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Resumo

Os tripanossomatideos séo parasitas flagelados causadores de diversas
doencas humanas e que apresentam algumas caracteristicas moleculares bem
distintas. Nestes organismos, o0 controle da sua expressdo génica é quase
exclusivamente pos-transcricional e dados obtidos até 0 momento sugerem que a
etapa de iniciacdo da traducdo tem um papel importante neste controle. Durante a
iniciacdo da traducdo de eucariotos, o complexo trimérico elF4F (formado pelas
subunidades elF4A, elF4AG e elF4E) tem uma participacdo importante no
reconhecimento do mRNA, facilitando o recrutamento ribossomal para iniciar a
sintese proteica. Multiplos homélogos das subunidades do complexo elF4F foram
identificados em tripanossomatideos, mas ndo foi possivel elucidar a funcéo
especifica de cada um deles. Desta forma, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de um ensaio in vivo para a avaliacdo do efeito da
superexpressdo desses homoélogos de Trypanosoma brucei na traducdo de um
MRNA reporter, o qual codifica a proteina GFP (green fluorescent protein). Trés
linhagens reporter foram obtidas (4212, 4213 e 4235) e sete homologos das
subunidades do complexo elF4F e um de PABP foram testados nestas linhagens.
A analise da superexpressao foi feita através de ensaios de Western blot, seus
perfis de crescimento foram avaliados por curvas de crescimento e a expressao
de GFP foi avaliada através de citometria de fluxo. Os resultados apresentados
mostram que as linhagens reporter 4213 e 4235 séo viaveis para serem utilizadas
na caracterizacado das proteinas envolvidas no controle da expressdo génica de
tripanossomatideos. Foi observado que as proteinas EIF4E1 e EIF4E2 provocam
diminuicdo do crescimento, enquanto a superexpressdo de EIF4AE3, EIF4EA4,
EIF4E4w279a, EIFAG3, EIF4AG4 e PABP1 nado alteram o crescimento celular dos
parasitas. Apesar da deteccdo de variagbes na expressao de GFP durante a
superexpressao de alguns dos homodlogos testados, ndo foi possivel, contudo,
confirmar que estas proteinas aumentam ou diminuem a tradugdo. Ensaios
complementares ainda precisam ser feitos para confirmar a real funcéo destes.

Palavras-chave: GFP; elF4F; tripanossomatideos; mRNA reporter.



Abstract

The trypanosomatids are flagellated parasites responsible for several human
diseases and which display unique molecular characteristics. Control of gene
expression in these organisms is almost exclusively post-transcriptional and the
data generated so far suggest that the initiation stage of translation plays an
important role in this control. During translation initiation in eukaryotes, the trimeric
complex elF4F (formed by the elF4A elF4G and elF4E subunits) has a relevant
role in mRNA recognition and facilitates ribosomal recruitment to start the protein
synthesis. Multiples homologues for the elF4F subunits have been identified in
trypanosomes, but it has not been possible to elucidate their specific functions.
Thus, this study aimed to develop an in vivo assay to evaluate the effect of the
overexpression of these Trypanosoma brucei homologues during the translation of
a reporter mRNA encoding for the green fluorescent protein (GFP). Three reporter
strains were generated (4212, 4213 and 4235) in which seven homologues of
elF4AF subunits and one of their PABP partner were overexpressed. Confirmation
of overexpression was carried out by Western blot assays, growth profiles were
evaluated by cell counting and GFP expression was assessed by flow cytometry.
The results generated show that the reporter lines 4213 and 4235 are feasible for
use in the characterization of proteins involved in the control of trypanosomatids
gene expression. Overexpression of EIF4E1 and EIF4E2 was seen to induce a
reduction in cell growth, while EIF4E3, EIF4E4, EIF4E4 w2794, EIFAG3, EIF4G4 and
PABP1 did not interfere with growh. Despite the detection of variations in GFP
expression during overexpression of some of the homologues tested it was not
possible to confirm if these proteins increase or decrease translation.
Complementary assays still need to be done to confirm the true function of these
factors.

Key words: GFP; elF4F; trypanosomatids; mRNA report.
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1. Introducéo

Doencas negligenciadas s&o um grupo de doencgas infecciosas associadas
a condicdes de pobreza, verificadas, em sua grande maioria, nos paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Varias destas doencas sdo causadas
por protozoarios membros da familia Trypanosomatidae, representados
principalmente pelos géneros Leishmania, causador das diversas formas de
leishmaniose, e Trypanosoma, causador de doengas como a doenca de Chagas e
doenca do sono, tendo como agentes etioldgicos o T. cruzi e T. brucei,
respectivamente. O tratamento medicamentoso dessas doencas tem diversas
desvantagens como, por exemplo, alto custo, grau de toxicidade elevado, grande
incidéncia de resisténcia (requerendo a administragdo de altas doses), além de
problemas logisticos. Por esta razéo, a pesquisa de novos alvos farmacoldgicos e
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas mais eficazes e especificas
se faz necessario.

Além da sua importancia médica e veterinaria, os tripanossomatideos sao
organismos que se destacam por apresentarem varias peculiaridades em relagéo
a sua biologia celular e molecular. O processamento dos MRNAS nos
tripanossomatideos difere do encontrado na maioria dos eucariotos porque 0s
genes se encontram organizados em tandem, formando grandes blocos que séo
transcritos em uma longa fita de RNA policistronico. Os RNAs sdo posteriormente
processados por um mecanismo denominado tras-splicing, onde o pré-RNA
policistrénico é clivado em varios mRNAs monocistrénicos. Este mecanismo
também adiciona uma sequéncia denominada spliced leader ao inicio do mMRNA e

a poliadenilacdo da extremidade 3’ € um processo que ocorre simultaneamente a



esta etapa. Esses fatos indicam que a regulagdo da expressdo génica nestes
organismos ocorre no nivel pds-transcricional.

O inicio da tradugdo em eucariotos € um processo complexo e bastante
regulado, com um papel importante em eventos de regulacdo pds-transcricional
da expressdo génica e que envolve varios fatores de iniciagdo (elFs). E através
deste processo que o ribossomo 80S € posicionado corretamente no codon
iniciador AUG do mRNA. Dentre os varios elFs, o complexo elF4F se destaca por
seu papel crucial no reconhecimento e circularizacdo do mRNA. Este complexo &
formado por trés subunidades denominadas elF4A (RNA helicase), elF4E (ligante
ao cap) e o elF4G (proteina estruturadora do complexo).

Multiplos homadlogos das diferentes subunidades do complexo elF4F foram
identificados em tripanossomatideos. Trabalhos anteriores ajudaram na
caracterizacao inicial de varios destes homologos, mas ainda nao foi possivel
elucidar de forma clara a funcéo especifica e/ou 0 modo de acdo de cada um
deles. Um destes trabalhos, tentou classifica-los como estimuladores ou inibidores
da traducéo, utilizando para tal propdsito uma linhagem de T. brucei expressando
o MRNA da enzima luciferase como reporter traducional. Porém, devido as
caracteristicas dos vetores plasmidiais utilizados, a expressdo do repoérter nesta
linhagem tornou-se bastante instavel, com niveis de expressao irregulares de
luciferase, ndo sendo possivel avaliar a funcdo dos homologos neste sistema. A
disponibilidade de uma nova geracao de vetores para transfecgcéo e de linhagens
de T. brucei de mais fécil cultivo e manipulagéo, entretanto, nos fez propor o
desenvolvimento de um novo sistema repoérter baseado na expressado da proteina
GFP, mais eficiente e estavel, que auxiliasse no estudo de proteinas envolvidas

na iniciagéo da traducdo desses parasitas.



2. Revisao da Literatura

2.1 Tripanossomatideos

A familia Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida) compreende varios
parasitas protozoarios flagelados, digenéticos e unicelulares, responsaveis por
diversas doencas infecciosas humanas em popula¢des de baixa renda dos paises
menos desenvolvidos. As parasitoses humanas mais comuns causadas por
espécies desta familia incluem: a Tripanossomiase Africana Humana (HAT) ou
Doenca do sono, causada por duas subespécies do género Trypanosoma
(Trypanosoma brucei rhodesiensis e Trypanosoma brucei gambiensis); a Doenca
de Chagas, causada pela infeccdo com o parasita Trypanosoma cruzi; e também
as leishmanioses, causadas pelas diferentes espécies do género Leishmania.
Estas enfermidades sé&o consideradas algumas das doencas negligenciadas mais
prejudiciais atualmente, segundo a OMS (OMS, 2014; Stuart et al.,2008).

Treze (géneros de protozoarios estdo agrupados na familia
Trypanosomatidae (Leishmania, Trypanosoma, Endotrypanum, Herpetomonas,
Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Strigomonas, Angomonas, Sergeia,
Wallaceina, Blechomonas e Phytomonas). A sua principal caracteristica é a
presenca de uma mitocondria Unica e ramificada que percorre todo corpo celular,
denominada cinetoplasto (Figura 1). Além disto, estes parasitas podem possuir
ciclo de vida heteroxénico, ou seja, necessitam de dois ou mais hospedeiros para
completar seu ciclo evolutivo; ou monoxénicos, quando desenvolvem todo o seu
ciclo de vida em apenas um hospedeiro. Entre seus hospedeiros encontram-se

plantas, insetos, peixes, répteis e mamiferos (Lukes et al., 2014).



Filamanio paraflagais

Figura 1: Representacdo esquematica da morfologia dos tripanossomatideos. A figura
mostra a localizac¢éo das principais estruturas celulares dos tripanossomatideos. Fonte: DoCampo
et al., 2005

2.2 Trypanosoma brucei e a Tripanossomiase Africana

A Tripanossomiase Africana € uma infeccdo parasitaria causada pelo T.
brucei. Esta doenca é transmitida aos humanos e animais por mais de 20
espécies e subespécies da mosca tsé-tsé (género Glossina) (Figura 2) em paises
da Africa Subsaariana. Os parasitas podem ser transmitidos aos humanos e
animais durante o repasto sanguineo do vetor infectado (Cecchi et al., 2015;

Lejon et al., 2013).



