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RESUMO

Os tripanosomatideos sdo protozodrios responsaveis por doencas
negligenciadas e que se caracterizam pela sua expressdo génica regulada por
eventos poés-transcricionais. Boa parte destes eventos contam com a atuacdo das
PABPs, proteinas que se ligam a cauda poli-A dos mRNAs e participam no processo
de traducdo. Em Leishmania, trés homélogos de PABP foram identificados, com a
PABP1 j& implicada na traducéo e as PABPs 2 e 3 com fun¢do menos definida. Este
trabalho buscou identificar mMRNAs associados as trés proteinas bem como avaliar
propriedades especificas das PABPs 2 e 3 visando melhor definir sua fungéo. Para
isso todas foram expressas em Leishmania infantum fusionadas ao epitopo HA e
usadas em ensaios de imunoprecipitacdo. Os MRNAs co-precipitados foram
identificados por sequenciamento, onde se observou a PABP1l se associando
majoritariamente a mMRNAs codificantes de proteinas ribossomais. Ja as PABPs 2 e
3 co-precipitaram mais com transcritos codificantes de enzimas e de proteinas com
atividade de transporte e ligacéo, incluindo as histonas. A analise de proteinas co-
precipitadas com as PABPs 2 e 3 identificou as ZC3H41 e DRBD2, ligantes de
RNAs, e as XPO1l e NTF2, atuantes no transporte de mRNAs, além de fatores de
traducdo. Mutantes da PABP2 foram testados quanto a sua atuacdo, destacando a
importancia do motivo TGM para sua funcéo. As informacdes geradas irdo contribuir
na elucidacédo do modo de acdo das PABPs de Leishmania, identificando alvos para

estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: PABP. mRNA. Leishmania.



ABSTRACT

Trypanosomatids are protozoans responsible for neglected diseases that are
characterized by their gene expression being regulated through post-transcriptional
events. Most of these rely on the performance of PABPSs, proteins that bind to the
mRNAs’ poly-A tails and function during translation. In Leishmania, three PABP
homologues were previously identified, with PABP1 directly implicated in the mRNA
translation while the functions of PABP2 and PABP3 are not yet clearly defined. This
study sought to identify mRNAs associated with all three proteins as well as to
evaluate specific properties of PABPs 2 and 3, aiming to better define their functions.
All three proteins were expressed in Leishmania infantum fused to an HA epitope
and used in immunoprecipitation assays. Co-precipitated mRNAs were identified by
sequencing, where PABP1 was observed to be mainly associated with mRNAs
encoding ribosomal proteins. PABPs 2 and 3 co-precipitated mostly with transcripts
encoding enzymes and proteins with transport and binding activities, including
histones. The analysis of proteins that co-precipitated with PABPs 2 and 3 identified
ZC3H41 and DRBD2, which bind RNAs, and XPO1 and NTF2, which act in the
transport of MRNAs, in addition to translation factors. PABP2 knockouts were tested
for their functional performance, highlighting the importance of the TGM motif for its
function. These findings will contribute to the elucidation of mechanisms of action of

the Leishmania PABPs and identification of targets for therapeutic strategies.

Key words: PABP. mRNA. Leishmania.
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1 INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae engloba organismos eucariotos unicelulares e
uniflagelados que sao parasitas compulsérios (ndo possuem enzimas de producéo
de componentes celulares). As diferentes espécies dos géneros Trypanosoma e
Leishmania possuem importancia médica e veterinaria, ocasionando enfermidades
como doenca de Chagas, doenca do sono e diversas formas de leishmaniose, todas
de ampla distribuicdo geografica. Nos tripanosomatideos, 0s mecanismos
moleculares associados a regulacdo da expressdo génica ndo dependem tanto do
controle da transcricdo, sendo mais influenciados pelos niveis de seus mMRNAs
(processamento e estabilidade) e pela interacdo entre os elementos que participam
do processo de traducdo. Entretanto, apesar de inumeros estudos, estes
mecanismos de regulacdo ainda nao foram completamente elucidados.

O inicio da traducdo é uma etapa importante para o controle desse processo,
sendo caracterizado pela interagdo entre os ribossomos e 0 mMRNA, bem como pelo
posicionamento correto dos ribossomos junto ao codon AUG de inicio da traducao.
Entre os principais fatores que auxiliam na atividade ribossomal destacam-se as
proteinas de ligacdo a cauda poli-A (PABPSs) e os fatores de iniciacdo da traducao
(elFs). As PABPs auxiliam o complexo elF4F (constituido pelas subunidades elF4E,
elF4A e elF4G) em fungBes importantes na iniciacdo da traducdo, como no
recrutamento das subunidades ribossomais para 0 mRNA e na identificacdo do
codon AUG.

As PABPs interagem com a cauda poli-A na extremidade 3’ dos mMRNAs e sao
importantes no seu processamento, no transporte dos transcritos para o citoplasma
e no controle de sua degradacédo e traducdo. Essas proteinas fazem parte de um
grupo de proteinas de ligacdo ao RNA e apresentam-se bem conservadas ao longo
da evolucédo dos eucariotos, sendo caracterizadas por estruturas N- e C-terminais
tipicas, constituidas por quatro dominios de ligacdo ao RNA e um dominio de
interacdo proteina-proteina, respectivamente.

Foram identificados trés homologos de PABP (PABPs 1, 2 e 3) em diferentes
espécies de tripanosomatideos, onde o terceiro estd ausente em algumas espécies
do género Trypanosoma. Estudos anteriores relataram a localiza¢do citoplasméatica
das trés PABPs de Leishmania spp., embora em condi¢des de inibicdo transcricional

as PABPs 2 e 3 migrem para o nucleo celular, podendo também estar associadas ao
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processamento de mRNAS ou a exportacdo para o citoplasma. A PABP1 permanece
no citosol, 0 que sugere que esta apenas relacionada com as funcdes
citoplasmaticas da classe PABP. Foi relatado ainda uma associacado mais especifica
da PABP1 com a cauda poli-A quando comparada aos outros dois homologos. Em
estudos prévios, houve uma indicacao de que as PABPs 2 e 3 se ligam a mRNAs
distintos da PABP1, sendo esta Ultima preferencialmente associada a mRNAs
dotados de extremidades curtas ndo traduzidas 5’ e 3'.

Neste trabalho, a identificagdo de mRNAs alvos dos trés homologos de PABP
e de parceiros proteicos das PABPs 2 e 3 contribuiu para a elucidacéo de aspectos
moleculares importantes das fun¢des dessas proteinas no género Leishmania, com
impacto na definicdo de funcdes para homélogos de PABP em outros organismos.
As possiveis interagbes identificadas, bem como as regides envolvidas nessas
ligacOes, levaram a identificacdo de alvos para moléculas inibidoras e com possivel

acao antiparasitaria.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Identificar os MRNAs alvos dos trés homologos de PABP de Leishmania
infantum e os parceiros proteicos das PABPs 2 e 3 para a determinacdo de

propriedades especificas envolvidas na potencializacdo do processo de traducéo.

1.1.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar as associagfes entre os trés homélogs de PABPs e as populacfes de
MRNAs, identificando os transcritos que podem interagir exclusivamente com
cada homologo;

2- Comparar as populacdes de mRNAs co-precipitados com as PABPs 2 e 3 e
confrontar essas mesmas populacdes com aquelas relacionadas a PABP1;

3- Identificar as possiveis proteinas associadas as PABPs 2 e 3 e que podem
ser relevantes ao papel desses paralogos na sintese proteica;

4- Verificar a essencialidade da PABP2 e identificar dominios funcionalmente

relevantes neste homélogo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

Os tripanosomatideos sé@o protozodrios pertencentes a ordem Kinetoplastida
e que sao conhecidos principalmente pelos géneros Leishmania e Trypanosoma. As
espécies dessa ordem sdo caracterizadas pela presenca do cinetoplasto, uma
regido especializada da mitocondria que possui moléculas circulares e concatenadas
de DNA. Essas diferentes espécies sdo capazes de parasitar vertebrados,
invertebrados e plantas (STUART et al., 2008).

Em comparagdo com outros eucariotos complexos como os mamiferos, os
tripanosomatideos divergiram precocemente na escala evolutiva em cerca de um
bilhdo de anos. Apesar das semelhancas em relagéo a organizacdo genémica e aos
processos biolégicos, as espécies apresentam aspectos distintos importantes.
Espécies patogénicas ao homem tendem a ter um ciclo de vida mais complexo,
diferenciando-se em formas de desenvolvimento que ocorrem sucessivamente
durante as fases relacionadas ao inseto vetor e ao hospedeiro mamifero (SIMPSON
et al., 2006; LUKES et al., 2014).

Sao observados diferentes nichos e, consequentemente, diferentes vetores
presentes no ciclo de vida dos tripanosomatideos patogénicos. Entre os principais
insetos responsaveis pela disseminacdo das doencas causadas pelos mesmos
estdo: o triatomineo/barbeiro (Rhodnius spp.) na doenca de Chagas, causada pelo
Trypanosoma cruzi; a mosca tsé-tsé (Glossina morsitans) na doenca do sono,
causada pelo Trypanosoma brucei; e o mosquito-palha (Lutzomyia longipalpis),
responsavel pelas leishmanioses, causadas por parasitos do género Leishmania
(Figura 1) (CAVALLI; BOLOGNESI, 2009).
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Figura 1: Vetores das principais doencas causadas por tripanosomatideos. A) Rhodnius spp.
(doenca de Chagas por T. cruzi); B) Glossina morsitans (doenca do sono por T. brucei); C) Lutzomyia
longipalpis (leishmanioses por espécies do género Leishmania). Fonte: Google Imagens.

Diante das mudancas de ambiente e da complexidade dos seus respectivos
ciclos de vida, a resposta adaptativa dos tripanosomatideos inclui mudancas na
morfologia celular, no metabolismo catabdlico e em outras alteragbes comandadas

pela regulacdo da sua expressao génica (MANNAERT et al., 2012).

2.2 O GENERO Leishmania

Entre os géneros de protozoarios parasitos de seres humanos, Leishmania é
considerado o que abrange o maior numero de espécies patogénicas. A
classificacdo de Leishmania spp. foi inicialmente relacionada a critérios clinicos e
bioecoepidemiolégicos, como distribuicdo geografica, relacgdo com os vetores,
tropismo tissular, propriedades antigénicas e aspectos clinicos (cutanea,
mucocutanea, cutanea difusa e visceral). Estudos filogenéticos tém sugerido uma
grande variabilidade para este género, no entanto, a classificacdo taxondémica
continua gerando discussdes sobre a validacao das espécies (KUHLS et al., 2011).

Os parasitos do género Leishmania sdo divididos em trés subgéneros. O
subgénero Sauroleishmania inclui somente as espécies parasitas de répteis e que
para alguns autores € considerado outro género, embora andlises moleculares
apontem esta classificagdo como subgénero. J4 as espécies de Leishmania que
parasitam mamiferos sdo divididas em dois subgéneros, Leishmania e Viannia. De
uma forma geral, os parasitos englobados no subgénero Viannia possuem um
desenvolvimento limitado em meios de cultura e caracterizam-se por abranger a

maioria das espécies do Novo Mundo (Américas). JA aqueles do subgénero
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Leishmania possuem um rapido crescimento em cultura e circulam no Novo e no
Velho Mundo (Américas, Africa, Europa e Asia) (AKHOUNDI et al., 2016).

A transmissdo de Leishmania spp. estd associada a muitos ecétopos.
Espécies como L. infantum, L. guyanensis e L. braziliensis sdo encontradas em
diversos ambientes, podendo ser transmitidas por diferentes espécies de
flebotomineos. A disperséo das espécies de Leishmania possibilitou adaptacbes em
diferentes hospedeiros mamiferos, levando o mesmo parasito a se comportar de
forma distinta em sua relacéo parasito-hospedeiro (DE SOUZA ROCHA et al., 2010).

Em seu ciclo biologico, Leishmania spp. possui duas formas adaptativas
principais, correspondentes aos ambientes em que estdo no momento. As formas
amastigotas, intracelulares e que ocorrem nos hospedeiros mamiferos, séo
arredondadas e sem um flagelo aparente, por apresentar-se curto e interiorizado na
bolsa flagelar. Quando as amastigotas sao adquiridas pelos flebotomineos vetores,

diferenciam-se em formas extracelulares, as promastigotas, de aparéncia alongada

e com um longo flagelo livre emergindo da regido anterior do parasito (Figura 2)
(DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Tom

Figura 2: Morfologia celular presente no ciclo de vida de L. infantum. A) Amastigotas e B)
Promastigotas de L. infantum observadas em microscépio eletrdnico de varredura. Fonte: Modificado
de Pimenta et al. (2012).

Durante a mudanca dos microambientes (macréfagos nos hospedeiros
vertebrados e tubo digestivo dos insetos vetores) as espécies de Leishmania séo
submetidas as diferencas de temperatura, pH e nutrientes. A manutencdo e
sobrevivéncia tornam-se possiveis devido as alteracbes no perfil de expressao
génica e, consequentemente, ocasionando as mudancas que foram descritas acima
relacionadas com a forma e a motilidade, além de alteracbes no metabolismo
desses organismos (MANNAERT et al., 2012).
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2.2.1 O ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Os parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida que abrange
dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado. O grupo de hospedeiros
vertebrados engloba roedores, repteis, edentados, marsupiais, canideos e primatas,
incluindo os seres humanos. O grupo dos hospedeiros invertebrados, ou vetores,
sdo formados por insetos da ordem Diptera, género Phlebotomus (Velho Mundo) e
Lutzomyia (Novo Mundo) (LAURENTI, 2010).

O ciclo de vida digenético das espécies de Leishmania abrange diferentes
formas celulares, devido ao mecanismo de adaptacdo ao ambiente. As formas
promastigotas metaciclicas infectivas, presentes nas glandulas salivares dos
flebotomos fémeas, sdo inoculadas na juncdo derme-epiderme dos hospedeiros
vertebrados. Quando atinge a corrente sanguinea, os parasitos diferenciam-se em
amastigotas no interior do vacuolo parasitoforo de células do sistema fagocitico
monocuclear (SFM), como exemplo, os macrofagos. Apdés a multiplicacdo das
amastigotas por divisdo binaria, a infeccdo pode persistir por todo o tempo de vida
do hospedeiro, com o risco de aparecimento de lesGes cutaneas e viscerais (Figura
3) (STUART et al., 2008).
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Figura 3: Ciclo biolégico de Leishmania spp. As formas infectivas (promastigotas metaciclicas) séo
inoculadas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo do inseto
vetor. O parasito se diferencia para as formas amastigotas apos ser fagocitado pelos macréfagos do
hospedeiro. As amastigotas se multiplicam no interior dos macréfagos e séo liberadas na corrente
sanguinea onde infectam novos macréfagos. As fémeas dos flebotomineos acabam ingerindo as
formas amastigotas ao realizar o repasto sanguineo nos hospedeiros infectados e, posteriormente, no
intestino do inseto, as amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas, anteriores as formas
metaciclicas (formas infectivas), repetindo entdo o ciclo biolégico de Leishmania spp. Fonte:
Modificado de CDC-Centers for Disease Control and Prevention, 2015.

As fémeas dos flebotomineos ingerem durante o repasto sanguineo as formas
amastigotas presentes no sangue do hospedeiro vertebrado. Essas amastigotas
diferenciam-se em promastigotas prociclicas no intestino do inseto e entdo se
multiplicam. Apdés alguns dias, os parasitos replicam-se mais lentamente, ocorrendo
a metaciclogénese, ou diferenciagdo em promastigotas metaciclicas, reiniciando o
ciclo biolégico (DANTAS-TORRES, 2007; STUART et al., 2008).

Durante o ciclo dentro do vetor, a forma promastigota é classificada ainda de
acordo com o0s estagios de desenvolvimento como: promastigota prociclica,
promastigota nectomonada, promastigota haptomonada, promastigota
paramastigota e promastigota metaciclica (Figura 4). Nesse Ultimo estagio o parasito

se apresenta pequeno, com o flagelo relativamente grande e com uma forma mais
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alongada. E comum estar presente em cultura celular na fase estacionaria e apesar

de ser a forma infectante de Leishmania spp, 0 estagio prociclico e a forma

amastigota também sdo capazes de infectar o hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2002).

Figura 4: Formas promastigotas encontradas dentro dos flebotomineos vetores. A) Da
esquerda para direita; promastigota prociclica, promastigota nectomonada, promastigota
haptomonada, promastigota paramastigota e promastigota metaciclica. B) 1) Amastigotas ingeridas
no repasto sanguineo; 2) Promastigotas prociclicas em contato com o tubo digestivo; 3) Surgimento
das formas nectomonadas; 4) Surgimento das formas haptomonadas; 5) Surgimento das formas
paramastigotas; 6) Formas metaciclicas nas glandulas salivares do flebotomineo. Fonte: Maodificado
de Pimenta et al. (2012); Conceicdo-Silva; Alves (2014).

2.2.2 Os aspectos epidemiolégicos de Leishmania spp.

Enquanto a doenca de Chagas possui ocorréncia na América Latina e a
doenca do sono é prevalente na Africa Subsaariana, as leishmanioses possuem
uma ampla distribuicAo geografica e sdo registradas ao longo de todos os
continentes, tornando-se endémica em mais de 60 paises. Estima-se que cerca de
1,7 bilhdes de pessoas vivem em areas consideradas de risco para a infec¢do, com
12 milhdes de individuos infectados com as diversas formas de manifestacdo das
leishmanioses (TEIXEIRA et al., 2012; PIGOTT et al., 2014).

Apesar de Leishmania spp. ter uma ampla distribuicdo mundial, nos ultimos
anos, mais de 90% dos casos de Leishmaniose Visceral (LV) notificados pela
Organizacdao Mundial da Saude (OMS) concentraram-se em 7 paises: Etiopia,
Somaélia, Nepal, india, Sud&o, Suddo do Sul e Brasil. Em paises como o Nepal e a
india, ainda considerados endémicos para esse agravo, a quantidade de casos
registrados diminuiu nos ultimos anos, possivelmente devido ao planejamento e a
pratica de programas de eliminacéo nesses locais (WHO, 2015).

Até a década de 1990, a Regido Nordeste do Brasil registrava cerca de 90%

dos casos de LV de todo o pais. No entanto, essa doenga comecgou a expandir-se
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para as regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste, com a alteragcdo do padrdo de
transmissao rural e tendéncia a urbanizacéo do ciclo da doenca. Este fato aconteceu
devido ao movimento de expansao das cidades que avangcam para o interior e desde
entdo, o Brasil possui dados oficiais que confirmam o aparecimento de novos casos,
bem como o aumento gradativo dos mesmos em todas as regides do pais (Figura 5)
(MARCONDES; ROSSI, 2013).

Apesar de toda essa expansdo e do entendimento do ciclo de vida dos
parasitos, o tratamento contra as leishmanioses ainda possui desvantagens. Os
antimoniais pentavalentes, que sdo as drogas mais utilizadas, possuem elevada
toxicidade no figado, nos rins e no coracao dos pacientes. Este cenario é um dos
fatores que tem despertado cada vez mais o interesse médico e veterinario na
comunidade cientifica (FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

- 1 Ponto =1 Caso

Figura 5: Distribuicdo espacial da Leishmaniose Visceral no brasil no ano de 2015. Em 2015
foram notificados 3.289 casos novos de L.V., com uma incidéncia de 1,6 casos/100.000 habitantes,
distribuidos em 22 unidades federadas e cinco regides brasileiras, mostrando a expansdo do
problema. Fonte: Adaptado do Ministério da Saude (2017).
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2.3 A BIOLOGIA MOLECULAR DE Leishmania spp. E DE OUTROS
TRIPANOSOMATIDEOS

Um dos pontos mais importantes no entendimento de Leishmania spp. é a
compreensao de aspectos biolégicos basicos que sdo obtidos através dos dados
moleculares. O DNA deste género é distribuido ao longo de 36 cromossomos nas
espécies do Velho Mundo e entre 34 ou 35 cromossomos nas espécies do Novo
Mundo. O genoma possui regides pobres em introns e espacos intergénicos curtos.
A organizacdo dos genes em Leishmania, como nos outros tripanosomatideos
assemelha-se, em parte, aos operons bacterianos, que da mesma forma possuem
genes transcritos em unidades policistronicas. Entretanto, diferente do exemplo dos
procariotos, as unidades policistrénicas dos tripanosomatideos néo codificam genes
relacionados em nivel de funcéo. Essa estruturacdo génica incomum foi inicialmente
identificada no cromossomo 1 de L. major, sendo este 0 primeiro cromossomo
sequenciado do grupo dos tripanosomatideos (MYLER et al., 1999; MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2010; ALSFORD et al., 2012).

Nos tripanosomatideos € possivel verificar uma diferenciacdo nos seus
mecanismos de expressdo génica, levando a uma formacao distinta de transcritos
guando comparada aos mRNAs da maioria dos outros eucariotos. Um exemplo
marcante € a codificacdo de proteinas por genes organizados em grupos
transcricionais contendo um unico elemento promotor, transcrevendo pré-mRNAsS
policistronicos. Estes geram mRNAs monocistronicos através de eventos de trans-
splicing e poliadenilacdo (Figura 6) (LIANG et al., 2003; GUNZL, 2010).
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Figura 6: Esquema de maturacdo do mRNA por trans-splicing e poliadenilacdo. A transcricdo se
inicia em regides de cromatina aberta e termina em regies de cromatina condensada. Os
aglomerados de genes codificantes de proteinas sdo transcritos e entdo processados por
mecanismos acoplados de trans-splicing e poliadenilacdo, dando origem a mMRNAs monocistrénicos
maduros. SL: RNA Spliced-Leader; (A)n: Cauda poli-A. Fonte: Adaptado de Gaudenzi et al. (2011).

2.3.1 A regulacdo da expressdo génica em Leishmania spp. e em outros

tripanosomatideos

Foram necessarias diferentes modificagcbes adquiridas ao longo do ciclo de
vida dos tripanosomatideos como estratégias de adaptacdo aos diversos vetores e
hospedeiros, consequentemente originando diferentes patologias. O que torna este
fato possivel sdo as variadas sequéncias proteicas codificadas pelos respectivos
genomas e a complexa regulacdo durante as alteracdes do padrdo de controle
génico (HAILE; PAPADOPOULQOU, 2007). Atualmente € aceita a possibilidade dos
tripanosomatideos terem perdido a capacidade da regulacéo de expressao de genes
codificadores de proteinas no nivel da transcricdo (CAMPBELL et al., 2003). Devido
a esses organismos realizarem transcricdo policistronica e pela auséncia de
promotores classicos para a formacdo de mRNAs, a influéncia da RNA Polimerase Il
neste processo nao é observada. Diante deste cenario molecular, foi proposto que a
RNA Polimerase transcreve os genes de forma constitutiva, dando origem aos
extensos pré-mRNAs policistrénicos, para entdo ocorrer o controle da expresséo
génica (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).
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A auséncia dos mecanismos de controle durante a transcricdo mostra a
importancia dos eventos pds-transcricionais na regulacdo de genes, sendo a
traducdo um passo fundamental nos processos regulatérios da expresséo génica em
tripanosomatideos. Logo, supde-se que func¢des importantes de controle sejam
desempenhadas durante o seu estagio de iniciacdo da traducdo. Os fatores de inicio
de traducao (elFs), as subunidades ribossomais e as proteinas de ligacdo a cauda
poli-A de mRNAs (PABPSs) sao considerados elementos relevantes na maquinaria da
sintese proteica e na regulacéo de sua atividade. Para uma melhor avaliacdo do seu
papel nos tripanosomatideos, tornou-se importante comparar sua distribuicdo e
funcd@o nas espécies englobadas pelos principais géneros estudados, Leishmania e
Trypanosoma, e com 0 que ja é entendido a respeito de eucariotos complexos.
Diversas caracteristicas importantes no inicio da traducédo foram assim elucidadas
nos tripanosomatideos (DE MELO NETO et al., 2016). Da mesma forma, o controle
da estabilidade e a degradacdo dos mRNAs séo dois dos alvos mais importantes
para eventos especificos de regulacdo da expressao génica em tripanosomatideos
(CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

2.4 AS PROTEINAS DE LIGACAO A CAUDA POLI-A (PABPS)

As PABPs constituem um grupo de proteinas que interagem com a cauda
poli-A dos mRNAs e que estdo ligadas ao metabolismo desses transcritos,
participando de funcdes na biogénese, no transporte para o citoplasma, no controle
da degradacdo e na traducdo de mRNAs (CASTELLO et al.,, 2013). Diante do
cenario de regulacdo da traducdo, novas funcbes estdo sendo descritas para as
PABPs. Em eucariotos os mMRNAs citoplasmaticos podem formar estruturas
circulares fechadas e que auxiliam no recrutamento de subunidades ribossomais. As
PABPs sdo necessarias para a formacdo dessas estruturas, tornando-se
importantes por regular interacbes que envolvem mMRNAs e ribossomos,
desencadeando assim processos eficientes de traducdo (WIGINGTON et al., 2015).

