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RESUMO

Os tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados responsaveis pelas
diversa formas de leishmaniose e a doenca de Chagas. Estes protozoarios
possuem algumas caracteristicas nicas como o controle da expressao génica ao
nivel poés-transcricional, onde a iniciacdo da traducdo parece ser uma etapa
fundamental. Varios fatores estdo envolvidos nessa etapa de iniciacdo como as

proteinas do complexo EIF4F e a proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP). Este
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trabalho caracteriza-se como um estudo de revisdo de literatura integrativa de
carater descritivo e tem por objetivo analisar o papel de diferentes fatores de
iniciacdo da traducdo (EIFs e PABP) envolvidos na sintese proteica dos
tripanossomatideos. Até o momento foram descritos dois complexos EIF4F, um
formado pelos EIFAG3, EIF4E4, EIF4A1 e PABP1 que estaria de fato envolvido
com o processo de iniciacdo da traducdo e o segundo formado pelas proteinas
EIF4G4, EIFAE3 com papel ainda ndo bem caracterizado e que podem estar
associados ao EIF4A1 e a homodlogos da PABP. A caracterizacdo dessas
interacdes é uma etapa critica para o entendimento do processo de traducdo dos
tripanossomatideos e dessa forma contribuir para o desenvolvimento de
moléculas especificas que atuem bloqueando essas interacbes e que podem
levar a estratégias de tratamento mais especificas.
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INTRODUCAO

Tripanossomatideos  sdo  protozoarios  flagelados da  familia
Trypanosomatidae causadores de doencas em humanos, animais e plantas
(Galanti et al.,, 1998), cujos 0s principais representantes sao espécies dos
géneros Trypanosoma e Leishmania, destacando-se entre eles: Trypanosoma
brucei, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. Todos os trés sdo transmitidos por
insetos vetores e sdo responsaveis por enfermidades de importancia médica e
econdbmica, como a doenca do sono, a doenca de Chagas e as leishmanioses,
respectivamente (Belli, 2000).

Os tripanossomatideos estdo entre os mais primitivos eucariotos, pois
divergiram precocemente de outros eucariotos durante a evolucdo, sobrevivendo
atualmente como parasitas obrigatérios destes. Apresentam caracteristicas Unicas
dentre os eucariotos, como uma complexa regulacdo da expressao génica.
Entretanto, como ha um reduzido numero de elementos promotores em
tripanossomatideos, a regulacédo da transcricdo pela RNA polimerase Il nesses
organismos é considerada inexistente, de tal forma que a expressao génica é
controlada por eventos poés-transcricionais, através do controle no
processamento, estabilidade e traducdo de mMRNAS e no processamento e
modificacdes poOs-traducionais das proteinas (Clayton, 2002; Ivens et al., 2005;
Clayton e Shapira, 2007).

Os genes codificantes de proteinas em tripanossomatideos estéo

agrupados em unidades transcricionais que séo co-transcritas constitutivamente



em pré-mRNAs policistrénicos, os quais, a partir do processo de trans-splicing e
poliadenilacdo, ddo origem aos MRNAs monocistronicos que séo traduziveis
(Campbell et al., 2003; Alsford e Horn, 2004). Essa forma peculiar de
processamento do RNA gera multiplos mRNAs que sdo diferencialmente
regulados durante o desenvolvimento parasitario (Hug et al. 1994; Clayton e
Shapira, 2007).

A proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP - poly-A binding protein) € uma
das principais proteinas de ligacdo a mRNAs nos eucariotos e cujo papel vem
sendo demonstrado como critico na regulagéo da traducéo. Esta proteina se liga
a cauda poli-A presente na extremidade 3’ dos mRNAs e promove a interagao
entre suas extremidades 3’ e 5, através da ligagdo com fatores de iniciagao da
traducdo (elFs — eukaryotic initiation factors), proteinas individuais ou complexos
proteicos, que auxiliam na atividade ribossomal. Entre os elFs se destaca o
complexo heterotrimérico elF4F (composto pelas subunidades elF4A, elF4E e
elF4G) que se liga a extremidade inicial dos mMRNAs através da interacdo entre a
subunidade elF4E e o “cap” (extremidade 5’). Simultaneamente a ligagdo ao
MRNA, o complexo elF4F interage entdo com a PABP, através de uma interagcao
direta entre a subunidade elF4G e a PABP, 0 que promove uma circularizagéo do
MRNA (Wells et al., 1998) e potencializa a associacdo da subunidade menor do
ribossomo e o inicio da tradugéo (Kapp e Lorsch, 2004).

