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RESUMO 

 

Os tripanosomatídeos são protozoários causadores de infecções 

humanas e animais, dentre elas a Doença de Chagas (T. cruzi), Doença 

do Sono (T. brucei) e as várias formas de Leishmaniose (Leishmania 

sp.). Estes parasitas possuem algumas características moleculares bem 

distintas quando comparados aos outros eucariotos, como a ausência de 

controle de expressão gênica durante a etapa da transcrição dos 

mRNAS. Portanto, os eventos pós-transcricionais, incluindo a tradução, 

são pontos fundamentais de regulação da expressão gênica nesses 

organismos. Baseado nesses fatos, partiu-se para a identificação de 

homólogos a fatores que atuam durante o processo de iniciação da 

tradução em tripanosomatídeos, focando os estudos no complexo eIF4F. 

Esse complexo (formado pelas subunidades eIF4A, eIF4E e eIF4G) atua 

na etapa de reconhecimento do mRNA e sua associação ao ribossomo. 

Em relação aos homólogos do eIF4G, foram identificadas cinco 

seqüências em L. major e T. brucei, que atualmente estão em 

diferentes fases de caracterização. Visando a obtenção de maiores 

informações que complementem os resultados in vitro obtidos em 

trabalhos paralelos, foram realizados ensaios de análise in vivo, que 

incluíram as técnicas de interferência de RNA e de localização celular de 

proteínas de fusão fluorescentes, as quais foram aplicadas a três dos 

cinco homólogos de T. brucei (TbEIF4G3-5). Com isso, foi identificada a 

presença das proteínas no citoplasma da célula de T. brucei e também 

que os três homólogos em estudo são essenciais à 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 

caracterização dessas proteínas e elucidem seu papel na iniciação da 

tradução dos tripanosomatídeos.  

Palavras-chave: tripanosomatídeos, eIF4G e iniciação da 

tradução.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A família Trypanosomatidae é constituída por protozoários 

flagelados, cujos principais representantes são os gêneros Trypanosoma 

e Leishmania. Os tripanosomatídeos são responsáveis por diferentes 

enfermidades de impacto mundial, como a Doença de Chagas 

(Trypanosoma cruzi), Doença do Sono (Trypanosoma brucei) e as várias 

formas de Leishmaniose (Leishmania sp.). Em todo o mundo, cerca de 

350 milhões de pessoas se encontram em áreas de risco e milhares de 

pessoas morrem por ano devido a essas enfermidades 

(www.who.int/tdr).  

Nos tripanosomatídeos, são encontradas algumas particularidades 

que os diferem dos demais eucariotos, como a presença de transcrição 

policistrônica e o processamento dos RNAs através de trans-splicing.  

Além disso, nestes protozoários o controle da expressão gênica é 

realizado principalmente a nível pós-transcricional, onde a síntese de 

proteínas desempenha um papel importante nesse controle (Clayton, 

2002) 

Desta forma, a biossíntese protéica, também conhecida por 

tradução, desempenha uma ação fundamental na regulação da 

expressão gênica destes organismos, porém pouco se sabe sobre as 

particularidades desse processo nos tripanosomatídeos. A iniciação da 

tradução, etapa mais susceptível a eventos de regulação, é bem 

caracterizada em leveduras, plantas e vertebrados, onde esse processo 

tem início com a formação e ligação do complexo de iniciação eIF4F 

(formado pelas subunidades eIF4A, eIF4E e eIF4G) ao cap presente na 

região 5’ do mRNA (Prevot et al., 2003). A subunidade eIF4G é um 

polipeptídeo de alto peso molecular que interage com diferentes 

proteínas celulares e virais (Gingras et al., 1999) e possui um papel 

central na iniciação da tradução através da organização e montagem do 

complexo eIF4F, permitindo a interação das demais subunidades, 
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através de sítios de ligação presentes em sua estrutura (Prevot et al., 

2003). 

A partir da análise de dados disponíveis em projetos de 

seqüenciamento de L. major, T. brucei e T. cruzi foram encontradas 

seqüências homólogas aos fatores de iniciação da tradução de 

eucariotos. Assim, foram identificados seis homólogos à subunidade 

eIF4E, dois homólogos ao eIF4A e cinco homólogos ao eIF4G nos 

genomas das três espécies. Em relação aos homólogos ao eIF4G em 

tripanosomatídeos, as cinco seqüências identificadas apresentam-se em 

diferentes fases de caracterização, mas devido à multiplicidade de 

seqüências, não foi possível identificar ainda qual delas 

corresponderiam aos fatores funcionais, semelhante aos já 

caracterizados em outros eucariotos (Dhalia et al., 2005).  

Pela impossibilidade de se estudar as cinco seqüências 

simultaneamente, este trabalho teve por objetivo realizar uma análise 

comparativa de três dos homólogos do eIF4G de T. brucei (TbEIF4G3-

5), utilizando ensaios in vivo, que permitiram identificar a localização 

celular destas proteínas e caracterizar a sua importância na viabilidade 

celular destes parasitas. A localização celular e a interferência de RNA 

realizadas geraram dados importantes para a caracterização destes 

homólogos em T. brucei, reforçando a necessidade do uso de técnicas in 

vivo na análise funcional das proteínas identificadas. Os resultados aqui 

obtidos enriquecem de forma significativa àqueles conseguidos através 

de ensaios in vitro de interação proteína-proteína (realizados em 

trabalhos paralelos), permitindo um melhor entendimento dos eventos 

que conduzem à iniciação da biossíntese protéica em 

tripanosomatídeos, bem como a identificação das proteínas envolvidas 

nesse processo.  
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2. OBJETIVOS 
 

 

2.1 GERAL 

 

� Caracterizar três homólogos ao fator de iniciação da tradução eIF4G 

identificados em Trypanosoma brucei, utilizando técnicas de biologia 

molecular de análise in vivo. 

 

 

2.2 ESPECÍFICOS 
 

 

� Amplificar os genes TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 e cloná-los em 

vetores tetraciclina-indutíveis, para expressão em T. brucei; 

 

� Estabelecer condições de transfecção por eletroporação de células de 

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

 

� Realizar a técnica de interferência de RNA para os genes clonados de 

T. brucei, visando observar seu efeito na viabilidade celular dos 

parasitas; 

 

� Avaliar a depleção das proteínas TbEIF4G3-5, resultante da 

interferência de RNA, através de ensaios de Western-blot; 

 

� Localizar os homólogos em células de T. brucei pela detecção das 

proteínas fusionadas à EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein), 

utilizando microscopia confocal; 

 

� Comparar os resultados obtidos com os três diferentes homólogos. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 Família Trypanosomatidae 

 

A família Trypanosomatidae é composta por nove gêneros de 

protozoários unicelulares que reúnem parasitas obrigatórios e entre 

seus hospedeiros encontram-se protozoários, plantas, insetos, peixes, 

répteis e mamíferos (Neves, 2000). Esses parasitas são eucariotos 

primitivos, caracterizados por apresentarem corpo alongado com um 

único flagelo ou formas arredondadas semiflageladas, e também um 

único núcleo, geralmente central (Schimdt and Roberts, 1996). A 

sobrevivência e multiplicação destes organismos nos hospedeiros 

definitivos e intermediários, em geral vertebrados e invertebrados, 

respectivamente, são moduladas por profundas modificações 

bioquímicas e morfológicas, indispensáveis para sua adaptação em 

meios biológicos tão distintos (Alexander et al., 1999). 

Os tripanosomatídeos são patógenos importantes, principalmente 

os pertencentes aos gêneros Trypanosoma e Leishmania, que são 

responsáveis por doenças de impacto mundial como a Doença do Sono 

(Trypanosoma brucei), Doença de Chagas (Trypanosoma cruzi) e várias 

formas de Leishmaniose (Leishmania sp) (TDR, 2006).  

Apesar de estes três patógenos dividirem características comuns, 

incluindo a presença 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 possuírem sítios-alvo diferentes e patôgenese distinta nos 

hospedeiros vertebrados (El-Sayed et al., 2005b). 
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Figura 1. Ciclo de vida dos tripanosomatídeos T. brucei, T. cruzi e Leishmania sp, 

ilustrando a presença de diferentes formas celulares durante a transição entre os 

hospedeiros vertebrados e invertebrados. A, amastigota; BT, tripomastigota 

sanguíneo; E, epimastigota; M, tripomastigota metacíclico; P, promastigota; PT, 

tripomastigota procíclico; T, tripomastigota. Modificado a partir de Bringaud et al., 

2006. 

 

3.1.1 Trypanosoma brucei 

 

O Trypanosoma brucei é um parasita flagelado extracelular que 

atua como o agente etiológico da Tripanosomíase Africana, também 

conhecida por Doença do Sono (Berriman et al., 2005) (Figura2). Essa 

enfermidade afeta 36 países da África Subsaariana, sendo considerada 

endêmica em muitos desses locais. As três subespécies de T. brucei – T. 

brucei brucei, T. b. gambiense e T. b. rhodesiense - são 

morfologicamente indistintas, mas, tradicionalmente, elas têm sido 
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tratadas de forma diferenciada. As subespécies variam em relação à 

infectividade e aos sintomas que provocam em seus hospedeiros. O T. 

b. brucei é fundamentalmente um parasita de antílopes e outros 

ruminantes africanos causando uma doença chamada nagana, mas o 

parasita também infecta animais domésticos (reservatórios), incluindo 

ovelhas, cabras, cavalos, cães, dentre outros. Os humanos, entretanto, 

não são susceptíveis. As subespécies T. b. rhodesiense e T. b. 

gambiense são os agentes etiológicos da Doença do Sono. Eles 

apresentam diferenças fisiológicas e diferem quanto à patogênese, taxa 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Formas celulares de T. brucei visualizadas por microscopia eletrônica de 

varredura. À esquerda, a forma procíclica, presente no inseto vetor. À direita, a forma 

sanguínea, que se desenvolve livremente na corrente sanguínea dos hospedeiros 

vertebrados. Fonte: International Health Wellcome Trust, 2005.  

 

 

O vetor responsável pela transmissão de T. brucei é um inseto 

pertencente ao gênero Glossina, normalmente referido como mosca tse-

tse, e a transmissão ocorre pelo repasto sanguíneo, através de sangue 

infectado (Figura 3). As espécies Glossina morsitans, G. pallidipes e G. 

swynnertoni são responsáveis pela transmissão de T. b. brucei e T. b. 

rhodesiense. No caso do T. b. gambiense, os vetores são G. palpalis e 

G. tachinoides (Schmidt and Roberts, 1996).  
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Figura 3. Mosca tse-tse, vetor da Doença do sono, realizando repasto sanguíneo. 

Fonte: International Health Wellcome Trust , 2005. 

 

De acordo com a região da África, onde as diferentes subespécies 

são encontradas, a doença pode ser dividida em Tripanosomíase 

Africana do Leste e Tripanosomíase Africana do Oeste. O T. brucei 

rhodesiense é o responsável pela Tripanosomíase Africana do Leste, que 

tem por característica, o desenvolvimento de uma infecção aguda e 

severa, podendo levar à morte em poucas semanas. O T. brucei 

gambiense é o agente etiológico da Tripanosomíase Africana do Oeste, 

causando uma infecção de caráter crônico. A Organização Mundial de 

Saúde registra anualmente cerca de 25.000 novos casos da Doença do 

sono em todo o mundo. O número de pessoas em área de risco 

ultrapassa 60 milhões e cerca de 500.000 estão pessoas infectadas em 

todo o mundo (International Health Wellcome Trust, 2005). 

Os sinais e sintomas mais comuns da Doença do Sono são: mal-

estar, lassidão e períodos irregulares de febre, podendo causar também 

dores de cabeça, anemia, dores nas articulações e inchaço de alguns 

órgãos (sinal de Winterbottom). Com o decorrer da infecção, ocorrem 

desordens neurológicas, que podem levar à deterioração mental, coma 

e à morte (International Health Wellcome Trust, 2005). O nome 

“Doença do Sono” surgiu justamente pelas características da fase 

terminal da enfermidade, que incluem sonolência diurna, evoluindo para 

uma fase de sono permanente e coma. O controle da doença é feito 
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principalmente pela vigilância sanitária nas áreas de risco, juntamente 

com o tratamento das pessoas infectadas. Os tratamentos atuais, que 

utilizam drogas como pentamidina, suramina e melarsoprol, são 

geralmente tóxicos e já foi relatada a presença de cepas resistentes a 

algumas dessas drogas. O tratamento é ainda mais difícil quando a 

doença atinge um estado mais avançado, com envolvimento do sistema 

nervoso central, onde a ação das drogas não é tão efetiva (TDR, 2006). 

 

3.1.2 Trypanosoma cruzi 

 

 O Trypanosoma cruzi é o agente causador da Doença de Chagas, 

também conhecida como Tripanosomíase Americana (Figura 4). O táxon 

T. cruzi contém dois grupos definidos, T. cruzi I e T. cruzi II, além de 

grupos adicionais ainda sem designação. T. cruzi I está associado com o 

ciclo de transmissão silvestre e infecções em marsupiais. O táxon T. 

cruzi II consiste de cinco subgrupos, denominados IIa, IIb, IIc, IId e 

IIe, e está associado com o ciclo de transmissão doméstica e com a 

infecção de mamíferos placentários (El-Sayed et al., 2005a). O T. cruzi 

é normalmente transmitido por insetos da subfamília Triatominae, 

através das fezes contaminadas do vetor (Figura 5). A transmissão 

também pode ocorrer por transfusão sanguínea ou via congênita 

(Neves, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Formas celulares de T. cruzi. À esquerda, tripomastigotas encontradas em 

fezes do inseto triatomíneo. À direita, músculo cardíado de um paciente com Doença 
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de Chagas, mostrando um pseudocisto contendo formas amastigotas de T. cruzi. 

Fonte: International Health Wellcome Trust , 2005. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Inseto triatomíneo fêmea da espécie Panstrogylus megistus, realizando 

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

 

A Doença de Chagas distribui-se em 18 países da América do Sul 

e América Central (principalmente nas áreas rurais), podendo ser 

encontrada também no Sul dos Estados Unidos e no México. Estima-se 

que 16 a 18 milhões de pessoas estão infectadas em todo o mundo, 

com o registro de 21.000 mortes a cada ano (International Health 

Wellcome Trust, 2005). 

As manifestações clínicas da doença podem se desenvolver de 

forma aguda ou crônica. Alguns dos sintomas da fase aguda incluem o 

chagoma de inoculação e o sinal de Romaña, que aparecem no local da 

infecção, causando febre e inchaço dos linfonodos próximos. A fase 

aguda pode causar debilidade e morte em alguns casos, mas a maioria 

dos pacientes se torna assintomática por meses ou até mesmo anos. 

Durante esse período, os parasitas invadem os órgãos internos, onde 

desenvolvem a fase crônica da doença, que é caracterizada 

principalmente pelo comprometimento do coração, intestino e esôfago. 