As PABPs possuem uma regido N-terminal e outra C-terminal, constituidas
respectivamente por quatro dominios conservados de ligacdo ao RNA (RRMs - RNA
Recognition Motifs) e um dominio helicoidal de interacdo com outras proteinas
localizado na regido PABC (MLLE) (Figura 7). Os RRMs sao amplamente

conservados entre as PABPs, sendo constituidos por 90 a 100 aminoacidos, onde
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parte dessas regides realiza o reconhecimento de sequencias distintas de mRNAs
com fungdes ainda pouco elucidadas (KUHN; WAHLE, 2004; GOSS; KLEIMAN,
2014).

MLLE

RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 PABC
(11-89) (99-175) (191-268) (294-370) (542-619)

Figura 7: Esquema geral da PABP1 de Homo sapiens. Ao longo do comprimento da nsPABP1 (~70
kDa) estdo sendo evidenciadas as regides N-terminal e C-terminal, que possuem respectivamente
qguatro dominios de ligacdo a RNAs (RRMs) (verde escuro) e a regidao PABC (verde claro), onde
localiza-se o dominio de ligacéo as proteinas (MLLE). A determinacéo das posi¢ées foi consultada no
site InterPro, utilizando o banco de dominios Prosite. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Os estudos iniciais que utilizaram cristalografia de RRMs mostraram que
esses dominios séo globulares e compostos por 4 folhas- paralelas e apoiadas por
duas a-helices, onde as duas folhas-B mais centrais de cada RRM incluem motivos
conservados que formam a regido de ligacdo ao RNA. A especificidade das
interacbes com RNAs é mediada principalmente por forcas de Van der Waals,
ligacOes de hidrogénio e pelo empilhamento de residuos aromaticos nas superficies
das folhas-B. E interessante destacar que os quatro RRMs das PABPs sdo mais
semelhantes aos seus equivalentes em diferentes espécies do que entre 0s RRMs
de PABPs de uma mesma espécie, confirmando uma origem precoce das PABPs
com suas estruturas iniciais ja definidas nos moldes das proteinas atuais (DEO et
al., 1999; GOSS; KLEIMAN, 2014).

As PABPs variam na quantidade de homologos entre os organismos e a
maioria dos eucariotos possuem paralogos dessas proteinas que interagem com
diversos parceiros e formam complexos distintos como forma de resposta aos
diferentes ambientes e niveis de adaptacdo (SMITH et al. 2014). Entre essas
interacdes, algumas proteinas se associam as PABPs regulando a afinidade pela
cauda poli-A, como o elF4G (um fator de inicio da traducdo) e a Paip2 (Poly-A
Binding Protein Interacting Protein 2), os quais respectivamente controlam de forma
positiva e negativa esta afinidade. A interacdo entre a PABP e o elF4G estimula o
inicio da traducado e regula a estabilidade do mMRNA mantendo a sua integridade
antes deste processo (ELISEEVA et al., 2013).

O papel das PABPs na maturacéo e transporte de mRNAs foi descrito a partir

de experimentos que interromperam a exportacao de transcritos para o citoplasma
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em células de mamiferos e leveduras. Os RNAs ficam retidos no nucleo quando ndo
possuem a poliadenilacdo ocorrendo de forma eficiente ou quando este processo é
inibido devido a auséncia e inatividade de fatores cataliticos especificos (DOWER,;
ROSBASH, 2002; HAMMELL et al., 2002). A falha na adicdo da cauda poli-A de
MRNAs acaba privando os transcritos da ligacdo a PABP, a qual possui um papel
essencial para a exportacdo nuclear desses transcritos. A funcdo da PABP no
transporte de mRNAs é mediada pela sua interacdo com nucleoporinas especificas
gue respondem aos sinais de exportacao nuclear e estdo localizadas préximas ao
canal do poro (UETZ et al., 2000; MANGUS et al., 2003). A associacdo dos mRNAs
com as PABPs, pode estimular de forma analoga os fatores de transporte de RNAs
para a competéncia da exportacdo desses transcritos.

2.4.1 As PABPs, o complexo elF4F e o papel nainiciacdo da traducéo

As PABPs de eucariotos interagem com diversas proteinas formando
complexos em resposta aos diferentes estimulos ambientais e niveis de adaptacao.
Como o controle da traducdo é um dos principais responsaveis na regulacdo da
expressdo génica, é seletivamente vantajoso que alguns organismos possuam
diversos fatores compondo esses complexos. E o caso do complexo heterotrimérico
elF4F (formado pelas subunidades elF4E, elF4A e elF4G), que é auxiliado pelas
PABPs no desempenho de funcdes na iniciacdo da traducdo em tripanosomatideos
(ZOLTNER et al. 2018). De uma forma geral, o complexo elF4F reconhece a
extremidade 5’ dos mRNAs, controlando a associagdo destes com a subunidade
40S dos ribossomos, dando origem ao complexo 48S e iniciando a traducdo. Neste
cenario, o elF4F atua diante de interagdes com o complexo elF3, mediadas pelo
elF4G que conecta a subunidade menor do ribossomo com o mMRNA. Como descrito
anteriormente, o elF4F, através de suas subunidades, também interage com a
PABP, o que leva a circularizacdo do mRNA e a eficiéncia da traducéo
(HINNEBUSCH, 2014; BROWNING; BAILEY-SERRES, 2015; ALl et al., 2017).

O fator elF4E é o responsavel pelo reconhecimento do cap presente na
grande maioria dos mRNAs de eucariotos. A regulacdo desse fator de iniciacdo é
mediada por parte de suas interacfes, incluindo aquelas que envolvem o elF4G,
sendo esta ligacdo necessaria para a traducdo de mRNAs contendo cap (RICHTER,;

SONENBERG, 2005). Ja o elF4G tem como fungdo coordenar a estruturacdo do
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complexo elF4F durante o inicio da tradugéo, tendo um papel central por intermediar
a ligacado das interagbes que envolvem o elF4F, o mRNA e a PABP. Essas
interacbes sdo cruciais para a ancoragem de complexos ribossomais de pré-
iniciacdo na extremidade 5’ dos mRNAs (YOFFE et al., 2009).

O elF4G se liga a outros fatores de traducdo e também as PABPs de forma
simultdnea, o que resulta na circularizacdo do MmRNA pela aproximacédo das
extremidades 5’ e 3'. Essa conformacado é estabelecida como um modelo eficiente
de iniciacdo da traducdo (PESTOVA; HELLEN, 2006; ZHAO et al., 2017). A Paip2
também regula a traducdo e a estabilidade de mMRNAs no citoplasma e foi
inicialmente descrita como um repressor da traducdo que interage com a regiao C-
terminal da PABP. A associacdo da Paip2 com a PABP inibe a ligacdo da PABP com
a cauda poli-A do mRNA, levando a uma regulacdo negativa na traducdo desses
transcritos (KHALEGHPOUR et al., 2001; KACHAEYV et al., 2019). Apesar da PABP
nao ser um fator de inicio da tradugéo classico, possui também um papel importante
para a iniciacdo da sintese proteica, por sua ligagdo a extremidade 3’ dos mRNAs e
pela sua interacdo com o elF4G (JACKSON et al., 2010).

2.4.2 O papel das PABPs no controle da estabilidade dos mRNAs

Tanto o controle da estabilidade como a degradacdo dos mMRNAs também sao
eventos que estdo ligados a sequéncia de poli-adenosinas (cauda poli-A) presente
na extremidade 3’ da maior parte dos mRNAs transcritos no nucleo celular. A cauda
poli-A ndo é codificada por genes especificos, sendo adicionada aos pré-mRNAs
pela acdo de agentes enzimaticos através de processos que envolvem a clivagem
sitio-dirigida e posterior poliadenilagdo do seguimento situado na extremidade 3’ do
candidato a mRNA maduro (ECKMANN et al., 2011). A sequéncia da cauda poli-A
pode variar de tamanho entre as diferentes espécies, possuindo entre 200 e 250
nucleotideos em mamiferos e de 70 a 90 residuos em leveduras; e como dito
anteriormente, esta regido € importante para a maturacdo do mRNA bem como para
a sua exportacdo do nucleo. Algumas vias de degradacao de transcritos incluem
processos de deadenilacdo e decapeamento (retirada do cap da extremidade 5’ dos
MRNAs) que podem levar a degradacdo pela acdo de exonucleases. Na
deadenilacdo as PABPs tém um efeito inibitério ou um efeito estimulador. Podem

inibir o principal complexo poliproteico envolvido na deadenilagdo (CCR4-NOT) e
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ainda impedir a acédo da poli-A ribonuclease. Ja o estimulo da deadenilag&o fica por
conta da associagdo com o complexo PAN2/PAN3 que é responsavel pela
delimitacdo das caudas poli-A recém-sintetizadas (WANG; KILEDJIAN, 2000).

Através da interacdo entre as PABPs e os fatores de inicio da traducdo,
ocorre a estabilizagdo do complexo de ligagcdo ao cap que leva a um controle do
decapeamento. Processos de deadenilacdo podem fazer com que a PABP nao
consiga mais realizar a interacdo com outras proteinas importantes, deixando o cap
exposto e fazendo com que seja removido por enzimas como dcpl e dcp2 (LODISH
et al., 2014).

2.5 AS PABPs DE Leishmania spp. E AS EVIDENCIAS SOBRE AS SUAS
FUNCOES

Em tripanosomatideos foram identificados trés homologos de PABP (Figura
8). A PABP1 foi o primeiro homoélogo de PABP descrito em Leishmania (BATES et
al., 2000), enquanto que a PABP2 é um ortélogo da primeira PABP de
tripanosomatideos, originalmente descrita em T. cruzi e T. brucei (BATISTA et al.,
1994). Ja a PABP3 foi descrita mais recentemente, a partir de dados genémicos de
Leishmania, e se mostrou ausente em algumas espécies de Trypanosoma. Em
Leishmania spp. 0os genes que codificam as PABPs 1 e 2 estdo localizados no
cromossomo 35, enquanto o gene codificante da PABP3 tem locus no cromossomo
25 (DA COSTA LIMA et al., 2010). Andlises filogenéticas das sequéncias de PABPs
de diferentes tripanosomatideos e kinetoplastidas mostraram que provavelmente a
auséncia da PABP3 em parte do género Trypanosoma foi uma perda da respectiva
sequéncia génica que ocorreu apos a sua divergéncia evolutiva (KRAMER;
CARRINGTON, 2011).
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MFLE

RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 PABC
(25-103) (113-189) (207-287) (307-384) (482-559)
LLI
RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 PABC
(8-85) (95-172) (183-265) (288-367) (507-584)
MLLE
RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 PABC
(8-89) (99-1786) (188-269) (289-368) (466-543)

Figura 8: Esquema geral das PABPs de Leishmania infantum. Em evidéncia, os trés homadlogos de
PABP de L. infantum destacando os respectivos pesos moleculares: PABP1 (62,62 kDa), PABP2
(64,66 kDa) e PABP3 (60,81 kDa). A determinacdo das posi¢cfes foi consultada no site InterPro,
utilizando o banco de dominios Prosite. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Em estudos anteriores, observou-se que a ligacdo da PABP2 com a cauda
poli-A pode ndo ser especifica a0 mesmo tempo que esta aparece co-precipitada
com a PABP3, sugerindo que esses dois homologos podem interagir entre si e/ou
possuir funcdes redundantes associadas as mesmas populacbes de mRNAs (DE
MELO NETO et al., 2016). Quando submetidas a inibicdo transcricional, as PABPs 2
e 3, que possuem localizacdo citoplasmatica, migram para o nucleo celular,
sugerindo que estejam relacionadas com o processamento de mMRNAs ou
exportacdo dos mesmos para a matriz citoplasmatica. J4 a PABP1, nas mesmas
condicbes de inibicdo da transcricdo, continua no citosol, sugerindo estar
relacionada somente com funcdes citoplasmaticas das PABPs (DA COSTA LIMA et
al., 2010). Os diferentes homologos de PABP também podem desempenhar um
papel importante na degradacdo de mRNAs, onde a PABP2 foi observada em
granulos de estresse nutricional em Leishmania spp, entretanto ainda néo esta claro
gual o papel que a PABP2 e a PABP3 podem desempenhar na diferenciacdo desses
organismos (SHRIVASTAVA et al., 2019).

2.5.1 As interacdes das PABPs nos demais tripanosomatideos

Estudos envolvendo a caracterizacdo de Trypanosoma brucei e espécies de
Leishmania permitiram a identificacdo de homodlogos das subunidades do complexo
elF4F, iniciando o estudo da sua iniciacdo da traducdo. J4 é sabido sobre a
existéncia de seis homélogos elF4E (EIF4ELl ao EIF4ES), cinco elF4G (EIF4AG1 ao
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EIF4G5) e dois elF4A (EIF4Al e EIF4AIIl) que sdo conservados nas espécies de
tripanosomatideos. Esses homdélogos tornaram-se o foco de pesquisas destinadas a
desvendar as fun¢fes no inicio da traducdo ou em outros processos moleculares
gue ocorrem nesses parasitos (FREIRE et al., 2017).

Um primeiro complexo do tipo elF4F de tripanosomatideos relevante a
iniciacdo da traducéo tem como base as proteinas EIF4E4, EIF4G3 e EIF4AI (Figura
9), visto que ja foi descrito que o silenciamento de sua subunidade EIF4G3 de T.
brucei leva a inibicdo especifica da traducdo (MOURA et al., 2015). O primeiro
homélogo de PABP relacionado entdo ao processo de traducao foi a PABP1, que
interage in vivo e in vitro com o EIFAG3 e o EIF4E4. A PABP1 esté localizada no
citoplasma e liga-se especificamente a cauda poli-A (DA COSTA LIMA et al., 2010;
DE MELO NETO et al., 2018). Ja a associacdo dos demais homoélogos de PABPs
com diferentes complexos formados pelo elF4F em Leishmania spp. ainda néo foi
completamente elucidada, embora algumas hipoteses sobre as interacdes dessas
proteinas tenham surgido pelos dados encontrados em T. brucei a partir do estudo
no das PABPs 1 e 2. Assim, a respeito da PABP2, ensaios de co-precipitacédo
relataram a diversidade de parceiros proteicos relacionados, tornando-a menos

especifica do que a PABP1 (ZOLTNER et al., 2018).

elF4F complex

EIF4G3

MIFAG
Qi ~ EIF4A1 »‘\fg

Figura 9: Esquema geral do complexo formado pela PABP1, EIF4E4 e EIF4AG3. O modelo
representa um dos principais complexos do inicio da tradu¢éo cap-dependente. A PABP1 esta ligada
a cauda poli-A na extremidade 3’ e o EIF4E4 ligado a extremidade 5 do mRNA. O EIF4G3 funciona
como um mediador para as interacfes. Fonte: Adaptado de Freire et al. (2017).
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Outra informacgao relevante sobre a PABP1 diz respeito a sua fosforilacao,
descrita como uma possivel via de controle da funcdo desta proteina influenciando
possivelmente a traducdo. A PABP1 é fosforilada simultaneamente com o seu
parceiro funcional EIF4E4 (DE MELO NETO et al., 2015; DE MELO NETO et al.,
2018). As duas proteinas parceiras possuem residuos semelhantes que sao alvos
de proteinas quinases como a CRK1 diante do complexo formado entre esta quinase
e a proteina ciclina CYC2. A CRK1 é conservada no género Leishmania e esta
envolvida na transicdo da fase G1 para a fase S, portanto, a fosforilacdo da PABP1
e do EIF4E4 pode ser importante para a viabilidade do ciclo celular nesses parasitos
(NAULA et al., 2005; HU et al., 2016). Em ensaios in vitro, a forte interacdo da
PABP1 com o EIF4E4, ndo observada em outros organismos, nao requer
fosforilagcdo para ocorrer e em células promastigotas de Leishmania spp. o processo
de fosforilagdo dessas proteinas também foi descrito como sendo possivelmente
mediado por MAP quinases ainda n&o identificadas (DE MELO NETO et al., 2018).

Neste cenario complexo das interacdes dos tripanosomatideos, a busca por
uma melhor elucidacdo vem fornecendo contribuicbes para o entendimento das
associacdes que envolvem RNAs e proteinas. O alcance de respostas diante de
metodologias atuais pode levar ao encontro de novos alvos para o controle desses

parasitos.
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3 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS E DE mRNAs DIFERENCIALMENTE
ASSOCIADOS AS PROTEINAS DE LIGACAO AO POLI-A DE Leishmania E
ASSOCIACAO ESPECIFICA ENTRE PABP1, RBP23 E mRNAs DE PROTEINAS
RIBOSSOMAIS
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obtidos no sequenciamento em larga escala (RNASeq) de mRNAs co-precipitados
com os homologos de PABP (PABP1, PABP2 e PABP3) fusionadas ao epitopo HA
em L. infantum. Células transfectadas expressando individualmente as proteinas de
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ABSTRACT

Regulation of gene expression in Leishmania depends on the control of mMRNA
stability and translation and these events require the participation of RNA binding
proteins (RBPs). Poly(A) Binding Protein (PABP), a major eukaryotic RBP, is known
to have multiple roles associated with mRNA and its translation. In Leishmania, three
PABPs have been identified, with PABP1 found to associate with undefined mRNA
targets distinct from PABPs 2 and 3. Here, through co-precipitation and RNA-seq
experiments, we found ribosomal protein (RP) mRNAs preferentially bound to
PABP1, while PABP2 and PABP3 were enriched with unrelated messengers. Co-
precipitation and mass-spectrometry analysis also revealed two RBPs differentially
associated with PABP1 or PABP2, respectively RBP23 and DRBD2. Both RBPs
bound directly to the three PABPs in vitro, but reciprocal experiments confirmed
PABP1 only, plus the EIF4E4/EIF4G3 translation complex and specific hypothetical
proteins, co-precipitating with RBP23. In contrast, PABP2/PABP3 and many other
proteins co-precipitated with DRBD2. Over 80% of the mRNAs bound to RBP23 were
RP-mRNAs, mainly lacking from the DRBD2 bound messages. It instead co-
precipitated with mRNAs more consistent with PABP2. These experiments raise the
possibility of RBP23 mediating the recruitment of RP-mRNAs by PABP1 and
channeling them to translation by the EIFAE4/EIF4AG3 complex.

INTRODUCTION

The trypanosomatid protozoans constitute a group of parasitic microorganisms
which include several species pathogenic to humans, all belonging to the Leishmania
and Trypanosoma genera. These are early divergent eukaryotes characterized by a
number of unique features related to their gene expression and mRNA metabolism
(1, 2). Noteworthy is the fact that due to a lack of RNA polymerase Il promoters,
which leads to the mRNAs being constitutively transcribed, expression of most of the
trypanosomatid genes is regulated post-transcriptionally. It is assumed then that this
regulation mainly targets mechanisms associated with the processing, transport,
stability and translation of mature mRNAs (3-5). The trypanosomatids then emerge
as relevant models for the understanding of mechanisms mediating post-

transcriptional and translation regulation in eukaryotes.
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In eukaryotes (including trypanosomatids), the RNA binding proteins (RBPS)
recognize and bind regulatory sequences in targets RNAs and are required for
events such as mRNA processing, subcellular transport, translation, storage and
degradation (6—8). These proteins may interact with related sets of RNAs, suggesting
an extensive level of regulation as seen in Saccharomyces cerevisiae (9).
Trypanosomes have an unusually large number of RBPs belonging to distinct
functional families and with different mMRNA binding domains. These include those
with the RRM (RNA Recognition Motif), ZF (Zinc Finger), PUF (Pumilio) and ALBA
(acetylation lowers binding affinity) domains (10-13). In Leishmania donovani (L.
donovani), a consistent number of classical RNA-binding domains (RBD), as other
more unusual and even unknown RBDs, have been identified in 79 proteins (14).
Many reports have shown RBPs acting as post-transcriptional regulators of gene
expression in trypanosomatids, usually binding to sequence elements located within
the 3’ untranslated regions (3' UTRs) of mature transcripts. Different mRNAs
containing the same motifs and coding for functionally related proteins appear to be
similarly regulated (15). These motifs are targets for different RBPs and this
association constitutes the mRNA-protein (MRNP) complexes which transport
MRNAs from the nucleus to the cytoplasm. This nuclear export can be co-
transcriptional (16) and once in the cytoplasm , the mRNAs can be: translated,
degraded or stored in cytoplasmic granules through the condensation of different
MRNP complexes (17).

The cytoplasmic poly(A) binding proteins, or simply PABPs (distinct from the
NPABPs, nuclear and more functionally restricted), are the best known and the most
abundant of the eukaryotic RBPs. They participate in most, if not all, mRNA
associated events, a consequence of their high affinity to the 3’ end adenosine tract,
the poly(A) tail, found in most eukaryotic mMRNAs. PABPs interact with many other
proteins, thus promoting their involvement in various cellular events. Despite being
mainly cytoplasmic, they are also found within the nucleus, where they may play a
role in polyadenylation, determining the length of the poly(A) tail, and may be
involved in mMRNA export (18—-20). Within the cytoplasm, PABPs bound to poly (A) tail
may interact with the elF4F, a translation initiation complex bound to the 5’ end of the
MRNA, contributing to the formation of a closed loop structure. A similar interaction

with the termination factor eRF3 may also bring together the translation start and
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stop codons, possibly facilitating translation reinitiation and/or ribosome recycling
(21-23). In addition, PABPs may alternatively prevent the degradation of mRNAs, by
binding to their poly(A) tails, or stimulate the mRNA decay, through interactions with
deadenylase complexes (18, 24, 25). Three PABP homologues were identified in
Leishmania and other trypanosomatids species (PABP1, PABP2 and PABP3), with
PABP3 found to be lost from the Trypanosoma lineage (26, 27).

A classic elF4F complex is composed by three subunits: elF4E, elF4A and
elF4E. This complex binds to the cap structure of mature mRNA through elF4E, and
then elF4F mediates mRNA selection for translation (28). In trypanosomatids, several
homologues were identified for each protein in the complex, 6 for EIF4E, 5 for EIF4G
and 2 for EIF4A. Studies have defined at least six different complexes based on each
EIF4AE homologues (5, 29). The complex based on EIF4G3/EIF4E4, the elF4F
initiation complex best known to be involved with mRNA translation co-precipitated
with Leishmania PABP1 (26, 30). A novel and direct interaction between PABP1 and
EIF4E4 has been identified, mediated by three conserved PAM2 motifs within the N-
terminus of EIF4E4 that bind to the PABP1 MLLE domain (31-33). Leishmania
PABP2 and PABP3 co-precipitate together and both can migrate to the nucleus after
transcription inhibition, while PABP1 remains predominantly in the cytoplasm (26).
Similarly in Trypanosoma brucei, PABP2 but not PABP1 can also accumulate in the
nucleus upon stress conditions (27), reinforcing a nuclear role for PABP2, and
PABP2/PABP3, in Leishmania and Trypanosoma species, respectively. Recent
studies of proteomic analysis for the two T. brucei PABPs showed that PABP2
interacts with a wide range of proteins while PABP1 binds to a small and distinct
group of proteins (34). Furthermore, PABP1 is preferably located into a subfraction of
small polysomes, while PABP2 is distributed across all polysomes, suggesting
binding to distinct mRNA pools (27).

