (Gli-Pro-Glu-Glu-The). As duas prociclinas sado expressas no inicio da
diferenciacéo para a forma prociclica de T. brucei, embora a expresséo da prociclina
GPEET diminua com a continuidade do desenvolvimento celular, sendo substituida
pelas isoformas EP1 e EP3 em formas prociclicas tardias (Fenn e Matthews, 2005;
Franco et al., 2014; Urwyler et al., 2005; Vassella et al., 2001).

Os tripomastigotas prociclicos migram para o proventriculo do inseto, espago que
ocorre uma divisdo celular assimétrica, originando as formas epimastigotas longas e
curtas, sendo essas capazes de migrar para as glandulas salivares, onde se ligam a
células epiteliais e se transformam em epimastigotas proliferativas, as quais
expressam na sua superficie o antigeno BARP (brucei Alanine Rich Protein) (Franco
et al.,, 2014). Eventualmente essas células epimastigotas se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas, readquirem o revestimento de VSG, e séo liberadas para
o lumen da glandula salivar, em preparacéo para a inoculacdo em um novo hospedeiro

mamifero (Figura 4) (Franco et al., 2014).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Trypanosoma brucei. A mosca tsé-tsé, apés o repasto sanguineo, injeta
as formas tripomastigotas metaciclicas no sangue do hospedeiro vertebrado (1). Dentro do hospedeiro,
transformam-se em tripomastigotas sanguineas e migram para outros fluidos corporais (2) e continuam
se multiplicando por fissdo binaria (3). Ao realizar um novo repasto, as moscas se infectam com as
formas tripomastigotas sanguineas (4/5). No intestino médio estas transformam-se em tripomastigotas
prociclicas (6). Quando deixam o intestino médio, transformam-se em epimastigotas (7) e estas migram
para as glandulas salivares, que ficam até o novo repasto (8). Fonte: Adaptado de Centers of Disease
Control and Prevention (2018).

2.2.3 Trypanossoma brucei: modelo de estudo

O Trypanosoma brucei € um protozoario modelo de variados processos biolégicos,
incluindo: variagdo antigénica, a reciclagem de seus antigenos de superficie (VSG)
proporcionando um mecanismo de escape imunologico do hospedeiro; ancoras de
glicosil fosfatidil inositol, para a imobilizagdo de proteinas na membrana
citoplasmatica; e edicdo de RNAs mitocondriais, modificados pela insercédo enziméatica
de nucleotideos na sequéncia final. Esses processos foram primeiramente
encontrados nesse protozoario e sO posteriormente caracterizados em outros

eucariotos (Poon et al., 2012). Além disso, a facil manipulacédo de ferramentas de
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andlises de genética reversa possibilitou a expressao, induzida ou néo, de genes que
codificam proteinas modificadas contendo marcadores (tags) diversos, como os tags
de afinidade, melhorando o processo de purificacdo de complexos proteicos. Além
disso, a construcao de linhagens celulares de T. brucei modificadas, que expressavam
tanto o repressor da tetraciclina (TetR), quanto a T7 RNA polimerase viral (T7TRNAP),
através da utilizacdo de vetores integrados ao genoma, foram (teis no
desenvolvimento das andlises fenotipicas por knockdown através da técnica de RNA
interferéncia (RNAI) (Kelly et al, 2007; Wirtz et al., 1999). Estudos realizados por meio
deste mecanismo em T. brucei permitem extrapolar os resultados obtidos para outras
espécies de tripanossomatideos, nas quais a maquinaria de RNAi ndo é competente.
Esse parasita é entdo, utilizado como um excelente modelo de estudo de processos

bioldgicos basicos encontrados apenas nos tripanossomatideos.

2.2.4 Diferenciacao do Trypanosoma brucei em cultura

Durante o seu ciclo de vida, processos de diferenciagdo entre as duas principais
formas proliferativas do T. brucei, as formas sanguineas dos mamiferos e as formas
prociclicas e epimastigotas dos insetos, levam a um processo de remodelamento
celular acompanhado por mudancas morfolégicas, como o posicionamento de
organelas que mudam durante a transicdo entre os estagios especificos (Figura 5)
(Fenn e Matthews, 2007; Gadelha et al., 2011; Matthews, 2005). Este processo pode
ser acompanhado em cultura e a disponibilidade de ferramentas para a manipulacao
genética do T. brucei, bem como o cultivo das suas duas principais formas de vida,
permitiu uma melhor caracterizacdo dos seus mecanismos de diferenciacéo celular e

0 estabelecimento de métodos para realizar essa diferenciagcdo em cultura.
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Figura 5. Modificacdes na posicdo flagelar durante o ciclo de vida de Trypanosoma brucei.
Parasita na forma sanguinea, prociclica e epimastigota e suas diferencas com relagédo a posi¢éo do
ndcleo e a extremidade posterior da célula. Fonte: Adaptado de Matthews (2005).

J& héa bastante tempo, estudos comprovaram que o processo de diferenciacdo em
T. brucei, das formas sanguineas em formas prociclicas, pode ser realizado in vitro.
Esta diferenciacédo se da apés mudanca de temperatura de 37°C para 26°C (choque
frio) na presenca de citrato/cis-aconilato (CCA) no meio de cultura (Czichos et al.,
1986). A caracterizacdo mais recente deste processo revelou que formas sanguineas
stumpy do T. brucei, formas nao replicativas e passiveis de diferenciacdo nas formas
prociclicas, sdo sensiveis ao CCA através da expressao das proteinas PAD (Proteinas
Associadas a Diferenciacdo), sendo observados niveis elevados de PAD2 com
reducdo de temperatura. Uma vez sensibilizadas, o CCA atua regulando
negativamente um inibidor de diferenciacédo, uma tirosina fosfatase TbPTP1 (Protein
Tyrosine Phosphatase 1). Como consequéncia dessa inibicdo, um substrato da
TbPTP1, a fosfatase TbPIP39, passa a ser fosforilada, estimulando a diferenciacéo
(Szoor et al., 2010). Szoor e colaboradores (2013) mostraram ainda a atuacao de

acidos leves sob a mesma via de regulagéo do CCA.

Até 2012 a diferenciacdo de formas prociclicas em sanguinea sé era possivel
através de experimentos que envolviam infeccdo de moscas tsé-tsé. Entretanto

estudos de Kolev e colaboradores (2012) mostraram que uma proteina com dominios
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de ligacdo ao RNA, a RBP6 (RNA Binding Protein), como mediadora do controle pos-
transcricional, desencadeia a via de diferenciacdo celular apds dias. Mais
recentemente a proteina RBP10, encontrada apenas nas formas sanguineas,
mostrou-se capaz de transformar diretamente as formas metaciclicas em
epimastigotas, diminuindo o tempo para a transformacéo de dias para 48 horas (Mugo
et al., 2017). A inducéo de todas as etapas conhecidas de diferenciacéo do T. brucei
em cultura ressalta ainda sua utilizacdo para se entender mecanismos controlando os
processos de diferenciacdo em diferentes espécies de tripanossomatideos,

patogénicos ou nao.

2.3 BIOLOGIA MOLECULAR DOS TRIPANOSSOMATIDEOS

Ja se tem conhecimento de que os tripanossomatideos apresentam algumas
peculiaridades nos seus aspectos moleculares que os diferenciam dos demais
eucariotos. Isso é devido ao fato desses organismos terem divergido muito
precocemente na linhagem evolutiva eucariética, adquirindo assim, caracteristicas
moleculares Unicas. Como exemplo se destacam sua organizacdo gendmica e
mecanismos de expressdo génica, que incluem: caréncia de promotores classicos
para a RNA polimerase IlI; o agrupamento de genes codificantes de proteinas
dispostos em série; a transcricdo de varios genes sob o controle de uma mesma regiao
promotora, gerando pré-mRNAs policistrénicos; e o processamento destes pré-
MRNAs através de trans-splicing (processamento em trans). Essas diferencas
implicam em uma complexa regulacdo da expressdo @génica, que ocorre
principalmente mediada por mecanismos pds-transcricionais, e um papel crucial
parece ser o do controle da iniciacdo da traducdo dos mMRNAs em proteinas (Clayton
e Shapira, 2007; Daniels et al., 2010; Gilinger e Bellofatto, 2011; Haile and
Papadopoulou, 2007).

2.3.1 Organizacdo gendmica e transcri¢cao policistrénica

O sequenciamento do genoma de T. brucei (Berriman et al., 2005), disponivel no
banco de dados denominado de TriTrypDb (Tritrypdb.org), mostrou que esta espécie

possui um genoma com 26 Mb e 11 cromossomos, com cerca de 9.100 genes
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identificados. Destes, 4.900 s&o codificadores de proteinas que ainda néo foi
encontrada homologia com outros organismos além dos tripanossomatideos,
acarretando na dificuldade de sua classificacdo funcional e levando a sua anotacao
como “hipotéticos”. Dos genes anotados para o T. brucei 810 sédo codificantes das
VSGs, utilizados pelo parasita para evadir o sistema imunitario dos hospedeiros
(Berriman et al., 2005; Crozier et al., 2017).

Na maioria dos eucariotos, os genes codificantes de proteinas sdo transcritos em
unidades monocistronicas, no qual um promotor € utilizado para a expressao de um
anico gene, resultando na regulacao individual da expressdo de cada gene ao nivel
da sua transcricdo. Diferentemente, a organiza¢édo génica dos tripanossomatideos se
assemelha mais aos operons bacterianos, uma vez que seus genes estao dispostos
em agrupamentos policistronicos (Polycistronic Gene Clusters - PGCs), assim,
dezenas a centenas de genes codificadores de proteinas sdo posicionados em
sequéncia na mesma fita de DNA e separados por uma ou mais regides intergénicas,
ricas em pirimidinas, que em sua maioria ndo apresentam introns (Martinez-Calvillo et
al., 2010; Romaniuk et al., 2016). Ao contrario do que se observa nos operons
bacterianos, contudo, ndo ha nenhuma relacédo funcional entre os genes que se
encontram na mesma unidade policistronica (Haile and Papadopoulou, 2007). Essa
organizacao foi primeiramente encontrada no cromossomo 1 de Leishmania major,
sendo esta espécie a primeira a ser totalmente sequenciada em tripanossomatideos.
As demais publicacdes sobre o genoma completo de L. major (Ilvens et al., 2005) e T.
cruzi (ElI-Sayed et al., 2005a) mostraram que a quase totalidade dos genes, em todos
0S cromossomos de tripanossomatideos, esta organizada da mesma forma (Martinez-
Calvillo et al., 2010).

A maioria dos genes de RNAs ribossémicos esta presente entre as PGCs e sdo
transcritos pela RNA polimerase |, sendo esta enzima em T. brucei também a
responsavel por mediar a transcricdo de duas classes de mRNA especificos, VSG e
prociclinas, das formas sanguineas e prociclicas, respectivamente. J4 a maioria dos
genes de RNAs transportadores estd localizada nos limites das PGCs, sendo
transcritos pela RNA Polimerase Ill. Como em outros eucariotos, os mMRNAs
codificantes de proteinas codificados nas PGCs séo transcritos pela RNA polimerase
II, contudo sé&o transcritos de forma policistrénica por essa polimerase (Clayton, 2014;
De Gaudenzi et al., 2011; Palenchar and Bellofatto, 2006).
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2.3.2 Processamento de mRNAs

Apés a transcricdo, a maturacdo dos mRNAs eucaridticos em geral ocorre pelo
processamento denominado cis-splicing necessaria para a retirada dos introns e uniao
dos exons no mMRNA maduro. Nos tripanossomatideos, ndo ocorrem introns, iSso
praticamente ndo acontece, mas 0s MRNAs precursores policistrénicos (pré-mRNAS)
sdo processados em mMRNAs monocistronicos por duas reacgdes de clivagem
acopladas através do processo de trans-splicing. A primeira reagdo forma a
extremidade 5 do mRNA final, e um mini-exon transcrito independentemente e
contendo a sequéncia de 39 nucleotideos, denominado sequéncia lider (Spliced
Leader ou SL), é adicionado a todos os mRNASs. Isto ocorre através de uma reacao
com duas etapas de trans-esterificacdo, quando um sitio GU doador no RNA precursor
com a SL, fusiona-se a uma regido proxima ao sitio AG receptor do mRNA
policistrénico, denominado ponto de ramificagdo. Além do mRNA com sua
extremidade 5" formada, é gerado um pequeno RNA com uma estrutura em forma de
“Y” que é subsequentemente degradado. Esta estrutura se compara ao lago
intermediario formado pela retirada dos introns no processamento convencional
observado em eucariotos (cis-splicing). A segunda clivagem ocorre na extremidade 3'
do mRNA, que consiste na poliadenilacéo, pela adicdo de uma sequéncia de adeninas
com cerca de 100 a 300 nucleotideos a montante do sinal de trans-splicing
subsequente (Figura 6) (Clayton e Shapira, 2007; De Gaudenzi et al., 2011; GunzL,
2010; Liang et al., 2003; Preufe et al., 2012).
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Figura 6. Transcricdo e processamento de mRNA em tripanossomatideos. Genes agrupados no
genoma séo transcritos como pré-mRNAs policistrénicos. Regides intergénicas orientam a insercdo de
uma sequéncia lider (SL) na extremidade 5 'e a cauda de poli-A na 3’. Gerando no final mMRNAs
monocistrénicos maduros. Adaptado de Aradjo (2011).

2.3.3 cap4 e sua formagéo

A adicdo do cap na extremidade 5’ do mRNA é o primeiro evento de modificacdo
dos transcritos da RNA polimerase Il eucarittica. A adi¢cdo do cap ocorre de maneira
co-transcricional, quando o mRNA atinge um comprimento em cadeia com 30
nucleotideos. Sua estrutura € posicionada de forma invertida em uma ligagao 5-5’,
que se liga ao primeiro nucleosideo do mRNA por uma ponte trifosfato (Mair et al.,
2000). Dentre as multiplas fungdes celulares que envolvem o cap, inclui-se o controle
da estabilidade do mRNA e seu transporte entre o nucleo e o citoplasma, além de seu
envolvimento na formac&o do complexo de iniciacdo da traducao (Lewdorowicz et al.,
2004).