Aproximadamente 30% dos casos crônicos da Doença de Chagas 

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

 

3.1.3 Leishmania sp. 
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O gênero Leishmania agrupa espécies de protozoários 

encontrados na forma flagelada promastigota, no trato digestivo dos 

hospedeiros invertebrados e na forma semiflagelada amastigota, 

intracelular obrigatória do sistema fagocítico mononuclear dos 

hospedeiros vertebrados (Neves, 2000) (Figura 6). 

Os hospedeiros invertebrados parecem estar limitados a insetos 

hematófagos pertencentes à família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae (Schmidt and Roberts, 1996; Neves, 2000). Os 

hospedeiros vertebrados são primariamente mamíferos, onde os mais 

comumente infectados são os cães e várias espécies de roedores 

(Schmidt e Roberts, 1996). Embora as infecções sejam mais comuns 

nos roedores e canídeos, são conhecidas também entre edentados, 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Formas celulares do gênero Leishmania. À esquerda, formas promastigotas: 

apresentam corpo alongado e flagelo livre. À direita, formas amastigotas presentes em 

um esfregaço sanguíneo. As amastigotas têm corpo ovóide e flagelo interno. Fonte: 

International Health Wellcome Trust, 2005.  
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Figura 7. Inseto flebotomíneo fêmea da espécie Phlebotomus ariasi, realizando 

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

Atualmente, os parasitas do gênero Leishmania que infectam o 

homem são classificados em complexos, sendo agrupados em dois 

subgêneros, cada um englobando várias espécies, que foram 

diferenciados por análises de isoenzimas, métodos moleculares ou por 

anticorpos monoclonais:  

a) Subgênero Viannia com quatro espécies principais (L. 

braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis e L. peruviana); 

 b) Subgênero Leishmania, que inclui o complexo donovani com 

três espécies (L. donovani, L. infantum e L. chagasi); o complexo 

mexicana com três 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. 

São endêmicas em 88 países e mais de 90% dos casos ocorrem no Irã, 

Afeganistão, Arábia Saudita, Índia, Peru e Brasil (TDR, 2006). São 

classificadas em quatro formas principais: 

(a) Leishmaniose visceral ou Calazar – caracterizada pelo 

comprometimento de órgãos como o fígado e o baço. As principais 

espécies causadoras são L. donovani, L. infantum e L. chagasi (Neves, 

2000).  

(b) Leishmaniose cutânea ou tegumentar – a forma mais comum 

da doença, caracterizada por lesões agudas ou crônicas na pele. A 

principal espécie envolvida nesse tipo é a L. braziliensis (Neves, 2000).  

(c) Leishmaniose mucocutânea – é causada principalmente por L. 

braziliensis, e produz ulcerações agressivas, que freqüentemente se 

disseminam para as membranas mucosas, principalmente nas áreas 

nasal, oral ou faríngea. (Henry, 1999).  

(d) Leishmaniose cutânea difusa – caracteriza-se pela formação 

de lesões nodulares, não-ulceradas, crônicas e disseminadas na pele. 
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Está estreitamente associada a uma deficiência imunológica do 

paciente. Esta forma clínica é provocada por espécies do complexo 

mexicana (Neves, 2000). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, cerca de 350 

milhões de pessoas no mundo vivem em área de risco e a prevalência 

das diferentes formas de leishmaniose ultrapassa 12 milhões de casos, 

porém pouco se tem alcançado em termos de avanços no tratamento 

por quimioterapia ou desenvolvimento de vacinas (International Health 

Wellcome Trust, 2005).  

 

3.2 Características biológicas dos tripanosomatídeos 

 

 Por representarem uma ramificação primária na árvore de 

evolução dos eucariotos, os organismos da família Trypanosomatidae 

apresentam algumas características bioquímicas, genéticas e 

morfológicas bem peculiares (Campbell et al., 2003). Eles apresentam 

uma importante edição de RNAs mitocondriais por inserções/deleções 

de uridinas (Stuart et al., 2005) possuem organelas diferenciadas, como 

os glicossomos e cinetoplasto, além de apresentarem o uso extensivo 

do ancoramento de proteínas de membrana utilizando glucosil fosfatidil 

inositol (GPI) (Campbell et al. 2003). Apresentam ainda uma maturação 

diferenciada dos RNAs mensageiros, onde seus genes são transcritos 

inicialmente em unidades policistrônicas (transcrição policistrônica), que 

posteriormente sofrem um processo denominado trans-splicing 

(Campbell et al., 2003).  

 

3.2.1 Transcrição policistrônica e trans-splicing 

 

 Os genes dos tripanosomatídeos são agrupados de forma 

semelhante aos operons bacterianos, mas diferentemente do que ocorre 

em bactérias, esses genes muitas vezes não estão correlacionados. 

Devido a isso, a maturação do RNA mensageiro destes organismos 
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difere da maioria dos eucariotos, pois um número elevado de genes 

está sobre o controle de uma única região promotora e são transcritos 

inicialmente em unidades policistrônicas, que posteriormente sofrem um 

processo denominado trans-splicing (Sutton and Boothroyd, 1986; 

Campbell et al. 2003). Um exemplo da dinâmica da transcrição 

policistrônica nesses organismos fica evidente na estrutura do 

cromossomo 1 de L. major, onde a transcrição 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 transcrição do cromossomo 1 

pela RNA pol II se inicia em um elemento promotor, próximo ao centro, 

e procede ininterruptamente em direção às extremidades, 

transcrevendo as múltiplas ORFs (Myler et al., 1999).  

O processo de trans-splicing foi descoberto há 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 são fusionados 

para a formação do mRNA maduro (Harris, Jr. et al., 1995;Bruzik et al., 

1988). Durante esse processamento, os RNAs primários (policistrônicos) 

são clivados em mRNAs monocistrônicos, que recebem na sua 

extremidade 5’ uma seqüência de 39 nucleotídeos denominada Spliced-

Leader – SL ou mini-éxon. A presença da seqüência Spliced-Leader é 

característica dos mRNAs dos tripanosomatídeos e sua adição tem dois 

propósitos: adicionar o cap aos mRNAs e formar, juntamente com a 

poliadenilação na região 3’, os mRNAs maduros (Agabian, 1990;Liang et 

al., 2003). Até o momento, poucos genes em tripanosomatídeos 

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 região 5’ dos mRNAs da maioria dos 

eucariotos é composta por um resíduo de 7-metil-guanosina ligado ao 



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

15 

nucleosídeo inicial do transcrito por uma ligação fosfato 5’-5’ (Snustad, 

2000). De acordo com o número e a posição das metilações no 

nucleotídeo que forma o cap, e/ou dos nucleotídeos 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 nemátodas (Jankowska-Anyszka 

et al., 1998; Maroney et al., 1995). Os tripanosomatídeos apresentam 

uma estrutura diferente das citadas anteriormente. O cap nesses 

organismos é denominado cap4, por apresentar a modificação de 4 

nucleotídeos adjacentes ao m7GTP, 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’-O-metil-citosina-p-3,2’-O-

di-metil-uridina (Bangs et al., 1992). Apesar das evidências da 

necessidade do capeamento da seqüência Spliced-Leader durante o 

processo de trans-splicing, a função precisa do cap4 se mantém 

desconhecida. A presença dessa estrutura elaborada e hipermetilada, 

juntamente com os elementos da seqüência SL podem contribuir para a 

tradução nos tripanosomatídeos (Zamudio et al., 2006). Recentemente 

foi possível 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 expressão gênica em eucariotos  

 

A regulação transcricional desempenha o papel principal no 

controle da expressão gênica da maioria dos organismos. Contudo, o 

controle traducional é visto também como um determinante importante 

na proliferação celular e sobrevivência, bem como na maturação celular  

(Caron et al., 2004). A tradução ou síntese de proteínas é um 

mecanismo complexo e desempenha um papel importante no controle 

da expressão gênica, entretanto, apesar de muitos exemplos já 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 tradução dos mRNAs é regulada principalmente 

durante a sua etapa de iniciação, um processo que envolve a ação 

sinérgica da estrutura 5’ cap e a cauda poli-A da região 3’ do mRNA e 

de vários fatores protéicos denominados eIFs – eukaryotic initiation 

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

 

3.4 Iniciação da tradução em eucariotos 

 

A síntese protéica pode ser didaticamente dividida em três fases: 

iniciação, elongação e terminação. Enquanto que as fases de elongação 

e terminação são assistidas por um grupo limitado de fatores, a 

iniciação da tradução é um evento complexo, sendo auxiliado por mais 

de 25 polipeptídeos (Gebauer and Hentze, 2004).  

Estudos realizados nos últimos anos têm evidenciado um grande 

número de mRNAs, cuja tradução é regulada temporária e 

espacialmente em vários tipos celulares. Apesar de nenhum mecanismo 

ser capaz de controlar sozinho a tradução de todos os mRNAs, 

evidências têm indicado que a ligação regulada dos fatores de iniciação 

da tradução (eIFs) ao cap dos mRNAs tem grande importância nesse 

processo (Gebauer and Hentze, 2004). 

A iniciação da tradução é composta por várias etapas que 

envolvem a interação entre fatores de iniciação (eIFs), mRNAs, tRNAs e 

os ribossomos. Esses eventos podem ser resumidos em:  

(1) Formação do complexo ternário entre o tRNAi, o fator eIF2 e 

GTP e ligação à subunidade menor ribossomal 40S e ao eIF3 (formação 

do complexo de pré-iniciação 43S);  

(2) Associação do complexo eIF4F ao cap presente na 

extremidade 5’ do mRNA;  

(3) Ligação do complexo 43S ao mRNA, por ação das subunidades 

do complexo eIF4F;  
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(4) Migração do complexo ribossomal ao longo da região 5’ não-

traduzida do mRNA (5’ UTR) a partir do cap até o códon de iniciação da 

tradução (AUG) e  

(5) Liberação dos fatores e recrutamento da subunidade 

ribossomal 60S, para formar o ribossomo 80S, deixando o tRNAi no sítio 

P ribossomal e dar início a síntese da cadeia polipeptídica (Prevot et. al, 

2003; Gebauer and Hentze, 2004). 

 

3.4.1 Complexo eIF4F e PABP 

 

O complexo eIF4F exerce uma função essencial na ligação entre o 

mRNA e o ribossomo (Gingras et al., 1999). Através de suas 

subunidades - eIF4G, eIF4A e eIF4E - ele promove o reconhecimento e 

recrutamento do complexo 43S pelo mRNA, via interação cap-eIF4E-

eIF4G-eIF3, formando assim o complexo 48S (Prevot et al., 2003).  

 A subunidade eIF4G é um polipeptídeo de alto peso molecular que 

interage com diferentes proteínas celulares e virais, incluindo outros 

fatores de iniciação da tradução (Gingras et al., 1999). Seu papel na 

iniciação da tradução é organizar a montagem do complexo eIF4F, 

permitindo a interação das demais subunidades. Nessa tarefa, ele 

interage com o eIF4A, eIF4E, eIF3 e PABP, através dos domínios 

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

 O eIF4A é uma RNA helicase, de 46 kDa, que atua desfazendo as 

estruturas secundárias na região 5´UTR para facilitar a ligação da 

subunidade menor ribossomal ao mRNA e permitir sua migração até o 

códon de iniciação AUG (Sonenberg and Dever, 2003). O eIF4A é 

provavelmente o fator de iniciação da tradução mais abundante em 

uma célula eucariótica (von der Haar and McCarthy, 2002). São 

identificadas três isoformas em mamíferos: eIF4AI, eIF4AII e eIF4AIII 

(Li et al., 1999). 
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 O eIF4E, também conhecido por proteína de ligação ao cap, é 

uma fosfoproteína de 24 kDa, responsável pelo reconhecimento do cap 

presente nos mRNAs eucarióticos (Prevot et al., 2003). A sua ligação ao 

cap ocorre pela interação entre dois resíduos conservados de triptofano 

e a estrutura m7GTP (Marcotrigiano et al., 1997;Matsuo et al., 1997). O 

eIF4E interage com o eIF4G durante os eventos da iniciação da 

tradução, promovendo a formação do complexo 48S na região 5’ do 

mRNA.  

 A proteína de ligação à cauda poli-A (PABP) é uma proteína 

conservada filogeneticamente, que interage com a cauda poli-A dos 

mRNAs eucarióticos e com várias outras proteínas, incluindo o eIF4G 

(Sachs and Varani, 2000). A interação da PABP com o eIF4G gera a 

circularização do mRNA (Figura 8), permitindo assim um sinergismo 

entre a estrutura do cap e a cauda poli-A (Wells et al., 1998). Essa 

circularização seria responsável tanto pela “reciclagem” dos ribossomos, 

que após o término da síntese da cadeia polipeptídica voltariam à região 

5´, quanto por estimular a interação entre o eIF4E e o cap (Sachs and 

Varani, 2000). 
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Figura 8. Esquema representativo da circularização do mRNA e reciclagem dos 

ribossomos. Na figura, estão presentes as subunidades do complexo eIF4F e a PABP. 

Modificado a partir de Sonenberg and Dever, 2003. 

3.4.2 eIF4G : funções e características  

 

O fator eIF4G é a proteína que permite a ligação física entre o cap 

do mRNA, a cauda poli-A e a subunidade menor ribossomal durante os 

eventos da iniciação da tradução e sua interação com o eIF4E ligado ao 

cap é necessária para a tradução cap-dependente (Richter and 

Sonenberg, 2005). Além da sua atuação no processo de iniciação da 

tradução, o eIF4G ainda interage com diferentes proteínas celulares e 

virais, como a proteína nuclear de ligação ao cap CBP80 (Fortes et al., 

2000), proteases virais (Aragon et al., 2000), proteína de choque 

térmico HSP27 (Cuesta et al., 2000) e outras proteínas envolvidas no 

metabolismo de RNA, como a PABP, a Dcp1, a MnK1 (Imataka and 

Sonenberg, 1997;Pyronnet et al., 1999; Vilela et al., 2000). 

O eIF4G já foi isolado e clonado de diferentes organismos, 

incluindo leveduras, Drosophila, plantas e mamíferos. Duas isoformas 

foram encontradas em trigo (eIF4G e iso-eIF4G) (Browning, 1996), em 

Sacharomyces cerevisiae (TIF4631 e TF4632) (Goyer et al., 1993)  e 

em humanos (eIF4GI e eIF4GII) (Gradi et al., 1998). O eIF4GI humano 

foi primeiramente isolado como parte de um complexo protéico em 

lisados de células HeLa infectadas por poliovírus. Mais tarde esse 

complexo foi identificado como sendo o eIF4F e que o eIF4GI estava 

associado ao eIF4E e eIF4A (Tahara et al., 1981;Prevot et al., 2003). 