Figura 2. Mosca tsé-tsé (Glossina), vetor transmissor da Tripanossomiase Africana. A figura
mostra a mosca durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado. Fonte: CDC, 2012.
(http://www.cdc.gov/parasites/sleepingsickness/epi.html)

Taxonomicamente, a espécie T. brucei pode ser subdividida em trés
subespécies: T.b. brucei (Tbb), T.b. gambiense (Tbg), e T.b. rhodesiense (Thbr).
Estas trés subespécies sdo morfologicamente indistinguiveis e sao classificadas
de acordo com o hospedeiro, o tipo de doencga que causam e sua distribuicdo
geografica. Thr e Tbhg causam as formas aguda e crbénica da tripanossomiase
Africana humana, respectivamente. A subespécie Tbb ndo infecta humanos,
sendo causadora da tripanossomiase africana em uma ampla variedade de
animais domésticos, doenca também conhecida como Nagana (Echodu et
al.,2015).

Thbr e Thg causam distlrbios patologicos distintos e apesar de ambas
estarem incluidas no termo geral de HAT, tém de ser consideradas como duas
doencas distintas, com diferentes padrfes clinicos e epidemioldgicos. A infecgcédo
pelo T. b. gambiense é encontrada na Africa ocidental e central, e geralmente
causa a HAT crbnica. E uma doenca antropomorfica, com poucos reservatorios
animais, sendo responsavel por 98% dos casos reportados de HAT na Ultima

década (WHO, 2014). T. b. rhodesiense é encontrado na Africa oriental e austral.


http://www.cdc.gov/parasites/sleepingsickness/epi.html

Ele € menos adaptado aos seres humanos e causa uma doenca aguda e que
progride rapidamente, conhecida como HAT aguda (Brun et al.,2010). E uma
doenca zoonotica, afetando principalmente animais (gado e animais selvagens),
com os seres humanos sendo acidentalmente infectados. A HAT causada por T.b.
rhodesiense tem grande potencial epidémico em humanos, tendo sido

responsavel por grandes surtos no passado (Hide, 1999; Fevre et al.,2004).

2.2.1 Aspectos clinicos

A HAT evolui clinicamente em duas etapas. Inicialmente, ha o estagio
hemolinfatico, onde parasitas multiplicam-se no sistema linfatico e na corrente
sanguinea. Ap6s um periodo variavel, que € muito menor na HAT aguda do que
na HAT crdnica, inicia-se a segunda fase quando os tripanossomas atravessam a
barreira hemato-encefalica e invadem o sistema nervoso central (fase
meningoencefélica). Esta fase €é acompanhada por danos neuroldgicos
progressivos e é geralmente fatal se deixada sem tratamento, uma vez que 0s
doentes progridem gradualmente para o coma, faléncia de oOrgdos e
eventualmente morte (Jamonneau et al.,2012).

A apresentacdo clinica da HAT pode variar nas duas formas da doenca,
porém os sinais e sintomas sao geralmente os mesmos para ambas, diferindo em
termos de frequéncia, gravidade, e aparéncia cinética. Na HAT aguda, a doenca
geralmente progride até a morte dentro de 6 meses. J& na HAT crbnica, a
enfermidade tem um curso progressivo com duracdo média de trés anos (Odiit et

al., 1997; Checchi et al., 2008).



Os sinais e 0s sintomas clinicos séo inespecificos em ambas as formas da
HAT, e podem variar entre individuos. Febre intermitente, dor de cabeca, prurido
e outros problemas dermatolégicos, linfadenopatias, fraqueza, astenia, anemia,
distirbios cardiacos, disturbios enddcrinos, dores muasculo-esqueléticas e
hepatoesplenomegalia sdo os principais sinais e sintomas da primeira fase. Os
sinais e sintomas neuropsiquiatricos, incluindo distarbios do sono, séo
caracteristicos da segunda fase da doenca. No entanto, a maioria dos sintomas
de ambas as fases se sobrepdem, tornando o diagnostico e a distincdo entre as
fases, feita com base em caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da doenca

(Sahlas et al., 2002; Simarro et al., 2012).

2.2.2 Ciclo de vida

A infeccdo pelo T. brucei no hospedeiro mamifero € iniciada quando formas
tripomastigotas metaciclicas sédo inoculadas pela mosca tsé-tsé infectada no
hospedeiro vertebrado. Uma vez na corrente sanguinea estes parasitas se
desenvolvem em tripomastigotas sanguineas do tipo alongadas (slender forms),
que irdo se multiplicar na corrente sanguinea e estabelecer a infeccdo. A medida
gue o numero de parasitas aumenta, o fator de inducao Stumpy (SIF), promove a
parada da divisdo celular e a geracdo de formas mais curtas e espessas (stumpy
forms). Essas células sdo ingeridas pelas moscas tsé-tsé, e migram para o
intestino do inseto, onde se transformam em formas tripomastigotas prociclicas

(Figura 3) (Fenn e Matthews, 2007; Hammarton et al.,2003).
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Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma brucei. A ilustracdo mostra a presenca de diferentes
formas celulares durante a transicdo entre hospedeiro vertebrado e invertebrado. Adaptado de:
Stuart et al.,2008.

2.2.3 Epidemiologia e tratamento

Atualmente a HAT é endémica em algumas regifes da Africa Subsaariana,
abrangendo em torno de 36 paises, com cerca de 70 milhdes de pessoas em
situacéo de risco de contrair a doenga, e com numero total de casos estimados
em 300 mil (Figura 4) (WHO, 2013). Ela continua sendo um dos obstaculos mais

sérios ao desenvolvimento econdmico na Africa Subsaariana, afetando a saude



das pessoas, bem como a atividade pecuéria. No ano de 2013 foram notificados
cerca de 6314 casos de HAT no continente africano, onde destes 98% eram a

forma gambiense (Figura 5) (WHO,2013).
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Figura 4. Namero total de casos de Tripanossomiase Africana Humana, reportados a
Organizacdo Mundial de Saude no periodo de 1940-2013. Fonte: WHO, 2013.
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Figura 5. Distribuicdo geografica dos casos relatados HAT entre os anos de 2000-2009.
Fonte: Simarro et al.,2010.

O maior obstaculo no tratamento de HAT é que ainda ndo ha vacina eficaz
contra ambas as subespécies patogénicas aos humanos. A criacdo de qualquer
tipo de vacina contra tripanossoma é dificil devido a variacdo antigénica e as
constantes mudancas das glicoproteinas variantes de superficie (VSGs- do inglés
variant surface glycoproteins), o que permite que o parasita evite as principais
defesas imunoldgicas. Assim, as Unicas medidas anti-tripanossomiase viaveis

disponiveis sdo quimioterapicas. As drogas disponiveis tém potencial limitado,
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sdo complicadas de se administrar, principalmente durante o segundo estagio da
doenca, e podem causar reacbes adversas severas. Até recentemente, apenas
guatro drogas como tratamentos para a HAT tém sido utilizadas: pentamidina,

suramina, melarsoprol e eflornitina (Tabela 1).

Tabela 1: Cinco quimioterapias atuais contra a Tripanossomiase Africana humana (HAT),

com suas vantagens e desvantagens. Adaptado de: Babokhov et al., 2013

Droga

Pentamidina
(pentamidine
Isethionate)

Mecanismo

Acumula nos
tripanossomas; perturba
processos mitocondriais

Vantagens

Eficaz contra o estagio |
causado pelo
Trypanosoma brucei
gambiense

Desvantagens

Ineficaz contra o
estagioll de T. b.
gambiense e ambas as
fasesdo T. b.
rhodesiense

Suramin” (Bayer
205, Germanin)

Liga-se a enzimas no
glicossomo; perturba a
glicolise

Eficaz contra estagio |
T. b. rhodesiense

Ineficaz contra o
estagio Il causado
pelos T. b. rhodesiense

e gambiense
Melarsoprol Perturba o metabolismo | Eficaz contra as duas Téxico; cerca de 5%
(Mel B) redox do tripanossoma | subespécies em ambas | dos pacientes morrem
e glicélise as fases em resultado da
encefalopatia reativa
pés-tratamento;
resisténcia dos
tripanossoma de 30%
Eflornitina Inibe irreversivelmente a | Eficaz contra o estagio Il | Ineficaz contra ambas
(difluoromethyl- via da ornitina de T. b. gambiense as fasesdo T. b.
ornithine) descarboxilase (ODC); rhodesiense ;
interrupgéo da tratamento é demorado
proliferacédo e
vulnerabilidade ao
ataque oxidativo
NECT Eflornitina inibe a via da | Alta taxa de cura para Potencial de
(nifurtimox— ornitina descarboxilase | ambos os estagios de T. | resisténcia ao
eflornitina (ODC) e nifurtimox b. gambiense; baixo tratamento no campo
tratamento induz ataque oxidativo indice de efeitos
combinado) nos tripanossomas adversos; ndo héa taxa

enfragquecidos

de mortalidade

A utilizacdo destes medicamentos depende do estagio e do patégeno

causador da doenca. A terapia de combinagcdo envolve a droga oral nifurtimox
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(utilizada no tratamento da Doenca de Chagas) e eflornitina, e tem sido 0 mais
recente avanco na pesquisa de farmacos anti-tripanossomiase. Esta terapia,
conhecida como tratamento de combinacéo nifurtimox-eflornitina (NECT), foi
adicionado a lista da Organizacado Mundial da Saude de medicamentos essenciais
em 2009. Desde 2010, NECT tem sido usado para tratar 59% do total de casos
por T. b. gambiense, sendo menos dispendioso e demorado do que a
monoterapia. Porém cada um destes medicamentos tem um namero de
desvantagens no que diz respeito a questbes como toxicidade, resisténcia e
problemas logisticos. Por esta razdo, o estudo dos mecanismos moleculares
destes parasitas pode ser a chave para a identificacdo de novos alvos para
intervencéo terapéuticos mais baratos e eficazes (Barrett et al.,2007; Leprohon et

al., 2011; Worthen et al., 2010).

