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INSTITUTO CARLOS CHAGAS 
 

Caracterização molecular dos seis homólogos do fator de início de tradução 
eIF4E de Trypanosoma cruzi 

RESUMO 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Camila Sayuri Tominaga Da Cunha 
 

Nos tripanosomatídeos diferentes linhas de evidências indicam que a regulação da 
expressão gênica ocorre majoritariamente por mecanismos pós-transcricionais, sendo 
a biossíntese de proteínas, ou tradução, considerada uma etapa crítica para esta 
regulação. A etapa de iniciação da tradução é, sem dúvida, a mais complexa dentre 
todo o processo e a mais sujeita a mecanismos de regulação. Dentre as proteínas 
envolvidas no início da tradução, destaca-se o complexo eIF4F, formado pelas 
proteínas eIF4A, eIF4E e eIF4G. eIF4E parece ser o fator de início limitante e alvo de 
regulação na maioria dos eucariotos estudados e desta forma, presume-se que a 
formação de eIF4F é, em grande parte, regulada pela disponibilidade de eIF4E. Em 
tripanosomatídeos foi observada a ocorrência de múltiplos homólogos para as 
subunidades eIF4E e eIF4G, entretanto, esta multiplicidade de homólogos não é 
observada em outros eucariotos unicelulares, como por exemplo em leveduras. 
Embora existam estudos a cerca destes múltiplos homólogos em T. brucei e 
Leishmania, até o momento nenhuma função específica para cada homólogo foi 
caracterizada em T. cruzi, nem tampouco, foi descrito se há redundância em suas 
funções. Sendo assim, o objetivo desse trabalho é iniciar a caracterização molecular 
dos seis homólogos do fator de início de tradução eIF4E (eIF4E1-6) de T. cruzi. Para 
isto, foram produzidos anticorpos policlonais específicos para cada um dos homólogos 
de TceIF4E. Por ensaios de Western blotting foi visto que a expressão de todos os 
homólogos é regulada durante a metaciclogênese. Ensaios de imunofluorescência 
indireta mostraram que TceIF4E1-6 possuem localização citoplasmática no parasito. 
Além disso, a associação de TceIF4E1-6 com polissomos foi verificada através do 
fracionamento de extratos de parasitos tratados com cicloheximida e puromicina em 
gradientes de sacarose, e sugerem funções distintas destes homólogos no processo 
de tradução. Os resultados obtidos poderão definir se estes fatores estão associados 
a mecanismos de regulação gênica únicos dos tripanossomatídeos, não encontrados 
nos demais eucariotos, que possam no futuro contribuir para a produção de 
quimioterápicos, capazes de inibir especificamente a síntese proteica destes 
parasitos. 
 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, tradução, eIF4E, regulação gênica. 

 



 

viii 
 

 

 

 

 

INSTITUTO CARLOS CHAGAS 
 

Molecular characterization of six eukaryotic translation initiation fator eIF4E 
homologs in Trypanosoma cruzi 

ABSTRACT 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Camila Sayuri Tominaga Da Cunha 
 

In trypanosomatids different lines of evidence indicate that the regulation of gene 
expression occurs mainly by post-transcriptional mechanisms and protein 
biosynthesis, or translation, is considered a critical step for this regulation. Translation 
initiation is a key step for the gene expression control and involves several translation 
initiation factors (eIFs). Among those factors is eIF4E, a subunit of the eIF4F complex 
that also includes eIF4G and eIF4A. The eIF4E factor appears to be the limiting start 
and a target factor in most eukaryotes. In this way, formation of eIF4F is presumed to 
be largely regulated by the availability of eIF4E. In trypanosomatids 6 eIF4E and 5 
eIF4G homologues were identified, and multiple homologues have not been described 
in others unicellular eukaryotes, such as yeasts. Despite many studies of these 
multiple homologues have been described in T. brucei and Leishmania, little is known 
about these factors in T. cruzi and no specific function for each homologue has been 
characterized or have been described if there is redundancy in its functions. Thus, the 
aim of our study is to start the molecular characterization of the eIF4E factors in T. 
cruzi. Specific polyclonal antibodies against the six TceIF4E homologues were 
produced and the analysis by Western blotting of TceIF4E1-6 expression levels have 
shown that all homologs are regulated during metacyclogenesis. Immunofluorescence 
assays of wild type parasites indicated that all eIF4E homologues have a cytoplasmic 
localization in replicative forms of T. cruzi. In addition, the association of TceIF4E1-6 
with polysomes was verified by the fractionation of extracts of mutant parasites treated 
with cycloheximide and puromycin in sucrose gradients, and the results obtained 
suggest different functions of these homologues in the translation process. Altogether, 
these approaches will provide new insights into the role of each TceIF4E protein in the 
translational control of gene expression in T. cruzi and define if these factors are 
associated to unique mechanisms of gene regulation of trypanosomatids, not found in 
other eukaryotes, which may in the future contribute to the production of 
chemotherapeutic agents, capable of specifically inhibiting the protein synthesis of 
these parasites. 
 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, translation, eIF4E, gene regulation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O Trypanosoma cruzi é o protozoário causador da Doença de Chagas 