A interacdo entre a PABP e a cauda poli-A media boa parte das funcdes

associadas a esta estrutura, tais como: o processamento dos mRNAs precursores



no nucleo, o transporte nucleo-citoplasmatico, o controle de meia-vida e
degradacédo dos mRNAs, o recrutamento dos mRNAs pela maquinaria de sintese
proteica e a traducado propriamente dita (Kihn e Wahle, 2004; Brook et al., 2009).
Pelo exposto, o estudo do processo de iniciacdo da sintese proteica em
tripanosomatideos constitui uma etapa essencial para se conhecer melhor os
mecanismos de controle da expressao génica em tripanossomatideos, bem como
suas semelhancas e diferengcas em relagdo a outros eucariotos. Um grande
namero de antibidticos e agentes quimioterapicos agem inibindo a sintese
proteica para impedir a proliferacdo de agentes patogénicos. Em
tripanossomatideos, onde ferramentas apropriadas de controle inexistem, esse
processo constitui um alvo em potencial para a acdo de quimioterapicos, o que
exige um conhecimento detalhado deste mecanismo. A descoberta recente de
gue compostos que interferem com a interagdo entre subunidades do complexo
elF4AF podem ser potenciais ferramentas terapéuticas em mamiferos sugerindo
gue compostos semelhantes poderiam ser utilizados contra agentes patogénicos,
desde que tenhamos o conhecimento de particularidades exclusivas dos mesmos.
Este trabalho tem como objetivo analisar o papel de diferentes fatores de
iniciagdo da traducdo (EIFs e PABP) envolvidos na sintese proteica dos

tripanossomatideos.

MATERIAIS E METODOS



Este artigo caracteriza-se como um estudo de revisdo de literatura
integrativa de carater descritivo. Baseou-se em artigos originais, seguindo critérios
de selecéo descritos abaixo.

Critérios de Incluséo:

- Foram utilizados artigos originais.
- Bases de dados utilizados: SciELO, Portal Regional da Biblioteca Virtual em
Saude e PubMed.
- Descritores em concordancia com o DeCS: Biossintese de Proteinas,
Leishmania, Trypanosoma
- Periodo de publicacdo: Do ano de 2006 a 2016.
- Idiomas dos artigos: Portugués e/ ou Inglés.
- Tipos de estudos dos artigos: Revisbes de Literatura Sistematica; e,
Experimentais.
Critérios de Excluséo:
- Artigos incompletos.

- Estudos que apresentaram investimento por empresa de interesses.

RESULTADOS

O objetivo deste artigo foi apresentar e discutir os achados da literatura
referente a diferentes fatores de iniciacdo de traducdo envolvidos na sintese
proteica dos tripanossomatideos, através de estudos originais.

Na busca foram encontrados 29 artigos de acordo com o tema, que foram

lidos e selecionados, porém 19 foram separados criteriosamente e agrupados em



seis categorias: a) Iniciagcdo da traducdo em tripanossomatideos; b) EIF4F; c)

EIF4A; d) EIFAE; e) EIF4G; f) PABP.

Iniciacdo datraducéo em tripanossomatideos

Nos tripanossomatideos os mecanismos de expressao génica vém sendo
estudado ao longo dos ultimos anos. Estes estudos vém ganhando complexidade
nos ultimos anos, principalmente ap0s o0 sequenciamento de genomas de
espécies importantes destes protozoarios (El-Sayed et al., 2005). Este tem sido o
ponto de partida para analises mais refinadas em relacdo a busca da funcdo de
proteinas homodlogas a fatores de iniciacdo da traducdo, fatores estes
originalmente estudados em outros eucariotos. Uma vez que o processo de
traducdo € um dos processos mais complexos de todos os seres vivos, e tendo
em vista que a iniciacdo da traducédo é a etapa mais critica de todo o processo e a
mais variavel entre diferentes grupos de seres vivos, trabalhos vém se detendo na
caracterizacdo funcional de homologos de fatores de iniciacdo da traducao nos
tripanossomatideos. Dentre estes, um dos focos principais tem sido o estudo das
subunidades do complexo elF4F e a PABP, devido ao seu papel no recrutamento
dos mMRNAs para a traducdo. Em relagéo as subunidades do complexo elF4F, ja
foram descritos nos tripanossomatideos dois homélogos do fator elF4A (EIF4AIl e
EIF4Alll), seis de elF4E (EIF4E1-6), cinco de elF4G (EIFAG1-5), além de trés de
PABP (PABP1- 3) em Leishmania (Da Costa Lima et al., 2010; Dhalia et al., 2005;
Freire et al., 2014; Yoffee et al., 2004, 2006). Com excecao da PABP, que possui
apenas dois homodlogos encontrados em T. brucei e T. cruzi, todos 0s outros
fatores possuem o mesmo numero de homologos nas diferentes espécies de