2.3 Trypanosoma brucei como modelo experimental da familia
Trypanosomatidae

Além do impacto socieconbmico causado pela HAT, o T. brucei é
considerado um organismo modelo da familia Trypanosomatidae e oferece
diversas vantagens como: sistemas faceis de genética reversa, incluindo um
sistema eficiente de RNA de interferéncia (RNAI) e de expressao induzivel de
proteinas recombinantes; sistemas para a genética direta, onde epitopos e tags
sado facilmente integrado em locus endégeno usando um unico passo de PCR

(Lindemann e Kanous, 1997; Morris et al., 2002; Oberholzer et al., 2006).
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2.4 Caracteristicas moleculares dos tripanossomatideos

2.4.1 Organizagéo genOmica e processamento dos mRNAs

Os genomas de tripanossomatideos estdo organizados em grupamentos
génicos policistronicos (PGCs). Esta organizagcdo génica incomum foi observada
pela primeira vez no cromossomo 1 de L. major (Myler et al.,1999), e com a
publicacdo dos genomas completos de L. major (lvens et al.,2005), T. brucei (El-
Sayed et al.,2005) e T. cruzi (Berriman et al.,2005) foi possivel observar que a
maioria dos genes em todos os cromossomos dos tripanossomatideos estdo
organizados em PGCs.

Ao contrario da maior parte dos eucariotos, a transcricdo dos RNAs no
tripanossomatideos € policistrbnica. A maioria dos cromossomos dos
tripanossomatideos contém, pelo menos, dois PGCs que podem ser transcritos na
direcado dos teldmeros ou transcritos para longe dos teldmeros, entretanto estes
blocos génicos ndo necessariamente codificam proteinas funcionalmente
relacionadas. Os mMRNAs maduros sao gerados a partir dos transcritos primarios
por trans-splicing e poliadenilacdo. Trans-splicing é um processo que adiciona
uma sequéncia de 39 nucleotideos, conhecida como spliced leader (SL) ao cap
na porcao terminal 5' dos mRNAs (Figura 6) (Daniels et al., 2010; Kooter e Borst
,1984; Liang et al., 2003).

Todos os genes que fazem parte de um PGC sé&o transcritos no mesmo
nivel, como consequéncia da transcricdo policistrénica. No entanto, os mRNAs de
genes adjacentes podem se mostrar em diferentes concentracfes na célula. Isto
ocorre devido a expressdo dos genes nos tripanossomatideos ser regulada

principalmente no nivel do processamento e da estabilidade do mRNA (Clayton,
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2002; Haile e Papadopoulou, 2007; Wurst et al., 2012). A sintese constitutiva do
transcriptoma e selecdo das mensagens certas apenas no passo da maturagao
provavelmente permite que o parasita mude a expressado dos genes rapidamente

para sobreviver e se adaptar a um novo ambiente (Gomes et al., 2010).

Genes spliced leader
Grupamento policistronico de genes

OO C———

X * Transcricéo

AG AG AG

ol
T t T pre-mRNA
Spliced /
leader

{"‘i“;;""} Trans-splicing e poliadenilagédo

mec L I  AAAAAAA
mc I I  AAAAAAA .
o B . . =
m’G AAAAAAA Traducéo

Proteina

Figura 6. Representacdo simplificada do processamento dos mRNAs em
tripanossomatideos. Os RNAs séo transcritos de forma policistrénica e sofrem o trans-splicing
gue adiciona uma pequena sequéncia chamada de spliced leader (SL), a extremidade 5’'UTR do
RNA policistrénico. A inser¢do da SL é determinada pelos nucleotideos AG (Seta Azul), o sitio
aceptor do SL. A poliadenilacdo adiciona uma sequéncia de adeninas a extremidade 3' UTR, em
uma regido rica em pirimidinas, cerca de 18 a 24 pares de base anteriores ao sitio aceptor do SL
do gene seguinte (Seta rosa). Fonte: Jena Bioscience, 2015.

Outra peculiaridade na regulacdo da expressdao génica em
tripanossomatideos é a escassez de promotores classicos para RNA polimerase Il
(RNA pol 1), o faz com que a regulagédo da sua expressdo génica ndo ocorra no
nivel da iniciacdo da transcricdo, e sim quase que exclusivamente por
mecanismos pos-transcricionais, no processamento ou tradugdo dos mMRNAs
(Bayele, 2009). Os unicos genes codificantes de proteinas reconhecidamente

regulados no nivel transcricional sdo aqueles que codificam as proteinas de

14



superficie de T. brucei, prociclinas e VSGs. Seus respectivos genes sao
transcritos pela RNA pol |, que em outros organismos é usada exclusivamente

para a transcricdo de DNA ribossomal (De Gaudenzi et al., 2011; Clayton, 2014).

2.5 Iniciagcdo datraducdo em eucariotos

A iniciacdo da traducdo é a etapa mais complexa de todo o processo de
sintese de proteinas e aquela mais sujeita a mecanismos de regulacdo, com
impacto direto na expressdo génica nos organismos eucariéticos. Os eventos

durante a iniciagao da traducéo podem ser divididos em:

Etapa 1: Formacao do complexo de pré-iniciagdo 43S

A iniciacdo da traducdo em eucariotos comeca com a formagcao do
complexo de pré-iniciacdo 43S (PIC) contendo a subunidade ribossomal 40S,
fatores de iniciagdo da traducdo individuais (elF1, elF1A, elF3 e elF5) e o
complexo ternario (elF2-GTP-Met-tRNAI), formando um complexo maior que

facilita o carregamento do iniciador metionil-tRNA (tRNAI) para a subunidade 40S.

Etapa 2: Ligacao do complexo 43S ao mRNA e formag&do complexo de
iniciacao 48S.

O complexo de pré-iniciacdo 43S liga-se ao cap na extremidade 5' do
mRNA, com a colaboracdo do complexo elF4F. Este € um complexo
heterotrimérico formado pelas seguintes subunidades: elF4E, também conhecida
como proteina de ligagdo ao cap; elF4A, com fungbes de RNA helicase e
ATPase; e elF4G, responsavel pela interacdo com o elF4E e o elF4A, formando o

complexo de iniciagéo 48S.
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Etapa 3: Movimentacdo do complexo 48S

Nesta etapa, ocorre entdo a movimentagdo do complexo 48S ao longo da
regido 5’ ndo traduzida do mRNA até o cédon AUG. Este sinaliza o inicio da
sequéncia codificante, onde ocorre o pareamento de suas bases com as bases do
anticédon do tRNAI. Nesta etapa, o papel do elF4A é fundamental devido a sua

atividade de helicase, que desfaz as estruturas secundarias do mRNA.

Etapa 4: Dissociagdo do complexo 48S e formacao do complexo 80S.

Por meio da acédo do fator elF5, que desencadeia a hidrélise do GTP-elF2,
ocorre a dissociacao de grande parte dos fatores associados ao complexo 48S,
permitindo que a subunidade ribossomal maior 60S seja recrutada para formacao
do ribossomo 80S, deixando o tRNAI no sitio P ribossomal. Esta Ultima etapa é
mediada pelo elF5B e requer a hidrélise de mais uma molécula de GTP (Figura 7)
(Aitken e Lorsch, 2012; Hinnebusch e Lorsch, 2012; Hinnebusch, 2014; Jackson

et al., 2010; Voigts-Hoffmann et al., 2012).
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Figura 7. Processo de formacdo do complexo de iniciacdo da tradugdo em eucariotos.
Ligagdo do complexo ternario a subunidade 40S ligada aos fatores elF1, elF1A, elF3 e elF5 e
formacéo do complexo pré-iniciagdo 43S.Formagéo do complexo 48S e varredura do mRNA até o
reconhecimento do codon AUG. Hidrolise do GTP por elF5 e elF5B, e formagédo do complexo 80S.
Adaptado de: Bhat et al.,2015.

2.6 O complexo elF4F de iniciagdo da traducao e PABP

O complexo elF4F, um dos vérios fatores de traducdo que auxiliam os
ribossomos durante o processo de iniciacdo da tradugdo, é o principal
responsavel pelo recrutamento da subunidade 40S ribossomal & extremidade 5’
dos mRNAs. Este complexo trimérico é formado pelas subunidades: elF4E,elF4A
e elF4G. A proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP), apesar de nao ser

considerada um fator de iniciacdo da tradugdo classico, tem um papel de
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destaque na iniciacdo da traducdo, através da sua ligagdo ao mRNA e sua

interagcdo com a subunidade elF4G (Figura 8) (Jackson et al., 2010).

Figura 8. Representacdo da ligacdo das subunidades do complexo elF4F (elF4A, elF4E e
elF4G) e PABP aum mRNA maduro. Fonte: Holcik e Sonenberg, 2005.

2.6.1 elF4A

O elF4A é uma RNA helicase ATP-dependente, pertencente a familia
DEAD-box. DEAD-box sdo RNA helicases que contém o dominio DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) ou DExXD/H (Asp-Glu-X-Asp-His). Estas proteinas partilham nove motivos
altamente conservados na sequéncia de aminoacidos e estdo envolvidas em
guase todos os aspectos do metabolismo de RNA, incluindo a transcricéo,
biogénese ribossomal, o splicing de pré-mRNAs, exportacdo, traducdo e a
degradacao do RNAs (Rogers et al., 2001; Jackson et al., 2010).

Existem trés pardlogos do elF4A em mamiferos, denominados de elF4Al,
elF4All e elF4Alll, todos possuindo um elevado grau de similaridade na sua

sequéncia de aminoacidos (Nielsen e Trachsel, 1988). As proteinas elF4Al e
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elF4All sdo citoplasmaticas, contudo, enquanto que o elF4Alll é uma proteina
nuclear. De fato, ja foi demonstrado que o elF4Alll interage mais fracamente com
elF4G quando comparado com seus paralogos (Nielsen e Trachsel, 1988; Li et

al., 1999; Chan et al., 2004).

2.6.2 elF4AE

O fator elF4E tem 25 kDa e apresenta a forma de mao em concha, sendo a
parte concava responsavel pelo reconhecimento e ligacdo ao cap e a parte
convexa, a que interage com o seu parceiro, elF4G. Varios membros da familia
elF4E foram identificados em diversos organismos, tais como: plantas, moscas,
mamiferos, passaros, anfibios, nematodos, peixes e varios protistas (Jagus et al.,
2012). Evolutivamente, um Unico gene elF4E parece ter sido submetido a uma
série de duplicacdes génicas, gerando varias homdélogos de elF4E, sendo pelo
menos um destes homodlogos envolvido com a sintese proteica e os demais
relacionados a outras func¢des (Rhoads, 2009).

