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"A ciéncia vai muito além da sua mera
pratica. Por trds de formulas
complicadas e da linguagem técnica,
encontra-se uma pessoa tentando
transcender as barreiras imediatas da
vida diaria, guiada por um insaciavel
desejo de adquirir um nivel mais
profundo de conhecimento e de

realizacdo prépria”.
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RESUMO

Os tripanosomatideos sdo protozodrios causadores de infecgoes
humanas e animais, dentre elas a Doenca de Chagas (7. cruzi), Doenca
do Sono (T. brucei) e as varias formas de Leishmaniose (Leishmania
sp.). Estes parasitas possuem algumas caracteristicas moleculares bem
distintas quando comparados aos outros eucariotos, como a auséncia de
controle de expressao génica durante a etapa da transcricao dos
MRNAS. Portanto, os eventos pds-transcricionais, incluindo a traducgao,
sao pontos fundamentais de regulacdo da expressao génica nesses
organismos. Baseado nesses fatos, partiu-se para a identificacdao de
homologos a fatores que atuam durante o processo de iniciagdo da
traducdo em tripanosomatideos, focando os estudos no complexo eIF4F.
Esse complexo (formado pelas subunidades elF4A, eIF4E e eIF4G) atua
na etapa de reconhecimento do mRNA e sua associacao ao ribossomo.
Em relacdo aos homdlogos do elF4G, foram identificadas cinco
seqliéncias em L. major e T. brucei, que atualmente estdao em
diferentes fases de caracterizacao. Visando a obtencdao de maiores
informagdes que complementem os resultados in vitro obtidos em
trabalhos paralelos, foram realizados ensaios de analise in vivo, que
incluiram as técnicas de interferéncia de RNA e de localizagdo celular de
proteinas de fusdo fluorescentes, as quais foram aplicadas a trés dos
cinco homoélogos de T. brucei (TPEIF4G3-5). Com isso, foi identificada a
presenca das proteinas no citoplasma da célula de T. brucei e também
gue os trés homodlogos em estudo sdo essenciais a sua viabilidade
celular, mas que apresentam perfis diferenciados quando submetidos ao
RNAi. Apesar de importantes, esses resultados mostram ainda a
necessidade de ensaios complementares que continuem a
caracterizacao dessas proteinas e elucidem seu papel na iniciacao da
traducdo dos tripanosomatideos.

Palavras-chave: tripanosomatideos, eIF4G e iniciacdo da

traducao.



MOURA, D.M.N. 2007 Utilizacdo de abordagens moleculares in vivo...

1. INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae €& constituida por protozoarios
flagelados, cujos principais representantes sao os géneros Trypanosoma
e Leishmania. Os tripanosomatideos sdo responsaveis por diferentes
enfermidades de impacto mundial, como a Doenca de Chagas
(Trypanosoma cruzi), Doenca do Sono (Trypanosoma brucei) e as varias
formas de Leishmaniose (Leishmania sp.). Em todo o mundo, cerca de
350 milhdes de pessoas se encontram em areas de risco e milhares de
pessoas morrem por ano devido a essas enfermidades

(www.who.int/tdr).

Nos tripanosomatideos, sdao encontradas algumas particularidades
gue os diferem dos demais eucariotos, como a presenca de transcricao
policistrbnica e o processamento dos RNAs através de trans-splicing.
Além disso, nestes protozoarios o controle da expressao génica é
realizado principalmente a nivel pds-transcricional, onde a sintese de
proteinas desempenha um papel importante nesse controle (Clayton,
2002)

Desta forma, a biossintese protéica, também conhecida por
traducao, desempenha uma acdao fundamental na regulacao da
expressao génica destes organismos, porém pouco se sabe sobre as
particularidades desse processo nos tripanosomatideos. A iniciacdo da
traducdo, etapa mais susceptivel a eventos de regulacdo, é bem
caracterizada em leveduras, plantas e vertebrados, onde esse processo
tem inicio com a formacdo e ligacdo do complexo de iniciacdo eIF4F
(formado pelas subunidades elF4A, elF4E e elF4G) ao cap presente na
regiao 5° do mRNA (Prevot et al., 2003). A subunidade eIF4G é um
polipeptideo de alto peso molecular que interage com diferentes
proteinas celulares e virais (Gingras et al., 1999) e possui um papel
central na iniciacdo da traducdo através da organizacao e montagem do

complexo elIF4F, permitindo a interacdo das demais subunidades,
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através de sitios de ligacdo presentes em sua estrutura (Prevot et al.,
2003).

A partir da andlise de dados disponiveis em projetos de
sequenciamento de L. major, T. brucei e T. cruzi foram encontradas
seqliéncias homologas aos fatores de iniciacdo da traducao de
eucariotos. Assim, foram identificados seis homodlogos a subunidade
eIF4E, dois homodlogos ao eIF4A e cinco homodlogos ao elF4G nos
genomas das trés espécies. Em relacdo aos homodlogos ao eIF4G em
tripanosomatideos, as cinco sequéncias identificadas apresentam-se em
diferentes fases de caracterizacdo, mas devido a multiplicidade de
seqliéncias, ndo foi possivel identificar ainda qual delas
corresponderiam aos fatores funcionais, semelhante aos ja
caracterizados em outros eucariotos (Dhalia et al., 2005).

Pela impossibilidade de se estudar as cinco seqiéncias
simultaneamente, este trabalho teve por objetivo realizar uma analise
comparativa de trés dos homdlogos do elF4G de T. brucei (TbEIF4G3-
5), utilizando ensaios in vivo, que permitiram identificar a localizagao
celular destas proteinas e caracterizar a sua importancia na viabilidade
celular destes parasitas. A localizacao celular e a interferéncia de RNA
realizadas geraram dados importantes para a caracterizacao destes
homologos em T. brucei, reforcando a necessidade do uso de técnicas in
vivo na analise funcional das proteinas identificadas. Os resultados aqui
obtidos enriquecem de forma significativa aqueles conseguidos através
de ensaios in vitro de interacao proteina-proteina (realizados em
trabalhos paralelos), permitindo um melhor entendimento dos eventos
que conduzem a iniciacdo da biossintese protéica em
tripanosomatideos, bem como a identificacdo das proteinas envolvidas

Nesse processo.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

» Caracterizar trés homélogos ao fator de iniciacdao da traducao eIF4G

identificados em Trypanosoma brucei, utilizando técnicas de biologia

molecular de analise in vivo.

2.2 ESPECIFICOS

= Amplificar os genes TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 e clona-los em

vetores tetraciclina-indutiveis, para expressdao em T. brucei;

» Estabelecer condicOes de transfeccao por eletroporacdo de células de

T. brucei, utilizando os vetores de expressao obtidos no item anterior;

» Realizar a técnica de interferéncia de RNA para os genes clonados de
T. brucei, visando observar seu efeito na viabilidade celular dos

parasitas;

= Avaliar a deplecao das proteinas TbEIF4G3-5, resultante da

interferéncia de RNA, através de ensaios de Western-blot;
» Localizar os homdlogos em células de T. brucei pela deteccdo das
proteinas fusionadas a EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein),

utilizando microscopia confocal;

= Comparar os resultados obtidos com os trés diferentes homologos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae € composta por nove géneros de
protozoarios unicelulares que reunem parasitas obrigatdrios e entre
seus hospedeiros encontram-se protozoarios, plantas, insetos, peixes,
répteis e mamiferos (Neves, 2000). Esses parasitas sdo eucariotos
primitivos, caracterizados por apresentarem corpo alongado com um
unico flagelo ou formas arredondadas semiflageladas, e também um
unico nucleo, geralmente central (Schimdt and Roberts, 1996). A
sobrevivéncia e multiplicacdo destes organismos nos hospedeiros
definitivos e intermediarios, em geral vertebrados e invertebrados,
respectivamente, sdao moduladas por profundas modificacbes
bioguimicas e morfoldgicas, indispensaveis para sua adaptacao em
meios bioldgicos tao distintos (Alexander et al., 1999).

Os tripanosomatideos sao patdgenos importantes, principalmente
os pertencentes aos géneros Trypanosoma e Leishmania, que sao
responsaveis por doencas de impacto mundial como a Doenga do Sono
(Trypanosoma brucei), Doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi) e varias
formas de Leishmaniose (Leishmania sp) (TDR, 2006).

Apesar de estes trés patdgenos dividirem caracteristicas comuns,
incluindo a presenca de estruturas subcelulares como o cinetoplasto e
os glicossomos, cada um possui insetos vetores diferentes e
apresentam particularidades ao longo de seu ciclo de vida (Figura 1),
além de possuirem sitios-alvo diferentes e patbgenese distinta nos

hospedeiros vertebrados (El-Sayed et al., 2005b).
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Figura 1. Ciclo de vida dos tripanosomatideos T. brucei, T. cruzi e Leishmania sp,
ilustrando a presenca de diferentes formas celulares durante a transicdo entre os
hospedeiros vertebrados e invertebrados. A, amastigota; BT, tripomastigota
sanguineo; E, epimastigota; M, tripomastigota metaciclico; P, promastigota; PT,
tripomastigota prociclico; T, tripomastigota. Modificado a partir de Bringaud et al.,
2006.

3.1.1 Trypanosoma brucei

O Trypanosoma brucei € um parasita flagelado extracelular que
atua como o agente etioldgico da Tripanosomiase Africana, também
conhecida por Doencga do Sono (Berriman et al., 2005) (Figura2). Essa
enfermidade afeta 36 paises da Africa Subsaariana, sendo considerada
endémica em muitos desses locais. As trés subespécies de T. brucei - T.
brucei brucei, T. b. gambiense e T. b. rhodesiense - sao

morfologicamente indistintas, mas, tradicionalmente, elas tém sido
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tratadas de forma diferenciada. As subespécies variam em relacao a
infectividade e aos sintomas que provocam em seus hospedeiros. O T.
b. brucei é fundamentalmente um parasita de antilopes e outros
ruminantes africanos causando uma doenca chamada nagana, mas o
parasita também infecta animais domésticos (reservatorios), incluindo
ovelhas, cabras, cavalos, caes, dentre outros. Os humanos, entretanto,
nao sdo susceptiveis. As subespécies T. b. rhodesiense e T. b.
gambiense sao o0s agentes etioldgicos da Doenca do Sono. Eles
apresentam diferencas fisioldgicas e diferem quanto a patogénese, taxa

de crescimento e biologia (Schmidt and Roberts, 1996).

Figura 2. Formas celulares de T. brucei visualizadas por microscopia eletrGnica de
varredura. A esquerda, a forma prociclica, presente no inseto vetor. A direita, a forma
sanguinea, que se desenvolve livremente na corrente sanguinea dos hospedeiros

vertebrados. Fonte: International Health Wellcome Trust, 2005.

O vetor responsavel pela transmissdao de T. brucei é um inseto
pertencente ao género Glossina, normalmente referido como mosca tse-
tse, e a transmissdo ocorre pelo repasto sanguineo, através de sangue
infectado (Figura 3). As espécies Glossina morsitans, G. pallidipes e G.
swynnertoni sao responsaveis pela transmissdo de T. b. brucei e T. b.
rhodesiense. No caso do T. b. gambiense, os vetores sao G. palpalis e
G. tachinoides (Schmidt and Roberts, 1996).
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Figura 3. Mosca tse-tse, vetor da Doenga do sono, realizando repasto sanguineo.

Fonte: International Health Wellcome Trust , 2005.

De acordo com a regido da Africa, onde as diferentes subespécies
sdao encontradas, a doenca pode ser dividida em Tripanosomiase
Africana do Leste e Tripanosomiase Africana do Oeste. O T. brucei
rhodesiense é o responsavel pela Tripanosomiase Africana do Leste, que
tem por caracteristica, o desenvolvimento de uma infeccdo aguda e
severa, podendo levar a morte em poucas semanas. O T. brucei
gambiense é o agente etioldgico da Tripanosomiase Africana do Oeste,
causando uma infeccao de carater cronico. A Organizacao Mundial de
Saude registra anualmente cerca de 25.000 novos casos da Doenca do
sono em todo o mundo. O numero de pessoas em area de risco
ultrapassa 60 milhdes e cerca de 500.000 estdao pessoas infectadas em
todo o mundo (International Health Wellcome Trust, 2005).

Os sinais e sintomas mais comuns da Doenca do Sono sao: mal-
estar, lassidao e periodos irregulares de febre, podendo causar também
dores de cabeca, anemia, dores nas articulacdes e inchaco de alguns
orgaos (sinal de Winterbottom). Com o decorrer da infecgao, ocorrem
desordens neuroldgicas, que podem levar a deterioragdo mental, coma
e a morte (International Health Wellcome Trust, 2005). O nome
“Doenca do Sono” surgiu justamente pelas caracteristicas da fase
terminal da enfermidade, que incluem sonoléncia diurna, evoluindo para

uma fase de sono permanente e coma. O controle da doenca é feito
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principalmente pela vigilancia sanitaria nas areas de risco, juntamente
com o tratamento das pessoas infectadas. Os tratamentos atuais, que
utilizam drogas como pentamidina, suramina e melarsoprol, sao
geralmente toxicos e ja foi relatada a presenca de cepas resistentes a
algumas dessas drogas. O tratamento é ainda mais dificil quando a
doenca atinge um estado mais avancado, com envolvimento do sistema

nervoso central, onde a acdo das drogas nao € tdo efetiva (TDR, 2006).

3.1.2 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é o agente causador da Doenca de Chagas,
também conhecida como Tripanosomiase Americana (Figura 4). O taxon
T. cruzi contém dois grupos definidos, T. cruzi I e T. cruzi 1I, além de
grupos adicionais ainda sem designacao. T. cruzi I esta associado com o
ciclo de transmissdo silvestre e infeccdes em marsupiais. O taxon T.
cruzi 11 consiste de cinco subgrupos, denominados IIa, IIb, IIc, IId e
IIe, e estd associado com o ciclo de transmissdao doméstica e com a
infeccao de mamiferos placentarios (El-Sayed et al., 2005a). O T. cruzi
€ normalmente transmitido por insetos da subfamilia Triatominae,
através das fezes contaminadas do vetor (Figura 5). A transmissao
também pode ocorrer por transfusdo sanguinea ou via congénita
(Neves, 2000).
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Figura 4. Formas celulares de T. cruzi. A esquerda, tripomastigotas encontradas em

fezes do inseto triatomineo. A direita, musculo cardiado de um paciente com Doenca
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de Chagas, mostrando um pseudocisto contendo formas amastigotas de T. cruzi.

Fonte: International Health Wellcome Trust , 2005.

Figura 5. Inseto triatomineo fémea da espécie Panstrogylus megistus, realizando

repasto sanguineo. Fonte: International Health Wellcome Trust, 2005.

A Doenca de Chagas distribui-se em 18 paises da América do Sul
e América Central (principalmente nas areas rurais), podendo ser
encontrada também no Sul dos Estados Unidos e no México. Estima-se
que 16 a 18 milhdes de pessoas estao infectadas em todo o mundo,
com o registro de 21.000 mortes a cada ano (International Health
Wellcome Trust, 2005).