As duas isoformas de humanos são o eIF4G original, renomeado 

eIF4GI, e o eIF4GII. O eIF4GII tem 46% de identidade com o eIF4GI, 

exibe atividades bioquímicas similares e é funcionalmente 

complementar ao eIF4GI (Prevot et al., 2003). Foi demonstrado que a 

indução da diferenciação celular se correlaciona com o recrutamento 

seletivo do eIF4GII até o cap e que o eIF4GI e eIF4GII, apesar de 
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exibirem interações proteína-RNA e proteína-proteína semelhantes, 

possuem propriedades diferenciadas, visto que eles são recrutados 

seletivamente durante o início da diferenciação celular (Caron et al., 

2004).  

O eIF4GI pode ser dividido funcionalmente em domínios, 

separados por sítios de clivagem de proteases virais (Morino et al., 

2000). A clivagem N-terminal gera um produto capaz de se ligar à 

proteína PABP e ao eIF4E, enquanto que na porção central existe um 

domínio HEAT, responsável pela interação com eIF3, eIF4A e RNA. Em 

mamíferos, o fragmento da clivagem C-terminal codifica um segundo 

sítio de ligação ao eIF4A também chamado de domínio MA3 (Yang et 

al., 2004). Muitos processos regulatórios modulam a função do eIF4G 

pelo deslocamento de proteínas que normalmente se ligam a esse fator 

ou, alternativamente, a função do eIF4G pode ser modificada por 

clivagem proteolítica, que separa de forma específica um domínio dos 

demais (Byrd et al., 2005). 

 

3.4.3 Sítios de ligação do eIF4G  
  

Através de estudos que permitiram a clivagem do eIF4GI humano, 

foram definidos três domínios de tamanhos similares nessa proteína: 

uma região N-terminal; o domínio central, necessário para a 

organização da maquinaria de tradução e a porção C-terminal (este 

domínio não se faz presente nos homólogos de leveduras) parece 

desempenhar um papel modulatório durante síntese protéica (Morino et 

al., 2000).  Estudos em mamíferos e leveduras mostram que a região 

N-terminal possui sítios de ligação ao eIF4E (conservado) e a PABP 

(não-conservado) (Prevot et al., 2003). Ensaios utilizando proteases 

virais e cromatografia de afinidade mostraram que o fragmento N-

terminal do eIF4GI, obtido após clivagem da proteína completa, 

continuava retido à resina m7GTP-sefarose, indicando que o eIF4E 
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continuava ligado a ele. A confirmação veio com estudos de interação 

entre mutantes com deleções do eIF4GI e o eIF4E (Mader et al., 

1995;Prevot et al., 2003). Este mesmo estudo levou à caracterização de 

uma região de 49 aminoácidos, contendo um motivo YDREFLL, possível 

sítio de ligação ao eIF4E, presente no eIF4G de humanos, leveduras, 

plantas e coelhos, onde essa seqüência identificada apresentava um 

alto grau de conservação entre essas espécies. Com base numa análise 

mais extensa de seqüências de eIF4G de diferentes organismos chegou-

se ao consenso Tyr-X-X-X-X-Leu-Φ (onde Φ representa um aminoácido 

hidrofóbico) como o motivo responsável pela interação eIF4G/eIF4E 

(Marcotrigiano et al., 1999).  Outras abordagens, usando proteínas 

recombinantes de fatores de iniciação, revelaram que a interação 

eIF4E-eIF4G aumenta sensivelmente a afinidade do eIF4E pela 

estrutura do cap. Isto pode ser explicado pelo fato do eIF4G se ligar 

diretamente ao mRNA, favorecendo a estabilização do complexo eIF4G-

eIF4E-cap (von der Haar et al., 2000)  

 

 

 
 
Figura 9. Esquema do eIF4GI humano e seus domínios de ligação. O eIF4G possui na 

sua região N-terminal os sítios de ligação à PABP e ao eIF4E. Na região central, 

encontra-se o domínio de ligação ao eIF4A, uma região que reconhece diretamente os 

mRNAs (RRM) e o sítio de ligação ao eIF3. Na parte C-terminal, encontra-se um 

segundo sítio de ligação ao eIF4A (denominado MA3) e o sítio de ligação à proteína 

quinase Mnk1 (Gingras et al., 1999). 

 

 

O domínio de ligação entre a PABP e os dois homólogos do eIF4G 

de leveduras está situado numa região de 114 aminoácidos presentes 

N-terminal C-terminal Domínio central 
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na porção N-terminal (Tarun, Jr. and Sachs, 1996). A interação direta 

entre a PABP e o eIF4G também foi descrita em plantas (Le et al., 

1997) e em mamíferos (Imataka et al., 1998). O principal sítio de 

ligação à PABP em mamíferos está presente tanto no eIF4GI quanto no 

eIF4GII, mas não exibe nenhuma homologia com o domínio de 

interação encontrado em leveduras, mostrando assim que esse sítio 

pode não ser tão conservado entre as espécies (Imataka and 

Sonenberg, 1997; Prevot et al., 2003). 

Durante a análise da estrutura do domínio central presente no 

eIF4GII de mamíferos foi encontrado um tipo de domínio HEAT, 

caracterizado pela presença de cinco pares de α-hélices antiparalelas 

repetidas (Marcotrigiano et al., 2001). Esse domínio HEAT é geralmente 

encontrado em proteínas envolvidas na montagem de complexos 

multiprotéicos (He et al., 2003;Prevot et al., 2003).  

Inicialmente um sítio de ligação ao eIF4A foi encontrado porção C-

terminal do eIF4G de mamíferos (Lamphear et al., 1995). Alguns anos 

mais tarde, um segundo sítio independente foi localizado na região 

central da proteína (Imataka and Sonenberg, 1997). Em ensaios 

funcionais, foi visto que a presença de uma mutação pontual no sítio de 

ligação ao eIF4A, presente no domínio central, impedia a tradução; 

enquanto que uma mutação semelhante no sítio da região C-terminal, 

apenas diminuía a eficiência da tradução em seis vezes frente ao eIF4GI 

selvagem (Morino et al., 2000). Dessa forma, foi demonstrado que o 

sítio de ligação presente na região C-terminal não era essencial para a 

tradução, mas que sua presença desempenhava um papel apenas 

modulatório (Morino et al., 2000;De Gregorio et al., 1999). As posições 

exatas desses sítios foram mapeadas, estando o sítio do domínio central 

entre os resíduos de aminoácidos 672-970 e no C-terminal entre os 

resíduos 1201-1411 (Morino et al, 2000; Korneeva et al., 2001). 

Um outro sítio de ligação importante presente no eIF4G é aquele 

que permite sua interação com o fator eIF3. Este sítio está localizado 

entre os resíduos de aminoácidos 975-1065, no domínio central do 
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eIF4G, região esta que não estaria sobreposta ao sítio de ligação ao 

eIF4A (Korneeva et al., 2001).  

3.5 Complexo eIF4F em tripanosomatídeos 

  

Até pouco tempo, nenhum homólogo às subunidades do complexo 

eIF4F de eucariotos havia sido caracterizado formalmente como fator de 

iniciação em tripanosomatídeos. Inicialmente, apenas um homólogo ao 

eIF4A (denominado de LeIF) foi descrito na literatura como um antígeno 

que induz a produção de interleucina 12 (IL-12) e resposta tipo Th1 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 

iniciação da tradução. Uma outra proteína envolvida na iniciação da 

síntese protéica cuja caracterização em tripanosomatídeos foi iniciada já 

há algum tempo é a proteína de ligação ao poli-A (PABP). Homólogos 

funcionais desta proteína já foram caracterizados em pelo menos três 

diferentes espécies de tripanosomatídeos: 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 

proteínas em relação aos homólogos de vertebrados, embora não se 

saiba ainda seu significado funcional. Mais recentemente, e já fazendo 

uso de informações geradas pelos projetos genoma de L. major, dois 

homólogos de eIF4E foram descritos de forma preliminar em trabalhos 

que estudaram sua interação com o cap4 de tripanosomatídeos. Apenas 

um destes homólogos (LeishIF4E-1) foi descrito em detalhes e mostrou-

se capaz de reconhecer especificamente tanto o cap de mamífero como 

o cap4 de tripanosomatídeos (Lewdorowicz et al., 2004), contudo seu 

papel na síntese protéica não foi diretamente investigado. Por fim, com 

o término do seqüenciamento dos genomas de L. major, T.cruzi e T. 

brucei, análises de bioinformática preliminares permitiram identificar 

vários candidatos a fatores envolvidos na tradução nestes três 

organismos (Ivens et al., 2005). Mais uma vez, nenhuma destas 
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proteínas teve sua função na síntese protéica confirmada por 

abordagens experimentais.  

Os dados de sequenciamento do genoma das três espécies 

também permitiram a identificação de seqüências que apresentavam 

homologia a fatores eucarióticos de iniciação da tradução. Apesar de 

possuírem diferentes graus de similaridades, estas seqüências 

apresentam semelhanças entre as espécies, o que indica que elas 

devem ser conservadas e desempenham papéis importantes nestes 

parasitas, mas devido à multiplicidade de seqüências, não foi possível 

identificar qual delas corresponderiam aos fatores já caracterizados em 

outros eucariotos ou se os vários homólogos apresentariam expressão 

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 ortólogos em T. brucei e T. cruzi: seis homólogos à 

subunidade eIF4E (LmEIF4E1, LmEIF4E2, LmEIF4E3, LmEIF4E4, 

LmEIF4E5 e LmEIF4E6), dois homólogos ao eIF4A (LmEIF4AI e 

LmEIF4AIII) e cinco homólogos ao eIF4G (LmEIF4G1, LmEIF4G2, 

LmEIF4G3, LmEIF4G4 e LmEIF4G5) (Dhalia et al., 2005) – por terem 

sido identificados recentemente, a tabela não apresenta dados sobre os 

homólogos LmEIF4E5 e LmEIF4E6).  

Em relação aos homólogos de eIF4G de tripanosomatídeos, as 

cinco seqüências identificadas estão atualmente em diferentes fases de 

caracterização (Figura 10). Estudos preliminares desses homólogos 

incluíram a análise das seqüências, análise de expressão durante o ciclo 

de vida de Leishmania sp. através de ensaios de Western blot e ensaios 

de ligação in vitro (pull down).  Dentre elas, as proteínas LmEIF4G3 e 

LmEIF4G4 se destacaram por seus resultados em ensaios funcionais 

preliminares, os quais geraram indícios que elas atuem realmente como 

fatores da tradução. Além de apresentarem semelhanças estruturais 

entre si e com a seqüência de outras espécies, estas duas proteínas 
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apresentam ainda níveis de expressão similares em L. major, sendo 

expressas constitutivamente na fase promastigota do parasita. 

 

Tabela 1. Seqüências homólogas aos fatores de iniciação da tradução do complexo  

                eIF4F identificadas em L. major. 

Seqüências 

em L. major 

Peso 

molecular 

predito (kDa) 

Localização nos 

cromossomos 

 Similaridade aos 

homólogos humanos 

 Similaridade aos 

homólogos de T. brucei 

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 proteína de humanos referente apenas ao nível do domínio 

central. Modificado a partir de Dhalia et al., 2005. 
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Figura 10. Esquema dos homólogos ao eIF4G de L. major e seus principais domínios. 

A região mais conservada das proteínas, semelhante a outros organismos, é a região 

central onde está localizado o domínio HEAT. Destaque para os homólogos LmEIF4G3 

e LmEIF4G4, por apresentarem o motivo FSLXXVL na região N-terminal, que pode ser 

responsável pela interação com algum dos homólogos do eIF4E em L. major; e na 

região C-terminal dos mesmos homólogos tem-se outra região conservada, a qual 

pode atuar como segundo domínio de ligação ao eIF4A (MA3). 

 

 

3.6 Manipulação genética em tripanosomatídeos 

 

 Muitos dos membros da família Trypanosomatidae são parasitas 

digenéticos, cujos ciclos de vida apresentam diferentes formas 

celulares, alternando entre os hospedeiros vertebrados e invertebrados. 

Sendo eucariotos primitivos, estes microrganismos têm chamado 

atenção não apenas por sua relevância médica, mas também por 

apresentarem características distintas nos mecanismos de controle da 

expressão gênica. Estudos mais antigos sobre o controle da expressão 

gênica nesses organismos eram focados no processo de variação 

antigênica. Atualmente, com novos conhecimentos de protocolos de 

transfecção e manipulação genética, várias ferramentas de genética 

reversa têm sido utilizadas para permitir a manipulação dos genomas 

dos tripanosomatídeos. Muitos desses métodos auxiliam no estudo de 

função dos genes por estratégias de perda de função (interferência de 

RNA, por exemplo) e no estudo de localização de proteínas usando 

marcadores in vivo, como as proteínas fluorescentes (Teixeira and 

DaRocha, 2003;Beverley, 2003). 

   

3.6.1 Expressão de proteínas de fusão fluorescentes 

 

 A descoberta de uma proteína que é naturalmente fluorescente – 

a green fluorescente protein (GFP) - proveniente da água-viva Aequorea 
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victoria, serviu como uma ferramenta poderosa para estudos da 

expressão gênica no nível protéico. Durante os últimos anos, a GFP e 

suas formas derivadas têm sido usadas para monitorar a síntese e a 

localização de proteínas específicas numa grande variedade de 

organismos. Esses estudos permitem a construção de genes contendo a 

seqüência nucleotídica que codifica a GFP em fusão com a seqüência 

nucleotídica que codifica a proteína de interesse e, introduzindo o gene 

quimérico nas células por transformação, é possível detectar a 

fluorescência através da exposição das células transgênicas à luz azul 

ou ultra-violeta (Snustad, 2000). Através de mutações no gene da GFP, 

foi possível produzir formas variantes da proteína que emitem luz azul 

ou amarela e com capacidade de fluorescência até 35 vezes maior. 

Como exemplo, tem-se a EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein), 

que é resultante de mutações na GFP, gerando uma proteína de 

fluorescência amarela, com pico de excitação em 514 nm e pico de 

emissão de 527 nm e fluorescência aumentada (Chalfie M et al., 1994). 

Enquanto a maioria das moléculas fluorescentes, como o FITC 

(isotiocianato de fluoresceína) usadas em microscopia mostrava-se 

tóxicas quando usadas em células vivas, as proteínas fluorescentes 

apresentam-se menos nocivas. Isto tem permitido o desenvolvimento 

de sistemas que podem observar células expressando uma ou mais 

proteínas fluorescentes ao longo do tempo. A análise dessas imagens 

tem redefinido o entendimento de vários processos biológicos que 

haviam sido estudados anteriormente apenas com material fixado 

(Phillips, 2001).  

