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RESUMO

SOARES, Amanda Louyze. Andlise da funcdo da RNA helicase EIF4AI na
biossintese proteica de Trypanosoma brucei. 2021. Dissertacdo (Mestrado Académico
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagéo
Oswaldo Cruz, Recife.

Pertencente ao complexo heterotrimeérico elF4F, a subunidade elF4A é uma RNA
helicase dependente de ATP, que tem a capacidade de remover estruturas secundarias da
regido 5’UTR dos mRNAs. Dois homologos de elF4A foram identificados em
Trypanosoma brucei, EIF4Al e EIF4AIIIl, sendo o EIF4AI considerado o homologo
funcional na sintese proteica do fator de traducdo elF4A. Apesar do EIF4Al fazer parte
de um complexo homélogo de elF4AF em T. brucei, observa¢des mais recentes mostraram
que os mMRNAs associados a este complexo possuem regides 5° UTR curtas, cujas
estruturas secundarias talvez ndo necessitem da atuacdo de uma RNA helicase. Esse
estudo teve por objetivo investigar com mais detalhes as propriedades do EIF4AI de T.
brucei, buscando identificar possiveis diferencas funcionais em relagdo a outros
eucariotos. Cinco regides foram selecionadas para mutagénese sitio-dirigida as quais
estdo possivelmente relacionadas com a funcéo de helicase, ATPase, e com interagdes
com homadlogos de elF4G ou com o complexo elF3 (subunidade elF3i), contudo, ensaios
complementares ainda precisam ser feitos para confirmar a real funcdo relacionada a
esses motivos. Linhagens transgénicas de T. brucei que expressdo o EIF4AIl, em sua
forma nativa (WT) e mutante (DQAD), foram avaliadas através de ensaios de western
blot, levando a deteccdo de isoformas Unicas para cada proteina. Complexos co-
precipitados in vivo foram identificados através de espectrometria de massas para ambas
as proteinas. Os dados obtidos mostram que o EIF4AIl nativo co-precipita com seus
parceiros EIFAE4 e EIF4G3, como ja descrito. J& 0 mutante DQAD demonstrou nédo co-
precipitar com estes parceiros, mas sim com os EIF4E3 e EIF4G4, bem como com 0S
complexos elF3 e elF2. Ensaios de ancoramento em um mRNA reporter, demonstrou
gue a proteina nativa levou a um aumento da expressdo de GFP quando induzida,
diferentemente do observado na proteina mutante. Foi observado que o crescimento
celular de células prociclicas de T. brucei foi afetado quando se encontrava na presenca
de um inibidor de elF4A (Rocaglamide A) e que este inibia o efeito do EIF4AI nativo
no ensaio de ancoramento.

Palavras chave: biossintese de proteinas; fator de iniciacdo 4F em Eucariotos; RNA

helicases; Trypanosomatina.



ABSTRACT

SOARES, Amanda Louyze. Analysis of the role of the RNA helicase EIF4Al in the
Trypanosoma brucei protein biosynthesis. 2021. Dissertacdo (Mestrado Académico em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Recife.

Belonging to the elF4F heterotrimeric complex, the elF4A subunit is an ATP-dependent RNA
helicase, which has the ability to remove secondary structures from the 5'UTR region of
MRNAs. Two elF4A homologues were identified in Trypanosoma brucei, EIF4AI and
EIF4AIIIL, with EIF4AI being considered the functional homologue in the protein synthesis of
the elF4A translation factor. Although EIF4Al is part of a homologous complex of elF4F in T.
brucei, more recent observations have shown that the mRNAs associated with this complex
have short 5' UTR regions, whose secondary structures may not require the action of an RNA
helicase. This study aimed to investigate in more detail the properties of EIF4AI from T. brucei,
seeking to identify possible functional differences in relation to other eukaryotes. Five regions
were selected for site-directed mutagenesis which are possibly related to the function of
helicase, ATPase, and to interactions with elF4G homologs or with the elF3 complex (elF3i
subunit), however, further assays still need to be done to confirm the real function related to
these reasons. Transgenic strains of T. brucei that express EIF4AL, in its native (WT) and mutant
(DQAD) forms, were evaluated by western blot assays, leading to the detection of unique
isoforms for each protein. In vivo co-precipitated complexes were identified by mass
spectrometry for both proteins. The data obtained show that native EIF4AI co-precipitates with
its partners EIF4E4 and EIF4G3, as already described. The DQAD mutant did not co-precipitate
with these partners, but with EIF4E3 and EIF4G4, as well as with the elF3 and elF2 complexes.
Anchoring assays in a reporter mMRNA showed that the native protein led to an increase in GFP
expression when induced, differently from what was observed in the mutant protein. It was
observed that cell growth of procyclic T. brucei cells was affected when in the presence of an
elF4A inhibitor (Rocaglamide A) and that this inhibited the effect of native EIF4Al in the
docking assay.

Keywords: protein biosynthesis; initiation factor 4F in Eukaryotes; RNA helicases;
Trypanosomatin.
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1 INTRODUCAO

Os tripanosomatideos sdo protozoarios parasitas pertencentes a familia
Trypanosomatidae, a qual inclui os géneros Leishmania e Trypanosoma. Estes ganham
destaque na salde publica por serem agentes causadores de doencas infectoparasitarias que se
encontram dentre as principais “Doengas Tropicais Negligenciadas” (DTNs). Sdo elas, a doenca
de Chagas (Tripanosomiase Americana), a doenca do sono (Tripanosomiase Africana) e as
diversas formas de leishmaniose. Essas doencas afetam milhares de pessoas no mundo a cada
ano, principalmente em regies com baixo desenvolvimento econdémico, causando um grande
impacto ndo s6 na salde publica e no desenvolvimento socioecondmico, mas também na
qualidade de vida das pessoas afetadas.

Dados atualizados da DNDi (do inglés Drugs for Neglected Disease initiative) relatam
que 65 milhdes de pessoas encontram-se em risco de contrair doengas provocadas por
tripanosomatideos, e estima-se que 8,5 milhdes dessas localizam-se em é&reas de risco
classificadas como moderado a muito alto (DNDi, 2019). Contudo, ainda ndo existem vacinas
eficazes e os tratamentos atuais sdo prolongados e, em sua maioria, toxicos para 0s pacientes,
sendo ainda relatada a existéncia de resisténcia aos quimioterapicos primarios usados na
terapéutica, em alguns casos. Devido a isto, faz-se necessario um maior estudo sobre 0s
processos bioldgicos que ocorrem nos seus agentes etioldgicos, a fim de se entender melhor sua
biologia e identificar alvos em potencial que possam ser explorados no desenvolvimento de
novos farmacos.

Os tripanosomatideos apresentam ciclos de vida complexos, e caracteristicas celulares
e genéticas unicas que incluem formas morfoldgicas distintas, divisdo celular, transporte de
proteinas, formacdo dos mMRNAs maduros e a quase total auséncia dos promotores classicos da
RNA polimerase Il. Devido a esta ultima caracteristica, 0 controle da sua expressdo génica
acontece basicamente no nivel pds-transcricional, pelo controle da estabilidade e/ou da traducéo
dos mRNAs e modificacbes pods-traducionais, tornando-os pontos cruciais para 0
desenvolvimento adequado e manutencdo da viabilidade dos parasitas.

Nos eucariotos em geral, a traducdo pode ser dividida em quatro etapas: iniciacao,
alongamento, terminacao e reciclagem dos ribossomos. A iniciacdo é considerada uma etapa
essencial por ser o principal alvo dos mecanismos regulatorios, sendo nesta etapa em que 0s
fatores de iniciacdo da traducdo (elFs — eukaryotic initiation factors) atuam. Dentre estes,
destaca-se 0 complexo heterotrimérico elF4F, um dos principais mediadores do inicio da

tradug¢do, que tem como papel principal reconhecer a extremidade 5 do mRNA e mediar a
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associagdo da mesma com a subunidade 40S ribossomal e os outros fatores. O complexo elF4F
é composto por trés subunidades denominadas elF4E, elF4A e elF4G. Neste contexto, a
subunidade elF4A é uma RNA helicase com acdo na por¢do 5' ndo traduzivel (5’UTR) do
MRNA, desfazendo as estruturas secundarias presentes, a fim de facilitar o recrutamento do
aparato de traducao e reconhecimento do codon AUG de inicio da traducao.

Existem trés homologos do elF4A em mamiferos, elF4Al, elF4All e elF4AllL, onde o
elF4Al e o elF4All sdo funcionalmente ativos durante o processo de traducdo, enquanto o
elF4Alll apresenta uma atividade diferenciada, participando no splicing do mRNA, no nucleo.
Em tripanossomatideos, dois homologos do elF4A foram descritos, sendo similares em
tamanho e propriedades, mas com algumas caracteristicas diferentes. O primeiro homélogo,
denominado EIF4AI, apresentou-se mais abundante, localizacdo citoplasmatica e com
caracteristicas mais condizentes com a participacdo na traducdo dos mRNAs e por isto foi
considerado o homdlogo funcional do elF4A como fator de inicia¢do da tradugdo. Ja o segundo
homologo demonstrou ser pouco expresso e exclusivamente nuclear e por essas caracteristicas
foi considerado mais similar ao elF4Alll, sendo denominado EIF4AIIL.

Observacgdes mais recentes da equipe ligada a este trabalho mostraram uma associacao
preferencial do EIF4Al de T. brucei nas subunidades EIF4E4 e EIFAG3. Este mesmo complexo,
entretanto, se liga a MRNAS que possuem regides 5> UTR curtas e que provavelmente nao
geram estruturas secundarias complexas. Questionou-se entdo se o homologo EIF4AI de
tripanosomatideos com sua fungdo de RNA helicase, atuaria sobre essas regides 5’UTRS curtas
da mesma forma que o elF4A atua nos demais eucariotos, cujo alvo sédo mRNAs com 5°UTRs
maiores e mais estruturadas, ou se haveria uma acéo diferenciada do EIF4AI na traducdo dos
tripanosomatideos. Para estudar o papel dessa proteina na traducdo, este projeto visou entdo
analisar a expressao do EIF4AI de T.brucei nativo e com uma mutacao no sitio de helicase,
identificado em estudos anteriores. Foram realizados ensaio de interacdo in vivo para
identificacdo de possiveis parceiros por meio das técnicas de imunoprecipitagdo e
espectrometria de massas. Também foi avaliado o efeito de um inibidor de elF4A sob o
crescimento celular de T. brucei e a agdo do EIF4AI nativo e mutante, na traducdo de um
MRNA-repdrter por meio de ensaios de ancoramento. Novos mutantes foram ainda gerados

para uma continuidade da caracterizacdo da funcdo do EIF4AI na traducdo desse patogeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Pertencentes a classe Kinetoplastida, os tripanossomatideos séo protozoarios flagelados
gue possuem como caracteristica principal a presenca de uma estrutura composta por moléculas
circulares de DNA (kDNA), denominada de cinetoplasto (MARANDE et al., 2005). Seus
membros incluem protistas de vida livre e parasitas, incluindo patégenos animais e humanos,
como por exemplo, Trypanosoma e Leishmania que ocasionam danos gravissimos a salde e
economia das mais pobres e desfavorecidas regides tropicais e subtropicais do planeta. (LOPES
et al., 2010; SIMPSON et al., 2006; TIKHONENKOQV et al., 2021).

2.1  Aspectos gerais dos tripanossomatideos

Os tripanossomatideos possuem nove géneros (Leishmania, Trypanosoma,
Endotrypanum, Herpetomonas, Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Wallaceina, e
Phytomonas) classificados principalmente quanto as suas caracteristicas morfoldgicas,
filogenéticas e especificidade do hospedeiro (LOPES et. al, 2010; LUKES et al., 2014). Neste
ultimo caso, os parasitas podem ser divididos em monoxenos, aqueles que desenvolvem todo o
seu ciclo de vida em um Unico hospedeiro, ou heteroxenos, quando o seu desenvolvimento
ocorre em hospedeiros diferentes, por exemplo, alternando entre vertebrado e invertebrado
(SIMPSON et al., 2006). Alguns géneros da familia Trypanosomatidae sdo exclusivamente de
protozoarios heteroxenos, por exemplo 0s géneros Leishmania e Trypanosoma que ganham
destaque por serem agentes patogénicos de doengas humanas, como a doenga do sono
(Trypanosoma brucei), a doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi) e as diversas formas de
leishmaniose (Leishmania sp.) (BUSCHER et al., 2017; KAUFER et al., 2017).

Os géneros de tripanossomatideos possuem ampla distribuicdo geografica e
compartilham caracteristicas comuns entre si quanto a sua biologia celular e molecular, como
por exemplo, a presencga de um tnico flagelo que, dependendo da morfologia que o protozoario
assume, pode ou néo se exteriorizar. O tamanho e posicao do flagelo, forma do corpo celular e
a distancia entre o cinetoplasto e o nicleo também exercem influéncia sobre a morfologia desses
organismos (KAUFER et. al,2017; STUART et al., 2008). Diferentes processos bioldgicos e
alteracdes morfoldgicas sofridas, durante o ciclo de vida desses organismos, decorrente do
ambiente, formas de cultivo e adi¢do de drogas, podem culminar na geracdo de diferentes
morfotipos celulares. S&o eles: amastigota, tripomastigota, epimastigota, promastigota,
coanomastigota e opimastigota (Figura 1) (LOPES et. al, 2010; KAUFER et. al,2017).
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Figura 1- Principais classes de morfotipos dos tripanossomatideos.
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Fonte: Modificado de Kaufer (2017).
Legenda: a.tripomastigota, b.epimastigota, c.amastigota, d.opimastigota, e.coanomastigota, f. promastigota.

2.2 Trypanosoma brucei e tripanossomiase africana humana (HAT)

A tripanossomiase africana humana (HAT) (Human African Trypanosomiasis), também
conhecida como doenca do sono, é uma infeccdo parasitaria que esta presente em 36 paises da
Africa Subsaariana e encontra-se dentre as principais “Doencas Tropicais Negligenciadas”.
Esta doenca é provocada por protozodrios da espécie Trypanosoma brucei (Figura 2A), a qual
é transmitida aos seres humanos ou animais através do repasto sanguineo do inseto vetor
infectado, diptero do género Glossina spp., popularmente conhecida como tsé-tsé (Figura 2B)
(KENNEDY, 2019; CECCHlI et al., 2015; LEJON et al., 2013).

Figura 2 - Trypanosoma brucei em sua forma sanguinea e mosca Tsé-tsé.

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2019).
Legenda: Parasita Trypanosoma brucei em sua forma sanguinea corado com Giemsa (A) e inseto vetor da HAT
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mosca Tsé-tsé (género Glossina spp.) (B).
A espécie T. brucei encontra-se subdividida em trés subespécies: Trypanosoma brucei

brucei (Tbb), Trypanosoma brucei gambiense (Tbhg) e Trypanosoma brucei rhodesiense (Tbr),
e tem como base de classificacdo o tipo de doenca que provocam, a distribuicdo geogréafica e a
especificidade do hospedeiro, uma vez que sdo morfologicamente indistinguiveis (ECHODU
et al., 2015). Apenas duas subespécies sdo responsaveis por transmitir essa doenca aos seres
humanos: o T. brucei gambiense (Tbg), encontrado em 24 paises da Africa Ocidental, e
atualmente responsavel por 98% dos casos relatados da doenca em sua forma cronica; e o T.
brucei rhodesiense (Tbr), responséavel pela forma mais aguda e severa, em 13 paises da Africa
Oriental, representando menos de 2% dos casos notificados. Estas duas varidves da HAT podem
durar semanas ou até meses (KENNEDY, 2019; SIMARRO, 2012; WHO, 2020).

O T. brucei brucei (Tbb) ndo infecta humano, devido a presenca de complexos de
lipoproteinas presentes no soro que contém a proteina tripanolitica formadora de poros,
Apolipoproteina L1 (APOL1) que faz com que os humanos apresentem resisténcia a essa
subespécie (COOPER et al., 2016). Estando relacionada a infeccdo de animais selvagens e
domeésticos, causando a AAT (African Animal Trypanosomiasis), assim como outras espécies
relacionadas: Trypanosoma congolense, T. vivax, T. evansi. Estas ultimas sdo agentes
etioldgicos da tripanossomiase animal africana (Animal African Trypanosomiasis - AAT) ou
“Nagana” no gado, que limita a producédo e causa grandes impactos econdmicos (AKSQOY et
al., 2017; BARRETT et al., 2003).

Em suas duas formas (aguda e crbnica), a HAT pode apresentar dois estagios
(KENNEDY, 2019). O primeiro é a fase hemolinfatica, onde os parasitas se multiplicam no
sistema linfatico e na corrente sanguinea, e € caracterizada por ndo possuir sintomas clinicos
especificos, variando entre os individuos. E comum nesse estagio o aparecimento de sintomas
como: dor de cabeca, febre intermitente, problemas dermatoldgicos, prurido com varias
erupgdes cutaneas, conhecidas como “trypanides”, linfadenopatias, astenia, anemia, disttrbios
cardiacos, disturbios enddcrinos, dores musculoesqueléticas e hepatoesplenomegalia. Apos um
periodo variavel, que € muito menor na HAT aguda do que na cronica, ha o inicio do segundo
estagio, quando os parasitas ultrapassam a barreira hemato-encefalica e atingem o sistema
nervoso central (fase meningoencefalica). Este é acompanhado por danos neuroldgicos
progressivos, distlrbios sensoriais, motores e psiquiatricos, incluindo distarbios do sono
(padréo de sonoléncia diurna e insonia noturna), desmielinizacao e atrofia do sistema nervoso
central, distlrbios de consciéncia, além de deméncia e convulsées. Quando nado tratados,

pacientes com HAT progridem gradualmente para o coma, insuficiéncia grave dos Orgaos,
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colapso fisioldgico e, eventualmente, morte (CNOPS et al., 2015; FRANCO et al., 2014;
KENNEDY, 2013).