Em eucariotos, de uma forma geral, a formacéo do cap0 (m7GpppN) envolve trés
reacoes enzimaticas sequenciais: uma hidrolise do trifosfato do RNA nascente a um
difosfato, pela RNA trifosfatase, dando origem a uma extremidade 5' difosfato; a
adicdo de um residuo de GMP, pela RNA guanililtransferase (GTase), via uma ligagéo
inversa 5’ a 5’ trifosfato através de um intermediario covalente-(Lisil-N)-GMP; e uma

metilacdo na porcdo guanosina do cap (GpppN), pela RNA (guanina-N7)
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metiltransferase (Decroly et al., 2012). Estas trés enzimas sao codificadas por genes
separados em S. cerevisiae e sdo todas essenciais para seu crescimento celular
(Fabrega et al., 2004). Andlises estruturais mostram que as RNA guanililtransferases
se mantém conservadas estruturalmente entre as espécies eucarioticas. Em
eucariotos, é sabido que podem ocorrer metilagdes adicionais no cap, que diferem
entre diversos organismos. Estas afetam as riboses do primeiro e segundo
nucleotideos transcritos formando o capl (m7 GpppNm) e cap2 (m7 GpppNmpNm)
respectivamente (Zamudio et al., 2009).

Em tripanossomatideos, o cap do RNA SL, é encontrado hipermetilado e
denominado de cap4. Este consiste do cap0 seguido de metilagdes 2’-O na ribose dos
guatro primeiros nucleotideos da sequéncia SL (AmAmCmUm), além de duas metilacdes
de bases nitrogenadas, na primeira adenina (m®°A) e na quarta uridina (m3U) (Bangs
et al.,, 1992; Mair et al. 2000). As proteinas responsaveis em adicionar o capO co-
transcricionalmente nos tripanossomatideos foram identificadas como: ThCetl, uma
RNA trifosfatase (Takagi et al.,, 2007) mecanicamente semelhante a RNAs
trifosfatases encontradas em fungos, microsporidios e outros protozoarios (Hall and
Ho, 2006); e a enzima bifuncional TbCgml, que possui atividade catalitica de
guanililtransferase e de metiltransferase (Ho and Shuman, 2001). Além disso, ja foram
identificadas, em T. brucei, outras duas proteinas que atuam de maneira autbnoma
com atividades de guaniltransferase (ThCel) (Silva et al., 1998) e metiltransferase
(TbCmtl) (Hall and Ho, 2006). Estudos de silenciamento por RNA de interferéncia
(RNAI) da TbCgm1, TbCel e TbCmtl mostraram que apenas a primeira € necessaria
durante biossintese do cap4, uma vez que sua deplecéo levou ao acimulo de RNAs
SL hipometilados. Em contraste, a deplecdo de ThCel ou TbhCmtl ndo afetou a
formacao do cap4 do RNA SL (Takagi et al., 2007).

Com relacdo as enzimas que catalisam as metilacdes subsequentes que
caracterizam o cap4, as 2'-O-metiltransferase, foram identificadas trés RNA
metiltransferases nos tripanossomatideos. A TbMTr1 é responsavel pela metilagdo da
ribose do primeiro nucleotideo transcrito, a TbMTr2 pela metilagdo do segundo
nucleotideo e a TbMTr3 é implicada nas metilagdes de ribose subsequentes (Figura
7) (Arhin et al., 2006; Zamudio et al., 2006; Ignatochkina et al., 2015). Acredita-se que
as metilacdes subsequentes nas riboses dos nucleotideos adjacentes ao cap0, que
formam os capl, cap2, e cap4, podem aumentar os niveis de traducdo. Ja se sabe

que metilacbes deficientes no cap dos tripanossomatideos repercutem em uma
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traducao mais lenta (Zamudio et al., 2009; Zinoviev and Shapira, 2012).
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Figura 7. Estrutura do cap4 de tripanossomatideos. Pode-se observar todas as metilacdes que
ocorrem na formacéo do cap4. As metilacdes em amarelo, sdo as quatro metilagbes do carbono 2’ das
riboses que ocorrem nos primeiros quatro nucleotideos (AACU) do SL dos tripanossomatideos. Além
disso, os tripanossomatideos possuem metilagées adicionais que ocorrem diretamente na primeira e
quarta base nitrogenada (verde). Em roxo representa a metilacdo do cap propriamente dito, m7 GTP.
Fonte: Adaptado de Zinoviev and Shapira (2012).

2.3.4 Degradacao do mRNA

Um dos principais modos de controle da abundancia do mRNA € através da
degradacédo do transcrito (Ghosh e Lima, 2010; Shatkin, 1976). O processo de
degradacdo de mRNA em tripanosomatideos, assim como em outros eucariotos, se
inicia através da deadenilacéo, remocao da cauda poli A. Em tripanossomatideos trés
complexos diferentes sdo responsaveis por essa remocao sendo o complexo CAF1
— NOT, responsavel pela maior parte da sua deadenilacdo (Erben et al., 2014;
Clayton, 2014). Posteriormente 0 mRNA pode ser degradado por duas vias, uma que
vai estimular a retirada do “cap” (decapping) clivando o m’GDP do RNA recém-
deadenilado, para gerar o pRNA (com um fosfato na sua extremidade 5’). Como
consequéncia, o transcrito é exposto a acdo de uma exoribonuclease citoplasmatica,
XRNA, com atividade 5 — 3’ (Li et al., 2006). A via que é independente do decapping,
e o transcrito pode ser degradado na dire¢édo 3' — 5’ através de um complexo

denominado exossomo (Estévez et al., 2003; Jido et al., 2013).
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A associacao do decapping com o decaimento do mRNA e turnover vinha da
suposicdo de que mRNA 5' monofosfatado era rapidamente degradado por
exoribonucleases (Clayton 2002). Varios estudos mais recentes, contudo, sugerem
gue mRNASs sem o cap podem potencialmente adquirir uma nova estrutura de 5’ -cap
para formacao de mRNAs traduziveis (Mukherjee et al., 2012). No entanto, para isso
0os mMRNAs que sofreram o decapping, pRNAs, precisam ser convertidos em RNAs
difosforilados (ppRNAs) para posteriormente serem protegidos por uma
guanililtransferase (GpppRNA). Em tripanossomatideos foi atribuido a enzima ThCel
esse papel de re-capping citoplasmatico, visto que a mesma apresenta atividades de
RNA quinase 5 -monofosfato e guanililtransferase. Além disso, o RNA SL n&o
metilado (GpppRNA) precisa sofrer a metilacdo na posicdo N7 (m7GpppRNA — cap
0). Acredita-se que a TbCmtl, uma metiltransferase especifica para esta posicao, seja
responsavel por tal metilacdo, sendo assim o mRNA regenerado torna-se passivel de
traducao (Figura 8) (Hall and Ho, 2006; Ignatochkina et al., 2015).

pPPPAACU——
TbCet1
- TbCgm1
/ Cap4 MTases

Cap4  ™GpppAACU — NN e Tradugio

Cap naometilado  GpppAACU — N

mmmm Tbcml1
Cap hipometilado  ""GpppAACU —— N
GPPPAACY — S

Decapping / TbDcp2 TbCe1 Re-capping

PAACYU ——
PAACU —— g Degradagao

Figura 8. Modelo proposto para decapping e recapping de mRNA em T. brucei. O mRNA recém transcrito
com a extremidade 5’ trifosfato sofre a agdo da TbCet1 sendo entdo convertido a difosfato. Posteriormente uma
enzima nuclear TbCgm1, é responsavel pelo capping e metilacdo. Além disso, de maneira geral, metiltransferases
(MTases) séo responsaveis pelas metilagdes adicionais no SL, caracterizando a formacéo do cap 4. O mRNA apés
o trans-splicing e poliadenilacéo se torna passivel de tradugdo. Enquanto que o mRNA que apresenta um cap nao
metilado ou hipometilado esta sujeito a via de degradacgéo 3’' —5’ (ndo mostrado) ou convertido em pRNA por uma
enzima de decapping (TbDcp2). Posteriormente & conversdo, o pRNA pode ser degradado por uma
exoribonuclease ou ter seu cap restaurado pela ThCel e TbCmtl tornando assim passivel novamente de traducao
Fonte: Adaptado de Ignatochkina et al (2015).
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2.4 SINTESE PROTEICA EM EUCARIOTOS

A sintese proteica ou traducdo é um processo complexo, ciclico e altamente
conservado ao longo da evolucdo, tendo um importante papel no controle da
expressao génica (Zinoviev and Shapira, 2012). O processo de traducédo pode ser
dividido em quatro etapas, iniciacdo, alongamento, terminacdo e reciclagem dos
ribossomos. A iniciagdo é vista como a etapa limitante deste processo, servindo assim
como um importante alvo regulatério, visto que é nesta fase que ocorrem eventos
importantes como o recrutamento das subunidades ribossomais para 0 mMRNA e a
montagem do ribossomo, além da identificacdo do cédon de iniciacdo da traducéo
AUG (Sonenberg and Hinnebusch, 2009; Zinoviev and Shapira, 2012). Durante a fase
de alongamento, os aminoacidos que sdo acrescidos na cadeia polipeptidica séo
trazidos para dentro do ribossomo pelo tRNA, que através do seu anticodon
reconhece por pareamento de bases o codon do mRNA, a medida que o ribossomo
vai se deslocando sob o mesmo. A terminacdo acontece quando o cédon de parada
€ encontrado pelo ribossomo, liberando a proteina. Por ultimo, na reciclagem, ocorre
a liberacdo do tRNA e da molécula de mRNA do ribossomo e a dissociagcédo de suas
subunidades funcionais, que uma vez liberadas, estao prontas para comecgar um novo

ciclo de traducéo (Jackson et al., 2010).

2.4.1 Iniciagao datradugdo em eucariotos

A iniciacao é vista como a fase limitante do processo de traducao, servindo assim
como alvo para uma multiplicidade de mecanismos reguladores. Nos eucariotos, nesta
etapa, € requerida a participacdo diversos fatores de iniciacdo (elFs, eukaryotic
Initiation Factors) os quais irdo auxiliar no recrutamento das subunidades ribossomais
e 0 posicionamento correto dos ribossomos no codon de iniciagdo AUG para dar inicio

a sintese proteica (Ali et al., 2017; Jackson et al., 2010; Zinoviev and Shapira, 2012).

No inicio da traducédo ocorre a formacéo do complexo ternario (TC) consistindo na
selecdo do met-tRNAIi (tRNA com a primeira metionina) pelo elF2, na sua forma ligada
ao GTP. Posteriormente o elF3 juntamente com os fatores elFl, elF1A e elF5,
denominados de Complexo Multifatorial (Multi Factor Complex - CMF) recrutam a
subunidade ribossomal menor (40S). Este ira se juntar ao complexo ternario para a

formacédo do complexo de pré-iniciacdo 43S (PIC 43S), e o0 elF3 medeia a ligacdo do



39

complexo 43S na extremidade 5’ do mRNA.

Em paralelo, ocorre o recrutamento do complexo elF4F por meio do cap presente
na extremidade 5 do mRNA. Esse complexo é constituido por trés subunidades:
elF4E, responsavel pela ligagdo do complexo ao cap; elF4A, uma ATPase e RNA
helicase, que juntamente com o fator elF4B desfaz as estruturas secundarias
presentes na 5' UTR do mRNA e prepara essa regido para a ligacao do ribossomo; e
elF4G, uma proteina mantenedora do complexo, a qual interage com as outras duas
subunidades e também participa na maioria das interagdes associadas a funcao do
elF4F. O elF4G também atua na interacdo do mesmo com o elF3, através de varios
sitios de ligacdo que possuem ao longo de sua estrutura, recrutando assim o complexo
43S. A associacdo do PIC 43S ao mRNA é entdo resultado de uma cadeia de
interacOes entre elF4G-elF3-43S e leva a formacao do complexo 48S (Jackson et al.,
2010).

Apo6s a formacdo do complexo 48S, ocorre o deslocamento da subunidade
ribossomal, com ajuda de fatores como o elF4B e o elF4A do complexo elF4F, de
forma dependente de ATP, ao longo da regido 5 UTR do mRNA a procura do cédon
de iniciacdo AUG. Este, por sua vez, sinaliza o inicio da sequéncia codificadora.
Posteriormente a identificacdo do codon AUG, ocorre o pareamento deste cdédon de
iniciacdo com as do anticodon do tRNAI (Met-tRNAI). Uma proteina pertencente a PIC
43S com funcdo GTPasica, elF5, promove entdo a hidrolise do elF2-GTP em elF2-
GDP e Pi. A hidrélise de GTP por sua vez acaba por reduzir a afinidade de elF2 pelo
Met-tRNAI levando a dissociacao parcial de elF2-GDP da subunidade 40S. Em
seguida, outra GTPase € requerida, elF5B, que promove a liberacdo dos fatores de
iniciacdo do complexo 48S (elF1, elF1A, elF3 e elF2-GDP) com a ajuda do elF6. Isto
permite a unido da subunidade ribossomal 60S com a subunidade 40S, levando a
montagem do ribossomo 80S, junto ao mMRNA. Posteriormente a hidrélise do GTP, o
elF5B acarreta sua propria libertacdo da particula ribossomal 80S. Tem assim inicio o
processo de alongamento da cadeia polipeptidica (Figura 9) (Aitken e Lorsch, 2012;
Hinnebusch, 2014; Jackson et al., 2010; Lorsch and Dever, 2010; Sonenberg and
Hinnebusch, 2009; Zinoviev and Shapira, 2012).
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Figura 9. Representacdo esquemética do mecanismo de iniciacdo da traducdo em eucariotos.
Durante a fase de iniciacao, o cap do mRNA é associado ao complexo elF4F, mediado pelo elF4E. O
complexo de pré-iniciacdo 43S, composto pelo ribossomo 40S, complexo ternario (elF2-GTP-tRNAI
Met), elF1, elF1A, elF5 e elF3, é recrutado pelas interacdes entre elF4G e elF3, formando o complexo
de pré-iniciacdo 48S. Inicia-se entdo o rastreamento do mRNA até a identificacdo do primeiro cédon de
iniciacdo AUG. A subunidade 60S é recrutada para este complexo e fatores de iniciacdo séo liberados.
Adaptado de Aitken e Lorsch (2010).
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2.4.2 elF4F e PABP em eucariotos

O elF4F € um complexo heterotrimérico composto pelas trés subunidades, elF4G,
elF4A e elF4E. Este complexo liga-se a estrutura de 5 do cap do mMRNA,
desempenhando um papel muito importante no inicio da traducdo. A proteina de
ligacdo a cauda poli-A (PABP), que apesar de néo fazer parte do complexo, também
participa nesta etapa, liga-se a cauda poli-A na extremidade 3’ do mRNA e interage
com o elF4G, resultando na formacdo do complexo 5’ cap-elF4E-elF4G-PABP-poli-A,
aproximando as extremidades 5 e 3’ do mRNA para formar uma estrutura de laco.
Esse processo chamado de circularizacdo do mRNA é responsavel por facilitar a
reinicializacdo da tradug¢do de um mesmo mRNA apds a concluséo do primeiro ciclo
de traducao. Além disso, é visto que a interacdo com o elF4G é capaz de promover
um aumento na interagéo do elF4E com o cap do mRNA (Figura 10) (lvanov et al.,
2016; Jackson et al., 2010; Sonenberg e Dever, 2003)

PABP
(A) £ AAAAAA

AUG

Figura 10. Complexo elF4F, elF4B e PABP (proteina de ligacdo a cauda poli-A). Representagéo
mostrando a interacdo do complexo elF4F, composto pelas trés subunidades elF4G, elF4A, elF4E,
com a PABP e o elF4B durante o inicio da tradugdo. O elF4B interage com o complexo por meio da
subunidade elF4A, aumentando a atividade helicase do mesmo. J& a PABP interage com o elF4G,
promovendo a aproximacdo das extremidades do mRNA, facilitando sua circulariza¢do. Fonte:
Adaptado de Hinnebusch (2014).