As manifestacOes clinicas da doenca podem se desenvolver de
forma aguda ou crbnica. Alguns dos sintomas da fase aguda incluem o
chagoma de inoculacao e o sinal de Romafa, que aparecem no local da
infeccdo, causando febre e inchaco dos linfonodos prdoximos. A fase
aguda pode causar debilidade e morte em alguns casos, mas a maioria
dos pacientes se torna assintomatica por meses ou até mesmo anos.
Durante esse periodo, os parasitas invadem os 6rgaos internos, onde
desenvolvem a fase cronica da doenca, que ¢é caracterizada
principalmente pelo comprometimento do coracdo, intestino e esbfago.
Aproximadamente 30% dos casos cronicos da Doenca de Chagas

evoluem para uma debilitacao severa e morte (TDR, 2006).

3.1.3 Leishmania sp.
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O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios
encontrados na forma flagelada promastigota, no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados e na forma semiflagelada amastigota,
intracelular obrigatéria do sistema fagocitico mononuclear dos
hospedeiros vertebrados (Neves, 2000) (Figura 6).

Os hospedeiros invertebrados parecem estar limitados a insetos
hematdofagos pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae (Schmidt and Roberts, 1996; Neves, 2000). Os
hospedeiros vertebrados sao primariamente mamiferos, onde os mais
comumente infectados sdo os cdes e varias espécies de roedores
(Schmidt e Roberts, 1996). Embora as infecgdes sejam mais comuns
nos roedores e canideos, sdao conhecidas também entre edentados,

marsupiais, primatas e entre estes, o homem (Neves, 2000).

R.L. Jacobson © 1996

Figura 6. Formas celulares do género Leishmania. A esquerda, formas promastigotas:
apresentam corpo alongado e flagelo livre. A direita, formas amastigotas presentes em
um esfregago sanguineo. As amastigotas tém corpo ovdide e flagelo interno. Fonte:

International Health Wellcome Trust, 2005.
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Figura 7. Inseto flebotomineo fémea da espécie Phlebotomus ariasi, realizando

repasto sanguineo. Fonte: International Health Wellcome Trust , 2005.

Atualmente, os parasitas do género Leishmania que infectam o
homem sao classificados em complexos, sendo agrupados em dois
subgéneros, cada um englobando varias espécies, que foram
diferenciados por analises de isoenzimas, métodos moleculares ou por
anticorpos monoclonais:

a) Subgénero Viannia com quatro espécies principais (L.
braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis e L. peruviana);

b) Subgénero Leishmania, que inclui o complexo donovani com
trés espécies (L. donovani, L. infantum e L. chagasi); o complexo
mexicana com trés espécies principais (L. mexicana, L. amazonensis e
L. venezuelensis). Ainda fora desses complexos, existem as espécies L.
tropica; L. major e L. aethiopica (CDC, 2006).

As Leishmanioses constituem um complexo de enfermidades que
atingem o homem, causadas por cerca de 20 espécies de Leishmania.
Sdo endémicas em 88 paises e mais de 90% dos casos ocorrem no Irg,
Afeganistdo, Ardbia Saudita, India, Peru e Brasil (TDR, 2006). S&o
classificadas em quatro formas principais:

(a) Leishmaniose visceral ou Calazar - caracterizada pelo
comprometimento de 6rgdaos como o figado e o bacgo. As principais
espécies causadoras sao L. donovani, L. infantum e L. chagasi (Neves,
2000).

(b) Leishmaniose cutanea ou tegumentar — a forma mais comum
da doenca, caracterizada por lesdes agudas ou crbnicas na pele. A
principal espécie envolvida nesse tipo é a L. braziliensis (Neves, 2000).

(c) Leishmaniose mucocutanea - é causada principalmente por L.
braziliensis, e produz ulceracdes agressivas, que freqlientemente se
disseminam para as membranas mucosas, principalmente nas areas
nasal, oral ou faringea. (Henry, 1999).

(d) Leishmaniose cutanea difusa - caracteriza-se pela formacao

de lesOes nodulares, nao-ulceradas, cronicas e disseminadas na pele.
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Esta estreitamente associada a uma deficiéncia imunoldgica do
paciente. Esta forma clinica é provocada por espécies do complexo
mexicana (Neves, 2000).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, cerca de 350
milhdes de pessoas no mundo vivem em area de risco e a prevaléncia
das diferentes formas de leishmaniose ultrapassa 12 milhdes de casos,
porém pouco se tem alcancado em termos de avangos no tratamento
por quimioterapia ou desenvolvimento de vacinas (International Health
Wellcome Trust, 2005).

3.2 Caracteristicas biolégicas dos tripanosomatideos

Por representarem uma ramificacdo primadria na arvore de
evolucdo dos eucariotos, os organismos da familia Trypanosomatidae
apresentam algumas caracteristicas bioquimicas, genéticas e
morfoldgicas bem peculiares (Campbell et al., 2003). Eles apresentam
uma importante edicao de RNAs mitocondriais por insercdoes/delecdes
de uridinas (Stuart et al., 2005) possuem organelas diferenciadas, como
os glicossomos e cinetoplasto, além de apresentarem o uso extensivo
do ancoramento de proteinas de membrana utilizando glucosil fosfatidil
inositol (GPI) (Campbell et al. 2003). Apresentam ainda uma maturagao
diferenciada dos RNAs mensageiros, onde seus genes sao transcritos
inicialmente em unidades policistronicas (transcricao policistronica), que
posteriormente sofrem um processo denominado trans-splicing
(Campbell et al., 2003).

3.2.1 Transcricao policistronica e trans-splicing

Os genes dos tripanosomatideos sdo agrupados de forma
semelhante aos operons bacterianos, mas diferentemente do que ocorre
em bactérias, esses genes muitas vezes ndo estao correlacionados.

Devido a isso, a maturacao do RNA mensageiro destes organismos
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difere da maioria dos eucariotos, pois um numero elevado de genes
esta sobre o controle de uma Unica regido promotora e sdo transcritos
inicialmente em unidades policistronicas, que posteriormente sofrem um
processo denominado trans-splicing (Sutton and Boothroyd, 1986;
Campbell et al. 2003). Um exemplo da dinamica da transcrigcao
policistronica nesses organismos fica evidente na estrutura do
cromossomo 1 de L. major, onde a transcricao de 50 ORFs é orientada
unidirecionalmente em uma fita do DNA e a das 29 ORFs restantes
ocorre na fita oposta. Ao que parece, a transcricao do cromossomo 1
pela RNA pol II se inicia em um elemento promotor, proximo ao centro,
e procede ininterruptamente em direcdo as extremidades,
transcrevendo as multiplas ORFs (Myler et al., 1999).

O processo de trans-splicing foi descoberto ha mais de 20 anos,
durante estudos com mRNAs de T. brucei (Boothroyd and Cross, 1982);
(Liang et al., 2003). O trans-splicing difere do splicing convencional
porque dois éxons provenientes de transcritos diferente sdo fusionados
para a formacao do mRNA maduro (Harris, Jr. et al., 1995;Bruzik et al.,
1988). Durante esse processamento, os RNAs primarios (policistronicos)
sao clivados em mMRNAs monocistronicos, que recebem na sua
extremidade 5’ uma seqiéncia de 39 nucleotideos denominada Spliced-
Leader - SL ou mini-éxon. A presenca da seqliéncia Spliced-Leader é
caracteristica dos mRNAs dos tripanosomatideos e sua adicdo tem dois
propodsitos: adicionar o cap aos mRNAs e formar, juntamente com a
poliadenilagdao na regiao 3, os mRNAs maduros (Agabian, 1990;Liang et
al., 2003). Até o momento, poucos genes em tripanosomatideos
parecem sofrer o processo de splicing convencional, sugerindo que

estes dois processos coexistem nesses organismos (Mair et al., 2000).

3.2.2 Cap4

A estrutura cap, presente na regiao 5' dos mRNAs da maioria dos

eucariotos é composta por um residuo de 7-metil-guanosina ligado ao
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nucleosideo inicial do transcrito por uma ligacdo fosfato 5'-5’ (Snustad,
2000). De acordo com o numero e a posicao das metilagdbes no
nucleotideo que forma o cap, e/ou dos nucleotideos adjacentes ao
mesmo, diferentes estruturas podem ser originadas. Outro exemplo
conhecido é o cap3 ou cap trimetilado, apresentando a estrutura 2,2,7-
metil-guanosina, que é encontrado em pequenos RNAs nucleares de
vertebrados (snRNAs) e nos mRNAS de nematodas (Jankowska-Anyszka
et al., 1998; Maroney et al., 1995). Os tripanosomatideos apresentam
uma estrutura diferente das citadas anteriormente. O cap nesses
organismos é denominado cap4, por apresentar a modificacdo de 4
nucleotideos adjacentes ao m’GTP, gerando uma estrutura bastante
complexa representada por m7 guanosina (5') ppp-N6,N6,2'-O-tri-
metil-adenosina-p-2'-O-metil-adenosina-p’-2’-0O-metil-citosina-p-3,2’-0O-
di-metil-uridina (Bangs et al., 1992). Apesar das evidéncias da
necessidade do capeamento da seqiéncia Spliced-Leader durante o
processo de trans-splicing, a funcdao precisa do cap4 se mantém
desconhecida. A presenca dessa estrutura elaborada e hipermetilada,
juntamente com os elementos da seqliéncia SL podem contribuir para a
traducdo nos tripanosomatideos (Zamudio et al., 2006). Recentemente
foi possivel sintetizar a estrutura do cap4 in vitro, o qual vem sendo
utilizado em ensaios funcionais para elucidar melhor seu papel no

processamento dos RNAs (Lewdorowicz et al., 2004;Yoffe et al., 2006).

3.3 Controle traducional da expressao génica em eucariotos

A regulagcao transcricional desempenha o papel principal no
controle da expressao génica da maioria dos organismos. Contudo, o
controle traducional é visto também como um determinante importante
na proliferacao celular e sobrevivéncia, bem como na maturacao celular
(Caron et al., 2004). A traducdao ou sintese de proteinas é um
mecanismo complexo e desempenha um papel importante no controle

da expressao génica, entretanto, apesar de muitos exemplos ja terem
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sido demonstrados, muito ainda precisa ser entendido sobre os
mecanismos de controle traducional (Prevot et al., 2003; Gebauer and
Hentze, 2004). A traducao dos mRNAs é regulada principalmente
durante a sua etapa de iniciagdo, um processo que envolve a agao
sinérgica da estrutura 5’ cap e a cauda poli-A da regidao 3’ do mRNA e
de varios fatores protéicos denominados elFs - eukaryotic initiation

factors, como visto a seguir (Caron et al., 2004).

3.4 Iniciacao da traducao em eucariotos

A sintese protéica pode ser didaticamente dividida em trés fases:
iniciacdo, elongacao e terminacao. Enquanto que as fases de elongacgao
e terminagao sao assistidas por um grupo limitado de fatores, a
iniciacao da traducao € um evento complexo, sendo auxiliado por mais
de 25 polipeptideos (Gebauer and Hentze, 2004).

Estudos realizados nos ultimos anos tém evidenciado um grande
nimero de mRNAs, cuja traducdo ¢é regulada temporaria e
espacialmente em varios tipos celulares. Apesar de nenhum mecanismo
ser capaz de controlar sozinho a traducdao de todos os mRNAs,
evidéncias tém indicado que a ligacdo regulada dos fatores de iniciagao
da traducao (eIFs) ao cap dos mRNAs tem grande importancia nesse
processo (Gebauer and Hentze, 2004).

A iniciacdo da traducdao é composta por varias etapas que
envolvem a interacao entre fatores de iniciacdo (eIFs), mRNAs, tRNAs e
0s ribossomos. Esses eventos podem ser resumidos em:

(1) Formacdo do complexo ternario entre o tRNAI, o fator eIF2 e
GTP e ligacdo a subunidade menor ribossomal 40S e ao eIF3 (formagao
do complexo de pré-iniciacao 43S);

(2) Associagao do complexo eIF4F ao cap presente na
extremidade 5" do mRNA;

(3) Ligacao do complexo 43S ao mRNA, por acao das subunidades

do complexo elF4F;
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(4) Migracao do complexo ribossomal ao longo da regiao 5’ nao-
traduzida do mRNA (5’ UTR) a partir do cap até o cddon de iniciacdo da
traducao (AUG) e

(5) Liberacao dos fatores e recrutamento da subunidade
ribossomal 60S, para formar o ribossomo 80S, deixando o tRNAi no sitio
P ribossomal e dar inicio a sintese da cadeia polipeptidica (Prevot et. al,
2003; Gebauer and Hentze, 2004).

3.4.1 Complexo eIF4F e PABP

O complexo elF4F exerce uma fungao essencial na ligacdao entre o
MmRNA e o ribossomo (Gingras et al., 1999). Através de suas
subunidades - elF4G, elF4A e elF4E - ele promove o reconhecimento e
recrutamento do complexo 43S pelo mRNA, via interacao cap-elF4E-
elF4G-elF3, formando assim o complexo 48S (Prevot et al., 2003).

A subunidade eIF4G é um polipeptideo de alto peso molecular que
interage com diferentes proteinas celulares e virais, incluindo outros
fatores de iniciacao da traducao (Gingras et al., 1999). Seu papel na
iniciacdo da traducdo é organizar a montagem do complexo elIF4F,
permitindo a interacao das demais subunidades. Nessa tarefa, ele
interage com o eIF4A, elF4E, eIF3 e PABP, através dos dominios

presentes na sua estrutura (Prevot et al., 2003).

O eIF4A é uma RNA helicase, de 46 kDa, que atua desfazendo as
estruturas secundarias na regidao 5°UTR para facilitar a ligacdo da
subunidade menor ribossomal ao mMRNA e permitir sua migracao até o
cédon de iniciacdo AUG (Sonenberg and Dever, 2003). O eIF4A é
provavelmente o fator de iniciacao da traducao mais abundante em
uma célula eucaridtica (von der Haar and McCarthy, 2002). Sao
identificadas trés isoformas em mamiferos: eIF4AI, eIF4AIl e elF4AIIIl
(Li et al., 1999).
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O elF4E, também conhecido por proteina de ligacdo ao cap, €
uma fosfoproteina de 24 kDa, responsavel pelo reconhecimento do cap
presente nos mRNAs eucaridticos (Prevot et al., 2003). A sua ligagdo ao
cap ocorre pela interacao entre dois residuos conservados de triptofano
e a estrutura m’GTP (Marcotrigiano et al., 1997;Matsuo et al., 1997). O
elF4E interage com o eIF4G durante os eventos da iniciagao da
traducao, promovendo a formacao do complexo 48S na regiao 5’ do
MRNA.

A proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP) é uma proteina
conservada filogeneticamente, que interage com a cauda poli-A dos
MRNAs eucaridticos e com varias outras proteinas, incluindo o eIF4G
(Sachs and Varani, 2000). A interacdao da PABP com o eIF4G gera a
circularizacao do mRNA (Figura 8), permitindo assim um sinergismo
entre a estrutura do cap e a cauda poli-A (Wells et al., 1998). Essa
circularizacao seria responsavel tanto pela “reciclagem” dos ribossomos,
gue apos o término da sintese da cadeia polipeptidica voltariam a regiao
57, quanto por estimular a interacao entre o eIF4E e o cap (Sachs and
Varani, 2000).
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Figura 8. Esquema representativo da circularizagdo do mRNA e reciclagem dos
ribossomos. Na figura, estdo presentes as subunidades do complexo eIF4F e a PABP.