2.2.1 Distribuicdo geografica e evolucdo do tratamento

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ultimo século houveram
varias epidemias de HAT no territorio da Africano. Uma entre 1896 - 1906, afetando
principalmente a Uganda e o Congo (WHO, 2020). Outra em 1920, acometendo diversos paises
africanos, sendo controlada gracas a realizacdo de triagem de milhdes de pessoas em risco, e
entdo, em meadas década de 60 a doenca estava sob controle, com menos de 5.000 casos
relatados em todo o continente africano. Apds essa fase de controle, a vigilancia ndo manteve
os cuidados e a doenca ressurgiu em proporcdes epidémicas em diversas regides na década de
70, perdurando até o final dos anos 90 (WHO, 2020). Em vérias aldeias da Angola, Republica
Democratica do Congo e Suddo do Sul, durante a Gltima epidemia, a prevaléncia chegou a
atingir 50%, fazendo com que a doenca do sono fosse a primeira ou a segunda maior causa de
mortalidade nessas comunidades, mesmo a frente do HIV / AIDS nesta época (WHO, 2020).
Apo6s inimeras medidas de controle, em 2009 o nimero de casos relatados caiu abaixo de
10.000 (9.878) pela primeira vez em 50 anos, continuando com 997 novos casos relatados em
2018, sendo este resultado 0 mais baixo desde o inicio da coleta sistemética de dados globais
ha 80 anos (WHO, 2020). A figura 3 demostra a distribuicdo da HAT com suas respectivas

areas envolvidas.
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Figura 3 — Mapa representativo da distribuicdo da doenca do sono no territério africano.

B =10 ] Paises endémicos sem dados disponivess
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Fonte: Adaptado de World Health Organization (2018).
Legenda: (A) Distribuicdo da doenca do sono causada pelo T. b. gambiense (Tbg). (B) Distribuicdo da doenca
ocasionada pelo T.b. rhodesiense (Tbr).

Atualmente, a incidéncia da HAT difere ndo sé entre os paises, mas também em
diferentes partes de um dnico pais. Em 2018, Angola, Republica Centro-Africana, Chade,
Congo, Gabdo, Guiné, Malawi e Suddo do Sul apresentaram entre 10 e 100 novos casos. Na
mesma época, Camardes, Costa do Marfim, Guiné Equatorial, Quénia, Uganda, Republica
Unida da Tanzénia, Zambia e Zimbabue declararam entre 1 e 10 novos casos. Ja paises como
Burkina Faso, Gana e Nigéria relataram casos esporadicos nos altimos 10 anos. Contudo, a
Republica Democréatica do Congo nos altimos 10 anos, apresentou maior incidéncia com mais
de 70% dos casos relatados (WHO, 2020). Paises como Benin, Botsuana, Burundi, Etiopia,
Géambia, Guiné Bissau, Libéria, Mali, Mocambique, Namibia, Niger, Ruanda, Senegal, Serra
Leoa, Suazilandia e Togo ndo registraram novos casos ha mais de uma década (WHO, 2020),
indicando que a transmissdo da doenca parece ter sido controlada ao menos em alguns desses
paises. Entretanto existem areas de dificil avaliacdo devido a circunstancias sociais instaveis e
/ ou a dificil acessibilidade, dificultando as atividades de vigilancia e diagndstico.

O maior obstaculo para a erradicacdo da HAT ¢é o tratamento, pois ainda ndo ha vacina
eficaz contra as subespécies patogénicas do T.brucei. A dificuldade de criacdo de vacinas se da
por conta de constantes mudancgas das glicoproteinas variantes de superficies (VSGs- do inglés

variant glycoproteins) presentes no exterior deste parasita, que permitem que evite as principais
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defesas imunoldgicas do hospedeiro (MUGNIER et al., 2016; WORTHEN et al., 2010). Por
iSs0, as Unicas medidas anti-tripanossomiase disponiveis até 0 momento so as quimioterapicas,
usando drogas com potencial limitado e que podem causar reacdes adversas graves. Quatro
drogas encontram-se disponiveis para o tratamento a depender do estdgio da doenca e do
patdgeno causador: pentamidina, suramina, melarsoprol e eflornitina. Ja a fexinidazol, é eficaz
tanto no primeiro quanto no segundo estagio da doenca (BABOKHOQV et al., 2013; SBMT,
2018; SIMARRO et al., 2010).

2.2.2 Ciclo biolégico

O T. brucei possui um ciclo de vida heteroxeno, alternando entre um hospedeiro
vertebrado e um invertebrado, onde o parasita passa por diversas modificacGes que facilitam
sua sobrevivéncia em cada fase do seu ciclo (MATTHEWS, 2005). No hospedeiro vertebrado,
ainfeccdo tem inicio quando as formas tripomastigotas metaciclicas sédo inoculadas pelo repasto
(picada) da mosca tsé-tsé (Glossina spp.) infectada. Ao chegar na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado, os parasitas se diferenciam em tripomastigotas sanguineas, com formas
alongadas e proliferativas (slender forms), que se multiplicardo na corrente sanguinea e
estabelecerdo a infecgdo, sendo responsaveis pelo aumento da parasitemia. Com 0 aumento do
namero de parasitas no sangue, ocorre outro processo de diferenciacdo pelo fator de inducédo
Stumpy (SIF), que promove a geracdo de uma forma sanguinea ndo proliferativa, e
morfologicamente mais curta e espessa (stumpy forms). Apds um novo repasto sanguineo, essas
células sdo ingeridas pelas moscas tsé-tsé e migram para o intestino do inseto, onde se
transformam em formas tripomastigotas prociclicas (BUSCHER et al., 2017; FENN e
MATTHEWS, 2007; KENNEDY, 2004; PFISTER et al., 2006). Estes irdo migrar para o
proventriculo do inseto, onde ocorrerd uma divisdo celular assimétrica, que originardo as formas
epimastigotas longas e curtas, capazes de migrar para as glandulas salivares, onde se ligam a
células epiteliais e se transformam em epimastigotas proliferativas. Essas celulas epimastigotas
se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, e sdo liberadas para o limen da glandula
salivar, em preparacdo para a inoculacdo em um novo hospedeiro mamifero (Figura 4)
(FRANCO et al., 2014).
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Figura 4 — Representacdo do ciclo biolégico de Trypanossoma brucei.

Estagios na Estagios em
mosca tsé-tsé Humanos
Epimastigotas se multiplicam Mbsca tsd-tsé faz repasto sanguineo
na glandula salivaria. Eles se o (injeta tripomastigotas metaciclicos)

tramsformam em
tnpmnaslnqalas metaciclicos.

[ %
/A
ﬁ ':g::. .,:r

/ -
Tr-pumast-goms progiclicos deikam o intesting
médio & se transformam em epimastigotas.

Mieca tsd-1sé

faz um repasto sanguineo
[l:i,p-umas!iqnmda
carranta I-\!lHlIIIﬂM

sdo ingendos)

‘*--...__r *-__.ﬁa\.ﬁ

Tripomastigotas da cormente sanguinea se Tripomastigotas no sangue
transformam em tripomastigotas prociclicos

1r-norn:ls!-gmas metaciclicos injetados se
lranslormam em tripomastigotas da corrente
sanguinea, que 3o levados a outros locais.

f’:x/

Irlpomastlgutas 58 mu[tiplicam por fissao
binaria em varios fluidos corporais: ex
sangque, linfa e fluido espinhal,

no intestino médio da mosca tsé-tsé. o
Tripomastigotas prociclicos se multiplicam por s, A* Estaglo Infectivo
fiss3o binaria. ﬂ= Estaglo Diagndstico

Fonte: Adaptado de Centers of Disease Control and Prevention (2019).
Legenda: Apo6s o repasto sanguineo, a mosca tsé-tsé injeta tripomastigotas metaciclicos na corrente sanguinea do

hospedeiro vertebrado (1). No hospedeiro, esses parasitas se transformam em tripomastigotas sanguineos e migram
para outros locais do corpo e atingem outros fluidos corporais (por exemplo, linfa, fluido espinhal) (2) e continuam
a se multiplicar por fissdo binaria (3). Em um novo repasto, as moscas tsé-tsé se infectam com as formas
tripomastigotas sanguineas (4/5). No intestino médio do inseto vetor, os parasitas se transformam em
tripomastigotas prociclicos (6). E quando deixam o intestino médio, estas se transformame em epimastigotas (7) e

migram para as glandulas salivares, ficando até o novo repasto (8).

2.2.3 Trypanosoma brucei como organismo modelo de estudo

Além de ser reconhecido por causar enfermidade de grande impacto na salde publica,
o T. brucei ganha destaque por ser um excelente modelo experimental para a familia
Trypanosomatidae, que por sua vez se destaca devido a muitos aspectos relacionados a sua
biologia molecular e celular que distinguem estes protozoarios de outros eucariotos (BARRET
et al., 2003). Uma das principais peculiaridades presentes no T. brucei, sdo as glicoproteinas
variantes de superficie (VSG - variant surface glycoprotein). Estas proteinas permitem que o
parasita evite a imunidade adaptativa do hospedeiro por meio da variacdo antigénica, que de
outra forma teria a capacidade de destrui-lo (MUGNIER et al., 2016; POON et al., 2012). Além
disso, durante o seu ciclo de vida, tanto em sua forma prociclica quanto em sua forma sanguinea,
0 T.brucei passa por processos de diferenciagéo, havendo remodelamento celular acompanhado

por mudancas morfologicas, como o posicionamento de organelas, que mudam durante a
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transicdo entre os estagios especificos. E possivel assim uma melhor caracterizagio dos seus
mecanismos de diferenciacdo celular e o estabelecimento de métodos para realizar essa
diferenciacdo em cultura (FENN E MATTHEWS, 2007; GADELHA et al., 2011;
MATTHEWS, 2005).

Um ponto de destaque para o T. brucei, e que permite 0 seu uso como organismo modelo
para os tripanosomatideos, € a disponibilidade de linhagens transgénicas que expressam o
repressor tetraciclina (TetR), facilitando a expressdo regulada dos transgenes, assim como,
linhagens que expressam tanto o TetR quando a T7 RNA polimerase (T7 RNApol),
porporcionando a transcri¢do e expressao desses transgenes em niveis elevados (WIRTZ et al.,
1999; POON et al 2012). A utilizacdo da maquinaria de interferéncia de RNA (RNAI), que
encontra-se presente nesse organismo, também é uma ferramente importante para o estudo da
funcdo génica, bem como as ferramentas de analises de genética reversa, que possibilitaram a
expressdo de genes que codificam proteinas modificadas contendo diversos tipos de marcadores
(tags) (KELLY et al., 2007; SUBRAMANIAM et al., 2006). Juntamente a estes, ensaios com
genes reporteres também sdo bastante utilizados para o estudo da expressao génica, pois podem
ser facilmente identificados e quantificados (ALLARD E KOPISH, 2008).

2.3 Biologia molecular dos tripanosomatideos

Os tripanosomatideos possuem algumas peculiaridades referentes a seus aspectos
moleculares devido ao fato desses organismos pertencerem a um grupo de protistas que
divergiram muito cedo na linhagem evolutiva eucariética. Essa evolugdo culminou no
desenvolvimento de uma ampla gama de caracteristicas celulares e moleculares, havendo um
destague quanto a sua organizacdo genémica e mecanismos de expressdo génica (HAILE;
PAPADOPOULOU, 2007). Dentre essas caracteristicas, podem ser citadas: 0s genes
codificadores de proteinas, organizados em longos agrupamentos unidirecionais; o trans-
splicing, o processamento diferenciado dos mRNAs citoplasmaticos; e a auséncia de
promotores classicos para a RNA polimerase Il. Essas divergéncias acarretam em uma
complexa regulacdo da expressdo génica nos tripanossomatideos, que dependem quase que
exclusivamente de mecanismos pos-transcricionais, em que o controle da inicia¢do da tradugéo
dos mRNAs em proteinas possivelmente apresenta um papel essencial (CLAYTON, 2019;
KRAMER et al., 2013).
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2.3.1 Organizagéo gendmica e transcricdo policistronica

ApOls o genoma de T. brucei ser sequenciado foi possivel observar que esta espécie
possui um genoma com 26 Mb e 11 cromossomos, com cerca de 8.100 genes codificantes de
proteina. Compartilha com outros tripanosimatideos 6.158 ortdlogos de genes codificantes e
diversos dominios funcionais de proteinas, estando a maior parte desses genes localizados em
largos blocos sinténicos (EL SAYED et al., 2005).

Uma analise comparativa do genoma dos “TriTryps”, T. brucei, T. cruzi e Leishmania
major, revelou que esses protozoarios apresentam proteomas com elevado grau de conservacao,
mesmo com grande distancia de filogenia. Também apresentam elevada sintenia génica, o que
significa que os blocos génicos se encontram em uma mesma organizacdo genémica entre 0s
organismos distintos. Estes blocos estdo organizados em grupamentos génicos policistronicos
(PGCs - Polycistronic Gene Clusters), onde todos os genes codificadores de proteinas séo
arranjados em sequéncia, na mesma fita de DNA, e separados por uma ou mais regioes
intergenicas, ricas em pirimidinas e que em sua maioria ndo apresentam introns (EL SAYED et
al., 2005; KISSINGER, 2006; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

A transcricdo dos RNAs nos tripanosomatideos é policistronica, ou seja, todos 0s genes
que fazem parte de um PGC sdo transcritos em niveis equivalentes. Essa particularidade é
devida a escassez de promotores clssicos para RNA polimerase 11 (RNA pol Il), responséveis
por fazer com que essa regulacdo nao ocorra no nivel da iniciacdo da transcricdo (BAYELE,
2009). Apenas agrupamentos de genes de rRNA, glicoproteinas variantes de superficie (VSGs)
e as prociclinas séo reguladas no nivel transcricional, com seus genes sao transcritos pela RNA
pol I (DE GAUDENZI et al., 2011; DAS et al., 2008). Apesar disso, os mMRNAs maduros de
genes adjacentes podem se apresentar em diferentes concentracBes, bem como as proteinas
codificadas por eles. Isso ocorre devido a expressdo génica nos tripanosomatideos ser regulada
quase que exclusivamente no nivel pos-transcricional, no controle do processamento,
estabilidade e/ou traducdo dos mRNAs, atuando sobre esses mMRNAS e respectivas proteinas
(HAILE E PAPADOPOULOU, 2007; IVENS et al., 2005; SIMPSON et al., 2006).

2.3.2 Processamento de mRNAS
ApoOs a transcricdo génica, ocorre a maturacdo dos MRNAs eucarioticos pelo

processamento denominado cis-splicing, indispensavel para a retirada dos introns e unido dos

exons no MRNA maduro. Nos tripanosomatideos, quase ndo ha a presenca de introns, mas 0s
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MRNAs precursores policistronicos (pré-mRNAs) s8o processados em mMRNAS
monocistrénicos por reagdes de clivagem acopladas através do processo de trans-splicing. Em
uma primeira reacdo ha a formagao da extremidade 5° do mRNA final, ¢ um mini-exon
transcrito independentemente contendo uma sequéncia de 39 nucleotideos, denominada Spliced
Leader (SL), que ocorre no mRNAs de todos os tripanosomatideos. Esta € uma reagcdo com duas
etapas de trans-esterificagdo, quando um sitio GU doador no RNA precursor com a SL se
fusiona a uma regido préxima ao sitio AG receptor do mRNA policistrénico, chamado de ponto
de ramificacdo. A segunda clivagem ocorre na extremidade 3' do mRNA, que consiste na
poliadenilagdo, pela adi¢do de uma sequéncia de adeninas com cerca de 100 a 300 nucleotideos
a montante do sinal de trans-splicing subsequente (Figura 5) (CLAYTON E SHAPIRA, 2007;
DE GAUDENZI et al., 2011; GUNZL, 2010; KRAMER E CARRINGTON, 2011; LIANG et
al., 2003).

Nos eucariotos, a maioria dos mRNAs apresentam em sua extremidade 5’ uma estrutura
denominada de cap (7-metil-GTP), responsavel pelo eficiente reconhecimento do mRNA pela
maquinaria da traducdo. Alguns estudos relatam a sua importancia ainda no recrutamento de
proteinas celulares para 0 MRNA e participacdo de outras funcdes além da sintese proteica,
como por exemplo, o processamento do pré-mRNA e exportacdo nuclear (AITKEN E
LORSCH, 2012; RAMANATHAN et al., 2016). ). Nos tripanossomatideos, a adicdo da
sequéncia SL que ocorre nos mRNAs tem por finalidade posicionar o cap na extremidade 5’
dos mRNAs. Essa estrutura, além de possivelmente possuir um papel relevante no controle da
traducdo, deve entdo ajudar a proteger os mMRNAS da degradacdo e possibilitar o seu transporte
do ndcleo para o citoplasma, com um papel fundamental na montagem do complexo de
iniciacdo da traducdo (FREIRE et al., 2017).
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Figura 5 — Formacdo dos mRNAs maduros nos tripanossomatideos
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Fonte Modificado de Silva e Cano (2017).