2.4.3 elF4A: A RNA helicase

elF4A, também conhecida como DDX2, € uma RNA helicase de aproximadamente
46 KDa, com atividade dependente de ATP, pertencente a familia DEAD BOX, a qual
possui o dominio de aminoacidos DEAD (Acido Aspartico (D) Acido Glutamico (E),
Alanina (A), Acido aspartico (D)) e também compartilha oito motivos de sequéncia de

aminoacidos altamente conservados. Além disso, possui um nucleo de helicase,
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constituido por dois dominios semelhantes & RecA, formando um centro conservado
(Figura 11), que carrega um conjunto de motivos que contribuem para a hidrdlise de
ATP, ligacdo ao mRNA e desenrolamento do duplex de RNA. Esta proteina tem um
papel importante no inicio da traducdo desfazendo estruturas secundarias que
venham a estar presente na regido 5’ UTR do mRNA a ser traduzido, facilitando assim
0 deslocamento do PIC 43S ao longo do mRNA até o cdédon de iniciacdo AUG.
Estudos in vitro e in vivo demonstraram que as atividades de RNA helicase e ATPase
do elF4A sédo estimuladas por outros fatores de iniciacdo da traducéo, elF4B ou elF4H,
dotando-a de mais capacidade de processamento, visto que apresenta uma baixa
atividade quando esta na sua forma livre (Andreou e Klostermeier, 2013; Merrick,
2015; Rogers et al., 2001).

Em mamiferos trés homologos de elF4A foram identificados, denominados de
elF4Al, elF4All e elF4Alll. Sabe-se que os dois primeiros sdo funcionalmente ativos
durante o processo de traducdo, enquanto que o elF4Alll possui uma atividade
diferenciada participando durante o splicing do mRNA no complexo de juncdo dos
éxons (EJC), no nucleo (Merrick, 2015).

Helicase Core (RecA Domains)

elF4A | |

Domain 1 Domain 2 406

Figura 11. Esquema da estrutura do elF4A. Fonte: adaptado de Merrick (2015).

2.4.4 elFAG: o estruturador do complexo elF4F

O fator de iniciacao eucaridtico 4G (elF4G) € uma proteina de alto peso molecular,
com aproximadamente 175 kDa em mamiferos, desempenhando um papel central na
iniciacdo da traducao através de suas interacfes com a proteina de ligacdo ao cap,
elF4E e com os elF3, elF4A, PABP, além da prépria molécula de mRNA. Em
mamiferos, leveduras e plantas o elF4G apresenta duas isoformas (elF4Gl, elF4Gll),
sendo que as duas primeiras apresentam discreta similaridade entre espécies

diferentes, além de atividades bioquimicas semelhantes (Gallie e Browning, 2001).
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Diferentes estudos precursores mostraram que a proteina elF4Gl, em humanos,
pode ser dividida em trés regifes: N-terminal (aminoacidos 1-571), central
(aminoacidos 572-853) e C-terminal (aminoacidos 854-1599) (Figura 12) (Andreou
and Lostermeier, 2014; Sonenberg and Hinnebusch, 2009). Na sua regidao N-terminal
se encontra um motivo conservado de reconhecimento ao elF4E, YXXXXLg, onde X
representa qualquer aminoacido e ¢ qualquer residuo hidrofébico (geralmente leucina,
metionina ou fenilalanina), além de um motivo de ligacdo a PABP. A regido central
apresenta um dominio contendo repeticbes HEAT (HEAT-1/MIF4G), envolvido na
ligagdo do mRNA e também com o elF4A e com o complexo elF3. Este dominio
geralmente é bastante encontrado em proteinas envolvidas com grandes complexos
multiprotéicos. Na regido C-terminal possui um segundo sitio de ligacdo para a elF4A
(HEAT-2/MA3), que estimula sua atividade ATPase, e um sitio de ligacdo para
proteinas quinases MNKs (HEAT-3/W2) (Merrick, 2015).

elF4G
1 PAM () BIENER) 1599
1 t”7 1 t
(PABP) (elF4E) (RNA) (elF4A) (elF3)  (elF4A) (MNK1)

Figura 12. Esquema da estrutura do elF4G. Fonte adaptado de Merrick (2015).

2.4.5 elF4E: proteina de ligacdo ao cap

O fator de iniciacdo eucariético elF4E € uma pequena proteina (25,1 kDa),
conservada em diversos organismos, cuja estrutura é formada por folhas -
antiparalelas, apoiadas por a-hélices. Estas conferem ao elF4E uma estrutura
concavo-convexa em forma de mé&o, que possui interagcbes com o cap presente na
regiao 5° do mRNA e elF4G do complexo elF4F (Figura 13) (Papadopoulos et al.,
2014). Além disso, o elF4E apresenta diversos papéis no controle da expressao
génica, como estabilizacdo do mRNA, protegendo-o da degradacéo no citoplasma,
transporte do mRNA do nucleo para o citoplasma e sequestro de mRNAs instaveis
(Borden, 2016).
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J& se sabe que na face concava do elF4E, dois residuos altamente conservados
de triptofano (W56 e W102) sdo responsaveis pela sua interacdo com o cap. Em sua
face convexa o residuo W73 (elF4E-1 de mamiferos), medeia a interacdo do elF4E
com elF4G. Estudos mostram que a substituicdo do triptofano W73 por outro
aminoacido ndo aromatico, tem como resultado a perda da interagédo do elF4E com o
elF4G ou com as 4E-BPs (4E-binding protein). Estas ultimas séo proteinas de ligacao
ao elF4E que competem por seu sitio de ligacao ao elF4G, possuindo assim um papel
regulatorio que impede a montagem do complexo elF4F, promovendo uma repressao
da traducao (Gruner et al., 2016; Sonenberg e Dever, 2003). Além das 4E-BPs, o
elF4E eucaribtico pode ter sua funcdo regulada por fosforilagdo. Em mamifero isso
ocorre em um sitio Unico, S209, com auxilio das proteinas quinases Mnkl e Mnk2.
Estas interagem com o elF4G pelo seu dominio C-terminal, fazendo com que se
aproximem do elF4E, resultando em sua fosforilagdo, tendo como consequéncia o
aumento da afinidade do elF4E pelo cap (Waskiewicz et al., 1997). Estudos mostram
gue o processo de desfosforilacdo de elF4E resulta em taxas de traducéo reduzidas
(Gruner et al., 2016).



45

elF4E

Figura 13. Estrutura tridimensional da proteina elFAE de camundongo. A representacdo mostra a
proteina (azul), em um complexo m um complexo com o cap (m7GDP) e um peptideo representando o
motivo no elF4G (Protein Data Bank - Banco de dados de proteinas - PDB:1EJ4) que se liga ao elF4E
(vermelho). Fonte: Adaptado de Goodfellow e Roberts (2008).

2.4.6 PABP — Proteina de ligacao a cauda poli-A

As PABPs constituem um grupo de proteinas eucaridticas altamente
conservadas que atuam durante a sintese proteica se ligando a cauda poli-A presente
na extremidade 3’ do mRNA eucariético. Além disso, interagem com diversas outras
proteinas, participando de varios processos celulares relacionados ao mRNA, tais
como, biossintese, processamento, transporte e degradagdo. Na iniciacdo da
traducdo, as PABPs participam através de sua interagdo com o complexo elF4F
(Gallie e Liu, 2014). Sua estrutura pode ser dividida em: uma regido N-terminal, que
contém quatro dominios de reconhecimento ao RNA — RRMs (RNA Recognition
Motifs); e uma regido C-terminal, que contém um dominio de interacdo proteina-
proteina denominado de PABC, onde ocorre a interacdo com outras proteinas
regulatorias. Na regido N-terminal os RRM1 e RRM2 sdo necessarios na ligagéo
especifica ao poli-A e ao elF4G, resultando na circularizacdo do mRNA (Eliseeva et
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al., 2013; Ivanov et al., 2016; Sonenberg and Dever, 2003).

2.5 FATORES DA INICIACAO DA TRADUCAO EM TRIPANOSSOMATIDEOS

O processo de tradugdo, em geral, € menos conhecido no T. brucei e outros
tripanossomatideos embora tenha sido foco de varios estudos recentes (de Melo Neto
et al., 2016), como descrito a seguir. Boa parte do que se sabe a respeito partiu do
conhecimento gerado através do sequenciamento de genomas de diferentes espécies
representativas. Ainda falta, contudo, uma melhor compreensao sobre o papel de elFs
selecionados no processo de sintese proteica, em especial aqueles ligados ao
complexo elF4F. Até o momento foram obtidos bastante dados relevantes a respeito
dos multiplos homologos das subunidades 4A, 4E e 4G e de alguns complexos do tipo
elF4F por eles formados, ressaltando uma complexidade ainda ndo observada em

outros organismos.

2.5.1 Complexo elF4F e PABP

Multiplos homélogos de subunidades do complexo elF4F de iniciacao da traducéo
foram identificados conservados nas mais diferentes espécies de tripanossomatideos
estudadas até o momento. Foram identificados cinco homadlogos de elF4G (EIF4G1
ao EIF4G5) (Dhalia et al., 2005) dois de elF4A (EIF4Al e EIF4Ill) (Dhalia et al., 2006;
Yoffe et al., 2004, 2006) e seis de elF4E (EIF4E1 ao EIF4E6). Dos homélogos de
elF4E, quatro foram descritos inicialmente, EIF4E1 ao EIF4E4 (Dhalia et al., 2005), e
dois mais recentemente, os EIF4E5 e EIF4E6 (Freire et al., 2014a; Freire et al.,
2014b). Além disso, foram identificados trés homologos de PABP (PABP1 a PABP3)
em Leishmania sp., sendo os dois primeiros conservados em T. cruzi e T. brucei (Da
Costa Lima et al., 2010). Em estudos filogenéticos foi constatado que a auséncia do
terceiro homélogo de PABP no género Trypanosoma ocorreu por perda génica apos
sua divergéncia na linhagem dos tripanossomatideos (Kramer et al., 2013) (Quadro
1).
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Quadro 1. Caracteristicas dos homologos do complexo elF4F e PABP em T. brucei. GeneDB

ID# séo de T. brucei 927 ((www.tritrypdb.org).

Peso molecular Tamanho em Localizacéao

Proteinas (kDa) GenebB ID# aminoacido Cromossdmica
PABP | PABP1 60 Th927.9.9290 566 9
PABP2 62.1 Tb927.9.10770 555 9
EIF4A | EIF4AI 454 Th927.9.4680 404 9
EIF4AIlI 45,5 Th927.11.8770 401 11
EIF4G1 122.1 Th927.5.1490 1118 5
EIF4AG2 97.30 Th927.9.5460 998 9
EIFAG | EIF4G3 69.34 Th927.8.4820 622 8
EIF4AG4 79,7 Th927.11.10560 697 11
EIF4G5 84.60 Th927.8.4500 749 8
EIF4E1 26.02 Th927.11.2260 233 11
EIFAE2 28.30 Th927.10.16070 251 10
EIF4E | EIF4ES 47.96 Th927.11.11770 442 11
EIF4AE4 46.54 Th927.6.1870 427 6
EIF4ES5 21.98 Th927.10.5020 195 10
EIFAEG 20.86 Th927.7.1670 186 7

2.5.2 Homdélogos de elF4A em tripanossomatideos

Sendo um dos fatores mais bem caracterizado em tripanossomatideos, o elF4A

possui dois homdlogos, EIF4AIl e EIF4IIIl, descritos tanto em T. brucei quanto em L.

major, sendo assim nomeados devido a sua similaridade de sequéncia, mais de 50%

em ambos, com o fator de traducao elF4Al e a helicase nuclear elF4Alll de humanos,

respectivamente. Estudos mostram que apenas o EIF4AI, abundante no citoplasma

dos parasitas, possui envolvimento no processo de iniciagcado da sintese proteica. O
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mesmo, tanto em Leishmania como em T. brucei, € capaz de interagir com o dominio
HEAT-1/MIF4G de homdlogos do fator elF4G. J& o EIF4AIll, que possui localizagdo
estritamente nuclear, ndo € capaz de interagir com homoélogos de outras subunidades

do complexo elF4F de tripanossomatideos (Dhalia et al., 2005, 2006).

2.5.3 Homodlogos de elF4G

Os cinco homdélogos (EIF4G1 a 5) identificados em T. brucei e L. major
compartilham na sua estrutura o dominio HEAT1-MIF4G central conservado, com
sequéncia semelhante a de mamiferos, plantas e leveduras (Dhalia et al., 2005).
Ensaios de interacdo proteina-proteina, cujo objetivo era avaliar a capacidade dos
homologos do elF4G se ligarem aos homologos do elF4A e elF4E, mostraram
inicialmente a formacdo de dois complexos do tipo elF4F diferentes: EIF4G4
interagindo com EIF4E3 e EIF4G3 com EIF4E4, e ambos apresentando interagdo com
EIF4AIl (Yoffe et al., 2009). Foi demonstrado ainda que a proteina EIF4G3, em
Leishmania, interage com a PABP1, formando o] complexo
EIFAG3/EIF4E4/EIF4AI/PABP1 (da Costa Lima 2010). Por sua vez estudos realizados
em Leishmania amazonensis mostram a provavel interacdo da PABP2 com o
complexo EIF4G4/EIF4E3/EIF4AI (Figura 14) (Zinoviev et al., 2011).