Modificado a partir de Sonenberg and Dever, 2003.
3.4.2 eIF4G : fungOes e caracteristicas

O fator eIF4G é a proteina que permite a ligacao fisica entre o cap
do mRNA, a cauda poli-A e a subunidade menor ribossomal durante os
eventos da iniciagao da traducao e sua interacao com o eIF4E ligado ao
cap € necessaria para a traducdao cap-dependente (Richter and
Sonenberg, 2005). Além da sua atuacao no processo de iniciacdo da
traducdo, o eIF4G ainda interage com diferentes proteinas celulares e
virais, como a proteina nuclear de ligacao ao cap CBP80 (Fortes et al.,
2000), proteases virais (Aragon et al., 2000), proteina de choque
térmico HSP27 (Cuesta et al., 2000) e outras proteinas envolvidas no
metabolismo de RNA, como a PABP, a Dcpl, a MnK1l (Imataka and
Sonenberg, 1997;Pyronnet et al., 1999; Vilela et al., 2000).

O elIF4G ja foi isolado e clonado de diferentes organismos,
incluindo leveduras, Drosophila, plantas e mamiferos. Duas isoformas
foram encontradas em trigo (elF4G e iso-eIF4G) (Browning, 1996), em
Sacharomyces cerevisiae (TIF4631 e TF4632) (Goyer et al., 1993) e
em humanos (elF4GI e elF4GII) (Gradi et al., 1998). O eIF4GI humano
foi primeiramente isolado como parte de um complexo protéico em
lisados de células Hela infectadas por poliovirus. Mais tarde esse
complexo foi identificado como sendo o elF4F e que o elF4GI estava
associado ao elF4E e elF4A (Tahara et al., 1981 ;Prevot et al., 2003).

As duas isoformas de humanos sao o eIF4G original, renomeado
elF4GI, e o elF4GII. O elF4GII tem 46% de identidade com o elF4GI,
exibe atividades bioquimicas similares e ¢é funcionalmente
complementar ao eIF4GI (Prevot et al., 2003). Foi demonstrado que a
inducao da diferenciacao celular se correlaciona com o recrutamento

seletivo do eIF4GII até o cap e que o elF4GI e elF4GII, apesar de
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exibirem interacdes proteina-RNA e proteina-proteina semelhantes,
possuem propriedades diferenciadas, visto que eles sao recrutados
seletivamente durante o inicio da diferenciacao celular (Caron et al.,
2004).

O eIF4GI pode ser dividido funcionalmente em dominios,
separados por sitios de clivagem de proteases virais (Morino et al.,
2000). A clivagem N-terminal gera um produto capaz de se ligar a
proteina PABP e ao elIF4E, enquanto que na porcdo central existe um
dominio HEAT, responsavel pela interacdo com eIF3, eIF4A e RNA. Em
mamiferos, o fragmento da clivagem C-terminal codifica um segundo
sitio de ligacao ao elF4A também chamado de dominio MA3 (Yang et
al., 2004). Muitos processos regulatérios modulam a funcao do eIF4G
pelo deslocamento de proteinas que normalmente se ligam a esse fator
ou, alternativamente, a funcao do elF4G pode ser modificada por
clivagem proteolitica, que separa de forma especifica um dominio dos
demais (Byrd et al., 2005).

3.4.3 Sitios de ligacdao do eIF4G

Através de estudos que permitiram a clivagem do eIF4GI humano,
foram definidos trés dominios de tamanhos similares nessa proteina:
uma regido N-terminal;, o dominio central, necessario para a
organizacao da maquinaria de traducao e a porcao C-terminal (este
dominio ndo se faz presente nos homodlogos de leveduras) parece
desempenhar um papel modulatério durante sintese protéica (Morino et
al., 2000). Estudos em mamiferos e leveduras mostram que a regiao
N-terminal possui sitios de ligacdo ao eIF4E (conservado) e a PABP
(ndao-conservado) (Prevot et al., 2003). Ensaios utilizando proteases
virais e cromatografia de afinidade mostraram que o fragmento N-
terminal do eIF4GI, obtido apds clivagem da proteina completa,

continuava retido & resina m’GTP-sefarose, indicando que o eIF4E
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continuava ligado a ele. A confirmagao veio com estudos de interacao
entre mutantes com delegcdbes do eIF4GI e o eIF4E (Mader et al.,
1995;Prevot et al., 2003). Este mesmo estudo levou a caracterizacdo de
uma regido de 49 aminoacidos, contendo um motivo YDREFLL, possivel
sitio de ligacdo ao eIF4E, presente no eIF4G de humanos, leveduras,
plantas e coelhos, onde essa seqliéncia identificada apresentava um
alto grau de conservacao entre essas espécies. Com base numa analise
mais extensa de seqliéncias de elF4G de diferentes organismos chegou-
se ao consenso Tyr-X-X-X-X-Leu-® (onde ® representa um aminoacido
hidrofébico) como o motivo responsavel pela interacdo elF4G/elF4E
(Marcotrigiano et al., 1999). Outras abordagens, usando proteinas
recombinantes de fatores de iniciacdo, revelaram que a interacao
elF4E-eIF4G aumenta sensivelmente a afinidade do eIF4E pela
estrutura do cap. Isto pode ser explicado pelo fato do elF4G se ligar
diretamente ao mRNA, favorecendo a estabilizacao do complexo eIF4G-
elF4E-cap (von der Haar et al., 2000)

PABP elFAE elF4A/RRM elF3 elF4A MNK1

; ¢ ! . ! .
L1 [ T ] B -~ oo

11 1
1 " ] 1
N-terminal Dominio central C-terminal

Figura 9. Esquema do eIF4GI humano e seus dominios de ligagdo. O eIF4G possui na
sua regido N-terminal os sitios de ligacdo a PABP e ao eIF4E. Na regido central,
encontra-se o dominio de ligagdo ao eIF4A, uma regido que reconhece diretamente os
mRNAs (RRM) e o sitio de ligacdo ao eIF3. Na parte C-terminal, encontra-se um
segundo sitio de ligacdo ao eIF4A (denominado MA3) e o sitio de ligagcdao a proteina
quinase Mnk1 (Gingras et al., 1999).

O dominio de ligacdo entre a PABP e os dois homologos do elF4G

de leveduras esta situado numa regido de 114 aminodacidos presentes

21



MOURA, D.M.N. 2007 Utilizacdo de abordagens moleculares in vivo...

na porcao N-terminal (Tarun, Jr. and Sachs, 1996). A interacao direta
entre a PABP e o elF4G também foi descrita em plantas (Le et al.,
1997) e em mamiferos (Imataka et al.,, 1998). O principal sitio de
ligacdo a PABP em mamiferos esta presente tanto no eIF4GI quanto no
eIF4GII, mas ndo exibe nenhuma homologia com o dominio de
interagdao encontrado em leveduras, mostrando assim que esse sitio
pode ndao ser tao conservado entre as espécies (Imataka and
Sonenberg, 1997; Prevot et al., 2003).

Durante a analise da estrutura do dominio central presente no
elF4GII de mamiferos foi encontrado um tipo de dominio HEAT,
caracterizado pela presenca de cinco pares de a-hélices antiparalelas
repetidas (Marcotrigiano et al., 2001). Esse dominio HEAT é geralmente
encontrado em proteinas envolvidas na montagem de complexos
multiprotéicos (He et al., 2003;Prevot et al., 2003).

Inicialmente um sitio de ligacao ao eIF4A foi encontrado porgdo C-
terminal do eIF4G de mamiferos (Lamphear et al., 1995). Alguns anos
mais tarde, um segundo sitio independente foi localizado na regido
central da proteina (Imataka and Sonenberg, 1997). Em ensaios
funcionais, foi visto que a presenca de uma mutacdo pontual no sitio de
ligagdo ao elF4A, presente no dominio central, impedia a tradugao;
enquanto que uma mutacdao semelhante no sitio da regido C-terminal,
apenas diminuia a eficiéncia da traducdo em seis vezes frente ao eIF4GI
selvagem (Morino et al., 2000). Dessa forma, foi demonstrado que o
sitio de ligacdo presente na regidao C-terminal ndo era essencial para a
traducao, mas que sua presenca desempenhava um papel apenas
modulatdrio (Morino et al., 2000;De Gregorio et al., 1999). As posicoes
exatas desses sitios foram mapeadas, estando o sitio do dominio central
entre os residuos de aminoacidos 672-970 e no C-terminal entre os
residuos 1201-1411 (Morino et al, 2000; Korneeva et al., 2001).

Um outro sitio de ligagao importante presente no eIF4G é aquele
gue permite sua interacdo com o fator eIF3. Este sitio esta localizado

entre os residuos de aminoacidos 975-1065, no dominio central do
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elF4G, regido esta que ndo estaria sobreposta ao sitio de ligacdo ao
elF4A (Korneeva et al., 2001).

3.5 Complexo eIF4F em tripanosomatideos

Até pouco tempo, nenhum homdlogo as subunidades do complexo
elF4F de eucariotos havia sido caracterizado formalmente como fator de
iniciacdo em tripanosomatideos. Inicialmente, apenas um homdlogo ao
elF4A (denominado de LelF) foi descrito na literatura como um antigeno
gue induz a producao de interleucina 12 (IL-12) e resposta tipo Thl em
humanos em L. braziliensis (Skeiky et al., 1995) e L. major (Skeiky et
al., 1998). Entretanto, nada foi investigado quanto ao seu papel na
iniciacdo da traducdao. Uma outra proteina envolvida na iniciacao da
sintese protéica cuja caracterizacdo em tripanosomatideos foi iniciada ja
ha algum tempo é a proteina de ligacdo ao poli-A (PABP). Homdlogos
funcionais desta proteina ja foram caracterizados em pelo menos trés
diferentes espécies de tripanosomatideos: T. cruzi (Batista et al., 1994),
T. brucei (Hotchkiss et al., 1999) e L. major (Bates et al., 2000).
Elementos conservados e divergentes foram identificados nestas
proteinas em relagdo aos homodlogos de vertebrados, embora ndo se
saiba ainda seu significado funcional. Mais recentemente, e ja fazendo
uso de informacdes geradas pelos projetos genoma de L. major, dois
homologos de elF4E foram descritos de forma preliminar em trabalhos
que estudaram sua interagdo com o cap4 de tripanosomatideos. Apenas
um destes homodlogos (LeishIF4E-1) foi descrito em detalhes e mostrou-
se capaz de reconhecer especificamente tanto o cap de mamifero como
o cap4 de tripanosomatideos (Lewdorowicz et al., 2004), contudo seu
papel na sintese protéica nao foi diretamente investigado. Por fim, com
o término do seqienciamento dos genomas de L. major, T.cruzi e T.
brucei, analises de bioinformatica preliminares permitiram identificar
varios candidatos a fatores envolvidos na traducao nestes trés

organismos (Ivens et al., 2005). Mais uma vez, nenhuma destas
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proteinas teve sua funcdo na sintese protéica confirmada por
abordagens experimentais.

Os dados de sequenciamento do genoma das trés espécies
também permitiram a identificacdo de seqliéncias que apresentavam
homologia a fatores eucariéticos de iniciacdo da traducdo. Apesar de
possuirem diferentes graus de similaridades, estas seqiéncias
apresentam semelhancas entre as espécies, o que indica que elas
devem ser conservadas e desempenham papéis importantes nestes
parasitas, mas devido a multiplicidade de seqiéncias, nao foi possivel
identificar qual delas corresponderiam aos fatores ja caracterizados em
outros eucariotos ou se os varios homodlogos apresentariam expressao
diferenciada nas diferentes fases do ciclo de vida do parasita (Dhalia et
al., 2005).

Assim, foram identificados em L. major (Tabela 1), com os
referentes ortélogos em T. brucei e T. cruzi: seis homodlogos a
subunidade eIF4E (LmEIF4E1, LmEIF4E2, LmEIF4E3, LmEIF4E4,
LmEIF4E5 e LmEIF4E6), dois homodlogos ao eIF4A (LmEIF4Al e
LmEIF4AIII) e cinco homdlogos ao elF4G (LmEIF4G1, LmEIF4G2,
LmEIF4G3, LmEIF4G4 e LmEIF4G5) (Dhalia et al., 2005) - por terem
sido identificados recentemente, a tabela nao apresenta dados sobre os
homologos LmEIF4E5 e LmEIF4E®6).

Em relacdo aos homodlogos de eIF4G de tripanosomatideos, as
cinco seqliéncias identificadas estdo atualmente em diferentes fases de
caracterizacao (Figura 10). Estudos preliminares desses homoélogos
incluiram a analise das seqliéncias, andlise de expressao durante o ciclo
de vida de Leishmania sp. através de ensaios de Western blot e ensaios
de ligacao in vitro (pull down). Dentre elas, as proteinas LmEIF4G3 e
LMEIF4G4 se destacaram por seus resultados em ensaios funcionais
preliminares, os quais geraram indicios que elas atuem realmente como
fatores da traducdao. Além de apresentarem semelhancas estruturais

entre si e com a seqliéncia de outras espécies, estas duas proteinas
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apresentam ainda niveis de expressao similares em L. major, sendo

expressas constitutivamente na fase promastigota do parasita.

Tabela 1. Seqiiéncias homdlogas aos fatores de iniciagcdo da tradugdo do complexo

eIF4F identificadas em L. major.

Sequéncias Peso Localizagdo nos Similaridade aos Similaridade aos
em L. major molecular cromossomos | homodlogos humanos | homdlogos de T. brucei
predito (kDa)
LmEIF4A1 45.3 1 (2 genes) 74% 91%
LmEIF4A2 43.9 28 71% 89%
LmEIF4E1 31.5 19 (2 genes) 41% 57%
LmEIF4E2 24 27 42% 61%
LmEIF4E3 38 28 43% 61%
LmEIF4E4 33.8 30 45% 50%
LmEIF4G1 114 15 43%* 47%
LmEIF4G2 145.9 15 33%* 49%
LmEIF4G3 71.2 16 39%* 55%
LmEIF4G4 84.6 36 38%* 45%
LmEIF4G5 88.8 10 37%* 60%

* Similaridade com a proteina de humanos referente apenas ao nivel do dominio

central. Modificado a partir de Dhalia et al., 2005.
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Figura 10. Esquema dos homologos ao eIlF4G de L. major e seus principais dominios.
A regido mais conservada das proteinas, semelhante a outros organismos, é a regido
central onde esta localizado o dominio HEAT. Destaque para os homodlogos LmEIF4G3
e LmEIF4G4, por apresentarem o motivo FSLXXVL na regidao N-terminal, que pode ser
responsavel pela interagdo com algum dos homodlogos do eIF4E em L. major; e na
regido C-terminal dos mesmos homodlogos tem-se outra regido conservada, a qual

pode atuar como segundo dominio de ligacdo ao eIF4A (MA3).

3.6 Manipulacao genética em tripanosomatideos

Muitos dos membros da familia Trypanosomatidae sao parasitas
digenéticos, cujos ciclos de vida apresentam diferentes formas
celulares, alternando entre os hospedeiros vertebrados e invertebrados.
Sendo eucariotos primitivos, estes microrganismos tém chamado
atencdo nao apenas por sua relevancia médica, mas também por
apresentarem caracteristicas distintas nos mecanismos de controle da
expressao génica. Estudos mais antigos sobre o controle da expressao
génica nesses organismos eram focados no processo de variagao
antigénica. Atualmente, com novos conhecimentos de protocolos de
transfeccdo e manipulacdo genética, varias ferramentas de genética
reversa tém sido utilizadas para permitir a manipulagdo dos genomas
dos tripanosomatideos. Muitos desses métodos auxiliam no estudo de
funcdo dos genes por estratégias de perda de funcdo (interferéncia de
RNA, por exemplo) e no estudo de localizagdo de proteinas usando
marcadores in vivo, como as proteinas fluorescentes (Teixeira and
DaRocha, 2003;Beverley, 2003).