Legenda: Os genes transcritos pela RNA polimerase 1l formam o pré-mRNA policistrénico, processado por
meio do mecanismo de trans-splicing. Neste, a sequéncia spliced leader e a estrutura cap modificada, cap4, é
adicionada a0 mRNA. A partir do trans-splicing, os pré-mRNAs sdo separados, na regido 5’ e adicionado 0
spliced leader em conjunto com o cap4 e, em paralelo, ocorre a poliadenila¢do na regido 3’. Com estas etapas,
0 mRNA se torna maduro e monocistrénico e pronto para ser utilizado na etapa da tradugéo.

2.4 Sintese proteica em eucariotos e 0 complexo heterotimérico elF4F

A sintese proteica ou traducdo € um processo complexo e altamente conservado entre
0s seres vivos onde a informacdo genética advinda da transcricdo do DNA ¢é traduzida em
proteinas, e por isso, possui um importante papel no controle da expressdo génica. Para
acontecer, faz-se necessario uma complexa maquinaria, composta de mRNA, ribossomos,
tRNAs (RNA transportador) e fatores de traducdo (MARINTCHEV E WAGNER, 2004).

A traducdo pode ser dividida em quatro etapas distintas denominadas de iniciacéo,
alongamento, terminacéo e reciclagem dos ribossomos, onde a iniciagdo da traducdo é a etapa
de maior complexidade, mais divergente entre 0s organismos e mais sujeita a regulacdo. Apesar
desse processo tambem ser regulado nas etapas de alongamento e terminagéo, € principalmente
na iniciacdo da traducdo que a regulacio acontece. E nessa fase que ocorre o recrutamento das

subunidades ribossomais para 0 mMRNA e a montagem do ribossomo, além da identificacdo do
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cédon AUG de iniciagdo da traducdo (JACKSON et al. 2010; SONENBERG E
HINNEBUSCH, 2009; ZINOVIEV E SHAPIRA, 2012). Para que a iniciacdo da traducéo
ocorra nos eucariotos, faz-se necessario a participacao de varios fatores de iniciacdo da traducgéo
(elFs — eukaryotic initiation factors) que irdo auxiliar no recrutamento das subunidades
ribossomais e no posicionamento correto dos ribossomos no cddon AUG para dar inicio a
sintese proteica (ALl et al., 2017; JACKSON et al., 2010).

Apls a iniciacdo, a fase de alongamento se inicia, sendo caracterizada pelo
deslocamento do ribossomo ao longo do mRNA, juntamente com a adi¢do de aminoacidos a
cadeia polipeptidica nascente. Os aminoacidos que sdo acrescidos na cadeia polipeptidica sdo
trazidos para dentro do ribossomo pelos tRNAs, que através dos seus anticodons reconhecem
por pareamento de bases os codons dos mRNAS, a medida que o ribossomo vai se deslocando
sobre 0 mesmo. A etapa de terminacdo ocorre quando o ribossomo encontra um codon de
parada, liberando a proteina. E por fim, ocorre a reciclagem dos ribossomos, que é caracterizada
pela dissociacgdo de suas subunidades funcionais, que quando liberadas, estardo prontas para dar
inicio a um novo ciclo de traducdo (BROWNING; BAILEY-SERRES, 2015; JACKSON et al.,
2010).

2.4.1 Iniciacgdo da traducédo e o complexo elF4F

A iniciacdo da traducdo em eucariotos tem inicio com a formacdo do complexo de pré-
iniciacdo 43S (PIC 43S). Para isso, ha a formacdo do complexo ternario (TC), constituido pelos
elF2, GTP e Met-tRNAIi (tRNA com o primeiro aminoacido da cadeia polipeptidica a ser
sintetizada). Ao mesmo tempo ocorre, 0 recrutamento da subunidade ribossomal menor (40S),
mediado pelo fator de inicia¢do da traducdo elF3 junto a outros fatores, os elF1, elF1A e elF5,
denominados de Complexo Multifatorial (do inglés Multi Factor Complex ). Este complexo ira
se unir ao complexo ternario, para a formagdo do complexo de pré-iniciacdo 43S. Em paralelo,
ha o recrutamento do MRNA pelo complexo elF4F por meio do cap presente na extremidade
5’ deste mMRNA. O complexo heterotrimérico elF4F é formado pelas seguintes subunidades:
elF4E, também conhecida como proteina de ligagdo ao cap; elF4A, com funcdes de RNA
helicase e ATPase; e elF4G, que reconhece a extremidade 5’ dos mRNAs, e controla as
interacdes entre subunidades do elF4F, e deste com outros fatores como o elF3. A associacao
do mRNA e elF4F com o complexo 43S da origem ao complexo 48S (Figura 6). Em seguida,
a subunidade ribossomal 40S se desloca ao longo da regido 5> UTR do mRNA a procura do

primeiro codon AUG que ird sinalizar o inicio da sequéncia codificante. Para isso conta com a
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ajuda da subunidade elF4A do elF4F que, com ajuda do elF4B e de forma dependente de ATP,
exerce um papel fundamental devido a sua atividade de helicase que desfaz as estruturas
secundarias do mRNA. Com o reconhecimento do AUG, ocorre entdo o0 seu pareamento com
as bases do anticodon do tRNAi (JACKSON et al., 2010). Através da acao do fator elF5, que
desencadeia a hidrdlise do GTP-elF2, ocorre entdo a dissociacdo da maior parte dos fatores
associados ao complexo 48S, fazendo com que a subunidade ribossomal maior 60S seja
recrutada para formacao do ribossomo 80S. Uma outra caracteristica importante do complexo
elF4F é que, através de suas subunidades, também interage com a proteina de ligacéo a cauda
poli-A (PABP), culminando na circularizagdo do mRNA e aumentando a eficiéncia da tradugéo
(AITKEN E LORSCH, 2012; ALI et al., 2017; BROWNING; BAILEY-SERRES, 2015;
HINNEBUSCH E LORSCH, 2012; HINNEBUSCH, 2014; JACKSON et al., 2010; VOIGTS-
HOFFMANN et al., 2012).

Figura 6 — Esquema representativo da iniciacéo da traducdo em eucariotos.
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Fonte Modificado de Yanguez e Nieto (2011).
Legenda: Esquema representativo do reconhecimento do cap e ligacdo das subunidades pertencentes ao
complexo elF4F a um mRNA maduro.
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2.5 elF4A: uma RNA helicase da familia DEAD-box

RNA helicases sdo enzimas dependentes de ATP que interagem com 4cidos
ribonucleicos e tem como principal funcéo desfazer estruturas secundarias e unir ou remodelar
RNAs e complexos RNA-proteinas (complexos ribonucleoproteicos) através do gasto de ATP
(STUDER et al., 2020). Estas helicases encontram-se associadas a diversos processos vitais
envolvendo RNAs, desde a transcricdo até a sua degradacdo, biogénese ribossomal e
processamento do mRNA, além de atuarem em processos especializados que envolvem o
metabolismo de pequenos RNAs (SRNA) (LINDER; OWTTRIM, 2009; OWTTRIM 2006).
Encontram-se classificadas em cinco superfamilias (SF1 A SF5) de acordo com as suas
sequéncias conservadas e elementos estruturais. As RNAs helicases pertencentes ao grupo das
superfamilias SF3, SF4 e SF5 sdo proteinas hexaméricas que contém apenas um dominio RecA-
like, sendo particularmente codificadas em genomas virais (Figura 7). As superfamilias SF1 e
SF2, séo proteinas ndo oligoméricas que apresentam uma regido central com atividade helicase
e dois dominios de helicase repetidos in tandem, os dominios RecA-like, estruturalmente
similares a proteina recombinase A bacteriana (FAIRMAN-WILLIAMS et al., 2010;
JANKOWSKY; FAIRMAN, 2007; OWTTRIM, 2013).

A superfamilia SF2 é considerada a maior e mais diversa dentre as superfamilias das
helicases de RNA, sendo subdividida em 5 familias: DEAD-box, DEAH-RHA, RIG-I like,
SKI2 like e NS3/NPH Il (Figura 7). E importante ressaltar que a maioria das RNAs helicases
apresentam extensdes Amino (N)-terminal e/ou Carboxi (C)-terminal que podem determinar
uma especificidade a RNA ou proteina (LINDER; JANKOWSKY, 2011; OWTTRIM, 2013),
e em sua grande maioria, essas regides formam dominios especificos que definem as suas
funcBes. Apesar de todas elas serem classificadas como helicase, cada uma apresenta uma
funcionalidade distinta, ndo estando limitada apenas a alterar a estrutura de RNAs, podendo
estar envonvidas na nucleacdo das interacfes proteina-proteina e na manutencdo de complexo
ribonucleoproteicos (RNP) (LINDER; JANKOWSKY, 2011; OWTTRIM, 2013; ROCAK;
LINDER, 2004).
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Figura 7 — Representacdo proteica e estrutural das superfamilias de RNAs helicases.
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Fonte: Adaptado de LEITAO et al (2015).

Legenda: As superfamilias SF3, SF4 e SF5 sdo helicases hexaméricas de origem viral. Ja as SF1 e SF2
compreendem proteinass monomeéricas, encontradas em todos os organismos. As RNAs helicases que fazem
parte da superfamilia 2 (SF2) sdo extremamente diversas e se subdividem em cinco familias diferentes.

2.5.1 Familia DEAD-box

As helicases DEAD-box (DDXs) sdo a maior familia dentre as RNAs helicases
pertencentes a superfamilia SF2 e se caracterizam pelo motivo DEAD: Acido Aspértico (D),
Acido Glutamico (E), Alanina (A), Acido aspartico (D). Estas helicases desenrolam pequenos
trechos de RNA dupla fita e remodelam complexos RNA-proteina a partir do gasto de ATP.
Podem também funcionar como grampos de RNA dependentes de ATP para fornecer centros
de nucleacdo que estabelecem complexos RNA-proteina maiores (FAIRMAN-WILLIAMS et
al., 2010; LINDER; JANKOWSKY, 2011; ROCAK; LINDER, 2004). Estas helicases sao
proteinas com um nucleo altamente conservado e com sitios de ligagédo tanto de RNA quanto
de ATP (LINDER et al., 1989; ROCAK; LINDER, 2004; SENGOKU et al., 2006;). Este nucleo
é constituido por dois dominios do tipo RecA (Proteina Recombinase A), compostos por nove
motivos conservados envolvidos na ligagdo do ATP e RNA, hidrdlise do ATP e desenrolamento
de RNAs dupla fita (Figura 8). Os motivos Q, I, 1a, Ib, Ic, II (DEAD) e 11 estéo localizados no

dominio 1, enquanto os motivos IV, IVa, V, Va, e VI se localizam no dominio 2 do ndcleo da



Andlise da funcdo da RNA helicase EIF4A... Soares, A. L. 34

RNA helicase (Figura 8) (FAIRMAN-WILLIAMS et al., 2010; ROCAK; LINDER, 2004).
Alguns desses motivos sdo conservados em toda a super familia SF2, embora outros sejam
encontrados apenas na familia DEAD-box (FAIRMAN-WILLIAMS et al., 2010). Estas
helicases podem ainda apresentar em suas regides C e N terminais, outros elementos consistindo
de até centenas de aminoacidos, o que lhes permite a interacdo com outras proteinas ou RNAs
(KUKHANOVA et al., 2020).

Figura 8 — Esquema representativo dos dois dominios RecA do elF4A e seus motivos conservados.

C terminus

Fonte: Adaptado de LINDER; JANKOWSKY (2011).

As RNAs helicases pertencentes a esta familia atuam exclusivamente em RNAs, de fita
simples, dupla ou estruturados, de forma dependente de ATP. Elas realizam um mecanismo de
abrir e desenrolar o RNA, de forma diferenciada das demais helicases, uma vez que neste grupo
de helicase a separacdo da hélice implica em pouca ou nenhuma translocacdo de proteinas
(JARMOSKAITE; RUSSEL, 2011). Além disso, possuem um importante papel em todos 0s
aspectos relacionados ao metabolismo do RNA e estdo envolvidas em diferentes processos
celulares nos eucariotos. No nucleo celular, podem participar da biogénese ribossomal,
transcricao e processamento do pré-RNA mensageiro. No citoplasma, por sua vez, podem estar
envolvidas no processo de traducdo. Ja entre o ndcleo e o citoplasma, estas enzimas tem um
papel muito relevante no transporte direto de mMRNASs do nucleo para o citoplasma (CORDIN,
2006; HILBERT, 2009; ROGERS et al., 2001; JACKSON et al., 2010).

Dentre as fungdes conhecidas das helicases DEAD-box, uma das mais relevantes é a sua
participacdo no processo de iniciagdo da traducdo em eucariotos. Um exemplo é o fator de
iniciacdo da traducdo elF4A, que juntamente com outros fatores de iniciacdo eucarioticos,
auxiliam no recrutamento da subunidade menor do ribossomo ao cap 5°, permitindo o
reconhecimento do cédon de inicia¢do da traducdo (ANDREOU E KLOSTERMEIER, 2014;
PELLETIER E SONENBERG, 2019).
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2.5.2 Fator elF4A

Considerado um prot6tipo da familia de proteinas DEAD-box, o fator elF4A (DDX2) é
uma RNA helicase de aproximadamente 46 KDa, que possui a capacidade de remover estruturas
secundarias da regido 5’UTR dos mRNAs a serem traduzidos, de forma dependente de ATP
(MARINTCHEV, 2013; ANDREOU E KLOSTERMEIER, 2014; PELLETIER E
SONENBERG, 2019; JACKSON et al., 2010). Na presenca de ATP, seus dois dominios RecA
se unem, dando origem a conformac&o ativa da proteina. Esta é capaz de desfazer estruturas de
RNA dupla fita através da flexibilizacdo dos seus dominios N- e C-terminais (ELISEEVA,
LYABIN; OVCHINNIKOV, 2013). Sua estrutura pode ser sobreposta a de varias helicases,
indicando uma conservacao geral da sua conformagdo em dois dominios e compreendendo o
local de ligacdo do RNA pelo elF4A (ROGERS et al., 2001).

Figura 9 — Desenho estrutural do fator de iniciacdo eucariotico elF4A.

Fonte: Caruthers et al., 2000.

Legenda: Os dominios N- e C- terminais encontram-se coloridos de prata e ouro, respectivamente; o linker de 11
residuos que os conecta € de cor preta. Os motivos conservados do dominio N-terminal sdo coloridos da seguinte
forma: motivo | - azul; motivo la - amarelo; motivo Il (Walker B DEAD) - vermelho; motivo Il (SAT) - verde.
J& os motivos do dominio C-terminal conservados sdo: motivo IV - verde; motivo V - magenta; motivo VI - ciano.

Trés isoformas do elF4A podem ser encontradas em mamiferos, denominados de

elF4Al, elF4All e elF4Alll, ambos com um elevado grau de similaridade em sua sequéncia de
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aminoacidos. O elF4Al e o elF4AIl encontram-se altamente relacionados, apresentando uma
faixa de percentual de 90% a 95% de identidade a nivel de seus aminoécidos. Ja o elF4Alll
apresenta apenas 65% de semelhanca referente as outras isoformas. O elF4Al (DDX2A) é mais
abundante e melhor estudado do que o elF4All, e embora apresentem atividades bioguimicas
semelhantes in vitro, in vivo seus papeis podem n&o ser equivalentes (CHAN et al., 2004;
NIELSEN E TRACHSEL, 1988; ROGERS et al., 2001). Algumas diferencas entre eles podem
ser citadas, como por exemplo, a predominancia da sintese do elF4Al durante o crescimento
celular ativo, enquanto que no elF4All é produzido durante a parada do crescimento. A
supressdo de elF4Al leva a niveis aumentados de elF4All, mas essa alteracdo é insuficiente
para compensar a morte celular resultante da perda de elF4Al; elF4Al é essencial para a
sobrevivéncia celular, diferentemente do elF4All (PELLETIER E SONENBERG, 2019). Ja 0
EIF4AIII possui localizacdo nuclear, e tem uma atividade diferenciada, participando durante o
splicing do mMRNA no complexo de jun¢do dos éxons (EJC) (MERRICK, 2015).

2.5.3 elF4A e seus parceiros funcionais na sintese proteica: elF4G, elF4B e elF4H

O elF4A livre apresenta uma baixa atividade de RNA helicase e ATPase e, para executar
sua funcdo, se liga aum complexo multiproteico composto pelos fatores elFAG, elF4B e elF4H.
Estes vao lhe auxiliar na ligacdo do complexo de pré-iniciacdo 43S, bem como na remocao de
estruturas secundarias do mRNA, ou de proteinas ligadas a este, durante o reconhecimento pelo
complexo 43S (ANDREOU; KLOSTERMEIER, 2014; MARINTCHEV, 2013; GRIFO et al.,
1984; PAUSE et al., 1994). Como citado anteriormente, o elF4G desempenha o papel de
estuturador do complexo elF4F, ligando vérios fatores de iniciacdo (MARINTCHEYV et al.,
2009). O elF4G possui trés dominios de repeticdo HEAT, em que os dois primeiros (HEAT-1
/| HEAT-2) se ligam ao elF4A. O dominio HEAT-1 estimula a atividade de helicase do elF4A
enquanto que o dominio HEAT-2 apresenta um papel modulador em mamiferos (IMATAKA
E SONENBERG, 1997; LAMPHEAR et al., 1995; MARINTCHEV E WAGNER, 2004).