Em mamiferos, o elF4E é regulado pela fosforilacdo da serina 209 pelas
qguinases Mnkl1 e Mnk2. Estas interagem com o elF4G, através de seu dominio C-
terminal, que funciona como sitio de ancoragem para as quinases, permitindo que
as mesmas se posicionem proximas ao elF4E. A atividade do elF4E é regulada
também pela acdo das proteinas de ligacdo ao elF4E ou 4E-BPs, as quais
competem com o elF4G pela ligacdo ao elF4E, agindo como inibidores

competitivos de interacao elF4E-elF4G (Joshi et al., 2005; Zinoviev et al., 2011).
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2.6.3 elF4G

O elF4G recruta a subunidade ribossomal menor ao mRNA através de
interacdes com o elF4E e o complexo elF3. Também promove a circularizacdo do
mRNA através da interacdo com a proteina de ligacdo ao poli A, a PABP
(Marintchev et al., 2009).

Em mamiferos, a familia elF4G é composta por trés grandes proteinas
(elF4GI, elF4GIl e p97) que tém papéis criticos na iniciagdo da traducdo cap-
dependente e cap-independente. O elF4G humano possui 1600 aminoécidos,
divididos em trés dominios definidos por padrbes de clivagem por proteases
virais. O segmento N-terminal inclui sitios de ligagdo ao elF4E e PABP; o dominio
central do elF4G (MIF4G) é critico para a montagem do mecanismo de traducéo,
pois abriga o sitio de ligacdo para elF3 e o dominio HEAT, responsavel pela
ligacdo ao elF4A. Outras isoformas do elF4G incluem o dominio MIF4G, porém
ndo possuem o dominio N-terminal, como por exemplo a proteina humana DAP5
de 97 kDa ou a variante do elF4G em Caenorhabditis elegans. Estas proteinas
estdo envolvidas na producdo de genes apoptoticos em condi¢cdes de stress
celular e DAP5 também é necesséaria para manter a sobrevivéncia das células
durante a mitose (Bellsolell et al.,2006; Marash et al., 2008; Marintchev e Wagner,

2004).

2.6.4 A proteina de ligacéo ao poli A (PABP)

Uma das mais importantes modificacbes pds-transcricionais € a
poliadenilagédo, presente em todos os mMRNAs de eucariotos (exceto nos mRNAs
de histonas). A adicdo da cauda poliA na extremidade 3’ do transcrito influencia

no término da transcricao e é determinante para a estabilidade do mRNA. A PABP
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atua como regulador central de destino do mRNA no citoplasma, coordenando a
sua utilizacdo e destruicéo (Brook et al., 2009; Burgess et al., 2010).

A PABP se liga simultaneamente cauda poliA do mRNA e interage com o
complexo de traducdo elF4F, sendo essencial para circularizacdo do mRNA, o
gue aumenta o recrutamento ribossémico e também protege o0 mMRNA de

degradacgéao (Fabian et al., 2010).

2.7 Fatores de iniciacéo da tradugdo em tripanossomatideos

Uma vez que a regulacdo da expressao génica nos tripanossomatideos é
predominantemente pds-transcricional e que a tradugéo pode ter um papel critico
neste processo, alguns trabalhos vém se detendo na caracterizagao funcional de
homdlogos das subunidades do elF4F e da PABP no controle da expresséo

génica de tripanossomatideos.

2.7.1 EIF4A

Até o momento foram descritos dois homélogos de elF4A denominados
EIF4Al e EIF4AIll, porém através de ensaios em T. brucei e em L. major, apenas
o EIF4AI parece ter envolvimento na iniciacdo da traducdo. Em L. major, o EIF4AI
foi capaz de interagir com o dominio HEAT de homologos do fator elF4G (Dhalia
et al., 2005). Em T. brucei, essa proteina apresentou localizacdo citoplasmatica, e
a reducdo no seu nivel intracelular ou a redugcdo de sua atividade de helicase
reduziu drasticamente a sintese proteica. Diferentemente, o homoélogo EIF4Alll
tem localizacdo nuclear e quando depletado por RNAI ou eliminada a sua fungéao

de helicase, ndo leva a diminuigdo imediata no crescimento celular, sugerindo que
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sua funcdo seja outra que ndo de fator da iniciacdo da traducao (Dhalia et al.,

2006).

2.7.2 EIF4AE

As proteinas de ligacdo ao cap de tripanossomatideos sofreram algumas
adaptacdes estruturais durante a sua evolugédo para ajustar a ligacdo do cap-4,
que é constituido por 2-O metilagdes na ribose nos quatro primeiros nucleotideos
da sequéncia leader (SL), e duas metilagbes na primeira adenosina e quarta
uridina. Estas metilacdes séo Unicas do cap de tripanossomatideos, ndo sendo
conhecidas em outro grupo de eucariotos (Bangs et al.,, 1992; Badjatia et al.,
2013; Perry et al., 1987).

Os genomas de tripanossomatideos codificam um total de seis isoformas
de elF4E denominadas de EIF4E1 a EIF4E6 (Dhalia et al., 2005; Freire et al.,
2014a; Freire et al., 2014b). Ensaios biofisicos de afinidade de ligagdo ao cap-4
em L. major, mostraram que quatro deles, nomeados de LeishlF4E-1 a LeishIF4E-
4, variam em suas especificidades de ligagdo ao cap (m7GTP), onde os
LeishIF4E-1 e LeishlF4E-4 se ligam ao cap e cap-4 com afinidades comparaveis,
LeishIF4E-3 liga-se principalmente ao cap e dificimente ao cap-4, enquanto
LeishIF4E-2 mostrou uma grande preferéncia para cap-4 em comparagcdo com
m7GTP (Yoffe et al., 2006;). Em T. brucei, o EIF4E3 se mostrou ser o0 Unico
homologo essencial a viabilidade celular, através de ensaios de RNAi (Freire et
al., 2011). Os EIF4E5 e EIF4E6 foram recentemente descritos e ainda estéo
sendo caracterizados, porém estudos em T. brucei observaram que ambos
possuem a capacidade de se ligar ao cap, mas ndo sdo essenciais para a

sobrevivéncia da célula (Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b).
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2.7.3 EIF4G

Em tripanossomatideos s&o descritos cinco homologos de elF4G,
denominados de EIF4G1 a EIF4G5. Utilizando ensaios de interacdo proteina-
proteina foi avaliada a capacidade de dois homdlogos do EIF4G de se ligarem
aos homodlogos de EIF4E e EIF4A, observando-se a formacao de dois complexos:
um entre o EIF4G4 e o EIF4E3 e outro entre o EIFAG3 e o EIF4E4, ambos
apresentando interagcdo com o EIF4AIl (Dhalia et al., 2005; Freire et al., 2011).

Em ensaios de RNAi em T. brucei, foi observado que o silenciamento do
EIF4G3 diminui tanto o crescimento das células quanto a sintese protéica, ja o
silenciamento do EIF4G4, apesar de também dimunuir o crescimento celular, ndo
demonstrou impacto significativo na traducdo. As semelhancgas nas sequéncias e
estruturas de EIF4G3 e EIF4G4, contudo, sdo indicativas de duplicagdo génica
gerando dois complexos distintos do tipo elF4F com fungées distintas. E sugerido
entdo que o complexo EIFAG3/EIF4EA4, teria funcao principal na tradugéo e que o
complexo formado por EIF4G4/EIF4E3 tenha um papel mais seletivo, como por
exemplo, a traducdo de mRNAs especificos (Moura et al., 2015). Ndo se tem
muita informacdo em relagdo aos demais homodlogos EIF4G, entretanto foi
observado que EIF4ES5S interage com EIF4G1 e EIF4G2, enquanto que o EIF4E6

interage com EIF4GS5 (Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b).
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2.7.4 A proteina de ligacéo ao poli A (PABP) de tripanossomatideos

Trés homélogos de PABP foram encontrados nas sequéncias do genoma
de L. major (PABP1, PABP2 e PABP3), porém ortdlogos de apenas as duas
primeiras foram observadas em T. cruzi e T. brucei. Estudos destas proteinas em
Leishmania indicam que apenas a PABP1 participa do complexo formado pelos
EIFAG3/EIF4E4/EIF4Al, desempenhando fungdes na traducdo. As PABPs 2 e 3
se ligam aos mesmos mRNAs, porém a mRNAs distintos daqueles onde a PABP1
se liga, o que sugere que estas proteinas possuem funcgdes diferenciadas (da
Costa Lima et al., 2010).

Como ja citado, em tripanossomatideos j& foram confirmados a formagéao
de dois complexos distintos do tipo elF4F: um complexo principal formado pelas
subunidades EIF4E4/EIFAG3/EIF4Al, o qual se liga a PABP1 e um outro
complexo formado pelas subunidades EIF4E3/ EIFAG4/EIF4Al que ndo parece

interagir com esse homologo de PABP (Figura 9)(Freire et al., 2011).

Dois complexos do tipo elF4F

.Y
& A

Ve Ve

Figura 9. Dois diferentes complexos formados por diferentes subunidades do complexo
elF4F. Fonte: Pereira et al., 2013.
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2.8 Utilizacdo de mRNAs reporter para avaliagcdo funcional de fatores de
traducao

Apesar de terem sido identificados diferentes homélogos de subunidades
do complexo elF4F, varios resultados sugerem uma distingdo funcional entre eles
e com varios destes apresentando propriedades ndo observadas em outros
organismos (Freire et al., 2014a; Freire et al.,, 2014b). A falta de ensaios
especificos que demonstrem a real funcao destes homélogos, contudo, constitui 0

principal entrave para se completar a sua caracteriza¢ao funcional.

Para suprir tal necessidade, o desenvolvimento de um ensaio in vivo para a
avaliacdo direta do efeito da superexpressao ou deplecdo destes homdlogos pode
ser a chave para identificacdo de sua real fungdo na biossintese protéica dos
tripanossomatideos, o que pode ser feito através da avaliacdo da traducdo de um
MRNA repérter. O uso de mRNAs repérter tem sido amplamente utilizado para
estudo de proteinas envolvidas no metabolismo de RNAs, em diversas espécies,
incluindo o estudo de fatores de iniciagcdo da tradugcdo em humanos (Lee e
McCormick, 2006; Paek et al., 2015) e também na investigacdo da expressao
proteica em diferentes estagios celulares em Caenorhabditis elegans (Mendenhall

et al.,2015).