3.6.1 Expressao de proteinas de fusao fluorescentes

A descoberta de uma proteina que é naturalmente fluorescente -

a green fluorescente protein (GFP) - proveniente da agua-viva Aequorea
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victoria, serviu como uma ferramenta poderosa para estudos da
expressao génica no nivel protéico. Durante os ultimos anos, a GFP e
suas formas derivadas tém sido usadas para monitorar a sintese e a
localizagdo de proteinas especificas numa grande variedade de
organismos. Esses estudos permitem a construcdo de genes contendo a
seqiéncia nucleotidica que codifica a GFP em fusao com a seqliéncia
nucleotidica que codifica a proteina de interesse e, introduzindo o gene
quimérico nas células por transformacdao, € possivel detectar a
fluorescéncia através da exposicdo das células transgénicas a luz azul
ou ultra-violeta (Snustad, 2000). Através de mutacdes no gene da GFP,
foi possivel produzir formas variantes da proteina que emitem luz azul
ou amarela e com capacidade de fluorescéncia até 35 vezes maior.
Como exemplo, tem-se a EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein),
gque é resultante de mutacdes na GFP, gerando uma proteina de
fluorescéncia amarela, com pico de excitacdo em 514 nm e pico de
emissao de 527 nm e fluorescéncia aumentada (Chalfie M et al., 1994).
Enquanto a maioria das moléculas fluorescentes, como o FITC
(isotiocianato de fluoresceina) usadas em microscopia mostrava-se
toxicas quando usadas em células vivas, as proteinas fluorescentes
apresentam-se menos nocivas. Isto tem permitido o desenvolvimento
de sistemas que podem observar células expressando uma ou mais
proteinas fluorescentes ao longo do tempo. A analise dessas imagens
tem redefinido o entendimento de varios processos bioldgicos que
haviam sido estudados anteriormente apenas com material fixado
(Phillips, 2001).

3.6.2 Expressao de proteinas de fusao fluorescentes em

tripanosomatideos

Apesar do sucesso com as transfeccoes em outros organismos da
familia Trypanosomatidae (principalmente em T. brucei), a transfeccao

de T. cruzi e de espécies de Leishmania mostrou-se inicialmente como
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um processo laborioso e ineficiente. O primeiro registro de transfeccao
eficiente de T. cruzi ocorreu em 1991 (Coburn et al., 1991), utilizando o
vetor pTEX, o qual ainda é bastante utilizado nos dias atuais. Além do
pTEX, outros vetores tém sido desenvolvidos na tentativa de se obter
melhores condicdes de expressao em T. cruzi, como os descritos por
(Ramirez et al., 2000; Da Rocha et al., 2004). Ja em Leishmania, foram
desenvolvidos alguns vetores para expressao controlada nas espécies L.
donovani (Yan et al., 2002) e L. tarentolae (Kushnir et al., 2005) e mais

recentemente em L. major (Besteiro et al., 2006).

3.6.3 Interferéncia de RNA (RNAI)

A interferéncia de RNA foi primeiramente descrita no nematoda
Caenorhabditis elegans por Fire e colaboradores, que descobriram que
RNAs dupla-fita, quando inseridos numa célula, induziam um
silenciamento seqliéncia-especifico potente (Fire et al., 1998). Esta
defesa contra material genético exdégeno é uma das varias rotas
fisioldgicas que sdo induzidas por RNAs dupla-fita e estd relacionado a
defesa normal das células contra virus e transposons. Esse
silenciamento génico pods-transcricional € um processo conservado em
um amplo numero de organismos como plantas, fungos, Drosophila, C.
elegans e mamiferos (Sledz and Williams, 2005; Leung and Whittaker,
2005).

O mecanismo de RNAI se caracteriza pela acdo de uma enzima
citoplasmatica enddégena (Dicer), com atividade de RNAse III, que cliva
RNAs dupla-fita longos (dsRNAs) em duplexes menores de 19-21
nucleotideos (siRNAs). Apos a clivagem pela Dicer, os duplexes se
associam a varias proteinas com fungdes de nucleases, para formar um
complexo conhecido como RISC (RNA-induced silencing complex). A fita
sense do siRNA é entdao removida do complexo. Esta etapa mantém a
fita antisense “aderida” ao RISC e com capacidade de hibridizar

especificamente com o mRNA-alvo. O RISC é entdo liberado do mRNA
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inativo e este é degradado por exonucleases celulares, silenciando sua
traducdo. Se a seqiiéncia-alvo ndo é totalmente complementar, o mRNA

nao é degradado e a tradugao é apenas inibida (Tebes and Kruk, 2005).
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Figura 11. Esquema do mecanismo geral de RNAi. Modificado de Dykxhoorn et al.,
2003.

Os siRNAs tém sido usados extensivamente em células de
mamiferos para definir as funcdes de genes individuais, particularmente
aqueles envolvidos em doencas e processos celulares como endocitose,
transducao de sinais, apoptose, controle do ciclo celular, em genes
relevantes envolvidos em doencas neurodegenerativas e
xenotransplantes (Leung ad Whittaker, 2005). Alguns parasitas como

Plasmodium falciparum, Toxoplasmas gondii, Giardia e Entamoeba
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também tém sido estudados por esta técnica, onde genes essenciais ja
foram identificados, oferecendo alvos importantes para o
desenvolvimento de novas drogas que combatam essas infecgoes
(Leung and Whittaker, 2005).

3.6.4 Interferéncia de RNA em tripanosomatideos

Os primeiros experimentos de RNAi em tripanosomatideos
utilizaram a eletroporacdao de células com RNAs dupla-fita, gerando
fendtipos potentes, porém transientes (Ngb et al., 1998). A utilizacao
do RNAI foi melhorada com a producao de vetores que conseguiam uma
integracao estavel no genoma. Os primeiros vetores usados tinham
promotores regulados por tetraciclina para controlar a expressao dos
RNAs. Estes vetores continham repeticdes invertidas da seqiiéncia do
gene-alvo, separadas por um fragmento “separador” de seqliéncia
irrelevante produzindo um RNA em forma de grampo. Em outra classe
de vetores, o gene a ser silenciado é circundado por um par de
promotores T7 em sentido oposto, ambos induzidos por tetraciclina. A
transcricdao a partir desses promotores opostos produz moléculas de
RNA complementares que sao capazes de hibridizar para formar uma
molécula linear de dsRNA. Esses vetores com promotores T7 duplos
podem ser utilizados tanto na forma sanguinea quanto na forma
prociclica (Wickstead et al., 2002; Motyka and Englund, 2004).

A interferéncia de RNA é um método particularmente conveniente
para examinar a funcao génica e a auséncia de mecanismos de RNAi em
T. cruzi e L. major levou-se a utilizar T. brucei como modelo para
analise funcional em tripanosomatideos. A falta aparente do mecanismo
de RNAi em T. cruzi e L. major gerou uma surpresa, considerando que
eles também pertencem a familia Trypanosomatidae. Entdo, a
explicacdo mais aceitavel atualmente € que o mecanismo de RNAI tenha
se perdido em T. cruzi e L. major. Outros precedentes poderiam
confirmar essa explicacdo, pois se sabe que o genoma de

Saccharomyces cerevisiae nao possui os genes de RNAi, enquanto que o
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mecanismo é totalmente funcional em Schizosaccharomyces pombe,
Neurospora crassa e Cryptococcus neoformans, dentre outros (Ullu et
al., 2004; Alsford et al., 2005).

Em tripanosomatideos, a escolha dos sitios de integracao dos
vetores € dificultada pela organizacdo incomum dos genes e pela
natureza indistinta da RNA polimerase II (RNA pol II). Por isso, para se
obter uma regulacdo forte nas células nao-induzidas, deve-se evitar a
integracao dos vetores em regides de genes muito ativos ou com
transcricao forte pela RNA pol II. A seqliéncia-alvo para a integracao de
vetores indutiveis em T. brucei tem sido a regido upstream ao promotor
do gene de RNA ribossomal 18S - um sitio referido como rDNA
espacador. Porém, existem outros sitios de integracdo dentro do
genoma de T. brucei que permitem uma boa regulacao dos vetores.
Dentre eles, tém-se 0s minicromossomos, que S3ao pequenos
cromossomos lineares, que possuem de 30 a 150 Kb e sao mantidos
nesse organismo como reservatérios dos genes VSG. Os
minicromossomos sdo sitios potencialmente Uteis para integragao por
varias razbes, sendo a mais importante delas que sdo sitios
transcricionalmente silenciosos (Wickestead et al., 2002; Ullu et al.,
2004).

Até o momento, varios vetores que permitem a expressao
controlada de transgenes em tripanosomatideos foram produzidos, bem
como linhagens de parasitas transgénicos que permitem a integracao
desses vetores em seu genoma. As linhagens mais utilizadas para esse
propdsito co-expressam constitutivamente o repressor que regula o
operon procariotico de resisténcia a tetraciclina (TetR) e uma RNA
polimerase de bacteridfago (T7 RNA polimerase - T7RNAP), que foram
inseridos no genoma do parasita e sao mantidos por marcas de
resisténcia a antibidticos especificos. Dessa forma, tornou-se possivel a
utilizacao de promotores da T7 RNA polimerase nos vetores de
integracdo, o que resolveu o problema da falta de controle de expressao

pela auséncia de promotores da RNA pol II e o desejo de nao se utilizar
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os promotores da RNA pol I de T. brucei, que sao reconhecidamente
fortes e sujeitos a regulacdo enddgena (Wirtz et al., 1999). Atualmente,
a linhagem prociclica de T. brucei mais utilizada é a 29-13, que co-
expressa T7RNAP e TetR, e foi obtida a partir da transfeccao estavel
sequencial da linhagem selvagem 427 com os vetores pLew13 (codifica
a T7RNAP) e pLew29 (codifica o TetR), que conferiram resisténcia aos
antibiéticos neomicina e higromicina, respectivamente (Wirtz et al.,
1999).

A inclusdo de técnicas in vivo na analise dos homdlogos a fatores
de iniciacdo da traducdo identificados em tripanosomatideos teve inicio
com a caracterizacao das proteinas TbEIF4AI e TbEIF4AIIl (Dhalia et
al., 2006) onde foram realizadas a localizagao subcelular, a indugao da
interferéncia de RNA e a identificacdo de dominantes negativos pela
super-expressao das proteinas em T. brucei.

A utilizacdo dessas técnicas permitiu a geracdo de dados
importantes para a caracterizacdo desses dois homdlogos da
subunidade elF4A de T. brucei e reforcou a necessidade do uso de
técnicas in vivo na analise funcional de proteinas, pois os resultados
obtidos enriguecem de forma significativa aqueles conseguidos in vitro,
gerando informacgoes de qualidade.

Com bases nos bons resultados obtidos previamente na
caracterizacao dos homdlogos aos fatores de iniciacdo da traducgao
identificados em tripanosomatideos, este trabalho visou a utilizacdo de
técnicas in vivo para continuar a anadlise funcional de trés dos cinco
homologos ao fator elF4G identificados (ThEIF4G3-5). As abordagens
utilizadas incluiram a interferéncia de RNA e a localizagao celular
através da deteccdo de proteinas fluorescentes. Para isso foram
utilizadas células geneticamente modificadas de T. brucei, por este ser o
organismo-modelo nos estudos de manipulacdo genética em
tripanosomatideos e também pela falta de protocolos bem estabelecidos

dessas técnicas que se apliquem as espécies de Leishmania.
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RESUMO

Em eucariotos superiores, a sintese protéica inicia-se com a formacao
do complexo elF4F e sua ligagcao ao mRNA. Este complexo (composto
pelas subunidades elF4A, elF4E e elF4G) esta envolvido na etapa de
iniciacdo da traducao e permite o reconhecimento do mRNA pela
subunidade menor ribossomal. Pouco se sabe sobre a iniciacao da
tradugdo nos tripanosomatideos e para investigar este processo, foram
identificados multiplos homodlogos para cada subunidade do complexo
elF4F no genoma de L. major. Dentre eles, cinco homdlogos ao fator
elF4G, onde suas seqléncias mostraram graus diferentes de
similaridade as proteinas de vertebrados. Assim, estes homodlogos,
denominados LmEIF4G1-5, sofreram um processo de caracterizacao
inicial, incluindo andlises de expressdo durante o ciclo de vida de L.
major e ensaios de pull-down. Para suplementar os dados obtidos in
vitro, utilizamos ortdlogos de T. brucei (TbEIF4G3-5) para a realizacao
de analises in vivo. Com isso, os genes de interesse foram amplificados
e clonados em vetores plasmidiais, permitindo a expressdo de proteinas
em E. coli, producao de anticorpos, realizacdo da interferéncia de RNA e
localizacao celular pela deteccdo de proteinas de fusdo fluorescentes. A
interferéncia de RNA mostrou que os trés homdlogos sao essenciais a
viabilidade celular, mas cada um apresentou um perfil de sobrevivéncia
diferente apds a inducao de RNAi, observado através de curvas de
crescimento. As células sob RNAi do TbEIF4G4 apresentaram ainda
reducao na mobilidade e mudanca de morfologia antes da morte dos
parasitas. Anticorpos contra as proteinas TbEIF4G3-5 foram usados em
ensaios de Western blot para confirmar a deplecao da proteina apods
RNAI. A localizacdo celular das trés proteinas confirmou sua presenca no
citoplasma das células de T. brucei.

Palavras-chave: tripanosomatideos, eIF4G, RNAi e localizagao

celular.
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1. INTRODUCAO

Varias espécies pertencentes a familia Trypanosomatidae sao
consideradas patdégenos de grande importancia médica, por serem os
agentes etioldgicos de enfermidades de relevancia mundial como as
Leishmanioses (Leishmania sp.), a Doenca de Chagas (7. cruzi) e a
Doenca do Sono (T. brucei) (www.who.int/tdr/diseases). Os
tripanosomatideos apresentam caracteristicas bioldgicas que os diferem
da maioria dos demais eucariotos, destacando a transcricao
policistronica e processamento dos mRNAs por trans-splicing, além da
auséncia de controle transcricional da expressdo génica. Dessa forma, a
traducao atua como um ponto fundamental na regulacao da expressao
dos genes nestes organismos[1].

O inicio da sintese protéica em eucariotos é mediada pela acao de
um grupo fatores de iniciagcao da traducao (elFs - eukaryotic initiation
factors), que promovem a ligacao do mRNA ao ribossomo [2]. Neste
processo, o complexo elF4F (composto pelas subunidades eIF4A, eIF4E
e elF4G) estd envolvido na etapa de reconhecimento do mRNA e no

recrutamento de outros componentes da maquinaria de tradugao [3].