(Chagas, 1909), uma doença grave, que afeta aproximadamente 8 milhões de 

pessoas e que causa cerca de 10.000 mortes por ano, principalmente na América 

Latina (WHO, 2018). Atualmente, 70 milhões de pessoas encontram-se em risco e 

menos de 1% das pessoas infectadas possuem acesso ao diagnóstico e tratamento 

da Doença de Chagas (DNDi, 2018). Em 1907 o médico sanitarista Carlos Justiniano 

Ribeiro Chagas, identificou o Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e em 1909 publicou o 

trabalho intitulado “Nova  tripanozomiase  humana”  em que descreveu a infecção do 

homem, a morfologia do parasito no sangue periférico, o seu ciclo no tubo digestivo 

do vetor e a transmissão ao vertebrado por flagelados do tubo digestivo de 

triatomíneos infectados. Eucarioto unicelular e uniflagelado, o T. cruzi está inserido no 

reino Protozoa, na ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae (Adl et al., 

2012). Este parasito apresenta um ciclo de vida complexo na natureza e possui quatro 

estágios principais ao longo do ciclo de vida, alternando-se entre um hospedeiro 

intermediário, o barbeiro, um inseto hematófago, e um hospedeiro definitivo mamífero 

(Figura 1). As formas replicativas epimastigotas e amastigotas são encontradas nos 

hospedeiros invertebrados e mamíferos, respectivamente, alternando-se com as 

formas infectivas não proliferativas tripomastigotas metacíclicos e sanguíneos (De 

Souza, 1984). A alternância de morfologia e funcionalidade distintas entre as formas 

de vida do T. cruzi implica que o parasito seja capaz de expressar diferentes genes 

ao longo do ciclo de vida indicando a importância da regulação de sua expressão 

gênica. A falta de vacinas efetivas e a utilização de drogas altamente tóxicas para o 

tratamento da Doença de Chagas leva a comunidade científica a estudar mais 

profundamente este parasito. 
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FIGURA 1 – Ciclo de vida do T. cruzi. (Fonte: Adaptado de www.dpd.cdc.gov/dpdx). 

 

1.1 EXPRESSÃO GÊNICA EM TRIPANOSSOMATÍDEOS 

 

1.1.1 Organização genômica 

 
O genoma de T. cruzi, assim como nos demais organismos eucariotos, 

apresenta-se no núcleo e na mitocôndria. Nos tripanosomatídeos, a mitocôndria 

apresenta características peculiares, uma vez que o DNA mitocondrial é constituído 

de uma complexa rede de moléculas circulares, em que mini e maxicírculos 

concatenados formam o cinetoplasto (kDNA), contribuindo com até 30% do genoma 

do parasito (Brener, 1997; Franco da Silveira, 2000). Quanto ao genoma nuclear, os 

genes codificadores de proteínas são organizados em unidades policistrônicas, 

dispostos consecutivamente na mesma fita de DNA (Martínez-Calvillo et al.,2009). 

Dentre as diferentes cepas de T. cruzi, pode-se variar a quantidade de cromossomos 

e o conteúdo do DNA (Henriksson et al., 1996).  
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1.1.2 Transcrição policistrônica 

 
Os tripanosomatídeos apresentam características biológicas peculiares que 

os tornam importantes modelos de estudo para questões biológicas básicas. Por 

exemplo, com raras exceções, os genes não possuem íntrons e são separados por 

espaçadores intergênicos curtos. Até o momento, não são conhecidos promotores 

definidos para a RNA polimerase II, e os genes codificadores de proteínas de 

diferentes vias metabólicas são transcritos em uma molécula de RNA policistrônico. 