Trabalhos anteriores tentaram identificar a funcdo de alguns homélogos de
subunidades do complexo elF4F como estimuladores ou inibidores da tradugéo a
partir da utilizagdo de uma linhagem de T. brucei expressando a enzima luciferase
como reporter. Devido as caracteristicas dos vetores plasmidiais utilizados,
contudo, esta linhagem tornou-se bastante instavel, com niveis de expresséo

irregulares com o passar do tempo (Moura,resultados nao publicados). Entretanto,
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com a disponibilidade de uma nova geragao de vetores para transfeccao e novas
linhagens de T. brucei (Sunter et al.,, 2012b), o desenvolvimento de um novo
sistema repoérter, mais eficiente e estavel, podera ser util no estudo de proteinas
envolvidas na iniciacdo da traducdo. Abordagem semelhante foi descrita por
Erben et al., 2014, que identificou a participacdo de vérias proteinas distintas no
aumento da expressdo de um mRNA repdrter. Nesse sentido o presente trabalho
buscou contribuir para caracterizagdo funcional de fatores selecionados na
iniciacdo da traducdo em tripanosomatideos, investigando o efeito da sua

superexpressao na expressao da proteina reporter GFP.

26



3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Contribuir para a caracteriza¢do funcional de homoélogos selecionados de
elFAE, elF4G e PABP de Trypanosoma brucei, identificando a agao destes fatores
como estimuladores ou inibidores da biossintese proteica, a partir da avaliagdo do

efeito deles sobre a expressao de um mRNA reporter.

3.2 Objetivos especificos

= Obter linhagens de T. brucei com expressdo estavel de um mRNA
repoérter que codifica a GFP (Green Fluorescent Protein);

= Obter culturas de T. brucei expressando diferentes homélogos de fatores
de iniciacdo da traducao (complexo elF4F e PABP), transfectadas em linhagens
expressando 0 mRNA reporter;

= Avaliar a influéncia da expressdo das proteinas sobre o crescimento e
niveis de expressdo de GFP, durante a superexpressdo das proteinas

selecionadas para o estudo.
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4. Material e Métodos

4.1 Construgdes plasmidiais
4.1.1 Vetor para expressdo dos mRNAs reporter

Os vetores plasmidiais utilizados neste trabalho s&o derivados dos vetores
p3605 e p3227 (Sunter et al., 2012a), 0os quais possuem o gene de resisténcia ao
antibidtico G418. Modificagbes no vetor p3605 deram origem aos vetores p4212 e
p4213, os quais permitem a expressao constitutiva da proteina fluorescente GFP
em T. brucei. O p4213 possui ainda uma estrutura em grampo (BoxB) na porcao
3-UTR do mRNA. O vetor p4235 é derivado do p3227 e permite a expressao
induzivel de um mRNA bicistrénico, contendo a regido codificadora de GFP,
seguida de uma regido intergénica contendo a mesma estrutura em grampo
BoxB, seguida da regido codificadora da proteina fluorescente vermelha sTomato

(Figura 10).

A P4212 O AAAAA
g P4213 OAAAA.&
oY A oWl ) W

Figura 10. Esquema representativo dos mRNAs repo6rter. A) Esquema do mRNA
monocistronico codificante para proteina GFP e sem o grampo na regido 3' B) Esquema do mRNA
monocistronico codificante para proteina GFP contendo o grampo na regido 3' e em C)
Representacdo do mRNA bicistrdnico codificante para as proteinas GFP e sTomato contendo o
grampo na regido 3’ entre as sequéncias.
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4.1.2 Plasmideos para expressdo dos homologos do complexo elF4F de
tripanossomatideos

Os plasmideos da série pD foram desenvolvidos em trabalho anterior
(Moura, 2011; Moura, dados ndo publicados) e se encontravam disponiveis no
laboratdrio (Tabela 2). Esses plasmideos permitem a fusdo das proteinas em
estudo a sequéncia do peptideo AN-(1-22), uma sequéncia de 22 aminoacidos
provenientes do antiterminador transcricional do bacteriéfago A que serve como
sistema de recrutamento artificial de mMRNAS (Eckhardt et al.,2011). Esta
sequéncia estad fusionada ao epitopo TY, o qual facilita o reconhecimento
posterior das proteinas produzidas por anticorpos monoclonais. Estes plasmideos
possuem marca de resisténcia ao antibidtico blasticidina, uma regido codificante

para o operador de tetraciclina e regido de integracao no I6cus da tubulina.

Tabela 2. Relacdo dos plasmideos utilizados para superexpressdo dos homélogos dos
fatores selecionados.

Plasmideos Descricéao

Proteina de fusdo AN-(1-22)+TY+EIF4G3

Proteina de fusdo AN-(1-22)+TY+EIF4E1

Proteina de fusdo AN-(1-22)+TY+EIF4E3

pD11

Proteina de fusdo AN-(1-22)+TY+EIF4E4 Mutante W279A

pD23
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4.2 Cultivo de células de Trypanosoma brucei

Formas prociclicas de T. brucei da linhagem 4106 (Sunter et al., 2012a)
foram cultivadas em meio SDM-79 (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal
bovino e solucdo de ampicilina/estreptomicina (Sigma), na temperatura de 27°C.
Para a manutencéo do transgene do repressor de tetraciclina (o qual controla a
inducdo das proteinas de interesse) na linhagem 4106, foi adicionado ao meio
SDM-79 o antibiético puromicina (10 pg/mL). Os parasitas foram monitorados por

microscopia Optica e contados em camara de Neubauer.

4.3 Transfeccado de T. brucei

Para as transfeccdes, aliquotas de 2x10’ células prociclicas de T. brucei,
da linhagem 4106, em fase exponencial, foram centrifugadas a 3000 g por 10
minutos. O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de tampao ZPFM [NaCl 132
mM, KClI 8 mM, Na,HPO4 8mM, KH,PO4 1,5 mM, Mg(CH,COO), 0,5 mM e
Ca(CH,CO00), 0,09 mM], centrifugadas nas condi¢des citadas anteriormente e o
sobrenadante desprezado. As células foram entdo ressuspedidas em 450uL de
tampéo ZPFM, juntamente com 20 pug de DNA plasmidial previamente linearizado
com a enzima Not I. O conjunto foi submentido & eletroporacéo, utilizando-se o
aparelho BioRad Gene Pulser Il, com cuveta de 4 mm, pulso de 1,5 kV e 25uF de
capacitancia. Em seguida, os parasitas foram transferidos para 4,5 mL do meio
SDM-79, suplementado com 10% de soro fetal bovino, e mantidos a 27°C por 24
horas para recuperagéo.

Apés a recuperacéo, foi acrescentado o antibidtico de seleg¢édo: G418 (15
pg/mL) para os plasmideos das linhagens reporter (p4212, p4213 e p4235); e

blasticidina (10 pg/mL) para os plasmideos da série pD. As células foram
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submetidas também a selecdo clonal através de diluicdo limitante em placas de
cultura de 24 pocgos. A selecado ocorreu num periodo de 07 a 10 dias.

Trés clones foram selecionados para avaliacdo do sucesso da transfeccao
e para as analises por citometria de fluxo, enquanto que um clone representativo
de cada foi utilizado nos experimentos de curva de crescimento e andlises por

Western blot.

4.4 Inducéo da expresséao dos transgenes

As linhagens obtidas apds as transfec¢fes foram diluidas e mantidas em
fase exponencial de crescimento (2 a 8x10° cels/mL), e a seguir foram induzidas
com tetraciclina (TET) (1 ug/ mL) para expressao dos transgenes. O efeito sobre a
expressdo do reporter foi observado apds 24 e 48 horas de inducao, inicialmente
avaliado em microscépio de fluorescéncia e, em seguida, em citbmetro de fluxo. A
analise de crescimento e de expressdo das proteinas de fusdo se deu durante 96

horas, através de contagem em camara de Neubauer e por Western blot.

4.5 Citometria de fluxo

Apés inducdo da expressdo das proteinas em estudo pela adicdo de
tetraciclina, amostras independentes de cada linhagem foram analisadas quanto a
expressdo da GFP em citobmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences),
utilizando o laser 488 nm (canal FL1), sendo avaliadas 2x10° células por
experimento. Trés clones de cada linhagem foram testados. Os resultados foram
analisados através do software FlowJo versdo 10.0.6, e a significancia destes

resultados foram determinadas aplicando-se o teste ANOVA one way com
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intervalo de confiaca de 95% (p<0.05), utilizando-se o software Graph Pad Prism

5S®.

4.6 Microscopia confocal

A partir de uma cultura em fase exponencial de crescimento, 0s
protozoarios foram centrifugados a 3000 g por 10 minutos, lavados e
ressuspensos em PBS estéril. Para a observacdo da fluorescéncia, 1 pL das
amostras foi colocado em laminas com laminulas e visualizadas no microscopio
confocal Leica SPII-AOBS, utilizando o laser HeNe 488nm. As imagens foram
adquiridas e processadas atraves do software Leica Application Suite Lite 2.6

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.7 Curvas de crescimento

O perfil de crescimento dos parasitas foi avaliado através de contagem em
camara de Neubauer. Para isto, as culturas de parasitas foram diluidas para a
concentracéo inicial de 5x10° céls/ml, estas culturas foram acompanhadas a cada
24 horas até 96 horas. Estas aliquotas foram utilizadas para a producédo de
extratos proteicos totais, sendo as células coletadas através de centrifugagcéo
durante 10 minutos (3000 g a 4°C), lavadas com PBS e o0 sedimento
ressuspendido em tampao de proteina SDS-desnaturante. Os extratos foram
fracionados em SDS-PAGE e utilizados nos experimentos de Western blot com os

soros contra as diferentes proteinas alvo.
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4.8 Western blot

Os extratos proteicos foram fracionados em SDS-PAGE 15% (2,5x10°% e
transferidos para membrana de PVDF (Immobilon-P — Millipore®). A membrana foi
bloqueada em solucao de leite 5% em TBS-Tween 20 (20 mM Tris, 500 mM NacCl,
Tween 20 0,05%, pH 7,5) a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, a
membrana foi incubada com os anticorpos contra as proteinas de interesse:
anticorpo comercial anti-GFP® (Invitrogen) na diluicdo de 1: 5000, anticorpos
monoclonais anti-TY BB2 na diluigdo 1: 200 ou anti-Bip na diluicdo de 1:80.000
por 1 hora em solucao de leite 5% em TBS-Tween 20. Apds trés lavagens de 10
minutos com solugao de leite 5% TBS-Tween 20, a membrana foi incubada com o
segundo anticorpo anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase ha
diluicdo de 1:3000 (para o anti-TY BB2) ou anti IgG de coelho conjugado com
peroxidase na diluicdo de 1:10.000 (para os anticorpos anti-Bip e anti-GFP®), na
mesma solucdo que a incubacgéo anterior por 1 hora, seguida de novas lavagens
com TBS-Tween.