tripanossomatideos. Foi demonstrado a formacédo de dois complexos: o primeiro



formado pelos EIF4G3, EIF4E4, EIF4AlI e PABP1, envolvido com o processo de
iniciacdo da traducdo, e o segundo formado pelas proteinas EIF4G4 e EIF4E3
com papel ainda ndo bem caracterizado e que podem ou ndo se associarem ao
EIF4Al e a homologos de PABP (Da Costa Lima et al., 2010; Freire et al., 2011,
Moura et al., 2015; Reis, 2009). Para algumas destas interacfes, foi
demonstrando que trechos de residuos nas proteinas EIFAG3 e EIF4G4 estao
envolvidos respectivamente na ligacdo com as proteinas EIF4E4 e EIF4E3
(Moura et al., 2015), entretanto nao ficou esclarecido se a ligacdo EIFAG/EIF4E

nos dois complexos ocorre de forma similar.

EIF4F

Como descrito a cima o complexo EIF4F desempenha funcéo critica no
inicio da sintese proteica pois atua media a ligacdo do complexo 43S ao mRNA e
auxilia no rastreamento da regido 5-UTR em busca do cédon de iniciacdo da
traducdo (Jackson et al., 2010; Hinnebusch, 2014), etapa esta essencial para a
sintese de proteinas. O mesmo é composto por trés polipeptideos, o elF4A, elF4E
e elF4G. A funcéo de cada um dos componentes deste complexo vém sendo bem
estabelecidas por estudos em varios organismos e sistemas (Tuteja, 2009).
As varias subunidades do complexo EIF4F e da proteina PABP tem sido alvo de
varios trabalhos os quais comecaram a desvendar o seu papel na iniciagado da

traducéo e destacaram um novo padrao para complexos do tipo EIF4F.

EIF4A



Nos tripanossomatideos até o presente momento foram descritos dois
homologos de elF4A encontrados tanto em L. major quanto em T. brucei. Estes
homologos foram denominados EIF4AlI e EIF4AIIl, uma vez que foram
identificados como ortélogos dos elF4Ai e elF4Alll de mamiferos. Os mesmos
possuem 403 e 389 aminoacidos e 59% e 52% de similaridade com a proteina
elF4Al de humano, respectivamente. Os estudos realizados mostraram que
apenas um dos dois homodlogos identificados nos tripanosomatideos, o EIF4AI,
estd envolvido na traducdo. Estas proteinas diferem em abundancia, na sua
localizac&o subcelular e apenas o EIF4AI, citoplasmatico, se liga especificamente
ao dominio HEAT do homdlogo de EIF4G3 de Leishmania (Dhalia et al., 2005;
Dhalia et al., 2006).

Em fase promastigota o LmelF4A1l se mostrou bem abundante e o
LmelF4A2 ndo foi detectado o que sugere o LmelF4Al seria o homdlogo
funcional nesta fase o LmelF4A2 seria expresso em outras formas do ciclo
evolutivo. Em T. brucei também foram identificados dois homdlogos ao elF4A: o
TbelF4Al mostrou-se de localizagdo citoplasmatica, essencial para a viabilidade e
envolvido na traducdo e o TbelF4Alll mostrou-se localizacdo nuclear, ndo €
essencial para viabilidade celular e foi proposto que esteja envolvido nas mesmas

funcdes do elF4Alll de humanos (Dhalia et al., 2006).