O início da transcrição pela RNA polimerase II pode ser bidirecional e ocorre nas 

regiões marcadas pela presença de modificações ou variantes de histonas específicas 

(Vanhamme & Pays, 1995; Belli, 2000). As moléculas de pré-mRNAs sofrem 

processamento via trans-splicing e poliadenilação no núcleo, gerando unidades 

monocistrônicas estáveis e traduzíveis (Clayton, 2016; Vanhamme & Pays, 1995). 

Portanto acredita-se que grande parte da regulação da expressão gênica ocorra em 

nível pós-transcricional, envolvendo a estabilidade e tradução de mRNAs (Ouellete & 

Papadopoulou, 2009; Clayton & Shapira, 2007; Holetz et al., 2010; Kramer, 2012). 

No processamento por trans-splicing o precursor policistrônico é quebrado, e 

uma sequência conservada, espécie-específica, de 39 nucleotídeos (nt) denominada 

sequência líder (SL) ou mini-éxon é adicionada a extremidade 5´-UTR de cada 

unidade monocistrônica clivada. Nos tripanosomatídeos, a sequência líder possui uma 

estrutura modificada do cap, que consiste no cap clássico m7GTP adicionado de 

modificações nos primeiros quatro nucleotídeos transcritos, sendo assim chamado de 

cap4 (Bangs et al., 1992; Michaeli, 2011). 

 

1.1.3 Regulação da expressão gênica 

 

Os tripanosomatídeos possuem características em nível de regulação da 

expressão gênica peculiares quando comparados com outros organismos eucariotos. 

A transcrição policistrônica, a processamento do pré-mRNA via trans-splicing e a 

ausência de promotores canônicos para a RNA polimerase II, indicam que a 

expressão gênica é regulada majoritariamente por mecanismos pós-transcricionais. 

Sendo assim, acredita-se que os tripanosomatídeos compensem a falta de 

mecanismos de controle transcricional utilizando outras formas de controle essenciais 

para a expressão diferencial dos genes ao longo do ciclo de vida. Dentre esses 

mecanismos podemos destacar, o controle de processamento e estabilidade do 
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mRNA, bem como o controle da tradução de mRNAs (Ouellete & Papadopoulou, 2009; 

Clayton & Shapira, 2007; Holetz et al., 2010; Kramer, 2012; Zinoviev & Shapira, 2012). 

 

1.2 TRADUÇÃO EM EUCARIOTOS 

 

A regulação da expressão gênica em organismos eucariotos pode ocorrer em 

diferentes níveis, incluindo a tradução de mRNAs em proteínas. Quando comparada 

com a regulação transcricional, o controle da tradução de mRNAs permite mudanças 

mais rápidas em relação a concentração de proteínas nas células e também pode ser 

utilizada para manter a homeostase, modulando mudanças mais permanentes na 

fisiologia celular (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). 

A tradução em eucariotos pode ocorrer por duas vias, a via cap-independente 

– que ocorre principalmente quando a célula é submetida a diferentes tipos de 

estresse por mecanismos ainda pouco conhecidos – e a cap-dependente, responsável 

pela tradução global da célula. O processo de tradução nos eucariotos é complexo, 

sendo controlado com o auxílio de inúmeras proteínas e permitindo que as células 

tenham uma resposta rápida a sinais intra e extracelulares. Dentre as quatro etapas 

principais que envolve o processo de tradução cap-dependente, o início, elongação 

da proteína, a terminação da tradução e a reciclagem dos fatores, o primeiro é o mais 

complexo e envolve o maior número de proteínas (revisado por Freire et al., 2017a). 