 

3.6.2 Expressão de proteínas de fusão fluorescentes em 

tripanosomatídeos  

  

Apesar do sucesso com as transfecções em outros organismos da 

família Trypanosomatidae (principalmente em T. brucei), a transfecção 

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 transfecção 

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 têm sido desenvolvidos na tentativa de se obter 

melhores condições de expressão em T. cruzi, como os descritos por  

(Ramirez et al., 2000; Da Rocha et al., 2004). Já em Leishmania, foram 

desenvolvidos alguns vetores para expressão 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 Interferência de RNA (RNAi) 

 

 A interferência de RNA foi primeiramente descrita no nemátoda 

Caenorhabditis elegans por Fire e colaboradores, que descobriram que 

RNAs dupla-fita, quando inseridos numa célula, induziam um 

silenciamento seqüência-específico potente  (Fire et al., 1998). Esta 

defesa contra material genético exógeno é uma das várias rotas 

fisiológicas que são induzidas por RNAs dupla-fita e está relacionado à 

defesa normal das células contra vírus e transposons. Esse 

silenciamento gênico pós-transcricional é um processo conservado em 

um amplo número de organismos como plantas, fungos, Drosophila, C. 

elegans e mamíferos (Sledz and Williams, 2005; Leung and Whittaker, 

2005). 

 O mecanismo de RNAi se caracteriza pela ação de uma enzima 

citoplasmática endógena (Dicer), com atividade de RNAse III, que cliva 

RNAs dupla-fita longos (dsRNAs) em duplexes menores de 19-21 

nucleotídeos (siRNAs). Após a clivagem pela Dicer, os duplexes se 

associam a várias proteínas com funções de nucleases, para formar um 

complexo conhecido como RISC (RNA-induced silencing complex). A fita 

sense do siRNA é então 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 então liberado do mRNA 
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inativo e este é degradado por exonucleases celulares, silenciando sua 

tradução. Se a seqüência-alvo não é totalmente complementar, o mRNA 

não é degradado e a tradução é apenas inibida (Tebes and Kruk, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema do mecanismo geral de RNAi. Modificado de Dykxhoorn et al., 

2003.  

 Os siRNAs têm sido usados extensivamente em células de 

mamíferos para definir as funções de genes individuais, particularmente 

aqueles envolvidos em doenças e processos celulares como endocitose, 

transdução de sinais, apoptose, controle do ciclo celular, em genes 

relevantes envolvidos em doenças neurodegenerativas e 

xenotransplantes (Leung ad Whittaker, 2005). Alguns parasitas como 

Plasmodium falciparum, Toxoplasmas gondii, Giardia e Entamoeba 
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também têm sido estudados por esta técnica, onde genes essenciais já 

foram identificados, oferecendo alvos importantes para o 

desenvolvimento de novas drogas que combatam essas infecções 

(Leung and Whittaker, 2005). 

3.6.4 Interferência de RNA em tripanosomatídeos 

 

 Os primeiros experimentos de RNAi em tripanosomatídeos 

utilizaram a eletroporação de células com RNAs dupla-fita, gerando 

fenótipos potentes, porém transientes (Ngô et al., 1998). A utilização 

do RNAi foi melhorada com a produção de vetores que conseguiam uma 

integração estável no genoma. Os primeiros vetores usados tinham 

promotores regulados por tetraciclina para controlar a expressão dos 

RNAs. Estes vetores continham repetições invertidas da seqüência do 

gene-alvo, separadas por um fragmento “separador” de seqüência 

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 

transcrição a partir desses promotores opostos produz moléculas de 

RNA complementares que são capazes de hibridizar para formar uma 

molécula linear de dsRNA. Esses vetores com promotores T7 duplos 

podem ser utilizados tanto na forma sanguínea quanto na forma 

procíclica (Wickstead et al., 2002; Motyka and Englund, 2004). 

 A interferência de RNA é um método particularmente conveniente 

para examinar a função gênica e a ausência de mecanismos de RNAi em 

T. cruzi e L. major levou-se a utilizar T. brucei como modelo para 

análise funcional em tripanosomatídeos. A falta aparente do mecanismo 

de RNAi em T. cruzi e L. major gerou uma surpresa, considerando que 

eles também pertencem à família Trypanosomatidae. Então, a 

explicação mais aceitável atualmente é que o mecanismo de RNAi tenha 

se perdido em T. cruzi e L. major. Outros precedentes poderiam 

confirmar essa explicação, pois se sabe que o genoma de 

Saccharomyces cerevisiae não 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 tripanosomatídeos, a escolha dos sítios de integração dos 

vetores é dificultada pela organização incomum dos genes e pela 

natureza indistinta da RNA polimerase II (RNA pol II). Por isso, para se 

obter uma regulação forte nas células não-induzidas, deve-se evitar a 

integração dos vetores em regiões de genes muito ativos ou com 

transcrição forte pela RNA pol II. A seqüência-alvo para a integração de 

vetores indutíveis em T. brucei tem sido a região upstream ao promotor 

do gene de RNA ribossomal 18S – um sítio referido como rDNA 

espaçador. Porém, existem outros sítios de integração dentro do 

genoma de T. brucei que permitem uma boa regulação dos vetores. 

Dentre eles, têm-se os minicromossomos, que são pequenos 

cromossomos lineares, que possuem de 30 a 150 Kb e são mantidos 

nesse organismo como reservatórios dos genes VSG. Os 

minicromossomos são sítios potencialmente úteis para integração por 

varias razões, sendo a mais importante delas que são sítios 

transcricionalmente silenciosos (Wickestead et al., 2002; Ullu et al., 

2004).  

 Até o momento, vários vetores que permitem a expressão 

controlada de transgenes em tripanosomatídeos foram produzidos, bem 

como linhagens de parasitas transgênicos que permitem a integração 

desses vetores em seu genoma. As linhagens mais utilizadas para esse 

propósito co-expressam constitutivamente o repressor que regula o 

operon procariótico de resistência à tetraciclina (TetR) e uma RNA 

polimerase de bacteriófago (T7 RNA polimerase – T7RNAP), que foram 

inseridos no genoma do parasita e são mantidos por marcas de 

resistência a antibióticos específicos. Dessa forma, tornou-se possível a 

utilização de promotores da T7 RNA polimerase nos vetores de 

integração, o que resolveu o problema da falta de controle de expressão 

pela ausência de promotores da RNA pol II e o desejo de não se utilizar 
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os promotores da RNA pol I de T. brucei, que são reconhecidamente 

fortes e sujeitos à regulação endógena (Wirtz et al., 1999). Atualmente, 

a linhagem procíclica de T. brucei mais utilizada é a 29-13, que co-

expressa T7RNAP e TetR, e foi obtida a partir da transfecção estável 

seqüencial da linhagem selvagem 427 com os vetores pLew13 (codifica 

a T7RNAP) e pLew29 (codifica o TetR), que conferiram resistência aos 

antibióticos neomicina e higromicina, respectivamente (Wirtz et al., 

1999).  

A inclusão de técnicas in vivo na análise dos homólogos a fatores 

de iniciação da tradução identificados em tripanosomatídeos teve início 

com a caracterização das proteínas TbEIF4AI e TbEIF4AIII (Dhalia et 

al., 2006) onde foram realizadas a localização subcelular, a indução da 

interferência de RNA e a identificação de dominantes negativos pela 

super-expressão das proteínas em T. brucei.  

A utilização dessas técnicas permitiu a geração de dados 

importantes para a caracterização desses dois homólogos da 

subunidade eIF4A de T. brucei e reforçou a necessidade do uso de 

técnicas in vivo na análise funcional de proteínas, pois os resultados 

obtidos enriquecem de forma significativa àqueles conseguidos in vitro, 

gerando informações de qualidade.  

Com bases nos bons resultados obtidos previamente na 

caracterização dos homólogos aos fatores de iniciação da tradução 

identificados em tripanosomatídeos, este trabalho visou a utilização de 

técnicas in vivo para continuar a análise funcional de três dos cinco 

homólogos ao fator eIF4G identificados (TbEIF4G3-5). As abordagens 

utilizadas incluíram a interferência de RNA e a localização celular 

através da detecção de proteínas fluorescentes. Para isso foram 

utilizadas células geneticamente modificadas de T. brucei, por este ser o 

organismo-modelo nos estudos de manipulação genética em 

tripanosomatídeos e também pela falta de protocolos bem estabelecidos 

dessas técnicas que se apliquem às espécies de Leishmania.  
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RESUMO 

Em eucariotos superiores, a síntese protéica inicia-se com a formação 

do complexo eIF4F e sua ligação ao mRNA. Este complexo (composto 

pelas subunidades eIF4A, eIF4E e eIF4G) está envolvido na etapa de 

iniciação da tradução e permite o reconhecimento do mRNA pela 

subunidade menor ribossomal. Pouco se sabe sobre a iniciação da 

tradução nos tripanosomatídeos e para investigar este processo, foram 

identificados múltiplos homólogos para cada subunidade do complexo 

eIF4F no genoma de L. major. Dentre eles, cinco homólogos ao fator 

eIF4G, onde suas seqüências mostraram graus diferentes de 

similaridade às proteínas de vertebrados. Assim, estes homólogos, 

denominados LmEIF4G1-5, sofreram um processo de caracterização 

inicial, incluindo análises de expressão durante o ciclo de vida de L. 

major e ensaios de pull-down. Para suplementar os dados obtidos in 

vitro, utilizamos ortólogos de T. brucei (TbEIF4G3-5) para a realização 

de análises in vivo. Com isso, os genes de interesse foram amplificados 

e clonados em vetores plasmidiais, permitindo a expressão de proteínas 

em E. coli, produção de anticorpos, realização da interferência de RNA e 

localização celular pela detecção de proteínas de fusão fluorescentes. A 

interferência de RNA mostrou que os três homólogos são essenciais à 

viabilidade celular, mas cada um apresentou um perfil de sobrevivência 

diferente após a indução de RNAi, observado através de curvas de 

crescimento. As células sob RNAi do TbEIF4G4 apresentaram ainda 

redução na mobilidade e mudança de morfologia antes da morte dos 

parasitas. Anticorpos contra as proteínas TbEIF4G3-5 foram usados em 

ensaios de Western blot para confirmar a depleção da proteína após 

RNAi. A localização celular das três proteínas confirmou sua presença no 

citoplasma das células de T. brucei.  

Palavras-chave: tripanosomatídeos, eIF4G, RNAi e localização 

celular. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 Várias espécies pertencentes à família Trypanosomatidae são 

consideradas patógenos de grande importância médica, por serem os 

agentes etiológicos de enfermidades de relevância mundial como as 

Leishmanioses (Leishmania sp.), a Doença de Chagas (T. cruzi) e a 

Doença do Sono (T. brucei) (www.who.int/tdr/diseases). Os 

tripanosomatídeos apresentam características biológicas que os diferem 

da maioria dos demais eucariotos, destacando a transcrição 

policistrônica e processamento dos mRNAs por trans-splicing, além da 

ausência de controle transcricional da expressão gênica. Dessa forma, a 

tradução atua como um ponto fundamental na regulação da expressão 

dos genes nestes organismos[1].  

  O início da síntese protéica em eucariotos é mediada pela ação de 

um grupo fatores de iniciação da tradução (eIFs – eukaryotic initiation 

factors), que promovem a ligação do mRNA ao ribossomo [2]. Neste 

processo, o complexo eIF4F (composto pelas subunidades eIF4A, eIF4E 

e eIF4G) está envolvido na etapa de reconhecimento do mRNA e no 

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

O fator eIF4G é um polipeptídeo de alto peso molecular, que atua 

como uma proteína de ancoramento durante a iniciação da tradução, 

sendo responsável pela organização e montagem do complexo eIF4F. 

Nessa tarefa, ele interage com o eIF4A e o eIF4E, além de possuir sítios 

de ligação ao eIF3 e à proteína de ligação à cauda poli-A (PABP) ao 

longo de sua estrutura [4]. Estruturalmente, o eIF4G pode ser dividido 

em três regiões: a porção N-terminal, onde se encontra o sítio de 

ligação ao eIF4E; uma região central com a presença de um domínio 

HEAT conservado, responsável pela interação com o eIF4A e o eIF3, e a 

porção C-terminal, presente apenas em eucariotos mais complexos, que 

tem um papel modulatório na síntese protéica. Nessa região C-terminal 

encontram-se o domínio MA3, apresentando um segundo sítio de 
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ligação ao eIF4A e o domínio W2, que permite a interação com a 

quinase MnK1, responsável pela fosforilação do eIF4E [5,6].  

Pouco se sabe sobre a iniciação da tradução nos 

tripanosomatídeos e para investigar este processo, foram identificados 

múltiplos homólogos para cada subunidade do complexo eIF4F nos 

genomas de L. major, T. brucei e T. cruzi. Dentre eles, foram 

encontrados cinco homólogos ao fator eIF4G e a caracterização inicial 

de algumas das proteínas de L. major, que incluíram as análises das 

seqüências, a quantificação durante a fase promastigota e a 

investigação da sua capacidade de interação ao homólogo eIF4A, 

através de ensaios de ligação in vitro (pull down), mostrou que essas 

proteínas apresentavam graus diferentes de similaridade comparadas às 

proteínas de vertebrados [7]. A priori não foi possível identificar o papel 

funcional de algum deles na iniciação da tradução, mas os homólogos 

LmEIF4G3 e LmEIF4G4 foram considerados candidatos importantes a 

serem os ortólogos do eIF4G. 

Este trabalho teve como objetivo a utilização de algumas técnicas 

de manipulação genética para continuar o estudo da função dos 

homólogos ao eIF4G de tripanosomatídeos. Para isso, utilizamos as 

proteínas TbEIF4G3-5 de T. brucei para a realização de ensaios de 

localização celular, através de expressão de proteínas de fusão à 

Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP) e para a investigação da 

influência desses homólogos na viabilidade celular do parasita, através 

da técnica de interferência de RNA. Os resultados obtidos com essas 

técnicas, juntamente com os dados referentes às análises das 

seqüências dos homólogos forneceram maiores informações sobre essas 

proteínas e reforçaram a possibilidade de que pelo menos dois deles 

(TbEIF4G3-4) atuem realmente como fatores de iniciação da tradução  

em T. brucei.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Análise de seqüências 

 

 Seqüências homólogas à 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 parâmetro de busca as proteínas já 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 parâmetro as seqüências 

obtidas em L. major. Os alinhamentos múltiplos foram realizados 

através do programa Clustal W (Programa Bioedit), com alguns ajustes 

manuais para um maior refinamento. 

 

 

2.2 Crescimento de parasitas 

 

Formas procíclicas de T. brucei, cepa selvagem 427 e linhagem 

transgênica 29-13 [8] foram cultivadas a 27ºC 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 manutenção 

dos transgenes da T7 RNA polimerase e do repressor de tetraciclina na 

linhagem 29-13, foram adicionados ao meio SDM-79 os antibióticos 

G418 (15 µg/mL) e higromicina (25 µg/mL). Os parasitas foram 

monitorados por microscopia óptica até atingirem a fase logarítmica de 

crescimento (106 – 107 células/mL) para a obtenção de concentrados 

celulares a serem utilizados nas transfecções. 
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2.3 PCR e clonagem dos genes TbEIF4G3-5 de T. brucei 

 

Os genes TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 foram amplificados a 

partir de DNA total de T. brucei (cepa selvagem 427), utilizando 

oligonucleotídeos flanqueados por sítios de restrição das enzimas Hind 

III 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 amplificação foi realizada com oligonucleotídeos com sítios 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 recomendações do fabricante. Os clones 

obtidos foram seqüenciados no seqüenciador ABI Prism 3100 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems), e após análise da integridade das 

seqüências, os genes TbEIF4G3 e TbEIF4G5 foram subclonados nos 

vetores tetraciclina-indutíveis p2T7-177 [9] e p2216 (cedido 

gentilmente pelo Dr. Mark Carrington), entre os sítios das enzimas de 

restrição Hind III e BamH I, os quais serviriam para a realização das 

técnicas de interferência de RNA e expressão de proteínas de fusão à 

EYFP, respectivamente. O gene TbEIF4G4 foi subclonado no vetor p2T7-

177, entre os sítios das enzimas BamH I e Xho I e no vetor p2216, 

entre os sítios Hind III e BamH I.   