EIF4AE
Com relacdo aos homologos de elF4E de tripanossomatideos, dentre os
seis homoélogos identificados, apenas dois, os EIF4E3 e EIF4E4, se mostraram

capazes de interagir respectivamente com homologos de elF4G potencialmente



envolvidos no processo de traducdo, os EIF4G4 e EIF4G3 (Reis, Tese de
Doutorado, 2009). De fato, diversas linhas de evidéncia implicam o homadlogo
EIF4AE4 como o candidato mais provavel para melhor realizar as funcoes
atribuidas para o elF4E na iniciacdo da traducdo (Jagus et al., 2012; Zinoviev;
Shapira, 2012). Do ponto de vista das interacdes entre os dois pares de
homologos de elF4E e elF4G, estas parecem exigir o residuo de triptofano
conservado nos homodlogos de elF4E (equivalente ao W73 de mamiferos), e
motivos presentes na curta extremidade N-terminal dos homoélogos de elF4G que
divergem do consenso descrito em outros eucariotos o motivo YXXXXL®)
(Goodfelow; Roberts, 2008). Recentemente foram descritas interacfes entre
outros homologos de elF4E e elF4G, formando novos complexos elF4F cujas
funcdes ainda ndo estdo bem caracterizadas (Freire et al., 2014). Os homélogos
EIFAE3 e EIF4E4 sdo proteinas abundantes, de localizacdo estritamente
citoplasmatica, que se destacam ainda por possuirem em comum extensas
regides N-terminais de homologia limitada e que ndo foram vistas em homadlogos
de elF4E em outros organismos (Freire et al., 2011). Uma evidéncia clara das
diferencas existentes no processo de iniciacdo da traducdo nos
tripanossomatideos foi a identificacdo de uma interacdo entre o EIF4E4 com a
PABP1, descrita em Leishmania. Esta interacdo envolve a regido N-terminal da
proteina EIF4E4 e representa o Unico caso descrito até o momento em eucariotos
de interacdo direta entre homologos de elF4E e PABP (Zinoviev et al., 2011).
Recentemente foi demonstrado que a interacdo do EIF4E4 diretamente com a
PABP1 é mediada por trés motivos localizados na regidao N-terminal da proteina
EIFAE4 e mutacbes de aminoacidos nos trés motivos ao mesmo tempo

interrompem a interagdo do EIF4E4 a PABP1 (De Melo Neto et al.,, 2015).



Experimentos de complementacdo que expressaram versfes mutantes desta
proteina em L. infantum confirmaram que a interagdo entre o EIF4AE4/PABP1 é
mais importante para o processo de traducdo que a interacdo EIF4E4/EIF4G3,

reforcando as diferencas no processo de traducéo destes protozoarios.

EIF4AG

Em L. major foram encontrados cinco homadlogos de elF4G encontrados e
foi observado que estes ndo apresentavam nenhum dominio ébvio para ligacéo
ao elF4E ou a PABP guando se baseou apenas na homologia de sequéncias,
entretanto todos apresentam o dominio conservado nos demais eucariotos, o
HEAT-1/MIF4G. Uma analise mais detalhada das suas sequéncias revelou que
estes homoélogos de uma forma geral ndo compartilham outras semelhancas, com
excecao dos EIF4G3 e EIF4G4. Estas duas proteinas apresentam uma regido N-
terminal curta e uma regido conservada de aproximadamente 120 aminoacidos
localizada cerca de 180 aminoacidos ap6s o dominio HEAT-1/MIF4G, com
similaridade aos dois outros dominios HEAT do elF4GI humano (HEAT-2/MA3
e/ou HEAT-3/W2) (Dhalia et al., 2005). No entanto, analises de predi¢cdo da regido
C-terminal dos homologos EIF4G3 e EIF4G4 previu com alta confianga um
dominio MA3 semelhante a um dominio regulador de traducdo de mamifero
Pdcd4 (Chang et al., 2009). Aléem disso, residuos de triptofano conservados,
também na extremidade C-terminal dos elF4Gs de tripanossomatideos
assemelham-se a aminoacidos aromaticos conservados no dominio W2 de
mamiferos e afins (Bellsolell et al., 2006; Liberman et al., 2008). Apesar das suas

regides N-terminais do EIF4AG3 e EIF4G4 terem um tamanho muito curto,



observa-se que nas mesmas estdo localizados os motivos de interacdo ao
EIF4AE3 e EIF4E4 respectivamente. Estas interacfes ocorrem através de motivos
semelhantes aos descritos para outros eucariotos, mas que seriam posicionados
em regides ndo correspondentes nos dois homoélogos de elF4G (Yofee et al.,
2009, Zinoviev et al., 2012). A proteina EIF4G3 demonstrou ainda ser capaz de
interagir com a proteina PABP1, e polipeptideos contendo o dominio MIF4G e/ou
o dominio C-terminal da proteina EIF4G3 séo capazes de interagir com a proteina
PABP1, através das suas regibes N e C-terminais. Estes resultados sinalizam
para um modo de interacdo elFAG/PABP diferente do que foi descrito até o
momento em outros eucariotos (Da Costa Lima et al., 2010; Reis, Tese de

doutorado 2009; Xavier , Monografia 2013).