Since RBPs are essential for the control of gene expression we analyzed
through mass spectrometry of L. infantum PABPs, the RNA binding proteins
especially RRM containing, differentially associated to the PABP complexes. Two of
them, named RBP23 and DRBD2 according to their homologues in trypanosomes
species, were identified and selected for further characterization in L. infantum and
for a better understanding of the distinct functions of PABPs. Mass spectrometry was
performed for both, RBP23 and DRBD2, to confirm interactions with the PABP
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homologues which confirmed RBP23 interacted with PABP1 and their partners, while
DRBD?2 is more related to PABP2 and a large range of proteins. Both complexes are
related to distinct mRNA populations which were identified through RNA-seq. This
set of experiments can indicate different mechanisms of mRNA selection for
translation initiation as for example in the case of RBP23 that specifically binds to

ribosomal proteins mRNAs.

MATERIALS AND METHODS
Plasmid constructs, DNA manipulations

The L. infantum genomic DNA from the MHOM/MA/67/ITMAP-263 strain was
isolated using DNAZzol (Life Technologies) following manufacturer’s instructions. The
full length RBP23, DRBD2, PABP2 and PABP3 were amplified using primers flanked
by sites for the restriction enzymes BamHI and Hindlll (listed in Supplementary Table
1). All PCR fragments were first cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega) to
prior sequencing and subcloning into the BamHI-Hindlll sites of the Leishmania
expression vector pSPBT1YNEOa (35) modified with a 27 nucleotide extension
encoding the HA epitope (YPYDVPDYA), added immediately after the coding
sequence and prior to the translation stop codon. The production of HA-tagged
PABP1 and TP-SP (Phosphorylation PABP1 mutant) has been previously described
(32). For pull-down assays, the genes RPB23 and DRBD2 were subsequently
subcloned into the same sites of the pET-21a vector (Novagen) to be expressed as
radiolabeled proteins in vitro. GST-tagged L. infantum PABP2 and PABP3 was
generated after subcloning into a modified pGEX4T3 expression vector (GE
Healthcare) to be expressed as recombinant proteins in Escherichia coli (36). The
production of GST only and GST-tagged L. infantum PABP1 has been also
previously described (32).

Parasite growth and expression analysis

Leishmania infantum MHOM/MA/67/ITMAP-263 promastigotes were cultured
in Schneider’s insect medium supplemented with 10% heat-inactivated Fetal Bovine
Serum and 2% hemin at pH 7.2, 25°C. For the expression analysis late exponentially

grown L. infantum cultures were harvested and resuspended directly into denaturing
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SDS-PAGE sample buffer (10% SDS, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 50% glycerol,
bromophenol blue and 5% 2-B-mercaptoethanol), submitted to 15% SDS-PAGE and
then blotting with mouse monoclonal antibodies directed against the HA epitope
(Anti-HA monoclonal antibody, 100ng ml-1, Applied Biological Materials).
Transfection procedures used for circular plasmids (episomal expression) were
carried out by electroporation. Briefly, grown cells were harvested and washed once
in HEPES-NaCl buffer (21mM HEPES pH 7.05, 137mM sodium chloride, 5mM
potassium chloride, 0.7mM disodium phosphate, 6mM glucose) and then transferred
to cuvettes containing the plasmid DNA, which were submitted to a pulse of 450V,
500uF on the Gene Pulser Xcell™ electroporation system (Bio-Rad). Cells
transfected with the pSPBT1YNEOQOa constructs, described below, were selected with
G418 (20ug/ml, Sigma).

Cytoplasmic extract preparation

For RNA sequencing, total cytoplasmic extracts of wild-type Leishmania major
were produced in triplicate from late exponentially grown cultures of promastigotes
cells harvested and washed once in ice cold PBS (Phosphate-buffered saline) and
resuspended in IPM1 buffer [100mM KCI, 5mM MgCl2, 10mM HEPES, protease
inhibitors (Roche), RNAseOUT and 0.5% IGEPAL CA-630 (Sigma)] to a
concentration of 1-2x10° cells/ml. To improve the cells lysis, the resuspended cells
were left 10 minutes on ice and then submitted to centrifugation as described above.
Additionally, total cytoplasmic extracts from wild-type L. infantum and strains
expressing HA-tagged RBP23 and DRBD2 as well as HA-tagged PABP1, PABP2
and PABP3 were generated in triplicate after cell lysis through nitrogen cavitation, as
described below.

For the mass-spectrometry analysis, total cytoplasmic extracts from
recombinant strains of L. infantum expressing HA-tagged PABP1, PABP2, PABP3
and a phosphorylation PABP1 mutant (TP-SP) were obtained in duplicate after cells
lysis using through glass beads, acid-washed 425-600um (Sigma). Then, total
cytoplasmic extracts from wild-type L. infantum and recombinant strains expressing
HA-tagged RBP23 and DRBD2 were obtained in duplicate after cell lysis through
nitrogen cavitation. First, late exponentially grown L. infantum promastigotes were

harvested and washed once in ice cold PBS, followed by resuspension in HEPES-
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lysis buffer (20mM HEPES-KOH pH7.4, 75mM potassium acetate, 4mM magnesium
acetate, 2mM DTT, supplemented with EDTA-free protease inhibitors from Roche) to
a concentration of 1-2x10° cells/ml. Lysis was carried out using glass beads, as
described (32), or using nitrogen cavitation (37), but with modifications. Briefly, the
resuspended cells were transferred into the cavitation chamber of the cell disruption
vessel (Parr Instruments) and incubated at 4°C under pressure (70bar) for 40
minutes, followed by rapid decompression and lysis. The lysates were submitted to
centrifugation for 10 minutes at 17.000g, 4°C to remove cellular debris and the
supernatants, the cytoplasmic extracts, aliquoted and stored at -80°C.

Immunoprecipitation

Immunoprecipitation assays (IPs) for the native PABPs used the cytoplasmic
extracts from wild type L. major and the affinity purified antibodies (anti-PABP1, anti-
PABP2 and anti-PABP3) previously described (26) with PBS and RNAseOUT
(Sigma) were incubate with approximately 0.1 mg protein A sepharose, previously
washed with PBS, overnight at 4°C. Next day, the sepharose-antibody was washed
three times with PBS before incubation with 1x10° of cytoplasmic extract for 1 h at
4°C under agitation. The supernatant was removed by centrifugation for 2 minutes at
6009, 4°C and the set were washed three times sequentially with lysis buffer, 1%
IGEPAL CA-630 and lysis buffer. This IP assay using polyclonal antibodies and L.
major extract was performed exclusively for RNA-seq.

For the IPs with the HA-tagged proteins, all cytoplasmic extracts from wild type
or recombinant HA-tagged L. infantum strains, were mixed with Pierce™ Anti-HA
Magnetic Beads as per manufacturer's protocol. Briefly, 0.2mg of these anti-HA
magnetic beads were washed three times with PBS followed by the incubation with
the cytoplasmic extract for 1h at 4°C. After, the depleted supernatant was removed
and the beads were washed three times with PBS. The resulting, specifically bound,
immunoprecipitated antigen-antibody complexes were eluted in SDS-PAGE sample
buffer. They were then analysed through SDS-PAGE and Western-blotting using
antibodies against the HA-tag to confirm the efficiency of the precipitation reaction.
The immunoprecipitations were performed in duplicates and triplicates for mass

spectrometry and RNA-seq, respectively.
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Mass-spectrometry analysis

For mass-spectrometry (MS), IP of HA-tagged PABP1, TP-SP, PABP2 and
PABP3 were submitted to Proteomics Platform of the Quebec Genomics Center, as
described (38). The results of two independent experiments were analyzed in the
Scaffold proteome software, used to validate the proteins identification based in the
L. infantum genome. Only proteins identified with >1 peptide and a probability of
>80.0% were considered. In Table 1 was listed a comparison between proteins co-
purified with HA-tagged proteins that were RNA or translation related. Eluted proteins
from IP of HA-tagged RBP23 and DBRD2 were submitted to Proteomics facility at the
Carlos Chagas Institute - Fiocruz. The samples were loaded into 15% SDS-PAGE
gels and allowed to migrate into the resolving gel, when the electrophoresis was
interrupted prior to protein fractionation. Gel slices containing the whole IP products
were then excised and submitted to an in-gel tryptic digestion and mass spectrometry
analysis and validation as previously described (39). Protein identification was based
on the L. infantum protein sequence database (L. infantum JPCM5, version from
March 29, 2016 available at TriTrypDB). To confirm the specificity of the IP assays,
for each polypeptide, a first normalization was performed from the sum of intensity of
each replicate and the highest value sum was used to normalize the other values.
For negative control and RBP23 or DRBD2 the averages of unique peptides and
intensities was calculated. The ratio between the intensity averages was generated
from the IPs using the extract expressing the HA-tagged RBP23 or DRBD2 and the
average intensity from the control IP using an extract from non-transfected cells. The
peptides present in both replicates and with a ratio >4.0 was selected and organized
according the intensities average of RBP23 or DRBD2. Those with an intensity 1000-

fold less than the highest intensity were excluded.

RNA extraction and cDNA library construction

RNA ligands were extracted from three independent immunoprecipitations of
wild-type L. infantum, HA-RBP23, HA-DRBD2 and HA-tagged PABP1-3 with the
RNeasy Mini Kit (QIAGEN). The RNA samples were quantified by Qubit™ RNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher) using to read the concentration the Qubit® 2.0
Fluorometer. At least 0.1-4ug of the total RNA was used to construct the cDNA
library with the TrueSeq Stranded mRNA Library Prep Kit (lllumina). First, the
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MRNAs were purified by poly(A) and fragmented to synthesize the first strand of
cDNA. After that, the second strand of cDNA was synthesized and the 3’ ends were
adenylated to the ligation of adapters. The DNA fragments that have adapter
molecules on both ends were enriched by PCR and then the library was validated
guantitatively for gPCR use the KAPA Library Quantification Kits and qualitatively by
visualization in agarose gel. Finally, the libraries were normalized and the pool
prepared to sequencing using the MiSeq® Reagent Kit v3, 150 cycle (lllumina).
Similar RNA extraction was performed for L. major cytoplasmic extract IPs with anti-
PABP1-3. Then, the total RNA was used to prepare the cDNA library with the SOLID
Whole Transcriptome Analysis Kit and the products were evaluated with an Agilent
Bioanalyzer (Agilent). The cDNA library was used to clonal amplification according to
the SOLID Full-Scale Template Bead preparation protocol and sequenced with the
SOLiD4 System (Applied Biosystems).

Sequence analysis

Sequence analysis and alignment of the RBP23 and DRBD2 were carried out

using the MAFFT version 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/), using selected

trypanosomatid sequences recovered from TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/)

and sequences from other organisms from GenBank. TriTrypDB accessions:
Leishmania infantum (Li) RBP23 - LINF_170011800; Leishmania major (Lm) RBP23
- LmjF.17.0550; Leishmania braziliensis (Lb) RBP23 - LbrM.17.0540; Crithidia
fasciculata (Cf) RBP23 - CFAC1 _280015000; Trypanosoma brucei (Tb) RBP23 -
Th927.10.11270; Trypanosoma cruzi (Tc) RBP23 - TcCLB.507711.40; Bodo saltans
(Bs) RBP23 - BSAL_25215; LIiDRBD2 - LINF_350027200; LmDRBD2 -
LmjF.35.2200; LbDRBD2 - LbrM.34.2130; CfDRBD2 - CFAC1_300070700;
TbDRBD2 - Tb927.9.13990; TcDRBD2 - TcCLB.510755.120; BsDRBD2 -
BSAL_13490. Within the aligned regions, amino acids identical in more than 60% of
the sequences are highlighted in dark gray, while amino acids defined as similar,
based on the BLOSUM 62 Matrix, on more than 60% of the sequences, are shown in
pale gray. The secondary structure was predicted using the Phyre2 (40) automatic
fold recognition server and the identification of the arginine methylation sites was
done through visual inspection of sequences. The 3’ UTR analysis were performed

through MEME (41) using 300 nucleotides immediately after the stop codon from the
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20 top-most mRNA sequences bound to L. infantum RBP23-HA. The already defined
3" UTRs of L. donovani orthologues were also retrieved and analyzed. Default
parameters were used to detect the motifs, which any number sites per sequence
and width between 6-50 nucleotides.

RNA sequencing analysis

RNA-seq reads obtained from SOLID data were mapped against
the Leishmania major Friedlin genome assembly version 8.1 available at the
TriTrypDB database by the SHRIMP software version 2.2.3 (42) with default
parameters. All mappings whose score was higher than 350 were considered for
further analyses, where all samples were normalized and the differential expression
was assessed by the edgeR package (43), included in the Bioconductor package
version 2.6 (44). Genes were considered over represented when a 4-fold increase
was observed when compared to the negative control (logz ratio >=2), with an
FDR<=0.01.

The data from lllumina were analyzed by the following bioinformatics tools: (1)
FastQC to evaluate the quality of the sequences

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/); (2) Trimmomatic 0.36

version (45) to remove the adapters and the low-quality sequences; (3) STAR (46),
an aligner to map the reads to the L. infantum genome, counting reads associated for
each gene; (4) DEseq2 Galaxy version (47) to compare statically the samples. The
minimum of 4-fold increase over the negative control (Log2 (I Ratio) >2) and FDR of
0.05 were considered. The results of both analyses were plotted on graphs according
to gene ontology (GO) functional terms classification of the upregulated mRNAs
associated to each protein. The terms/categories used for the grouping were:
binding, with a subcategory named DNA binding, which was divided in histone and
non-histone; catalytic activity; structural molecule activity, subdivided in structural
constituent of ribosome or structural constituent of nuclear pore; transcription
regulator activity; translation regulator activity and transporter activity.

For RBP23 mRNA analysis, the transcript sequence containing the 3° UTR
and the transcript sequence with HA but without the 3° UTR were used as reference.

Bowtie2, a tool for aligning sequencing read (48) was used to generate the .bam
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files, which were viewed in IGV, integrative genomics viewer, a visualization tool (49,
50).

In vitro pull-down assays

Pull-down assays were performed using Glutathione Sepharose 4B beads (GE
Healthcare), affinity purified GST-tagged recombinant proteins and 3°S-labeled
RBP23 and DRBD2 as described previously (de Melo Neto et al., 2015). GST alone
and the three different GST-tagged PABPs were expressed in Escherichia coli,
immobilized on the beads and incubated with 3S-labeled RBP23 and DRBD2. The
labeled proteins were obtained through the linearization with Hindlll of the
corresponding constructs in the pET21la, followed by transcription with T7 RNA
polymerase in the presence of the cap analogue and translation in the rabbit
reticulocyte lysate (Promega or Ambion) supplemented with 3°S-methionine (Perkin
Elmer). The signal was detected by an autoradiographic film on the 15%

polyacrylamide gel.

RESULTS
MRNAs differentially bound to native Leishmania PABPs

Immunoprecipitation (IP) assays have previously shown that Leishmania
PABP1 does not co-precipitate with either PABP2 or PABP3 while, in contrast,
reciprocal assays have confirmed that all or nearly all PABP2 and PABP3 co-
precipitate together. These results suggest that PABP1 binds to mRNA targets
distinct from the PABP2/PABP3 pair (26). In T. brucei, where PABP3 is missing, the
PABP1 and PABP2 orthologues have also been shown to bind to different mRNA
targets, with PABP1 binding to a subpopulation of small mMRNAs, while PABP2 binds
to most parasite messengers (34). Here, to better define the functional distinctions
between the Leishmania PABPs, their mMRNAs targets were first investigated. To
accomplish this, we first opted to use purified polyclonal sera generated against the
three native Leishmania PABPs. For the negative control, parallel experiments were
carried out with beads and extracts but with the sera omitted. Transcripts with the
highest number of reads and log>>2 enriched, when compared with the negative
control are listed in Supplementary Table 2. These were then grouped according to

GO functional terms, as shown in Figure 1A.
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As expected, the PABPL1 profile of bound mRNAs is noticeably different from
either PABP2 or PABP3, with the profiles from these last two proteins being very
similar (Figure 1A). A total of 216 mRNAs were found enriched with PABP1, of which
only 17 genes encode proteins with unknown functions. Among those transcripts
functionally classified, 119 (60%) encode ribosomal proteins, 45 (23%) encode
binding proteins of which 17 (9%) are histones mRNAs, 17 (9%) encode proteins with
catalytic activity, 9 (5%) with translation regulator activity and 8 (4%) with transporter
activity. In contrast PABP2/PABP3 co-precipitated with a total of 222 and 188
enriched transcripts, respectively, of which 26 and 21 encode proteins with unknown
function. For PABP2, 70 (36%) mRNAs encode ribosomal proteins, with 39 (20%)
transcripts encoding proteins with catalytic activity and 58 (30%) with binding
functions, of which 29 (15%) are histone mRNAs. In addition, 6% and 9% of the
transcripts encode proteins with translation regulator or transporter activity,
respectively. The observed results for PABP3 were very similar to those found for
PABP2 and are in agreement with these two proteins binding together to the same
set of mMRNAs.

MRNASs bound to HA-tagged Leishmania PABPs

The polyclonal nature of the antibodies used for the set of IPs carried out for
the native proteins might be associated with some degree of cross-reactivity and this
might be the reason for the overlap seen in mRNAs bound by PABP1 and the
PABP2/PABP3 pair. To clarify this possibility, we opted to carry out an independent
confirmatory experiment for the analysis of PABP-bound mRNAs. With the availability
of a previously described L. infantum cell line expressing the HA-tagged PABP1 (32),
we now also generated cell lines expressing both PABP2 and PABP3 fused with an
identical C-terminal HA tag. When compared with the ectopic PABP1-HA,
represented by two major isoforms indicative of phosphorylation events, both HA-
tagged PABP2 and PABP3 were visualized as single bands in whole cellular extracts
derived from the transfected cell lines (Supplementary Figure 1). Cytoplasmic
extracts of these cell lines were then prepared after lysis through cavitation, in the
absence of any detergent, and then used in IPs performed with monoclonal anti-HA
antibodies immobilized on magnetic beads. The negative controls used were

cytoplasmic extracts made from cells having no HA-tagged protein. Co-purified
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MRNAs were then extracted from the IPs and used for sequencing by the lllumina
platform. Considering that the identity between the L. major and L. infantum
orthologues is 97% - and that little significant difference in overall gene content is
observed between the two species we opted then to compare the two sets of results
for the three PABP homologues. The new approach, however, uses a different lysis
method as well as distinct antibodies and immunoprecipitation/sequencing strategies
A first analysis of the bound mRNAs with a volcano plot confirms a reduced overlap
in mMRNA content bound between PABP1xPABP2 or between PABP1xPABP3
(Supplementary Figure 2A). In contrast, no difference between the mMRNAs
associated to PABP2 or PABP3 can be detected (Supplementary Figure 2B and 2C).
This analysis confirms major distinctions in mRNA targets bound to PABP1 or
PABP2/PABP3, while highlighting once again that the latter two proteins bind
together to the same set of MRNASs.

The full set of MRNAs identified after the IPs with the anti-HA antibody are
listed within Supplementary Table 3. An analysis using GO terms, as carried out for
MRNAs immunoprecipitated with the native PABPs, was also performed with the new
data (Figure 1B). A total of 113 upregulated mRNAs were found co-precipitated with
PABP1 fulfilling the criteria of log> fold enrichment greater than 2, of which 27
transcripts encode proteins with unknown functions. From the remaining transcripts,
50 (58%) are grouped within the term structural constituent of ribosome, 19 (22%)
encode binding proteins, 13 (15%) enzymes with catalytic activity, 2 (2%) proteins
with transporter activity; and 1 (1%) each encoding proteins classified as transcription
and translation regulator activities. PABP2 and PABP3 co-precipitated with totals of
135 and 118 enriched transcripts, respectively, of which 48 and 40 with unknown
functions. Among the mRNAs associated with PABP2 and PABP3, however, only 3%
and 4% were classified with the “structural constituent of ribosome” term. For PABP2,
35 (40%) transcripts encode proteins with catalytic activity and 38 (43%) with binding
function. In addition, 8 (9%) genes encoding proteins with transporter activity, 2 (2%)
with translation regulator activity and 1 (1%) transcription regulator was also found to
be enriched. The observed data for PABP3 were very similar to those found for
PABP?2. It is notable that the mRNAs co-precipitated with HA-tagged PABP1, PABP2
and PABP23 are not so enriched with histone mRNAs as compared with L. major.

The results overall resemble the first experiment with native proteins with respect to
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PABP1 having a different profile of bound mRNAs than PABP2 and PABP3, with
those two associated with an identical profile of bound mRNAs. The experiment with
HA-tagged proteins, however, proved to be much more specific, with PABP1 having
a clear preference for mMRNAs encoding ribosomal proteins.

As well as mRNAs differentially bound by the PABP1 or PABP2/PABP3 pair,
MRNAs commonly bound by all three PABPs were also identified. To better define
those as well as mRNAs specifically bound individually by PABP2 or PABP3 and the
distinct PABP pairs, we did a Wenn diagram analysis by the three HA-tagged PABPs
from L. infantum (Figure 2). In depth analysis of the mRNAs bound by the
Leishmania PABPs, of the selected mRNAs, a total of 71 mRNAs bind exclusively to
PABP1, with 48 mRNAs of ribosomal proteins (30 RPL, 17 RPS and 1 RPP).
Meanwhile, 59 mRNAs bind exclusively to PABP2 and 38 only to PABP3. PABP2 is
associated with a large number of uncharacterized protein mRNAs (HP) when
compared to the other two and histones are preferentially associated to PABP3.
Remarkably, PAPB2 and PABP3 share more mRNAs (45 total) than PABP1 and 2
(only 7) and PABP1 and 3 (only 11). The three PABPs share 23 mRNAs with each
other. Histones are preferentially associated to PABP3. PABP2 is associated with a

large number of protein mMRNAs with unknown function compared to the other two.

RBPs differentially bound to PABP homologues in vivo

Aside from their strong specificity for poly(A) sequences (26, 51), so far the
best studied eukaryotic PABPs have no known sequence specific affinity which could
justify their selective binding to different sets of mMRNAs. Binding to poly(A) has been
shown to be mediated by specific residues within the PABP’s RRMs 1 and 2 which
are generally conserved in Leishmania PABP1 and PABP3, whereas substitutions in
these residues have been identified for PABP2 which might lead to changes in
sequence binding specificity (26). For Leishmania PABP1 at least, and most likely for
the PABP2/PABP3 pair also, their recognition of specific mRNAs targets might
require the assistance of partner RBPs with distinct RNA binding specificities. Here,
putative RNA binding proteins that might be involved in specific mMRNA recognition
were initially identified in a pilot mass spectrometry analysis of the proteins co-
precipitated with the three different, HA-tagged, L. infantum PABPs. For these

experiments no quantitative data was derived from the mass spectrometry analysis;
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however, a minimum of two independent IPs was considered for validation. PABP1
and PABP1 phosphorylation mutant (TP-SP) was compared with PABP2 and
PABP3. These experiments, summarized in the Table 1, mainly confirmed the strong
association between PABP2 and PABP3 and with similar binding partners, as well as
the specific association of the EIF4E4 initiation factor with PABP1. They also led to
the identification of RNA binding proteins specifically associated with PABP1
(RBP23; DRBD3), PABP2/PABP3 (DRBD2; NRBD) or the three proteins (ZC3H41).
The data for the wild-type PABP1 was subsequently confirmed using the milder lysis
method based on cavitation followed by a quantitative mass spectrometry analysis
(32).