Foi observado que o elF4H, elF4A e elF4G formam um complexo de estrutura
dindmica, que alterna entre trés estados distintos: ligado a ATP, ligado a ADP e livre de
nucleotideos, de forma dependente de ATP, uma vez que quando o ATP encontra-se ligado ao
elF4A, ha a formacdo de um complexo restrito com elF4H. Contudo, quando ha hidrdlise de
ATP, e o deslocamento concomitante deste nucleotideo, ocorre um enfraquecimento nessa
interacdo. Deste mesmo modo, a afinidade de elF4A por RNA e elFAG HEAT-1 é diminuida
quando ha hidrélise de ATP e a liberacdo de ADP, mas a afinidade por HEAT-2 é aumentada.
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Portanto, a hidrélise do ATP seria responsavel por converter o elF4A em seu estado aberto,
enquanto a ligacdo de uma nova molécula ATP acarretaria novamente na conversdo para a
conformacéo fechada dessa proteina (MARINTCHEYV et al., 2009; ROZOVSKY et al., 2008;
SCHUTZ et al. 2008).

2.5.4 Inibidor de elF4A: Rocaglamide A (RocA)

Originalmente identificado a partir da planta do género Aglaia pertencente a familia
Meliaceae, o rocaglamide A (RocA) é conhecido como um inseticida natural que tipificam
um grupo distinto de compostos de mRNA que bloqueiam a traducdo de um subconjunto de
transcrices (IWASAKI et al., 2016; LI-WEBER, 2015). De forma exclusiva, 0 RocA captura
o fator de iniciacdo eucariotico elF4A no RNA polipurina, ignorando o requisito de ATP para
ligacdo ao RNA, formando um complexo estavel (elF4A-RocA) que bloqueia a varredura dos
ribossomos, e consequentemente reprime a traducdo dos mRNAs direcionados. Além disso,
a dissociacdo da subunidade elF4A do complexo elF4F também é sugerida como um
mecanismo de repressédo de traducdo mediada por RocA (CENCIC et al., 2009; IWASAKI
et al., 2016).

Além deste, existem outros inibidores do elF4A que possuem a mesma finalidade,
mas diferem quanto ao seu modo de agéo, séo eles: o hipuristanol, pateamine A e outros
compostos da familia dos rocaglates. Enquanto a pateamina A e os rocaglatos parecem atuar
como indutores quimicos da dimerizacdo, estimulando a ligacdo do elF4A ao RNA, o
hippuristanol impede que o elF4A livre e o elF4A ligado ao elF4F interajam com 0 RNA,
sem inibir a ligagdo do ATP (CRAMER et al., 2018).

2.6 Homologos de elF4A em tripanosomatideos

Nos tripanosomatideos, dois homologos do elF4A de L. major, denominados
LmEIF4Al e LmEIF4A2 foram inicialmente identificados e caracterizados (DHALIA et al.,
2005). Foi visto entdo que o LmEIF4A1 era mais abundante quando comparado ao LmEIF4A2,
gue se encontrava ausente ou em niveis muito baixos. Em analises realizadas em T. brucei,
também foram identificados dois homdlogos do elF4A. O primeiro homdélogo apresentou
localizagdo citoplasmatica, demostrou-se abundante e essencial para a viabilidade celular, uma
vez que sua auséncia culminou na diminuicdo da taxa de traducdo. Ja o segundo, possui

localizag&o nuclear, é pouco expresso, e ndo demonstrou ser essencial para a viabilidade celular
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do parasita. Foi entdo proposto que o primeiro homologo (denominado de TbEIF4AIl e o
ortdlogo do LmEIF4Al) seja o verdadeiro homologo do elF4A estando provavelmente
envolvido na iniciagdo da traducdo, enquanto o segundo seria equivalente ao elF4Alll
(TbEIF4AIII, ortélogo do LmEIF4A2) e estaria provavelmente relacionado a mecanismos de
processamento dos mMRNAS, contudo ainda sem evidéncias experimentais que confirmem essa
hipGtese. Com base nessas anélises dos homologos de elF4A de T. brucei também foram
identificados elementos conservados que distinguem os paradlogos de elF4Al e elF4AIll nos
eucariotos, de uma forma geral. Além disso, a conservacdo ao longo de organismos téo
divergentes aponta para uma funcdo critica, porém ainda desconhecida do elF4Alll (DHALIA
et al., 2006;ALEXANDROV et al 2011).

Sabe-se que a atividade helicase de elF4A ¢é essencial para a sintese e viabilidade de
proteinas e que algumas muta¢6es que abolem a sua atividade podem gerar mutantes dominante
negativos. Estes mutantes ndo-funcionais, quando superexpressos, podem inibir de forma
competitiva a atividade da proteina nativa (DHALIA et al., 2006; HERSKOWITZ, 1987). Uma
destas mutacgdes, que substitui o residuo de &cido glutdmico no motivo DEAD (Il) por uma
glutamina (DEAD — DQAD), e afetando a funcdo de helicase, foi avaliada em T. brucei, em
seus dois homologos de elF4AA. Ambos foram expressos, nativo e mutante, através de um
promotor induzivel por tetraciclina, e houve uma inibigcdo do crescimento apenas no mutante
do ThEIF4AIl. Como este efeito é o esperado para um fenétipo dominante negativo, por
anulacdo da funcdo da proteina DEAD-box nativa, o ressultado reforca a indicacdo de que
0 TbEIF4AI estaria envolvido na sintese de proteinas (DHALIA et al., 2006).

Em tripanossomatideos existem cinco homologos de elFAG, com o EIFAG3 mais
claramente implicado na sintese proteica e especificamente associado a um dos seis homélogos
de elFAE, o EIF4E4. Através de analises realizadas utilizando um mutante do EIF4G3, com
uma mutacdo no sitio de ligagdo ao EIF4A (LNK68-70AAA), foi possivel observar uma
diminuigéo na taxa de crescimento. Este resultado confirma que o EIF4G3 tem sua atividade
prejudicada quando ndo se encontra ligado ao seu parceiro elF4A, tendo um efeito semelhante
ao observado na inducgéo da variante DQAD do TbEIF4AlI (MOURA et al., 2015). Dados
recentes, entretanto, mostraram que o complexo formado pelos EIF4E4, EIF4G3 e EIF4AIl tem
sua atividade associada a tradu¢ao de mRNAs que possuem 5° UTRs muito curtas. Esses dados
levantam duvidas sobre o modo de agdo da helicase EIF4AI nessa condi¢cdo (BEZERRA,
resultados nédo publicados).

Dados publicados por YOURIK e colaboradores (2017) mostraram que 0 homologo do

elF4A em leveduras interage funcionalmente com o PIC (complexo de pré-iniciacao), de forma
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independente de elF4G, mas dependente das subunidades elF3i e elF3g do complexo
multimeérico elF3. Assim além de desenrolar estruturas secundarias presentes na 5-UTR, 0
elF4A modularia a conformacéo da subunidade ribossémica 40S para promover o recrutamento
de mRNA. Além disso, recentemente foi descrita uma interacdo do homélogo do elF4A de
Giardia lamblia (GlelF4A) com a subunidade elF3i do seu complexo elF3 (GlelF3), indicando
que o GlelF4A também pode interagir diretamente com os componentes do PIC. Chama a
atencdo que G. lamblia ndo possui homoélogos de elF4G e apresenta seus mMRNAs com 5” UTRs
extremamente curtas. Especula-se entdo que o GlelF3i pode servir como um estimulador da
atividade do GlelF4A e este atuaria no recrutamento direto da subunidade ribossomal na
auséncia de elF4AG (ADEDOJA et al., 2020). Estas observagdes, juntamente com as lacunas
ainda existentes na caracterizacao do processo de iniciagao da tradugédo nos tripanosomatideos,
mostram a necessidade de uma maior investigacdo quanto as particularidades funcionais do

EIF4Al nestes organismos em relagdo aos demais eucariotos.
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3 JUSTIFICATIVA

Os tripanossomatideos sd0 responsdveis por causar doencas consideradas
negligenciadas, que afetam milhares de pessoas no mundo, incluindo o Brasil. Estas doencas
tem como agentes etioldgicos espécies dos géneros Leishmania e Trypanosoma e se
caracterizam por ndo apresentarem vacinas eficazes para seu controle, com os tratamentos
atuais prolongados, e em sua maioria, toXxicos para 0s pacientes. Faz-se necessario entdo um
maior estudo sobre 0s processos bioldgicos que ocorrem nesses organismos patogénicos, a fim
de se entender melhor sua biologia e identificar alvos em potencial que possam ser explorados
no desenvolvimento de novos farmacos. Diante disso, este projeto visa avancar na
caracterizagdo funcional de um homologo de elF4A em T. brucei, o EIF4Al, investigando sua
funcdo sobre os mRNAs dentro do contexto da iniciacdo da biossintese de proteinas. Nos
eucariotos superiores, o elF4A atua na traducao desfazendo estruturas secundarias dos mRNAs,
contudo, a sua funcao nos tripanosomatideos ainda ndo é totalmente esclarecida. A identificacédo
de que o EIF4AI possui uma acdo diferenciada nos tripanosomatideos, devido a diferencgas
apresentadas nas estruturas dos seus mMRNAs-alvo, seria uma divergéncia importante em relacdo
aos demais eucariotos. Contribuiria assim para um maior entendimento dos mecanismos
associados ao processo de iniciacdo da traducdo e controle da expressao genica nestes e em
outros organismos, além de auxiliar na identificacdo de um alvo molecular em potencial para o

desenvolvimento de novos quimioterapicos mais especificos.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar a funcédo do fator EIF4AI na traducdo de mRNAs de Trypanosoma brucei.

4.1  Objetivos especificos

l Identificar e mapear motivos funcionais conservados da proteina EIF4AI;
Il Identificar proteinas que interagem com o fator EIF4AI contendo ou ndo mutacao
em seu sitio funcional helicase/ATPase;
I Avaliar a agdo de um inibidor de elF4A sobre o crescimento celular de T. brucei;
V. Avaliar a acdo do elF4Al, contendo ou ndo mutacdo em seu sitio funcional, na

traducdo de um mRNA-reporter;
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5 MATERIAL E METODOS

A figura 10 apresenta uma sintese das abordagens metodoldgicas realizadas neste

trabalho para avaliacdo da funcéo do EIF4AI de Trypanosoma brucei na traducao.

Figura 10 — Etapas dos procedimentos metodoldgicos.

| Avaliacao da funcio do EIF4AIl ‘

Avaliacido dos o -
e aihios Teste com inibidor Analise sobre um

conservados iiteragem com de EIF4AI mRNA reporter
J
Construgio dos Curva de Transfeccaodas
genes mutantes J L crescimento linhagens de T.
(+RocA) brucei J
Clonagem em
L vetores de Lisado celular Tethering EIF4A1
expressao (Ancoramento)

N

Citometria de
fluxo

junoprecipitaca

Western blot

Fonte: Autora (2021).
Legenda: Figura representativa dos procedimentos metodolégicos. RocA — Rocaglamide A (Inibitor do 4A).

5.1 Obtengéo dos genes mutantes do EIF4AI de Trypanosoma brucei

As construcdes plasmidiais para a expressdo em células prociclicas de T. brucei do
homologo EIF4AI em fusdo ao epitopo HA (derivado do plasmideo p2477), nativo e com a
mutacdo no motivo tipico de helicase (mutante DQAD), ja se encontravam disponiveis no
laboratdrio a partir de trabalho prévio (DHALIA et al, 2006). Outras cinco regides foram
selecionadas para serem modificadas e obtidas por mutagénese sitio-dirigida, sdo elas: D183H
ou DEAD/DEAH, S210A/T212A ou SAT/AAA, D263A/E266A ou DLYE/ALYA, T295A ou
NHTV/NHAV e R321A ou GSSRVL/GSSAVL.
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Para as reacOes de mutagénese, a sequéncia codificadora foi amplificada a partir do gene
EIF4AI nativo, como molde, e da combinagéo dos primers contendo as mutac6es (Quadro 1)
com os primers originais descritos no traballho de Dhalia e colaboradores, primer 5S’AAG CTT
CCG CCA CCA TGG CCC AAC AAG GAA AG3’; e primer 5"GGA TCC AGA ACC CTC
ACC AAG GTA GGC AGC3’ (DHALIA et al., 2006).

Quadro 1 — Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR para a constru¢do dos mutantes.

MUTACAO SEQUENCIA (5°-3%) MOTIVO FUNCAO MEGAPRIMER
(pb)
D183H GAGCATCTCATGGGCCTCGTCAAG I Ligacao e hidrolise 530pb
do ATP
S210A/T212A GTAGCCCTGTTCGCTGCTGCCATGCCCGATGAC I Helicase e ATPase 560pb
D263A//E266A GATACTCTTATGGCTTTGTACGCAACCGTGAGC v Ligacdo ao RNA e ao 410pb
ATTG 4G
T295A CAGCAACCACGCGGTCAGCTG v Ligacdo ao RNA e ao 320pb
4G
R321A GCAACGGAAGCTCCGCCGTGTTAGTGACGAC v Ligacao ao RNA e ao 240pb
3i
E181Q Descrito em Dhalia ef al., 2006. Il Helicase e ATPase Descrito em Dhalia

et al., 2006.

Fonte: Autora (2021).

A amplificacdo foi obtida por PCR com 0,2 pl da enzima Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase, 4 ul do tampéo Phusion® GC, 0,2 ul MgCI2 50 mM, 0,6 pl DMSO, 0,4 ul dNTPs
e 1 pl do molde, para uma reacgéo final de 20 ul. As condicGes de reacdo foram: 35 ciclos de:

98 °C por 4 minutos, 40 segundos por 72 °C (anelamento) e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos.

5.2  Clonagem, extracdo plasmidial e digestao enzimética dos genes mutados do
EIF4AI de Trypanosoma brucei

Para realizacdo da clonagem dos genes amplificados, os fragmentos de PCR obtidos
foram purificados através do GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (da GE
Healthcare), seguindo as instrugdes do fabricante. Em seguida, foram tratados com a enzima

Tag DNA Polimerase e dATP (2 mM) e submetidos a reacdo de ligag&o utilizando 0 pGEM®-
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T Easy Vector Systems (Promega®), a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs®), seu
respectivo tampéo e agua ultrapura para um volume final de reacdo de 10 pl, e em seguida,
incubado a 16 °C, por 16 horas. 50 ul de células competentes de Escherichia coli Top 10 foram
transformadas com 10 pl da ligagdo, submetendo a amostra a 30 minutos no gelo seguido de
choque térmico por 5 minutos a 37 °C. As células foram semeadas em meio LB/AMP solido
contendo 20 pul de X-GAL (50ng/ pl) e 10 pl IPTG 1M diluidos em 20 pl de &gua ultrapura. A
placa foi incubada a 37 °C por 16 horas.

As coldnias recombinantes obtidas foram inoculadas em 2 ml de meio LB/AMP liquido
a 37°C por 16 horas. Os indculos crescidos foram submetidos a extragdo de DNA plasmidial
através do ZR Plasmid Miniprep - Classic (Zymo Research) segundo recomendacBes do
fabricante. Para a confirmacdo da clonagem, os DNAs extraidos foram submetidos a digestao
enzimatica a 37 °C com a enzima EcoRl, por 1 hora. Entdo, as amostras foram enviadas ao
sequenciamento para a confirmacgédo das mutagdes.

ApoGs 0 sequenciamento, as amostras obtidas foram submetidas a uma nova etapa de
digestdo, agora com as enzimas Hindlll e BamHI especificas para a subclonagem no vetor de
expressao p2477. Inicialmente, a construcdo pGEM/TbEIF4AI foi digerida com a enzima
BamHI, e ap6s a confirmacdo da linearizacdo, os fragmentos foram submetidos a uma digestdo
parcial com a enzima HindlIll, por apenas 5 min, e a banda correspondente ao gene foi excisada
do gel de agarose, e posteriormente purificada. Em seguida, os fragmentos mutados purificados
foram ligados ao plasmideo p2477 através da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs),
em um volume de reacdo de 10 pl, e posteriormente incubados a 16 °C durante 16 horas. As
ligagOes foram realizadas na proporcdo inserto: vetor de 5:1. Posteriormente, as construgdes
foram transformadas em cepas de Topl0 de E. coli, e as miniprepara¢Ges obtidas foram

confirmadas através de digestdes com as enzimas de restricdo BamHI e HindllI.

53  Sequenciamento dos DNAs mutados

As amostras de DNASs obtidas, contendo as mutagdes selecionadas, nas etapas anteriores
a partir das extracdes plasmidiais foram enviadas para o sequenciamento, e analisadas através
do sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®) disponivel no
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do IAM/FIOCRUZ-PE. A integridade das sequéncias foi
comparada com o gene selvagem Th927.11.8770 através dos programas Seqman e SeqBuilder
(DNASTAR®).
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5.4  Cultivo de células prociclicas de Trypanosoma brucei

Foram utilizadas duas linhagens celulares modificadas de T. brucei, em sua fase
prociclica, ambas derivadas da cepa selvagem 427: a linhagem transgénica 29-13, responsavel
pela manutencédo da expressao da T7 RNA polimerase e do repressor da tetraciclina (WIRTZ et
al.,1999); e a linhagem transgénica 4213, derivada da pSMOx (POON et al., 2012) e modificada
para expressar constitutivamente um mRNA-reporter codificador da proteina fluorescente GFP
em T. brucei (SILVA, 2016). Ambas foram cultivadas e mantidas em meio SDM-79,
suplementado com soro fetal bovino a 10%, hemina e solucéo de antibi6ticos, em uma estufa
BOD a 27 °C. Quando necessario foram utilizados antibioticos para a manutencao das linhagens
transgénicas (Quadro 2). O crescimento dos parasitas foi monitorado por contagem em camara
Neubauer, e as culturas obtidas foram utilizadas para transfeccdo com vetores de expresséo e
serdo utilizadas nas demais etapas do trabalho.