Estudos utilizando a técnica de interferéncia de RNA (RNAi) em T. brucei,
mostraram que o silenciamento do EIF4G3 tem como consequéncia a diminuicdo do
crescimento celular, bem como uma forte diminuicdo na sintese proteica global do
parasita, enquanto o do EIF4G4 ndo implicou em nenhuma mudanca importante no
processo de traducao (Moura et al., 2015). Sendo assim, pode sugerir que o EIF4G3
em complexo com o EIF4E4, teria um papel majoritario durante o processo de
traducdo. Os demais homélogos, EIF4G1, EIF4AG2 e EIF4G5, ndo parecem estar
envolvidos no processo de traducao, porém aparentam ter papel na regulacéo (Freire
et al.,2014a; Freire et al., 2014b).
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" EIF4A1 EIF4A1

Figura 14. Esquema dos dois diferentes complexos do EIF4F de tripanossomatideos formados
pelos homoélogos EIF4G3 e EIFAG4. Fonte: Adaptado de Freire et al (2017).

2.5.4 Homadlogos de elF4E

Os seis homoélogos do elF4E (EIF4E1 a 6) conservados nas espécies de
Leishmania e Trypanosoma foram agrupados, com base nos aspectos estruturais e

moleculares, em trés grupos distintos (Freire et al., 2017; de Melo Neto et al., 2016):
Grupo 1: EIF4E1 e EIF4E2

Encontrado primeiramente em Leishmania, o EIF4E1, foi descrito como uma
proteina de localizacéo citoplasmatica, que demostrava uma capacidade de se ligar a
analégos sintéticos da estrutura do cap4 (Yoffe et al.,, 2004), contendo trés (W56,
W102e W166) dos oito residuos de triptofano conservado na familia elF4E que
possuem envolvimento nessa ligacdo ao cap. Cultura na fase promastigota mostrou
qgue o EIF4E1 esta associada a uma proteina, 4E-IP, de funcdo desconhecida, que
estaria envolvida no processo de regulacéo da traducéo, visto que uma vez fosforilado
o EIF4E1 é liberado promovendo sua ligacdo ao cap4 (Zinoviev et al., 2011). Mais
recentemente, em T. brucei, ambos os ortélogos EIF4E1 e 4E-IP mostraram se
capazes de diminuir a traducao de um mRNA repdrter quando ligado a sua 3 ' UTR
(Lueong et al., 2016).

Em Trypanosoma, tanto o EIF4E1 como o EIF4E2 estdo localizados tanto no
nacleo quanto no citoplasma. Nenhum dos dois parece estar diretamente envolvido
no processo de tradugdo, ndo possuem capacidade de se ligar a homadlogos do elF4G
e nem Sao essenciais para a sobrevivéncia celular na fase prociclica, embora o
EIF4E1 seja essencial para a forma sanguinea (Freire et al., 2011). Um estudo mais
recente mostrou a associacdo do EIF4E2 a mRNAs maduros e a um homoélogo de
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proteina envolvida na ligacdo a mMRNAs de histonas (proteina de ligacdo a stem-loop
—SLBP) (Freire et al., 2017).

Grupo 2: EIF4E3 e EIF4E4

Esse grupo é composto por fatores que possuem cerca de 30% de identidade com
o elF4E-1 humano, sendo caracterizadas por apresentar extensdes N-terminais n&o
encontradas em outros elF4Es, inclusive de tripanossomatideos. Apresentam também
substituicdes nos residuos envolvidos na ligacdo ao cap (W56), por uma fenilalanina
ou tirosina. Além disso esses homologos fazem parte de complexos mais bem
caracterizados em tripanossomatideos que estdo mais diretamente envolvidos no
processo de sintese proteica (de Melo Neto et al.,, 2016). Ensaios de interacédo
proteina-proteina mostraram que o EIF4E3 e EIF4E4 sdo capazes de interagir com 0s
dois homodlogos de elF4G, EIF4G4 e EIF4GS3, respectivamente (Freire et al., 2011). O
complexo EIF4E4/EIFAG3 se associa ao EIF4Al e PABP1 e parece atuar diretamente
na sintese proteica. Ja o papel do complexo EIF4E3/EIF4G4 na traducdo ainda néo
esta claro, embora ambas as subunidades sejam criticas para a sobrevivéncia de T.
brucei (Freire et al.,, 2011; Moura et al., 2011). Resultados de Leishmania para o
EIF4E3, contudo, indicariam uma funcédo dissociada da traducdo (Zinoviev and
Shapira, 2012).

Grupo 3: EIF4ES e EIF4AEG

Este grupo compreende homodlogos de elF4E descritos mais recentemente,
devido a sua maior divergéncia em sequéncia com o elF4E-1 humano do que os
outros grupos descritos anteriormente, possuindo cerca de 25% de identidade. Ambos
0os homologos deste grupo, no entanto, contém varios residuos criticos conservados
em elF4Es necessarios para sua funcdo. Em T. brucei, observou-se que ambas as
proteinas sao citoplasmaticas, capazes de se ligar tanto ao cap tradicional de
eucariotos (m’G) quanto ao cap4, mas ndo sdo essenciais para a viabilidade/divisdo
celular ou necessarias para a traducéo geral, na forma prociclica do parasita (Freire
et al., 2014a; Freire et al., 2014b).

Estudos constataram que o EIF4E5 possui dois residuos conservados de ligagcéo
ao cap (W56 e o W166), além da substituicdo do terceiro triptofano conservado por
uma tirosina (de Melo Neto et al., 2016). Em T. brucei, dados de espectrometria de

massa confirmaram a presenca de dois complexos independentes, envolvendo esta
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proteina. O primeiro complexo, EIF4E5/EIF4AG1, tem a capacidade de se ligar a uma
proteina regulatéria que possui dominios de guanilitransferase e metiltransferase,
indicando um possivel papel regulador na formacdo da estrutura cap. O segundo
EIF4E5/EIF4G2 interage com uma proteina que tem dois dominios de ligacdo ao RNA.
A deplecdo do fator EIF4AE5 levou a um crescimento anormal das células, pela
diminuicdo da motilidade, causando um efeito de sedimentagdo na cultura (Freire et
al., 2014b).

O homdlogo EIF4E6, possui apenas o residuo W166 de ligagcdo ao cap W166
conservado, mas com o W56 e W102 sendo substituidos por fenilalanina. Este
homologo forma um complexo com a proteina EIFAG5 e com uma terceira proteina
de 70,3 kDa, denominada de EIF4G5-IP. Estudos de bioinformética mostraram que a
mesma possui dois dominios, de nucleosideo trifosfatase e de guanililtransferase,
relacionados com proteinas de formacédo da estrutura cap. Experimentos de deplecao
do EIFAE6 demonstraram alteracdes na morfologia celular, afetando o crescimento, e
também levando a perda da movimentacdo celular em cultura. Porém, ndo houve
nenhuma influéncia nas taxas globais de traducéo (Freire et al., 2014a, Freire et al.,
2017). Vale ressaltar que estes estudos foram realizados em cultura de T. brucei na
fase prociclica ndo tendo nenhum dado, até o momento, que relatem a formacédo ou o
papel do complexo EIF4AE6/EIFAG5/G5-IP na viabilidade celular ou na tradugédo em
culturas na fase sanguinea do parasita. Outra questdo que ainda necessita ser
investigada é como se da a interacdo entre essas proteinas, bem como 0s motivos

envolvidos em cada uma.
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3 METODO

3.1 CONSTRUGCOES PLASMIDIAIS

Para a insercao da extensdo PTP (ProtC-TEV-ProtA) na extremidade C-terminal
das proteinas alvo foram utilizadas construcdes plasmidiais provenientes de trabalhos
anteriores. Estas constru¢des contém os genes de interesse codificando as proteinas
EIF4G5 e EIF4AG5-IP clonados no vetor pC-PTP-Neo e o da EIF4G5-IP também
clonado no pC-PTP-Puro, ambos vetores de recombinacdo homoéloga tendo como
marca de selecdo os antibiéticos neomicina e puromicina, respectivamente (Gunzl et
al., 2005). Foram necessarias também nova construcéo foi gerada neste trabalho,
contendo o gene EIF4G5 no plasmideo pC-PTP-Puro que ainda ndo se encontrava
disponivel, conforme descrito a seguir. Para os experimentos de RNAi também serao
utilizadas construcdes ja disponiveis, derivadas do plasmideo p2T7:177 (Wickstead et
al., 2002) (Quadro 2).

Quadro 2. Lista com as construcdes plasmidiais provenientes de trabalhos anteriores.

Construcodes Autor
pC-PTP-Neo-EIF4G5 (Freire et al.,2014a)
pC-PTP-Neo-EIF4G5-IP (Malvezzi, 2015)
pC-PTP-Puro-EIF4G5-IP (Malvezzi, 2015)
p2T7:177-EIFAG5 (Moura,2011)
p2T7:177-EIFAG5-IP (Malvezzi, 2015)

3.1.1 Reacbes de subclonagem

Para a obtencdo da construcédo, pC-PTP-Puro/EIF4G5, os plasmideos pC-PTP-
Neo EIF4AG5 e pC-PTP-Puro EIF4E2 foram submetidos a digestdo com as enzimas
de restricdo Not I/ Kpn | (BioLabs®) a 37°C por 8 horas. Os fragmentos foram liberados
e tanto o inserto (EIF4G5) quanto o vetor (pC-PTP-Puro) digeridos foram purificados
através do kit de purificacdo “GE Healthcare Life Sciences PCR DNA and Band

Purification Kit” seguindo as recomendacdes do fabricante. O vetor foi submetido a
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uma etapa de desfosforilagéo utilizando a enzima Antarctic Phosphatase (BioLabs®).
A reacéo foi incubada a 37°C por 30 min e a 65°C por 20 min para inativacao da
enzima. Em seguida, os fragmentos purificados foram ligados em propor¢cdes de
inserto e plasmideos variadas, a depender dos valores de concentracdo de DNA (ng/
pL) obtidos na quantificagcdo (Nanodrop 2000, UV- Vis Spectrophotometer -Thermo
Scientific), utilizando 0,5 pL da enzima T4 DNA ligase (400.000 U/mL, New England
Biolabs®), 1 pL do tampao (10x) de ligacédo da enzima e agua para completar o volume

final de 10 pL por ligacdo. A reacao foi mantida por 16 horas a 18°C.

Os cassetes obtidos foram transformados em células competentes de Escherichia
coli TOP10. Para isso as bactérias foram incubadas por 30 minutos a 4°C seguido de
choque térmico (37° C por 5 minutos) e subsequentemente semeadas, em placa de
Petri contendo meio Agar LB (Luria Bertani), na presenca de ampicilina (100 pg/mL),
e colocado na estufa bacteriol6gica a 37°C. ApGs 16 horas foi verificado o crescimento
e uma colonia formada foi colocada para crescimento por 16 horam em meio LB na
presenca de ampicilina (100 pg/mL), para a realizacdo da extracdo do DNA por lise

alcalina (Sambrook and Russel, 2011).

A confirmacdo das clonagens foi obtida através da digestdo a 37°C com as
enzimas Bstb | e Nde | (BioLabs®), por cerca de trés horas e corrida eletroforética em
gel de agarose a 1% corados com Syber® Safe. Além disso para a confirmacao
também foi realizado o sequenciamento das minipreparagdes, por método de Sanger
automatico, no equipamento ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems)
do Nucleo de Plataformas Tecnolégicas (NPT) do IAM-FIOCRUZ.

3.2 CULTIVO E TRANSFECCAO DE CELULAS DE T. BRUCEI

As células de T. brucei, na fase sanguinea (Bloodstream Form — BSF — cepa
selvagem 427 e cepa transgénica 90-13), foram cultivadas em meio HMI-9, pH 7,5, a
37°C, com 5% CO2 contendo soro fetal bovino (10% v/v) e os antibidticos
(ampicilina/estreptomicina 0,1%). Para a linhagem transgénica (BSF 90-13) foi
necessaria a adicdo dos antibidticos G418 (Sigma®, 5 pg/mL) e higromicina
(InvivoGen®, 10 pg/mL), os quais séo responsaveis pela manutencao da expressao
da T7 RNA polimerase e do repressor da tetraciclina, respectivamente (Wirtz et al.,

1999). As culturas foram monitoradas diariamente através de contagem em camara
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Neubauer e avaliagdo da morfologia por microscopia Optica e mantida em fase
logaritmica por repiques sucessivos, com média de densidade de 10® — 107 células/
mL, ideal para a transfeccéo estavel e obtencdo de extratos proteicos para ensaios de

Western blot.

Para cada transfeccdo, foram utilizadas aliquotas de 2x107 células de culturas
sanguineas e prociclicas, cultivadas em 20 mL de meio HMI-9 e centrifugadas a 3.000
rpm por 5 min. O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de tampao Cytomix (2 mM de
EGTA pH 7,6, 120 mM de KCI, 0,15 mM de CaClz, 10 mM de KaHPO4/KH2PO4, pH
7,6, 25 mM de HEPES pH 7,6, 5 mM de MgCl2.6H20, 0,5% de glicose, 100 pg/mL de
BSA, 1 mM de hipoxantina), seguido de uma etapa de centrifugacéo, sob a mesma
condicdo anterior. ApOs desprezar 0 sobrenadante, o sedimento foi entéo
ressuspendido em 1 mL de seu respectivo tampéo sendo transferido 450 pl para
cuveta de 0,4 mm, a qual continha 10 pg de DNA plasmidial previamente linearizado
por digestdo, sendo utilizada a enzima Not | para todas as construcdes derivadas do
plasmideo p2T7:177; e as enzimas Mef | e Xho | para as constru¢des no pC-PTP-Neo
e pC-PTP-Puro dos genes EIF4G5 e EIF4G5-IP, respectivamente. Para os controles
negativos foram adicionados apenas os parasitas em tampao, sem a presenca do
DNA.

As células foram submetidas a eletroporacdo em aparelho BioRad Gene Pulser I,
com um pulso elétrico de 1,5 kV com 25 pF. Apés o choque, foram transferidas para
a garrafa de cultura contendo 10 mL meio de cultura e incubados a 37 °C, 5% COz,
por 24h para recuperacao dos parasitas. Em seguida foi realizada a selecédo dos
transfectados, no qual o meio de cultura foi suplementado com os antibi6ticos
apropriados (Quadro 3). As culturas foram incubadas na estufa de CO2, até morte da
cultura controle e os transfectados alcancarem uma densidade celular suficiente para

um novo repasse (cerca de 12 dias).
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Quadro 3. Lista de antibi6ticos e suas respectivas concentracdes utilizadas neste trabalho
para selecdo de células sanguineas (BSF) de T. brucei.