A membrana foi entdo incubada em solugao quimioluminescente composta
por luminol (1,2 mM diluido em solucéo de Tris-HCI 0,1M, pH 8,5), iodofenol para
uma concentracdo final de 0,4 mM e de perdoxido de hidrogénio para 0,03%,
durante 2 minutos. Apds secagem em papel filtro, a membrana foi exposta a filme
autorradiogréafico e revelada em solucdo Dektol 1:2 (Kodak®) até saturacdo, por
cerca de 3 minutos. A reacéo foi interrompida com acido acético, por 1 minuto e

fixada em solugao fixadora por 2 minutos.
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5. Resultados
5.1 Anédlise das linhagens de T. brucei expressando GFP

Apés linearizacdo dos plasmideos p4212, p4213 e p4235 com a enzima
Not I, células prociclicas de T. brucei da linhagem 4106 foram transfectadas e
selecionadas, e as linhagens obtidas foram denominadas, respectivamente, de
4212, 4213 e 4235. A partir destas linhagens, foram realizadas curvas de
crescimento (até 96 horas a partir do repique), onde foram coletados extratos
celulares (Figura 11), os quais foram usados em ensaios de Western blot. Os
perfis das curvas de todas as novas linhagens foram bem similares a linhagem

controle 4106, indicando que a presenca dos vetores de expressao ndo afetou o

crescimento celular.
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Figura 11. Obtencao das linhagens repdrter com expressdo de GFP. Curvas de crescimento
das linhagens reporter 4212, 4213 e 4235.
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Ensaios de Western blot foram em seguida realizados para confirmagcao da
expressdo de GFP ao longo de todo ciclo das células em meio de cultura. Foi
possivel confirmar a expressdo do reporter em todas as culturas (Figura 12), e é
possivel observar também que as linhagens 4212 e 4213, de expressdo
constitutiva, apresentam padrdo de expressdo de GFP semelhante, visto que
ambos os vetores possuem a mesma 3’ UTR de actina, enquanto que a linhagem
induzivel 4235 apresenta uma expressdo de GFP mais elevada. Esse vetor
apresenta uma parte da sequéncia spliced-leader de T. brucei, além de possuir a
3’ UTR da proteina paraflagelar do parasita, o que gera um nivel maior de
expressdo. Ao longo de todo o trabalho, a proteina BiP (Binding protein), que é
uma proteina chaperona de expressao constitutiva (Nuttall et al., 2003), foi

utilizada como controle da quantidade de células aplicadas em cada poco.
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Figura 12. Western blot para confirmacdo da expressdo da proteina GFP nas células das
linhagens 4212, 4213 e 4235. O extrato proteico total foi utilizado para a eletroforese em gel SDS-
PAGE 15% e para o Western blot, avaliado com anticorpos contra as proteinas GFP e BiP. A
linhagem 4106 foi utilizada como controle negativo, e a proteina Bip foi utilizada como controle da
quantidade de células aplicada nos pocos.

Andlises por microscopia confocal utilizando as células das linhagens
reporter mostram a presenca da GFP em todas as linhagens obtidas e também a

sua localizag&o que € distribuida ao longo de toda a célula (Figura 13).
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Figura 13. Confirmacdo da expressdo de GFP nas linhagens 4212, 4213 e 4235. Imagens
obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia mostrando a presenca de GFP nas células
prociclicas de T.brucei.

A citometria de fluxo foi entdo utilizada com intuito de se avaliar a emissao
de fluorescéncia nas popula¢gdes de células de T. brucei analisadas e também
para quantificacdo da expressdo da GFP em cada linhagem. As células viaveis
foram identificadas com base nas propriedades fisicas de dispersdo da luz,
utilizando os parametros FSC (forward scatter - relativo ao tamanho da célula) e
SSC (side scatter — referente a granulosidade da célula) e a intensidade de
fluorescéncia através do canal FL1. A linhagem 4106 foi utilizada como controle
negativo, permitindo a determinacdo da porcentagem de parasitos fluorescentes
em comparacio com o perfil gerado pela linhagem selvagem. E possivel observar
aumento da porcentagem de células fluorescentes nas linhagens contendo o
repérter (quadrante Q3), quando comparados ao controle sem nenhuma

marcacao (4106), onde a maior parte das células se encontra no quadrante Q4

(Figura 14).
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Figura 14. Analise por citometria de fluxo, confirmando a expressdo de GFP nas linhagens
reporteres. Em A) Linhagem 4212, em B) Linhagem 4213 e, em C) Linhagem 4235.
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5.2 Avaliacdo dos efeitos da superexpressdo de homdédlogos das
subunidades do complexo EIF4F e PABP sobre o crescimento de T. brucei
Apés obtencdo das linhagens reporter expressando a proteina GFP de
forma constante, estas foram transfectadas com os plamideos para a
superexpressdo das proteinas EIF4AEL, EIF4E2, EIF4AE3, EIF4AE4, EIF4AE4w279a,
EIF4AG3, EIF4G4 e PABP1, todas fusionadas ao peptideo AN-(1-22) e ao epitopo
TY. Apos transfecgéo e selecdo, as culturas foram induzidas com tetraciclina por
96 horas para avaliacdo do crescimento e obtengcdo de extratos celulares para
Western blot, porém o perfil de expressdo de GFP foi avaliado logo nas primeiras

48 horas apo0s a inducao, por citometria de fluxo.

5.2.1 Efeito da expressdo de homdlogos de elF4E no crescimento de T.
brucei

Um estudo anterior havia demonstrado que a deplecdo de EIF4E1l por
RNAI, resultava numa diminuicdo de crescimento celular, sem levar a morte do
parasita, demonstrando que, apesar de nao ser essencial para viabilidade celular,
este fator pode desempenhar outras funcdes relacionadas a viabilidade celular
(Freire et al., 2011). Das células superexpressando o EIF4E1l, a indugdo nas
linhagens 4212 e 4235 demonstraram um crescimento reduzido apds 24 horas
guando comparado ao controle ndo induzido (Figura 15 A e C). Ja no caso da
linhagem 4213 (Figura 15 B) se observou reducéo de crescimento a partir de 48
horas, nas mesmas condi¢cdes. A avaliacdo dos extratos celulares utilizando
anticorpo anti-TY confirmou a superexpressédo de EIF4E1l em todas as linhagens

durante todo o periodo da curva.
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Figura 15. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressédo do EIF4E1
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.

Em relagdo ao EIF4E2, dados de Freire et al., 2011, ndo mostraram
nenhum efeito no crescimento celular apés sua deplecdo via RNAIi, mostrando
que este fator ndo € essencial para a viabilidade celular. Quanto a
superexpressdo de EIF4E2, as células das trés linhagens apresentaram uma
discreta diminuicdo do crescimento apos inducdo, quando comparado ao controle
ndo induzido. Na avaliacdo dos extratos por Western blot é possivel notar a
presenca da proteina, porém nas linhagens 4212 e 4235 (Figura 16 A e C) a

proteina diminui a sua expresséo a partir de 72 horas, enquanto que a linhagem

4213 (Figura 16 B) expressa durante todo o periodo da curva.
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Figura 16. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressdo do EIF4E2
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.
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Dados anteriores mostraram que o EIF4E3 € um homologo essencial para
a viabilidade celular de T. brucei e que possui papel relevante na sintese de
proteinas de novo (Freire et al., 2011). As linhagens superexpressando EIF4E3
demonstraram perfil de crescimento semelhante ao controle. Todas as linhagens

tiveram resultados similares quanto a expresséao do EIF4E3 (Figura 17).
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Figura 17. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressdo do EIF4E3
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.
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De acordo com a literatura, varios autores sugerem que 0 complexo
formado pelo EIF4E4 com o EIF4G3 e o EIF4Al € um dos provaveis complexos
elF4F ativos na traducdo em tripanossomatideos. As linhagens superexpressando
EIF4E4 demonstraram perfil de crescimento com uma leve diminuicdo do
crescimento comparado ao controle e foi observada a expressdo de EIF4E4

durante o periodo analisado, em todas as linhagens (Figura 18).
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Figura 18. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressédo do EIF4E4
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.

anti-TY

Quanto as linhagens expressando EIF4E4w.79a (Figura 19), ndo houve
alteracdo do crescimento celular em relagdo ao controle, porém houve
decréscimo na expressao da proteina mutante EIF4E4,79a a0 longo da curva, em
todas as linhagens, sendo mais bem observado nas amostras de 72 e 96 horas,
podendo ser resultante de uma maior instabilidade da proteina mutante. O
mutante EIF4E4w279a de T. brucei é equivalente ao utilizado na abordagem feita
por de Melo Neto et al., 2015, que identificaram na sequéncia de aminoacidos do

EIF4E4 de L. infantum motivos envolvidos com a ligagdo ao EIF4G3. Em L.
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infantum, uma mutacado no W279 do EIF4E4 aboliu totalmente a interagdo entre
esta proteina e o EIF4G3 em ensaios de pull down, porém em estudos de
complementacdo foi demonstrado que esta interacdo ndo é essencial para a

viabilidade do parasita.
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Figura 19. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressdo do
EIF4E4y 704 NO crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma
brucei.