Quadro 2 — Lista de antibi6ticos e suas respectivas concentacbes para a manutencgdo e selecdo das celulas
prociclicas de T. brucei.

LINHAGENS ANTIBIOTICOS CONCENTRAGAO
29-13 Higromicina 25ng/mL
Neomicina (G418) 15pg/mL
Fleomicina 2.5ng/mL
4213 Puromicina 1png/mL
Neomicina (G418) 15pg /mL
Blasticidina 10pg/mL

Fonte: Autora (2021).
Legenda: Os antibidticos utilizados para a sele¢éo das linhagens durante as transfeccBes deste trabalho encontram-
se sublinhadas.

5.5 Transfecgdo das linhagens prociclicas

Para as transfeccdes, aliquotas de 2x107 células/ ml de T. brucei, em sua forma
prociclica, foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 5
mL de tampdo ZPFM [NaCl 132 mM, KCI 8 mM, Na;HPOs 8 mM, KH2PO4 1,5 mM,
Mg(CH.COO0), 0,5 mM e Ca(CH2COO0), 0,09 mM], centrifugados nas mesmas condi¢des
citadas anteriormente, e o sobrenadante desprezado. As células foram entdo ressuspensas em
450 ul de tampédo ZPFM, incubadas com 10 pug de DNA plasmidial, previamente linearizado
com aenzima Not I, e 0 conjunto submetido a eletroporacdo utilizando o aparelho BioRad Gene
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Pulser 1l, com cuveta de 4 mm, pulso de 1,5 kV e 25 uF de capacitancia. Posteriormente, 0s
parasitas foram transferidos para uma garrafa contendo 10 ml de meio SDM-79, e mantidos a
uma temperatura de 27 °C por 24 horas para recuperacao. Apos o periodo de recuperacdo, foi
acrescentado o antibiotico especifico para a selecéo, a depender da linhagem: fleomicina (2,5
Hg/ mL) para os plasmideos de fusdo ao epitopo HA, p2477; e blasticidina (10 pug/ mL) para 0s
plasmideos da série pD. Em seguida, as células foram diluidas (10 e 100 vezes) e submetidas a
selecdo em placas de 24 pocos. O periodo de selecdo ocorreu de 12-14 dias. A linhagem
selvagem 29-13 foi utilizada para a transfeccdo dos transgenes no vetor p2477, e a linhagem

4213 para a transfec¢do dos transgenes nos plasmideos da série pD.

5.5.1 Obtencdo do extrato proteico total de Trypanosoma brucei

Foram obtidos extratos proteicos totais de aproximadamente 5,5x 10° células/ pl a partir
de culturas induzidas com tetraciclina (1 pg/ mL), por um periodo de 24 horas. Em seguida,
foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, e o sedimento foi ressuspenso em tampao de
amostra para gel SDS-PAGE (10% SDS, 1 M Tris-HCI pH 6.8, 50% glicerol, azul de
bromofenol e 50 ul/ mL de 2-mercaptoetanol). As aliquotas foram submetidas a fervura por 5
minutos, e posteriormente fracionadas em gel SDS-PAGE para analise por western-blot, a fim

de avaliar a expressao proteica das linhagens transgénicas obtidas a partir da transfeccéo.

5.6 Obtencao dos lisados celulares

Para esta etapa do trabalho, foram usadas as linhagens recombinantes que expressam a
proteina de interesse em fusdo ao marcador HA, provenientes da expressdo a partir do
plasmideo p2477. Para a obtencdo da fracdo citoplasmatica das linhagens prociclica
ThEIF4AlwT-HA e TbEIF4Alpoap-HA de T. brucei, foram feitos indculos em triplicatas, de
cada cultura, a uma concentracéo inicial de 2x 10°células/ mL, para um volume final de 40 mL.
As culturas foram previamente induzidas com tetraciclina por um periodo de 24 h, para uma
concentragéo final de cerca de 6-8x 108 células/ ml (crescimento exponencial). Posteriormente,
o sedimento foi lavado com PBS gelado (4°C), transferidos para um tubo de microcentrifuga, e
em seguida ressuspenso em 800 pl de tampao de lise (20 MM de HEPES-KOH pH: 7,4; 75 mM
de acetato de potassio; 4 mM de acetato de magnésio e 2 mM de DTT) com inibidor de protease

EasyPack® (Roche). As celulas foram submetidas ao processo de cavitagdo utilizando o
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cilindro de alta pressdo de nitrogénio, a uma pressdo atmosférica de 70 Bar, permanecendo
nessas condicdes, sob refrigeracdo, por um periodo de 35 minutos. Ap6s aumento brusco da
pressdo, ha uma ruptura da membrana da célula e liberacdo de seus componentes, provocando
a lise sem a necessidade de detergentes. As amostras foram entdo centrifugadas a 4 °C por 10
min a 13000 rpm, para a remog&o dos debris celulares. O sobrenadante correspondente a fracéo
citoplasmatica soltvel foi armazenado a -80 °C e posteriormente utilizado na produgdo dos

imunoprecipitados.

5.7 Imunoprecipitagdo e Espectrometria de massas

Para os ensaios de imunoprecipitacdo (IP), foram utilizados extratos citoplasmaticos,
em triplicata, da linhagem selvagem de T. brucei (29-13) e das linhagens recombinantes
(TOEIF4AlwT e TbEIF4Alpoap). Para o ensaio, seguindo as instruces do fabricante, foram
utilizadas microesferas magnéticas contendo anticorpo anti-HA (PierceTM®). Em média 0,2
mg das microesferas magnéticas anti-HA foram lavadas trés vezes com PBS, e incubadas com
os lisados citoplasmaticos por 1 hora e 30 minutos a 4 °C. Porteriormente, o sobrenadante, ou
lisado depletado (LD), € retirado e as microesferas sdo submetidas a novas lavagens com PBS.
Os complexos formados por antigeno-anticorpo imunoprecipitados foram eluidos em tampéao
de amostra para SDS-PAGE, separados por eletroforese em gel 15%, e testados inicialmente
através da técnica de western-blot, utilizando o anticorpo monoclonal anti-HA.

Para a espectrometria de massas, apos a confirmacéo da eficiéncia das IPs através de
ensaios de western blot, o conteddo do imunoprecipitado do EIF4AI (nativo e mutante —
DQAD) marcados com HA foram aplicados em gel SDS-PAGE 12% (V: 300, mA: 35) e a
migracdo foi interrompida antes que houvesse fracionamento das proteinas em estudo, apds a
entrada no gel de resolugdo. Em seguida, o gel foi corado com azul de Coomassie Blue 250-R
(staining) e descorado durante 2h com a solugéo descorante (destain). As bandas contendo o
produto das imunoprecipitagdes foram excisadas do gel e conservadas em agua ultrapura para
envio a Rede de Plataformas Tecnologicas/ Fiocruz — PR, no Instituto Carlos Chagas (ICC-
Fiocruz/PR) para a anélise por espectrometria de massas, utilizando o aparelho LTQ Orbitrap
XL ETD (Thermo Scientific) e os peptideos referente as proteinas co-precipitadas foram
identificados por meio dos numeros de acesso presente no banco de dados de

tripanosomatideos, TriTrypDB database (https://tritrypdb.org).
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5.7.1 Andlise dos resultados de espectrometria de massas

A andlise dos resultados obtidos pela espectrometria de massas foi feita em trés partes:
a primeira, referente a proteina nativa (EIF4Alwt) em relacdo ao controle negativo (linhagem
selvagem 29-13), a segunda, relativa a proteina mutante (EIF4Alpoap) em relagdo ao controle
negativo e a tarceira, referente a proteina nativa em comparagcdo com a proteina mutada. Para
ambas as analises, foi feita uma normalizacdo das replicatas, usando como base a amostra de
maior intensidade. A partir desta normalizacdo, foi calculada a razdo entre as meédias das
intensidades normalizadas da proteina marcada com HA pelo controle negativo (EIF4AAIwT/CN
e EIF4AI pgap/CN), em seguida, foram excluidas da analise as proteinas co-precipitadas cuja
razdo em relacdo ao controle eram inferiores a 1,5. Para a terceira analise, a qual compara as
proteinas nativa e mutante, foi utilizada a razdo (EIF4AlwT/EIF4Alpgap) apds uma segunda
normalizag&o das replicatas com base nas intensidades observadas nas amostras para a proteina

EIF4Al, nativa ou mutante.

5.8 Teste com inibidor de elF4A (Rocaglamide A - RocA)

O efeito do inibidor RocA foi avaliado através de curvas de crescimento, em placa de
48 pocos. Para isso, a linhagem selvagem 427 de T. brucei, em sua forma prociclica, foi diluida
em meio SDM-79 para obtencio de uma cultura contendo 1x10° células/mL para inicio da
curva. Em seguida, trés concentragdes foram estabelecidas para a avaliagcdo do inibidor RocA
(Sigma): 1uM, 5 pM e 10uM, dissolvidos em dimetilsufoxido (DMSO). Como controle, foi
utilizada uma cultura sem inibidor, mas com o diluente (DMSO 1%). O perfil de crescimento
das culturas foi avaliado em triplicatas, por contagem em camara de Neubauer, em intervalos
de tempo pré-determinados (Oh, 24h, 48h, 72h e 96h).

5.9 Tethering: Ensaio de ancoramento

Para esta técnica, a linhagem 4213, que expressa constitutivamente o mRNA codificador
da proteina fluorescente GFP em T. brucei foi utilizada para a transfecgdo dos transgenes, com
o plasmideo pD (Figura 11) que possui marca de resisténcia a blasticidina e permite a fusdo do
epitopo TY e do peptideo lambda N (Npep) capaz de reconhecer especificamente uma
sequéncia de RNA em forma de grampo, denominada boxB (Figura 11) (MOURA, 2011). Apds
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essa etapa, os clones foram induzidos com tetraciclina (1pug/mL), por um periodo de 24h, para
avaliar a expressdo da proteina de fusdo e de GFP, com e sem mutacdo, através da técnica de

western blot, utilizando os anticorpos primarios anti-Al (1:5000) e anti-GFP (1:3000).

Figura 11 — Esquema representativo do plasmideo pD.

BamHI HindIII Xhol
pD
- 177 W "”’"Ig—

Fonte: Modificado de Moura 2011.
Legenda: Esquema da estrutura do vetor pD que permite a fusdo do epitopo TY e da sequéncia lambda do
antiterminado. BamHI, Hindlll, Xhol — Enzimas de restri¢do; BLAST — Blasticidina; TUB - Tubulina.

5.9.1 Citometria de fluxo

Apds a andlise por western blot, trés clones de cada linhagem, selvagem (TbEIF4AIwT-
TY) e mutante (TbEIF4Alpgap-TY), foram analisados quanto a expressao da proteina GFP em
citometro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). As amostras das linhagens foram testadas
na presenca (+TET) e auséncia (-TET) de tetraciclina, sendo avaliadas em média 2x10* células
por experimento, nos tempos de 24h e 48h. As linhagens 427 e 4213 foram utilizadas como
controle do experimento, e as células viaveis foram identificadas com base nas propriedades
fisicas de dispersao da luz, utilizando os parametros FSC (forward scatter - relativo ao tamanho
da célula) e SSC (side scatter — referente a granulosidade da célula) e a intensidade de
fluorescéncia através do canal FL1. Os resultados foram analisados atraves do software FlowJo
versdo 10.0.6. Os graficos e analises estatisticas foram feitos no GraphPad Prism 5.0, utilizando
o teste t ou ANOVA, e considerando diferenca estatistica quando p<0,05.

5.9.2 Citometria de fluxo com inibidor RocA

A fim de avaliar o efeito do inibidor de elF4A sobre 0 mMRNA repdrter, um ensaio
semelhante ao descrito no item 5.9.1 foi realizado, porém as amostras das linhagens foram

testadas em quatro condicdes, a depender da presencdo ou ndo de tetraciclina (1 pg/mL) e do
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inibidor RocA (1uM), séo elas: -TET/-RocA e -TET/+RocA (controles); +TET/-RocA e
+TET/+RocA. As culturas foram induzidas inicialmente com tetraciclina por 24h, seguida da
adicdo do inibidor RocA. As anélises foram realizadas 24h apos a adi¢do do inibidor, quando
foram avaliadas em média 2x10* células por experimento, e as linhagens 427 e 4213 utilizadas

como controle do experimento.

5.10 Western-blot

As amostras provenientes das culturas de parasitas transfectados foram submetidas a
ensaio de western-blot (WB). As amostras foram fracionadas em gel de SDS-PAGE 15% e
transferidas para membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore®). Ap6s a transferéncia, a
mesma foi bloqueada em solugéo de leite 5% em TBS-Tween 20 (20 mM Tris, 500 mM NacCl,
Tween 20 0,05%, pH 7,5) por uma hora sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apds o bloqueio,
a membrana foi incubada com anticorpo priméario em solucdo de composicéo igual a usada para
o blogueio. Quando incubada com o anticorpo primario monoclonal anti-HA (Sigma®) utilizou-
se uma diluicdo de 1:5000, para o anti-TY BB2 uma dilui¢do de 1:100, ja com o anticorpo
primario policlonal anti-EIF4AIl foi utilizado uma diluicdo de 1:3000, durante 1 hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds trés lavagens de 10 minutos com TBS-Tween 20, a
membrana foi incubada com o segundo anticorpo na diluicdo de 1:5000 (anti-lgG de
camundongo ou coelho, conjugado com peroxidase), sob agitacdo por uma hora, em
temperatura ambiente. Apds novas trés lavagens de 10 minutos com TBS-Tween 20, a
revelacdo da reacdo final foi feita através de reacdo de quimioluminescéncia, utilizando o
reagente Immobilon Forte Western HRP Substrate (Millipore), seguida de exposi¢cdo para
aquisicdo de imagens no equipamento iBright Image System (Invitrogen). O mesmo
procedimento foi utilizado para analise dos produtos das imunoprecipitacdes e nos ensaios de

ancoramento.
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6 RESULTADOS

Como estratégia para se melhor compreender 0 mecanismo de acao da proteina EIF4Al
na traducdo em Trypanosoma brucei e organismos relacionados, este trabalho buscou fazer uma
analise funcional comparativa, investigando ndo sé a proteina EIF4AI nativa como também
uma versdo mutante previamente descrita, na qual o motivo DEAD foi alterado para DQAD,
ambos disponiveis a partir de trabalho anterior (Dhalia et al., 2006). Além disso, 0 mapeamento
de outros motivos que possivelmente impactam outros aspectos funcionais da proteina e a
obtengdo de novos mutantes para avaliagdo experimental desses motivos em estudos futuros

também serdo descritos a seguir.

6.1 Identificacdo de motivos importantes e mutagénese em alvos para se melhor

avaliar a funcdo do EIF4Al em Trypanosoma brucei

6.1.1 Identificacdo e descrigdo das sequéncias para mutagénese

Apbs analise comparativa de sequéncias de outros organismos, foram identificados
regides dos motivos Il, 111, IV e V, que estdo diretamente atrelados a fun¢des importantes da
proteina, passiveis de impactar diferentes aspectos da fungdo do EIF4Al quando
mutagenizadas. Essa etapa teve como base alinhamentos realizados com sequéncias existentes
do elF4A de outras espécies: humano, levedura, Giardia lamblia (GlelIF4A) (ADEDOJA et al.,
2020; GULAY et al., 2020; OBERER et al., 2005; YOURIK et al., 2017) e de espécies de

tripanosomatideos (T. brucei, T. cruzi e L. major) (Figura 12)
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Figura 12 — Alinhamento das proteinas homélogas de elF4Al com destaques para 0s motivos conservados.
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: Alinhamento das proteinas homologas de EIF4Al de Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e
Leishmania major com seus ortélogos de Saccharomyces cerevisiae, Giardia lamblia e Homo sapiens; Motivos
conservados da proteina EIF4AI (Q,l,1a,Ib,ILILIILIV,V e VI) destacados. NUmero de acessos relevantes do
UniProt: TbEIF4Al (Q38F76), TcEIF4Al (Q4E162), LmEIF4Al (062591), SaelF4Al (P10081),
GlelF4AI(A8B6X3) e HUEIF4AI (P60842).