PABP

Homologos da PABP nos tripanossomatideos foram identificados e
caracterizados em T. brucei, T. cruzi, e L. major. Analises de bioinformatica
confirmaram que todos os tripanossomatideos estudados apresentam dois
homologos de PABP (PABP1 e 2) e que espécies de Leishmania apresentam um
terceiro homélogo (PABP3). Os trés homologos da PABP em Leishmania sp.
possuem localizacdo predominantemente citoplasmatica, entretanto foi observado
que as trés proteinas diferem na maneira de se ligar ao RNA alvo. Experimentos
de imunoprecipitagdo mostram que as PABP2 e 3 interagem entre si e com as
mesmas populacdes de mRNAs, porém nenhuma das duas se ligam a PABP1,
que parece se associar a populacdes diferentes de mRNAs. Até o momento

somente a PABP1 foi identificada se ligando a um homoélogo de elF4G, o EIF4G3



(Da Costa Lima et al., 2010). Com relacao a interacdo da PABP1 com o EIF4G3,
observa-se ser bem mais fraca quando comparada com as interacfes entre
PABP1 e EIF4E4 ou EIF4AG3 e EIF4EA4. Esta interacdo parece envolver multiplos
segmentos, com a regiao central e C-terminal do EIF4G3 interagindo com motivos
distintos e ainda nao definidos da PABP1 (Xavier, Monografia, 2013). A estrutura
da PABP é altamente conservada e assim como nos demais eucariotos, 0s
homologos de tripanossomatideos se caracterizam por uma regido N-terminal que
apresenta quatro motivos de ligacdo a RNA (RRMs), uma regido intermediaria rica
em prolina/glutamina e uma regido C-terminal contendo um dominio chamado
PABC. Além disso, estudos por analises de sequéncias de bioinformatica foram
avaliados motivos relevantes da proteina, que parecem mediar interagcdes com
parceiros proteicos ou RNAs (De Melo Neto, dados ndo publicados,
correspondéncia com o autor). Outro estudo importante foi a busca em banco de
dados por dominios de diferentes eucariotos que sao capazes de interagir com a
PABC e foi encontrado um motivo bastante conservado denominado PAM2. Ao
comparar a sequéncia desse motivo com a sequéncia do EIF4E4 de Leishmania
sp, observou-se um alto grau de conservagao principalmente com a regidao dos
trés motivos que media a interacéo do EIF4E4 com a PABP1, sendo um indicativo
da presenca de um motivo PAM2 no EIF4E4 e detalhes da estrutura de interacao
da PABP1/EIF4E4 ajudarédo a elucidar a funcéo desta associacao para 0 processo
de iniciacdo da traducdo em tripanossomatideos. Considerando a importancia
desta interacdo para a viabilidade celular, é importante investiga-la mais
profundamente (De Melo Neto, dados ndo publicados, correspondéncia com o

autor).



DISCUSSAO

As tripanossomiases sao classificadas como doencas tropicais
negligenciadas e estao intimamente relacionadas ao desenvolvimento do pais ou
regido onde sdo encontradas, tendo uma maior prevaléncia em locais de baixo
desenvolvimento. As drogas disponiveis para o tratamento dessas doencas
possuem alta toxicidade e sdo deficientes devido a resisténcia gerada aos
guimioterapicos usados atualmente. A sintese de proteinas constitui um alvo
importante para a acdo de quimioterapicos e dados preliminares sugerem que
esse processo apresenta muitos elementos diferenciados nos protozodrios
causadores destas enfermidades. Um ponto de destaque € a iniciacdo da
traducdo e em especial o complexo elF4F, responsavel por uma das primeiras
etapas do processo, alvo de drogas em desenvolvimento em outros modelos
eucarioticos. A caracterizacdo das interacdes entre subunidades deste complexo
e sua parceira PABP, é uma etapa critica para o desenvolvimento de moléculas
especificas que atuem bloqueando estas interacbes e que poderiam levar a
estratégias de tratamento mais especificas. Sendo assim, o entendimento do
comportamento destes fatores frente a seus parceiros se faz necesséria ndo s6
para uma melhor compreensédo do papel que essas proteinas desempenham no
metabolismo celular dos tripanossomatideos, bem como para o desenvolvimento

de novas abordagens de controle do parasita e de quimioterapicos.
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