A etapa de iniciação da tradução abrange todos os processos que precedem 

a formação da primeira ligação peptídica, sendo assim, a etapa mais sujeita a 

mecanismos de regulação, além de ser aquela que mais varia entre diferentes grupos 

taxonômicos (Marintchev & Wagner, 2004; Jackson et al., 2010). Grande parte da 

iniciação da tradução depende da ação de proteínas denominadas de Fatores de 

Iniciação (eIFs – eukaryotic initiation factors – em eucariotos) que auxiliam as 

subunidades ribossomais, em especial a subunidade menor 40S, em várias atividades 

desde o recrutamento do tRNA iniciador até a montagem do ribossomo completo junto 

ao códon AUG para iniciar a tradução (Figura 2). Pertencente aos fatores de início da 

tradução, três principais complexos podem ser destacados, o complexo eIF4F, o 

complexo eIF2 e o complexo eIF3. O complexo eIF4F (Figura 3), o qual é formado 

pelas subunidades eIF4A, eIF4E e eIF4G, é um dos principais responsáveis pelo 

reconhecimento do mRNA pelo ribossomo, principalmente pela interação direta do 
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eIF4E com a estrutura cap presente nos mRNAs maduros (Gingras, Raught, 

Sonenberg, 1999). 

Já no complexo de pré-iniciação 43S, estão presentes os fatores eIF1, eIF1A, 

o complexo ternário eIF2 – formado pelo fator eIF2, o tRNA iniciador carregando o 

aminoácido metionina e uma molécula de GTP – e o complexo eIF3 responsável por 

recrutar a subunidade ribossomal 40S. Esses dois complexos interagem via ligação à 

proteína eIF4G e iniciam o escaneamento da região 5´-UTR até localizar o códon de 

início de tradução, recrutando a subunidade ribossomal 60S e formando o complexo 

de iniciação 80S. Nesta etapa, ocorre a participação dos fatores eIF5B e eIF6, que 

liberam grande parte dos fatores de tradução do ribossomo maduro. A próxima etapa 

consiste na síntese proteica seguida da terminação e liberação da proteína recém-

sintetizada. Por fim, ocorre a dissociação das subunidades ribossomais e a reciclagem 

dos fatores (revisado por Freire et al., 2017a). 

 

1.2.1 Complexo eIF4F 

 

Como mostrado na Figura 3, o complexo eIF4F, foco deste trabalho, é 

formado pelas subunidades eIF4E – proteína de interação ao cap, eIF4A – RNA 

helicase  e  a  proteína   “suporte”  eIF4G,   interagindo  primeiramente  com  o  mRNA  via  

ligação direta do fator eIF4E ao cap. Sendo assim, acredita-se que a formação do 

complexo eIF4F é regulada principalmente pela disponibilidade de eIF4E (Gingras et 

al., 1999; Jackson et al., 2010).  

A subunidade eIF4A auxilia no escaneamento do mRNA devido sua função 

de RNA helicase, no entanto sua atividade também depende de um segundo fator de 

início de tradução, eIF4B (Methot et al., 1994). 

A subunidade eIF4G, além de permitir a interação entre as subunidades do 

complexo eIF4F e com o PIC 43S, também é responsável pela circularização do 

mRNA via interação com a proteína de ligação à cauda poli-A (PABP), aproximando 

as regiões 3´-UTR e 5´-UTR, promovendo ao processo de tradução a estabilidade do 

transcrito (Mazumder et al., 2003; Thompson & Gilbert, 2017). 
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FIGURA 2 – Modelo do início da tradução em eucariotos. A tradução nos organismos eucariotos 
divide-se em 9 estágios (1-9). Após a reciclagem dos complexos pós-tradução (1), inicia-se a formação 
do complexo ternário eIF2 (2) e do complexo 43S (3). O mRNA é ativado após a ligação do complexo 
eIF4F (4), seguida da ligação do complexo de pré-iniciação 43S (5) e o escaneamento do mRNA no 
sentido  5’-3’  (6)  até  o  reconhecimento  do  códon  de  iniciação  AUG,  hidrólise  da  GTP  ligada  a  eIF2  e  
liberação de fosfato (7). Após a montagem do complexo de iniciação 48S, ocorre a ligação da 
subunidade ribossomal 60S e dissociação dos fatores (8), seguida da hidrólise de eIF5B ligada a GTP 
e liberação de eIF5B e eIF1A (9). O resultado é a formação do complexo de iniciação da tradução 80S, 
permitindo a elongação da proteína e, por fim, terminação da tradução (Adaptado de Jackson et al., 
2010). 
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Diversos organismos eucariotos possuem mais de um homólogo de eIF4E, 

mas nem todos estão envolvidos no processo de tradução. Uma análise filogenética 

realizada com os homólogos de eIF4E presente em diversos organismos permitiu a 

classificação dessas proteínas em três grupos. A classe I é representada pelos 

homólogos capazes de se ligar a estrutura do cap e ao fator eIF4G. Na classe II, estão 

as proteínas 4E-HP. E a classe III é representada por homólogos que não possuem 

função definida (Joshi et al., 2005). 