Cinco regides foram selecionadas para serem modificadas por mutagénese sitio-dirigida
(D183H ou DEAD/DEAH, S210A/T212A ou SAT/AAA, D263A/E266A ou DLYE/ALYA,
T295A ou NHTV/NHAV e R321A ou GSSRVL/GSSAVL), as quais estdo possivelmente
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relacionadas com a funcgdo de helicase, ATPase, e com interacdo aos homdlogo de elF4G e elF3
(subunidade i — EIF3i). Os mutantes DQAD e DEAH modificam a regido equivalente aos
residuos DEAD do elF4A de humanos, que também da nome a familia dessas helicases (DEAD
box) e que estdo relacionados a ligacdo e hidrdlise do ATP. O mutante DQAD ja havia sido
gerado (Dhalia et al., 2006), e neste trabalho optou-se por gerar um novo mutante, 0 DEAH.
Outro motivo selecionado para mutagénese é o SAT, conservado em Varias espécies, que estd
posicionado proximo ao DEAD e esta envolvido com a funcédo de helicase da proteina. Ja o
residuo DLYE do elF4A de humanos foi implicado na ligacdo da molécula de RNA, além da
provavel interagdo do elF4A com o elF4G, enquanto o motivo NHTV de T. brucei, corresponde
aregido DFTV da sequéncia de humanos, que esta envolvida com as mesmas funcées de ligacdo
da molécula de RNA, e de provavel interacdo do EIF4Al com o EIF4G. Por fim, o residuo
GSSRVL do EIF4ALI equivale a uma regido conservada em humanos, e também em Giardia
lamblia. A arginina presente neste motivo foi indicada como possivelmente envolvida na

interacdo do elF4A com o elF3i nesta especie.

6.1.2 Amplificacdo das sequéncias de interesse

Com base nas regides idenficadas para mutagénese, foram amplificados genes contendo
estas modificacGes em regides dos motivos I, 111, IV e V. Para a obtengdo dos genes mutados,
duas reacdes de PCRs foram realizadas, a primeira necessaria para a obtencdo do megaprimer
e a segunda, para a amplificacdo do gene completo, a partir do produto da primeira PCR

(megaprimer) (Figura 13).
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Figura 13 — Esquema da construcdo dos genes mutantes pelo método de PCR.
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: A) Esquema representativo da primeira e segunda reagdo dos mutantes SAT/AAA, DLYE/ALYA,
NHTV/NHAYV e GSSRVL/GSSAVL, onde ha a formagao do megaprimer (1° reacdo) e geracao do gene completo
com a mutacdo inserida (2° reagdo). B) Esquema representativo da primeira e segunda reacdo do mutante
DQAD/DEAH, onde h& a formacdo do megaprimer (1° reacdo) e geracdo do gene completo com a mutacdo
inserida (2° reacdo).

Na primeira PCR, uma parte do gene é amplificado até onde a mutagdo sera inserida,
modificando o primer reverse ou forward com a mutacdo desejada, gerando os fragmentos
denominados de megaprimers com tamanhos de aproximadamente: 530 pb, para 0 megaprimer
com a mutacdo DEAD/DEAH; 560 pb, com a mutacdo SAT/AAA; 410 pb, com a mutacdo
DLYE/ALYA; 320 pb, com a mutagdo NHTV/DFTV; e 240 pb, com a mutagio
GSSRVL/GSSAVL (Figura 14A). Na segunda PCR, houve a amplificagdo do gene completo,
utilizando o produto da primeira PCR como um megaprimer iniciador combinado com o primer
forward. A excecéo foi o mutante DEAH, no qual foi utilizado o primer reverso. A partir dessas
reacOes, foi possivel obter o gene completo do EIF4Al, que possui um tamanho de
aproximadamente 1200 pb, com as mutacGes desejadas, como observado na Figura 14B.
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Figura 14 — Amplificacdo dos fragmentos de mutagénese sitio-dirigida.
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: A. O gel mostra o resultado dos produtos da 1* PCR dos megaprimers amplificados para gerar as
mutacdes selecionadas. B. Resultado da segunda PCR a qual foi realizada a partir dos fragmentos obtidos da 12
PCR, obtendo os genes completos com as respectivas mutacdes. C. Fragmentos purificados da 2° PCR, obtidos
através do GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (da GE Healthcare), seguindo as instrugdes do fabricante.
O marcador de peso molecular (1kb ladder) foi utilizado para comparacdo com os fragmentos. M — Marcador.

Todos os fragmentos obtidos, tanto na primeira quanto na segunda PCR foram
purificados, a fim de remover possiveis contaminantes, e como uma forma de conseguir obter
fragmentos mais especificos dos produtos de mutagénese. A Figura 14C mostra as bandas dos

genes completos purificados.

6.1.3 Clonagem em vetores de expressao

Os produtos purificados obtido da 22 reacdo, referente aos genes completos contendo as
mutacdes DEAH, AAA, ALYA, NHAV e GSSAVL, foram clonados no vetor pPGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega), seguido de extracdo plasmidial. As minipreparacdes de extracéo
plasmidial foram submetidas a digestdo enzimatica utilizando a enzima de restricdo EcoRl, para
confirmacéo do fragmento, uma vez que este plasmideo contém sitios de EcoRI que flanqueiam
a regido em que o gene foi inserido, liberando fragmentos dos genes no tamanho esperado
(aprox. 1200 pb), independente da mutacdo, como pode ser observado na Figura 15. Outra
confirmacdo foi realizada através do sequenciamento dos genes, a fim de comprovar a

integridade das sequéncias e confirmar as mutagdes nos sitios desejados.
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Figura 15 — Padrédo de digestdo do gene EIF4Al clonado no pGEM-T Easy com a enzima EcoRl.
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: Imagem representativa do perfil de digestdo com a enzima EcoRIl dos DNAs mutados. Como exemplo,

estd mostrado o resultado da digestdo de cinco amostras resultantes da clonagem do gene EIF4Alsat no
pGEMTeasy. O marcador de peso molecular (1kb ladder) foi utilizado para comparacdo com os fragmentos. M —

Marcador.

Apos a confirmacdo das mutagOes nos sitios desejados, foi realizado inicialmente uma
digestdo parcial, dos DNAs obtidos anteriormente, com a enzima Hind 111, devido a presenca
de um sitio interno de Hind Il na sequéncia génica do EIF4Al. Em seguida, a banda
correspondente ao gene foi excisada do gel de agarose, e posteriormente purificada. Os
fragmentos mutados DEAH, AAA e NHAYV purificados foram submetidos a ligacdo com o
plasmideo p2477, e em seguida, as minipreparacdes obtidas foram submetidas a digestdo com
as enzimas BamHI e Hindlll para confirmagdo (Figura 16), e as amostras enviadas para o

sequenciamento.
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Figura 16 — Padrdo de digestdo parcial com as enzimas BamHI e Hindlll dos genes mutados clonados no vetor
pGEM-T Easy, e confirmacéao da subclonagem do gene EIF4AI mutado no plasmideo p2477.
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: A. Resultado da digestdo parcial com as enzimas BamHI e Hindlll, dos DNAs mutados clonados no
pPGEMT easy. Como exemplo, estd mostrado o resultado da digestdo de duas amostras resultantes da clonagem do
gene EIF4AIlsat no pGEMTeasy. B. Perfil de digestdo com as enzimas BamHI e Hindlll, do DNA mutado no
plasmideo p2477. Como exemplo, estd mostrado o resultado da digestdo de trés amostras resultantes da
subclonagem do gene EIF4AINuTy N0 p2477. O marcador de peso molecular (1kb ladder) foi utilizado para
comparacdo com os fragmentos. M — Marcador.

Com base nesses resultados foram entdo geradas ferramentas importantes para a
continuidade dos estudos com o EIF4AI utilizando esses novos mutantes, 0s quais serdo
avaliados em trabalhos futuros com as mesmas abordagens descritas nos itens a seguir ja
realizadas com o EIF4AI nativo e com o0 mutante DQAD.

6.2 Identificacdo de proteinas que interagem com o fator EIF4AIl de Trypanosoma

brucei, contendo ou ndo mutacéo, em seu sitio de helicase.

Estudos prévios focando no EIF4Al de T. brucei foram realizados em um momento no
gual ferramentas como analise de proteinas parceiras por espectrometria de massa ndo estavam
disponiveis. Neste trabalho, entdo, uma questdo importante a ser investigada era a de se definir
o perfil de proteinas parceiras capazes de serem identificadas ap0s co-precipitacdo com o
EIF4AI, bem como seu mutante DQAD. Para isso, fez-se uso do plasmideo resultante da
clonagem do gene EIF4Al nativo (WT), e com a mutacdo DQAD, no vetor p2477. Este vetor

permite a expressao de proteinas fusionadas a seis copias do tag de HA (6xPYDVPDYA),
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epitopo da hemaglutinina do virus Influenza, (Figura 17). Este plasmideo j& se encontrava
disponivel no laboratério, e foram utilizados para a transfec¢do dos transgenes na linhagem 29-

13, primeira etapa desta abordagem.

Figura 17 — Esquema representativo do vetor p2477.
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Fonte: Modificado de Dhalia (2006).
Legenda: Esquema da estrutura do vetor p2477 que permite a expressdo de proteinas fusionadas a seis epitopos
de HA (6xPYDVPDYA). Fleo — Fleomicina; TET — Tetraciclina; HA — Hemaglutinina.

6.2.1 Teste de expressdo das linhagens transgénicas

Apbs o peridodo de selecdo, alguns clones das linhagens com a proteina nativa (WT) e
com a mutante DQAD foram selecionados para avaliar a expressdo das proteinas de fusao ao
HA. Para isso, foram coletados extratos proteicos das linhagens TbhEIF4AIwT-HA e
TbEIF4Alpoap-HA, induzidas (+) e ndo induzidas (-) com tetraciclina, por um periodo de 24h.
Em seguida, aliquotas induzidas (+TET) e controle (-TET) foram submetidas a imunodeteccao
por western blot, com anticorpo anti-HA.

Através das analises verificou-se que em todos os cinco clones testados foi possivel
detectar a presenca das proteinas de fusdao ao HA, sendo possivel observar a expressao como

Unica isoforma de peso molecular de aproximadamente 46 kDa, como esperado (Figura 18).



Andlise da funcdo da RNA helicase EIF4A... Soares, A. L. 59

Figura 18 — Teste de expressdo das linhagens transgénicas ThEIF4AIwr-HA e TbEIF4Alpgan-HA.
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: Western blot com anticorpo monoclonal anti-HA. Gel SDS page 15%. Setas pretas apontam a proteina
de interesse ; (+) representa os clones que foram induzidas com tetraciclina; (-) clones ndo induzidos; C - Clone.

6.2.2 Obtencdo dos lisados celulares e imunoprecipitacao

Apds a confirmacdo da expressdo da proteina EIF4AI em sua forma nativa e mutante,
as culturas celulares foram expandidas e utilizadas para a obtencdo de lisados celulares por
cavitacdo. Através de ensaios de western blot, utilizando o anticorpo monoclonal anti-HA,
demonstrou-se que os lisados citoplasmaticos apresentavam proteinas EIF4AIwT-HA e
EIF4Alpoap-HA em quantidades adequadas para etapa de imunoprecipitagdo (Figura 19). Por
fim, as amostras imunoprecipitadas, em triplicata, foram fracionadas em SDS-PAGE e enviadas
para analise através de espectrometria de massas, com o intuito de avaliar os diferentes

complexos formados.
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Figura 19 — Obtencédo dos lisados expressando o EIF4Al de T. brucei, em sua forma selvagem e mutante, e
ensaio de imunoprecipitacdo desses genes fusionados ao epitopo HA.
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: A ordem das amostras utilizadas para o ensaio por Western blot sdo: Lisado, Lisado depletado e IP, do

controle negativo (Linhagem selvagem 29-13 de T. brucei), da linhagem nativa (TbEIF4AIwT-HA, expressa o
gene do EIF4AIl sem mutagdo) e do mutante (ThEIF4Alpgap-HA), respectivamente. WT — Wild type; IP —
Imunoprecipitagéo.

6.2.3 Proteinas associadas ao homoélogo EIF4AI de Trypanosoma brucei

Os dados da anélise das amostras previamente precipitadas ligadas as esferas magnéticas
com anti-HA foram processados e analisados de forma comparativa, sendo considerado apenas
as proteinas com a razdo entre as médias das intensidades das amostras em relacdo ao controle
negativo superior a 1,5. Os dados apresentados no Quadro 1 destacam as proteinas mais
relevantes que coprecipitaram com o EIF4Alwr (nativo) e se apresentaram enriquecidas em

relagdo ao controle negativo.
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Quadro 1 — Andlise das proteinas identificadas por espectrometria de massas que co-precipitaram com o fator

EIF4Al nativo de T. brucei.

EIF4Al Selvagem

ID Descricdo da proteina Razéo Média n°
EIF4AI de
WT/CN Peptideos
SUBUNIDADES DO COMPLEXO EIF4F
Th927.9.4680 EIF4AI — Fator de iniciagdo da traducdo eucaridtico 8,3 15
42
Th927.6.1870 EIF4E4 - Fator de iniciacdo da traducéo eucariético 31,7 3,6
4E
Th927.8.4820 EIF4G3 - Fator de iniciacdo da traducéo eucaridtico 4 7,4 2,3
gama
ENZIMAS METABOLICAS

Th927.8.6060 AKCT - 2-amino-3-cetobutirato coenzima A ligase 44,6 6

Th927.11.1450 Componente E1 2-oxoglutarato desidrogenase 4.2 7,3

Th927.8.6110 HMGS - 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase 74 6,3

Th927.8.3530 G3PDH - Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD +] 2,7 2

OUTRAS PROTEINAS
Th927.6.1090 RPT3 - Subunidade 3 ATPase reguladora de 51 53
proteassoma
Th927.7.2550 RPT5 - subunidade 5 ATPase reguladora de 2,9 3,6
proteassoma

Th927.2.100 RHS1 - Proteina hotspot retrotransposon 1 3,0 6,3

Th927.2.5240 PRP19 - Fator de splicing 19 do pré-mRNA 19 2

Th927.10.13360 EF-Tu — Fator de alongamento Tu 1,7 6,3

Th927.10.5840 Fator de alongamento de traducéo 1-beta 1,6 3

PROTEINAS HIPOTETICAS

Th927.11.1840 Proteina hipotética conservada 115 4

Th927.6.5070 Proteina hipotética conservada 5,3 5,3

Th927.11.6440 Proteina hipotética conservada 1,6 3,6

Th927.10.15760 Proteina hipotética conservada 15 9

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: As proteinas apresentadas na tabela estdo divididas de acordo com sua classificacdo funcional.

Como esperado, o EIF4AI foi uma das proteinas mais abundantes dentre os peptideos

identificados, sendo possivel observar que 0 mesmo co-precipita mais especificamente com as

proteinas do complexo elF4F previamente identificados em T. brucei e L. major, EIF4E4 e

EIF4G3, ndo sendo observado enriquecimento com nenhuma das subunidades EIF4G4 e

EIF4E3, que fazem parte do segundo complexo do tipo elFAF melhor caracterizado em

tripanosomatideos. Também foram identificadas enzimas metabdlicas com alto valor de

enriquecimento e algumas proteinas hipotéticas. Destaca-se também a co-precipitacdo do fator
de alongamento 1 (Th927.10.5840).

Referente a proteinas ribossomais e outras proteinas envolvidas na traducéo, estas ndo

foram enriquecidas a partir dessas amostras imunoprecipitadas. Também ndo foram

identificadas outras RNAs helicases.
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6.2.4 Proteinas associadas ao mutante do homdélogo EIF4AI de Trypanosoma brucei

Referente as andlises in vivo do homdlogo do EIF4AI contendo a mutagdo DQAD, ap06s
0 processamento dos dados, as proteinas identificadas no imunoprecipitado foram resumidas e
estdo representadas no Quadro 2. A partir das analises realizadas foi observado que a presenca
dos homdlogos EIF4E4 e EIF4AG3 sofreu alteragdes nos valores de enriquecimento, quando
comparado ao EIF4AI nativo, ficando abaixo do ponto de corte escolhido (razéo 1,5). Contudo,
a presenca da mutacdo DQAD faz com que a proteina mutada se ligue mais fortemente ao
segundo complexo EIF4F (EIF4E3/EIF4G4) possivelmente envolvido no processo de traducéo,
sugerindo que a mutacgdo no sitio de helicase/ATPase pode interferir no padréo de ligacdo dos
seus parceiros funcionais.

A interagdo com RNAs helicases sofreram interferéncia, visto que elas nédo co-
precipitaram de forma similar ao EIF4Alwr. Enquanto que na proteina nativa as RNAs helicases
DEAD-box (Th927.11.8870), HEL67 (Th927.10.14550) e SUB2 (Th927.10.540) se
encontravam com baixo valor de enriquecimento, na proteina mutada todas se encontram com
alto valor de enriquecimento.

E interessante notar que boa parte das proteinas que interagiram de forma exclusiva com
a proteina em sua versao mutada sdo classificadas como repressoras da traducéo, sao elas: as
proteinas zinc finger ZC3H46 (Th927.11.16550) e ZC3H41(Th927.11.1980), o regulador de
ESAG9-1 (Th927.11.14220), e a subunidade 5 do regulador negativo geral de transcri¢éo
(Th927.3.1920), reforcando a interferéncia dessa mutacdo no processo de tradugdo. Além
destas, podem ser citadas proteinas hipotéticas e proteinas de ligagdo ao RNA (RBPs), que séo
importantes no processo de tradu¢do uma vez que sdo capazes de se ligar a outras proteinas,
formando complexos ribonucleoproteicos (MRNPS), e também interagir com mRNAs durante
todas as etapas de controle. Dentre elas, podemos citar a DRBD3 (Th927.9.8740), a RBP42
(Th927.6.4440), gBP21 (Th927.11.1710), gBP25 (Th927.11.13280), a UBP2 (Th927.11.510)
e a RBP29 (Th927.10.13720) que foram identificadas com alto valor de enriquecimento na
proteina mutada.