O fator eIF4G é um polipeptideo de alto peso molecular, que atua
como uma proteina de ancoramento durante a iniciacdo da traducao,
sendo responsavel pela organizacdao e montagem do complexo elIF4F.
Nessa tarefa, ele interage com o elF4A e o elIF4E, além de possuir sitios
de ligacao ao elF3 e a proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP) ao
longo de sua estrutura [4]. Estruturalmente, o eIF4G pode ser dividido
em trés regides: a porcao N-terminal, onde se encontra o sitio de
ligacdo ao eIF4E; uma regido central com a presenca de um dominio
HEAT conservado, responsavel pela interacdo com o eIF4A e o elF3, e a
porcao C-terminal, presente apenas em eucariotos mais complexos, que
tem um papel modulatério na sintese protéica. Nessa regiao C-terminal

encontram-se o dominio MA3, apresentando um segundo sitio de
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ligacdo ao eIF4A e o dominio W2, que permite a interacdo com a

quinase MnK1, responsavel pela fosforilagcao do eIF4E [5,6].

Pouco se sabe sobre a iniciacdo da tradugdao nos
tripanosomatideos e para investigar este processo, foram identificados
multiplos homodlogos para cada subunidade do complexo eIF4F nos
genomas de L. major, T. brucei e T. cruzi. Dentre eles, foram
encontrados cinco homdlogos ao fator eIF4G e a caracterizagao inicial
de algumas das proteinas de L. major, que incluiram as analises das
seqléncias, a quantificacdo durante a fase promastigota e a
investigacdo da sua capacidade de interacdo ao homodlogo elIF4A,
através de ensaios de ligacao in vitro (pull down), mostrou que essas
proteinas apresentavam graus diferentes de similaridade comparadas as
proteinas de vertebrados [7]. A priori nao foi possivel identificar o papel
funcional de algum deles na iniciagdo da traducao, mas os homdlogos
LmMEIF4G3 e LmEIF4G4 foram considerados candidatos importantes a
serem os ortologos do eIF4G.

Este trabalho teve como objetivo a utilizacdo de algumas técnicas
de manipulagcao genética para continuar o estudo da funcdo dos
homdlogos ao eIlF4G de tripanosomatideos. Para isso, utilizamos as
proteinas TbEIF4G3-5 de T. brucei para a realizacdo de ensaios de
localizacao celular, através de expressao de proteinas de fusdo a
Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP) e para a investigacao da
influéncia desses homdlogos na viabilidade celular do parasita, através
da técnica de interferéncia de RNA. Os resultados obtidos com essas
técnicas, juntamente com os dados referentes as andlises das
seqiiéncias dos homodlogos forneceram maiores informacdes sobre essas
proteinas e reforcaram a possibilidade de que pelo menos dois deles
(TbEIF4G3-4) atuem realmente como fatores de iniciagao da tradugao

em T. brucei.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Analise de seqiiéncias

Seqliéncias homodlogas a subunidade eIF4G foram identificadas
inicialmente em L. major através da ferramenta OmniBLAST do banco

de dados GeneDB do Sanger Institute (www.genedb.org), utilizando

como parametro de busca as proteinas ja caracterizadas de humano e
Saccharomyces cerevisae [7]. Buscas similares no genoma de T. brucei
e T. cruzi foram realizadas também através da ferramenta OmniBLAST
do banco de dados GeneDB, utilizando como parametro as seqliiéncias
obtidas em L. major. Os alinhamentos multiplos foram realizados
através do programa Clustal W (Programa Bioedit), com alguns ajustes

manuais para um maior refinamento.

2.2 Crescimento de parasitas

Formas prociclicas de T. brucei, cepa selvagem 427 e linhagem
transgénica 29-13 [8] foram cultivadas a 27°C em meio SDM-79
(Sigma-Aldrich), suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 0,002%
de hemina e 0,1% de ampicilina/estreptomicina. Para a manutencao
dos transgenes da T7 RNA polimerase e do repressor de tetraciclina na
linhagem 29-13, foram adicionados ao meio SDM-79 os antibidticos
G418 (15 pg/mL) e higromicina (25 pg/mL). Os parasitas foram
monitorados por microscopia optica até atingirem a fase logaritmica de
crescimento (10° - 107 células/mL) para a obtencdo de concentrados

celulares a serem utilizados nas transfecgoes.
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2.3 PCR e clonagem dos genes ThEIF4G3-5 de T. brucei

Os genes TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 foram amplificados a
partir de DNA total de T. brucei (cepa selvagem 427), utilizando

oligonucleotideos flanqueados por sitios de restricdo das enzimas Hind

IT1 e BamH I: TbEIF4G3 (forward -
AAGCTTCCGCCACCATGCACGTCTACACCATCG e reverse -
GGATCCAGTCAAGGTCCCCTTCCC); TbEIF4G4 (forward-
AAGCTTCCGCCACCATGCTGTTCAAACCTCGTG e reverse -

GGATCCCGCAT  ATATAACTGAGAGTTC) e TbEIF4G5  (forward-
AAGCTTCCGCCACC AGGAGCACCGCGCCGCAC e reverse -
GGATCCTTTAGATTTCTCAAACGCAG). Ainda para o gene TbEIF4G4,

outra amplificacdo foi realizada com oligonucleotideos com sitios das

enzimas BamH I e Xho I (forward -
TCTGGATCCCCCGCCACCATGCTGTTCAAACCTCGTGG e  reverse -
TTCCTCGAGCGCATATATAACTGAGAGTTC). Inicialmente, os produtos de
PCR foram purificados e clonados no vetor pGEMT easy (Promega
Corporation), seguindo as recomendacdes do fabricante. Os clones
obtidos foram sequenciados no seqlienciador ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems), e apds anadlise da integridade das
seqléncias, os genes TbEIF4G3 e TbEIF4G5 foram subclonados nos
vetores tetraciclina-indutiveis p2T7-177 [9] e p2216 (cedido
gentilmente pelo Dr. Mark Carrington), entre os sitios das enzimas de
restricdo Hind II1 e BamH I, os quais serviriam para a realizagdao das
técnicas de interferéncia de RNA e expressdo de proteinas de fusao a
EYFP, respectivamente. O gene TbEIF4G4 foi subclonado no vetor p2T7-
177, entre os sitios das enzimas BamH I e Xho I e no vetor p2216,
entre os sitios Hind 111 e BamH 1.

Fragmentos codificantes para o dominio HEAT dos homodlogos
TbEIF4G3-5 (TbEIF4G3:.227, TDEIF4G4,.319 € TDEIF4G5;1.40; - 0S nUmeros
subscritos indicam os residuos de aminoacidos da proteina selvagem

gue permanecem na proteina recombinante) foram amplificados por
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PCR, utilizando oligonucleotideos flanqueados pelos sitios de restricao

das enzimas BamH 1 e Xho 1. Para o gene TbEIF4G3 (forward
TCTGGATCCCCCGCCACCATGCACGTCTACACCATCG e reverse

TTGCTCGAGCACAGCCCTGTCAGAGGCQ), TbEIF4G4 (forward

TCTGGATCCCCC GCCACCATGCTGTTCAAACCTCGTGG e reverse
CCCCTCGAGCTGCTGAGATTGAA ATCC) e TbEIF4AG5 (forward
TCTGGATCCCCCGCCACCATGGAGCACCGCGCCGCAC e  reverse -
CCCCTCGAGATCACCCGTCCCTGTCAC). Apos digestdo com  as

respectivas enzimas, os fragmentos amplificados foram clonados no

plasmideo pET21a (Novagen), para a expressao de proteinas de fusao a

uma seqiéncia de poli-histidinas na porgao C-terminal.

2.4 Expressao e purificacao de proteinas recombinantes

Para a expressdao das proteinas de fusdao a seqliéncia de poli-
histidinas, células de Escherichia coli BL21 competentes foram
transformadas com as construcdoes plasmidiais obtidas com clonagens
dos fragmentos codificantes para os dominios HEAT no pET21a. Em
seguida, foram realizadas culturas das células transformadas em meio
LB liquido a 37° C suplementado com ampicilina (100 pg/mL) , as quais,
apods atingirem uma densidade dptica de 0,5 (Asoo), foi adicionado IPTG
para uma concentracao final de 0,1 mM. Em seguida, as culturas foram
mantidas a 30°C por 3 horas, para a expressao das proteinas de fusao.

As células induzidas foram sedimentadas (2740g/4°C/15 min),
ressuspensas em 20 mL de PBS e lisadas por ultrasonicacao (6 pulsos
de 30s). A purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada de
acordo com de Melo Neto [10], utilizando a resina Ni-NTA Agarose
(Qiagen). As proteinas purificadas foram analisadas e quantificadas em
SDS-PAGE 15%, corado com azul de Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich).
Para a quantificacdo, diluicOes seriadas das proteinas foram comparadas

com uma curva de diluicdo de BSA, de concentracdes definidas e
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analisadas por densitometria das bandas, utilizando o programa KODAK

1D (Scientific Image Systems).

2.5 Producao de anticorpos

As proteinas recombinantes citadas acima foram utilizadas na
imunizacdo de coelhos adultos New Zealand. Em cada indculo do
processo de imunizagcao (num total de 4 indculos, com intervalo de 15
dias entre eles), foram utilizados aproximadamente 100 ug de proteina
purificada, isolados diretamente de um gel preparativo SDS-PAGE 10%.
A regiao do gel contendo a proteina de interesse foi excisada e
macerada num sistema de valvulas acoplado a seringas de 5mL. Em
seguida, foram acrescentados 200ul de adjuvante de Freund (Gibco BRL
Life Technologies) e 600ul de PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM
Na;HPO4. 1,47 mM KH,PO4, pH 7,3) . Os componentes homogeneizados
foram aplicados por via subcutdnea em coelhos (em 3 regides
diferentes do corpo). Apds a 32 inoculacao, foi coletada uma aliquota de
sangue venoso da orelha dos animais, para a confirmacdao da producao
dos anticorpos. Depois dessa confirmacdo, foi realizado o 4° indculo e
ap6s 1 semana, os animais foram sacrificados, sob anestesia, para a
retirada de sangue através de puncao cardiaca e obtencdo do soro. Os

soros foram armazenados a -80 °C.

2.6 Ensaios de Western blot

Para os ensaios de Western blot foram utilizados membrana
Immobilon-P PVDF (Millipore) e anticorpos primarios especificos obtidos
a partir da imunizacao de coelhos. As diluicdbes variaram para cada
anticorpo, sendo o anti-TbEIF4G3 utilizado na proporgao 1:15000; o
anti-TbEIF4G4, 1:8000 e o anti-TbEIF4G5, 1:2000. O 2° anticorpo
usado foi o anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase (Jackson

ImmunoResearch Laboratories), na diluicao de 1:15000. Os anticorpos
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foram incubados durante 60 minutos em solucao de leite desnatado 5%
em PBS/ Tween-20 0,05%, seguido de 3 lavagens de 10 minutos com
PBS. A deteccdao das proteinas foi realizada através de reagdes de
guimioluminescéncia (ECL), utilizando filme fotografico Kodak BioMax
MR.

2.7 Transfeccao estavel de células de T. brucei

Para transfeccdo, aliquotas de 1,4 x10” células prociclicas de T.
brucei, da linhagem 29-13, foram ressuspensas em tampao ZPFM (NaCl
132 mM, KCI 8 mM, Na2HPO4 8mM, KH2PO4 1,5 mM, acetato de
magnésio 0,5 mM e acetato de calcio 0,09 mM), juntamente com 20 pg
de DNA plasmidial linearizado. Para a transfeccdao, foi utilizado
eletroporador para células eucaridticas ECM 830 (BTX Molecular

Delivery Systems), sob as seguintes condigoes:

Voltagem 1,5 kV
Duracdo do pulso elétrico 200 ps
NUmero de pulsos 3
Intervalo entre os pulsos 10 s
Cuveta 4 mm

Em seguida, os parasitas foram transferidos para 2 mL de meio
SDM-79 suplementado com 20% de soro fetal bovino, G418 (15
ug/mL), higromicina (25 pg/mL) e mantidos a 27°C por 16 horas para
recuperacao. Apods recuperacdo, foi acrescentada fleomicina (2,5
ug/mL), mantendo-se assim por aproximadamente 12 dias, para

selecao dos transfectados.
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2.8 Interferéncia de RNA dos homologos TbEIF4G3-5

Para a realizacao da técnica de RNAi, os genes ThEIF4G3-5 foram
subclonados no vetor p2T7-177. Apds a transfeccdo estavel dos
parasitas, na sua forma prociclica, com as construgdes p2T7-
177/TbEIF4G3-5 e selecdao pela marca de resisténcia a fleomicina, o
efeito de RNAi foi analisado através de curvas de crescimento na
auséncia (-TET) e presenca (+TET) de tetraciclina (1 pg/mL). A curva
foi obtida pela contagem do numero de parasitas, a cada 24h, em
camara de Neubauer. A expressdo das proteinas durante a indugdo do
RNAi foi avaliada por ensaios de Western blot, utilizando extratos

protéicos coletados ao longo da curva de crescimento.

2.9 Localizagao celular dos homoélogos ThEIF4G3-5

Para a localizacdo celular, os genes TbEIF4G3-5 foram
subclonados no vetor p2216. Apos a transfeccao estavel dos parasitas
prociclicos e selecao pela marca de resisténcia a fleomicina, a expressao
das proteinas de fusdo a EYFP foi realizada através da adicao de
tetraciclina (1 pg/mL) ao meio e mantendo-se as culturas a 27° C, por
24h. Para a andlise da localizacdo celular, aliquotas de 5x10° células
induzidas foram lavadas com PBS e submetidas a microscopia confocal
a laser (aparelho TCPS SP2 AOBS - Leica Mycrosystems) para deteccao
da fluorescéncia, com pico de excitacdo em 514 nm e pico de emissao
de 527 nm.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise das seqiiéncias dos cinco homoélogos ao eIF4G de T.

brucei

A proteina elF4G se caracteriza por ser pouco conservada entre as
espécies. Porém, o dominio central HEAT, responsavel por sua interacao
com a subunidade eIF4A e com o RNA, aparece conservado em
seqliéncias de organismos divergentes [3]. Este dominio tem como
caracteristica a presenca de cinco pares de alfa-hélices antiparalelas na
formacdo de sua estrutura secundaria [11]. Devido a isso, apenas a
regidao correspondente ao dominio HEAT das seqliéncias do fator eIF4G
de humano e de levedura foi utilizada na comparagao com as
seqléncias disponiveis em bancos de dados de L. major e assim, foi
possivel identificar cinco homoédlogos, denominados LmEIF4G1-5 [7].
Posteriormente, seus cinco ortdlogos foram identificados em T. brucei e
T. cruzi, utilizando como parametro as seqiiéncias obtidas em L. major
(Tabela 1).

Da mesma forma, apenas as regides do dominio HEAT foram
utilizadas no alinhamento multiplo dos cinco homdlogos de L. major, T.
brucei e T. cruzi (Figura 1). Nesse alinhamento é possivel visualizar as
regides conservadas, responsaveis pela formacdao das alfa-hélices
antiparalelas, caracteristicas do dominio HEAT. Alguns residuos de
aminoacidos, necessarios para a interacdo com a subunidade elF4A,
também se apresentam conservados na maioria das seqiéncias
identificadas. Outros residuos, nao descritos como importantes para a
ligacdo ao eIF4A, também estdo presentes e a conservagao entre eles é
indicativa de que esses aminoacidos desempenham um papel

importante na estrutura dessas proteinas.
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3.2 Analise das seqiiéncias dos homologos ThEIF4G3 e ThEIF4G4

e seus ortologos em L. major e T. cruzi.