Fragmentos codificantes para o domínio HEAT dos homólogos 

TbEIF4G3-5 (TbEIF4G31-227, TbEIF4G41-319 e TbEIF4G51-401 - os números 

subscritos indicam os resíduos de aminoácidos da proteína selvagem 

que permanecem na proteína recombinante) foram amplificados por 
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PCR, utilizando oligonucleotídeos flanqueados pelos sítios de restrição 

das enzimas BamH I e Xho I. Para o gene TbEIF4G3 (forward - 

TCTGGATCCCCCGCCACCATGCACGTCTACACCATCG e reverse - 

TTGCTCGAGCACAGCCCTGTCAGAGGC), TbEIF4G4 (forward - 

TCTGGATCCCCC GCCACCATGCTGTTCAAACCTCGTGG e reverse - 

CCCCTCGAGCTGCTGAGATTGAA ATCC) e TbEIF4G5 (forward - 

TCTGGATCCCCCGCCACCATGGAGCACCGCGCCGCAC e reverse - 

CCCCTCGAGATCACCCGTCCCTGTCAC). Após digestão com as 

respectivas enzimas, os fragmentos amplificados foram clonados no 

plasmídeo pET21a (Novagen), para a expressão de proteínas de fusão à 

uma seqüência de poli-histidinas na porção C-terminal.  

 

 

2.4 Expressão e purificação de proteínas recombinantes 

 

Para a expressão das proteínas de fusão à seqüência de poli-

histidinas, células de Escherichia coli BL21 competentes foram 

transformadas com as construções plasmidiais obtidas com clonagens 

dos fragmentos codificantes para os domínios HEAT no pET21a. Em 

seguida, foram realizadas culturas das células transformadas em meio 

LB líquido a 37º C suplementado com ampicilina (100 µg/mL) , às quais, 

após atingirem uma densidade óptica de 0,5 (A600), foi adicionado IPTG 

para uma concentração final de 0,1 mM. Em seguida, as culturas foram 

mantidas a 30ºC por 3 horas, para a expressão das proteínas de fusão.  

As células induzidas foram sedimentadas (2740g/4ºC/15 min), 

ressuspensas em 20 mL de PBS e lisadas por ultrasonicação (6 pulsos 

de 30s). A purificação das proteínas recombinantes foi realizada de 

acordo com de Melo Neto [10], utilizando a resina Ni-NTA Agarose 

(Qiagen). As proteínas purificadas foram analisadas e quantificadas em 

SDS-PAGE 15%, corado com azul de Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich). 

Para a quantificação, diluições seriadas das proteínas foram comparadas 

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

1D (Scientific Image Systems). 

 

2.5 Produção de anticorpos 

 

As proteínas recombinantes citadas acima foram utilizadas na 

imunização de coelhos adultos New Zealand. Em cada inóculo do 

processo de imunização (num total de 4 inóculos, com intervalo de 15 

dias entre eles), foram utilizados aproximadamente 100 µg de proteína 

purificada, isolados diretamente de um gel preparativo SDS-PAGE 10%. 

A região do gel contendo a proteína de interesse foi excisada e 

macerada num sistema de válvulas acoplado a seringas de 5mL. Em 

seguida, foram acrescentados 200µl de adjuvante de Freund (Gibco BRL 

Life Technologies) e 600µl de PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM 

Na2HPO4; 1,47 mM KH2PO4, pH 7,3) . Os componentes homogeneizados 

foram aplicados por via subcutânea em coelhos (em 3 regiões 

diferentes do corpo). Após a 3ª inoculação, foi coletada uma alíquota de 

sangue venoso da orelha dos animais, para a confirmação da produção 

dos anticorpos. Depois dessa confirmação, foi realizado o 4º inóculo e 

após 1 semana, os animais foram sacrificados, sob anestesia, para a 

retirada de sangue através de punção cardíaca e obtenção do soro. Os 

soros foram armazenados a -80 ºC. 

 

2.6 Ensaios de Western blot 

 

Para os ensaios de Western blot foram utilizados membrana 

Immobilon-P PVDF (Millipore) e anticorpos primários específicos obtidos 

a partir da imunização de coelhos. As diluições variaram para cada 

anticorpo, sendo o anti-TbEIF4G3 utilizado na proporção 1:15000; o 

anti-TbEIF4G4, 1:8000 e o anti-TbEIF4G5, 1:2000. O 2º anticorpo 

usado foi o anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories), na diluição de 1:15000. Os anticorpos 
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foram incubados durante 60 minutos em solução de leite desnatado 5% 

em PBS/ Tween-20 0,05%, seguido de 3 lavagens de 10 minutos com 

PBS. A detecção das proteínas foi realizada através de reações de 

quimioluminescência (ECL), utilizando filme fotográfico Kodak BioMax 

MR. 

 

2.7 Transfecção estável de células de T. brucei 

 

 Para transfecção, alíquotas de 1,4 x107 células procíclicas de T. 

brucei, da linhagem 29-13, foram ressuspensas em tampão ZPFM (NaCl 

132 mM, KCl 8 mM, Na2HPO4 8mM, KH2PO4 1,5 mM, acetato de 

magnésio 0,5 mM e acetato de cálcio 0,09 mM), juntamente com 20 µg 

de DNA plasmidial linearizado. Para a transfecção, foi utilizado 

eletroporador para células eucarióticas ECM 830 (BTX Molecular 

Delivery Systems), sob as seguintes condições: 

 

 

 

Voltagem 1,5 kV 

Duração do pulso elétrico 200 µs 

Número 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 

µg/mL), higromicina (25 µg/mL) e mantidos a 27ºC por 16 horas para 

recuperação. Após recuperação, foi acrescentada fleomicina (2,5 

µg/mL), mantendo-se assim por aproximadamente 12 dias, para 

seleção dos transfectados. 
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2.8 Interferência de RNA dos homólogos TbEIF4G3-5 

 

 Para a realização da técnica de RNAi, os genes TbEIF4G3-5 foram 

subclonados no vetor p2T7-177. Após a transfecção estável dos 

parasitas, na sua forma procíclica, com as construções p2T7-

177/TbEIF4G3-5 e seleção pela marca de resistência à fleomicina, o 

efeito de RNAi foi analisado através de curvas de crescimento na 

ausência (-TET) e presença (+TET) de tetraciclina (1 µg/mL). A curva 

foi obtida pela contagem do número de parasitas, a cada 24h, em 

câmara de Neubauer. A expressão das proteínas durante a indução do 

RNAi foi avaliada por ensaios de Western blot, utilizando extratos 

protéicos coletados ao longo da curva de crescimento. 

 

 

2.9 Localização celular dos homólogos TbEIF4G3-5 

 

 Para a localização celular, os genes TbEIF4G3-5 foram 

subclonados no vetor p2216. Após a transfecção estável dos parasitas 

procíclicos e seleção pela marca de resistência à fleomicina, a expressão 

das proteínas de fusão à EYFP foi realizada através da adição de 

tetraciclina (1 µg/mL) ao meio e mantendo-se as culturas a 27º C, por 

24h. Para a análise da localização celular, alíquotas de 5x106 células 

induzidas foram lavadas com PBS e submetidas à microscopia confocal 

a laser (aparelho TCPS SP2 AOBS – Leica Mycrosystems) para detecção 

da fluorescência, com pico de excitação em 514 ηm e pico de emissão 

de 527 ηm. 

 



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

54 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Análise das seqüências dos cinco homólogos ao eIF4G de T. 

brucei  

 

 A proteína eIF4G se caracteriza por ser pouco conservada entre as 

espécies. Porém, o domínio central HEAT, responsável por sua interação 

com a subunidade eIF4A e com o RNA, aparece conservado em 

seqüências de organismos divergentes [3]. Este domínio tem como 

característica a presença de cinco pares de alfa-hélices antiparalelas na 

formação de sua estrutura secundária [11]. Devido a isso, apenas a 

região correspondente ao domínio HEAT das seqüências do fator eIF4G 

de humano e de levedura foi utilizada na comparação com as 

seqüências disponíveis em bancos de dados de L. major e assim, foi 

possível identificar cinco homólogos, denominados LmEIF4G1-5 [7]. 

Posteriormente, seus cinco ortólogos foram identificados em T. brucei e 

T. cruzi, utilizando como parâmetro as seqüências obtidas em L. major 

(Tabela 1). 

Da mesma forma, apenas as regiões do domínio HEAT foram 

utilizadas no alinhamento múltiplo dos cinco homólogos de L. major, T. 

brucei e T. cruzi (Figura 1). Nesse alinhamento é possível visualizar as 

regiões conservadas, responsáveis pela formação das alfa-hélices 

antiparalelas, características do domínio HEAT. Alguns resíduos de 

aminoácidos, necessários para a interação com a subunidade eIF4A, 

também se apresentam conservados na maioria das seqüências 

identificadas. Outros resíduos, não descritos como importantes para a 

ligação ao eIF4A, também estão presentes e a conservação entre eles é 

indicativa de que esses aminoácidos desempenham um papel 

importante na estrutura dessas proteínas.  
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3.2 Análise das seqüências dos homólogos TbEIF4G3 e TbEIF4G4 

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

 

 A partir das análises das seqüências referentes aos cinco 

homólogos do eIF4G em tripanosomatídeos, foi possível confirmar a 

baixa conservação entre elas, com exceção à região referente ao 

domínio central HEAT. Contudo, duas dessas seqüências (TbEIF4G3 e 

TbEIF4G4) apresentaram características similares, indicativas de que 

ambas possam desempenhar uma função comum. Essas características 

incluem uma porção N-terminal curta e uma região C-terminal 

conservada, composta por aproximadamente 120 aminoácidos. A 

presença dessa região N-terminal curta levou-se a propor uma função 

apenas modulatória desses dois homólogos, visto que é nessa região 

que se encontram os sítios de ligação ao eIF4E e à PABP nas seqüências 

de humano e de outros eucariotos. Entretanto, o alinhamento das 

seqüências TbEIF4G3 e TbEIF4G4 e dos ortólogos de L. major e T. cruzi 

(Figura 2) mostra claramente a presença de um motivo composto por 

sete resíduos de aminoácidos (FSLXXXX) na porção N-terminal, 

conservado em ambas as proteínas nas três espécies, que poderia atuar 

como um sítio de ligação ao eIF4E, já que é bem semelhante ao 

encontrado no nemátoda C. elegans (FGRDFMV). Já na porção C-

terminal, destaca-se a presença de uma região conservada, identificada 

como um provável domínio MA3 e dois resíduos de triptofano (W540 e 

W597 – numeração do TbEIF4G3), que podem representar um possível 

domínio W2 nestas proteínas, responsável em mamíferos pela interação 

com a quinase MnK1.  

 O alinhamento mostra ainda algumas inserções presentes ao 

longo das seqüências do quarto homólogo nas três espécies, com 

destaque para uma região rica em resíduos de glutamina (Q315-Q369), 

mostrada nas seqüências de TbEIF4G4 e TcEIF4G4, com esta última 

apresentando ainda vários resíduos de histidina na mesma inserção. O 

grande número de resíduos de glutamina no TbEIF4G4 é referente a 
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uma região com repetições da trinca nucleotídica GAA, identificada a 

partir do seqüenciamento deste gene realizado numa das etapas desse 

trabalho (resultado não mostrado). Além disso, foi identificado um 

possível polimorfismo do gene, pois algumas das seqüências 

amplificadas apresentaram, após análise por seqüenciamento, uma 

segunda inserção de 16 aminoácidos (QQQQQPQQQPQQQQQQ) nessa 

mesma região. Apesar dessas características, não foi possível esclarecer 

se essas inserções teriam alguma função importante nestas proteínas. 

  

 

3.3 Localização celular das proteínas TbEIF4G3-5 

  
Para identificar a localização celular dos homólogos, os genes 

TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 foram subclonados no vetor de 

transfecção p2216 que permite a expressão das proteínas em fusão à 

proteína fluorescente EYFP na porção C-terminal. Neste cassete de 

expressão, os genes foram inseridos sob o controle de um promotor 

regulado por tetraciclina, com integração na região de rDNA. Parasitas 

na forma procíclica (cepa 29-13) foram então transfectados com estas 

construções. A expressão das proteínas de fusão fluorescentes foi 

induzida pela adição de tetraciclina ao meio de cultura.  

As células transfectadas foram analisadas por microscopia 

confocal, mostrando que as proteínas se apresentavam localizadas no 

citoplasma das células de T. brucei, enquanto que a região referente ao 

núcleo não emitiu sinais de fluorescência (Figura 3). Com esse 

resultado, elimina-se a possibilidade dessas proteínas atuarem em 

alguma função nuclear específica, como por exemplo, no 

processamento e/ ou transporte de RNAs, ao menos durante a fase 

procíclica do parasita. 
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3.4 Expressão de proteínas recombinantes TbEIF4G3-5 e 

produção de anticorpos policlonais 

 

Para a produção de anticorpos específicos que pudessem 

reconhecer as proteínas de interesse em extratos protéicos de T. brucei, 

fazia-se necessária a obtenção de proteínas recombinantes que 

pudessem ser utilizadas na imunização de coelhos. Para isso, 

fragmentos referentes ao domínio HEAT dos genes TbEIF4G3-5 foram 

clonados no vetor pET21a, para permitir a expressão de proteínas em 

fusão a uma seqüência de histidinas. Uma vez confirmadas as 

clonagens, o próximo passo se deu com a expressão das proteínas 

recombinantes em E. coli, e posterior purificação como citado na 

metodologia. As proteínas obtidas apresentaram tamanhos aproximados 

de 30 kDa, 40 kDa e 50 kDa, respectivamente (Figura 4). 

As proteínas recombinantes purificadas foram utilizadas para a 

produção de soros policlonais, os quais seriam utilizados em ensaios de 

Western blot. Os anticorpos foram testados contra extratos protéicos da 

fase procíclica de T. brucei e contra as proteínas recombinantes 

purificadas, onde se mostraram específicos (Figura 5). Assim como visto 

anteriormente em L. major, os ensaios de Western blot com as 

proteínas TbEIF4G3 e TbEIF4G4 mostraram que ambas apresentaram 

um perfil de duas bandas nos extratos de T. brucei, sendo uma delas (a 

mais alta), a possível presença de uma forma fosforilada destas 

proteínas. 