Quanto as enzimas metabolicas, apenas a Componente E1 2-oxoglutarato desidrogenase
(Th927.11.1450) e a G3PDH - Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD +] (Th927.8.3530)
identificadas na proteina nativa foram identificadas no produto da imunoprecipitagdo do
mutante EIFA4Ipgap. Além disso, em relagéo ao fator de iniciagdo da traducdo elF3, apenas a
subunidade elF3k (Th927.11.15420) foi identificada com o mutante.
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Quadro 2 — Andlise das proteinas identificadas por espectrometria de massas que co-precipitaram com o fator
EIF4Al contendo uma mutagdo em seu sitio de helicase de T. brucei.

EIF4Alpoap
ID Descricdo da proteina Razéo Média n°
EIF4Al de
DQAD/CN Peptideos
SUBUNIDADES DO COMPLEXO EIF4F
Th927.9.4680 EIF4Al — Fator de iniciacdo da traducdo eucaridtico 3,0 14
42
Th927.11.10560 EIF4G4 - Fator de iniciacdo da traducdo eucaridtico 4 2,6 7,6
gama
Th927.11.11770 EIF4E3 - Fator de iniciacdo da traducdo eucaridtico 15 3,3
4E
OUTROS FATORES ENVOLVIDOS NA
TRADUCAO
Th927.11.15420 EIF3K - Fator de iniciacéo da traducéo eucariotico 3, 1,7 2,3
subunidade k
RNA HELICASE
Th927.11.8870 RNA helicase DEAD-box ATP-dependente 51 2,6
Th927.10.14550 HELG67 - RNA helicase dependente de ATP 3,9 9
Th927.10.540 SUB2 - RNA helicase dependente de ATP 2,0 5
PROTEINAS REPRESSORAS
Th927.11.16550 ZC3H46 — Proteina Zinc finger o0 2,6
Th927.11.14220 REG9.1 - Regulador de ESAG9-1 o0 1,6
Th927.11.1980 ZC3H41 — Proteina Zinc finger 2,6 2,6
Th927.3.1920 NOTS5 - Regulador negativo geral de transcricéo, 2,2 2
subunidade 5
PROTEINA DE LIGACAO AO RNA
Th927.4.2040 Proteina de ligacdo a DNA / RNA Alba 3 34,2 3,3
Th927.9.8740 DRBD3 - Proteina 3 de dominio de ligacdo de RNA 11,7 3,3
duplo
Th927.6.4440 RBP42 - Proteina de ligacdo ao RNA 42 10,3 1,3
Th927.11.1710 gBP21 - Proteina de ligacdo ao RNA guia 6,6 3
Th927.11.13280 gBP25 - Proteina de ligacdo ao RNA guia 6,5 4,6
Th927.11.510 UBP2 — Proteina de ligacdo a0 RNA 6,4 2
Th927.10.13720 RBP29 - Proteina de ligacdo ao RNA 29 2,4 2,6
ENZIMAS METABOLICAS
Th927.11.1450 Componente E1 2-oxoglutarato desidrogenase 3,7 7,3
Th927.8.3530 G3PDH - Glicerol-3-fosfato desidrogenase 39 3,6
[NAD +]
OUTRAS PROTEINAS
Th927.5.4380 KPP1 - Proteina Fosfatase 1 especifica de 0 2
cinetoplastideo
Th927.11.2300 ERF1 - Subunidade 1 do fator de liberacdo de cadeia 4,5 1,6
de peptideo eucariotico
Th927.10.14780 CBPK1 - Proteina quinase 1 de ligacdo a canertinibe 24,9 3,3
Th927.11.4450 ALBA?2 — Proteina de dominio ALBA 3,5 2
Th927.10.5840 Fator de alongamento de traducdo 1-beta 1,7 3,3
PROTEINAS HIPOTETICAS
Th927.2.3180 Proteina hipotética e 2,6
Th927.6.1470 Proteina hipotética 2,9 2,6
Th927.11.6440 Proteina hipotética 2,3 3,3
Th927.6.2390 Proteina hipotética 2,1 2
Th927.8.1500 Proteina hipotética 2,0 2,6
Th927.6.5070 Proteina hipotética 2,0 3,6

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: As proteinas apresentadas na tabela estdo divididas de acordo com sua classificagdo funcional.
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Em uma terceira andlise, a qual comparou as proteinas mais relevantes que co-
precipitaram com o EIF4AlwrT (nativo) e se apresentaram enriquecidas em relacdo a proteina
mutada, foi realizada a normalizagdo das amostras de forma que a razéo entre as médias das
intensidades de EIF4AlwT e EIF4Alpgap fosse igual a 1. O resultado da analise encontra-se
representado no Quadro 3, mostrando de forma resumida o perfil de interacdo das proteinas
avaliadas.

Quadro 3 — Andlise das proteinas identificadas por espectrometria de massas que co-precipitaram com o fator

EIF4Al contendo uma mutacdo em seu sitio de helicase, referente a proteina nativa de T. brucei.

EIF4AIwt /EIFAAlboaD
ID Descricéo da proteina Razéo Média n°
EIF4AI WT/ de
DQAD Peptideos
SUBUNIDADES DO COMPLEXO EIF4F
Th927.6.1870 EIF4E4 - Fator de iniciacdo da traducéo 2,2 3,6
eucaridtico 4E
Th927.8.4820 EIFAG3 - Fator de iniciagéo da tradugdo 0,8 2,3
eucariotico 4 gama 3
Th927.9.9290 PABP1 — Proteina 1 de ligacdo a poli (A) 0,7 7,3
Th927.9.10770 PABP2 — Proteina 2 de ligacdo a poli (A) 0,2 16,6
Th927.11.11770 EIF4E3 - Fator de iniciacdo da traducéo 0,1 1,3
eucaridtico 4E
Th927.11.10560 EIFAGA4 - Fator de iniciagdo da tradugdo 0,1 4,6
eucaridtico 4 gama 4
OUTROS FATORES ENVOLVIDOS NA
TRADUCAO
Th927.6.4370 EIF3D - Fator de iniciacdo da traducédo 1,1 1,6
eucaridtico 3, subunidade d
Th927.10.8270 EIF3C-2 - Fator de iniciacdo da traducéo 0,6 3,6
eucariodtico 3, subunidade ¢
Th927.7.6090 EIF3A - Fator de iniciacdo da traducéo 0,6 4,6
eucaridtico 3, subunidade A
Th927.3.1680 EIF3F - Fator de iniciagdo da traducéo 0,4 2,3
eucaridtico 3, subunidade F
Th927.10.2770 EIF-5 - Fator de iniciacdo da traducéo 0,3 3,3
eucaridtico 5
Th927.8.1170 EIF3H-2 - Fator de iniciacdo da traducéo 0,3 1,6
eucaridtico 3, subunidade h
Th927.3.2900 EIF2A - Fator de iniciacdo da traducéo 0,2 3
eucaridtico 2, subunidade alfa
Th927.11.13250 elF-2-gama - Fator de iniciacdo da traducéo 0,1 2
eucaridtico 2 gama
Th927.11.15420 EIF3K - Fator de iniciacdo da traducéo 0,1 1,6
eucariético 3, subunidade k
RNA HELICASE
Th927.10.3990 DHH1 0,1 10
Th927.10.540 SUB2 - RNA helicase dependente de ATP 0,1 3
Th927.9.12510 DED1 - RNA helicase DEAD / H dependente 0,09 1,6
de ATP
Th927.10.14550 HELG67 - RNA helicase dependente de ATP 0,07 2,6
PROTEINA DE LIGACAO AO RNA
Th927.2.4710 RRML1 - Proteina de ligacdo ao RNA 0,2 2
Th927.11.13280 gBP25 - Proteina de ligagdo ao RNA guia 0,1 4,3
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ENZIMAS METABOLICAS
Th927.8.6060 AKCT - 2-amino-3-cetobutirato coenzima A 20,0 6
ligase
Th927.8.6110 HMGS - 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase 1,0 6,3
Th927.11.1450 Componente E1 2-oxoglutarato desidrogenase 0,4 7,3
Th927.8.3530 G3PDH - Glicerol-3-fosfato desidrogenase 0,2 2
[NAD +]
OUTRAS PROTEINAS
Th927.10.13360 EF-Tu - Fator de alongamento Tu 2,3 6,3
Th927.10.4570 Fator de alongamento 2 0,3 17,3
Th927.10.5840 Fator de alongamento de traducdo 1-beta 0,3 3
Th927.11.13190 Fator de alongamento 1-gama 0,3 6,6
Th927.4.3590 Fator de alongamento de traducédo 1-beta 0,2 7
Th927.10.2110 EEF1A - Fator de alongamento 1-alfa 0,2 16
Th927.10.15720 RPN9 - Subunidade 9 ndo ATP-ase regulatéria 0,2 5,6
de proteassoma
Th927.9.11270 TCP-1-eta - Proteina 1 do complexo T, 0,2 6
subunidade eta
Th927.11.16030 RPN?7 - Subunidade 7 ndo ATP-ase regulatéria 0,1 3,6
de proteassoma
Th927.2.2440 RPN6 — Subunidade 6 ndo ATP-ase regulatéria 0,1 10,6
de proteassoma
Th927.11.16760 TCP-1-alfa - Proteina 1 do complexo T, 0,1 5
subunidade alfa
Th927.7.2550 RPT5 - ATPase reguladora de proteassoma, 0,1 3,6
subunidade 5
Th927.11.3740 RPT6 - ATPase reguladora de proteassoma, 0,1 7,6
subunidade 6
PROTEINAS HIPOTETICAS
Th927.6.5070 Proteina hipotética 0,9 5,3
Th927.11.1840 Proteina hipotética 0,9 4
Th10.v4.0053 Proteina hipotética 0,5 5,6
Th927.10.15760 Proteina hipotética 04 9
Th927.11.2610 Proteina hipotética 0,3 6
Th927.7.2160 Proteina hipotética 0,2 2,6
Th927.11.6440 Proteina hipotética 0,2 3,6

Fonte: A autora, 2021.

Legenda: As proteinas apresentadas na tabela estéo divididas de acordo com sua classificagdo funcional.

Os resultados obtidos confirmam o enriquecimento na interacdo do EIF4AI nativo com
0 seu parceiro EIF4E4 e a interacdo da proteina mutada com os parceiros EIFAE3/EIF4G4, do
segundo complexo EIF4F, juntamente a PABP2. Sugerindo que o dominio DQAD seja
importante para o estabelecimento das interagdes intra elF4F, mas estudos de interagéo direta
precisam ser conduzidos para confirmar que as interacdes com os parceiros E4/G3 foram
abolidas.

Destaca-se também a diferenca na interagdo com outros fatores envolvidos na formacao
do complexo de pré-iniciacdo da tradugdo, como as subunidades do complexo EIF3, o EIF3D
(Th927.6.4370), EIF3C-2 (Th927.10.8270), EIF3A (Tb927.7.6090), EIF3F (Th927.3.1680),
EIF3H-2 (Th927.8.1170), e EIF3K (Th927.11.15420), duas subunidades do complexo EIF2, o
EIF2A (Th927.3.2900) e 0 elF-2-gama (Th927.11.13250), bem como o EIF5 (Th927.10.2770).
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E importante ressaltar o enriquecimento das RNAs helicases, como a DHH1
(Th927.10.3990) e a DEAD1 (Th927.9.12510), e a auséncia da RNA helicase DEAD-box ATP-
dependente (Th927.11.8870), descrita anteriormente. A presenca dessas helicases que foram
imunoprecipitadas com o EIF4Alpoap confirmam a importancia da funcéo de helicase dessa
proteina, entretanto outras fungdes ndo estdo descartadas.

Outras proteinas que foram identificadas no produto imunoprecipitado, e merecerem
destaque, estdo algumas enzimas metabdlicas, fatores de alongamento, algumas subunidades
do proteassoma e proteinas hipotéticas, principalmente as com codigo de acesso: Th927.6.5070

e Th927.11.6440 que co-precipitaram em todas as analises realizadas.

6.3 Analise do perfil de crescimento de células prociclicas de T. brucei sob o efeito de um
inibidor de 4A

O composto Rocaglamide A (RocA) tem a capacidade de inibir a iniciagdo da tradugéo,
ligando-se de forma especifica ao elF4A de diferentes espécies e convertendo-o em um
repressor da traducdo (CHU et al., 2016; IWASAKI et al., 2016). Neste trabalho, optamos por
investigar o efeito do RocA em T. brucei como uma forma de melhor avaliar a conservacéo ou
nédo da funcdo do EIF4AI neste parasita. Diante disso, a linhagem nativa 427 de T. brucei, em
sua forma prociclica, teve sua taxa de crescimento analisada através de curvas de crescimento,
na presenca e auséncia do inibidor RocA (Figura 20). Trés concentracdes foram estabelecidas
de acordo com as concentragdes ja descritas utilizadas em humano e levedura, sdo elas: 1uM,
SUM e 10uM.
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Figura 20 — Desenho experimental da curva de crescimento com inibidor RocA em placa de 48 pocos.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: Esquema representativo do experimento da curva de crescimento na presenga do inibidor de elF4A
(RocA). A curva foi realizada em triplicata, em trés concentragdes diferentes (1uM, 5 uM e 10 puM). O controle
utilizado nédo havia o inibidor, apenas 1% de DMSO (Diluente do inibidor). DMSO — Dimetilsulfoxido; RocA —
Rocaglamide A; (+) — Presenca; (-) — Auséncia.

A partir das anélises, foi possivel observar que todas as concentracdes testadas causaram

diminuicdo do crescimento do parasita a partir de 24h, quando comparada a cultura sem inibidor

(controle - DMSO) (Figura 21). Contudo, as concentracfes de 5uM e 10uM causaram maior

inibicdo no crescimento das culturas, porém ndo foi possivel observar um efeito dose-

dependente nas condicdes testadas. A sensibilidade do T. brucei ao RocA reforca uma

conservacao da funcédo do EIF4AI neste organismo.
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Figura 21 — Analise dos niveis de crescimento da linhagem selvagem 427 de T. brucei na presenca de um
inibidor de 4A.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: Gréfico representativo dos niveis de proliferagdo celular a partir de curvas de crescimento na auséncia e
na presenca do inibidor RocA. Como controle, foi utilizado a cultura sem o inibidor (Bege), e para a avaliagdo do
crescimento, trés concentragOes foram estabelecidas, 1uM (Verde escuro — Avaliada apenas até 72 h), 5uM (Verde
claro). e 10uM (Laranja).

6.4 Ensaio de ancoramento e analise de expressao por citometria de fluxo

Para uma analise funcional mais direta do EIF4Al, foi utilizado a técnica de tethering
(ancoramento) que ¢é baseada no ancoramento de uma proteina ligadora de RNA, de funcéo
desconhecida, sobre o metabolismo de um RNA reporter, atraves da interagdo proteina-RNA,
conhecida como ancora, a fim de acessar os efeitos dessa proteina sobre o RNA reporter
(MINSHALL et al., 2010). Para esta técnica, foi utilizada a linhagem 4213, que expressa
constitutivamente 0 mRNA codificador da proteina fluorescente GFP em T. brucei, onde esse
mRNA apresenta uma estrutura em grampo (boxB) na sua por¢do 3’-UTR do mRNA (Figura
22) (SILVA, 2016). O sistema ¢ baseado na interagdo AN-(1-22)/boxB, onde, 0s genes sdo
fusionados ao peptideo AN-(1-22), que pode ser recrutada artificialmente a um mRNA-alvo
contendo um ou mais grampos boxB (MINSHALL et al., 2010).
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Figura 22 — Esquema representativo do mRNA repGrter monocistronico.
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Fonte: Modificado de Silva 2016.
Legenda: Esquema do mRNA monocistrénico presente na linhagem 4213 codificante para proteina GFP
contendo o grampo boxB na regido 3° UTR do mRNA.

Para este ensaio, as linhagens transgénicas derivadas da linhagem 4213, expressando
TbEIF4AIwT-TY e TbEIF4AIpgap-TY foram inicialmente testadas por western blot. Para isso,
foram coletados extratos proteicos de dois clones de cada linhagem, da proteina nativa e
mutante, induzidos (+) e ndo induzidos (-) com tetraciclina, por um periodo de 24h. Foi possivel
observar a presenca das proteinas de fusdo ao TY, com e sem a mutacdo DQAD, nos clones
testados, com peso molecular de aproximadamente 55 KDa (Figura 23).

A expressdo do mRNA reporter de GFP foi avaliada na presenca e auséncia do EIF4AI
nativo e mutante pela técnica de western-blot. Para tal, foi utilizado o anticorpo anti-GFP para
deteccdo do nivel de expressdo do reporter nas linhagens testadas, sendo possivel observar a
expressdo de GFP de peso molecular de aproximadamente 30 KDa em todas as amostras
analisadas (Figura 23). Contudo, por western blot ndo foi possivel detectar diferencas no nivel

de expressao de GFP entre as linhagens com a proteina nativa e mutante.
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Figura 23 — Teste de expressdo das linhagens transgénicas ThEIF4AIwT-TY e ThbEIF4Alpgap-TY.
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Fonte: A autora (2021).

Legenda: Western blot com soro monoclonal anti-TY e anti-GFP. Gel SDS page 15%. Setas pretas apontam a
proteina de interesse em KDa; (+) representa os clones que foram induzidas com tetraciclina; (-) clones que nao
foram induzidos com o indutor tetraciclina; C — Clone.