A partir das analises das seqiéncias referentes aos cinco
homologos do eIF4G em tripanosomatideos, foi possivel confirmar a
baixa conservacao entre elas, com excecao a regidao referente ao
dominio central HEAT. Contudo, duas dessas seqliéncias (TbEIF4G3 e
TbEIF4G4) apresentaram caracteristicas similares, indicativas de que
ambas possam desempenhar uma funcao comum. Essas caracteristicas
incluem uma porcao N-terminal curta e uma regidgo C-terminal
conservada, composta por aproximadamente 120 aminoacidos. A
presenca dessa regiao N-terminal curta levou-se a propor uma funcao
apenas modulatéria desses dois homdlogos, visto que é nessa regiao
gue se encontram os sitios de ligacdo ao eIF4E e a PABP nas seqliéncias
de humano e de outros eucariotos. Entretanto, o alinhamento das
seqléncias TbEIF4G3 e TbEIF4G4 e dos ortdlogos de L. major e T. cruzi
(Figura 2) mostra claramente a presenca de um motivo composto por
sete residuos de aminoacidos (FSLXXXX) na porcdo N-terminal,
conservado em ambas as proteinas nas trés espécies, que poderia atuar
como um sitio de ligacao ao eIF4E, ja que € bem semelhante ao
encontrado no nematoda C. elegans (FGRDFMV). J& na porcdo C-
terminal, destaca-se a presenca de uma regiao conservada, identificada
como um provavel dominio MA3 e dois residuos de triptofano (W540 e
W597 - numeracao do ThEIF4G3), que podem representar um possivel
dominio W2 nestas proteinas, responsavel em mamiferos pela interacao
com a quinase MnK1.

O alinhamento mostra ainda algumas insercdes presentes ao
longo das seqliéncias do quarto homodlogo nas trés espécies, com
destaque para uma regido rica em residuos de glutamina (Q315-Q369),
mostrada nas seqiéncias de TbEIF4G4 e TcEIF4G4, com esta ultima
apresentando ainda varios residuos de histidina na mesma insergao. O

grande numero de residuos de glutamina no TbEIF4G4 é referente a
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uma regiao com repeticdes da trinca nucleotidica GAA, identificada a
partir do seqlenciamento deste gene realizado numa das etapas desse
trabalho (resultado nao mostrado). Além disso, foi identificado um
possivel polimorfismo do gene, pois algumas das seqiéncias
amplificadas apresentaram, apds analise por seqienciamento, uma
segunda insercao de 16 aminoacidos (QQQQQPQQQPQQQQQAQ) nessa
mesma regido. Apesar dessas caracteristicas, ndo foi possivel esclarecer

se essas insercoes teriam alguma funcdo importante nestas proteinas.

3.3 Localizacao celular das proteinas ThbEIF4G3-5

Para identificar a localizagao celular dos homdlogos, os genes
TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 foram subclonados no vetor de
transfeccdo p2216 que permite a expressao das proteinas em fusdao a
proteina fluorescente EYFP na porcao C-terminal. Neste cassete de
expressao, 0s genes foram inseridos sob o controle de um promotor
regulado por tetraciclina, com integracao na regiao de rDNA. Parasitas
na forma prociclica (cepa 29-13) foram entdo transfectados com estas
construcdes. A expressao das proteinas de fusdo fluorescentes foi
induzida pela adicao de tetraciclina ao meio de cultura.

As células transfectadas foram analisadas por microscopia
confocal, mostrando que as proteinas se apresentavam localizadas no
citoplasma das células de T. brucei, enquanto que a regido referente ao
nicleo ndo emitiu sinais de fluorescéncia (Figura 3). Com esse
resultado, elimina-se a possibilidade dessas proteinas atuarem em
alguma funcdo nuclear especifica, como por exemplo, no
processamento e/ ou transporte de RNAs, ao menos durante a fase

prociclica do parasita.
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3.4 Expressao de proteinas recombinantes TbEIF4G3-5 e

producao de anticorpos policlonais

Para a producdo de anticorpos especificos que pudessem
reconhecer as proteinas de interesse em extratos protéicos de T. brucei,
fazia-se necessaria a obtencdao de proteinas recombinantes que
pudessem ser utilizadas na imunizacao de coelhos. Para isso,
fragmentos referentes ao dominio HEAT dos genes TbEIF4G3-5 foram
clonados no vetor pET21a, para permitir a expressdao de proteinas em
fusdo a uma seqliéncia de histidinas. Uma vez confirmadas as
clonagens, o proximo passo se deu com a expressao das proteinas
recombinantes em E. coli, e posterior purificagdo como citado na
metodologia. As proteinas obtidas apresentaram tamanhos aproximados
de 30 kDa, 40 kDa e 50 kDa, respectivamente (Figura 4).

As proteinas recombinantes purificadas foram utilizadas para a
producao de soros policlonais, 0os quais seriam utilizados em ensaios de
Western blot. Os anticorpos foram testados contra extratos protéicos da
fase prociclica de T. brucei e contra as proteinas recombinantes
purificadas, onde se mostraram especificos (Figura 5). Assim como visto
anteriormente em L. major, 0s ensaios de Western blot com as
proteinas TbEIF4G3 e TbEIF4G4 mostraram que ambas apresentaram
um perfil de duas bandas nos extratos de T. brucei, sendo uma delas (a
mais alta), a possivel presenca de uma forma fosforilada destas

proteinas.

3.5 RNAi dos homologos ThEIF4G3-5

Para avaliar a viabilidade celular dos parasitas, na auséncia de
cada um dos homologos do eIF4G de T. brucei, foi aplicada a técnica de
interferéncia de RNA para cada um deles. Para isso, 0os genes

TbEIF4G3-5 foram clonados no vetor de transfeccao p2T7-177, sob o
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controle de dois promotores da T7 RNA polimerase dispostos em
orientagcao reversa (ambos regulados por tetraciclina). Os parasitas
transfectados foram selecionados pela resisténcia a fleomicina e,
posteriormente, o efeito da interferéncia de RNA foi analisado através
de curvas de crescimento do parasita, na presenca e auséncia de
tetraciclina. Todos os experimentos foram repetidos por no minimo uma
vez. As trés proteinas se mostraram essenciais a viabilidade das células,
mas as culturas induzidas apresentaram perfis de crescimento

diferenciados.

3.5.1 RNAi do ThEIF4G3

No caso do RNAi do TbHEIF4G3, ocorreu um rapido declinio da
densidade celular, visualizado logo apds o 1° dia de inducdao da
producao dos dsRNAs, quando comparado com a cultura controle (-TET)
(Figura 6). Apesar do resultado visto com a curva de crescimento, nao
houve reducdo aparente nos niveis protéicos do TbHEIF4G3, ou a
diminuicdo ocorreu de forma muito sutil, de modo que ndao pbde ser
avaliada pelo Western-blot. Esse resultado inesperado, de fendtipo
rapido e letal, é sugestivo que a proteina ThEIF4G3 deva possuir um

papel fundamental no metabolismo do parasita.

3.5.2 RNAi do ThEIF4G4

De forma diferente do TbEIF4G3, as células expressando
TbEIF4G4-dsRNAs apresentaram reducdao de crescimento a partir do 2°
dia de indugdo. Esse perfil se mostrou compativel com o resultado do
Western-blot, onde foi vista a diminuicdo da expressao da proteina para
niveis nao-detectaveis a partir deste mesmo dia. Esse retardo de
crescimento prolongou-se até o 5° dia da curva, com a morte das
células ocorrendo em seguida (Figura 7). Para verificar se a inducao do

RNAi do TbEIF4G4 alteraria de alguma fora a expressdo do homodlogo
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TbEIF4G3, foi realizado um ensaio de Western-blot com o anticorpo
anti-TbEIF4G3 nos mesmos extratos recolhidos ao longo da curva de
crescimento. Assim, foi possivel verificar que os niveis do TbEIF4G3
mantiveram-se constantes, mostrando que a deplecdao do ThEIF4G4 em
nada alterou a expressao do outro homdélogo.

O RNAi do ThEIF4G4 resultou também em mudanca na morfologia
do parasita (Figura 8). As células expressando TbEIF4G4-dsRNAs
mostraram-se arredondadas a partir do 3° dia de inducao pela
tetraciclina, mantendo-se assim até o final da curva. Apesar de ndo ter
sido aplicado nenhum método quantitativo especifico durante esta
observacgdo, estimou-se que a mudanca da morfologia tenha ocorrido
em mais de 60% dos parasitas, pois algumas células com a morfologia

conservada ainda estavam presentes em cultura.

3.5.3 RNAi do ThEIF4G5

O RNAIi do TbEIF4G5 apresentou uma curva de crescimento mais
prolongada, onde o efeito da interferéncia de RNA sd foi visto mais
tardiamente. As culturas controle e induzida apresentaram densidades
celulares equivalentes até o 4° dia, e a partir dai a cultura induzida
mostrou retardo de crescimento, com morte das células em seguida. As
analises por Western-blot confirmaram a deplecdo da proteina ja no 1°
dia de inducdao do RNAi (Figura 9). Analisando os resultados obtidos
com os trés homoblogos, foi possivel identificar que o knock-down
resultou num efeito mais rapido pra o ThEIF4G3 e ThEIF4G4, sendo isto
um indicativo que a funcdo dessas proteinas é essencial para a
viabilidade das células de T. brucei. Possivelmente, o efeito mais
retardado visto com o TbEIF4G5 pode ser resultado de uma fungao
secundaria ou apenas modulatoria desta proteina no metabolismo

celular do parasita.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi iniciada a caracterizacao in vivo de homodlogos
ao fator de iniciagcao da traducao elF4G identificados no parasita T.
brucei. Assim como foi visto em L. major, as cinco seqliiéncias dos
homologos ao eIF4G de T. brucei se apresentaram sem grandes
correlagdes entre si [7], com excecao do TbEIF4G3 e TbEIF4G4, que
mostraram semelhancas ao longo de sua estrutura, especificamente um
possivel sitio de ligacao ao eIF4E na regido N-terminal e uma porgao C-
terminal conservada, com a presenca de possiveis dominios MA3 e W2.
O grande numero de homdlogos as subunidades constituintes do
complexo eIF4F identificados em tripanosomatideos, dentre estes cinco
ao elF4G, pode refletir uma maior complexidade durante os eventos de
regulacdo metabdlica nesses organismos, principalmente por estes
apresentarem diferentes formas celulares durante seu ciclo de vida [7].
Mesmo em humanos, onde sao descritos apenas dois homodlogos
funcionais do elF4G (elF4GI e elF4GII), ja foi demonstrado que, apesar
de possuirem fungbes complementares e realizarem interagoes
proteina-proteina e proteina-RNA similares, eles podem exibir
propriedades especificas, ja que apresentam um recrutamento
diferenciado a estrutura cap, dependente da diferenciacao celular [12].
Além disso, estudos sugerem a existéncia de até cinco isoformas do
elF4GI, geradas por sitios alternativos de iniciacdo da traducao,
entretanto, pouco se sabe da funcao dessas diferentes isoformas nas
células [13].

A localizacdo citoplasmatica das proteinas TbEIF4G3-5 identificada
neste trabalho é compativel com seu possivel papel de interacdo com
MRNAs durante a iniciagdo da traducao. Resultados obtidos para o fator
elF4G de humano [14] também mostram o elF4G apresentando
localizacao citoplasmatica, com distribuicdo periférica e também na

regiao perinuclear (rica em reticulo endoplasmatico). Neste ultimo caso,

60



MOURA, D.M.N. 2007 Utilizacdo de abordagens moleculares in vivo...

os autores inferem um papel desses fatores no recrutamento de mRNAs
codificantes de proteinas secretdrias e de membrana e, possivelmente,
de algumas proteinas nucleares, as quais devem possuir mRNAs
presentes nessa area especifica da célula. Outros experimentos com
fracionamento de varios tipos celulares tém mostrado que componentes
da maquinaria de tradugdao apresentam um padrao complexo de
localizagcao, mostrando que os fatores de traducao pode vir associados a
ribossomos, a mMRNAs especificos e a componentes do citoesqueleto da
célula [15-17]. E, de forma mais surpreendente, alguns desses fatores
também podem ser encontrados no nucleo; como por exemplo, o eIF4E
[18] e, em alguns casos o elF4G, onde a localizagdao nuclear deste
ultimo é encarada devido a um possivel papel no processamento de
mRNAs [19,20] e/ou numa etapa inicial de traducao de mRNAs recém-
sintetizados, que ocorreria ainda no nucleo [21]. A localizagao
subcelular de dois homdlogos ao elF4A identificados em T. brucei foi
fundamental para a distincdo entre os papéis das duas proteinas no
parasita [22]. Através dela, foi possivel identificar que apenas o
TbEIF4AI atuaria como fator de iniciacao da traducgdao, apresentando-se
exclusivamente no citoplasma da célula; enquanto que a localizacao
nuclear do TbEIF4AIII, juntamente com os demais resultados obtidos
para esta proteina, inferiu uma funcdo no metabolismo de RNA, mas
gue nao fosse diretamente ligada a traducdo. Desta forma, a localizagao
citoplasmatica das proteinas TbHEIF4G3-5 elimina a possibilidade de
atuarem em alguma funcao nuclear especifica, como por exemplo, no
processamento e/ ou transporte de RNAs, ao menos durante a fase
prociclica do parasita.

O knock-down realizado para os trés homodlogos TbEIF4G3-5
resultou em perfis de sobrevivéncia diferentes apds a inducdo da
interferéncia de RNA, mas nos trés casos foi possivel verificar que as
trés proteinas sao essenciais a viabilidade de T. brucei. Dentre os
resultados obtidos, destacaram-se os fendtipos de morte rapida das
culturas que sofreram o0 knock-down do TbEIFAG3 e TbEIF4G4. Este
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ultimo, além de resultar em morte rapida da cultura, levou a mudanca
na morfologia celular, resultando em parasitas com formas
arrendondas. Dados coletados com a realizagdao do knock-down de 197
ORFs do cromossomo I de T. brucei mostraram que 33% deles
resultaram em fendtipo significativo. Houve também uma alta
freqiiéncia de defeitos no crescimento e no ciclo celular (23%). Em
contraste, poucos genes resultaram em alteragdes na morfologia celular
e/ ou organelar, mas estes geralmente estavam associados com
defeitos no crescimento e no ciclo celular [23]. A mudanca de
morfologia em T. brucei devido a efeitos causados pelo RNAi foi
inicialmente observado num trabalho que utilizava o plasmideo
PGFPFAT, que direcionava a interferéncia a 5’'UTR do RNA da a-tubulina
[24]. Nesse trabalho, que utilizou a expressao transiente do plasmideo
pGFPFAT em culturas prociclicas de T. brucei rhodesiense, foram
observadas células com morfologia alterada e com acumulo de nucleos
e cinetoplastos. As células se apresentaram arredondadas e com a
superficie ondulada, e este fendtipo foi designado de células FAT. Essas
observacdes sugeriram que a expressao do plasmideo em questao
estava interferindo na citocinese e na organizacao do citoesqueleto da
célula e por ser transiente, a porcentagem de células com fenétipo FAT
aumentava linearmente com o aumento do RNA transfectado. O RNAI
do unico elF4G do nematoda Caenorhabditis elegans resultou em
alteracdo de morfologia e alta letalidade dos embrides e também foi
responsavel pela esterilidade dos vermes submetidos a deplecdo da
proteina, mostrando-se extremamente necessaria ao desenvolvimento
da espécie [25]. Num modelo de estudo dos membros da familia eIF4G
em humanos [26], foi estudada a proteina p97, também conhecida
como eIF4G2. Ela apresenta alta homologia ao eIF4GI, com excecao da
auséncia do dominio N-terminal de ligacdo ao eIF4E e seu papel na
traducdo foi avaliado através da interferéncia de RNA, dentre outros
ensaios. Foi visto que o RNAi da p97 levou a uma diminuicao dos seus

niveis protéicos e a densidade celular foi diminuida substancialmente,
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guando testado em varios tipos celulares humanos. A diminuicdo nos
niveis protéicos da p97 também teve uma correlagdo direta com uma
diminuicdo na taxa de sintese protéica global nas células. Da mesma
forma, a interferéncia de RNA realizada para o homélogo ao fator eIF4A
de T. brucei (TbEIF4AI) resultou em diminuicdo da densidade celular e
morte, apresentando um fendtipo de resposta rapida, juntamente com
uma diminuicao global da sintese [22].