RBP23 and DRBD2 bind directly to Leishmania PABPs

Considering a possible role for RBPs in assisting the binding of the their PABP
partners to specific mMRNAs, we then chose the two of them most strongly associated
with either PABP1 or the PABP2/PABP3, respectively RBP23 and DRBD2, for further
investigation. These two RBPs are both characterized by the presence of RRM
domains, with one RRM previously described for RBP23 and two for DRBD2 (52).
RBP23 is a 32.3 kDa protein (295 amino acids long) having its described RRM
localized at its C-terminal end (Figure 3A and Supplementary Figure 3). Here, a
second atypical RRM-like domain was identified using Phyre2, localized proximal to
its N-terminus. DRBD2 is also a small protein with a molecular weight of 30.2 kDa
(274 amino acids long) with its two RRMs also localized to the N and C-terminal ends
of the protein (Figure 3A and Supplementary Figure 4). The two proteins are
therefore very similarly organized.

Here, to first confirm if direct interactions occur between RBP23 and DRBD2
and the Leishmania PABP homologues, both RBP23 and DRBD2 genes were cloned
and the corresponding proteins used for in vitro pull-down assays. The three PABPs
were first expressed in E. coli with an N-terminal Glutathione S-transferase (GST)
tag. After immobilization in Glutathione Sepharose these were then incubated with
35S-labeled RBP23 and DRBD2, produced by in vitro transcription/translation. The
two 3S-labeled proteins bound to all three GST-tagged PABPs, although a stronger
signal with PABP1 was observed (Figure 3B). No binding to the negative GST control

was observed.
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Both RBP23 and DRBD2 genes were also used for the ectopic expression of
the C-terminally HA-tagged proteins in transfected L. infantum cell lines. As for the
PABPs, whole cell extracts of these proteins were first tested with anti-HA antibody
by western-blot assays. The expression of these proteins was confirmed in
exponentially grown promastigotes, with RBP23 and DRBD2 migrating as single
bands with sizes in agreement with their predicted molecular weights (Figure 3C). No
isoforms suggestive of post-translational modifications were seen. Prior to
subsequent analyses investigating protein partners and mRNA targets, cytoplasmic
extracts were then generated from the cell lines expressing both HA-tagged proteins
and preliminary IPs were performed. The amount of RBP23 detected in the
cytoplasmic extract and/or IPs is generally much lower than that observed for DRBD2
(Figure 3C) and contrasts with equivalent levels of expression for both ectopic
proteins from whole cell extracts. RBP23 then is likely to be more susceptible to
degradation than DRBD2.

RBP23 binding partners

Here, an alignment comparing the sequences of RBP23 orthologues from five
trypanosomatids plus the free-living relative Bodo saltans was carried out in order to
find conserved or divergent features within the protein’s sequence (Supplementary
Figure 3). The alignment reveals a limited conservation in sequence which is mainly
seen between more closely related species, such as within the Leishmania genus,
and much more restricted between more distantly related organisms, such as B.
saltans. When the L. infantum and T. brucei RBP23 orthologues are compared for
instance, only 30% identity and 44% of similarity in sequence is seen, with the
conservation mainly restricted to the RBP23 N- and C-terminal regions, where the
atypical and typical RRMs have been mapped. Apart from the RRMs, some
conservation is also observed in the segment connecting them with some aromatic
residues. Noteworthy also is the presence of a glutamine rich sequence followed by a
tract of multiple prolines found only in the Leishmania RBP23 orthologues as well as
several RGG motifs present only in the Leishmania and Crithidia sequences RGG
motifs have been implicated in arginine methylations in trypanosomatids, with a role

in regulation of gene expression and cell cycle (53).
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To confirm the association of RBP23 with PABP1 and find additional protein
partners, proteins co-precipitated with the HA-tagged RBP23 were next identified
through mass-spectrometry. Results derived from the mass spectrometry analysis of
two sets of replicates comparing the LFQ intensity of RBP23-HA with the respective
negative control were summarized and categorized (Table 2). These results confirm
the specific interaction between RBP23 with PABP1 as well as the translation
initiation complex formed by EIF4E4 and EIFAG3. Several other proteins which have
been shown to specifically co-precipitate with HA-tagged PABP1 using similar
procedures (32) are also found associated with RBP23-HA. These include the zinc-
finger ZC3H41, structurally similar to a DNA helicase according to Phyre2
predictions. Also associated with both PABP1 and RBP23 is the hypothetical protein
LINF_180008000, having a Nuclear Transport Factor 2 (NFT2)-like domain in its N-
terminus. Yet another protein co-precipitated with both PABP1 and RBP23 is
LINF_050009500, structurally similar to Skpl (S-phase kinase associated protein 1),
a component of the ubiquitin ligase complex.

Twelve other uncharacterized proteins, with unknown function, were found co-
precipitated with RBP23 but were not with PABP1 (Table 2) and deeper studies of
them may lead to an understanding of the role of RBP23. Other several proteins are
associated only with RBP23 but not PABP1. Among them, translation initiation
factors (EIF3G and EIF4E1l); RNA-binding proteins such as a potential
Pentatricopeptide Repeat (PPR) protein, a MRB1-associated protein, a MYND finger
contaning protein (ZMYND), the RRM containing proteins, RBP7 and TRRM2, and a
serine-threonine kinase receptor-associated protein (STRAP); Proteins involved in
polyadenylation as PAP regulatory subunit and PBP1 and in deadenylation as the
three subunits of the CCR4-NOT transcription complex: CNOT10, CNOT11 and
CAF1, the last one which displays deadenylase activity. In addition to these, three
enzymes and six proteins involved in intracellular transport and cell motility also co-
precipitated with RBP23 (Table 2). The orthologues in T. brucei of the partner
proteins are mainly distributed by the cytoplasm (Figure 4A).

DRBD2 binding partners

The alignment of several DRBD2 homologues (Supplementary Figure 4)

demonstrated that the sequence is highly conserved when compared with RBP23,
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especially in the RRMs. For example, comparing L. infantum and T. brucei DRBD2
homologues with 91% of coverage was observed 62% of identity and 70% of
similarity. However, T. brucei reveals a polyglutamine (poly Q) between the two
RRMs, not conserved in L. infantum. Interestingly, this specie presents an element
with aromatic residues between the RRMs, as observed to RBP23.

Results derived from the mass spectrometry analysis of two sets of replicates
comparing the LFQ intensity of DRBD2-HA with the respective negative control were
categorized and most proteins are RNA binding (Table 3). The data confirm that
DRBD2 preferentially associates with PABP2 and 3, as previously demonstrated.
Curiously, DRBD?2 also interacts with the translation initiation factor EIF4G3 involved
in the complex associated to PABP1. However, most of the proteins that interact with
DRBD2 are RNA related. In our analyses a total of five proteins with Zinc Finger
domain (including ZC3H31, ZCH34, ZCH39, ZCH40 and ZCHA41l), three RBPs
(RBP12, RBP23 and RBP43), two TRRMs (TRRM1-2) and a putative RBP with NTF2
domain (LINF_210009700) were found. Highlight for Pumilio protein 6 (PUF6) and for
PAN3, a Poly(A) Specific Ribonuclease Subunit. We can also observe 19
mitochondrial RNA related proteins, four of which are associated with guide RNA
(GAP1-2 and GRBC5-6). In addition to these was detected three mitochondrial edited
MRNA stability factors (MERS1-3), two mitochondrial RNA binding protein (MRP1-2),
two mitochondrial RNA binding complex 1 subunits (MRB4150 and MRB1590), two
RNA editing mediator complex proteins (REMC1 and REMC5), and two RGG-
containing proteins (RGG1-2). These mitochondrial proteins represent 38% of the
total proteins found associated with DRBD2 (Figure 4B) as opposed to RBP23
partners, of which only 2% are mitochondrial (Figure 4A). In addition, DBRD2 was
also associated with the polyadenylation proteins, KPAF1, PAMC1 and PAMC3 (also
located in the mitochondria), with a cellular component which plays a role in flagellar
motility, and with 11 enzymes, four with RNA helicase activity (one with nucleolar
location), two RNA methyltransferases and other five enzymes described in Table 3.
Lastly DRBD2 also interacts with LINF_190005100 and LINF_050009500, both
uncharacterized proteins and which also co-precipitated with RBP23, and with
LINF_200005800, which contains a structural similar to the nuclear receptor ligand-

binding domain according Phyre2 prediction. The set of proteins associated with
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DBRD2 demonstrates that it is somehow involved in regulation but not directly

associate to translation, as seen for RBP23.

MRNAs populations associated with RBP23 and DRBD?2 are different

To understand the function of the complexes PABP1/RBP23 and
PABP2/DRBD?2 in Leishmania, similar assays were performed for HA-tagged RBP23
and DRBD2 by the lllumina platform to compare analyses with PABP lllumina data.
For this experiment, mMRNAs bound to either RBP23-HA or DRBD2-HA after the IPs
were extracted and used to construct cDNA libraries and to perform next generation
sequencing as was done for the PABPs. The data showed the mRNAs bound to both
RBP23-HA and DRBD2-HA (listed in Supplementary Table 4). The upregulated
MRNAs were functionally grouped according their molecular function description, as
previously described for the HA-tagged PABPSs. A total of 132 mRNAs enriched were
found co-precipitated with RBP23 of which 8 genes encode proteins with unknown
functions. The most enriched mRNA was the RBP23 transcript itself and the majority
was 112 (90%) genes encoding ribosomal proteins, much more specific than PABP1
with about 60% of ribosomal proteins mRNAs (Figure 1B). In addition, 7 (6%) genes
encoding binding proteins (including the RBP23 transcript); 3 (2%) protein-coding
gene with transcription regulator activity; 1 (1%) with translation regulator activity, the
initiation factor 5a; and 1 (1%) with transmembrane transporter activity, a pteridine
transporter, were also found to be enriched (Figure 5A).

A different profile was observed for DBRD2 with a total of 301 mRNAs found
co-precipitated of which 88 encode proteins with unknown functions. The two largest
groups of MRNAs associated to DRBD2 comprises 94 (44%) genes encoding binding
proteins and 68 (32%) with catalytic activity. In contrast to RBP23, only 18 (8%)
genes encoding proteins with structural molecule activity (16 constituent of ribosome
and 2 of nuclear pore) were found enriched with DRBD2. In addition, 18 (8%) protein-
encoding gene with transporter activity, 9 (4%) with translation regulator and 6 (3%)
with transcription regulator activity were also found to be enriched (Figure 5B). An
analysis of the transcript length using the L. donovani orthologues sequences (54) of
20 transcripts for both proteins showed a noticeable difference between the size of
RBP23 and DRBD2-associated mRNAs. The first, composed mostly of ribosomal
protein MRNASs, has small mRNAs, while DRBD2 co-precipitates with larger mRNAs
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(Figure 5C). The 5 UTR of L. donovani transcripts is particularly small in RP mRNAs

as also observed in T. brucei (data not shown).

In silico motifs on RP mRNAs 3’UTR

Next, we hypothesize about the sequence elements of the mRNAs, especially
for RP mRNAs, that allow them to be selected by RBP23, since it is known that
functionally related transcripts usually have common motifs for the binding of specific
RBPs (55). In trypanosomatids, the mRNAs 5' end is not enriched in pyrimidines, so
regulation of their translation may differ and be preferentially located in the 3' UTR of
their transcripts (56). Considering the finding that RBP23 binds mostly to mRNAs
encoding ribosomal proteins, we investigated conserved motifs within the 3’
untranslated regions of these mRNAs from L. infantum and L. donovani. The 5'
UTRs of these mRNAs are very small and have no evidence of a regulatory
sequence as in mammals. Then, it was compared the 3’ UTR of 19 sequences of
ribosomal protein mRNAs more enriched, as well as the RBP23 mRNA sequence
which was also highly enriched in the analyzes.

The L. infantum UTRs are not yet defined, then 300 bp post stop codon were
used and the L. donovani 3’ UTR already defined. The first 20 most enriched mRNAs

found associated with DRBD2 were also analyzed as a control. A motif composed by

T-rich sequences with 15 bp in L. infantum (TTTHYTTTTKTTTTB) and with 29 bp in
L. donovani (HYYCTYTYCBTCYYYBTTTBBYTYYYTYT) were detected (Figure 6A).
These motifs were found one or even four times in most 3 UTRs of ribosomal
proteins mMRNAs analyzed and the first two was not detected in the RBP23 mRNA 3’
UTR. Comparatively, for the 3' UTRs of the mRNAs found associated with DRBD2, a
motif with TG repeats, was found in both Leishmania species (Figure 6B). In L.
infantum and L. donovani, at least one motif was found before the 150 pairs after
stop codon on most RP-mRNAs (Figure 6C). Particularly for the RBP23 transcript, an
analysis was performed to verify whether the transcripts are from endogen or ectopic
gene of RBP23. The results confirm reads for both genes (Supplementary Figure 5),
demonstrating that the 3' UTR was not required for binding since the ectopic gene is

transcribed without 3’ UTR, which explains the motif absence.
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DISCUSSION

RNAiI mediated depletion of RBP23 affects growth of the T. brucei
bloodstream form (57) and the cells show a gain-of-fithess phenotype during
differentiation, but depletion does not seem to affect procyclic cells (58). In L.
infantum studies with isobaric tagging methodology (iTRAQ) showed RBP23 to be
significantly downregulated during differentiation and in the mature amastigote form
(59), so it does seem to be more needed during exponential growth phases. Our data
confirm the association of RBP23 with EIF4E4/EIFAG3 complex and PABP1, known
as translational activators and part of the polysomes (32, 60—62). Both PABP1 and
EIF4E4 are simultaneously phosphorylated during exponential growth, possibly
associated with activation of translation of target mMRNAs. RBP23 may help to recruit
PABP1 and the EIF4E4/EIF4G3 complex to selected mRNAs to promote their
translation (32) with these mRNAs likely being mainly ribosomal protein mRNAs (RP-
MRNAS). Here we propose a model (Figure 7) where RBP23 first interacts with the 3’
UTRs motif of the RP-mRNAs and subsequently interact with PABP1. Thus, RBP23
marks the RP-mRNAs that should be translated by the complex PABP1 / EIF4E4 /
EIF4G3 / EIF4Al. Preferential binding of this elF4F complex to the RP-mRNAs would
not only direct them to a translation pathway distinct from most other cellular mRNAs,
perhaps avoiding competition, but would also allow their translation to be specifically
regulated, presumably involving the phosphorylation of EIF4AE4 and PABP1, an event
already shown to be cell-cycle regulated (De Melo Neto et al., 2015; de Melo Neto et
al., 2018; An et al., 2018).

20 paragrafo — RP-mRNAs e sua regulacéo diferenciada em diferentes organismos

Generally, Ribosomal proteins mRNAs (RP-mRNAs) have their translation
regulated differently and different organisms can use diverse mechanisms. In yeasts,
an activator (IFH1) and a repressor (CRF1) control the RP gene regulation (64) and
the transcription of RP genes are strongly coordinated with that of rRNAs (65). RNA
immunoprecipitation sequencing analysis demonstrated that many RP-mRNAs are
enriched especially with the closed loop translation initiation components, elF4E and
both isoforms of elF4G (66). In mammals, the translation control mechanism is
another one, RP-mRNAs as well as some translation factors are encoded by mRNAs
containing 5’-terminal oligopyrimidine (TOP) sequence immediately before the cap
structure. The La-related protein 1 (LARP1) when associated with the 5 TOP motif
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and the cap, acts as a repressor. This protein is also able to bind to PABP and
consequently form a translation-inactive mRNA loop. The mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORC1), a kinase complex, phosphorylates LARP1 and
releases it from 5TOP mRNAs. This leads to the EIF4F assembly since mTORC1
also controls phosphorylation of 4E-BP1, thereby allowing elF4G to bind to elF4E
and recruit the 43S complex (67—69). In contrast to RP-mRNAs which presents a
possible downstream regulatory mechanism in mammals, histones mRNAs are
upstream regulated by phosphorylation of the stem-loop-binding protein (SLBP)
which binds the stem loop structure in 3' UTR (70, 71). Different RNA-binding protein
binds to cis-acting elements in 3° UTRs and regulates mRNA translation. This
regulation occurs by targeting the mRNA cap structure, elF4E-elF4G complex,
ribosomes, and the poly(A) tail. In T. brucei, it was found sequences in 3’ UTR that
regulate the mRNA degradation as AU-rich elements (6). In bloodstream forms,
ZC3H11 is bound to these mRNA elements, and recruits PABP via MKT1 and PBP1,
which is a possible mechanism for mRNA stabilization (72).

RP-mRNAs are transported from the nucleus to the cytoplasm for immediate
translation, storage or degradation. In T. brucei, RBP23 is localized within the
cytoplasm with a reticulated distribution (73). In the cytoplasm, RBP23 recognizes
the RP-mRNA probably through a motif localized in 3’ UTR, since its 5 UTRs in
Leishmania do not have TOP sequences as mammals and are also very small-sized.
Other organisms with short UTRs have found solutions to activate translation. For
example, mRNAs of Giardia lamblia which has even shorter UTRs (74) and missing
initiation translation factors.as elF4G (75). Thus, factors present as elF4E2 (one of
the two homologues of Giardia) and elF4A interact directly with components of the
pre-initiation complex (PIC), elF2beta and elF3i, respectively, to facilitate the
initiation of translation (76). Some of the hypothetical proteins found co-precipitated
with  RBP23 may aid in their function or in the translation process itself.
LINF_180008000 containing a NTF2 domain, commonly found in GTPase activating
proteins that can stimulate the transport of proteins from the cytoplasm to the nucleus
(77, 78). LINF_050009500, structurally similar to SKP1 protein, a component of the
ubiquitin ligase complex that signals through the ubiquitination of target proteins the
degradation by the proteasome (79, 80). In T. brucei, the most enriched proteins co-
precipitated with PABP1 are EIF4G3, EIF4E4, PABP1, RBP23, ZC3H41 and the
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hypothetical protein Th927.7.7460 (LINF_050009500 homologue) (34). At least, the
strong association between LINF_050009500 with RBP23 and partner proteins,
suggesting a critical function, perhaps mediating the specific binding of RBP23 to
PABP1. After RBP23 interacts with the 3'UTR motif in the ribosomal protein mRNA,
bind to PABP1 recruiting the EIF4E4-EIFAG3 complex. The association between
RBP23 and the CCR4-NOT components may indicate that RBP23 could remain
bound to mRNA even after translation initiation. Many RBPs bound to 3'UTR of
MRNAs can associate with deadenylases complex as CCR4-NOT to enhance
deadenylation (81). This complex is an important regulator during all gene expression
pathways, interacting with transcription and translation activator and repressor
factors and promoting mRNA decay (82). Furthermore, both RBP23 and DRBD2
together with PABPs and Alba 2 protein were co-purified with TSR1 which is involved
in splicing regulation, mRNA stability, and rRNA processing (83). The data highlights
the importance of these proteins in the mRNA regulation process.

4° (e talvez 5°) paragrafo Aqui vai a parte da DRBD2 e seus possiveis papeis,
lembrando a ligacdo a proteinas mitocondriais, mas de localizacdo diferente???
Lembrar de falar sobre o artigo recente da DRBD2 de cruzi, do pessoal do Parana.

In contrast to RBP23, DRBD2 has been shown to repress translation when
tethered to a reporter mRNA (60, 61) and phosporylated in T. cruzi (84). In procyclic,
no increase in ZC3H11l, a stress-response RNA-binding protein, was observed
during DRBD2 RNAI, which means that possibly the lack of DRBD2 does not disturb
the cell so that ZC3H41 is not required (85). This protein is located in the cytoplasm
distributed irregularly or in the form of points with more intense signal near the
nucleus (73). In L. infantum, different DRBD2 isoforms were expressed in both
amastigote and promastigote stages, but were found to interact with L. infantum
Albal and Alba3 specifically only in amastigotes form through mass spectrometry
analysis (38, 86). In contrast to PABP1, PABP2 (T. brucei and L. major) and PABP3
(L. major), migrate to the nucleus upon inhibition of transcription by Actinomycin D
(26, 27) which may indicate a possible nuclear function. As in T. brucei DRBD3, a
stabilizing protein, which is localized mainly in the cytoplasm but under oxidative
stress remains bound to MRNA and concentrates in the nucleus, a typical behavior of
a protein that transports target mRNAs (87). In T. brucei, DRBD2 was found

distributed accumulated in perinuclear region (73) then the next step will be to
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evaluate these proteins in presence of inhibitors. Due the localization of DRBD2, we
believe that maybe it will migrate to nucleus as well as PABP2, correlating the
function of both proteins.

In T. cruzi, DRBD2 mass spectrometry also interacted with PABP2, ZC3H40,
MRP2, Hel67 and a RNA-binding and NFT2-like (LINF_210009700 homolog) protein
(88). In T. brucei, DRBD2 and two partner protein ortologues, RBP12 and the
hypothetical protein Th927.1.670 (LINF_200005800 homolog), are described as
translation repressors while other two partners, PABP2 and PUF6 are both activators
of translation (60, 61). The latter (PUF6), however, is a translation repressor in
Saccharomyces cerevisiae (89) and is involved in retroposon-mediated mMRNA decay
in Leishmania (90). This may indicate that DRBD2 also acts in different complexes
with different functions. As well as two other partners ZC3H39/40 which are both
activators and repressors of translation (60, 61). Beside that, almost 40% of proteins
found associated with DRBD2 were mitochondrial proteins belonging to different
mitochondrial RNA processing complexes. RNA-editing substrate-binding complex or
RESC (GAP1/2 GRBC5/6, REMC1/5, MRB4150, RGG2, PAMC1/3 and MERS?3) is
responsible for coordinating pre- and postediting processing events and recruits 5’
(MERS1/2) and 3’ (KPAF1) modification complexes and auxiliary factors (MRP1/2,
RGG1 and MRB1590) (91). This suggests a possible mitochondrial function for
DRBD?2.

About other partners, RBP43, also known as G1-IP2, interacts throught its
RRM-domain with EIF4G1 homologue which also interacts with PABP2 and a protein
that may be involved in capping (5). PAN3 facilitates efficient mMRNA recruitment and
deadenylation in PAN2-PAN3 complex (92). T. brucei ZC3H39/40 were detected as
regulators of the respiratome, or the mitochondrial complexes -V (93). T. brucei ZC3H34
is phosporylated (94) and arginine-methylated (95). T. cruzi ZC3H31 is sumoylated
(96) and its knockout prevents differentiation in the parasitic infectious form (97).
Both T. brucei ZC3H31/34 and Tbh927.10.2240 (LINF_210009700 homolog) interact
with MKT1, a post-transcriptional regulatory factor (72). LINF_210009700 is a
conserved hypothetical protein homologue of Th927.10.2240, an RNA-binding protein
and a putative nuclear transport factor which interacts with DRBD3 (87).

Surprisingly, RBP23 co-precipitated with its own mRNA. RBP23 binds to both
the native and HA-tagged protein mRNA (Supplementary Figure 5), which exclude
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the precipitation of a nascent protein with the anti-HA antibody but suggests possible
dimerization. It also excludes the binding to the UTR of the native mRNA, since the
native mRNA of RBP23 does not have the elements of pyrimidines found in the other
MRNAs (Figure 6C), so RBP23 may be undergoing a process of autoregulation.
Similar to what happens with S. cerevisiae 4E-BP protein as known as the Caf20p (a
translation repressor) which also interacts with its own transcript, may representing
an auto regulatory mechanism (66). As observed in vitro studies for PABP binding to
the adenylated tract present in the 5 'UTR of its mRNA, which is necessary and
sufficient to represses its own synthesis, supporting a model of autoregulation (98).