Apds o teste de expressdo, trés clones de cada cultura foram submetidos a analise em
citdmetro de fluxo, que por ser mais sensivel que o western blot, foi utilizada com o intuito de
quantificar a expressdo de GFP em cada linhagem, a partir da emissdo de fluorescéncia nas
populacdes de células de T. brucei analisadas. As linhagens 427 (nativa) e 4213 (que expressa
0 MRNA repérter GFP) foram utilizadas como controles (Figura 24A), permitindo a
determinacdo da porcentagem de parasitos fluorescentes nas amostras analisadas. Apds a
inducdo do ensaio com tetraciclina, foi possivel observar um aumento da porcentagem de
células fluorescentes na linhagem expressando EIF4AIwT-TY (aprox. 30%), enquanto que na
linhagem contendo a mutacdo DQAD foi visto uma diminuicdo da expressdo de GFP (4% e
18%, nos tempos de 24 e 48 horas, respectivamente), quando comparado as respectivas
linhagens nédo induzidas (Figura 24B). O resultado mostra que o EIF4AlwT causa um aumento
na expressdo do mRNA-repdrter, e que esse efeito é afetado negativamente quando ha uma

mutacao no sitio de helicase.
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Figura 24 — Avaliacédo por citometria de fluxo das linhagens TbEIF4Alwr e TbEIF4Alpgap em 24 e 48 horas
apoés indugdo das proteinas de interesse.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A) Histograma representativo da expressdo de GFP nas linhagens controle 427 e 4213. B) Andlise da
expressdo de GFP apds 24 e 48 horas de inducédo das proteinas de fusao EIF4lwr-TY e EIF4Alpoap-TY. utilizando
o laser 488 nm (FL1). *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Devido 0 bom andamento do trabalho, decidiu-se avaliar o comportamento da expresséo
de GFP em cada linhagem, nativa e mutante, na presenca do inibidor RocA (Figura 25).
Novamente foi observado um aumento da expressdo da proteina selvagem quando induzida
com tetraciclina (+TET/-RocA), mas quando adicionado o inibidor RocA (+TET/+RocA), este
perfil foi alterado, apresentando uma diminuicao da expressao de GFP de cerca de 10% (Figura
25A). Ja a linhagem mutante, na presenca do inibidor (+TET/+RocA), ndo apresentou alteracdo
da expressdo de GFP quando comparado a amostra apenas induzida com tetraciclina (+TET/-
RocA) (Figura 25B).
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Figura 25 — Avaliacéo por citometria de fluxo das linhagens TbEIF4Alwr e ThEIF4Alpgap, na presenca do
inibidor RocA, 48 horas apds inducdo das proteinas de interesse.
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Fonte: A autora, 2021.

Legenda: A) Anélise da expressao de GFP da linhagem selvagem apds 48 horas de inducdo, com a sem a adicéo
do inibidor RocA. B) Comparacdo da expressdo de GFP das linhagens selvagem e mutante, na presenca e auséncia
do inibidor RocA, ap6ds 48 horas de inducdo. Confirmagdo da presenca da proteina fluorescente nas linhagens
expressando o plasmideo pD (GFP), utilizando o laser 488 nm (FL1).
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7 DISCUSSAO

A sintese de proteinas € um evento complexo e altamente conservado em todos 0s seres
vivos, sendo a iniciagdo da traducao considerada a etapa mais complexa e sujeita a mecanismos
de controle, com a atuacdo fundamental dos chamados fatores de iniciacdo eucarioticos (elFs —
Eukariotic Initiation Factors). Nos eucariotos, um dos eventos importantes para o inicio do
processo de traducdo, é a remogdo das estruturas secundarias da regido 5’UTR dos mRNAs a
serem traduzidos, pelo fator elF4A, pertencente ao complexo elF4F (formando ainda pelas
subunidades elF4AG e elF4E) (SONENBERG E HINNEBUSCH, 2009). Nos
tripanosomatideos, foi observado que os mRNAs codificantes de proteinas ribossomais,
associados ao complexo EIF4E4/EIFAG3, um dos dois principais complexos homologo de
elF4F identificados em T. brucei, possuem regides 5° UTR curtas, € que provavelmente ndo
geram estruturas secundarias complexas. Justamente esse complexo parece se ligar melhor ao
EIF4Al, de modo que a atuacéo desse homologo sobre essas regides precise ser melhor definida
(Bezerra, dados nédo publicados).

Sabendo que a atividade helicase de EIF4A ¢ essencial para a sintese de proteinas e
viabilidade celular, e que algumas muta¢Ges que abolem sua atividade podem agir como
mutantes dominantes negativos, foram identificadas cinco regides, a partir de andlises
comparativa de sequéncias de outros organismos, que estdo possivelmente atreladas a funcgdes
importantes da proteina. Estudos anteriores apontam que as mutacbes DQAD e DEAH, as quais
tiveram o residuo de acido glutamico no motivo Il (DEAD) substituido por uma glutamina
(DEAD — DQAD) e o residuo de &cido aspartico modificado por uma histidina (DEAD —
DEAH), respectivamente, encontram-se relacionadas a func¢@es de ligacdo e hidrolise do ATP,
e que mutacdes dentro deste motivo Il (DEAD) diminuem ou abolem as atividades de ATPase
e helicase, sem alterar a ligagdo de RNA (CORDIN et al., 2006). O estudo realizado por
DHALIA e colaboradores (2006) corroborou esta informacéo quando descreveu que 0 mutante
DQAD induz um fendétipo negativo dominante em elF4Al de T. brucei, resultando em uma
inibicdo potente da sintese de proteinas no parasita. O motivo 11 (SAT), altamente conservado
entre 0s organismos, encontra-se relacionado as atividades de ATPase e helicase. Mutacdes
nesse motivo, como por exemplo, a mutacdo dupla AAA a qual os residuos de serina e treonina
sdo modificados por alanina (SAT — AAA), causam uma perda consideravel da atividade da
helicase, e possuem efeitos menores na ligacdo de ATP, hidrolise de ATP e ligacdo de RNA
(CORDIN et al., 2006), fortalecendo o estudo realizado por ROCAK e colaboradores (2005) o

qual observou que as substituicdes de alanina da serina e da treonina do motivo Il em Haslp
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(proteina DEAD-box de levedura) reduzem cerca de duas vezes a ligacao e a hidrolise do ATP,
além de reduzir ligeiramente a ligacdo ao RNA, e por isso, a atividade da helicase é severamente
reduzida.

Trabalhos anteriores apontam que o elF4A além de sua funcéo de helicase, exerce outras
fungdes quando associada a subunidades que atuam possivelmente como um estimulador de
sua atividade (YOURIK et al., 2017; ADEDOJA et al., 2020). Diante disso, os residuos DLYE
e DFTV do elF4A de humano (o tltimo correspondendo ao motivo NHTV em T.brucei) foram
implicados possivelmente na ligacdo da molécula de RNA, e de provavel interacdo do elF4A
com o elF4G. Estudos apontam que o dominio central do elF4G humano possui dois motivos
de ligacéo ao elF4A, e que este tem sua atividade intensificada quando interage com a proteina
elF4G através do seu dominio C-terminal. Os motivos no dominio C-terminal do elF4A
implicados na interacdo com o elF4G foram melhor mapeados em um estudo em que dois
conjuntos de mutagBes duplas foram realizados, cada um substituindo dois residuos
conservados no EIF4A de eucariotos por residuos encontrados em arquéias, onde ndo existem
homologos de elF4G. De fato, cada conjunto de mutantes, direcionados justamente aos motivos
DLYE e DFTV, aboliu a ligacdo ao elF4G, atestando que ha& uma interrupcdo ou
enfraguecimento da interacdo entre esses fatores (OBERER et al., 2005).

O quinto residuo modificado na sequéncia de EIF4A de T. brucei, o qual substituiu uma
arginina por uma alanina (GSSRVL — GSSAVL) no motivo IV, é conservado em humanos e
Giardia lamblia, e foi indicado como possivelmente envolvido na interacdo do elF4A com a
subunidade elF3i de Giardia. Um estudo anterior identificou, atraves de ensaios de duplo
hibrido, uma interacdo do elF4A de Giardia (GlelF4A) com a subunidade i do fator de iniciacéo
GlelF3 (GlelF3i), componente do complexo de pré-iniciacdo (PIC), indicando que o GlelF4A
também pode interagir diretamente com os componentes do PIC, e que o GlelF3i poderia servir
como um estimulador da atividade do GlelF4A (ADEJOTA et al., 2020). Espera-se que a
avaliacdo desse mutante em T. brucei possa reforcar ou ndo a possibilidade do elF4A estar
agindo via outras interacdes ainda ndo evidenciadas como a observada com o elF3i em Giardia.

As linhagens que expressam a proteina contendo a mutacdo DQAD, a qual possui um
sitio que afeta a atividade helicase e ATPase do EIF4A, apresentam um perfil de expressédo
representado por uma Unica isoforma, de forma similar ao EIF4A nativo. Contudo, embora ndo
tenha sido possivel observar alteragdes no parasita provocadas pela expressao da proteina
nativa, foi observado uma leve reducdo em relacdo a taxa de proliferagdo celular do mutante
DQAD. Este resultado vem de acordo com dados prévios, onde a mesma mutacao levou a uma

maior diminuicdo da taxa de crescimento celular em T. brucei, compativel com um efeito
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dominante negativo (DHALIA et al., 2006), e por isso todos os experimentos deste trabalho
foram realizados nos periodos de tempo de no méximo 48h de indugéo das proteinas de fusao.

A partir dos dados da espectrometria de massas de proteinas co-precipitadas com o
EIF4Alwr de T. brucei, foi possivel confirmar a interagdo desse fator com o complexo
EIFAE4/EIFAG3, ja descrito anteriormente através de ensaios in vitro de pull-downs e
imunoprecipitagdo, tanto em T. brucei quanto em L. major, como o primeiro complexo
implicado em um papel critico na iniciacdo da traducdo (DE MELO NETO OP et al., 2015;
MOURA et al., 2015), reforcando ainda mais a prerrogativa da atuacdo deste homologo no
processo de traducdo desses protozoarios. A presenca de outras proteinas com alto valor de
enriquecimento e diversas enzimas metabolicas reforcam o papel de ligagdo a0 mMRNA desse
homologo na traducdo, corroborando com estudo descrito anteriormente (DHALIA et al.,
2006).

Investigando o efeito da mutacdo EIF4Alpoap sobre as interagdes do EIF4Al, foi
observado que o mutante por algum motivo, deixa de interagir com o0 complexo
EIFAE4/EIFAG3 e passa a co-precipitar com mais intensidade com o complexo
EIFAE3/EIFAG4/PABP2, ja descrito em trabalhos anteriores, e também implicado
possivelmente no processo de traducdo, porém com caracteristicas diferentes (FREIRE et al.,
2011). Além disso, o mutante sofre uma reducdo significativa nas interacbes com enzimas
metabdlicas, e passa a ter um aumento consideravel na interacdo com repressores, reforcando a
interferéncia dessa mutacdo no processo de traducdo, e algumas subunidades do fator elF3
(REZENDE et al., 2014), reforcando o papel do sitio funcional no processo de traducéo.

Outro objetivo desse estudo foi avaliar a resposta de T. brucei a acdo de um inibidor da
sintese de proteinas (Rocaglamide A), uma vez que o RocA reprime a tradugdo de mRNAs
especificos, tendo como alvo o fator de iniciacdo eucariotico elF4A (IWASAKI et al., 2016).
Dados referentes a esse teste mostraram uma diminui¢do na taxa de proliferacdo celular nas
culturas de T. brucei que foram submetidas ao RocA , porém com concentragcdes mais altas
daquelas descritas anteriormente em algumas espécies, como em humanos, por exemplo
(IWASAKI et al., 2019; TARONCHER-OLDENBURG et al., 2021). Isso porque esse inibidor
exerce uma seletividade aos MRNAs relacionados as regides 5'UTRs altamente estruturadas
que dependem fortemente do desenrolamento mediado por elF4A (IWASAKI et al., 2016). O
efeito do RocA em T. brucei, necessitando de concentragcbes mais altas, pode ser explicado
como reflexo do que foi observado nos dados de RNA seq (Bezerra, resultados ndo publicados),
gue mostram que o complexo do tipo elF4F de T. brucei (EIFAE4/EIFAG3/EIF4AL) tem sua

atividade associada a tradu¢do de mRNAs que possuem 5° UTRs muito curtas, o que
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possivelmente ndo geram estruturas secundarias tdo estruturadas. Além disso, duas mutaces,
F163L e 1199M, tornam o elF4A de Aglaia e levedura resistentes ao RocA (IWASAKI et al.,
2019). Ao analisar a sequéncia do EIF4A de T. brucei, observamos que apenas o residuo
correspondente a isoleucina 199 é conservado, enquanto que o correspondente a fenilalanina
163 é substituido por uma valina, sugerindo, portanto, que devido a essa mudanca, 0 RocA pode
ter sua atividade diminuida no EIF4A de T. brucei.

Para uma analise funcional, foi utilizado um ensaio de tethering (ancoramento) onde a
expressao de um mRNA repérter foi avaliada na presenca e ausenca de expressao ectépica do
EIF4Al nativo e mutante. Para tal, foi utilizado o anticorpo anti-GFP para deteccdo do nivel de
expressdo do reporter nas linhagens testadas, porém ndo foi possivel detectar diferencas
significativas no nivel de expressdo entre as proteinas nativa e mutante. Contudo, em ensaios
utilizando o citbmetro de fluxo, as diferencas puderam ser quantificadas, e foi observado um
aumento de cerca de 30% na expressdo de GFP na linhagem expressando o fator EIF4AIw—-TY
quando comparado com a cultura ndo induzida. Diferentemente do que foi observado na
linhagem expressando a mutacdo DQAD que levou a uma diminuicdo da expressao de GFP. O
resultado desse ensaio reforca o papel desse homélogo como um fator com funcgéo estimuladora
sobre a expressdo de mRNAs, semelhante ao que foi descrito por ERBEN et al., 2014 o qual
avaliou diferentes fragmentos das subunidades EIF4E4/3, EIFAG2/4/5 e aPABP1/2 de T. brucei
através do ensaio de ancoramento, porém com outro mRNA reporter, e identificou que essas
subunidades aumentavam a expressao do reporter. O ensaio de ancoramento realizado neste
trabalho veio destacar a impotancia da funcéo de helicase do EIF4Al, pois sua funcdo € afetada
quando ha uma mutacdo em seu sitio ativo, corroborando mais uma vez com o trabalho de
Dhalia et al., 2006, que ao analisar o efeito da espressao do transgene ThEIF4Alpgap observou
um feno6tipo dominante negativo, afetando a sintese proteica e o crescimento celular,
demonstrando que a atividade de RNA helicase de ThEIF4Al é necessaria para a viabilidade do
parasita.

Dados referente ao tethering na presenca do inibidor de 4A mostraram que o RocA altera
a resposta & acdo do EIF4AIl nativo no mRNA de GFP, impedindo a estimulagdo de sua
espressdo. De forma semelhante, a acdo do RocA sobre um mRNA reporter foi descrita em
estudo anterior no qual foram selecionadas 5’UTRs de mRNAs, ¢ estes conferiram
sensibilidade ao RocA em um reporter de luciferase (Renilla) (IWASAKI et al., 2016). Além
disso foi observado através da técnica de ribosome profiling que a repressdo de mRNAS
suscetiveis a RocA é uniformemente mais fraca em células expressando um elF4A com dupla

mutacdo. Também foi visto através de um ensaio utilizando um repdrter sintético com motivos
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de polipurina em seu 5’UTR que as células com o duplo mutante reduziram a sensibilidade ao
RocA desse reporter (IWASAKI et al., 2016).

Diante disso, este trabalho auxiliou na caracterizacdo funcional do fator EIF4Al,
identificando novas caracteristicas e fungdes essenciais para o processo de sintese protéica nos
tripanossomatideos, que possam ser utilizadas como alvos para o desenvolvimento de agentes
inibidores desse processos. Também foram geradas novas ferramentas, como 0S novos
mutantes, que podem ser utilizados em experimentos futuros voltados a melhor definir o modo
de acdo do EIF4Al, delimitando qual o grau de conservacdo de sua funcdo em diferentes

organismos.
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8 CONCLUSOES

VI.

VII.

As proteinas de fusdo aos epitopos HA e TY, em sua forma nativa (TbEIF4AlwT) e
mutante (TbEIF4Abgap), sS40 expressas como unica isoforma.
O homologo EIF4AI nativo interage com parceiros funcionais, subunidades do

complexo do elF4F, evidenciando o papel desta proteina no processo de sintese proteica.

Ensaios in vivo confirmam que o EIF4AI com uma mutacdo em seu sitio de helicase
(DQAD) se liga a parceiros distintos dos observados com a proteina nativa.

A proteina EIF4AIwT-TY aumentou a expressdo de GFP, por meio do ensaio de
ancoramento, reforgando o papel do EIF4AIl nativo como uma proteina com funcéo
estimuladora sobre a expressao de mMRNAS.

No mesmo tipo de ensaio, 0 mutante EIF4Albgap-TY diminuiu a expressao de GFP,
destacando a importancia da funcdo de helicase do EIF4Al, pois sua funcédo é afetada
guando ha uma mutacdo em seu sitio ativo.

O inibidor Rocaglamide A (RocA) exerce efeito inibitorio quanto a expressao de GFP,
em ensaio de ancoramento, refor¢cando mais uma vez o papel desse homologo do elF4A
como uma proteina com funcédo estimuladora sobre a expressao de mRNAsS.

O inibidor RocA altera o crescimento celular de células prociclicas de T. brucei.
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