Por fim, o estudo de comparacao dos genomas de T. brucei, T.
cruzi e Leishmania indicaram que, excluindo os sistemas patdgeno-
especificos, como variacao antigénica e mecanismos de invasdo celular,
ha um importante nivel de conservacdao das fungbes e na arquitetura
dos genes dessas espécies, onde 76% dos genes de T. brucei dividem
similaridades com os de T. cruzi e L. major [27]. Deste modo, o estudo
de funcdo génica em T. brucei contribui significativamente para a
analise funcional nas outras espécies de tripanosomatideos. Este
trabalho foi importante por viabilizar o estudo in vivo de alguns dos
homodlogos ao elF4G de T. brucei, reunindo resultados sobre viabilidade
celular e localizacao citoplasmatica e indicando o ThEIF4G3 e ThbEIF4G4
como candidatos a desempenhar o papel real de fatores de iniciacdao da
traducdo. Entretanto, a utilizacdo de outras técnicas de analise in vivo,
incluindo a imunoprecipitacdo e a analise da superexpressao,
juntamente com a realizacao de ensaios de interacao proteina-proteina
(pull down) e mapeamento de dominios de ligacdo presentes nesses
homologos se faz necessdria para uma melhor caracterizacao das

fungOes especificas dessas proteinas nos tripanosomatideos.
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Tabela 1. Sumario das seqliéncias dos varios homodlogos da subunidade eIF4G em L.
major, T. brucei e T. cruzi, descrevendo as similaridades com as seqliéncias de
humano.

Nimero de Tamanho Massa Identidade
Sequéncia identificacdo no (NO de molecular Localizagao (similaridade)
GeneDB aminoacidos) predita cromossOmica ao homologo
(kDa) humano *
THbEIF4G1 Th927.5.1490 1118 122.1 5 24% (47)
THbEIF4G2 Tb09.160.3980 878 97.3 9 23% (50)
THbEIF4G3 Th927.8.4820 622 69.3 8 29% (48)
TbEIF4G4 Th11.01.2330 697 79.7 11 31% (50)
THbEIF4G5 Th927.8.4500 749 84.5 8 24% (42)
LmEIF4G1 LmjF15.0060 1016 114 15 25% (43)
LmEIF4G2 LmjF15.1320 1425 145.9 15 21% (37)
LmEIF4G3 LmjF16.1600 635 71.2 16 26% (39)
LmEIF4G4 LmjF36.6060 765 84.6 36 22% ( 38)
LmEIF4G5 LmjF10.1080 782 88.8 10 21% (37)
TCEIF4G1 Tc00.104705350 1086 120.4 ND 27% (48)
6739.10
TCEIF4G2 Tc00.104705350 1013 113 ND 25% (52)
8277.340
TCEIF4G3 Tc00.104705351 614 69.3 ND 30% (49)
1383.40
TCEIF4G4 Tc00.104705350 675 77.5 ND 27% (49)
4827.130
8989.90

* Estas seqliéncias mostram similaridade a seqliéncia humana apenas ao nivel do
dominio central HEAT. ND = ndo determinado.

67



MOURA, D.M.N. 2007

LnEl FAGL
ThEI F4GL
TcEl FAGL
LnEl FAG
ThEI FAR
TcEl FAG2
LnEl FAG3
ThEI F4AG3
TcEl FAG3
LnEl FAGA
TbEI F4G4
TcEl F4&4
LnEl FAG
ThEI F4AGS
TcEl FAG

LnEl FAGL
ThEI F4GL
TcEl FAGL
LnEl FAG
TbEI F4G2
TcEl F4A&
LnEl FAG3
TbEI F4G3
TcEl F4G3
LnEl FAGA
TbEI F4G4
TcEl F4&4
LnEl FAGS
ThEI F4G5
TcEl FAGS

LnEl FAGL
ThEI F4GL
TcEl F4GL
LnEl FAG
TbEI F4G2
TcEl F4A&
LnEl FAG3
ThEI F4AG3
TcEl FAG3
LnEl FA4
ThEI F4AG4
TcEl F4&4
LnEl FAGS
ThEI F4AGS
TcEl FAGS

LnEl FAGL
ThEI F4GL
TcEl FAGL
LnEl FAG
TbEI F4G2
TcEl F4A&
LnEl FAG3
ThEI F4AG3
TcEl FAG3
LnEl FA4
TbEI F4G4
TcEl F4&4
LnEl FAG
TbEI F4G5
TcEl F4G

Figura 1. Alinhamento miuiltiplo

1A

HHH HHHHHHHHHH HHHH

PAEVDARGLM GTCLK- VKSR AKPVRLTHHK
ADDGLTRGAL GCSLRGGRTR AKPVRLTHHK
RQEAPI SLAQ GSLRRRGLFG EVEKKKI HHM
RLDAPI AVSN TLGRKRGLFG DVERKELHHH
RRDAPVSVSS TLGRKRGLFG EVERKELHHL

-------------------- --- LERGVRA
-------------------- - - - SERGVRM
---------- ---- ASTMBK VMTDRKI NNE
--------------- SAPSK VNVBERKLHNE
--------------- SMPSK VNKERKLHNE

GERELEAEL- - =-«--c-nx -conn- RDRL
EER - DSSV- = --=-cc-en coca-s VNEG
GOR--ETEP- ---ccmcmme comnn- RDQS
GQH-IVGD -memmmmme emen- KTQS
GQR--IVON =mmmmmmme memmae KSQs
GQR--IVGD -=-emmmmme emea- KQQs
KVLRDGHK- = === =-==nsn =onnox GE-R
SLNWQKQ- = === smmmmme emea- KEGK

G TAAKQK- = == mmmmmmme memmas AECGK
DLVAEAAENP TSELGQLMAA VQAGDEDQKN
EYRTKFLP- - =-cececmen coeaon GTOQ VPSA
DYRSTQSG - =--=-smmen =omnmn EVDA

ERE- -« s =memmmee e E

DNE- -« s = =memmmee caeooao- P

= = P

3B 4A
HHHHHHHH HHHHHHH - HHHHHHHH

NLVTDRYVEN NFKLLVGDFD
GULS £ JVQ LVSDYN
GFVTERYI ED VI Rl LVRDYN
DivAASYl sv [IFRI CCLGSE
H VTERY MO [ETTTTAGHY
H VTEKY &N [LvTAcTaLY
TALTHSTVFT VIMDLTNRCS-
KVLSHSTMVD [I NI | MQP- -
KVLSCNTMWN [l QT1 VOEA-
SLI SHRYI LA VCSTALVLGF
TLI TQKI | DR [JUNERI YE- -
SLI TQKI | DR [JLGEKLFN- -
RLV HA VLDSLLYGPG
GLVREKWLQ [JLQW LYGPE
GLVREKVLH VLEW.LYGTE

5B
HAHHHHHH  HHHHHHHHHEH HH

HPRAGIEEEM
GDLNRKN GYVEQEQ Q8
SDLNRAN GYVSPELVEQ

MSTVDGLRAM LPKEPASPVM

LSWERLQKK | GEQNAAAQR

MBAVEERLQKL VEERNAAI AA
LDLR- KR GYGLKP- - - -

| YPPEROgKM L IELRRDR ESR-----

SDLNKKQ §VSTERVNR

VYPPRREKM LOHI
L|

=L RSKF NJERR: - - - -
\VR- ND QYKPKE- - - -
KPRE- - - -

<
o

<
o

m
v

HHHHHH HHHHHH

2A
HHHHHHHHHH

* %
DESELHEVIK
EDDEL SEI CK
EDTELLEI CK
NAEQWTKI ¥D
SDEMLKNI
NDAM_AKI
TEDI
SDEMLKK
TKETLNI
NPLVLK
NNEWV
NANWV.

DDODN =0 =
<ScCc---=<<

RQS TKEEI DEVI K

DDEEl EEVI R

TDKEI QDVI Q VI

LQLSADELVD RVTG -- - - -

PTTMATAADD

EEKNIETANQ G- --------

HHHH

| RTVG PI LK------

SLDSI A-- - -
SLDAVP- - - -

RFDENAGVAL NHVPKDAAAA

LYEEKN- - - -
MYEEKH- - - -

el

< <

Utilizacdo de abordagens moleculares in vivo...

2B

HHHHHHH HHHHH

FSECEMKD
QDVCKEKK
QDVCSMKD

5A

HHHHHHHHH

ERRPLVEARY
pcEVNLEI RS
EHVPQLIAGS
AEGRRMEPQL
LG SSMIWF
LG SSMAVEC
KKTLDPYFTS
RPKLDAYFKV
RVRLNGYFEL
AHPHDTI WRA

PDAQECEVKM

PAAGPATIVKL
AFYEDPEPRY
EGAE- LVPHF
EGQE- FVPKF

HHHHHHHHHH

MGVAKAVENS
MG AKTI ELS
MG AKTIELS
MsQrEYWKH
TDI MVHWSCH
TQFLOHWSLR
MENFNKKSDC
MEGLK- DOk-

MEKLK- DKE
ANSSM - NDP
Assvo - ENR
MGELO - EER
RETI TELSNS
RSVLQDLNVHT
RAVLEELNMHM

comparando a regido do dominio HEAT dos homoélogos ao fator eIF4G

identificados em T. brucei, T. cruzi e L. major. O alinhamento mostra regides de conservacdo entre as
seqliéncias dos 3 organismos, com destaque para as regides indicativas das repeticoes HEAT (1-5, A e B). Os
principais residuos de aminodacidos conservados envolvidos na ligacdo ao eIF4A estdo indicados por setas duplas,
enquanto que os asteriscos evidenciam os residuos conservados, mas que nao estdo envolvidos na ligacdao ao

elF4A.
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Figura 2. Alinhamento miultiplo comparando as seqiiéncias dos homoélogos ThEIF4G3 e ThbEIF4G4 com
seus ortélogos de T. cruzi e L. major. Presenca do motivo FSLXXXX na porcao N-terminal (setas simples),
sugerido como possivel sitio de ligacdo a subunidade eIF4E. A regido de conservacdo indicada pelos asteriscos é
referente ao dominio HEAT, comum aos 5 homologos identificados. O outro possivel dominio MA3, presente
apenas no TbEIF4G3 e THEIF4G4 e seus ortdlogos em T. cruzi e L. major estd destacado na caixa em preto,
caracterizando outra regido conservada, presente apenas nas seqliéncias desses homdlogos. Por fim, destaque
também para os residuos de triptofano encontrados na regido C-terminal, como possiveis constituintes de um

dominio W2 (setas dubplas).
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fluorescéncia transmissao sobreposicdo

S

TDEIF4G3-EYFP

TbEIFAG4-EYFP

TbEIF4G5-EYFP

Figura 3: Localizagdao celular dos homodlogos ThEIF4G3-5 por fluorescéncia
direta. Células transfectadas de T. brucei superexpressando TbEIF4G3-EYFP,
TbEIF4G4-EYFP e TbEIF4G5-EYFP, indicando a localizagdo citoplasmatica das trés
proteinas. A porcao de cada célula sem deteccdo de fluorescéncia corresponde ao

nucleo, o que pode ser melhor evidenciado na sobreposicdao das imagens.
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Figura 4: Proteinas TBEIF4G3-5 recombinantes. Gel SDS-PAGE 15%, mostrando
aliquotas das proteinas recombinantes ThEIF4G3-5, em extrato total de E. coli e apds

purificacdo. O marcador utilizado foi o LMW-SDS marker (GE Healthcare).
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Figura 5: Reconhecimento dos anticorpos anti-TbEIF4G3-5. Ensaios de Western

blot foram realizados utilizando diluigdes tanto das proteinas recombinantes quanto de

extratos protéicos de T. brucei na sua fase prociclica. As concentragdes de proteinas

utilizadas variaram de acordo com a capacidade de reconhecimento dos anticorpos. Ja

a diluicdo dos extratos permaneceu a mesma para as trés proteinas estudadas. (A)
anti-TbEIF4G3, (B) anti-TbEIF4G4 e (C) anti-TbEIF4G5.
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Figura 6. RNAi do TBEIF4G3. (A) Curva de crescimento de T. brucei mostrando a

rapida diminuicdo da densidade celular na cultura induzida quando comparada ao

controle. (B) A anadlise através de Western-blot mostrou que aparentemente nao

houve reducdo dos niveis protéicos do ThEIF4G3, mesmo apos indugdo de RNAi. A

proteina TbEIF4AI foi utilizada como controle da concentragdo dos extratos protéicos

de T. brucei utilizados, visto que sua expressao ja foi descrita como constante durante

a curva de crescimento do parasita [22].
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Figura 7. RNAi do ThEIF4G4. (A) Curva de crescimento de T. brucei, onde se pode

visualizar a parada no crescimento celular na cultura induzida a partir do 3° dia de

adicdo de tetraciclina e morte celular a partir do 5° dia. (B) A analise através de

Western-blot confirmou a deplecdo da proteina ThEIF4G4 depois do 2° dia da curva. A

mesma membrana foi tratada também com anti-ThEIF4G3, onde se pode verificar que

sua expressdo ndo foi alterada pelo RNAi do TbhEIF4G4. A proteina TbHEIF4AI foi

utilizada como controle da densidade celular.
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e B)

Figura 8. Efeito do RNAi do ThEIF4G4 na morfologia de T. brucei. As células
expressando TbEIF4G4-dsRNAs apresentaram mudanca na morfologia a partir do 3°
dia de indugdo por tetraciclina. (A) Células de T. brucei apresentando formas
arredondadas (setas). (B) Outra imagem da mesma cultura, onde uma célula de

morfologia alterada (seta) pode ser comparada a uma célula normal.
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Figura 9. RNAi do TBEIF4G5. (A) Curva de crescimento de T. brucei, onde se pode
visualizar a diminuicdo da densidade celular da cultura induzida a partir do 4° dia de
inducdo e declinio da curva a partir do 7° dia. (B) A anadlise através de Western blot
mostra a deplecdo da proteina ThEIF4G5 ja no 1° dia apos inducdo da interferéncia de
RNA. A proteina ThEIF4AI foi utilizada como controle.
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6. CONCLUSOES

o As proteinas ThbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 apresentam localizagao
citoplasmatica e por isso ndao devem desempenhar nenhuma fungao

nuclear nos parasitas;

» Os homologos ThEIF4G3-5 se mostraram essenciais a viabilidade de T.
brucei, mas as culturas induzidas apresentaram perfis de sobrevivéncia

diferenciados apds a inducdo da interferéncia de RNA;

« A morte celular rapida apresentada apds inducdao do RNAi do
TbEIF4AG3 e TbEIF4G4 é indicativa que essas proteinas desempenham

um papel importante no metabolismo de T. brucei;
e A expressao do TbEIF4G4 é importante para a integridade da

morfologia

de T. brucei.
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7. ABSTRACT

In higher eukaryotes, protein synthesis starts with the binding of the
translation initiation complex eIF4F to the mRNA. This complex (formed
by the eIF4A, elF4E and eIF4G subunits) allows the recognition of the
MRNA by the 40S ribosomal subunit and the initiation of translation.
The eIF4G subunit is a large scaffolding protein that is responsible for
the correct assembly of the eIF4F complex. So far little is known about
translation initiation in trypanosomatids. To investigate this process, we
have identified multiple homologues for each eIF4F subunit within the
Leishmania major genome. Five homologues for the eIF4G factor were
identified and their sequences showed different degrees of similarity to
vertebrate factors. Nevertheless they were all conserved in
Trypanosoma brucei and T. cruzi. So far, these homologues, named
LmEIF4G1-5, have been studied by several approaches, including
expression analyses during the L. major life cycle and pull down assays.
In order to supplement in vitro data, we used the T. brucei orthologues
TbEIF4G3-5 to perform in vivo analysis. The genes were amplified and
cloned into different plasmids vectors, allowing protein expression in
Escherichia coli, antibody production, RNA interference and subcellular
localization through the detection of fluorescent fusion proteins. The
RNA interference of the three homologues showed that they are
essential for cellular viability but each one presented different growth
curves after RNAIi induction. Cells expressing TbEIF4G4-dsRNAs also
exhibited reduction of mobility and change in morphology before
parasite death. The TbEIF4G3-5 antibodies were used in western blots
assays to verify protein depletion after RNAi. The cellular localization of

the three proteins confirmed their presence in cytoplasm of T. brucei.