Construgdes Antibi6ticos Concentragéo final
pC-PTP-Neo | Neomicina (G418 da Sigma®) 5 pg/mL
BSF | pC-PTP-Puro Puromicina (InvivoGen®) 0,2 pg/mL
p2T7:177 Fleomicina (InvivoGen®) 0,2 pg/ml

3.3 OBTENCAO DE EXTRATO PROTEICO TOTAL DE T. BRUCEI

A fim de avaliar a expressdo das proteinas fusionadas ao tag PTP (ProtC-TEV-
ProtA) contém dois dominios: proteina A proveniente de Staphylococcus aureus e um
dominio C derivada da vitamina K humana em substituicdo do peptideo calmodulina
(CBP), presentes nos vetores tradicionais de TAP-tag. Ambos o0s epitopos sao
separados por um sitio de clivagem para uma protease viral (Tobacco Etch Virus -
TEV) (Figural5) (Schimanski et al., 2005), foram feitos extratos proteicos das
linhagens transgénicas de T. brucei. Para isso, 30 mL de meio HMI-9 contendo cerca
de 1x10° células/mL de cada linhagem foram cultivadas até atingir a densidade de 106
células/mL. Em seguida foram centrifugados a 3.000 rpm, 4 °C, por 5 minutos e o
sedimentofoi ressuspendido em tampé&o de amostra para gel de SDS—-PAGE (10%
SDS, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 50% glicerol, azul de bromofenol, 50 pl/mL de 2-
mercaptoetanol), para concentracdo final de 5x10° células/uL. As amostras foram

entdo fervidas por 5 minutos e guardadas a -80°C.

ProtA
PTP tag ProtA

ProtiC TEV

C-terminal -:.

Figura 15. Estrutura do PTP-tag na extremidade C-terminal da proteina (19 kDa). Adaptado de
Gunzl; Schimanski ( 2009).
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3.4 OBTENCAO DE LISADO CELULAR DE T. BRUCEI

Para a obtencao da fracao citoplasmatica de células de T. brucei a ser usada na
etapa de purificacdo pelo tag PTP (19 KDa), um inéculo de 300 mL de meio HMI-9
contendo cerca de 5x10° células/mL foi cultivado por cerca de 48 horas.
Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugagdo a 3.000 rpm por 10
minutos, e lavadas com 2 mL de PBS suplementado com 10% de inibidor de protease
(Roche®), para obtencdo de um sedimento com de cerca de 108 parasitas. Em
seguida, estas células foram ressuspensas em 600 puL de tampéo de lise (20 mM de
HEPES-KOH pH 7,4/ 75 mM acetato de potassio/ 4mM de acetato de magnésio/ 2 mM
de DTT), suplementado com inibidores de protease (Roche®). Para a lise, as células
foram entdo submetidas a cavitagdo no Cell desruption vessels (caAmara de ruptura
celular) a uma pressao de 70 bar por 45 minutos, seguida de despressurizacao rapida.
Apés a retirada do material do aparelho, as amostras foram centrifugadas a 12000
rpm por 10 minutos, a 4°C, para remogéao dos restos celulares e o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80°C. Aliquotas foram separadas para analise da qualidade
dos lisados por Western-blot com anticorpo anti-proteina A (PAP soluble complex/
Sigma®).

3.5 ENSAIOS DE WESTERN BLOT

As amostras proteicas foram fracionadas em gel de SDS-PAGE 15% (5x10°
células/poco) e transferidas para membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore®). Ap6s
a transferéncia, a membrana foi bloqueada em solucéo de leite 5%/ TBS Tween-20
(20 Mm Tris, 500 Mm NaCl, Tween-20 0,05%, pH 7,5) por uma hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo comercial anti-
proteina A (PAP soluble complex/ Sigma®), na diluicdo de 1:5.000, ou anti-TbEIF4G5
na diluicdo de 1:500, em solugéo de leite 5% TBS Tween-20, durante 2 e 16 horas,
respectivamente. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes (10 minutos cada)
com TBS Tween-20 0,1% e incubada com o segundo anticorpo, anti-lgG de coelho
conjugado a peroxidase (Jackson Immunoresearch Laboratories), na mesma solugéo
gue a incubacéo anterior, durante uma hora, na concentracdo de 1:10.000. Apds mais
trés lavagens com TBS Tween-20 por 10 minutos, foi adicionada a membrana uma
solucdo para reacdo de quimioluminescéncia (luminol 1,2 mM diluido em Tris-HCI
0,1M, pH 8,5), adicionado de iodofenol (Sigma ®), diluido em DMSO (Dimetilsufoxido
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— Sigma®), em uma concentracgdo final de 0,4 mM e de peréxido de hidrogénio 0,03%
(Vetec®). Depois de incubada nessa mistura por 2 minutos, a membrana foi seca em
papel filtro e exposta a filme fotografico Kodak Biomax Light, revelado em uma solucéo
de Dektol 1:2 (Kodak®), por 3 minutos, e fixado em solucéo de acido acético, por cerca

de 2 minutos.

3.6 IMUNOPRECIPITACAO (PTP-TAG) E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As linhagens transgénicas expressando EIFAG5-PTP e EIF4G5-IP-PTP foram
submetidas a lise celular, em triplicata através de cavitacéo (descrito no item 4.4). Em
seguida, 60 pL da resina IgG Sepharose® 6 Fast Flow (GE Healthcare) foi lavada trés
vezes com tampao de lise e uma vez com PBS. Em seguida a resina foi incubada com
200 pL do lisado celular por 2 horas, a 4°C, sob leve agitacdo. Em seguida, o
sobrenadante foi separado e armazenado a -80°C (fracao depletada do lisado). Apos
isso, a resina foi lavada mais uma vez com tampéo de lise e duas vezes com 500 pL
de PBS, sendo ressuspensa em 15 L de PBS. Aliquotas com 10 pL dos produtos da
imunoprecipitacdo (IP) e do lisado depletado foram ressuspendidas em tampao de
amostra, fervidos por 5 minutos e fracionadas em gel SDS-PAGE 15%, para
realizacdo de ensaios de western blot, utilizando anticorpo comercial anti-proteina A.
Para o controle negativo da reacéo foi utilizado o mesmo procedimento a partir de um

lisado celular da linhagem selvagem 427.

Para espectrometria de massas, 65 uL das imunoprecipitacdes foi “empacotado”
(corrida do gel foi realizada em aproximadamente 15 minutos, apenas para as
amostras migrarem para o inicio do gel SDS-PAGE 15%). O gel foi corado com azul
de Coomassie Blue 250-R e depois descorado com etanol, e o pool de proteinas foi
excisado do gel. Cada amostra foi mantida separadamente em agua ultrapura e
enviado para a Plataforma Tecnoldgica de Espectrometria de Massas (RPT02H) do
Instituto Carlos Chagas - Fiocruz, Parana e analisado atraves de uma
nanocromatografia liquida acoplada a ionizacdo eletrospray e espectrometria de
massas sequencial (LC-ESI-MS/MS), utilizando o espectrébmetro de massas LTQ
Orbitrap XL ETD e o cromatografo nLC Easy 1000 (Thermo Scientific®).

A analise realizada pelo RPTO2H consiste em quatro passos. O primeiro envolve

a digestao das proteinas enviadas que estdo “empacotadas” em gel de poliacrilamida
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utilizando tripsina, clivando na sequéncia logo apos os residuos de arginina ou lisina.
O segundo consiste na purificacdo/dessalinacédo dos peptideos pré LC-MS/MS, para
remocao de sais remanescentes durante o preparo da amostra e que possam a vir
interferir na cromatografia e na espectrometria de massas, prejudicando assim a
andlise. A terceira etapa consiste na andlise de peptideos por nano cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massa. Por ultimo, ocorre a identificagéo e

guantificacdo automatica dos peptideos utilizando a plataforma MaxQuant.

3.7 RNA DE INTERFERENCIA E CURVAS DE CRESCIMENTO

Células da linhagem 90-13 foram transfectadas com o plasmideo p2T7:177, que
se integra na regido do mini-cromossomo sob controle de dois promotores T7 em
orientacao reversa regulados pela tetraciclina, permitindo a transcricdo de RNA dupla
fita do gene alvo, desencadeando assim a maquinaria de RNAI celular. Para o RNAI,
as células de T. brucei selecionadas com antibiético apropriado, foram entdo induzidas
com a adicao de tetraciclina 1 pg/mL ao meio de cultura. O efeito do fenétipo e do
crescimento celular foi analisado através de curvas de crescimento, por contagem
diaria do niumero de parasitas em camara de Neubauer. A expressao da proteina de
interesse foi analisada através de ensaios de Western blot, utilizando extratos
proteicos (item 4.3), de amostras coletadas ao longo das curvas das culturas controles
(- TET) e induzidas (+ TET).

3.8 ENSAIO IN VITRO DE INTERAC}AO PROTEICA
3.8.1 Expressdao de proteinas recombinantes

Para a expressao das proteinas recombinantes fusionadas a proteina Glutationa
S-transferase (GST), o vetor de expressao procaridtico pGEX4T3, contendo os
fragmentos génicos das proteinas de interesse (EIF4E6, EIF4G5 e EIF4G5-IP) foram
transformados em cepas de células BL21 star (Invitrogen®) de E. coli através de
transformacdo por choque térmico. Para a transformacdo, as bactérias foram
incubadas por 30 minutos a 4° C, seguidas de choque térmico a 37°C por 5 minutos,
com subsequente semeio das células transformadas em placa de Petri contendo meio
Agar LB (Luria-Bertani) solido na presenca de ampicilina (100 ug/uL) e incubadas a

37°C por 18 horas. As colbnias obtidas foram inoculadas em 20 mL de meio LB liquido
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contendo antibidtico, como descrito anteriormente, e foram crescidas a 37°C sob
agitacdo de 180 rpm por 18 horas. Para inducdo da expressdo das proteinas
recombinantes, aliquotas de 10 mL das culturas crescidas foram inoculadas em 500
mL de meio LB com antibiético e crescidas a 37°C sob agitacdo de 180 rpm e o
crescimento bacteriano foi acompanhado pela leitura em espectrofotometro (a 600
nm) até atingir uma densidade 6tica (D.O.) entre 0,5 ou 0,8, dependendo da proteina
a ser expressa. Em seguida foi adicionado o indutor de sintese de proteinas, IPTG
(isopropil-B-D-tio-galactosideo - Sigma®), na concentracéo final de 0,1 mM e a cultura
permaneceu sob agitacdo por 4 horas a 30°C (D.O. de 0,5) ou 1 hora (D.O. de 0,8).
Aliquotas pré e pos IPTG foram retiradas para a visualizagdo das expressfes das
proteinas através de eletroforese em gel de SDS-PAGE.

3.8.2 Purificagéo e dialise de proteinas recombinantes

Culturas bacterianas de 500 mL, ap6s inducdo com IPTG, foram centrifugadas
a 10.000 rpm durante 10 minutos e o sedimento bacteriano obtido ressupenso em
20mL de PBS, acrescido de inibidor de protease livre de EDTA, de acordo com as
instrucbes do fabricante (Roche). Em seguida, a lise das bactérias foi realizada
através de ultra-sonicacédo (6 pulsos de 30 segundos com intervalos de 1 minuto), com
posterior adicdo de 1% de Triton-X e centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante apos lise foi incubado com 300 pL de resina Glutationa sefarose
(Biosciences®) previamente equilibrada em PBS, apos trés lavagens de 10 mL cada.
A incubacdo foi realizada por 1 hora, a 4°C, sob leve agitacdo. Apés a incubacao, foi
realizada uma centrifugacao de 5.000 rpm por 1 minuto, descartado o sobrenadante,
e a resina lavada trés vezes com 1 mL de PBS. Em seguida as proteinas
recombinantes foram eluidas por 30 minutos com 500 uL de uma solucdo 50mM de
glutationa reduzida em Tris-HCI pH 8,0, seguida de uma segunda eluicdo com a
mesma solugédo, poréem em Tris-HCI pH 9,0, também por 30 minutos. Em seguida
foram adicionados 200 uL de PBS a resina e as amostras congeladas a —80°C. Para
analise inicial, a cada 15 pL de cada eluato e da resina foi acrescido igual volume de
tampéo de gel de eletroforese de proteinas, e 15 pL de cada mistura foram fracionados
em SDS-PAGE e visualizados ap0s coloracdo com azul de Coomassie R-250 para

verificar a eficiéncia da purificacao.

As eluicbes que apresentaram maior rendimento e pureza foram selecionadas
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para didlises. Esta etapa se iniciou com a transferéncia dos 500 puL dos eluatos para
sacos de dialise de 6 mm de didmetro (Sigma®) previamente hidratados em agua
MilliQ® por pelo menos 30minutos. As membranas com eluatos foram colocadas em
700 mL de tampéao de dialise (44 mM de Na2HPOa4; 5,2 mM NaH2PO4, 50 mM de NacCl,
5 % de glicerol; 0,1 % TritonX-100), e mantidas sob leve agitacédo por 6 horas a 4°C,
sendo o tampao trocado a cada intervalo de duas horas. As proteinas dialisadas foram
analisadas em gel SDS-PAGE, sendo a quantificacdo das mesmas realizadas atraves
da comparacdo da intensidade das bandas de uma diluicdo seriada das proteinas

recombinantes com uma curva de concentragdes definidas de BSA.

3.8.3 Transcri¢édo e traducao in vitro

Para a transcricdo in vitro foram utilizadas as constru¢cdes contendo os genes
EIF4AG5 e EIF4E6 clonados no vetor pET21a. Para a reacdo de transcricao foram
utilizados 3 ug de DNA plasmidial linearizado na regido 3’ do gene (com a enzima Not
| para o EIF4G5 e Xhol para EIF4E6), na presenca de tampéao de transcri¢cao (40 mM
Tris pH 8,0, 15 mM MgCI2), NTPs (4 mM de ATP, CTP e UTP, cada; 0,4 mM de GTP;
todos da GE Healthcare), 0,5 mM de m7-GTP (New England Biolabs®), 10 mM DTT,
30 U de inibidor de RNAse (Promega®), 10 U de T7 RNA polimerase e &agua
deionizada, tratada com DEPC, num volume final de 50 uL. A reacgao foi incubada por
2 horas a 37°C , sendo que apo6s os 30 minutos iniciais foi adicionado GTP para uma
concentracéo final de 1 mM. Apds mais 30 minutos de reacéo foi adicionado 2,5 U de
T7 RNA polimerase. Ao término das reagdes de transcricdo, 1 uL de cada transcrito
foi analisado em gel de agarose 1%.