The results achieved with the proposed experiments help to better outline
important aspects of the gene expression control and protein synthesis in protozoa
so important for world public health.
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Table 1. Summary of relevant proteins co-purifying with HA-tagged PABPs*

Name TriTrypDB ID TP-SP? PABP1 PABP2 PABP3
Translation initiation complex
PABP1 LINE 350055900 26 25 22 10 4 0 - 0
PABP2 LINF:350047100 2 2 1 2 30 17 15 9
PABP3 LINF_250005800 0 0 7 0 9 5
EIF4E4 LINF_300009600 3 2 2 0 1 0 - 0
EIF4AI | | |NF_010012900 2 3 2 8 - 6 - 7
RNA-binding proteins
RBP23 LINF_170011800 38 5 5 0 - 0 - 0
DRBD2 LINF_350027200 - 0 - 0 4 5 - 0
DRBD3 LINF_040016900 1 - 1 - - - - -
NRBD || |NF_320013000 - - - - 3 - 1 -
MRP2 LINF_090018500 - - - - 2 - - -
ZC3H41 LINF_270019700 5 1 6 2 10 0 4 0
NTF2 and RRM domain LINF_180008000 4 5 1 0 0 0 0

*RBPs are shown differentially co-immunoprecipitated with PABP1 and PABP2/3 in two independent
immunoprecipitation (IP) assays. The values are the hits of proteins bound for each PABP. Only
proteins identified with >1 peptide and a probability of >80.0% were considered. ®TP-SP: PABP1
phosphorylation mutant.



Table 2. Proteins co-purifying with HA-tagged RBP23*

Name TritrypDB ID Average Ratio>4
intensity
Translation initiation complex
—PABP1 LINF_350055900 1.39E+09 66.01
—EIF4G3 LINF_160022100 8.29E+07 25.39
—EIF4E4 LINF_300009600 7.52E+07 129.78
EIF3G LINF_340033000 2.87E+07 4.28
EIF4E1 LINF_270023100 1.65E+06 4.81
RNA-binding proteins
—RBP23 LINF_170011800 7.57E+08 291.09
—ZC3H41 LINF_270019700 6.45E+08 10.09
PPR LINF_210020800 4.20E+07 16.41
MRB1AP LINF_110015300 2.00E+07 36.82
TRRM2 LINF_300016700 6.78E+06 7.81
ZMYND LINF_310023900 4.65E+06 4.63
RBP7 LINF_310036300 1.44E+06 5.17
Polyadenylation and Deadenylation
CNOT10 LINF_360070900 1.40E+08 7.86
CNOT11 LINF_230005100 6.53E+07 7.32
CAF1 LINF_220022600 3.95E+07 10.72
PAP regulatory subunit LINF_240005900 3.29E+06 11.85
PBP1 LINF_100018400 2.28E+06 5.57
Other RNA-binding proteins
—Protein with NFT2 and RRM domains LINF_180008000 7.44E+07 23.88
STRAP LINF_270018900 5.20E+07 6.11
Enzymes
CPS LINF_160011200 2.51E+07 21.79
Y-ECS LINF_180022300 5.01E+06 11.00
DHFR-TS LINF_060014300 2.96E+06 5.95
Intracellular transport and cell motility
DNM1 LINF_290029700 3.82E+07 4.97
DHC LINF_230022400 2.62E+06 °
SNF7 Family protein LINF_330027600 2.33E+06 265.39
Vps24 LINF_360043000 2.17E+06 4.10
Rab11 LINF_100015800 2.09E+06 5.72
RabX1 LINF_100018900 1.86E+06 6.66
Uncharacterized proteins
- LINF_040006400 9.00E+07 15.62
—Skp1-like LINF_050009500 3.52E+07 10.62
- LINF_110013800 3.45E+07 4.06
- LINF_200021500 3.37E+07 81.43
- LINF_190005100 2.94E+07 10.27
- LINF_310020800 1.78E+07 13.69
- LINF_080013100 1.40E+07 11.66
- LINF_260021000 4.12E+06 12.25
- LINF_330014600 2.78E+06 5.81
- LINF_360018200 2.68E+06 9.01
- LINF_330010200 2.14E+06 6.51
- LINF_250013900 1.68E+06 0
LINF_240010700 1.43E+06 5.93

*40 polypeptides are shown which specifically co-immunoprecipitated with the HA-tagged RBP23 in
two independent immunoprecipitation experiments, with a minimum of 4-fold increase over the
negative control (ratio) and with the average intensities up to 1000-fold lower than the highest.
Proteins co-purifying with both L. infantum HA-tagged PABP1 (de Melo Neto et al., 2018) and RBP23

are indicated by arrows.



Table 3. Proteins co-purifying with HA-tagged DRBD2*

. Average .
Name TritrypDB ID intensity Ratio>4
Translation initiation complex
—PABP2 LINF_350047100 7.44E+08 12.45
PABP3 LINF_250005800 1.35E+08 13.95
EIF4G3 LINF_160022100 1.94E+07 4.45
RNA-binding proteins
—DRBD2 LINF_350027200 3.68E+09 110.30
ZC3H41 LINF_270019700 2.46E+08 4.69
RBP with NTF2 domain LINF_210009700 1.58E+08 13.15
ZC3H39 LINF_190007800 1.01E+08 63.35
—ZC3H40 LINF_190007900 8.78E+07 44.40
PUF6 LINF_330019100 4.94E+07 15.58
ZC3H31 LINF_360013000 4.18E+07 11.02
RBP43 LINF_250008000 3.11E+07 13.62
RBP12 LINF_180010900 2.67E+07 7.15
TRRM1 LINF_270028100 1.53E+07 4.84
TRRM2 LINF_300016700 1.31E+07 4.68
PAN3 LINF_320012700 7.14E+06 6.02
RBP23 LINF_170011800 6.55E+06 4.85
ZC3H34 LINF_310005700 4.11E+06 5.95
Mitochondrial RNA-binding proteins
—MRP2 LINF_090018500 8.25E+07 16.51
KPAF1 LINF_180005000 7.68E+07 38.84
MRP1 LINF_270017500 3.76E+07 11.72
MERS2 LINF_280005300 3.54E+07 34.51
GAP2 LINF_220011900 3.18E+07 44.35
REMCS5 LINF_310012100 2.10E+07 14.21
GAP1 LINF_330036600 1.92E+07 22.44
MERS1 LINF_320031100 1.73E+07 100.81
GRBC6 LINF_080016600 1.48E+07 8.32
RGG2 LINF_330007800 1.42E+07 26.08
MRB4150 LINF_310012000 1.38E+07 12.86
PAMC1 LINF_200014400 9.91E+06 11.84
REMC1 LINF_360057200 9.18E+06 16.85
GRBC5 LINF_330020200 8.85E+06 15.47
RGG1 LINF_300013200 6.20E+06 11.28
PAMC3 LINF_210011600 5.77E+06 8.34
MRB1590 LINF_250021900 4.64E+06 4.16
MERS3 LINF_360078000 3.81E+06 32.73
RNA Helicases
—HEL67 LINF_320009100 1.40E+09 7.75
DBP2B LINF_070008800 3.60E+07 4.92
DDX21 LINF_050006300 2.22E+07 6.97
DEAD/H RNA helicase LINF_220021200 4.58E+06 4.20
RNA Methytransferases
MRNA cap (guanine-N7-) -MT LINF_110010500 3.40E+07 6.23
tRNA(uracil-5-) -MT LINF_200021600 4.32E+06 7.44
Other enzymes
PFK LINF_290032900 4.25E+07 7.58
PAS-PGK LINF_300039500 5.04E+06 7.09
MO LINF_060018400 4.35E+06 4.58
ABH LINF_280021800 3.89E+06 7.85
IMPDH LINF_190022000 3.65E+06 9.16
Cell motility
DLC p28 LINF_240013500 1.46E+07 9.51
Uncharacterized proteins
- LINF_190005100 3.73E+07 31.44
- LINF_050009500 1.42E+07 4.42
LINF_200005800 6.19E+06 7.11

*49 polypeptides are shown which specifically co-immunoprecipitated with the HA-tagged DRBD2 in
two independent immunoprecipitation experiments, with a minimum of 4-fold increase over the
negative control (ratio) and with the average intensities up to 1000-fold lower than the highest.
Proteins co-purifying with both T. cruzi DRBD2 (Wippel et al., 2019) and L. infantum HA-tagged
DRBD?2 are indicated by arrows.
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Figure 1. Analysis of mMRNAs populations associated with the three PABPs in Leishmania spp.
Upregulated genes in at least two of three available RNA-seq datasets were manually classified and
grouped using the gene ontology terms according their molecular function. ‘Upregulated’ means at
least twofold more abundant than in the negative control; A) mMRNAs groups associated to native
PABP1, PABP2 and PABP3 from L. major (SOLID); B) mRNAs groups associated to recombinant
PABP1, PABP2 and PABP3 from L. infantum (lllumina).
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Figure 2. Comparison of RNAseq dataset of three PABPs of Leishmania infantum. The mRNAs

associated to each PABP homologue are indicated in a Venn diagram from their respective RNAseq

datasets.
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Figure 3. Schematic representation of L. infantum RBP23 and DRBD2, their direct binding
partners and their HA-tagged expression. A) RBP23 presents an RRM-like in N-terminal and a
typical RRM domain in C-terminal. Eight putative arginine methylation sites are indicated (RG or RGG)
as a conserved set of aromatic amino acids between both RRMs. Besides two well-defined RRMs,
DRBD2 presents a highly conserved sequence of amino acid and several tyrosine; B) Pull down
assays between radiolabeled RBP23 or DRBD2 and three recombinant PABPs; The upper panels
shows the Coomassie-blue stained gel indicating the radiolabeled protein input, the GST recombinant
(negative control) and the GST-PABP homologues; The panels below are autoradiographs showing
the result of the interactions between radiolabeled RBP23 or DRBD2 and recombinant proteins. The
recombinant proteins are indicated by arrows. C) Immunodetection with monoclonal anti-HA of L.
infantum cell extracts expressing RBP23-HA and DRBD2-HA with the size approximate of 32 and 30

kDa, respectively.
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Figure 4. Localization of proteins co-purifying with HA-tagged RBP23 and DRBD2. Localization
defined based on cellular component classes (cytoskeleton, cytoplasm; mitochondrion; nuclear;
organelles/granules; n/d or not defined) and for uncharacterized proteins using the localization of their
respective orthologues in T. brucei, according to TrypTag.org. A) Pie chart with subcellular localization

of RBP23 partners; B) Pie chart with subcellular localization of DRBD2 partners.
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Figure 5. Analysis of mRNAs populations and transcript length associated with RBP23 and

DRBD2 in L. infantum. Genes were classified and grouped as detailed in Figure 1; A) Upregulated

MRNAs groups associated to RBP23. B) Upregulated mRNAs groups associated to DRBD2. C)
Comparison of RBP23 (cyan) and DRBD2 (orange) 5 (V) and 3’ (A) UTR, CDS (m) and total
transcripts length (e) according to L. donovani orthologues sequences (Camacho et al., 2019). Mean

is represented by a black line.
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Figure 6. Sequence elements in 3’ UTR of trypanosomatid mMRNAs populations associated with
RBP23 and DRBD2. A) Putative upstream motifs for RBP23 mRNA and the first 19 RP-mRNAs
associated to HA-tagged RBP23 in L. infantum and L. donovani; B) Putative upstream motifs for the
first 20 mRNAs associated to HA-tagged DRBD2 in L. infantum and L. donovani; All logos were
generated by MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) and the relative height of each nucleotide
represents the conservation measure at that specific position; The e-values are in the right corner of
each logo; C) Localization of T-rich motifs in the 3' UTR of the 10 mRNAs more enrichment associated
with RBP23 of L. infantum; D) Localization of motifs with TG repeats in the 3' UTR of the 10 mRNAs
more enrichment associated with DRBD2 of L. infantum.
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Figure 7. Proposed model for RBP23 selection mRNA to translation. (A) RBP23 interacts with 3’
UTR motif on the ribosomal protein mRNA, (B) then it interacts with PABP1 probably via RRM4. (C)
This set of proteins recruits the complex EIFAE4/EIFAG3/EIF4AL.
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Supplementary Figure 1. Expression of proteins HA-tagged by immunodetection with a
monoclonal anti-HA. Western-blot assays of cell extract expressing PABP1-HA, PABP2-HA and
PABP3-HA with the size approximate of 62.7, 65.4 and 60.9 kDa, respectively.
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Assis et al, 2020 — Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. Volcano Plot comparing mRNA content of L. infantum PABPs RNAseq
dataset. Axis Y represent the statistical test significance 0.05 (>0.05 red and <0.05 black) and the axis
X represent the genes at least 4-fold up- or down-regulated (log: fold change >2); A very high value to
be ranked; A) PABP2xPABP1 B) PABP3xPABP1 C) PABP3xPABP2.
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Supplementary Figure 3. Sequences analysis of the RBP23 from seven organisms of the

kinetoplastida class. MAAFT alignment comparing the sequences showing the conserved and

divergent motifs in seven organisms of the kinetoplastida class: L. infantum, L. major, L. braziliensis,

C. fasciculata, T. brucei, T. cruzi, B. saltans. Identical amino acids in more than 60% of the sequences

are highlighted in dark gray, while amino acids defined as similar, based on the BLOSUM®60 matrix, on

more than 60% of the sequences are highlighted in light gray. When necessary, spaces were inserted

within the various sequences (dashes) to allow better alignment. The RRMs of L. infantum sequence

are indicated as well as the secondary structures predicted. H and S represent a-helices and B-sheet,

respectively. The asterisks define the two RNP motifs. ¥ define the putative arginine methylation sites

(RG or RGG). The P-repeat sequence of Leishmania genus was highlighted. Access numbers:
LIRBP23 - LINF_170011800; LmRBP23 - LmjF.17.0550; LbRBP23 - LbrM.17.0540; CfRBP23 -
CFAC1_280015000; TbRBP23 - Tb927.10.11270; TcRBP23 - TcCLB.507711.40; BsRBP23 -
BSAL_25215.
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Supplementary Figure 4. Sequences analysis of the DRBD2 from seven organisms of the
kinetoplastida class. The alignment was carried out as described for Figure 1. The Q-repeat
sequence of T. brucei was highlighted. Relevant access numbers: LIDRBD2 - LINF_350027200;
LmDRBD2 - LmjF.35.2200; LbDRBD2 - LbrM.34.2130; CfDRBD2 - CFAC1_300070700; TbDRBD2 -
Th927.9.13990; TcDRBD2 - TcCLB.510755.120 and BsDRBD2 - BSAL_13490.
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Supplementary Figure 5. RBP23 reads are derived from both endogenous and HA-tagged
overexpressed protein transcripts. Screenshot of IGV in the region after the stop codon, showing the
coverage (vertical bars) and alignment (horizontal bars) track for three replicates. The ‘'reference
genome' was the RBP23 sequence with 3° UTR or with HA but without 3' UTR. A) RBP23 mRNA
reads align with the sequence of RBP23 plus HA, the blue box highlights the amino acid sequence of
HA; B) The RBP23 mRNA reads align with the RBP23 plus 3' UTR sequence, the blue box highlights

the beginning of the 3' UTR amino acid sequence.
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4 IDENTIFICACAO DE PARCEIROS PROTEICOS DIFERENCIALMENTE
ASSOCIADOS AS PABPs 2 E 3 DE Leishmania infantum COM A
CARACTERIZACAO DE MOTIVOS DE INTERACAO

Autores: Moezio V. C. Santos Filho, Kleison C. Merlo, Maria J. R. Bezerra,
Ludmila A. Assis, Tamara D. C. da Costa Lima, Eden R. Freire e Osvaldo P. de Melo
Neto

Periddico: Genetics and Molecular Biology

Este capitulo abrange o manuscrito em redagcdo como primeiro autor, o qual é
referente aos parceiros proteicos associados as PABPs 2 e 3 de L. infantum. O
artigo a seguir esta sendo adequado de acordo com as normas da revista Genetics
and Molecular Biology. Como primeiro autor, a responsabilidade foi a realizacéo do
ensaio de espectrometria de massa e das etapas anteriores que foram pré-requisitos
(extratos citoplasmaticos e imunoprecipitacoes), além das analises estatisticas
(incluindo a tabulacéo e interpretacdo dos dados obtidos) e a escrita final do artigo.
Os resultados proporcionaram a identificacdo das proteinas co-precipitadas com as
PABPs 2 e 3, estabelecendo propriedades especificas desses homologos envolvidas
na formacéao, transporte e degradacdo de mRNAs, bem como na potencializacéo do

processo de traducdo em Leishmania spp.
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Resumo

As PABPs sdo proteinas que se ligam a cauda poli-A na extremidade 3'
dos mRNAs e que tem funcdo critica na sua traducdo e em outros processos,
podendo ainda participar em eventos de regulacdo da expressdo génica. Em
Leishmania, onde a regulagcdo da expressdao génica atua fortemente no
metabolismo dos mRNAs, foram identificados trés homologos de PABP com
funcdes ainda pouco conhecidas. Este trabalho teve como objetivo identificar
parceiros proteicos das PABPs 2 e 3, com vistas a melhor definir sua funcao, bem
como avaliar motivos relevantes em suas interagcdes. Ambas as PABPs 2 e 3
foram expressas em L. infantum fusionadas ao epitopo HA e utilizadas em
ensaios de imunoprecipitacdo, com as proteinas parceiras co-precipitadas
identificadas por espectrometria de massa. Em sua maioria as mesmas proteinas
co-precipitaram com as PABPs 2 e 3 e entre estas se destacam proteinas de
ligacdo ao RNA de diferentes classes: RBP45 e DRBD2, com dominio RRM,;
ZC3H34, ZC3H40 e ZC3H41, com motivos de dedos de zinco; Puf6, com o
dominio Pumilio; e Alba3. A associacdo das PABPs 2 e 3 com a exportina XPO1
e outra proteina de dominio NTF2 (sem anotacao), sugere funcdes no transporte
nucleo-citoplasma de mRNAs. Ja a co-precipitacdo com fatores de iniciacdo da
traducdo, como os EIF4G5, EIF4E4, EIF3b e EIF6, € indicativo de atividades
também na traducdo. Mutantes da PABP2 foram ainda testados quanto a
capacidade de complementar a funcdo da proteina nativa apés a delecdo das
copias do gene enddgeno, onde se observou a essencialidade do motivo TGM no
seu dominio MLLE. Os dados obtidos reforcam a similaridade entre as funcoes
das PABPs 2 e 3 e poderdo contribuir na elucidacdo de interacbes envolvendo

fatores participantes da traducédo e outros processos em Leishmania spp.

Introducao

A familia Tripanosomatidae compreende organismos eucariotos
unicelulares e uniflagelados que pertencem a ordem Kinetoplastida, filo
Euglenozoa. Os principais representantes sado protozoarios dos géneros
Leishmania e Trypanosoma, que compreendem espécies de importancia médica
e veterinaria de carater zoondtico e de ampla distribuicdo geogréfica,

ocasionando enfermidades como doenca de Chagas, doenca do sono e diversas
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formas de leishmanioses (Borghesan, 2013). Estas foram inicialmente
caracterizadas como doencas silvestres restringindo-se as areas rurais, mas
apresentam uma crescente expansao para ambientes urbanos tornando-se um
grave problema de salde publica. Os géneros Leishmania e Trypanosoma séo
definidos de acordo com parametros morfoldgicos que levam em conta a posicéo
do cinetoplasto, uma regido especializada da mitocondria que possui moléculas
circulares de DNA mitocondrial (Stuart et al., 2008).

Nos tripanosomatideos, a regulacdo da atividade da RNA Polimerase Il no
processo de transcricdo ndo é observada. Ao mesmo tempo, as proteinas sdo
codificadas por genes que se organizam em grupos transcricionais com a
presenca de uma Unica regido regulatéria dando origem aos mRNAs precursores
policistronicos (pré-mRNAs). Os mRNAs monocistronicos maduros séo derivados
destes a partir de eventos de trans-splicing e poliadenilacdo (Liang et al., 2003;
Arthur; Gunzl, 2010). Os mecanismos moleculares associados a regulacdo da
expressdo génica em Leishmania spp. sé@o influenciados pelo controle do
processamento e estabilidade de mRNAs e também de sua tradugdo. Essa
regulacdo tem sido descrita envolvendo novos mecanismos, no entanto, ainda
nao foi completamente elucidada (Inoue et al., 2014).

Em eucariotos o processo de traducdo € mediado pelos ribossomos e por
um grande numero de macromoléculas, como proteinas e RNAs. O inicio da
traducdo € uma etapa importante para o controle do processo e € caracterizado
pela interacdo entre os ribossomos e 0 mMRNA, bem como pelo posicionamento
correto do codon de inicio da traducdo (Ramakrishnan, 2002). Entre as diversas
macromoléculas que auxiliam na atividade ribossomal destacam-se os fatores
proteicos denominados de elFs (Eucaryotic Initiation Factors). Um destes, o
complexo heterotrimérico elF4F, se liga aos mMRNAs através da interacdo de uma
de suas subunidades e o cap localizado na extremidade 5’ dos transcritos. As
subunidades do elF4F (elF4A, elF4E e elF4G) também tornam-se relevantes por
interagirem com outras proteinas que se ligam ao RNA e aos ribossomos, como
as PABPs (Poly-A Binding Proteins) (Rezende et al., 2014).

As PABPs representam um grupo altamente conservado de proteinas
eucarioticas de ligacdo ao RNA, as quais reconhecem especificamente a
sequéncia do acido poliadenilico (poli-A), comumente presente na extremidade 3'

da maioria dos mRNAs eucaridticos. Através da ligacdo a cauda poli-A, essas
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proteinas atuam de forma relevante na tradugéo, assim como sdo necessérias a
biogénese, ao transporte e ao controle da estabilidade dos mRNAs (Burgess;
Gray, 2010; Gallie; Liu, 2014). Essas proteinas possuem em suas estruturas uma
porcdo N-terminal e outra C-terminal constituidas respectivamente por quatro
dominios de ligagdo ao RNA - RRMs (RNA Recognition Motifs) - e um dominio de
interacdo proteina-proteina (MLLE). Além do reconhecimento do poli-A, Parte dos
RRMs realiza o reconhecimento de sequencias distintas de mRNAs, com funcdes
pouco definidas. Além do mRNA, a PABP interage com alguns fatores de
iniciagdo da tradugdo como o elF4G, que controla de forma positiva a afinidade
para a formacao de complexos de iniciacdo da traducgéo. A interacdo elF4G-PABP
esta bem caracterizada e favorece a iniciacdo da traducdo, regulando a
estabilidade do mRNA e mantendo a integridade do transcrito antes da traducéo
(Eliseeva et al., 2013).

Foram identificados trés homologos de PABP em tripanosomatideos
(PABPs 1, 2 e 3), que se encontram presentes em diferentes géneros, sendo o
terceiro ausente em algumas espécies de Trypanosoma. Analisando as
interacdes desses homologos, foi relatada a associacdo especifica da PABP1 a
cauda poli-A, enquanto as ligacbes das PABPs 2 e 3 ndo parecem ser tao
especificas (Da Costa Lima et al., 2010). A co-precipitacdo das PABPs 1 e 2 em
T. brucei indicou que estes dois homdlogos estdo associados com mRNAs que
possuem propriedades distintas, com aqueles ligantes da PABP1 apresentando
tamanhos significativamente reduzidos (Zoltner et al., 2018).