 

 
3.5 RNAi dos homólogos TbEIF4G3-5 

 

 Para avaliar a viabilidade celular dos parasitas, na ausência de 

cada um dos homólogos do eIF4G de T. brucei, foi aplicada a técnica de 

interferência de RNA para cada um deles. Para isso, os genes 

TbEIF4G3-5 foram clonados no vetor de transfecção p2T7-177, sob o 
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controle de dois promotores da T7 RNA polimerase dispostos em 

orientação reversa (ambos regulados por tetraciclina). Os parasitas 

transfectados foram selecionados pela resistência à fleomicina e, 

posteriormente, o efeito da interferência de RNA foi analisado através 

de curvas de crescimento do parasita, na presença e ausência de 

tetraciclina. Todos os experimentos foram repetidos por no mínimo uma 

vez. As três proteínas se mostraram essenciais à viabilidade das células, 

mas as culturas induzidas apresentaram perfis de crescimento 

diferenciados.  

  

3.5.1  RNAi do TbEIF4G3 

 

No caso do RNAi do TbEIF4G3, ocorreu um rápido declínio da 

densidade celular, visualizado logo após o 1º dia de indução da 

produção dos dsRNAs, quando comparado com a cultura controle (-TET) 

(Figura 6). Apesar do resultado visto com a curva de crescimento, não 

houve redução aparente nos níveis protéicos do TbEIF4G3, ou a 

diminuição ocorreu de forma muito sutil, de modo que não pôde ser 

avaliada pelo Western-blot. Esse resultado inesperado, de fenótipo 

rápido e letal, é sugestivo que a proteína TbEIF4G3 deva possuir um 

papel fundamental no metabolismo do parasita. 

 

3.5.2  RNAi do TbEIF4G4 

 

De forma diferente do TbEIF4G3, as células expressando 

TbEIF4G4-dsRNAs apresentaram redução de crescimento a partir do 2º 

dia de indução. Esse perfil se mostrou compatível com o resultado do 

Western-blot, onde foi vista a diminuição da expressão da proteína para 

níveis não-detectáveis a partir deste mesmo dia. Esse retardo de 

crescimento prolongou-se até o 5º dia da curva, com a morte das 

células ocorrendo em seguida (Figura 7). Para verificar se a indução do 

RNAi do TbEIF4G4 alteraria de alguma fora a expressão do homólogo 
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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 possível verificar que os níveis do TbEIF4G3 

mantiveram-se constantes, mostrando que a depleção do TbEIF4G4 em 

nada alterou a expressão do outro homólogo. 

O RNAi do TbEIF4G4 resultou também em mudança na morfologia 

do parasita (Figura 8). As células expressando TbEIF4G4-dsRNAs 

mostraram-se arredondadas a partir do 3º dia de indução pela 

tetraciclina, mantendo-se assim até o final da curva. Apesar de não ter 

sido aplicado nenhum método quantitativo específico durante esta 

observação, estimou-se que a mudança 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 TbEIF4G5 

 

O RNAi do TbEIF4G5 apresentou uma curva de crescimento mais 

prolongada, onde o efeito da interferência de RNA só foi visto mais 

tardiamente. As culturas controle e induzida apresentaram densidades 

celulares equivalentes até o 4º dia, e a partir daí a cultura induzida 

mostrou retardo de crescimento, com morte das células em seguida. As 

análises por Western-blot confirmaram a depleção da proteína já no 1º 

dia de indução do RNAi (Figura 9). Analisando os resultados obtidos 

com os três homólogos, foi possível identificar que o knock-down 

resultou num efeito mais rápido pra o TbEIF4G3 e TbEIF4G4, sendo isto 

um indicativo que a função dessas proteínas é essencial para a 

viabilidade das células de T. brucei. Possivelmente, o efeito mais 

retardado visto com o TbEIF4G5 pode ser resultado de uma função 

secundária ou apenas modulatória desta proteína no metabolismo 

celular do parasita. 
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4. DISCUSSÃO 
 

 

Neste trabalho, foi iniciada a caracterização in vivo de homólogos 

ao fator de iniciação da tradução eIF4G identificados no parasita T. 

brucei. Assim como foi visto em L. major, as cinco seqüências dos 

homólogos ao eIF4G de T. brucei se apresentaram sem grandes 

correlações entre si [7], com exceção do TbEIF4G3 e TbEIF4G4, que 

mostraram semelhanças ao longo de sua estrutura, especificamente um 

possível sítio de ligação ao eIF4E na região N-terminal e uma porção C-

terminal conservada, com a presença de possíveis domínios MA3 e W2. 

O grande número de homólogos às subunidades constituintes do 

complexo eIF4F identificados em tripanosomatídeos, dentre estes cinco 

ao eIF4G, pode refletir uma maior complexidade durante os eventos de 

regulação metabólica nesses organismos, principalmente por estes 

apresentarem diferentes formas celulares durante seu ciclo de vida [7]. 

Mesmo em humanos, onde são descritos apenas dois homólogos 

funcionais do eIF4G (eIF4GI e eIF4GII), já foi demonstrado que, apesar 

de possuírem funções complementares e realizarem interações 

proteína-proteína e proteína-RNA similares, eles podem exibir 

propriedades específicas, já que apresentam um recrutamento 

diferenciado à estrutura cap, dependente da diferenciação celular [12]. 

Além disso, estudos sugerem a existência de até cinco isoformas do 

eIF4GI, geradas por sítios alternativos de iniciação da tradução, 

entretanto, pouco se sabe da função dessas diferentes isoformas nas 

células [13].  

A localização citoplasmática das proteínas TbEIF4G3-5 identificada 

neste trabalho é compatível com seu possível papel de interação com 

mRNAs durante a iniciação da tradução. Resultados obtidos para o fator 

eIF4G de humano [14] também mostram o eIF4G apresentando 

localização citoplasmática, com distribuição periférica e também na 

região perinuclear (rica em retículo endoplasmático). Neste último caso, 
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os autores inferem um papel desses fatores no recrutamento de mRNAs 

codificantes de proteínas secretórias e de membrana e, possivelmente, 

de algumas proteínas nucleares, as quais devem possuir mRNAs 

presentes nessa área específica da célula. Outros experimentos com 

fracionamento de vários tipos celulares têm mostrado que componentes 

da maquinaria de tradução apresentam um padrão complexo de 

localização, mostrando que os fatores de tradução pode vir associados a 

ribossomos, a mRNAs específicos e a componentes do citoesqueleto da 

célula [15-17]. E, de forma mais surpreendente, alguns desses fatores 

também podem ser encontrados no núcleo; como por exemplo, o eIF4E 

[18] e, em alguns casos o eIF4G, onde a localização nuclear deste 

último é encarada devido a um possível papel no processamento de 

mRNAs  [19,20] e/ou numa etapa inicial de tradução de mRNAs recém-

sintetizados, que ocorreria ainda no núcleo [21]. A localização 

subcelular de dois homólogos ao eIF4A identificados em T. brucei foi 

fundamental para a distinção entre os papéis das duas proteínas no 

parasita [22]. Através dela, foi possível identificar que apenas o 

TbEIF4AI atuaria como fator de iniciação da tradução, apresentando-se 

exclusivamente no citoplasma da célula; enquanto que a localização 

nuclear do TbEIF4AIII, juntamente com os demais resultados obtidos 

para esta proteína, inferiu uma função no metabolismo de RNA, mas 

que não fosse diretamente ligada à tradução. Desta forma, a localização 

citoplasmática das proteínas TbEIF4G3-5 elimina a possibilidade de 

atuarem em alguma função nuclear específica, como por exemplo, no 

processamento e/ ou transporte de RNAs, ao menos durante a fase 

procíclica do parasita. 

 O knock-down realizado para os três homólogos TbEIF4G3-5 

resultou em perfis de sobrevivência diferentes após a indução da 

interferência de RNA, mas nos três casos foi possível verificar que as 

três proteínas são essenciais à viabilidade de T. brucei. Dentre os 

resultados obtidos, destacaram-se os fenótipos de morte rápida das 

culturas que sofreram o knock-down do TbEIF4G3 e TbEIF4G4. Este 
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último, além de resultar em morte rápida da cultura, levou à mudança 

na morfologia celular, resultando em parasitas com formas 

arrendondas. Dados coletados com a realização do knock-down de 197 

ORFs do cromossomo I de T. brucei mostraram que 33% deles 

resultaram em fenótipo significativo. Houve também uma alta 

freqüência de defeitos no crescimento e no ciclo celular (23%). Em 

contraste, poucos genes resultaram em alterações na morfologia celular 

e/ ou organelar, mas estes geralmente estavam associados com 

defeitos no crescimento e no ciclo celular [23]. A mudança de 

morfologia em T. brucei devido a efeitos causados pelo RNAi foi 

inicialmente observado num trabalho que utilizava o plasmídeo 

PGFPFAT, que direcionava a interferência à 5’UTR do RNA da α-tubulina 

[24]. Nesse trabalho, que utilizou a expressão transiente do plasmídeo 

pGFPFAT em culturas procíclicas de T. brucei rhodesiense, foram 

observadas células com morfologia alterada e com acúmulo de núcleos 

e cinetoplastos. As células se apresentaram arredondadas e com a 

superfície ondulada, e este fenótipo foi designado de células FAT. Essas 

observações sugeriram que a expressão do plasmídeo em questão 

estava interferindo na citocinese e na organização do citoesqueleto da 

célula e por ser transiente, a porcentagem de células com fenótipo FAT 

aumentava linearmente com o aumento do RNA transfectado. O RNAi 

do único eIF4G do nemátoda Caenorhabditis elegans resultou em 

alteração de morfologia e alta letalidade dos embriões e também foi 

responsável pela esterilidade dos vermes submetidos à depleção da 

proteína, mostrando-se extremamente necessária ao desenvolvimento 

da espécie [25]. Num modelo de estudo dos membros da família eIF4G 

em humanos [26], foi estudada a proteína p97, também conhecida 

como eIF4G2. Ela apresenta alta homologia ao eIF4GI, com exceção da 

ausência do domínio N-terminal de ligação ao eIF4E e seu papel na 

tradução foi avaliado através da interferência de RNA, dentre outros 

ensaios. Foi visto que o RNAi da p97 levou à uma diminuição dos seus 

níveis protéicos e a densidade celular foi diminuída substancialmente, 
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quando testado em vários tipos celulares humanos. A diminuição nos 

níveis protéicos da p97 também teve uma correlação direta com uma 

diminuição na taxa de síntese protéica global nas células. Da mesma 

forma, a interferência de RNA realizada para o homólogo ao fator eIF4A 

de T. brucei (TbEIF4AI) resultou em diminuição da densidade celular e 

morte, apresentando um fenótipo de resposta rápida, juntamente com 

uma diminuição global da síntese [22]. 

   Por fim, o estudo de comparação dos genomas de T. brucei, T. 

cruzi e Leishmania indicaram que, excluindo os sistemas patógeno-

específicos, como variação antigênica e mecanismos de invasão celular, 

há um importante nível de conservação das funções 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 função gênica em T. brucei contribui significativamente para a 

análise funcional nas outras espécies de tripanosomatídeos. Este 

trabalho foi importante por viabilizar o estudo in vivo de alguns dos 

homólogos ao eIF4G de T. brucei, reunindo resultados sobre viabilidade 

celular e localização citoplasmática e indicando o TbEIF4G3 e TbEIF4G4 

como candidatos a desempenhar o papel real de fatores de iniciação da 

tradução. Entretanto, a utilização de outras técnicas de análise in vivo, 

incluindo a imunoprecipitação e a análise da superexpressão, 

juntamente com a realização de ensaios de interação proteína-proteína 

(pull down) e mapeamento de domínios de ligação presentes nesses 

homólogos se faz necessária para uma melhor caracterização das 

funções específicas dessas proteínas nos tripanosomatídeos. 
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Tabela 1. Sumário das seqüências dos vários homólogos da subunidade eIF4G em L. 
major, T. brucei e T. cruzi, descrevendo as similaridades com as seqüências de 
humano. 
 

Sequência 
Número de 

identificação no 
GeneDB 

Tamanho 

(Nº de 
aminoácidos) 

Massa 
molecular 
predita 
(kDa) 

Localização 
cromossômica 

Identidade 
(similaridade) 
ao homólogo 
humano * 

TbEIF4G1 Tb927.5.1490 1118 122.1 5 24% (47) 

TbEIF4G2 Tb09.160.3980 878 97.3 9 23% (50) 

TbEIF4G3 Tb927.8.4820 622 69.3 8 29% (48) 

TbEIF4G4 Tb11.01.2330 697 79.7 11 31% (50) 

TbEIF4G5 Tb927.8.4500 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
6739.10 

1086 120.4 ND 27% (48) 

TcEIF4G2 Tc00.104705350
8277.340 

1013 113 ND 25% (52) 

TcEIF4G3 Tc00.104705351
1383.40 

614 69.3 ND 30% (49) 

TcEIF4G4 Tc00.104705350
4827.130 

675 77.5 ND 27% (49) 

TcEIF4G5 Tc00.104705350
8989.90 

738 84.5 ND 22% (42) 

 
* Estas seqüências mostram similaridade à seqüência humana apenas ao nível do 
domínio central HEAT. ND = não determinado. 
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Figura 1. Alinhamento múltiplo comparando a região do domínio HEAT dos homólogos ao fator eIF4G 
identificados em T. brucei, T. cruzi e L. major. O alinhamento mostra regiões de conservação entre as 
seqüências dos 3 organismos, com destaque para as regiões indicativas das repetições HEAT (1-5, A e B). Os 
principais resíduos de aminoácidos conservados envolvidos na ligação ao eIF4A estão indicados por setas duplas, 
enquanto que os asteriscos evidenciam os resíduos conservados, mas que não estão envolvidos na ligação ao 
eIF4A.  