Os mRNAs sintéticos obtidos foram precipitados com NaCl 3 M e 2,5 volumes de
etanol 100%, centrifugados, e o sedimento ressupenso em agua deionizada tratada
com DEPC. Aliquotas correspondentes a 1 yL dos RNAs, diluidos de 1:5 e 1:10 foram
traduzidos em sistema de lisado de reticuldcito de coelho (RRL) suplementado com
metionina marcada radioativamente com S (10uCi/ pL), de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Promega®). As reac¢des de traducao foram realizadas
na temperatura de 30°C, durante 90 minutos. Apds a traducgao, aliquotas de 5 uL de
cada amostra foram acrescidas de tampao de amostra para gel SDS-PAGE, e
submetidas a migracéo por eletroforese. Apds a migracao, o gel foi corado com azul
de Coomassie R-250 (Sigma®) e submetido a secagem em papel de filtro a 70°C,

durante uma hora, sob vacuo. Para visualizacdo das proteinas recombinantes
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marcadas com 3°S, o gel foi exposto a um filme de autorradiografia Hyperfiime MP
Amersham (GE Healthcare®) e revelada com Dektol 1:1 (Kodak®).

3.8.4 Ensaios de interacao proteina-proteina (pull-down)

Para os ensaios de pull-down, a resina Glutationa Sefarose 4B foi previamente
equilibrada com tampéao de ligagcdo BB3 (100 mM KCI, 1 mM MgClz, 50 mM Hepes pH
7,2, 0,2% NP-40, 5% glicerol) e bloqueada com 10 ug/uL de BSA para evitar ligacbes
inespecificas. Para cada ensaio, 10 pL da resina bloqueada foi incubada com 2 ug
das proteinas recombinantes e com seus possiveis parceiros marcados com 3°S
(obtidos por traducéo in vitro utilizando construcdes plasmidiais do pET21a) em um
volume final de 200 pL (em tampdao), durante 1h sob agitacdo constante a 4°C. A
resina foi lavada duas vezes com tampao BB3 e incubadas com 5 pL das proteinas
radioativas num volume final de 200 pL (em tampéo), durante duas horas, sob
agitacdo constante a 4°C. ApOs trés lavagens com 500 pL de tampdo BB3, as
proteinas ligadas a resina foram eluidas com 35 pL de tampdo de amostra e
analisadas em gel SDS-PAGE 15%. Os géis foram corados com azul de Coomassie
R-250, para visualizacdo das proteinas recombinantes, e submetidos a
autorradiografia para visualizacdo das proteinas radioativas marcadas com 3°S

(Dhalia et al., 2005), verificando a associa¢do ou ndo das proteinas avaliadas.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISE DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DE PROTEINAS ENDOGENA

Em um primeiro momento buscou-se confirmar a presenca do complexo
EIF4EG6/EIFAGS5/EIFAG5-IP em diferentes fases do ciclo de vida de T. brucei. Para isso
extratos de T. brucei de ambas as fases do parasita de culturas nas fases prociclica
(forma presente no vetor inseto) e sanguinea (presente no hospedeiro vertebrado),
foram testados em ensaio de western blot utilizando o soro policlonal anti-EIF4G5,
purificado por imunoadsorgcdo. Foram utilizados extratos celulares de T. brucei
contendo 5x108 e 1x107 células/poco. O resultado obtido (Figura 16) mostra que a
proteina EIFAG5 (85 kDa) é expressa em niveis semelhantes nas duas fases de vida
do parasita. A presenca do EIF4G5 nestas duas fases pode ser um indicio inicial que
o complexo também esteja presente durante todo o ciclo de vida de T. brucei. Vale
salientar que a falta de anticorpos eficientes contra as proteinas EIF4E6 e EIF4G5-IP

impossibilitaram a realizacéo da avaliagdo dos mesmos.

PCF - 427 BSF - 427

5x10° 1x107 5x10° 1x107

100kDa

80 kDa Anti-G5

Figura 16. Western blot mostrando, nas diferentes concentracdes dos extratos proteicos, a
presenca da proteina EIF4G5 na fase prociclica e sanguinea de T. brucei.
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4.2 IDENTIFICAC}AO DE COMPLEXOS ENVOLVENDO OS HOMOLOGOS EIF4G5
E EIF4G5-IP
4.2.1 Subclonagem do gene EIF4G5 no vetor pC-PTP-Puro

Para possibilitar a execucdo de ensaios in vivo de imunoprecipitacdo e confirmar
a composicao do complexo alvo desse estudo em células sanguineas de T. brucei, foi
necessario antes a subclonagem do gene EIF4G5 no vetor pC-PTP-Puro (Schimanski
et al., 2005) utilizando as enzimas de restricdo Not | e Kpn I. Esse vetor permite a
expressao das proteinas de interesse fusionadas ao peptideo de purificacdo PTP. A
figura 17 A mostra o inserto com tamanho preditos de 1980 pb apds a digestdo com
as enzimas de restricdo cujos sitios flanqueiam os genes de interesse. As
subclonagens foram confirmadas utilizando as enzimas BstB I/ Nde | (Figura 17 B),
liberando os fragmentos com tamanhos preditos. Para o controle da reacdo foi
utilizado a construcdo do vetor pC-PTP-Puro contendo o gene EIF4E2, da qual o vetor
pC-PTP-Puro digerido foi obtido. Ap6s a confirmacdo de que os insertos foram
adequadamente subclonados no vetor de expresséo, foi dada a continuidade do

trabalho realizando transfec¢cdes para obtencédo de linhagens transgénicas de T.

brucei.
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Figura 17. Confirmacé&o da construcdo plasmidial no vetor pC-PTP-Puro. Gel de agarose 1% ap0s
eletroforese. (A) mostra o produto da digestdo de minipreparacédo de DNA plasmidial EIF4G5 pC-PTP-
Neo com enzimas especificas Not I/ Kpn | para obtencéo do inserto EIF4G5 (1980 pb). (B) mostra as
digestdes enzimaticas das minipreparacdes com as enzimas BstB I/ Nde |, que possui sitio interno de
clivagem para a enzima Nde | (M) marcador de peso molecular utilizado 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen
®).
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4.2.2 Analises da expresséo de proteinas fusionadas ao PTP-tag

Inicialmente a linhagem selvagem 427 de T. brucei foi modificada a fim de obter a
expressao das proteinas de interesse, EIFAG5 e EIF4G5-IP, fusionadas ao tag do PTP
(19 kDa). Para a modificacdo desejada, as células de T. brucei na fase exponencial
foram transfectadas com constru¢des plasmidiais, derivadas do pC-PTP-Neo para
substituicdo da primeira cdpia do gene e selecionadas com neomicina. Posteriormente
extratos celulares, foram preparados, fracionados em gel SDS-PAGE e avaliados por
Western blot utilizando um anticorpo contra a proteina A do tag PTP, anti-Prot A
(Sigma®), com o intuito de verificar a expressao das proteinas nos tamanhos preditos,
sendo de aproximadamente 89 kDa para a linhagem EIF4G5-IP +/PTP e com ~104
kDa para EIF4G5 +/PTP (Figura 18). Em seguida essas células foram submetidas a
uma nova transfeccdo com o vetor pC-PTP-Puro para substituicdo da outra cépia
selvagem do gene. Vale salientar que que foram realizadas varias tentativas de
transfeccOes, embora mal sucedidas, para obtencao da linhagem EIF4E6 +/PTP.

Para as células transgénicas 90-13 de T. brucei utilizada em ensaios de RNAI, foi
utilizada uma outra estratégia de transfeccdo. Neste caso apena para a proteina
EIF4G5-IP, para qual ndo dispinhamos de soro policlonal especifico, as células de T.
brucei foram submetidas a transfeccdo com o plasmideo pC-PTP-Puro, substituindo
uma das copias do gene. Este plasmideo foi escolhido devido a resisténcia da
linhagem a neomicina e higromicina, devido a expressao constitutiva do gene da T7
RNA polimerase e o repressor da tetraciclina respectivamente. Apds a confirmacéo
da expressao foram entdo, submetidas a uma nova transfeccdo com o plasmideo de

RNAi (p2T7:177).

Figura 18. Western blot para a confirmacao da expressédo das proteinas EIF4G5-IP e EIF4G5 nas
células transfectadas com o PTP- tag derivadas da linhagem 427. Como controles foram utilizadas
linhagens selvagens 427 e 90-13 de células sanguineas. O anticorpo monoclonal comercial anti-
proteina A da marca Sigma® diluido 1:10.000 reconheceu cada proteina nos seus tamanhos
esperados.
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4.2.3 Imunoprecipitacdo de proteinas fusionadas ao PTP-tag

Posteriormente a confirmacgéo da expressao das proteinas de interesse fusionada
ao tag PTP, prosseguiu-se com o objetivo de identificar se o0 complexo formado pelas
proteinas EIF4E6/EIFAG5/EIF4G5-IP identificado na linhagem prociclica de T. brucei
também estaria presente na fase sanguinea. Para isso, primeiramente foram
produzidos lisados celulares, em triplicata, para a obtengdo da fragéo citoplasmética,
a partir de culturas derivadas da linhagem 427, expressando as proteinas de interesse
fusionadas ao tag, EIFAG5-IP PTP/PTP e EIFAG5-IP PTP/PTP. Estes lisados por sua
vez foram fracionados em SDS-PAGE para avaliar a susceptibilidade destas proteinas
a eventos de degradacao durante o processo de lise (Figura 19). Uma vez confirmado
a integridade das proteinas prosseguiu-se com a etapa de imunoprecipitacdo. Essa
técnica ja é bem utilizada para o isolamento de complexos proteicos para posterior
identificacdo de suas proteinas co-purificadas, através do uso da espectrometria de

massas.
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Figura 19. Lisados contendo EIF4G5-IP PTP/PTP e EIF4AG5 PTP/PTP. Western blot para a
confirmagédo da integridade da proteina EIF4G5-IP PTP/PTP (A) e EIF4AG5 PTP/PTP (B) na fragao
citoplasmatica dos lisados celulares. A deteccdo da chaperona BiP e da proteina EIF4AIl, ambas de
expressao constitutiva e citoplasmatica, foi utilizada como controle de carga respectivamente.

Durante o ensaio, aliquotas da resina (Imunoprecipitado — IP) juntamente com o
lisado total e os lisados obtidos apds o ensaio (lisados depletados) foram utilizadas
para a realizacdo de Western-blot para deteccao das proteinas marcadas com o
epitopo PTP. O lisado da linhagem selvagem 427 de T. brucei (WT) foi utilizado como
controle negativo. A figura 20 mostra o produto deste ensaio pelo qual podemos
verificar a presenca das proteinas expressas, na amostra dos lisados celulares, a
quase auséncia total dessas mesmas proteinas nas fragdes depletadas e presenca
das mesmas nos imunoprecipitados (IP), mostrando a capacidade que essas
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proteinas, através do tag adicionado, tem de se ligar a resina.

427 EIF4G5-P PTPIPTP EIF4GS5 PTP/PTP
P Lisado Doplthdo w

Usado Depletado P Uisado Depletado

97kDa €

Figura 20. Ensaio de Western blot de imunoprecipitacdes das proteinas EIF4G5- IP PTP/PTP e
EIF4G5 PTP/PTP. Como controle negativo foi utilizada a linhagem selvagem 427.

4.2.4 Identificacdo de parceiros através da espectrometria de massas

Em posse dos dados brutos enviados pelo Plataforma Tecnologica de
Espectrometria de Massas, foi realizada a identificacdo dos peptideos que
copurificaram com as amostras de interesse enviadas. Para identificacdo foi baseada
na sequéncia proteica de T. brucei depositada em um banco de dados online (T. brucei
brucei TREU927, 2018, disponivel no TriTrypDB).

A andlise dos valores fornecidos consistiu em utilizar o valor da média da
intensidade (Intensity) das triplicatas técnicas das amostras de interesse EIF4G5 e
EIF4G5-IP, em comparacdo com as do controle (linhagem selvagem 427), gerando
assim uma razao que reflete de forma quantitativa a abundancia das proteinas que
copurificaram com cada amostra analisada. Entretanto, para uma andlise mais
refinada foi realizado uma nova filtragem dos dados primarios de intensidade obtidos
através da transformacéo logaritmica na base 2.

As tabelas 1 e 2 mostram as proteinas que apresentaram maior abundancia ao
copurificar com as proteinas EIF4G5 e EIF4G5-IP respectivamente, utilizando como
parametro o valor do log da intensidade maior ou igual a 3. Pode-se observar através
desses dados a presenca das proteinas associadas a proteina alvo, formando in vivo
o complexo do tipo elF4F ja conhecido (EIF4AE6/EIFAG5/EIF4G5-IP). Vale ressaltar
gue nenhum outro homoélogo dos fatores de iniciacdo da traducao foi identificado na
analise, confirmando a especificidade do ensaio e a integridade do complexo. Além
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disso foram identificadas proteinas envolvidas com a formacdo flagelar, no
metabolismo celular e no metabolismo de mMRNA de tripanossomatideos (MKT1).
Chama a atencéo a copurificacdo exclusivamente com o EIF4G5-IP de uma proteina
com dominio CYTH, dominio este encontrado também em uma proteina relacionada
com a maturacdo do cap em tripanossomatideos, e duas proteinas anotadas como

“hipotéticas”. Sendo a Th927.6.2210, uma proteina de ligagcdo ao mRNA.
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Tabela 1. Principais peptideos identificados pela técnica de espectrometria de massas
associados a proteina EIF4G5. Os resultados foram divididos em ndmero de acesso (T. brucei 927
(www.tritrypdb.orq)), identidade, fungcdo molecular e média dos valores de intensidade usando o Log2
e a média de peptideos encontrados em cada uma das proteinas envolvidas.