Estudos anteriores relataram a localizacéo citoplasmatica das PABPs 2 e
3. Entretanto, em condi¢cBes de inibicdo transcricional com actinomicina D (as
duas proteinas em Leishmania) ou inibicdo de maturacéo por sinefugina (PABP2
em T. brucei), ambas migram para o nucleo celular. Isso indica uma funcéo
associada ao processamento de mRNA ou a sua exportacao para o citoplasma.
Nas mesmas condicfes, a PABP1 permanece no citosol, sugerindo a sua relacao
exclusiva com as funcdes citoplasmaticas da PABP (Da Costa Lima et al., 2010;
Kramer et al., 2013). Diante de uma possivel importancia das PABPs para o
controle da expressao génica em Leishmania spp., tornou-se importante a analise
por espectrometria de massa dos possiveis parceiros proteicos das PABPs 2 e 3,
identificando possiveis complexos e avaliando sua participacdo na traducdo e em

outros processos ligados ao metabolismo dos mMRNAs, quando comparados com
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andlises ja realizadas para a PABP1 (De Melo Neto et al., 2018). Neste trabalho,
a andlise de proteinas co-precipitadas com as PABPs 2 e 3 identificou parceiros
ligantes de RNAs e atuantes no transporte de transcritos, além de fatores de
traducdo. Também foi confirmado na PABP2 um importante papel para o motivo
TGM que esta localizado no dominio MLLE. Este motivo pode participar de
interacdes importantes para a viabilidade celular, podendo ser o foco de estudos
direcionados que busquem novas estratégias terapéuticas.

Materiais e Métodos
Cultivo celular e analise de expressao

A manutengdo das culturas da linhagem de L. infantum
MHOM/MA/67/ITMAP-263 foi realizada numa temperatura de 26°C em meio
Schneider (Sigma®) com pH 7,2 e mantidas com SFB (Soro Fetal Bovino) a 10%
e hemina a 2%. As células foram mantidas numa fase exponencial de
crescimento com repasses sucessivos a intervalos variaveis de trés a quatro dias.
O crescimento parasitario foi confirmado através de contagem em camara de
Neubauer. Para a andlise da expressdo das proteinas, foram produzidos extratos
das células de L. infantum, por ressuspensao no tampao de amostra para SDS-
PAGE, seguido de eletroforese em gel 15%. Apés a separacao eletroforética (V:
300, mA: 35), por ~110 minutos, e eletrotransferéncia (V: 25, mA: 400), por 60
minutos, para uma membrana de PVDF (0.45um), foram realizados os ensaios de
Western-Blot através de incubagbes com anticorpo monoclonal de camundongo
(1:3000) direcionado contra o epitopo HA (anticorpo monoclonal anti-HA Sigma®)
e anticorpo secundario anti-IlgG de camundongo (1:3000) (Sigma®). A revelacéo

ocorreu em filme fotografico por quimioluminescéncia.

Transfeccao em células de L. infantum

Os procedimentos de transfeccdo utilizando o plasmideo pSPBT1YNEOa
(Padmanabhan et al., 2012), modificado com uma extensédo de 27 nucleotideos
codificando o epitopo HA, foram realizados por eletroporacdo em células de L.
infantum. As células crescidas foram colhidas, centrifugadas, lavadas uma vez e
ressuspensas em tampao HEPES-NaCl (HEPES 21mM, pH 7,05, cloreto de sdédio

137mM, cloreto de potassio 5mM, fosfato dissddico 0,7mM, glicose 6mM). Apds



93

este processo foram transferidas para cuvetas de eletroporacdo (0.2mm)
contendo o DNA oriundo do plasmideo. Ap6s o resfriamento no gelo por 5
minutos ocorreu a eletroporacéo pelo sistema Gene Pulser XcellTM (Bio-Rad®)
com pulso de 450V, 500uF. As células transfectadas com as construcdes
pSPBT1YNEOaq, foram selecionadas com o marcador de selegdo G418 (20ug/ml,
Sigma®).

Obtencao dos extratos citoplasmaticos

Os extratos citoplasmaticos das linhagens transfectadas (cepas
recombinantes) de L. infantum que expressam as PABPs 2 e 3 marcadas com HA
e também da linhagem selvagem foram produzidos em triplicata a partir de
células promastigotas em fase exponencial. Estas foram lavadas uma vez em
PBS gelado (4°C) e ressuspendidas em tampao HEPES [HEPES-KOH 20mM, pH
7,4, acetato de potassio 75mM, pH 7,4, acetato de potassio 75mM, acetato de
magnésio 4mM, 2mM DTT, suplementado com inibidor de protease (Roche®)],
para uma concentracdo de 1,0x108 células/mL. Os lisados foram obtidos por
cavitacdo utilizando uma bomba de ruptura celular por compressdo em N3
(Parrinstruments®), apds incubacdo a 4°C sob uma pressédo de 70bar por 40
minutos seguida de rapida descompressao e lise. Os lisados foram submetidos a
centrifugacdo a 17.000g por 10 minutos para remover 0s restos celulares do

sobrenadante que foi distribuido em aliquotas e armazenado a -80°C.

Ensaios de imunoprecipitacao

Os extratos citoplasmaticos da linhagem selvagem de L. infantum e das
linhagens recombinantes com o peptideo marcador HA foram utilizados para a
realizacdo do ensaio de imunoprecipitacdo (IP), utilizando microesferas
magnéticas contendo anti-HA (PierceTM®) conforme o protocolo do fabricante.
Cerca de 0,2mg das microesferas magnéticas anti-HA foram lavadas trés vezes
com PBS, seguido da incubacdo com os lisados citoplasméatico por 1 hora a 4°C.
O sobrenadante, ou lisado depletado (LD), foi retirado e as microesferas lavadas
trés vezes com PBS. Os complexos formados por antigeno-anticorpo
imunoprecipitados foram eluidos em tampdo de amostra para SDS-PAGE e

separados por eletroforese em gel 15% (V: 300, mA: 35). A analise por Western-
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Blot também utilizou anticorpos anti-HA para confirmar a eficiéncia da reacéo de
imunoprecipitacdo em comparagdo com os lisado depletados. As IPs foram
realizadas em triplicata e enviadas para a espectrometria de massa.

Analise por espectrometria de massa

Para espectrometria de massa (MALDI-TOF/TOF, MS/MS) as IPs das
PABPs 2 e 3 marcadas com HA foram submetidas a plataforma de proteémica do
Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ-PR). As amostras foram concentradas em
SDS-PAGE a 15% (V: 300, mA: 35) e deixadas para migrar até o gel de
resolucdo, onde a separacdo eletroforética foi interrompida antes do
fracionamento das proteinas. As bandas do gel contendo as IPs foram cortadas e
submetidas a analise e validacdo por espectrometria de massa como ja descrito
(Rezende et al., 2014). A identificacdo das proteinas co-precipitadas se baseou
nas informacgdes depositadas no banco de dados de sequéncias de proteinas de
L. infantum (L. infantum JPCM5, versdo de junho de 2019, disponivel no banco
de dados TriTrypDB). Para confirmar a especificidade dos ensaios de
imunoprecipitacdo referentes cada polipeptideo, foi feita uma normalizacéao
baseada na intensidade total gerada a partir das IPs usando os extratos que
expressaram as PABPs 2 e 3 marcadas com HA e o controle usando os extratos
de células da linhagem selvagem (WT). O maior valor obtido foi utilizado para se
definir uma razdo em relacdo as demais amostras e esta razao utilizada para se
normalizar os resultados de cada uma das amostras, e proteinas co-precipitadas,
analisadas por espectrometria de massa. Diante das triplicatas, foram observadas
as intensidades médias individuais das proteinas usadas como iscas (as PABPs
2 e 3) e foram excluidas das analises as proteinas co-precipitadas cujos valores
médios de intensidade eram 1000 vezes menores em comparacdo a média
destas proteinas iscas e aquelas cuja razdo em relacdo ao controle eram
inferiores a 4. Os polipeptideos identificados foram listados classificados por valor

de intensidade.

Ensaios de complementacdo da PABP2

Células promastigotas de L. infantum foram submetidas a trés etapas

sucessivas de transfeccao: uma primeira com o cassete para delegcéo da primeira
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copia enddgena do gene da PABP2 com marca de selecdo de higromicina
(transfeccao integrativa — selecdo a 20pg/ml); em seguida foi realizada a
transfeccdo epissomal com o plasmideo contendo o proprio gene da PABP2
selvagem ou mutante, com selegdo com neomicina (G418) a 20ug/ml; e por
altimo, mais uma transfeccédo integrativa, com o cassete para delecao da segunda
copia enddgena do gene da PABP2, com marca de selecdo de puromicina e
selecdo com este antibidtico a 140ug/ml. Apds cada transfeccéo as células foram
selecionadas com o respectivo antibiético em meio Schneider (Sigma®) liquido,
sendo que apenas apdés a primeira transfeccdo foi realizada a selecdo clonal em
placa contendo meio Schneider concentrado duas vezes com agar e higromicina

para a selegdo de clones individuais antes das transfec¢des seguintes.

Resultados

Identificacdo dos parceiros proteicos através de espectrometria de massa
das PABPs 2 e 3 fusionadas ao HA

Com o intuito de complementar as analises de interagcdo entre o0s
homdélogos de PABP e seus parceiros, bem como caracterizar as possiveis
associacbes que evidenciam atividades diferenciadas dessas proteinas, foi
confirmada a eficiéncia dos lisados citoplasmaticos de células de L. infantum que
estavam expressando as PABPs 2 e 3 fusionadas ao HA (Figura 1A).

Em seguida, os lisados foram utilizados nos ensaios de imunoprecipitacao,
incluindo a linhagem selvagem que foi utilizada como controle negativo. Apos a
confirmacdo das IPs por Western-Blot (Figura 1B), as triplicatas das amostras
precipitadas e ligadas as esferas magnéticas com anti-HA foram submetidas a
analise por espectrometria de massa. Foram consideradas apenas as proteinas
gue tiveram niveis substanciais de intensidade de co-precipitacdo com as PABPs
em comparacdo ao controle, apés normalizacdo de acordo com a intensidade

total gerada por cada imunoprecipitacao.

Parceiros proteicos associados a PABP2

Os resultados da espectrometria tendo como alvo a PABP2 mostraram a

co-precipitacdo deste homdllogo com a PABP3 e também com a PABP1,
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entretanto, tanto a média das intensidades das co-precipitacdes quanto o
enriguecimento da associagédo da PABP2 com a PABP3 em relagdo ao controle,
foram significativamente maiores quando comparados aqueles referentes a
ligacdo da PABP2 com a PABP1l (Figura 2A). Esses resultados reforcam
especificamente as fun¢cdes compartilhadas entre a PABP2 e a PABP3.

Varias outras proteinas de ligacdo ao RNA também co-precipitaram com a
PABP2. Entre as proteinas que possuem em sua estrutura o dominio RRM, se
destacam a DRBD2 pela sua abundancia, porém com baixo valor de
enriguecimento em relacdo ao controle; e as proteinas chamadas de RBP1 e
RBP2 mitocondriais, com altos valores de enriquecimento, respectivamente de
~69 e ~37. Outras RBPs com o mesmo dominio também co-precipitadas com a
PABP2 foram as a RBP45, RBP35, uma proteina denominada apenas de RBP
(LINF_180010900) e a proteina La (LINF_210011000). As proteinas com
dominios de dedos de zinco (Zinc Fingers) também foram observadas, como as
ZC3H34, ZC3H39, ZC3H40 e ZC3H41l. A ZC3H39 se destacou nas
imunoprecipitagdes por ter sido uma das proteinas mais enriquecidas na amostra
em relacdo ao controle, listada com uma razdo de enriqguecimento de ~111
(Figura 3 e Tabela 1). Proteinas de ligacdo ao RNA com dominio Pumilio e Alba
também apareceram associadas com o segundo homologo de PABP. A Alba3
pode ser observada na tabela apesar da n&o inclusdo da Albal, a qual se
associa. Ja a Puf6 foi o unico homélogo com dominio Pumilio que foi incluido na
lista de associacOes. Vale ressaltar, contudo, que proteinas como a Albal e a
Puf2, foram vistas enriquecidas em relacao ao controle na tabela de dados brutos
gerados pela espectrometria de massa, no entando ndo foram listadas na Tabela
1 e na Figura 3 devido a sua razdo de enriguecimento estar abaixo do ponto de
corte usado como critério de incluséo.

Com relacédo aos fatores de inicio da traducédo, somente dois apareceram
imunoprecipitando com a PABP2. Entre os cinco homélogos do elF4G, apenas o
EIFAG5 apareceu nas co-precipitacbes, entretanto o seu parceiro EIF4E6
permaneceu ausente nesses resultados por ter ficado abaixo do ponto de corte
utilizado nos critérios de inclusdo, além de ser menos abundante. O EIF3b
também apareceu nas associacfes, mas sem a presenca de nenhuma outra
subunidade do elF3, e embora o enriquecimento desse polipeptidio na amostra

em relagdo ao controle ndo seja tdo alto, ele demonstrou possuir um alto nivel de
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intensidade de co-precipitacdo com a PABP2, indicando uma possivel interacao
especifica com este homologo da PABP. Além dos fatores de iniciacdo da
traducdo, ainda foram observadas trés aminoacil-tRNA sintetases na classe de
proteinas que participam da traducdo: LINF_110005900, LINF_300036900 e
LINF_210013900, onde as duas Ultimas se associaram especificamente a
PABP2. Essas proteinas sdo responsaveis por ligar covalentemente o0s
aminoécidos aos seus respectivos tRNAs na etapa inicial da traducéo. (Figura
2A).

Outros dados que chamaram a atencédo foram as associagcbes com uma
proteina que possui um dominio de fator de transporte nuclear (NFT2) e com uma
exportina (XPO1). Essas proteinas participam de processos que envolvem a
dindmica do canal do poro nuclear com a participacdo de outras nucleoporinas.
Tanto o dominio NTF2 quanto a XPO1 foram classificados no mesmo grupo junto
com a CCR4-Not e a PSF (Polyadenylation Specificity Fator), proteinas que
atuam na formacdo de RNAs no nucleo e na estruturacdo da cauda poli-A,
respectivamente. A presenca dessas proteinas nas imunoprecipitacoes,
principalmente aquelas que atuam no transporte nucleo-citoplasma, sugere a
participacdo da PABP2 na biogénese de mRNAs e em seu transporte para o
citoplasma (Tabela 1). Ja na classificacdo das proteinas quinases, sao incluidas a
CRKS3, a RK2 e a PK, onde as duas primeiras estdo relacionadas com o controle
do ciclo celular e a terceira € uma proteina que estd presente apenas em
Leishmania spp. As proteinas quinases foram agrupadas junto com as proteinas
fosfatases que também apareceram nas co-precipitacbes; e todas elas
imunoprecipitaram exclusivamente com a PABP2 nesses resultados.

Com relacdo as proteinas hipotéticas, foi observado um numero
relativamente alto entre aquelas relacionadas a PABP2. Para este grupo foi
realizada a busca por dominios estruturais através do software Phyre2 e diante de
semelhancas néo substanciais com dominios de hidrolases e ligacdo aos RNAs,
esses polipeptidios continuaram sendo classificados como néo caracterizados. E
importante destacar que apés a aplicacdo dos critérios de inclusdo para as
proteinas relacionadas a PABP2, tanto as UBPs (Uridine-Rich Binding Proteins)
guanto as proteinas ribossomais estiveram ausentes na lista de proteinas co-

precipitadas, possivelmente devido a baixa razdo de enriqguecimento da amostra
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em relacdo ao controle, ja que a PABP2 se liga a muitos polipeptidios diferentes e

isso pode diminuir esta razdo para proteinas abundantes.

Parceiros proteicos associados a PABP3

Para a PABP3 foi confirmada sua co-precipitacdo com os homdlogos
PABP2 e PABP1l, com a intensidade de co-precipitacdo e a razdo de
enriquecimento da amostra em relacdo ao controle sendo muito maiores para a
PABP2 do que para a PABP1l. Esses dados reforcam a relagdo funcional
especifica entre a PABP2 e a PABP3 quando comparadas com a PABP1. Outras
proteinas de ligacdo ao RNA, que a principio ndo compdem complexos para o
inicio da traduc&o, também co-precipitaram com a PABP3. E o caso da DRBD2 e
das Zinc Fingers ZC3H34, ZC3H40 e ZC3H41, além de uma proteina nao tao
bem caracterizada e que também possui um dominio de dedo de zinco (ZF
domain - LINF_270029500). A ZC3H41 aparece como a Zinc Finger de maior
intensidade de co-precipitacdo com a PABP3 em compara¢do com as outras duas
mencionadas, entretanto, a proteina com o dominio Zinc Finger
(LINF_270029500), chamou bastante atencao por ter uma alta intensidade de co-
precipitacdo e por ter sido o polipeptidio com a segunda maior razdo de
enriquecimento, com o valor de ~205, ficando atras somente da propria PABP3
(Tabela 2).

Ainda na classificacdo de proteinas de ligacdo ao RNA, aquelas com
dominio Pumilio e Alba também apareceram com a PABP3. Ainda assim, a Alba3
e a Puf6é foram as Unicas com esses respectivos dominios observadas na lista de
proteinas associadas. Vale ressaltar, contudo, que a Albal — parceira da Alba3 —
e outros homélogos com dominio Pumilio, ndo foram incluidos entre as proteinas
listadas, mas foram observadas logo abaixo do ponto de corte utilizado para
inclusdo. Com relacdo as RBPs, foram observadas a presenca da RBP23, RBP45
e de uma RBP menos caracterizada com dominio RRM (LINF_180010900), além
das RBPs mitocondriais (RBP1 e RBP2). Essas RBPs mitocondriais apareceram
com as razbes significativamente altas em relacdo aos controles, com o0s
respectivos valores ~76 e ~54. E destacada ainda para as proteinas de ligacéo a
presenca da helicase DEAD/H (LINF_220021200), que apresentou um grande

enriquecimento, tendo na razéo o valor de ~61 (Tabela 2).
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Entre os fatores de iniciacdo da traducdo, quatro foram observados co-
imunoprecipitando com a PABP3: EIF4AGS5, EIF3b, EIF4E4 e EIF6. O EIF4GS5 veio
com a proteina de interagdo G5IP, entretanto também néo foi incluido o parceiro
menos abundante EIF4E6, que ficou logo abaixo do ponto de corte usado no
critério de inclusdo. O EIF3b co-precipitou mais uma vez sem as outras
subunidades deste grupo, sugerindo participar de interacbes especificas
envolvendo esta proteina e as PABPs 2 e 3. Assim como a RBP23, o EIF4E4
pode estar presente somente com a PABP3 de forma indireta, ja que este fator
faz parte do mesmo complexo de inicio da traducdo que engloba a PABP1.
Envolvidas ainda na traducdo, quatro aminoacil-tRNA sintetases
imunoprecipitaram com a PABP3: LINF_270019800, LINF_360047300,
LINF_350019000 e LINF_110005900, onde as trés primeiras podem estar
relacionadas especificamente com a PABP3 (Figura 2B).

Outras proteinas relevantes na lista das co-precipitacoes da PABP3, estao
aquelas que atuam no transporte e processamento de RNAs, como o dominio
NTF2, a XPOl e a PSF, aléem dos fatores de transcricdo como o TFLP
(transcription fator-like protein), o qual € pouco caracterizado, mas com um valor
significativo de enriqguecimento (Tabela 2). Estes polipeptidios indicam a
participacdo da PABP3 na formacdo e transporte de mRNAs e também no
processamento desses transcritos. Em outros grupos, sdo observadas as
proteinas 60SL11 e 60SL18, ambas indicando papeis nas associacbfes com
polissomas. Ja a proteina 6-PD (6-phosphogluconate dehydrogenase) foi descrita
anteriormente participando do metabolismo de Leishmania spp. (Maugeri et al.,
2003; Leifso et al., 2007), sendo listada neste resultado como uma das proteinas
pertencentes ao grupo de atividade catalitica. A 6-PD se destacou devido ao seu
alto enriquecimento na amostra em relacao ao controle negativo, onde obteve um
valor de razdo de 100 (Tabela 2). Com relacdo aos polipeptidios hipotéticos,
foram listados apenas quatro ndo caracterizados, onde 0S mesmos nao
apresentaram similaridade representativa com os dominios estruturais presentes

no banco do software Phyre2.

Comparacéo entre as imunoprecipitacdes da PABP2 e da PABP3
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As PABPs 2 e 3 co-precipitaram de forma comum com a maioria das
proteinas listadas nas tabelas 1 e 2, principalmente com aquelas que foram
incluidas nos grupos de proteinas que participam do processo de traducao e de
ligacdo a RNAs. Todavia, vale ressaltar que apesar da possivel redundancia
funcional entre esses dois homologos, alguns polipeptidios imunoprecipitados de
forma especifica com um dos homoélogos de PABP chamaram a atencdo pela
forte intensidade de co-precipitacdo e/ou pelo enriquecimento das ligagbes das
PABPs-HA em relacdo ao controle negativo, representado neste resultado através
dos valores da razao.

A PABP2 e a PABP3 imunoprecipitaram de forma reciproca e com uma
alta intensidade entre elas. O comportamento espelhado destes dois homologos
incluiu também a presenca da PABP1, no entanto esta relacdo nao foi tdo forte
guanto a ligacdo das duas primeiras. Com relacdo aos fatores de iniciacdo da
traducao, tanto o EIF4G5 quanto o EIF3b se associaram de forma semelhante
entre as PABPs 2 e 3, entretanto a proteina de interacdo com o EIF4G5, a G5IP,
apareceu apenas nas co-precipitacdbes da PABP3. Outros dois fatores que se
ligaram somente com o terceiro homélogo de PABP foram o EIF4E4 e o EIF6, no
entanto ficaram préximos ao ponto de corte nas associacdes da PABP2. Apesar
dos possiveis papeis semelhantes das PABPs 2 e 3 em comparacdo a PABP1, A
PABP3 pareceu imunoprecipitar com algumas proteinas comuns aquelas ligadas
ao primeiro homaologo, o que pode ou nédo ser devido as ligacdes indiretas (Figura
4).

A DRBD2 e a ZC3H41 foram as proteinas listadas no grupo de ligacdo ao
RNA que apareceram entre as de maior intensidade de co-precipitagéo, tanto com
a PABP2 quanto com a PABP3. Outras proteinas com dominios de dedo de zinco
como a ZC3H34 e a ZC3H40 também co-precipitaram com ambos os homologos
de PABP, entretanto a ZC3H39 se associou especificamente a PABP2, enquanto
gue outra proteina pouco caracterizada (ZF domain - LINF_270029500) se ligou
apenas a PABP3. Essas duas proteinas se destacaram pelo alto enriquecimento
nas amostras durante as associacdes com as respectivas PABPs. J4 em relacao
as RBPs listadas, a maioria precipitou com os dois homodlogos de PABPs
estudados, exceto a RBP35 que se ligou apenas com a PABP2, e a RBP23 que

ligada especificamente com a PABP3 (Figura 4).
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Além das proteinas intimamente relacionadas aos RNAs, os polipeptidios
das classes de proteinas quinases e fosfatases tiveram uma preferéncia apenas
pela PABP2, incluindo as que estdo relacionadas com o ciclo celular como a
CRKS3 e a RK2. A fosfatase PP2A (Protein Phosphatase 2A) chamou a atencéo
nos resultados pelo enriquecimento amostral no valor de ~131, e mesmo em
abundancia ndo apareceu relacionada com a PABP3. Por outro lado, proteinas
constituintes do ribossomo se associaram especificamente com a PABP3,
identificadas na tabela 2 como “60S L11” e “60S L18". As co-precipitacdes do
dominio NTF2, XPO1 e PSF ocorreram com a PABP2 e a PABP3. No entanto, a
CCR4-Not, a qual também foi classificada no grupo de transporte e
processamento de RNA, se ligou a PABP3 apenas abaixo do ponto de corte, ndo
sendo listada na tabela desses resultados. Com relagao as proteinas hipotéticas,
apenas duas foram comuns as PABPs 2 e 3: LINF_160020100 e
LINF_230005800, com o enriquecimento representado pelas razdes sendo um
pouco maior nos dados da PABP2 (Tabelas 1 e 2).