5.2.2 Efeito da expressao de EIF4G3 e EIF4G4 no crescimento de T. brucei
Os EIF4AG3 e EIF4G4 participam de dois complexos do tipo elF4F em
tripanossomatideos. Através de dados de RNAI verificou-se que ambos o0s
homdlogos sédo essenciais para a viabilidade celular dos parasitas, e o
silenciamento do EIF4G4 levou a mudancas na morfologia, mas nenhuma inibigéo
substancial da tradugéo. Estes resultados sugerem que o complexo formado por
EIFAG4/EIF4E3 possui um papel seletivo na tradugdo, como por exemplo, a
traducdo de mRNAs especificos, e que o complexo EIF4AG3/EIF4E4, teria fungéo

principal na traducdo (Moura et al., 2015).



Nas linhagens superexpressando EIF4G3 ou EIF4G4 aqui analisadas, n&o
foram observadas grandes alteracdes no crescimento celular, com excec¢ao de um
pequeno decréscimo observado na linhagem 4235 para ambas as proteinas. O

perfil de expressdo destas proteinas se manteve constante durante toda a curva

(Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressdo do EIF4G3
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.
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Figura 21. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressdo do EIF4G4
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.
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5.2.3 Efeito da expressao de PABP1 no crescimento de T. brucei

Ensaios anteriores indicam que a PABP1, participa do complexo principal
formado pelo EIF4AG3/EIF4E4/EI4Al desempenhando as fungdes j& definidas para
PABP na traducéo (da Costa Lima et al., 2010). Neste trabalho, as linhagens 4212
e 4213 superexpressando PABPl1 demonstraram perfil de crescimento
semelhante em relag&o ao controle (Figura 22 A e B) e ambas demonstraram um
perfil de expressdo da PABP1 semelhante, com a sua expressédo decaindo ao
longo da curva, principalmente na linhagem 4212 nas amostras de 72 e 96 horas
(Figura 22 A). A linhagem 4235 apresentou um crescimento maior em relagcédo ao
controle, e seu perfil de expressdo da PABP1 se manteve constante ao longo da

curva (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de crescimento e Western blot mostrando o efeito da expressdo de PABP1
no crescimento das linhagens de A) 4212, B) 4213 e C) 4235 de Trypanosoma brucei.
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5.3 Avaliacdo dos efeitos da superexpressdo de homdédlogos das
subunidades do complexo EIF4F e PABP sobre a expressao de um mRNA

repoérter codificante para a GFP

Com o intuito de avaliar se a superexpressado das proteinas do complexo
elF4F causariam alguma alteracdo na expressao do reporter GFP, foi utilizada a
técnica de citometria de fluxo e os dados testados pela analise de Variancia (one
way ANOVA). Os resultados das amostras foram comparados com o perfil de
expressdo das linhagens repérter que ndo expressavam os homodlogos de
interesse (ndo induzidas). Neste ensaio foi quantificada a expressao de GFP no
total de células contadas, tendo por objetivo saber se as células haviam
reduzido/aumentado a expressdo de GFP quando superexpressos os homdélogos

selecionados.

5.3.1 Efeito da expressdo de homodlogos do complexo EIF4F na expressao

de GFP nalinhagem 4212.

O vetor p4212 permite a expressao constitutiva da proteina GFP em T.
brucei, a partir de um mRNA maduro com estruturas canénicas tipicas, néo
possuindo nenhuma estrutura diferenciada em sua porcdo 3’-UTR. Na analise da
fluorescéncia do total de células em 24 horas nenhuma das proteinas testadas
alterou significantemente a expressdo de GFP (p<0.05) quando comparado a
linhagem controle 4212 (Figura 23 A). Na analise de 48 horas, as células

expressando EIF4AG3 e EIF4G4 produziram uma pequena diminuicdo da
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expressdo de GFP quando comparadas ao controle (Figura 23 B). Estes
resultados se mostram condizentes ao observado anteriormente nesta linhagem
cujo repOrter, por possuir alta estabilidade, ndo se mostrou sensivel para captar

variacdes na traducao.
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Figura 23. Avaliacdo por citometria de fluxo da linhagem 4212 em 24 e 48 horas apés
inducdo das proteinas de interesse. Em andlise por ANOVA, pode ser observada diferenca
significativa na média da intensidade de fluorescéncia em decorréncia da superexpressdo dos
diversos homologos dos fatores do complexo EIF4F, onde * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P <
0,001). Em A) Andlise da expressdo de GFP apds 24 horas de inducédo, e em B) Analise da
expressdo de GFP apo6s 48 horas de inducao.

Na fase inicial deste projeto, apenas a linhagem 4212 foi utilizada como
reporter, e ja nas primeiras analises foi observado que os niveis desta proteina
ndo se mostraram sensiveis para captar possiveis variacdes na traducéo,
possivelmente devido a uma alta estabilidade da proteina GFP e;ou uma
competicdo entre as proteinas de fusdo induzidas com as proteinas enddgenas
na atuacdo sobre o MRNA reporter. Para corroborar a suposicdo da alta
estabilidade de GFP, as células foram tratadas com a cicloheximida, um inibidor
de sintese proteica em eucariotos. O tratamento com cicloheximida mostrou que

0s niveis de GFP se mantiveram constantes por 24 horas, indicando uma alta
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estabilidade/ baixo turn over dessa proteina e inviabilizando sua utilizagdo na
abordagem proposta (resultados ndo mostrados).

Por isto, como uma nova abordagem para investigar o papel dos fatores
sobre a sintese proteica, através do monitoramento da tradugdo de mRNAs
reporter, foram utilizados os vetores p4213 e p4235, 0s quais permitem a
expressdo do mRNA de GFP seguido de uma estrutura em grampo na porgéao 3'-
UTR do mRNA (BoxB). O vetor p4235 permite ainda a expressao induzivel e em
maiores niveis de um mRNA bicistrénico, contendo a regido codificadora de GFP,
seguida de uma regido intergénica contendo a mema estrutura em grampo

seguida da regido codificadora da proteina sTomato.

5.3.2 Efeito da expressdo de homologos do complexo EIF4F na expressao
de GFP nalinhagem 4213

Na linhagem 4213, a andlise de 24 horas mostrou que as células
superexpressando EIF4E1l, EIF4E2 e EIF4E3 apresentaram uma diminuigédo
significante da expressdao de GFP (p<0.05) quando comparado a linhagem
controle 4213 (Figura 24 A). Nos resultados de 48 horas, apenas EIF4El e
EIF4AE3 demonstraram reducdo na intensidade de fluorescéncia e as células
expressando EIF4E2 mantiveram a expressao de GFP proxima ao controle 4213

(Figura 24 B).
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Analises da linhagem 4213
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Figura 24. Avaliacdo por citometria de fluxo da linhagem 4213 em 24 e 48 horas apés
inducdo das proteinas de interesse. Em andlise por ANOVA, pode ser observada diferenca
significativa na média da intensidade de fluorescéncia em decorréncia da superexpressdo dos
diversos homologos dos fatores do complexo EIF4F, onde * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P <
0,001). Em A) Andlise da expressdo de GFP apds 24 horas de inducdo, e em B) Analise da
expressdo de GFP apdés 48 horas de inducao

5.3.3 Efeito da expressdo de homologos do complexo EIF4F na expressao
de GFP na linhagem 4235

Na linhagem 4235, as analises de 24 horas mostraram que as ceélulas
expressando EIF4E1L, EIF4E4 e EIFAG3 apresentaram uma reducao significativa
dos niveis de expressdo de GFP, enquanto que as células expressando PABP1
tiveram um aumento da intensidade de fluorescéncia, quando comparadas a
linhagem controle 4235 (Figura 25 A).

Nas andlises de 48 horas a expressdo de EIF4E1 dimunuiu a expressao de
GFP, enquanto que a expressao de EIF4E4, EIF4G3 e PABP1 ndo demonstraram
nenhum impacto significativo nos niveis de expressdo de GFP. Ja a
superexpressao de EIF4E3 mostrou um aumento significativo nos niveis de GFP

(Figura 25 B).
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Figura 25. Avaliacdo por citometria de fluxo da linhagem 4235 em 24 e 48 horas apés
inducdo das proteinas de interesse. Em andlise por ANOVA, pode ser observada diferenca
significativa na média da intensidade de fluorescéncia em decorréncia da superexpresséo dos
diversos homoélogos dos fatores do complexo EIF4F, onde * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P <
0,001). Em A) Andlise da expressdo de GFP apds 24 horas de inducdo, e em B) Analise da
expressdo de GFP apdés 48 horas de inducao

A partir destas analises, é possivel observar mesmo com a variacao
demonstrada pelas linhagens superexpressando os diferentes homologos do
complexo EIF4F e PABP de T. brucei, apenas o EIF4E1 apresentou um resultado
consistente de inibidor da expressdo de GFP em ambas as linhagens contendo o
sistema BoxB/Npeptideo. As demais observacbes prescisardo ser repetidas e

reanalisadas.
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6. Discussao

Os tripanossomatideos apresentam varias peculiaridades no que diz
respeito a sua biologia molecular. Diferentemente do que acontece nos demais
eucariotos, nestes organismos a maior parte do controle da expressédo génica é
desempenhado em etapas posteriores a transcricdo, através do controle da
estabilidade e degradacdo dos mRNAs, de eventos durante a tradugédo e ainda
em eventos pos-traducionais. Durante 0s eventos que levam a traducdo dos
MRNAs, a etapa da iniciacdo € um processo-chave, devido a atuacdo dos fatores
de iniciacdo da traducado (elFs, do inglés eukaryotic initiation factors) (Haile e
Papadopoulou, 2007). Entre os elFs, o complexo trimérico elF4F (formado pelas
subunidades elF4E, elF4A e elF4G) atua no reconhecimento do mRNA e facilita o
recrutamento do ribossomo para iniciar a sintese proteica. Nos
tripanossomatideos foram identificados mudultiplos homdlogos das diferentes
subunidades do complexo elF4F (Zinoviev et al., 2012).