                                          1A                         1B                  2A                     2B 
                                 HHH HHHHHHHHHH HHHH           HHHHHH HHHHHH   H HHHHHHHHHH HHHHHHHH      HHHHHHH HHHHH 
                                                    ⇓   *                                **     **     **     ⇓⇓  
LmEIF4G1  173  SEDGISRGAL GSGLK-GRTR AKPVRQVHHK VMSVLSRIT- -PQKFTELLQ ELTQLPLRQT DESELHEVVK VFFDKAVQ-- EPEYSELYAR LFSELCEMKD 
TbEIF4G1  176  PAEVDARGLM GTCLK-VKSR AKPVRLTHHK VLSILSRLT- -EAKYDTLLS ELKLLPLRQV EDDELSEICK IVFEKAVS-- EPSYTSLYAR LAQDVCKEKK 
TcEIF4G1  167  ADDGLTRGAL GCSLRGGRTR AKPVRLTHHK VMSILSRIT- -PAKYDVLLD EMMLLPLRQL EDTELLEICK VVFEKAVQ-- EPAYSGLYAR LAQDVCSMKD 
LmEIF4G2  421  RQEAPISLAQ GSLRRRGLFG EVEKKKIHHM VVAVLNKVTT DPVKFREVKN ELLRLPIPEA NAEQMTKIVD AFFTKAVR-- EQHFSHSYAD LIAALCKVPQ 
TbEIF4G2  119  RLDAPIAVSN TLGRKRGLFG DVERKELHHH VISILNRVAG DATKYREVKN ELLRLPIPEA SDEMLKNIVN VFFMKAVR-- EQHFANLYAD LVVELCKVPE 
TcEIF4G2  238  RRDAPVSVSS TLGRKRGLFG EVERKELHHL VISILNRVSN DTEKYREVKN ELLRLPIPEA NDAMLAKIVD VFFLKAVR-- EQHFSNLYAD LVSALCKVPG 
LmEIF4G3  55   ---------- ---------- ---EEWVQRL LHGTLNKLT- -EENKDIMID KLLTKELFA- TEDIMNMVVN IIFKKALD-- EPENSKLYAG VCHSLALYEA 
TbEIF4G3  56   ---------- ---------- ---AEWVERL VYGSLNKLS- -AANFNEIVS QLQTNTIFS- SDEMLKKTVS IIFNKALG-- EPENSNVYAG LCYKLAEYEV 
TcEIF4G3  56   ---------- ---------- ---EEWVERL VQGSLNKLS- -TANFDDMVA KLQTEVIFS- TKETLNIAVR IIFKKALD-- EPECSKSYAG VCYKLAEFEV 
LmEIF4G4  79   ---------- ---------- ---SELELRR VQGSLNKLT- -DKNFDAVVE EALSPDLVL- NPLVLKGAVD IIFNKAMA-- EPVFSGIYAQ LCQRIKVYEQ 
TbEIF4G4  82   ---------- ---------- ---LERGVRA VQSALNKLT- -EWNFDVVVQ TVLTPDIII- NNEVVKDVVR LIYEKALM-- EPVFAGLYAR MCFSIVRFEY 
TcEIF4G4  81   ---------- ---------- ---SERGVRM VQSTLNKLT- -ESNFDLIAK AILVPEIIL- NANVVADVVR LIYDKALV-- EPVFAGLYAR LCYMIVRYEY 
LmEIF4G5  150  ---------- ----ASTMSK VMTDRKINNE VLGILGKVT- -ASNLEKMKK ELTDLPIRQS TKEEIDEVIK VFFNKSTKPE DSCYTHLYVQ LIAHLISSIG 
TbEIF4G5  135  ---------- -----SAPSK VMSERKLHNE VLGILGKVS- -EDNIELMKK ELTNLPIRQS DDEEIEEVIR VIFHKSIQPE DSIFVQLYVK LIAHLISSIG 
TcEIF4G5  131  ---------- -----SMPSK VMKERKLHNE VLGILGRVG- -EGNLPKMKE ELTNLPIRQS TDKEIQDVIQ VIFNKSIQPE DSIFVPYYVK LVVSLINDIG 
 
 
                                                          3A                                                            3B 
                                                  HHHHHHHH HHHHHHHHHH HH                                            HHHHHHHH 
                                                                 *                                                     *       
LmEIF4G1  268  GERELEAEL- ---------- ------RDRL FCNRINRELL HTCDEEFHRP IELTADEKVD RTTG------ --------KP YSDEEVDMKR TRLKNRLVGN 
TbEIF4G1  271  EER--DSSV- ---------- ------WNEG FQRRFRRTLV KLCEVQFHQP LQLSGDDVVD RTTG------ --------TP LDEEEVEMKR SRLKHRLVGN 
TcEIF4G1  263  GGR--ETEP- ---------- ------RDQS FSRRFRRMLI ASCEAQFQRP LQLSADELVD RVTG------ --------VP LGEEEVEGRR TRLKDRLVGN 
LmEIF4G2  519  GQH--IVGD- ---------- ------KTQS LEYRLRMALL KRCQAEFLQS IRAEETDASS PTTMATAADD MSSPLVFAIE GAQAIGGETE KERRDRMCGN 
TbEIF4G2  217  GQR--IVGN- ---------- ------KSQS LEFRMRQQLL SRCQEEFQRL EEKNIETANQ G--------- -------GED RNTQSADESF KERRDRACGI 
TcEIF4G2  336  GQR--IVGD- ---------- ------KQQS LEYRMRQQLL HRCQMEFRQL EEQSIERAER G--------- -------GED RASQGAEESF KERRDRVCGI 
LmEIF4G3  128  KVLRDGHK-- ---------- ------GE-R PQSQLRDAII STAQHEFRTL SKELSK---- ---------- -------MED KSEEELEYER SNVMRRKRSN 
TbEIF4G3  129  SLNVVQKQ-- ---------- ------KEGK RLSKLRNAVV GIAQTEFQNR -RNVPS---- ---------- -------SEG LSEEEVEQQR SSFMRRKVAN 
TcEIF4G3  129  GITAAKQK-- ---------- ------AEGK KYSKLRNAVV SIAQEEFLSR -RKMPS---- ---------- -------MEG LTEEEMELRR TTFMRRKRAN 
LmEIF4G4  152  DLVAEAAENP TSELGQLMAA VQAGDEDQKN VNGRVRNALV KRCQEFHDSF VKQP------ ---------- --------PP RNAEAEEQLR ----KRNMAN 
TbEIF4G4  155  EYRTKFLP-- ---------- ------GTCQ VPSAVRVAIV EKCQQMFTNA VEESK----- ---------- --------QT MSEEQAERLR ----KRNVNN 
TcEIF4G4  154  DYRSTQSG-- ---------- ------EVDA QKSEVRVAIV EKCQQMFDGA TKAVR----- ---------- --------ET ASEEEAEKVR ----KRNVNN 
LmEIF4G5  240  ERE------- ---------- ---------E AGRMIRNEVL RQCRSTFMNS GTEAVELEKR MAT------- ---------- MSPEDAEMER IQFSGKQKAN 
TbEIF4G5  222  DNE------- ---------- ---------P AGRRIRSAII RQSQNMFEKA DDAQGKLERE IAG------- ---------- LPEDEAEQRR MNFAAKQKAN 
TcEIF4G5  218  EGE------- ---------- ---------P AGRFIRNAII RQCQRTFENA EEAQAQLERE IAN------- ---------- LPEEEAEQRR LIFAGKQKAN 
 
 
                  3B                4A                                   4B                                      5A 
               HHHHHHHH      HHHHHHH HHHHHHHH                 HHHHHHH HHHHHHHHHH HHHH                    HHHHHHHHH HHHHHHHHHH 
                 ⇓    *         
LmEIF4G1  337  IKFLGELFKI NLVTDRVVEN MFKLLVGDFD PS-------N PVEREDYIFE VFSTLIRTVG PILK------ ----------  ERRPLVLARY LGVAKAVENS 
TbEIF4G1  338  IRFVAELFKV GVLSGRVVTE IVQILVSDYN PD-------A PTAKEEHVFE LFTTLLRLTA AQLK------ ----------  DCEVNLLIRS LGIAKTIELS 
TcEIF4G1  330  IRFVAELFKI GFVTERVIED VIRILVRDYN PD-------E PTAKEEAIFE VFQTLLRHTG AVLK------ ----------  EHMPQLLAQS LGIAKTIELS 
LmEIF4G2  600  VRFVCELFLR DIVAASVISV IFRICCLGSE FG-EFAVPPS YTPTESQVDE IITVVKTAKE RYFVHS---- ----------  AEGRRMLPQL LSQLEYWVKH 
TbEIF4G2  282  VAFVGQLFLR HIVTEKVIMQ ILTTTTAGHY GREGLVMPPP YTPSEGQMDE LVKLLGIVDS AFFATP---- ----------  LG-SSMLVVF TDIMVHWSQH 
TcEIF4G2  401  VRFVGELFLR HIVTEKVIGN ILVTACTGLY GREGLCVPPP YTPTESQMDE TITLLGIVDA TFFRTP---- ----------  LG-SSMLVEC TQFLQHWSLR 
LmEIF4G3  188  MRFIGELYLC TALTHSTMFT VMDLTMRCS- -------DKT GFPSSENIEL LAALLNTIGD RLDKN----- ---------H  KKTLDPYFTS LENFNKKSDC 
TbEIF4G3  189  MRFIGELFLH KVLSHSTMMD IINIIMQP-- -------EKG GYPASEDLEF LTVLFTIVGK SLDSIA---- --------EL  RPKLDAYFKV LEGLK-DQK- 
TcEIF4G3  189  MKFIGELFMH KVLSCNTMMN IIQTIMQEA- -------ERG GYPTSEDIEF LTELFLTIGE SLDAVP---- --------EL  RVRLNGYFEL LEKLK-DQKE 
LmEIF4G4  224  IKFVGELYMR SLISHRVILA VCSTALVLGF IP-----SPK LVTTDADLEM MVSLMNVIGK RFDENAGMAL NHVPKDAAAA  AHPHDTIWRA LNSSM--NDP 
TbEIF4G4  210  IKFAGELFLK TLITQKIIDR ILNERIYE-- ---------- MVPNDMELEV IINLLEVVGK LYEEKN---- ----------  PDAQEQLWKM LSSMQ--ENR 
TcEIF4G4  209  IKFAGELFLK SLITQKIIDR ILGEKLFN-- ---------- ITPNDMDLEV VVNLLEVVGK MYEEKH---- ----------  PAAQPALWKL LGELQ--EER 
LmEIF4G5  297  IQFLGLMFTS RLVRQKVVHA VLDSLLYGPG HR-------R HIPTDYSLIH FMELLQVCGP HLDT------ ----------  AFYEDPLPRY RETITELSNS 
TbEIF4G5  279  INFLGLLFTH GLVREKVVLQ ILQWLLYGPE TK-------R RIPADYEIIH FMNLLLTCGK DFSK------ ----------  EGAE-LVPHF RSVLQDLMHT 
TcEIF4G5  275  INFLGLLFTH GLVREKVVLH VLEWLLYGTE RK-------R RFPADYELIH FMNLLLTCGK SFSK------ ----------  EGQE-FVPKF RAVLEELMHM 
 
 
                            5B 
                 HHHHHHHH HHHHHHHHHH HH               
                   *  ⇓ 
LmEIF4G1  414  HPRPRIRFLM MDLSDLNKKQ GWVSTERVMR  
TbEIF4G1  415  HPKPRVRFLM MDLGDLNRKN GWVEQEQIQS  
TcEIF4G1  407  HPKPRVVFLM MDLSDLNRAN GWVSPELVEQ  
LmEIF4G2  685  YAISRCRFVL MSTVDGLRAM LPKEPASPMM  
TbEIF4G2  367  HPVLRIRLLL LSVVERLQKK IGEQNAAAQQ  
TcEIF4G2  486  HPVSRIRFLL MSAVERLQKL VEERNAAIAA  
LmEIF4G3  266  PYPPRIRFKI MDLLDLR-KR GWGLKP----  
TbEIF4G3  266  IYPPRICFKM LDLIELRRDR NWESR-----  
TcEIF4G3  268  VYPPRIRFKM LDLIELRSKF NWERR-----  
LmEIF4G4  317  RFSRRIRFLI QNLLEWR-ND GWKPKE----  
TbEIF4G4  282  RYSMRIRFLL QNLIDRR-NG GWKPRE----  
TcEIF4G4  281  RFSNRIRFLL QNLIERR-NG GWKPRE----  
LmEIF4G5  374  HPQKRIQFLL QNFLETMSNN -WVP------  
TbEIF4G5  355  HPQRRIQFLL LNTLETIDNN -WVP------  
TcEIF4G5  351  HPQRRMQFLL LNTVETIDNN -WEP------   
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Figura 2. Alinhamento múltiplo comparando as seqüências dos homólogos TbEIF4G3 e TbEIF4G4 com 

seus ortólogos de T. cruzi e L. major. Presença do motivo FSLXXXX na porção N-terminal (setas simples), 

sugerido como possível sítio de ligação à subunidade eIF4E. A região de conservação indicada pelos asteriscos é 

referente ao domínio HEAT, comum aos 5 homólogos identificados. O outro possível domínio MA3, presente 

apenas no TbEIF4G3 e TbEIF4G4 e seus ortólogos em T. cruzi e L. major está destacado na caixa em preto, 

caracterizando outra região conservada, presente apenas nas seqüências desses homólogos. Por fim, destaque 

também para os resíduos de triptofano encontrados na região C-terminal, como possíveis constituintes de um 

domínio W2 (setas duplas). 

                                                                                                                                                      
                                                            ↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓                                                 ******* 
TbEIF4G3  1   ---------- --------MH VYTIDQILEL RSLYPEP-PY PGFSLEEACR RKKQTQT--- ---KLVRGPN AWAARG-SAK TTAEWVERLV YGSLNKLSAA   
TcEIF4G3  1   ---------- --------MH VYSIQQILEV RSMYKDA-PY PGFSLEEACR RKKMTQT--- ---KLVRGAN AWVARG-SAK TTEEWVERLV QGSLNKLSTA   
LmEIF4G3  1   ---------- ---------M QFTVEQIRSV RNNYLEP-PY PGFSLDEVVR RRRLTQT--- ---KLVRGEN AWVAKG-TAQ TTEEWVQRLL HGTLNKLTEE   
TbEIF4G4  1   MLFKPRGVTS NDPRYAGGSR LMSVSDLLAY RDTWRGRPPT ESFSLAQILR DARAADCKPV VTEKLVMSEN GFKVKSRDSI DSLERGVRAV QSALNKLTEW   
TcEIF4G4  1   MLFKPRGVTS NDPKYAGNSR IMTIPDLLAY RDTWKER-LS DDFSLGRILF AARAAKSKPA APEKLVMTSN GFKVKDRDAI APSERGVRMV QSTLNKLTES   
LmEIF4G4  1   MLFNLRGIVP QKEEKVKN-- QMTLADILAF RDTWTAI-PE PNFSLERVLL TARLEKQRKA EIPKLVTSEN GFRVRDKKDM DASELELRRV QGSLNKLTDK   
 