Avaliacédo das regides da PABP2 nos ensaios de complementacao

Visando melhor entender o modo de acdo da PABP2 e a maneira como
regides especificas dessa proteina participam desse modo de acao, experimentos
de complementacédo foram realizados utilizando mutantes dessa proteina, como
originalmente descritos para a PABP1 (De Melo Neto et al., 2018). Diferentes
mutantes foram avaliados apresentando motivos especificos em diferentes
dominios alterados por mutagénese sitio dirigida. Células promastigotas de L.
infantum foram entdo geradas para se obter linhagens SKO (single knockout),
com delecdo de uma das copias do gene endogeno da PABP2; e DKO (double
knockout), com delecdo das duas coOpias enddgenas do gene da PABP2 na
presenca da proteina selvagem ou mutante codificada por vetor plasmidial. As
linhagens celulares contendo as substituicdes da ORF pelos genes de resisténcia
a higromicina e a puromicina foram selecionadas em meio de cultura contendo os
marcadores de selecdo, com a manutencdo do gene plasmidial mediada por
selecdo com neomicina. Os sete mutantes de PABP2 avaliados apresentam
mutacbes distribuidas entre as regides N- e C-terminal, nos dominios

considerados importantes para as funcbes especificas das PABPs como seus
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quatro RRMs e o dominio MLLE: 80IAK/AAA82, 137YAR/AAA139,
169RYQ/AAAL171 263FRS/AAA265, 284HSK/AAA286, 385RQN/AAA387 e
547TGM/AAA549. Destes, o ultimo mutante foi escolhido por ser dirigido a um
motivo localizado no centro conservado do dominio MLLE e que também foi
avaliado na PABP1 (Figura 5A). As regides que sofreram mutagdo continham os
aminoacidos originais substituidos por trés alaninas (AAA). Estes ensaios de
complementagéo foram realizados para dois clones distintos e todos os tipos
celulares contendo os mutantes mostraram-se viaveis, exceto o DKO do
547TGM/AAA549. Neste caso, nao foi possivel garantir a sobrevivéncia celular
apos a delecdo das duas copias do gene, mesmo diante das tentativas com o0s
dois clones utilizados. (Figura 5B).

Apesar dos DKOs da maioria dos mutantes permitirem a sobrevivéncia das
linhagens, alguns a principio, influenciaram a morfologia e a velocidade de
crescimento. Entre eles, 0os que se destacaram foram 80IAK/AAAS82,
284HSK/AAA286 e 385RQN/AAA387, onde o crescimento celular estava bem
mais lento quando comparados aos outros mutantes e com as células

apresentando uma morfologia mais arredondada e diferente da convencional.

Discussao

Os organismos do género Leishmania s&o caracterizados por uma
variedade de processos moleculares que garantem a sua sobrevivéncia. O
reduzido numero de elementos promotores para a transcricdo esta relacionado
com uma regulacdo da expressao génica através de eventos pos-transcricionais,
sendo de interesse cientifico uma melhor compreensdo dos processos nesses
parasitos (De Melo Neto et al., 2016). Os dados referentes as PABPs 2 e 3
indicam que esses dois homdélogos possuem papeis relacionados de acordo com
os perfis similares dos polipeptideos com 0s quais imunoprecipitaram. A
diversidade das associacdes pode evidenciar um papel menos especifico para
essas PABPs com funcdes direcionadas ndo apenas ao processo de traducao,
como previamente sugerido (Da Costa Lima et al., 2010).

A PABP2 e a PABP3 co-precipitaram em maioria com as mesmas
proteinas de ligacdo ao RNA. Entre essas associacdes esta a DRBD2, uma

proteina pequena que possui dois RRMs localizados nas extremidades N e C-
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terminal. Em T. brucei a DRBD2 foi encontrada distribuida ao longo da regido
perinuclear (Dean et al., 2017), sugerindo a sua migracdo para o nucleo e
interacdo com as PABPs 2 e 3. J4 em estudos de T. cruzi, é descrita participando
de complexos da traducdo, tendo como proteinas parceiras na regulacdo de
RNAs a ZC3H39, Alba3, Alba4, UBP1, UBP2, além da PABP2 presente em
abundancia (Wippel et al., 2019). A DRBD2 foi descrita ainda como um ortdlogo
da Gbp2 de leveduras, uma proteina que estd envolvida no controle da
exportacdo de RNAs (Hackmann et al., 2014). Estas afirmagbes séo reforcadas
por dados ainda ndo publicados que foram obtidos através de ensaios reciprocos
de imunoprecipitacdo que teve como alvo a DRBD2, onde a mesma estava
associada especificamente as PABPs 2 e 3 em Leishmania spp (Assis et al.,
manuscrito em preparacao).

Com relacao as Zinc Fingers, em espécies do género Trypanosoma, essas
proteinas foram observadas associando-se as sequéncias de regibes nao
traduzidas 3’ UTR que regulam os niveis de degradacdo de mRNAs com regides
ricas em AU (Kramer; Carrington, 2011; Singh et al., 2014). Incluida neste grupo
estd a ZC3H41, uma proteina estruturalmente semelhante a uma DNA helicase,
ligada a polissomos e que co-precipitou com as PABPs 2 e 3 com uma alta
intensidade nesses resultados; e também com a PABP1 em trabalhos anteriores
(Klein et al., 2015; De Melo Neto et al., 2018). Outras proteinas Zinc Fingers que
também imunoprecipitaram com as PABPs 2 e 3 foram a ZC3H40 e a ZC3H34,
além da ZC3H39 associando-se com uma alta razdo apenas a PABP2. A ZC3H39
e a ZC3H40 ja foram descritas na regulacdo da atividade mitocondrial em
tripanosomatideos, enquanto que a ZC3H34 estéa relacionada com o metabolismo
de RNAs de uma forma geral (Kramer et al., 2010; Trenaman et al., 2019). A
ZC3H39 também apareceu nas imunoprecipitacdes da PABP2 de T. brucei junto
com proteinas que possuem outros dominios como a Alba3 e a Puf6, as quais
serdo discutidas mais adiante (Zoltner et al., 2018).

Os fatores de inicio da traducdo que se associaram aos homologos de
PABP estudados neste trabalho incluem o EIF4G5, o EIF4E4, o EIF3b e o elF6,
estando alguns desses ligados especificamente a PABP3. O EIF4G5 co-
precipitou com ambas as PABPs, entretanto a proteina parceira G5IP (G5-
interacting protein) veio apenas com a PABP3. A presenca do EIF4G5 corroborou

com dados encontrados em estudos de T. brucei, onde este fator foi descrito
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imunoprecipitando especificamente com a PABP2. Além disso, o EIF4AG5 também
foi observado formando complexos que ndo estdo diretamente relacionados ao
inicio da traducdo (Freire et al., 2014; Zoltner et al., 2018). Entretanto, assim
como o EIF4E4, é provavel que o EIF4G5 participe de alguma forma da sintese
proteica, tendo em vista trabalhos mais recentes que mostraram a associacao do
complexo EIF4E6-EIF4G5 com outras proteinas envolvidas na tradugdo como a
MKT1 e MKT1L (Nascimento et al., 2020). E importante destacar também o fato
do EIF4G5 a principio ndo ter aparecido com o EIF4E6, mas este parceiro é
menos abundante e ficou logo abaixo do ponto de corte utilizado como critério de
inclusdo, o que reforgca sua necessidade para a acdo do EIF4G5. O mesmo pode
ter ocorrido em T. brucei, com os dados da PABP2, no entanto mais estudos
serdo necessarios para elucidar possiveis interacdes especificas em Leishmania
spp. Em relacdo ao EIF4E4, este € um dos homologos do elF4E capazes de
interagir com os homologos do elF4G, onde junto com o EIF4G3 pode ser
considerado fundamental durante o inicio da traducdo (Moura et al., 2015). Ja
esta bem caracterizado o complexo formado pelo EIF4E4, EIF4AG3 e PABP1,
onde o EIF4G3 interage diretamente com a PABPl. Foi descrito também a
interacdo da regido N-terminal do EIF4E4 com a PABP1, o que poderia explicar a
presenca especifica do EIF4E4 nas co-precipitacbes da PABP3, ja que a PABP1
também esta presente, possibilitando uma associacao indireta entre o EIF4E4 e a
PABP3 (Zinoviev et al., 2011; Moura et al., 2015; Freire et al., 2017).

Em T. brucei, estudos sobre a funcdo do complexo elF3 evidenciaram a
presenca se suas subunidades em fracGes polissbmicas. JA em espécies do
género Leishmania, ensaios de interacdo mostraram as subunidades do elF3
interagindo com o EIF4G3 que foi expresso em células transgénicas, o que pode
sugerir a este homélogo do elF4G a atividade de recrutamento das subunidades
do elF3 junto com o complexo de pré-iniciacdo 43S aos mMRNAs (Klein et al.,
2015; Meleppattu et al.,, 2015). Contudo, os resultados deste trabalho néo
evidenciaram presenca do EIF4G3, mesmo diante das co-precipitacbes dos
parceiros funcionais EIF4E4 e PABP1 e também do EIF3b. A imunoprecipitacao
deste Unico homdlogo do elF3 nesses dados motiva a hipotese de interacdes
especificas com a PABP2 e a PABP3 de Leishmania spp. Ja o elF6 € um fator de
inicio de traducdo de polipeptideo Unico que, assim como 0s outros de sua

classe, possui ortélogos entre os tripanosomatideos anotados nos genomas
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sequenciados e presentes nos bancos de dados. Embora o elF6 tenha sido
descrito desde o inicio em T. cruzi, este ainda ndo foi devidamente estudado em
tripanosomatideos, o que dificulta a formagdo de um cenario mais claro
envolvendo a PABP3 (Levin, 2000; Vazquez-Pianzola, 2005). Além dos fatores de
iniciacdo da traducdo, as amioacil-tRNA sintetases também co-precipitaram com
ambos os homélogos de PABP, uma vez que essas proteinas também participam
do inicio da traducdo ligando covalentemente 0s aminoacidos aos seus
respectivos tRNAs. (Rajendran et al., 2017).

Outro resultado relevante nas imunoprecipitacdes com as PABPs 2 e 3 foi
a presenca de um dominio de fator de transporte nuclear (NTF2) e a proteina
exportina XPO1, que atuam facilitando o transporte de proteinas entre o nucleo e
o citoplasma. A regido NTF2 possui uma forma dimérica e participa de interacdes
que envolvem outros componentes do poro nuclear como a RanGDP e outras
nucleoporinas. Estas ligam-se as proteinas migradoras, sendo parte fundamental
no sistema de importacéo nuclear (Stewart, 2000). J&4 a XPO1, reconhece o sinal
de exportacdo nuclear (NES) e atua na retirada de elementos do nucleo através
do canal do poro (Ullman et al., 1997). A associacdo com proteinas de funcdes
relacionadas como essas e o acumulo das PABPs 2 e 3 no nucleo, torna-se uma
evidéncia da participacdo desses homologos na sintese, processamento e
transporte nucleo-citoplasma de mRNAs. A presenca de NTF2 e XPO1 pode ser
uma resposta a facilitacdo do trafego dessas PABPs na dinamica do nucleo
celular. O fato da PABP2 ter se ligado também a CCR4-Not e a PSF, pode ser
uma evidéncia de um papel mais ativo desta PABP na biogénese de RNAs no
nacleo, tendo em vista que a CCR4-Not atua na formacédo de RNAs. Ja a PABP3
se associou apenas com a PSF que participa de atividades relacionadas a
estruturacdo da cauda poli-A (Barabino et al., 1997; Collart, 2016).

Ainda na lista das proteinas de ligacdo ao RNA co-precipitadas com as
PABPs 2 e 3, séo inseridas as RBPs, que atuam como reguladoras da expressao
génica em tripanosomatideos (Kramer; Carrington, 2011; Clayton, 2013). A
RBP23 estimula a traducdo quando ligada a extremidade 3' de mRNAs e
apareceu associada especificamente com a PABP3. Da mesma forma que o
EIF4E4 esta associacdo pode ser explicada devido a presenca também da
PABP1 nas imunoprecipitagdes com a PABP3, uma vez que em estudos

anteriores foi relatada a associacdo exclusiva da RBP23 com a PABP1 em T.
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brucei (Zoltner et al., 2018). E importante considerar que apesar do que foi
descrito para as possiveis interagbes in vitro da RBP23 e do EIF4E4 com a
PABP3, outras ligagbes podem acontecer in vivo, permitindo apenas a interacao
direta dessas proteinas com a PABP1. Ja a RBP35 co-precipitou somente com a
PABP2 e é uma das proteinas desta classe que foi descrita proximo a RBP23 em
estudos filogenéticos de T. brucei (Gaudenzi et al., 2005). Entre as RBPs que
imunoprecipitaram com ambos 0os homologos de PABP esta incluida a RBP45,
uma proteina que apresenta niveis diferentes de fosforilagdo ao longo do ciclo
celular e que s6 foi observada dentro da ordem Kinetoplastida, onde possui a sua
regido C-terminal conservada entre as espécies deste grupo (Mittra; Ray, 2004).
As RBPs mitocondriais, que também co-precipitaram com ambas PABPs com um
enriquecimento amostral substancial, foram descritas participando de atividades
mitocondriais que aumentam durante a diferenciacdo em amastigotas. Esses
processos ocorrem devido a expressao de diversas enzimas metabdlicas que sao
atuantes ao longo da diferenciacao celular em Leishmania spp. (Bent et al., 2003;
Brotherton et al., 2010).

A presenca de outras proteinas de ligacdo ao RNA como Puf6é e Alba3
associando-se especificamente as PABPs 2 e 3 ocorreu diante da auséncia de
parceiros e homologos dessas proteinas que também regulam a estabilidade de
MRNAs em tripanosomatideos. No entanto, proteinas como Puf2 e Albal ficaram
logo abaixo do ponto de corte utilizado para as associacfes dessas PABPs. Em
L. infantum a Alba3 se associa a Albal e foi descrita tendo um papel na regulacéo
do processamento de mMRNAs em células amastigotas, quando ligadas a
extremidade 3’'UTR desses transcritos. A deplecédo genética de Alba3 levou ainda
a alterac6es na motilidade e no metabolismo desses parasitos (Dupé et al., 2014;
Santana Da Costa et al., 2017). J& a Puf6 possui uma interacdo com motivos de
regides nao traduzidas 3'UTRs que estdo envolvidos no decaimento de mRNAs
através de clivagem por endonucleases. Foi mostrado que essa relagcdo com a
Puf6 estimulou a degradacdo de RNAs, diminuindo o tempo de atividade desses
transcritos (Folgueira et al., 2010; Klein et al., 2015; Azizi et al., 2017).

A presenca das proteinas quinases dependentes de ciclinas como CRK3 e
RK2 (LINF_220017500) associando-se especificamente com a PABP2 pode
sugerir uma participacdo mais ativa deste homélogo numa regulacéo influenciada

pelo ciclo celular, uma vez que essas proteinas quinases foram descritas como
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sendo essenciais para a progressao dos estagios em Leishmania spp. (Hassan et
al., 2001). Essa hipotese é reforcada pela presenca da PP2A, que é uma
fosfatase conservada em eucariotos e descrita com um papel importante na
regulacao das atividades das quinases, dependentes do ciclo celular. Assim como
as proteinas quinases descritas acima, a PP2A co-precipitou apenas com a
PABP2, tendo um dos enriquecimentos mais altos das amostras em relacdo ao
controle negativo (Millward et al., 1999). Com relagdo a outras
imunoprecipitacdes, a PABP2 ja foi descrita em polissomos (Kramer et al., 2013)
e a completa auséncia de proteinas ribossomais com este homologo ocorreu
também devido as considera¢gdes de inclusdo das proteinas associadas. J4 a
PABP3 imunoprecipitou com as proteinas 60S L1l e 60S L18, ambas
constituintes do ribossomo (Leifso et al., 2007). Com relacdo as proteinas néo
caracterizadas presentes em grande quantidade com a PABP2 e co-precipitadas
também com a PABP3, né&o foi possivel a visualizagdo de um cenario envolvendo
possiveis interacdes entre esses polipeptideos.

Quanto a confirmacdo da essencialidade da PABP2, estudos anteriores
gue realizaram ensaios de knockdown em T. brucei por meio de RNAIi, mostraram
gqgue a PABPl1 e a PABP2 sao independentemente necessarias para a
sobrevivéncia celular e que estes homodlogos nao apresentam funcdes
redundantes (Da Costa Lima et al., 2010). A analise dos motivos localizados nos
RRMs 1 e 2 mostraram que estes parecem nao exercer um papel determinante
na PABP2, diferente do que acontece com os seus equivalentes na PABP1, os
guais demonstraram ser essenciais. Nos eucariotos, 0s RRMs 1 e 2 sdo dominios
gue estdo mais relacionados a ligacdes especificas com a cauda poli-A (Cheng;
Gallie, 2007). O fato do motivo 137YAR139 néo interferir nas funcdes da PABP2
em células de L. infantum, indica interacbes menos especificas entre este
homélogo e a cauda poli-A, uma vez que nesses parasitos esta sequéncia foi
considerada critica para este tipo de interagdo. O Dominio MLLE, abriga o Unico
motivo considerado fundamental para a viabilidade de L. infantum, sugerindo a
importancia dessa regido para interacées essenciais da PABP2, o que também
nao aconteceu para a PABP1 (De Melo Neto et al., 2018). Ja a influéncia dos
DKOs no crescimento e na morfologia celular envolvendo os motivos localizados
nos RRMs 1 e 4 e naregido Linker, pode significar a relevancia dessas regiées na

conformacdo da proteina ou em interacdes que ocorrem em outros estagios do
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desenvolvimento de Leishmania spp. Serdo necessérias novas abordagens como
a identificacdo de proteinas co-precipitadas com esses mutantes, para uma
melhor compreenséo da importancia dos respectivos motivos da PABP2 desses

parasitos.
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Tabela 1. Proteinas co-precipitadas com PABP2-HA*

Nome TritrypDB Média da Intensidade Razao>4
Identificacao
Traducéo
—PABP2 LINF_350047100 1,28E+10 27,73
—PABP3 LINF_250005800 1,24E+09 17,25
—PABP1 LINF_350055900 7,25E+08 4,13
—EIF3b LINF_170020200 2,78E+08 5,28
—EIF4AG5 LINF_100017900 4,07E+07 5,86
tRNA S LINF_300036900 3,45E+07 6,13
tRNA S LINF_210013900 3,42E+07 4,81
—tRNA S LINF_110005900 2,49E+07 8,42
Transcrigéo
—PTSR1 LINF_070014900 6,88E+07 4,74
Ligacdo ao RNA
—ZC3H41 LINF_270019700 3,38E+09 5,94
—DRBD2 LINF_350027200 1,42E+09 5,06
—Alba3 LINF_340031800 8,07E+08 4,05
—Pumilio P6 (Puf6) LINF_330019100 5,47E+08 6,97
—Mitochondrial RBP2 LINF_090018500 3,80E+08 36,91
—Mitochondrial RBP1 LINF_270017500 2,78E+08 69,39
RBP (RRM) LINF_180010900 2,47TE+08 6,02
RBP35 LINF_350037400 8,91E+07 4,82
— la RNA binding protein LINF_210011000 8,47E+07 8,03
—RBP45 LINF_110006300 4,53E+07 5,10
—ZC3H34 LINF_310005700 3,59E+07 7,17
ZC3H39 LINF_190007800 3,16E+07 110,84
—REMC5 LINF_310012100 2,40E+07 4,51
—ZC3H40 LINF_190007900 1,90E+07 4,05
Atividade catalitica
—Enolase LINF_140018000 2,40E+08 5,17
RAB-like GTPase LINF_320039600 1,52E+08 5,59
GTPase LINF_360075000 1,27E+08 4,04
—PPD LINF_110016000 1,02E+08 8,61
—GLP LINF_260013100 8,32E+07 17,46
—MIM1/4M1 LINF_170021300 6,46E+07 15,54
SHMT-L LINF_140019600 6,10E+07 6,21
2-ODa LINF_210022900 5,88E+07 8,70
ATPS LINF_210021600 5,77E+07 9,61
—SDF LINF_240021800 5,30E+07 21,85
CAMP PA LINF_180016300 3,60E+07 4,53
5-FCL LINF_230019200 3,33E+07 12,83
—AE LINF_010008000 3,19E+07 8,00
RRP40 LINF_040006300 2,61E+07 9,29
—1-2D3K5MD LINF_340052200 2,47E+07 4,68
T1B LINF_360048900 2,34E+07 4,37
—RNase PH LINF_020008200 2,26E+07 6,84
Transporte e processamento de RNA
—NTF2 LINF_210009700 7,63E+08 11,59
CCR4-Not LINF_250025200 3,37E+08 4,24
—XPO1 LINF_320016700 2,28E+08 75,10
—PSF LINF_340041200 7,77E+07 20,70
Proteinas quinases e fosfatases
CRK3 LINF_360011000 2,24E+08 5,98
RK2 LINF_310038400 1,77E+08 5,10
PP2C LINF_250013300 6,19E+07 10,66
PP2A LINF_320037900 3,96E+07 130,63
PK LINF_220017500 3,85E+07 4,82
SIT PP4 LINF_240006600 2,65E+07 17,02
Proteinas flagelares e de citoesqueleto
PRC LINF_360068600 2,28E+07 16,04
—CAP LINF_220013200 2,06E+07 4,18
Outras proteinas
RF A LINF_280024500 2,63E+08 6,09
PX LINF_140007100 1,92E+08 4,14
—DALC LINF_240013500 1,66E+08 53,84
C40 LINF_350053300 1,48E+08 4,32
GRAM LINF_040007500 1,40E+08 5,14
—UDPCP LINF_050009500 1,29E+08 11,31
TPR LINF_300040300 1,14E+08 5,15
H2A LINF_210016900 8,90E+07 7,09
Leucine RRP LINF_320037600 8,79E+07 6,66
PFC4 LINF_300033900 8,02E+07 50,11
CRAL/TRIO LINF_300021700 7,56E+07 4,25
ATP11 LINF_350024500 4,94E+07 4,02




GOG7 LINF_260019800 4,00E+07 4,08
GTP BCM LINF_280027300 3,99E+07 67,49
—VDASC LINF_020009800 3,62E+07 12,11

WDRP LINF_270033000 3,49E+07 5,04

D1L LINF_290029700 2,38E+07 19,44

—TPR LINF_330013900 2,27E+07 4,00

Proteinas hipotéticas
- LINF_060007800 1,42E+08 4,37
- LINF_230011000 1,12E+08 4,67
— - LINF_160020100 5,05E+07 5,39
- LINF_350023200 4,83E+07 56,89
- LINF_040015700 3,88E+07 4,37
- LINF_250007300 2,78E+07 10,43
- LINF_210007300 2,44E+07 10,46
- LINF_070008900 2,41E+07 5,45
- LINF_340014500 2,28E+07 4,58
— - LINF_230005800 2,15E+07 5,19
- LINF_290021100 2,12E+07 5,58
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*Na tabela sdo classificadas 81 proteinas que co-imunoprecipitaram com PABP2-HA através dos
ensaios de imunoprecipitacdo realizados em triplicata. A razdo mostrada para as amostras possui 0
aumento minimo de 4 vezes sobre o controle negativo, com a consideracdo minima das médias da
intensidade até 1.000 vezes menor do que a mais alta. As proteinas que co-imunoprecipitaram

também com a PABP3-HA sdo indicadas pelas setas antes das siglas.