Na primeira etapa deste trabalho, o foco foi a geragcdo de um sistema
repérter para caracterizagdo de alguns homologos selecionados do complexo
elF4AF e PABP de Trypanosoma brucei. As linhagens celulares de T. brucei
obtidas neste trabalho expressam a proteina GFP de forma constitutiva (4212 e
4213) ou induzivel (4235), em niveis detectaveis por Western blot, microscopia
confocal e citometria de fluxo, e possuem padrdes constantes da sua expressao
durante toda a curva de crescimento do parasita, bem como ao longo de diversas
passagens por meio de cultura. Desta forma, as culturas obtidas foram utilizadas
nos ensaios de superexpressao dos fatores do complexo elF4F e da PABP. As

trés linhagens apresentaram um perfil de crescimento muito semelhante ao
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controle parental, a linhagem 4106, demostrando que a o reporter ndo afeta o
crescimento do parasita.

Em estudos anteriores a este, a superexpressdo do EIF4E3 em uma
linhagem expressando um mMRNA repérter bicistrébnico de GFP contendo
sequéncias do tipo stem-loop, fusionadas ao peptideo AN na sua regidao 3’ néo
traduzida, foi possivel observar um incremento na expressdao do mRNA reporter
(Danielle Moura, comunicacdo pessoal). Abordagem semelhante foi descrita em
trabalho publicado recentemente que validou a participacdo de varias proteinas
distintas no controle da expresséo génica em T. brucei (Erben et al., 2014).

Outro objetivo desse projeto foi classificar alguns homologos do complexo
elF4F e PABP como possiveis estimuladores ou inibidores da traducgéo, avaliando
a influéncia da superexpressdo das proteinas selecionadas nos niveis de
expressdo de GFP. Dentre as proteinas avaliadas nesse estudo, estdo homologos
da proteina de ligacdo ao cap, elF4E, que em T. brucei receberam a
denominacgéo EIF4EL, EIF4AE2, EIF4E3, EIF4AE4 e EIF4E4yy 2794, €sSte Ultimo sendo
uma variagdo do EIF4E contendo uma mutacdo que impede sua ligagcdo ao
EIF4G.

Em relacdo ao perfil de crescimento, apenas as células expressando
EIF4ELl, EIF4E2 e EIF4E4 tiveram alguma alteracdo do crescimento celular,
apresentando um crescimento menor quando comparado ao controle nao
induzido. Na fase prociclica de T. brucei, as proteinas EIF4E1 e EIF4E2 se
encontram em baixos niveis nas células e se localizam tanto no nuicleo quanto no
citoplasma, podendo estar envolvidas em outros processos e nao ligadas
diretamente a eventos relacionados a traducdo (Freire et al.,2011). A alta

concentracdo destes fatores na célula pode estar interferindo na ligagdo de outros
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fatores, jA que o EIF4E1 e EIF4E2 também se ligam ao cap podendo competir
com a ligacéo do EIF4E3, ou ainda alterando outras funcdes celulares.

Os resultados obtidos foram corroborados pelas analises por citometria de
fluxo, onde foi possivel visualizar que a superexpressao do EIF4E1 nas linhagens
4213 e 4235 levou a uma diminuicdo nos niveis de GFP celulares, nas duas
condicbes analisadas. Este perfil pode ser devido ao fato do EIF4E1l néo
apresentar ligacdo com nenhum dos homélogos do EIF4G, apesar de se ligar ao
cap (Zinoviev et al., 2011). Este resultado também foi visto por Erben et al., 2014,
onde EIF4E1 diminuiu notavelmente a expressdao do repodrter, quando
superexpresso em células prociclicas de T. brucei. Também ha evidéncias de que
EIFAE1 em Leishmania estd envolvido na iniciagdo da traducdo na fase
amastigota do parasita e durante o stress térmico (Zinoviev et al., 2011), nédo
sendo, portanto necessario em grandes quantidades para a traducdo na fase
prociclica em situagBes normais, ou ainda agindo como um inibidor traducional
durante essa fase do ciclo do parasita.

A superexpressdo do EIF4E3 nas linhagens 4212, 4213 e 4235 néao
demonstrou nenhuma alteracdo do crescimento celular do parasita, porém os
resultados das andlises da citometria de fluxo demonstraram um aumento dos
niveis de GFP na linhagem 4235 nas andlises de 48 horas. Este resultado &
corroborado pelos resultados preliminares encontrados pelo nosso grupo
(Danielle Moura, comunicacao pessoal) e também com os resultados mostrados
por Erben et al., 2014, onde a superexpressdo desta proteina levou a um
incremento na expressdo do repoérter GFP. Porém estes resultados ndo foram

similares na linhagem 4213, onde houve diminuicdo da expressdo do reporter
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apos inducdo de EIF4E3, este teste nesta linhagem ainda precisa ser repetido
para confirmar estes resultados.

Nas células superexpressando EIF4E4 houve uma pequena reducdo do
crescimento celular, enquanto que nas células superexpressando o mutante
EIF4Eaw279a N80 foi observado nenhuma alteragéo de crescimento dos parasitas
guando comparadas com a linhagem controle. Com relacdo aos resultados da
citometria, apenas na linhagem 4235 na analise de 24 horas as células
superexpressando EIF4E4 apresentaram uma diminuicdo dos niveis de GFP,
enquanto que as células superexpressando EIF4E4y,794 N80 demonstraram numa
alteracédo significativa nos niveis de GFP. O perfil diferenciado quando compara-
se a superexpressao dessas proteinas sugere que a mutacdo no residuo de
triptofano 279 em T. brucei altera a funcionalidade da proteina. Outra observacgéo
€ que a proteina mutante parece ter uma menor estabilidade que a proteina
selvagem, visto que sua expressdo mostrou diminuicdo gradual ao longo das
curvas de crescimentos nas trés linhagens avaliadas.

As curvas de crescimento para as células superexpressando as proteinas
EIFAG3, EIF4G4 e PABP1, ndo mostraram alteracdes consideraveis do
crescimento do parasita, quando comparadas ao crescimento do controle, com
excecdo de um discreto aumento na linhagem 4235 expressando PABP1. Nos
resultados das analises por citometria de fluxo, apenas a linhagem 4212
superexpressando EIF4G3 e EIF4G4 na analise de 48 horas e 4235
superexpressando EIF4G3 na andlise de 24 horas apresentaram diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia, enquanto que na linhagem 4235 expressando
PABP1 nas analises de 24 horas houve incremento da expressao de GFP quando

comparado ao controle, porém nas outras linhagens ndo foi possivel visualizar
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nenhuma alteracdo dos niveis de expressdo do reporter GFP. Estes resultados
contrastam em parte, com os resultados demonstrados por Erben et al., 2014,
onde a superexpressao de EF4G3 e EIF4G4 aumentou a expressdo do reporter,
assim como a expressao de PABP1, onde este resultado condiz com a fungao da
PABP de aumentar a estabilidade dos mRNAs. Do mesmo modo, os resutados
descritos por Amrani et al.,2008 demostraram que a interacdo PABP/elF4G
parece aumentar a iniciacdo da traducdo e estabilidade do mRNA em
Saccharomyces cerevisiae.

Apesar do EIF4E1 ter tido um efeito inibitorio evidente sobre a expressao
do mRNA da GFP, e do EIF4E3 ter um aparente papel de estimulador da
traducdo do reporter, as analises precisam ser repetidas e reanalisadas a fim de
se estabelecer melhor os critérios de classificagdo das proteinas testadas como
inibidoras ou estimuladoras da traducéo.

Os resultados descritos neste trabalho mostram que o sistema de mRNA
reporter utilizando GFP é funcional, porém alguns ajustes ainda sdo necessarios.
Outro passo na caracterizacdo das proteinas do complexo elF4F é a utilizagédo
destas linhagens repdrteres em ensaios investigando o efeito da deplecédo desses
homodlogos sobre a expressao de GFP. Foi obtida uma linhagem similar a 4212
para este propadsito, entretanto, ndo houve tempo habil para a continuacéo dessas
analises (Silva, resultados ndo mostrados).

Nossos resultados finais também confirmam que a utilizacdo da linhagem
4212 nao foi efetiva para avaliar o efeito da superexpressao das proteinas de
interesse sobre o repérter de GFP, corroborando com os resultados obtidos no
inicio deste trabalho e confirmando que a importancia da interagdo direta das

proteinas do complexo elF4F com o mRNA, a qual foi permitida através do uso do
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sistema peptideo AN-(1-22)/boxB, presente nas linhagens 4213 e 4235. Estes
resultado estdo, assim, de acordo com os resultados obtidos por Moura, 2011 e
também por Erben et al.,2014, que se utilizaram de estratégia semelhante para
caracterizacdo de alguns fatores envolvidos na traducdo e regulacdo da
expressdo génica de tripanossomatideos.

Por fim, ainda ndo se pode confirmar que as proteinas testadas, apesar de
alterar a expressdo do reporter, atuam especificamente sobre a sua traducéo,
pois pode estar havendo mudancas na estabilidade dos mRNAs, uma vez que o
controle da expressdo génica nestes organismos é regulado de forma pos-
transcricional, através de diversos mecanismos, sendo a estabilizacdo mediadas
por proteinas de ligagdo ao mRNAs (RBPs), uma das principais vias de regulacéo
(Estévez, 2008). Assim, analises de meia-vida do mRNA da GFP nas mesmas
condicdes testadas neste trabalho consistem num ponto fundamental que devera

ser abordado futuramente.
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7. Conclusdes

v' As linhagens celulares 4213 e 4235, obtidas neste trabalho, sdo viaveis
para serem utilizadas na caracterizagdo das proteinas envolvidas no

controle da expresséo génica de tripanossomatideos;

v' O sistema peptideo AN-(1-22)/boxB (presente nas linhagens 4213 e 4235),
€ essencial para a deteccdo dos efeitos das superexpressdo dos

homodlogos do complexo elF4F e PABP sobre a expresséo de GFP;

v' A superexpressédo de alguns dos homdlogos analisados (EIF4E1, EIF4E2 e
EIF4E4 e PABP1) altera em maior ou menor grau o crescimento de T.

brucei;

v' EIF4E1 aparenta ter um efeito inibitério sobre a expressao do reporter

GFP;

v' Nao se pode confirmar que as proteinas testadas aumentam ou diminuem
a traducdo e ensaios complementares ainda precisam ser feitos para

confirmar a real funcéo destes fatores.
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e XX Encontro de Genética do Nordeste. Desenvolvimento de um
reporter fluorescente para identificagdo de proteinas envolvidas na

iniciacdo da sintese proteica de tripanossomatideos. 2014. (Encontro).
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