 

 
FIGURA 3 – Complexo eIF4F. Destacado estão as proteínas que compõem o complexo eIF4F, são 
elas: eIF4E, eIF4G e eIF4A, assim como o mRNA (Fonte: Autora, 2018). 

 

Das funções previamente descritas, sabe-se que eIF4E1 é a proteína 

envolvida na iniciação da tradução global dos mamíferos, enquanto eIF4E2 e eIF4E3 

atuavam como repressores da tradução. No entanto, dados da literatura indicam que 

sob determinadas condições celulares, eIF4E2 e eIF4E3 são capazes de formar 

complexos eIF4F alternativos e atuar na iniciação da tradução de determinado grupo 

de mRNAs (Uniacke et al., 2012; Landon et al., 2014; Ho & Lee, 2016).  

 

1.2.2 Regulação da tradução 

 

O controle traducional em células eucarióticas é crítico para a regulação de 

genes durante períodos de estresse nutricional, desenvolvimento, diferenciação, entre 

outros. Sendo assim, os principais pontos de regulação ocorrem ao início da tradução, 

via fosforilação de eIF2a e interação de eIF4E com 4E-BPs. Durante períodos de 

estresse celular, a tradução global da célula pode ser reduzida via fosforilação de 

eIF2a, responsável por formar o complexo ternário de eIF2 Met-tRNAi-GTP. Essa 

fosforilação ocorre na Ser51 da subunidade alpha, convertendo eIF2-GDP em um 

inibidor competitivo da quinta subunidade do fator de troca do nucleotídeo guanina, 
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eIF2B, diminuindo a formação do complexo ternário. As cinases capazes de realizar 

essa fosforilação são: PKR, PERK, HRI e GCN2. Apesar da inibição geral da tradução 

após fosforilação de eIF2a, alguns mRNAs que codificam fatores de transcrição 

específicos, tem a tradução aumentada sob condições de estresse (Sonenberg & 

Hinnebusch, 2009). 

Outro mecanismo para controlar a taxa de tradução envolve o reconhecimento 

do cap via complexo eIF4F. Em mamíferos, a ligação de eIF4E a estrutura do cap 

pode ser impedida pelo homólogo de eIF4E, a proteína 4E-HP. Já a interação de 

eIF4G e eIF4E é inibida por proteínas, chamadas 4E-BPs. Essas proteínas competem 

com eIF4G por um sítio de ligação compartilhado no fator eIF4E. A ligação de 4E-BP 

a eIF4E é controlada via fosforilação, em que quando hipofosforilada, liga-se 

fortemente a eIF4E e quando eIF4E é fosforilada essa interação é enfraquecida. As 

4E-BPs são capazes de inibirem a tradução cap-dependente, mas não a via IRES (Ho 

& Lee, 2016; Sonenberg & Hinnebusch, 2009). A fosforilação de 4E-BP é mediada por 

complexos da via mTOR (mammalian target of rapamycin), envolvendo o metabolismo 

celular, a síntese proteica e o ciclo celular, sendo assim controlado por diferentes 

sinalizações celulares (Laplante & Sabatini, 2009). 

 

1.2.3 Complexo eIF4F de tripanosomatídeos 

 

Em tripanosomatídeos foi observada a ocorrência de múltiplos homólogos 

para as subunidades eIF4E (eIF4E1-6), eIF4G (eIF4G1-5) e eIF4A (eIF4E1-2), 

conservados em diferentes espécies de Leishmania e Trypanosoma, variando em 

tamanho e propriedades (Dhalia et al., 2005; Yoffe et al., 2006; Yoffe et al., 2009; 

Freire et al., 2011; Reis, 2009; Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b). Esta 

multiplicidade de homólogos de eIF4E e eIF4G não se reflete no que é observado em 

outros organismos unicelulares. Acredita-se que ao longo da evolução dos 

tripanosomatídeos, um único gene eIF4E sofreu uma série de duplicações gênicas e 

modificações gerando famílias de proteínas relacionadas em organismos eucariotos 

diferentes, indicando que nem todos os homólogos de eIF4E atuam necessariamente 

como fatores de início de tradução (Freire et al., 2017a). 