EIFAG5-PTP (Th927.8.4500)
N° de acesso do Identidade Funcéo Média | Média do
gene intensity n°de
(Log 2) | peptideos
>3,0
Fatores de Iniciacdo da traducéo
Th927.11.14590 EIFAG5-IP Proteina de interacéo 26,56 63,33
com o EIF4G5
Tb927.7.1670 EIF4E6 Fator de iniciacdo da 23,32 50
traducao
Th927.8.4500 EIFAG5 Fator de iniciacdo da 7,63 15,83
traducao
Relacionadas ao mRNA
Th927.6.4770 Proteina MKT1 | Proteina de ligacdo ao | 20,84 23,33
MRNA
Proteinas de metabolismo
Th927.1.3830 | Glicose-6-fosfato | Proteina envolvida na | 26,33 50,67
isomerase via glicolitica
Th927.4.2450 Proteina Proteina envolvida nos | 24,54 60
Dissulfato processos de
isomerasel oxirreducao
Th927.11.900 Isocitrato Proteina envolvida nos | 24,39 34
desidrogenase processos de
oxirreducao
Th927.9.8720 Frutose-1,6- Atividade de fosfatase | 21,75 14
bifosfatase
Th927.11.7380 | Glicose-3-fosfato | Proteina envolvida nos | 7,89 12,38
desidrogenase processos de
oxirreducao
Relacionadas a funcéao flagelar
Th927.10.11300 Proteina da Proteina constituinte 22,93 13,67
haste da haste paraflagelar
paraflagelar
Th927.4.3740 | Proteina da zona | Proteina constituinte 23,71 10
de fixacao do da zona de fixacéo do
flagelo 1 flagelo
Th927.1.4310 | Proteina da zona | Proteina constituinte 21,79 13,33
de fixacdo do da zona de fixacéo do
flagelo 2 flagelo
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Tabela 2. Principais peptideos identificados pela técnica de espectrometria de massas
associados a proteina EIF4G5-IP. Os resultados foram divididos em nimero de acesso (T. brucei 927
(www.tritrypdb.orq)), identidade, fungcdo molecular e média dos valores de intensidade usando o Log2
e a média de peptideos encontrados em cada uma das proteinas envolvidas.

EIF4G5- IP-PTP (Th927.11.14590)
N° de acesso do Identidade Funcéo Média Média
gene Intensity N° de
(Log 2) | peptideos
>3,0
Fatores de Iniciacao da traducéo
Th927.7.1670 EIF4E6 Fator de iniciacdo da 23,30 30,33
traducao
Tbh927.11.14590 EIF4G5-IP Proteina de interacdo 22,06 23,67
com o EIF4G5
Th927.8.4500 EIF4AG5 Fator de iniciagéo da 7,85 5,83
traducao
Relacionadas ao mRNA
Th927.6.4770 Proteina MKT1 | Proteina de ligacdo ao 23,78 17,33
MRNA
Th927.10.15330 Proteina - 3,60 4,25
dominio CYTH
Proteinas de metabolismo
Th927.4.2450 Proteina Proteina envolvida nos 24,54 30,33
dissulfato processos de
isomerase 1 oxirreducao
Th927.1.3830 Glicose-6- Proteina envolvida na 24,48 20,67
fosfato via glicolitica
iIsomerase
Th927.11.900 Isocitrato Proteina envolvida nos 19,67 4
desidrogenase processos de
oxirreducao
Th927.9.8720 Frutose-1,6- Atividade de fosfatase 16,37 4
bifosfatase
Relacionadas a funcéo flagelar
Tbh927.10.11300 Proteina da Proteina constituinte da | 22,93 7,33
haste haste paraflagelar
paraflagelar
Th927.1.4310 Proteina da Proteina constiituinte 19,17 4
zona de fixagcédo | da zona de fixagao do
do flagelo 2 flagelo
Th927.6.2210 Proteina Proteina de ligacao ao 18,01 4
hipotética MRNA
Th927.11.2540 Proteina Proteina do axonema 17,95 4
hipotética
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4.3 ANALISE DO EFEITO DA DEPLECAO DO EIF4G5-IP E EIFAG5 POR RNA DE
INTERFERENCIA

Para andlise da viabilidade celular, na auséncia das proteinas de uma das copias
enddgenas do EIF4G5-IP +/PTP e do EIF4GS5 foi utilizada a técnica de RNAI. As
células 90-13 transfectadas foram induzidas por tetraciclina. O crescimento celular
tanto das culturas induzidas (+TET), quanto das culturas ndo induzidas (-TET), foram
monitoradas por cinco dias. As culturas EIF4AG5-IP e EIF4G5 apresentaram uma
pequena diminuicdo do crescimento celular muito embora a analise do nivel de
expressao dessas proteinas se manteve inalteradas ao comparar com as culturas ndo
induzidas indicando que as deple¢des induzidas pelo RNAI ndo foram satisfatérias
(Figura 21). Vale salientar que com a falta de anticorpos eficientes contra a proteina
enddgena, o EIF4G5-IP, as andlises de expressao foram detectadas utilizando um

anticorpo contra o tag PTP.
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Figura 21. Western blot a partir de culturade T. brucei 90-13 de RNAi induzidas. Mostrando o nivel
de expressao a proteina EIFAG5-IP (A) e EIF4AG5 (B).
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4.4 IDENTIFICACAO DOS SITIOS DE INTERACAO ENTRE AS PROTEINAS DO
COMPLEXO EIF4E6/ EIF4G5 E EIFAG5-IP

Uma outra etapa deste trabalho consistiu em analisar in vitro a interacdo entre as
principais proteinas formadoras do complexo e para isso, foram usados dois conjuntos
distintos de interacdes, o primeiro envolvendo as proteinas selvagens e o segundo
envolvendo proteinas contendo residuos selecionados de aminoacidos mutados.
Estes aminoacidos foram identificados previamente através do alinhamento no Clustal
W das sequéncias das proteinas EIFAE6 e EIFAG5 de diferentes espécies de
tripanossomatideos, levando a identificacdo de motivos que poderiam estar

envolvidos na interacdo com parceiros funcionais (Figura 22).
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Figura 22. Andlise in silico dos provaveis motivos responsaveis pelas interacdes EIF4E6 e
EIF4G5. Mostrando o alinhamento realizado nas diferentes espécies de tripanossomatideos. As setas
juntas indicam os residuos os que foram mutados.

Para os ensaios de interacdo previstos, as proteinas do estudo, EIF4E6, EIF4G5
e EIF4G5-IP, fusionadas com Glutationa S-transferase (GST) foram expressas,
dialisadas e testadas em relacdo a sua capacidade de interagir com seus parceiros
selvagens (EIF4AE6wT e EIF4G5wT) € mutantes (EIF4AE6wasa, EIFAE6Hs14, EIF4G5vyss-
g7aa € EIFAG5ero1-92aa), marcados radioativamente (3°S). A Figura 23 ilustra os pares

de proteinas que foram avaliados neste trabalho.
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Figura 23. Esquema simplificado das interagdes investigadas neste trabalho. O esquema mostra
as proteinas recombinantes fusionadas a GST e seus possiveis parceiros marcados com 35S. Para
controle negativo da reacgéo foi utilizado a proteina recombinante EIF4ES5.

4.4.1 Expresséo e purificagcdo de proteinas recombinantes

Nesta etapa foram utilizadas as diferentes construcdes contendo 0s genes
EIF4G5, EIF4G5-IP, EIF4EG6 e EIF4ES clonados no plasmideo pGEX4T3 e expressas
em Escherichia coli como proteinas recombinantes fusionadas a GST. A Figura 24A
mostra a expressao das proteinas que foram utilizadas como controle no ensaio de
interacdo, GST (26 KDa) e EIF4E5 (~ 48 KDa), além das proteinas alvos EIF4AEG5
(110 KDa), EIF4G5-IP (96 KDa) e EIF4E6 (~47 KDa), todas estando com seu
respectivo peso molecular predito. Uma vez expressas, essas proteinas foram
purificadas, utilizando uma resina de Glutationa Sefarose 4B, dialisadas e submetidas
a migracdo em gel SDS-PAGE para a realizacéo de sua quantificacéo, através de uma
curva de BSA de concentragdes conhecidas, além verificar a integridade das mesmas
(Figura 24 B).
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Figura 24. Gel SDS PAGE 15% mostrando a integridade das proteinas expressas e dialisadas
fusionadas a GST. (A) Para a indugdo das proteinas recombinantes foi adicionada a cultura bacteriana
0 IPTG (P6s). Como controle, foram crescidas as culturas sob a mesma condigdo sem a presenca do
indutor (Pré). (B) As proteinas recombinantes foram dialisadas e aliquotas nas concentracdes de 1:2 e
1:4 foram quantificadas a partir de uma curva de BSA de concentragdes conhecidas.
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4.4.2 Transcrigdo e tradugéo in vitro dos genes EIF4EG6 e EIF4G5

Para obtencéo das proteinas radioativas, foi necessario primeiramente a obtencao
de mRNASs por transcrigdo in vitro a partir dos genes EIF4E6 (EIF4E6 selvagem e
mutantes, W43A e H51A) e EIFAG5 (EIF4G5 selvagem e mutantes VY86-87AA e
EF91-92AA). Estes mRNAs sintéticos obtidos foram analisados em gel de agarose

para verificacdo de sua integridade (Figura 25).

Figura 25. Transcricdo in vitro. Gel de agarose a 1% mostrando os mRNAs sintéticos selvagens (WT)
e mutantes provenientes da transcri¢do in vitro dos genes EIF4E6 e EIFAG5 no plasmideo pET21a.

Subsequentemente esse mMRNAs foram traduzidos in vitro, em pequena escala,
no sistema de traducéo de lisado de reticulécito de coelho permitindo a obtencéo das
proteinas radioativas visualizadas em autorradiografia (Figura 26). Uma vez
confirmado a eficiéncia de traducéo de todas as proteinas de interesse, selvagem e
mutantes, seguiu-se com a traducdo em larga escala, para posteriormente serem

utilizadas no ensaio de interagcdo com as proteinas recombinantes.
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Figura 26. Traducdo in vitro. Expressao das proteinas marcadas radioativamente (3°S) em diferentes
concentracbes (1:5 e 1:10) submetidas a exposi¢cdo em filme autorradiografico. Foi utilizado como
controle o RNA de Luciferase.

4.4.3 Ensaios de interacdo proteina-proteina para investigar as interacdes entre
o0 EIF4EG, EIF4AGS5 e EIF4G5-IP.

O primeiro ensaio de interacao proteina-proteina (pull down) buscou investigar as
proteinas EIF4E6 e EIFAG5-IP fusionadas a GST, que foram imobilizadas na resina
Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubadas com a proteina EIF4G5 marcadas
com 35S, Apds a incubacgdo a resina obtida foi lavada para remocédo de interacdes
inespecificas e as proteinas retidas foram analisadas em SDS-PAGE. Apenas no caso
de interacdes especificas, entre as proteinas com GST e aquela marcada com %°S, as
proteinas radioativas seriam detectadas nos poc¢os contendo a resina. As proteinas
GST e a EIF4ES foram incubadas com as radioativas para serem utilizadas como

controles negativos, a fim de descartar qualquer interagédo inespecifica.

A figura 27 mostra dois conjuntos de interagdes envolvendo a proteina EIF4G5. O
primeiro conjunto retrata as interagbes envolvendo as proteinas selvagens e é
possivel observar a interacéo entre EIF4AG5/EIF4AE6wT e a auséncia de interacdo entre
as proteinas EIF4AG5/EIF4G5-IPwt. Pode observar também a especificidade das
interacdes obtidas uma vez que a proteina, EIF4G5, ndo consegue interagir nem com
a GST, nem com o outro homdélogo do EIF4E testado, o EIF4E5. O segundo conjunto

de resultados procurou investigar os motivos que estariam envolvidos nessa
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interacao, utilizando as proteinas EIF4G5 mutadas (VY86-87AA e EF91-92AA). Foi
possivel observar que apenas a mutacdo dupla EF91-92AA é capaz de desligar a
ligacdo do EIF4G5 ao EIF4E6 indicando que estes residuos possam fazer parte do

sitio de interacdo entre as mesmas.
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Figura 27. Andlise de interacdo da proteina EIF4G5. As diferentes proteinas recombinantes foram
incubadas com as proteinas selvagens (WT) e mutantes marcadas radioativamente. (A) O input
proveniente da traducdo in vitro e as proteinas recombinantes utilizadas foram submetidas a migracao
em gel de SDS-PAGE 20% e corado com azul de Coomassie. (B) Filme autorradiografico apds 48 horas
de exposi¢cdo mostrando a capacidade que as proteinas tém de interagir in vitro. Em destaque
(vermelho) mostra a interagdo entre as proteinas EIFAG5/EIF4AE6, e em azul o mostrando que a
mutagéo EIF4AG5 ero1-92a4 fOi capaz de remover a interagéo com seu parceiro EIF4E6.

No segundo ensaio, procurou-se investigar a proteina EIF4E6 e para isso as
proteinas EIF4G5 e EIF4G5-IP fusionadas a GST foram imobilizadas na resina
Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubadas com a proteina EIF4E6, marcada
com 3°S. O experimento seguiu com as mesmas condicdes anteriormente relatadas.
As proteinas GST e a EIF4E5 também foram incubadas com as radioativas para
serem utilizadas como controles negativos. A figura 28 mostra, primeiro o conjunto
das intera¢cfes envolvendo a proteina EIFAE6wT e é possivel observar a interagcdo da

mesma com as duas proteinas, EIF4G5wr e EIFAG5-IPwrT, além de reportar a auséncia
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de interacdes com as proteinas GST e EIF4E5. O segundo conjunto de resultados,
seguiu procurando investigar os motivos que estariam envolvidos nessas interagoes,
utilizando as proteinas EIF4E6 mutadas (W42A e H51A), e foi demonstrado que
nenhuma dessas mutacdes testadas foram capazes de interferir com a interacdo das
proteinas testadas (EIF4G5 e EIF4G5-IP), mostrando ndo ser o sitio de interacédo

entre as mesmas.

Figura 28. Andlise de interacé@o da proteina EIF4E6. As diferentes proteinas recombinantes foram
incubadas com as proteinas selvagens (WT) e mutantes marcadas radioativamente. (A) O input
proveniente da traducéo in vitro e as proteinas recombinantes utilizadas foram submetidas a migragéo
em gel de SDS-PAGE 20% e corado com azul de Coomassie. (B) Filme autorradiogréafico apds 48
horas de exposi¢cdo mostrando a capacidade que as proteinas tém de interagir in vitro. Em destaque
(vermelho) mostra a interagéo entre as proteinas EIF4E6/EIFAGS5 e EIFAE6/EIF4G5-IP. Nenhuma das
mutag0Oes testadas foi capaz de interromper a ligagdo dessas proteinas.