Keywords: trypanosomatids, eIF4G and translation initiation.
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8. ANEXOS

8.1 Instrucoes para Autores

REViSTA: Molecular and Biochemical Parasitology

Guide for Authors

Submission of a paper to Molecular and Biochemical Parasitology, including a
revised version, implies the transfer of copyright from the author(s) to the
publisher and therefore that the corresponding author has obtained the
approval of all other authors to the text and that it does not contain
information previously published (except as a meeting abstract or by
submission of sequence data to an electronic database) and is not under
consideration for publication elsewhere. Publication in Molecular and
Biochemical Parasitology is taken to imply the authors' willingness to comply
with reasonable requests to supply reagents such as recombinant clones and
monoclonal antibodies, and sequence data in electronic form to persons lacking

access to computer databases.

Manuscripts returned for revision should be returned to the editor within 3
months. Papers accepted for publication should be as concise as possible and
should be no longer than 14 printed pages. In exceptional cases the editors will
consider longer papers (never exceeding 20 printed pages) if the authors of
such complex papers show to the satisfaction of the editors that the limitation
in length would result in subdivision of the material into several papers and
hence in an increase in the total number of pages necessary for the
presentation of the work.

Online Submission Submission to this journal is now totally online. Please use

the following guidelines to prepare your article. Via the online submission page
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of this journal (=» http://ees.elsevier.com/molbio/) you will be guided stepwise

through the creation and uploading of the various files. The system
automatically converts source files to a single Adobe Acrobat PDF version of
the article, which is used in the peer review process. Please note that even
though manuscript source files are converted to PDF at submission for the
review process, these source files are needed for further processing after
acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and request for revision, takes place by email and via the author's homepage,

removing the need for a hard-copy paper trail.

The above represents a brief outline of this form of submission. It can be
advantageous to print this "guide for authors" from the site (=+

http://authors.elsevier.com/) for reference in the subsequent stages of article

preparation.

Authors' rights

As an author you (or your employer) may do the following:

- make copies (print or electronic of the article for your own personal use,

including for your own classroom teaching use

- make copies and distribute such copies (including through email) of the
article to research colleagues, for the personal use by such colleagues(but not
commercially or systematiccally, e.g., via an email list or list servier)

- post a pre-print version of the article on Internet websites including electronic
pre-print servers, and to retain indefinitely such versions on such servers or

sites

- post a revised version of the final text of the article (to reflect changes made
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in the peer review and editing process) on your personal or institutional

website or server, with a link to the journal homepage on www.elsevier.com

- present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the

article to delegates attending such a meeting

- for your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of
your employment, your employer may use all or part of the information in the

article for other intra-company use (e.g., training)

- retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure

described in the article

- include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that

this is not to be published commercially)

- use the article or any part thereof in a printed compilation of your works,
such as collected writings or lecture notes (subsequent to publication of your

article in the journal)

- prepare other derivative works, to extend the article into book-length form,
or to otherwise re-use portions or excerpts in other works, with full

acknowledgement of its original publication in the journal.

Protein and Nucleic Acid Sequences. Novel nucleotide or protein sequence data
must be deposited in the GenBank™, EMBL or DDBJ databases and an
accession number obtained before the paper can be accepted for publication.
Submission to any one of the collaborating databanks is sufficient to ensure
entry in all. The accession number should be included as a footnote on the title
page of the manuscript:

'Note: Nucleotide sequence data reported in this paper are available in the
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GenBank™, EMBL and DDBJ databases under the accession number(s)----'. If
requested the database will withhold release of data until publication. The
usual method for submitting sequence data is by World Wide Web to either
GenBank™ (via Banklt: =shttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt/), EMBL (via
Webln: =+http://www.ebi.ac.uk/subs/allsubs.html) or to DDBJ (via SAKURA: =+

http://sakura.ddbj.nig.ac.jp/). Special types of submissions such, as genomes,

bulk submissions, segmented sets, and population/phylogenetic/mutation
studies, can be more easily prepared with the Sequin programme (available
from the above Web sites). Files generated by the Sequin programme may be

sent via e-mail to GenBank™ (submissions: e-mail:gb-sub@ncbi.nlm.nih.gov;

enquiries: e-mail: info@ncbi.nlm.nih.gov, EMBL (submissions: e-mail:

datasubs@ebi.ac.uk; enquiries: e-mail: datalib@ebi.ac.uk) or DDBJ

(submissions: e-mail: ddbjsub@ddbj.nig.ac.jp; enquiries: e-mail: sakura-

admin@ddbj.nig.jp). Submitters without Web or e-mail access should write to

one of the following addresses to obtain a hard copy submission form
(GenBank Submissions, National Center for Biotechnology Information,

National Library of Medicine, 8600 Rockville Pike, Building 38A, Room 8N-805,
Bethesda, MD 20894, USA. EMBL Nucleotide Sequence Submissions, European
Bioinformatics Institute, Hinxton Hall, Hinxton, Cambridge, CB10 1SD, UK. DNA
Data Bank of Japan, Center for Information Biology, National Institute of
Genetics, Mishima, Shizuoka 411-8540, Japan). Authors are encouraged by the

databases to update their entries as the need arises.

DNA sequences and GenBank Accession numbers

Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their running text and
footnotes. Gene accession humbers refer to genes or DNA sequences about
which further information can be found in the databases at the National Center
for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier
authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited

in their papers via links to these sources, should type this information in the
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following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type
the accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number
should always be capitalised. (See Example 1 below). This combination of
letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognize the relevant

texts as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example 1: "Note:GenBank accession nos. AI631510 , AI631511 , AI632198 ,
and BF223228) , a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank
accession no. BE675048 ), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no.
AA361117 )".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An

error in a letter or number can result in a dead link.

In the final version of the printed article , the accession number text will not

appear bold or underlined (see Example 2 below).

Example 2: "Note:GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198,
and BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank
accession no. BE675048), and a T-cell ymphoma (GenBank accession no.
AA361117)".

In the final version of the electronic copy , the accession number text will be
linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go

directly to that source from the article (see Example 3 below).
Example 3: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and

BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank

accession no. BE675048), and a T-cell ymphoma (GenBank accession no.
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AA361117)".

Manuscripts Manuscripts should be in English on numbered pages with double-
spaced typing throughout (including tables, legends and reference lists) on one
side of the paper only with margins of a least 3cm all round. They should be
divided into: (1) title page - include a succinct title (which should not normally
exceed 100 characters and should not contain any subtitles or abbreviations),
the names of all authors, including a given name for each, the institutions with
city, state and country where the work was performed, the name and complete
address (including telephone, telefax and e-mail) of the corresponding author,
a list of abbreviations and a list of addresses of authors who have moved from
the institutions where the work was performed. (2) abstract - maximum 250
words, (3) keywords (3-6 indexing terms), (4)introduction, (5) materials and
methods, (6) results, (7) discussion, (8) acknowledgements (grant support and
technical support to be listed here), (9) references, (10) tables and (11) figure
legends. A recent issue of the journal should be consulted for details. In the
interests of clarity and brevity, it may sometimes be advantageous to combine
the results and discussion into a single section. Everyone makes minor
modifications to standard methods. Do not describe standard materials and
methods or modifications unless they have significant and demonstrable utility.
Do not duplicate descriptions of methodology in the figure legends. Generic
and species names should be typed out in full the first time mentioned - in the
title, the summary and the text - and thereafter the generic name should be
abbreviated. Words or letters to be printed in italics should either be in italics

or underlined. The metric system should be used throughout.

Short communications These are intended for the publication of brief definitive
reports, primarily to complete DNA sequence data, methods, biochemical or
immunochemical data, that do not merit a full-length publication. Short
communications are no more than four pages long including everything, with

maximally two figures, one table and a maximum of 20 references . A single

84



MOURA, D.M.N. 2007 Utilizacdo de abordagens moleculares in vivo...

page contains about 900 words. Only the salient points of a long DNA sequence
should be published, as the whole sequence will be available for a computer
database. The title, authorship and affiliations will be in the standard format of
the journal. The text should not be sectioned, except for references. Essential
experimental details may be incorporated into a figure legend. To facilitate
rapid publication, authors will be expected to supply high-quality copy and
expedite any necessary revisions, although decisions will normally be yes or

no, based on the quality and appropriateness of the initial submission.

Minireviews. Minireviews are by invitation only. Potential topics of general
current interest should be submitted to the senior editor for consideration.
Reviews should be short, current, specific and potentially provocative. They
should provide a balanced synthesis from the available data rather than a
comprehensive regurgitation of the literature. If possible, they should provide
new concepts and ideas extending across different parasite systems. Reviews
are restricted to about 4000 words, at most three display items including
figures and tables and a list of references of not more than 50. The text can be
divided into simple subsections with a succinct abstract. Minireviews will
undergo the established review process at MBP, and will be published by an

accelerated schedule if accepted.

References In the text, references should be nhumbered singly in square
brackets in order of their citation, e.g. [2,3,5-7]. In thelist, references should
be numbered in the order of citation in the text, not in alphabetical order.
Unpublished data, personal communications and papers in preparation or
'submitted' should not be listed in the references (but may be incorporated at
the appropriate place in the text); work 'in press' may be listed only if it has
been accepted for publication. Personal communications must be accompanied
by a letter from the named person(s) giving permission to quote such
information. Abstracts (whether published or not), theses and similar material

are not to be quoted in the list. If necessary, they can be referred to in the text
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in parentheses. Periodicals [1], books [2] and edited books [3] should accord

with the following examples:

[1] Furuya T, Zhong L, Meyer-Fernandes JR, Lu H, Moreno SNJ], Docampo R.
Ecto-protein tyrosine phosphatase activity in Trypanosoma cruzi infective
stages. Mol Biochem Parasitol 1988;92:339-48.

[2] Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular Cloning: a Laboratory
Manual. 2nd ed. Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press
1989.

[3] Borst P, Bitter W, Blundell PA, et al. The expression sites for variant surface
glycoproteins of Trypanosoma brucei. In: Hide G, Mottram JC, Coombs GH,
Holmes PH, editors. Trypanosomiasis and Leishmaniasis: Biology and Control.
Oxford: CAB International, 1997;7:109-31.

Abbreviations ofjournal titles should conform to those adopted by the List of
Serial Title Word abbreviations, ISDS International Centre, 20, rue
Bachaumont, 75002 Paris, France (ISBN 2-904938-02-8).

Tables Each table should be typed double-spaced on a separate sheet and have
a short descriptive title. A legend may be placed under table. Footnotes should

be identified in the table by a, b, ¢, etc.

Figures Figures must be in a form and condition suitable for high quality
reproduction. Lettering should be clear and of adequate size to be legible after
reduction. Consider the printed page and column proportions when preparing
figures. If figures are not to be reduced their format should not exceed 16 x 20
cm. Multiple panels of a single figure must be mounted together. Each DNA
sequence figure must fit on a single sheet of paper. Place numbering at one

end of each line, not on separate lines, and avoid excessive line spacing.
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Consider placing nucleotide and protein data in separate panels, using single-
letter amino acid abbreviations for the protein sequence and grouping
nucleotides either continuously or in blocks of ten separated by one space (90
to 120 nt per line). Over 10 000 bp can legibly fit on each journal page in this
format (see, e.g., Mol. Biochem. Parasitol. 95:141-146). Preferably use a sans-
serif font. Upper case is standard, except that introns or other features can be
usefully distinguished by lower case. Provide sharp laser-printer or imagesetter
copy. Nucleotide sequences of long coding regions, where the amino acid
sequence is the primary feature, and long DNA sequences, may, at the editor's
discretion, be omitted from the printed paper. They can be obtained from
electronic databases or from the authors. Half-tone illustrations may be
included. They should be submitted as black-and-white prints on glossy paper
and have as much contrast as possible. A scale should appear on
photomicrographs. Colour plates will be published free of charge if colour
contributes to the understanding of the information. In all other cases, the
author should be prepared to pay the extra costs of 635 EUR for the first page
and 318 EUR for following pages of colour. Figures legends should be typed
double spaced at the end of the text, not on the figures. Figures should be
checked extremely carefully, particularly after revisions. No changes to figures

will be possible after acceptance of the manuscript.

Detailed instructions Abbreviations, symbols, chemical and biochemical
nomenclature, etc., should follow the recommendations given in the Journal of
Biological Chemistry (Vol. 272, pp. 28165-28170; =shttp://www.jbc.org). Avoid

abbreviations which are not in common use across the field of molecular and

biochemical parasitology. Those used should be defined in the text on first
usage and listed as a footnote on the title page. Do not introduce abbreviations

unless they are used at least 4 times.

Genetic nomenclature for Trypanosoma and Leishmania should follow the

guidelines proposed by Clayton et al (1998), Mol Biochem Parasitol
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1998;97:221-224 (=
http://www.elsevier.nl/cas/tree/store/molbio/free/1998/97/1-2/3178.pdf).

Author enquiries For enquiries relating to the submission of articles please visit

Elsevier's Author Gateway at emshttp://authors.elsevier.com The Author

Gateway also provides the facility to track accepted articles and set up email
alerts to inform you of when an article's status has changed, as well as detailed
artwork guidelines, copyright information, frequently asked questions and

more.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially
those related to proofs, are provided after registration of an article for

publication.

ProofreadingOne set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding Author. (If we do not have an e-mail address then paper proofs
will be sent by post). Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated;
for this you will need to download Adobe Reader version 7 available free from

mhttp://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on

how to annotate PDF files will accompany the proofs. If you do not wish to use
the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to
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