Além disso, múltiplas isoformas foram identificadas para vários dos 

homólogos de eIF4E e eIF4G de Leishmania e Trypanosoma, indicativas de 

modificações pós-traducionais mediadas por fosforilação, e estas modificações 
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parecem estar associadas a fases específicas de crescimento do parasito (Pereira et 

al., 2013).  

Os seis homólogos do fator eIF4E de T. brucei e L. major foram divididos em 

três classes de acordo com as suas propriedades moleculares (De Melo Neto et al., 

2016; Freire et al., 2017a). Essa classificação difere da classificação descrita 

previamente no item 1.2.1 correspondente a outros organismos eucariotos. Na classe 

I estão inseridos os homólogos eIF4E1 e eIF4E2, que são pouco expressos e 

localizam-se tanto no núcleo quanto no citoplasma desses parasitos. Dentre os seis 

homólogos, eIF4E1 e eIF4E2 são os que apresentam maior similaridade quando 

comparado com eIF4E de mamíferos, leveduras e plantas. Entretanto, são os únicos 

homólogos de eIF4E que não interagem com eIF4G (Zinoviev et al., 2011; Freire et 

al., 2011; Erben et al., 2014). Na classe II estão eIF4E3 e eIF4E4, que são expressos 

em maior quantidade ao longo do citoplasma e possuem uma extensão N-terminal 

única de tripanosomatídeos, envolvida na interação com homólogos da PABP (Freire 

et al., 2011; Zinoviev et al., 2011; De Melo Neto et al., 2015; Moura et al., 2015). Por 

fim, na classe III estão inseridos os homólogos eIF4E5 e eIF4E6, que são proteínas 

citoplasmáticas de menor peso molecular, capazes de interagir com homólogos de 

eIF4G (Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b). Embora os homólogos do fator eIF4E 

sejam alvos de estudo em Trypanosoma brucei e Leishmania, até o momento, pouco 

pode-se afirmar sobre a função específica para cada homólogo de eIF4E (revisado 

por Freire et al., 2017a). 

 

1.2.3.1 Trypanosma brucei 

 

Em T. brucei, dentre os seis homólogos estudados (TbeIF4E1-6), as proteínas 

TbeIF4E3 e TbeIF4E4 demonstraram fortes indícios de atuarem na tradução 

pertencendo a dois complexos de iniciação distintos, de acordo com suas interações 

com os fatores TbEIF4G4 e TbEIF4G3, respectivamente e possuem localização 

citoplasmática nas formas procíclicas. Ambos os complexos TbeIF4E3:TbeIF4G4 e 

TbeIF4E4:TbeIF4G3 estão presentes nos polissomos das formas sanguíneas, sendo 

a proteína TbeIF4E4 presente em maior quantidade (Klein et al., 2015). Análise de 

RNAi e marcação metabólica também mostraram que a proteína TbeIF4E3 é 

estritamente necessária para sobrevivência dos parasitos e sua depleção levou ao 

decréscimo na taxa de tradução em poucos dias (Freire et al., 2011). 
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Quanto aos homólogos TbeIF4E1 e TbeIF4E2, já foi visto que estes possuem 

localização citoplasmática e nuclear nas formas procíclicas desse parasito, sendo que 

TbeIF4E1 sob condições normais de cultivo, pode ser visualizada localizando-se 

parcialmente com grânulos citoplasmáticos (Freire et al., 2011; Kramer et al., 2013). 