Por fim, buscando-se investigar um pouco mais sobre as interacées envolvendo a
proteina EIF4G5-1Pwr, foi utilizada a estratégia de pull down triplo. O primeiro bloco
de interacdes triplas consistiu em verificar a capacidade que a proteina radiativa
EIF4G5 tem em interagir com a proteina EIF4G5-IP, na presenca de outra proteina
radiativa parceira, EIFAE6. Para isso a proteina EIF4G5-IP fusionadas a GST foi
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imobilizada na resina Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubadas ao mesmo
tempo com as proteinas EIF4G5 e EIF4E6 marcadas radiativamente. O segundo bloco
de interac®es triplas consistiu em modificar apenas as proteinas alvos radioativas,
sendo utilizado a proteinas EIF4E6 wt e o EIF4AG5 mutado (EF91-92AA), que como
demonstrado no ensaio anterior ndo possui a capacidade de interagir com a outra
proteina radioativa do teste, no intuito de verificar o seu perfil interacdo com a EIF4G5-
IP. Foi possivel observar (Figura 29) que o EIF4G5wt mesmo na presenca de seu
parceiro, EIF4E6, ndo foi capaz de interagir com a proteina EIF4G5-IP. E que no
ensaio envolvendo a mutacdo, apenas a proteina EIF4E6 possui a capacidade de
ligagdo com a EIF4G5-IP. Como controle foi utilizado apenas a proteina radiativa

mutada, que como mostrado anteriormente ndo se liga ao EIF4G5-IP.
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Figura 29. Analise de interagdo envolvendo a proteina EIF4G5-IP. A proteina recombinante EIF4G5-
IP foi incubadas com as proteinas selvagens EIFAE6 WT/EIFAG5 WT e EIF4E6 WT/EIFAG5 EF 01-9244.N0
ensaio de pull down triplo. Como controle foi utilizado o ensaio do EIF4G5 er 919224 CONtra a
recombinante EIF4G5-IP. (A) O input proveniente da tradugéo in vitro e as proteinas recombinantes
utilizadas foram submetidas a migracdo em gel de SDS-PAGE 20% e corado com azul de Coomassie.
(B) Filme autorradiogréafico apds 48 horas de exposi¢cdo mostrando (vermelho) que apenas a proteina
EIF4E6 WT é capaz de interagir com a proteina EIFAG5-IP.
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5 DISCUSSAO

Os tripanossomatideos apresentam caracteristicas peculiares referentes a sua
biologia molecular e regulacdo de seus genes. Diferente do que ocorre nos demais
eucariotos, os mecanismos moleculares associados a regulacédo da expressao génica
sao influenciados pés-transcricionalmente, pelos niveis dos mMRNAs (processamento,
estabilidade e degradacédo) e pela interagdo entre os elementos que participam do
processo de traducgéo (Clayton; Shapira, 2007; Inoue et al., 2014; Singh et al., 2018).

Em eucariotos, a etapa de iniciagdo da traducédo € critica e varios fatores estédo
envolvidos, dentre eles o complexo heterotrimérico elF4F (elF4A, elF4E e elF4G). Em
tripanossomatideos foram identificados multiplos homodlogos das diferentes
subunidades deste complexo que interagem entre si, totalizando cinco complexos do
tipo elF4F conhecidos (Papadopoulos, 2014; Zinoviev et al., 2012; de Melo Neto et al.,
2016). Este trabalho teve por objetivo avancar na caracterizacdo do complexo
envolvendo as proteinas EIF4AE6/EIFAG5/EIFAG5-IP em linhagens de células
sanguineas de T. brucei, bem como identificar quais motivos estariam envolvidos

nessas interacoes.

Através de ensaio de analise de expresséo por Western blot foi possivel observar
que ndo ha diferencas perceptiveis de expressado desse EIF4G5 nas duas fases do
ciclo biolégico do parasita. Este foi o indicio inicial que o complexo deva estar presente
durante todo o ciclo de vida do parasita. A mesma analise néo foi possivel realizar
para as demais proteinas do complexo, EIF4E6 e EIF4G5-IP, devido a
indisponibilidade de anticorpo eficiente. Nenhum dado quantitativo preciso para
determinar a abundancia dessas proteinas foi até 0 momento realizado. Entretanto ja
se sabe que o EIF4E6 é um dos homdélogos menos expressos tanto em Leishmania
major na forma promastigota (dados n&o publicados) quanto na forma prociclica de T.
brucei (Freire et. al., 2017). Isso € um indicativo que para realizar sua funcao biologica

nao necessitam estar presentes em grandes quantidades.

Os resultados obtidos na analise de espectrometria de massas mostraram que as
proteinas do estudo coprecipitam entre si formando in vivo 0 complexo
EIF4E6/EIFAG5/EIF4G5-IP. Esses achados corroboram com os dados encontrados
em linhagens de células da linhagem prociclica deste parasita, utilizando a mesma

metodologia de estudo (Freire et al. 2014b). Além disso, neste trabalho, também foram
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detectadas associadas ao complexo, proteinas envolvidas no metabolismo celular, na

formacao flagelar, no metabolismo de mRNA e proteina de dominio CYTH.

Em tripanossomatideos a proteina MKT-1 foi caracterizada por interagir com
outras proteinas que possuem a capacidade de ligar a mMRNAs especificos, sugerindo
ter um papel sobre o metabolismo do mRNA (Singh et al., 2014). Por outro lado, a
superfamilia CYTH de proteinas foi caracterizada, em eucariotos, agindo sobre
substratos trifosforilados (Bettendorff e Wins, 2013). Esse mesmo dominio foi
encontrado no sitio ativo da proteina Cetl, uma RNA trifosfatase que catalisa o
primeiro passo na formacéo de cap do mRNA (Gong et al., 2006). Curiosamente, a
proteina EIF4G5-IP possui em sua estrutura dominios de guanililtransferase e
trifosfatase (NTPase), enzimas possivelmente envolvidas na formacédo do cap, além
de ter dominios conservados da TbhCel (Freire et al., 2014b). Estudos mais recentes
mostram a funcdo da ThCel em restaurar mRNAs que sofreram decapping
citoplasmatico, sendo passiveis de traducdo (Ignatochkina et al., 2015). E possivel
dessa forma, atribuir que este complexo possa fazer parte de vias que regulam a
traducdo de mRNA especificos (Freire et al., 2017).

Além disso, foram encontradas também duas proteinas (Th927.4.3740 e
Th927.1.4310) que coprecipitaram com o EIF4G5 e EIF4AG5-IP que estdo envolvidas
na zona de fixagao flagelar (FAZ). Estudos mostram que durante o ciclo celular de T.
brucei as mudancas morfoldgicas necessarias para a adaptacéo e patogenicidade do
parasita nos hospedeiros tem sido associada as mudancgas na composi¢éo da proteica
do FAZ (Sunter and Gull, 2016). Além disso, ja se sabe que a ruptura do conjunto FAZ
tem associacdo com alteracdes morfolégicas como deslocamento flagelar além de
alteracdes no tamanho e forma das células (Sunter et al., 2015). Curiosamente o
RNAI, fase prociclica, de uma das proteinas envolvidas no complexo, EIF4E6, afetou
na motilidade celular e na estabilidade flagelar do parasita, causando um
descolamento do flagelo em células submetidas a centrifugagéo leve. Indicando que
este fator € necessario para o crescimento celular eficiente e que pode atuar sobre a
regulacdo do metabolismo de mRNAs especificos provavelmente associado de
alguma forma com mobilidade celular e/ou ligacao flagelar (Freire et al., 2017).

Um passo para a caracterizagdo das proteinas EIF4G5-IP e EIF4GS5 foi a analise

das consequéncias da deplecéo ou reducédo delas pela técnica de RNAI. Para isso foi
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utilizado a mesma estratégia de Freire e colaboradores (2014b), utilizando o sistema
PTP-tag para a proteina EIIF4G5-IP, uma vez que anticorpos contra a proteina
endogena estdo ausentes, possibilitando assim, a analise da expressao das proteinas
por Western blot. Para ambas ndo foi possivel visualizar alguma diminuicdo da
expressdo, uma explicacdo € que as células transfectadas ndo estdo sendo
responsivas a indugdo por tetraciclina. Em um estudo realizado por Alsford e
colaboradores (2011) envolvendo o RNAi em escala mostrou que cada um dos
membros do complexo EIF4AE6/EIFAGS5/EIFAG5-IP é essencial para o crescimento

celular normal.

A segunda etapa desse trabalho iniciou a avaliacao das interacfes deste complexo
através de ensaios in vitro de interacao proteina-proteina. Foi possivel observar a
interacdo entre as proteinas EIF4E6 e EIFAG5, corroborando os dados obtidos pela
técnica de duplo hibrido (Freire et al., 2014b). Além disso, o fato dessa ligacdo ocorrer
com o EIF4E6 e ndo o EIF4E5 € uma forte indicacdo das funcBes especificas
exercidas pelos diferentes complexos elF4Fs. Ja para a proteina EIF4G5-IP, foram
observados dados contrastantes entre o pull down realizado neste trabalho e o0 ensaio
de duplo hibrido demonstrado no trabalho de Freire e colaboradores (2014b), visto
gue a primeira técnica caracterizou sua interacdo com o EIF4E6 e o segunda com o
EIF4G5 (Freire et al., 2014b). Um primeiro motivo que pode justificar a auséncia de
interacao na técnica de duplo hibrido, é a possibilidade da proteina EI4G5-IP ndo se
apresentar com seu dobramento correto, podendo causar interacdes inespecificas.
Alternativamente € possivel que ocorra ativacdo do gene repérter utilizado na técnica
sem que haja de fato interacdes entre as proteinas testes (Bruckner et al., 2009; Mehla
et al., 2017), caracterizando um falso positivo.

Embora possa ocorrer de os ensaios de pull down ndo identificarem interacdes
entre as proteinas testes devido a baixa afinidade ou nivel de expressao dos ligantes,
essa técnica minimiza a ocorréncia de interacdes inespecificas devido ao fato de
apenas uma proteina ser expressa como proteina de fusdo (GST), diferente do duplo
hibrido. Além de ser uma interacdo direta, ndo facilitada pela presenca de outras
macromoléculas adicionais (Lapetina and Gil-Henn, 2017). Por outro lado, € bastante
possivel também que a interacdo, EIF4AG5/EIF4G5-IP possa apenas se observada

dentro do T. brucei por uma questéo de posicionamento desses fatores.
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Outra abordagem do trabalho teve como foco mapear as interagdes anteriormente
observadas entre as subunidades do complexo. Dados da literatura mostram que em
varios organismos, a ligacado elF4G-elF4E acontece através dos residuos VEDFW
(triptofano W73, mamifero) presentes no elF4E e o motivo canénico YXXXXL® (onde
X representa qualquer aminoacido e ® representa um residuo hidrofébico) localizado
no terco N-terminal do elF4G (Rhoads, 2009; Gruner et al., 2016). Em
tripanossomatideos, dados de andlises in silico mostraram que, dentre todos o0s
homologos de elF4E, apenas o EIF4E6 de T. brucei apresenta o triptofano conservado
(W43) do nucleo do elF4E, entretanto o aminoacido aromatico conservado (referente
ao W73) no dominio de interacdo elF4G, encontra-se substituido por uma histidina
(H51) (de Melo Neto et al., 2016; Freire et al., 2017).

Sendo assim, foram realizados ensaios de interagbes com proteinas EIF4EG6
mutadas nos residuos W43A e H51A, para avaliar a capacidade de interagir com as
proteinas EIF4G5 e EIF4G5-IP, a fim de verificar se estes residuos estariam
envolvidos nestas interagbes. Curiosamente o resultado mostrou que ndo houve
interrupcédo das ligagbes EIF4AEG/EIFAG5 e EIF4E6/EIF4G5-IP, mostrando que
nenhum dos residuos testados séo responsaveis por tais interacdes. No caso do
EIFAG5 avaliado aqui, foi realizado um alinhamento de sequéncias em busca de
possiveis motivos nas regides mais conservadas. Assim foi encontrado dois conjuntos
de residuos de aminoéacidos candidatos (EF91-92AA e VY86-87AA). Esses sitios
foram mutados e o resultado mostrou que o primeiro mutante nao foi capaz de interagir
com o EIF4ES6, indicando que os aminoacidos EF91-92 estdo envolvidos na interacéo
entre essas proteinas. Contudo estudos adicionais serdo necessarios para verificar o

efeito desta mutacao na linhagem sanguinea do parasita.

Por fim, procurou-se investigar melhor a interacdo das proteinas do trabalho com
o EIF4G5-IP, utilizando a técnica de pull down triplo, onde duas proteinas radiativas,
EIF4G5 e EIF4E6 wr foram testadas contra o EIF4G5-IP. Os resultados deste teste
indicaram que apenas o EIF4E6wr, possui a capacidade de interacdo com a proteina
alvo. Estes resultados reforcam a ideia de que a interacdo EIF4AG5/EIF4G5-IP possa

ocorrer in vivo no T. brucei e depender de algum outro fator, além do préprio EIF4ESG.

As informagdes contidas neste trabalho auxiliaram na caracterizagdo dos fatores

presentes em um complexo do tipo elF4F formados pelas proteinas
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EIF4E6/EIFAG5/EIFAG5-IP em tripanossomatideos, e foi demonstrada sua presenca
do mesmo na fase sanguinea do parasita, de forma similar a presente na fase
prociclica. Além disso, contribuiu no avanco do mapeamento entre essas proteinas,
confirmando interacdes ja estabelecidas (EIFAE6/EIF4G5) e identificando um possivel
sitio de interacdo entre elas. Novas investigacdes devem sdo necessérias a fim de
melhor elucidar a funcdo do complexo formado pelas proteinas
EIFAE6/EIFAG5/EIF4G5-IP.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

O anticorpo contra a proteina EIF4AG5 reconhece a mesma em extrato de
células de T. brucei em ambas as fases do parasita, sendo indicio inicial que o
complexo no qual essa proteina participa também esta presente durante todo
o ciclo de vida do parasita.

Ensaios in vivo mostram a formacao do complexo EIF4E6/EIFAG5/EIF4G5-IP
na fase sanguinea do parasita e indica a presenca de novos parceiros ndo
descritos previamente.

Ensaios in vitro mostram a que o EIF4E6 é capaz de interagir com a proteinas
EIF4AG5 e EIF4G5-IP, enquanto o EIF4G5 interage apenas com a EIF4ES.

Foi visto que para o EIF4G5 que apenas a mutagdo EF91-92AA aboliu a ligacao
ao EIF4ES6.
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