Tabela 2. Proteinas co-precipitadas com PABP3-HA*

Nome TritrypDB Média da Razao>4
Identificacdo Intensidade
Traducéo
—PABP3 LINF_250005800 1,55E+10 215,76
—PABP2 LINF_350047100 8,88E+09 19,19
—PABP1 LINF_350055900 9,80E+08 5,59
EFTu LINF_180012600 8,72E+08 4,64
—EIF3b LINF_170020200 2,88E+08 5,47
EIFAE4 LINF_300009600 7,71E+07 4,51
—EIF4G5 LINF_100017900 5,58E+07 8,05
tRNA S LINF_270019800 5,44E+07 4,18
tRNA S LINF_360047300 4,78E+07 6,51
tRNA S LINF_350019000 4,72E+07 4,11
—tRNA S LINF_110005900 1,70E+07 5,76
G5IP LINF_320019400 4,69E+07 6,61
EIF6 LINF_360014600 1,59E+07 5,84
Transcrigéo
TFLP LINF_290005100 2,86E+08 51,82
—PTSR1 LINF_070014900 7,89E+07 5,44
TFIB LINF_150019100 4,67E+07 6,57
Ligacdo ao RNA
—ZC3H41 LINF_270019700 4,24E+09 7,44
ZF domain LINF_270029500 3,07E+09 205,18
—DRBD2 LINF_350027200 1,48E+09 5,27
—Alba3 LINF_340031800 1,31E+09 6,59
—Mitochondrial RBP2 LINF_090018500 5,61E+08 54,44
—Pumilio P6 (Puf6) LINF_330019100 4,92E+08 6,26
—Mitochondrial RBP1 LINF_270017500 3,04E+08 75,94
—RBP (RRM) LINF_180010900 2,66E+08 6,49
RBP23 LINF_170011800 6,25E+07 9,03
—RBP45 LINF_110006300 5,84E+07 6,57
—ZC3H34 LINF_310005700 5,69E+07 11,39
— la RNA binding protein LINF_210011000 4,39E+07 4,16
— REMC5 LINF_310012100 3,93E+07 7,40
DEAD/H LINF_220021200 3,48E+07 61,47
—ZC3H40 LINF_190007900 2,13E+07 4,52
RRM LINF_290036100 1,60E+07 5,10
Atividade catalitica
5-HSS LINF_290015200 5,68E+08 8,71
I5MD LINF_190022000 3,88E+08 5,24
—Enolase LINF_140018000 2,94E+08 6,32
Cs LINF_180012100 2,84E+08 12,37
—PPD LINF_110016000 1,72E+08 14,47
6-PD LINF_350038800 1,03E+08 100,36
—GLP LINF_260013100 4,49E+07 9,43
—AE LINF_010008000 4,32E+07 10,83
NOL1/NOP2 LINF_290033200 4,09E+07 4,51
tRNA U5M LINF_200021600 3,39E+07 8,36
NatB LINF_300010300 3,12E+07 4,22
—MI1/4M1 LINF_170021300 3,03E+07 7,29
—SDF LINF_240021800 2,99E+07 12,33
S14a0D LINF_110017200 2,88E+07 491
DBCT LINF_050006700 2,68E+07 37,68
—1-2D3K5MD LINF_340052200 2,14E+07 4,05
ATP LINF_310007700 2,02E+07 7,17
—RNase PH LINF_020008200 1,65E+07 4,99
Transporte e processamento de RNA
—NTF2 LINF_210009700 8,99E+08 13,65
—XPO1 LINF_320016700 4,69E+08 154,44
—PSF LINF_340041200 2,17E+07 5,78
Estruturaribossomal
60S L18 LINF_360054400 4,82E+07 5,58
60S L11 LINF_220005300 4,35E+07 11,51
Proteinas flagelares e de citoesqueleto
—CAP LINF_220013200 2,70E+07 5,48
Outras proteinas
HSP100 LINF_290018600 2,74E+08 5,30
—UDPCP LINF_050009500 1,79E+08 15,66
—DALC LINF_240013500 1,15E+08 37,53
LRRP LINF_320037600 9,00E+07 6,82
—VDASC LINF_020009800 5,48E+07 18,32
ATP11 LINF_350024500 4,98E+07 4,05
i6ALP LINF_220020700 4,44E+07 5,88
PCNA LINF_150022600 4,13E+07 5,69




—TPR LINF_330013900
GTP BP LINF_330027200
RAD51 LINF_280010500

Proteinas hipotéticas
- LINF_190017000

— - LINF_160020100

— - LINF_230005800

- LINF_100006500

2,38E+07
2,16E+07
1,63E+07

8,52E+07
3,89E+07
3,07E+07
2,21E+07

4,20
77,55
96,46

4,73
4,15
7,43
8,34
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*Na tabela sdo classificadas 71 proteinas que co-imunoprecipitaram com PABP3-HA através dos

ensaios de imunoprecipitacdo realizados em triplicata. A razdo mostrada para as amostras possui 0

aumento minimo de 4 vezes sobre o controle negativo, com a consideracdo minima das médias da

intensidade até 1.000 vezes menor do que a mais alta. As proteinas que co-imunoprecipitaram

também com a PABP2-HA sao indicadas pelas setas antes das siglas.
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Santos Filho et al., 2020 - Figura 1

LD P

Figura 1. Filme do western blot confirmando a presenca das PABPs fusionadas ao epitopo HA
nos lisados citoplasmaticos e nas imunoprecipitagées. Como controle negativo foi utilizada uma
linhagem selvagem (WT) de L. infantum. A PABP2-HA e a PABP3-HA foram comparadas também
com a PABP1-HA, a qual ja tinha sido estudada em trabalhos anteriores do grupo (De Melo Neto et
al., 2018). Para este ensaio foi utilizado um anticorpo comercial anti-HA. A) Filme do Western-Blot
confirmando os lisados citoplasmaticos realizados através de cavitagdo. B) Filme do Western-Blot

confirmando as imunoprecipitagBes (IP) em comparacéo aos lisados depletados (LD).
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Santos Filho et al., 2020 - Figura 2
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Figura 2. Proteinas associadas as PABPs 2 e 3 organizadas de acordo com as taxas médias de
intensidade. Os graficos sdo um resumo das tabelas gerais e foram construidos selecionando
apenas as proteinas presentes nos grupos relacionados a traducgéo, ligacdo aos RNAs, transporte
nucleo-citoplasma e proteinas hipotéticas. Os intervalos foram adequados de acordo com as
proteinas de maior intensidade nas respectivas co-precipitacdes com as PABPs 2 e 3. A) Proteinas
gue co-precipitaram com a PABP2 (vermelho). B) Proteinas que co-precipitaram com a PABP3

(laranja).
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Santos Filho et al., 2020 - Figura 3

TbPABP2 LiPABP2

Figura 3. Diagrama de Venn comparando as proteinas co-precipitadas com a PABP2 de
Trypanosoma brucei e com a PABP2 de Leishmania infantum. Para a comparacg&o equivalente foram
consideradas as proteinas pertencentes aos grupos relacionados a tradugdo e a ligagao ao RNA. No
circulo azul estdo os parceiros de associagcdo especifica com a PABP2 de T. brucei (TOPABP2) e no
circulo rosa estao as proteinas que imunoprecipitaram especificamente com a PABP2 de L. infantum
(LIPABP2). Na regido de interseccao estdo os polipeptidios co-precipitados de forma comum entre a
TbPABP2 e a LIPABP2. Os dados referentes as co-precipitagdes de T. brucei foram obtidos de um

trabalho anterior (Zoltner et al., 2018).
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Santos Filho et al., 2020 - Figura 4
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tRNA S (LINF_210013900)

RBP35
ZC3H39

CCR4-Not

LINF_060007800
LINF_230011000
LINF_350023200
LINF_040015700
LINF_250007300
LINF_210007300
LINF_070008900
LINF_340014500
LINF_290021100

EIF4G3

LinJ.05.0450
LinJ.18.0300

LiPABP1

Figura 4. Diagrama de Venn das proteinas co-precipitadas com os trés homoélogos de PABP. O
diagrama € um resumo das tabelas gerais. Foram consideradas apenas as proteinas pertencentes
aos grupos relacionados a traducgdo, ligagdo aos RNAs, transporte nilcleo-citoplasma e proteinas
hipotéticas, onde estdo destacadas em vermelho as proteinas com um alto enriquecimento da
amostra em relacdo ao controle negativo (valores da razdo 220). Para fins comparativos, foram
adicionados a figura os dados de co-precipitagdo com a PABP1 de um trabalho anterior do grupo (De
Melo Neto et al., 2018). E possivel observar co-precipitacbes que foram comuns as PABPs (PABP1 e
a zinc finger ZC3H41) e aquelas que foram comuns as PABPs 1 e 3 (o fator de iniciagdo da tradugéo
EIF4E4 e a proteina de ligagdo ao RNA, RBP23).
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Santos Filho et al., 2020 - Figura 5
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Figura 5. Esquema da localizagdo dos motivos da PABP2 de L. infantum que sofreram mutacéo
e seus respectivos efeitos na viabilidade celular. A) Localizagdo dos mutantes da PABP2,
incluindo aqueles presentes exclusivamente neste homologo (RYQ, FRS, HSK e RQN). B)
Comparacédo dos efeitos dos mutantes da PABP1 e da PABP2 na viabilidade das linhagens celulares.
Os desenhos de Leishmania indicam a sobrevivéncia das células, enquanto os tracos apontam o0s
motivos essenciais devido a inviabilidade celular. Os dados dos mutantes da PABP1 foram obtidos
através de trabalhos anteriores do grupo (DE MELO NETO et al., 2018).
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5 DISCUSSAO GERAL

As possiveis diferencas descritas na literatura sobre o comportamento das
PABPs de Leishmania spp. e outros tripanosomatideos, tanto em comparacdo com
seus equivalentes em outros eucariotos como entre os trés homoélogos de PABP
identificados nestes organismos, estimulou a busca pelas funcdes e mecanismos de
acdo dessas proteinas e seu papel em processos como biogénese, transporte e
traducdo de mRNAs. Tanto a PABP2 quanto a PABP3 se acumulam no nucleo
diante da inibicdo da transcricdo utilizando actinomicina D, enquanto a PABP1
permanece, em maioria, no citoplasma (DA COSTA LIMA et al., 2010). Ainda
diferente da PABP1, em ensaios de inibicdo da maturacdo de mRNAS por sinefugina
associados a inducdo de choque térmico, a PABP2 também foi detectada se
concentrando no nucleo celular, principalmente no estudo de granulos de estresse
por choque térmico (KRAMER et al., 2013).

Diante da diferenca de comportamento entre as PABPs presentes em
tripanosomatideos, ja era esperado a co-precipitacdo com populacdes de mRNAs
também distintas; ao menos no que diz respeito a comparacdo da PABP1 com as
PABPs 2 e 3. Na verificacdo de associacfes exclusivas entre os transcritos e as
PABPs, a PABP1 manteve associacfes muito mais direcionadas com 0s seus
transcritos, ligando-se em grande maioria aos mMRNAs de proteinas ribossomais.
Esses dados corroboram com estudos anteriores onde foram observadas atividades
muito mais especificas da PABP1 em relacéo as suas interacdes (DE MELO NETO
et al., 2018; ZOLTNER et al., 2018).

Com relacdo aos dados obtidos referentes aos transcritos associados a
PABP2, foi observado uma diversidade muito maior entre a distribuicdo das
populacdes de mRNAs. Essa distribuicdo se apresentou de maneira semelhante ao
perfil dos transcritos co-precipitados com a PABP3, 0 que mais uma vez sugere
atividades redundantes entre esses dois homélogos no que concerne as ligacdes
com mRNAs alvos. Além disso, uma redundéancia funcional entre as PABPs 2 e 3
poderia ser um dos motivos que levou a perda deste terceiro homélogo em algumas
espécies de Trypanosoma (KRAMER et al., 2013). Por outro lado, entre os mRNAs
mais enriquecidos nas associacdes, ndo foram observados mMRNAs

imunoprecipitados comuns a PABP1l e a PABP2, fortalecendo um cenario de
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atividades diferentes entre essas proteinas como foi sugerido em estudos mais
recentes (ZOLTNER et al., 2018).

Mesmo ndo sendo o0s transcritos mais enriqguecidos como aqueles
classificados em “atividade catalitica” e “atividade de ligagdo”, os mRNAs de
histonas se mostraram presentes na selecao diferencial, tanto para a PABP2 quanto
para a PABP3, uma vez que nos tripanosomatideos, diferente de eucariotos
complexos, o0s mMRNAs de histonas também se apresentam poliadenilados (ASLUND
et al., 1994; LOPEZ; SAMUELSSON, 2008). Ja foi observado que esses mRNAs
nao sdo transcritos apenas durante a fase S do desenvolvimento (RECINOS et al.,
2001), mas os nossos dados sugerem que parte da regulacdo desses parasitos
pode ser influenciada por estagios especificos do ciclo celular.

Nos resultados obtidos por espectrometria de massa, as associacbes das
PABPs 2 e 3 evidenciaram um comportamento reciproco entre esses dois
homélogos por imunoprecipitarem juntos. A possibilidade de funcdes parecidas pode
ter feito com que ambos se associem de forma similar a grande parte dos parceiros
proteicos e também as mesmas populacées de mRNAs. A PABP2 e a PABP3 co-
precipitaram em maioria com as mesmas proteinas de ligacdo aos RNAs (RBPSs).
Essas proteinas, interagem com motivos de mRNAs usando dominios funcionais
como RRMs, dedo de zinco (Zinc Finger), Pumilio e Alba, os quais sdo considerados
0s mais relevantes dessa classe em tripanosomatideos (CLAYTON, 2013; KOLEV et
al., 2015).

Com relacdo aos dominios citados, entre os dados que chamaram a atencéo,
estd a presenca das proteinas Pumilio e Alba associando-se exclusivamente as
PABPs 2 e 3. As proteinas Alba desempenham importantes funcdes na regulacéo e
controle da traducdo de mRNAs (ARAVIND et al., 2003; MANI et al., 2011). Ja as
proteinas de ligagdo ao RNA da familia Pumilio constitui um grupo de proteinas
conservadas em eucariotos com afinidade a regido 3’'UTR de mRNAs, controlando
também a estabilidade e a traducdo desses transcritos (WICKENS et al., 2002;
FOLGUEIRA et al., 2010; WANG et al., 2018). A associacao especifica das PABPs 2
e 3 com proteinas desses grupos também pode sugerir outras fun¢des distintas para
esses dois homélogos.

Nas co-precipitacdes de ambos os homologos de PABP, foi constatada a
presenca de proteinas Zinc Fingers, geralmente observadas ligando-se as

sequéncias de regides nao traduzidas 3’ UTRs, regulando os niveis de degradacdo
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de mRNAs com regides ricas em AU (KRAMER; CARRINGTON, 2011). Incluida
nessas imunoprecipitacbes estd a ZC3H41, que é estruturalmente semelhante a
uma helicase e que esta associada a polissomos. Nas formas sanguineas de
Trypanosoma spp. a ZC3H41 atua recrutando as PABPs na formagdo de um
possivel cenario de estabilizacdo desses transcritos (SINGH et al., 2014; KLEIN et
al., 2015).

Outra proteina de ligacdo que ja foi alvo de estudos anteriores e que também
se mostrou associada as PABPs 2 e 3 foi a DRBD2, uma proteina reguladora da
expressdo de mRNAs e que foi descrita distribuida ao longo da regido perinuclear
em tripanosomatideos (LUEONG et al., 2016; DEAN et al., 2017), o que motivaria a
sua migracdo para o nucleo e a interacdo com as PABPs 2 e 3. Essa afirmacéo é
reforcada através da comparacdo com outras DRBDs, localizadas principalmente no
citoplasma e que possuem um comportamento similar ao da DRBD2, onde em
condicbes de estresse permanecem ligadas aos MRNAs, concentrando-se no
nucleo, sendo este um comportamento tipico de proteinas que atuam no transporte
de mRNAs (FERNA; ESTE, 2012).

As PABPs 2 e 3 imunoprecipitaram com proteinas que atuam no transporte
nucleo-citoplasma, incluindo um dominio de fator de transporte nuclear (NTF2) e
uma exportina (XPO1). Essas proteinas reconhecem sinais de importacdo e
exportacdo do nucleo e atuam no transporte de elementos através do canal do poro
nuclear (ULLMAN et al., 1997), além de interagirem com nucleoporinas que se ligam
as proteinas migradoras e que Sao essenciais aos sistemas de transporte
(STEWART, 2000). As associacbes dessas proteinas com os homélogos 2 e 3 de
PABP pode ser uma resposta da facilitacéo do trafego entre o nucleo e o citoplasma,
contribuindo para a dindmica e para as funcdes de transporte das PABPs.

Entre os fatores de iniciacdo da traducdo que foram comuns as co-
precipitacdes com as PABPs 2 e 3 estdo o EIF4G5 e o EIF3b. A associacdo do
EIFAG5 nos dados de imunoprecipitacdo em L. infantum pode indicar funcbes
dessas PABPs que estdo além daquelas relacionadas diretamente com a traducao.
Em estudos anteriores realizados em T. brucei, 0 EIF4G5 néo tinha sido diretamente
relacionado ao processo de traducdo (FREIRE et al., 2014), no entanto, estudos
mais recentes mostraram a associacao deste homoélogo e do seu parceiro EIF4E6
com proteinas envolvidas na tradu¢cdo como MKT1 e MKT1L (NASCIMENTO et al.,

2020). Em Leishmania spp., ensaios de interacdo mostraram as subunidades do
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elF3 associando-se com o EIF4G3, o que sugere uma atividade de recrutamento do
elF3 pelo EIFAG3 (MELEPPATTU et al., 2015). Trabalhos mais recentes envolvendo
0s tripanosomatideos mostraram a co-precipitacdo da PABP2 com o EIF4G3
(ZOLTNER et al., 2018). Caso essa associacdo também ocorra em espécies de
Leishmania, poderia estar relacionado com a presenca da subunidade do elF3
nestes resultados, além da possibilidade de realmente ocorrer interacdes especificas
entre o EIF3b e as PABPs de Leishmania spp.

Entre os fatores de iniciagcdo que imunoprecipitaram apenas com a PABP3,
estdo o EIF4E4 e o elF6. O EIF4E4 é uma proteina abundante que reconhece o cap
do mRNA e faz parte do complexo elF4F que é responsavel pela regulacao do inicio
da traducdo nos tripanosomatideos. Este fator € expresso ao longo de todo o
desenvolvimento do parasito e possui uma regido N-terminal que pode ser
direcionada para fosforilacdo (YOFFE et al., 2009; ZINOVIEV et al., 2011; PEREIRA
et al.,, 2013; MOURA et al., 2015). A presenca do EIF4E4 nas co-precipitacbes da
PABP3 pode ser devido a sua interacdo com a PABPL1, ja que este homdlogo de
PABP também co-precipitou com a PABP3 (ZINOVIEV et al., 2011; DE MELO NETO
et al., 2015). Com relacéo a classe do elF6, ainda ndo foram descritas informacdes
detalhadas nesses parasitos, tornando dificil evidenciar o verdadeiro motivo de sua
presenca nos dados da PABP3 (LEVIN, 2000; VAZQUEZ-PIANZOLA, 2005).

Assim como as PABPs, a RBP23 é uma das proteinas de ligacdo ao RNA que
estimulam a traducdo quando ligadas a extremidade 3’ dos mRNAs. Nos dados
obtidos, a RBP23 apareceu co-precipitada com a PABP3 e da mesma forma que o
EIF4E4 isto pode ter acontecido devido a sua associacdo exclusiva com a PABP1
em T. brucei (ZOLTNER et al., 2018). Uma outra explicacdo é que em Leishmania
spp. a RBP23 interage ndo somente com PABP1, mas também com as outras
PABPs, uma vez que os trés homdlogos de PABP possuem presumivelmente o
dominio de interacdo com a RBP23, descrito a principio como sendo o RRM4 que é
localizado na regido N-terminal (ASSIS et al., ndo publicado). Apesar do que é
discutido para as possiveis interacdes in vitro da RBP23 com as PABPs, outras
ligacbes podem acontecer in vivo, permitindo realmente a interacdo direta desta
proteina de ligacdo apenas com a PABPL1.

Nos ensaios de complementacdo com o0s mutantes, foi demonstrada a
essencialidade da PABP2 em células de L. infantum, tendo em vista que a delecéo

dos dois alelos do gene deste homdélogo ndo permitiu a sobrevivéncia das células.
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Entre as regides observadas, o dominio MLLE compreende o Unico motivo que
demonstrou ser essencial, sugerindo o papel desta regido para as interacoes
importantes da PABP2; o que ndo acontece na analise do mesmo motivo interno nos
trabalhos com a PABP1 (DE MELO NETO et al., 2018). Esse dado corrobora com
estudos anteriores que realizaram knockdown em T. brucei através de RNAI, onde
descreveram a PABP1 e a PABP2 como homodlogos independentes e essenciais
para esses organismos (DA COSTA LIMA et al., 2010).

O dominio MLLE é responsavel pelas interacbes a diferentes parceiros
(KOZLOV et al., 2010) e os resultados obtidos indicam que esse dominio é
fundamental para a PABP2, mas pode ndo ser para a PABP1, indicando entao
atividades menos especificas da PABP2. Um cenéario parecido € observado nos
resultados relacionados ao RRM2, relatado como essencial para a PABP1 com base
na mutagénese de um motivo critico para sua funcédo, mas nao para a PABP2 com
mutacdo em motivo equivalente. Em eucariotos, os dois primeiros RRMs da PABP
medeiam as ligagbes mais direcionadas ao poli-A e de fato os motivos alvos de
mutagénese estdo diretamente implicados nessa funcdo, com os resultados obtidos
indicando talvez uma menor necessidade de reconhecimento especifico da PABP2
dos seus alvos, algo que talvez poderia ser compensado pela PABP3. Ja os RRMs 3
e 4 nao participam das intera¢cdes com a cauda poli-A, estando mais relacionados as
ligagcbes com regides ricas em AU na 3'UTR, que sdo importantes para a
estabilidade de mRNAs (SLADIC et al., 2004; CHENG; GALLIE, 2007; GUERRA et
al., 2011).

Com relacéo aos outros motivos investigados localizados nos RRMs 1 e 4 e
na regiao Linker, estes ainda podem ser importantes para a conformacao da PABP2
ou para possiveis interacdes que ocorrem em outros estagios do desenvolvimento
de Leishmania spp, tendo em vista a diminuicdo na taxa de crescimento e a
alteracao da morfologia convencional ocasionadas pelas mutacdes desses motivos.
Pesquisas mais direcionadas através de ensaios de imunoprecipitacdo e
espectrometria de massa devem ser realizadas, buscando principalmente o perfil de
parceiros proteicos diante das alteracdes nos dominios descritos. No geral, foi
possivel determinar que apesar das PABPs 2 e 3 participarem também do processo
de traducdo, associam-se a diferentes mRNAs quando comparados a PABP1 —
dados sugeridos por Da Costa Lima (2010) e De Melo Neto (2018). Além da

participacdo na sintese proteica, estes dois homoélogos possivelmente possuem
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papeis importantes nos processos de transporte de mRNAs e no metabolismo dos
transcritos. Os resultados obtidos poderdo contribuir com os estudos de regulagéo
de Leishmania spp. e de outros trimanosomatideos.
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6 CONCLUSOES

e Diferente da PABP1, as PABPs 2 e 3 praticamente ndo se associaram com
MRNAs codificantes de proteinas ribossomais, o que caracteriza uma
divergéncia de atividades entre esses homdlogos

e As PABPs 2 e 3 estdo associadas as mesmas populacdes de mRNAs e a
maioria dos parceiros proteicos, comprovando a similaridade de funcdes entre
elas.

e A co-precipitacdo de um fator de transporte nuclear (NTF2) e de uma exportina
(XPO1) com as PABPs 2 e 3 € sugestivo para uma possivel caracterizacao
guanto as suas func¢des no transporte nucleo-citoplasma de mRNAs.

e A associacao das PABPs 2 e 3 com diferentes fatores de iniciacado da traducao
como EIF4AG5, EIF4E4, EIF3b e EIF6 € uma indicacdo de atividades
relacionadas ao processo de traducéo.

e A PABP2 possui um papel essencial para o funcionamento e sobrevivéncia das
células de L. infantum, tendo como dominio fundamental para as suas
interacOes o MLLE atravées do motivo 547TGM549.

e As alteragcbes ocasionadas pelo DKO dos mutantes 80IAK/AAAS82,
284HSK/AAA286 e 385RQN/AAA387, sugerem a influéncia dos respectivos
motivos no auxilio de outras interacbes ou simplesmente atuando na

conformacao da PABP2.
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