              ************************************************************************************************************* 
TbEIF4G3  75  NFNEIVSQLQ TNTIFSSDEM LKKTVSIIFN KALGEPENSN VYAGLCYKLA EYEVSLNVVQ KQ-------- ---------- KEGKRLSKLR NAVVGIAQTE   
TcEIF4G3  75  NFDDMVAKLQ TEVIFSTKET LNIAVRIIFK KALDEPECSK SYAGVCYKLA EFEVGITAAK QK-------- ---------- AEGKKYSKLR NAVVSIAQEE   
LmEIF4G3  74  NKDIMIDKLL TKELFATEDI MNMVVNIIFK KALDEPENSK LYAGVCHSLA LYEAKVLRDG HK-------- ---------- GE-RPQSQLR DAIISTAQHE   
TbEIF4G4  101 NFDVVVQTVL TPDIIINNEV VKDVVRLIYE KALMEPVFAG LYARMCFSIV RFEYEYRTKF LP-------- ---------- GTCQVPSAVR VAIVEKCQQM   
TcEIF4G4  100 NFDLIAKAIL VPEIILNANV VADVVRLIYD KALVEPVFAG LYARLCYMIV RYEYDYRSTQ SG-------- ---------- EVDAQKSEVR VAIVEKCQQM   
LmEIF4G4  98  NFDAVVEEAL SPDLVLNPLV LKGAVDIIFN KAMAEPVFSG IYAQLCQRIK VYEQDLVAEA AENPTSELGQ LMAAVQAGDE DQKNVNGRVR NALVKRCQEF   
 
              ************************************************************************************************************* 
TbEIF4G3  157 FQNR-RNVPS SEGLSEEEVE QQRSSFMRRK VANMRFIGEL FLHKVLSHST MMDIINIIMQ P----EKGGY PASEDLEFLT VLFTIVGKSL DSIA------   
TcEIF4G3  157 FLSR-RKMPS MEGLTEEEME LRRTTFMRRK RANMKFIGEL FMHKVLSCNT MMNIIQTIMQ EA---ERGGY PTSEDIEFLT ELFLTIGESL DAVP------   
LmEIF4G3  155 FRTLSKELSK MEDKSEEELE YERSNVMRRK RSNMRFIGEL YLCTALTHST MFTVMDLTMR CS---DKTGF PSSENIELLA ALLNTIGDRL DKN-------   
TbEIF4G4  183 FTNAVEESK- -QTMSEEQAE RLR----KRN VNNIKFAGEL FLKTLITQKI IDRILNERIY E-------MV PNDMELEVII NLLEVVGKLY EEKN------   
TcEIF4G4  182 FDGATKAVR- -ETASEEEAE KVR----KRN VNNIKFAGEL FLKSLITQKI IDRILGEKLF N-------IT PNDMDLEVVV NLLEVVGKMY EEKH------   
LmEIF4G4  198 HDSFVKQP-- -PPRNAEAEE QLR----KRN MANIKFVGEL YMRSLISHRV ILAVCSTALV LGFIPSPKLV TTDADLEMMV SLMNVIGKRF DENAGMALNH   
 
              ****************************************************** 
TbEIF4G3  245 ------ELRP KLDAYFKVLE GLK-DQK-IY PPRICFKMLD LIELRRDRNW ESR------- ---------- ---------- ---------- --------ET   
TcEIF4G3  246 ------ELRV RLNGYFELLE KLK-DQKEVY PPRIRFKMLD LIELRSKFNW ERR------- ---------- ---------- ---------- --------AT   
LmEIF4G3  244 -------HKK TLDPYFTSLE NFNKKSDCPY PPRIRFKIMD LLDLR-KRGW GLKPKPV--- ---------- ---------- ---------- --------KA   
TbEIF4G4  263 --------PD AQEQLWKMLS SMQ--ENRRY SMRIRFLLQN LIDRR-NGGW KPREPEQVVI EDIQSQQQPQ QQSQQQQQQQ ---------- --------QQ   
TcEIF4G4  262 --------PA AQPALWKLLG ELQ--EERRF SNRIRFLLQN LIERR-NGGW KPREPEQVIV EDPQ------ ----QQQQQQ ---------- --------QQ   
LmEIF4G4  291 VPKDAAAAAH PHDTIWRALN SSM--NDPRF SRRIRFLIQN LLEWR-NDGW KPKESPAQGS SGGSADDSNN TTNNDRSNHR SSNNACNHSN TGGFSGPNEQ   
 
 
TbEIF4G3  293 VMPKTSAATQ K----EPPRA SDRAVRSSTT P--------- ---------- --NSSNASSS GSKKGKGAGP CDSALG---- -QRAAASTVG KDAREGLKSR   
TcEIF4G3  295 AAPKTSSQTQ R----EPTRV TDKVVATRS- ---------- ---------- ---SMNASSS GSKKGRQDSV SDPAS----- -QQAAAAAAA KTAMGEAGGR   
LmEIF4G3  296 ALPPSHGKDK KYATAPPPKK GGRDQGSAAA A--------- ---------- --SKSWRDAA TTKTGTAAAP APSADKGLNG RGTSSAAPAA NTAALSSSSA   
TbEIF4G4  335 QQSQQQPQQQ QQQGQKHYSQ QQRHQQSFPH HNQPQSHGGY HQHPPPPPPP PRNSEYQHTP GMKRGGSYHE VSSSLGMGGR CSQSTNDLTR GGSYNNMPPP   
TcEIF4G4  324 QQQQQQHQQQ RYHFHHHHHQ QQQHQQHHQQ HHQQQ----- ---------- QRNSDQLQTP IGKRAKSYQD VSNPYGVGAR RSTSHLDLPG YGAYAMPPPP   
LmEIF4G4  388 MHRNTAPNNF GSGGSWQQQM QQQHSGGRGP IIGSSNAGGN RGGTRPPSMA DRGDEKYGRG GGPGGLRQGP VSSFNDLSQF PASNDHMMPP PPPFAAPPPP   
 
 
TbEIF4G3  362 ---------- ------AWRD VVKSEIVACD DHEMTVTESV AFEERVRSLF QEWLSGYRTG CLPNWQEEFR DCGARPIPDM DLPTAVAAQV VREACMTTRK   
TcEIF4G3  360 ---------- ------SWSN VVKSPQSPRD ATVARAVETV NFEARVRSLF QEWVAECSND FIPEWMNEFR HCQRHFDSED ALCKAAAEVV VREACMTTKK   
LmEIF4G3  374 ---------- ------STAA ATAPAGASFR DEASPQVPLV KFELRVASMF QEWVADRTND VILHWVDQFN TCDRFFESES ELCVAVAQEV IHSACTTTRK   
TbEIF4G4  434 ---------- ----AHGFSD SRLAPEERKR LNFARPPAQL LEEFKKNILF IVRDAAEEGM ADPEGMKVQL N-ALVPQDSN APISEVSVYV TLIRALMDAN   
TcEIF4G4  409 PP-------P PPTLQYAGVE EQLSVDERKL IVLARPPETL TEEVRRNIFR IARDAVEDGL PNRDWITNDL SRVLGPNESS SQSLMTSVYV ILLRALMDPK   
LmEIF4G4  488 FPGEGIMPPS MAPQAASAPG PQMSDEDRKL MALSTPPKCV DADLSSRILS CIRDAHTDGD WAAAGKAIVE A---VPQDAA HMCRMCAVFV IAKKVTETSS  
  
               
                                                                                                                       ⇓ 
TbEIF4G3  447 DAQCEASRLM VIGLFLEDDQ VFNGFAAALS SAIEEGILED VPKFSERFAN MLRFTSGD-- -DVKTDVYYD AVRVLCTAYG MLRDPDEMSL STLMEFWGKI   
TcEIF4G3  445 EAQREASSFL IVGLFLEDDE VLDGFAMALV SAIEEGILED VPKFSERFIN MLRITSGE-- -NTVADVYYD TARVLCTAYG LMREPDEMVL DTMMEFWEKI   
LmEIF4G3  459 DAQREAFSFL VVGLYMIDTE VFDGFASALA SAIEDGLLED VPKFGERFMS MLRLTSTEQ- -ETRADVYFD AANVLRLTYN RLESPDDSAV DTLMSFWDRV   
TbEIF4G4  520 ESERKLLLSV LQKGSFENHI LTRGFSWALA KIISDRDCDD CPRIYARFAE AVWSIPSFNF RCVTKDIVSR TAIHLGALSV EYE-SEGEWE EDFIAVWENI   
TcEIF4G4  502 ESERTLFCTA LESGNWERSI LGRGFAWCLT KIIAERDVAD CPRIYSRFVD VVTRVTELNF LCVTKDIIAR TARYLDVLQV VYD-ETEEWE EDFIHVWDKL   
LmEIF4G4  585 EADRELFMNS LNSGMFDIKE LTRGYSWCLT SAVAYNVKED FPKVYSRFVA CVTATKSMDF LSMVSNVMAR TANYLDALYV PLEGAQMEWE EDFLEVWTSV   
 
                                                                           ⇓   
TbEIF4G3  544 PPP-EKKED- -AIFSLPVVQ SLVTMTKL-- GRAQITGHII SSLHANGLVD DATLHEWLGT PGGE-VDAEV KDAFRKATVG KGTLT  
TcEIF4G3  542 PRP-ATDEN- -AVLPLQVVQ SLVEMSTR-- GQAPLTGRII ASLHSIGLVH DETVREWLAT PHEE-TSAEV VEAFKKANK- -----  
LmEIF4G3  557 PLP-STDEEN MIRMDLDVVY SLCNPEGVQD GLEKLLSRII HSMLQMQLMD AEVLDEFLCL DVEDGLCAKV IADYKERFPK -----  
TbEIF4G4  619 VTASETGRQG ESKPSVADMM ESIAPSCTVP FMCNVLPDFV AVMVQARFFT EEELGAWRNK NKDNSKVFSL LEELSVIYA- -----  
TcEIF4G4  601 LVA----RQA PNKVTAAESM ESMSFTRLGS FLRGILPDFV ASMVQAGFFT EDELRQWRQE NESNPKFRAI TEELAQLYP- -----  
LmEIF4G4  685 LGKWREAHPG D-KSTGSDIL NCIASIKQRP FMKDIVSDFM MELSQQGYLD DAETKTWIRE NRTNEKYKVF VDQMEQMYPD TA---  
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Figura 3: Localização celular dos homólogos TbEIF4G3-5 por fluorescência 

direta. Células transfectadas de T. brucei superexpressando TbEIF4G3-EYFP, 

TbEIF4G4-EYFP e TbEIF4G5-EYFP, indicando a localização citoplasmática das três 

proteínas. A porção de cada célula sem detecção de fluorescência corresponde ao 

núcleo, o que pode ser melhor evidenciado na sobreposição das imagens. 

TbEIF4G3-EYFPTbEIF4G3-EYFP

 
 
 

TbEIF4G4-EYFPTbEIF4G4-EYFP

 
 
 

TbEIF4G5-EYFPTbEIF4G5-EYFP

 

fluorescência transmissão sobreposição 
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Figura 4: Proteínas TbEIF4G3-5 recombinantes. Gel SDS-PAGE 15%, mostrando 

alíquotas das proteínas recombinantes TbEIF4G3-5, em extrato total de E. coli e após 

purificação. 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 diluições tanto das proteínas recombinantes quanto de 

extratos protéicos de T. brucei na sua fase procíclica. As concentrações de proteínas 

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

a diluição dos extratos permaneceu a mesma para as três proteínas 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 

rápida diminuição da densidade celular na cultura induzida quando comparada ao 

controle. (B) A análise através de Western-blot mostrou que aparentemente não 

houve redução dos níveis protéicos do TbEIF4G3, mesmo após indução de RNAi. A 

proteína TbEIF4AI foi utilizada como controle da concentração dos extratos protéicos 

de T. brucei utilizados, visto que sua expressão já foi descrita como constante durante 

a curva de crescimento do parasita [22]. 
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Figura 7. RNAi do TbEIF4G4. (A) Curva de crescimento de T. brucei, onde se pode 

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

adição de tetraciclina e morte celular a partir do 5º dia. (B) A análise através de 

Western-blot confirmou a depleção da proteína TbEIF4G4 depois do 2º dia da curva. A 

mesma membrana foi tratada também com anti-TbEIF4G3, onde se pôde verificar que 

sua expressão não foi alterada pelo RNAi do TbEIF4G4. A proteína TbEIF4AI foi 

utilizada como controle da densidade celular. 
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Figura 8. Efeito do RNAi do TbEIF4G4 na morfologia de T. brucei. As células 

expressando TbEIF4G4-dsRNAs apresentaram mudança na morfologia a partir do 3º 

dia de indução 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 diminuição da densidade celular da cultura induzida a partir do 4º dia de 

indução e declínio da curva a partir do 7º dia. (B) A análise através de Western blot 

mostra a depleção da proteína TbEIF4G5 já no 1º dia após indução da interferência de 

RNA. A proteína TbEIF4AI foi utilizada como controle. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
 
•••• As proteínas TbEIF4G3, TbEIF4G4 e TbEIF4G5 apresentam localização 

citoplasmática e por isso não devem desempenhar nenhuma função 

nuclear nos parasitas; 

 

•••• Os homólogos TbEIF4G3-5 se mostraram essenciais à viabilidade de T. 

brucei, mas as culturas induzidas apresentaram perfis de sobrevivência 

diferenciados após a indução da interferência de RNA; 

 

•••• A morte celular rápida apresentada após indução do RNAi do 

TbEIF4G3 e TbEIF4G4 é indicativa que essas proteínas desempenham 

um papel importante no metabolismo de T. brucei; 

 

•••• A expressão 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, eIF4E 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 RNAi 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 Instruções para Autores  
  
  
RREEVVIISSTTAA::  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: http://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 numbers 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 lymphoma (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 lymphoma (GenBank accession no. 



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

84 

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 



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

85 

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 numbered 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, c, 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; http://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 



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

88 

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 http://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 

http://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 

the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your 

corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then 

mark the corrections and any other comments (including replies to the Query 

Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-

mail, or send by post. Proofs should be read carefully and returned within 2 

days of receipt. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, 

completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant 

changes to the article as accepted for publication will only be considered at this 

stage with permission from the Editor. We will do everything possible to get 

your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to 
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ensure that all of your corrections are sent back to us in one communication: 

please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent 

corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. 

Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no 

response is received.  

 

Language Polishing For authors who require information about language editing 

and copyediting services pre- and post-submission, please visit 

http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or 

contact authorsupport@elsevier.com for more information. Please note that 

Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, gooods or 

services offered by outside vendors through our services or in any advertising. 

For more information, please refer to our terms and conditions 

http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws_home/termsconditions.

 

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting/ "Public Access Policy"  

 

Elsevier facilitates author posting in connection with the voluntary posting 

request of the NIH (referred to as the NIH "Public Access Policy"; see 

http://publicaccess.nih.gov/) by submitting the peer-reviewed author's 

manuscript directly to PubMed Central on request from the author, immediately 

after formal publication. Please e-mail us at NIHauthorrequest@elsevier.com) 

that your work has received NIH funding (with the NIH grant/project 

number(s), as well as the name and e-mail address of the Principal 

Investigator(s)) and that you intend to respond to the NIH request. Upon such 

confirmation, Elsevier will submit to PubMed Central on your behalf a version of 

your manuscript that will include peer-review comments, for public access 

posting 12 months after the final publication date. This will ensure that you will 

have responded fully to the NIH request policy. There will be no need for you 

to post your manuscript directly to PubMed Central, and any such posting is 

prohibited (although Elsevier will not request that manuscripts authored and 
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posted by US government employees should be taken down from PubMed 
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