O knockdown por RNAi de TbeIF4E1 e TbeIF4E2 não prejudicou o crescimento nas 

formas procíclicas, porém o duplo knockdown de ambos TbeIF4E1 e TbeIF4E2 foi 

letal para o parasito. Além disso, foi visto que TbeIF4E1 é essencial apenas nas 

formas sanguíneas de T. brucei (Freire et al., 2011). Acredita-se que tanto TbeIF4E1, 

quanto TbeIF4E2, não estejam envolvidas no processo de iniciação da tradução, uma 

vez que nenhum desses homólogos formam complexos eIF4F-like. No entanto estas 

proteínas podem estar envolvidas no processo de regulação da tradução, reprimindo 

ou estimulando a mesma. Dois complexos foram previamente descritos envolvendo 

TbeIF4E1, o primeiro entre TbeIF4E1 e 4E-IP, capaz de reduzir a taxa de tradução de 

mRNA marcados. O segundo envolvido no estimulo da tradução via interação 

TbeIF4E1 e eIF4E3a (revisado por Freire et al., 2017a). Recentemente, foi visto que 

TbeIF4E2 associa-se a um homólogo da proteína de ligação a haste-alça (SLBP) de 

um mRNA de histona (SLBP2). O complexo TbeIF4E2:SLBP2 parece estar envolvido 

na seleção de diferentes mRNAs que possuam estruturas em haste-alça (Freire et al., 

2017b). 

Por fim, TbeIF4E5 e TbeIF4E6 apesar de interagirem com diferentes 

homólogos de eIF4G e formarem complexos com proteínas envolvidas na formação 

do cap, não parecem estar envolvidas no processo de iniciação da tradução, uma vez 

que o knockdown de TbeIF4E5 e TbeIF4E6 não afetou os níveis de tradução (Freire 

et al., 2014a; Freire et al., 2014b). Sendo assim um indicativo de que estes homólogos 

estejam envolvidos em mecanismos de regulação da tradução ainda não descritos. 

 

1.2.3.2 Leishmania 

 

O primeiro homólogo de eIF4E descrito e caracterizado de tripanosomatídeos 

na literatura foi LmeIF4E1 que apresenta 42% de similaridade com eIF4E de 

mamíferos, e assim como LmeIF4E2 possui localização citoplasmática (Yoffe et al., 

2006). Em L. major, foi demonstrado que LmeIF4E1 não interage com nenhum 

homólogo de eIF4G, mas interage com a proteína 4E-IP de função desconhecida. 
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Essa interação parece estar associada a função de regulação da tradução nas formas 

promastigotas desse parasito (Zinoviev et al., 2011). 

Enquanto TbeIF4E3 é o homólogo essencial para a sobrevivência de ambas 

as formas de diferenciação de T. brucei, em Leishmania foi visto que LmeIF4E4 é 

essencial para o crescimento celular (Freire et al., 2011; De Melo Neto, 2015). Em L. 

major, assim como em T. brucei, o complexo LmeIF4E4:LmeIF4G3 é o candidato mais 

forte para atuar na tradução global do parasito (Yoffe et al., 2006; Yoffe et al., 2009; 

Moura et al., 2015). Entretanto, a formação do complexo TbeIF4E3:TbeIF4G4 também 

é bastante eficiente em T. brucei, o que leva a proposição do papel destas proteínas 

no início da tradução neste organismo (Freire et al., 2011). 

Em contraste ao observado em T. brucei, o complexo LaeIF4E3:LaeIF4G4 de 

L. amazonenses não parece participar diretamente do processo de tradução. No 

entanto, LaeIF4E3 está envolvido na resposta celular quando submetida ao estresse 

nutricional, sendo essa proteína deslocada para grânulos citoplasmáticos (Zinoviev et 

al., 2012). 

Embora os homólogos do fator eIF4E sejam alvos de estudo em T. brucei e 

Leishmania, até o momento estas proteínas não foram caracterizadas em T. cruzi. 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi iniciar a caracterização molecular dos seis 

homólogos de eIF4E neste parasito. O entendimento de como os homólogos de eIF4E 

estão envolvidos na tradução, seja diferindo na sua capacidade de associação com 

ribossomos ou alterando a afinidade dos mesmos por mRNAs distintos, pode 

desvendar mecanismos de regulação traducional peculiares de T. cruzi. 
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2 OBJETIVO 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
Caracterizar, molecular e funcionalmente, os homólogos de eIF4E de 

Trypanosoma cruzi. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 Avaliar a expressão e localização das proteínas nos parasitos em fase 

exponencial de crescimento, parasitos submetidos ao estresse nutricional e nas 

formas tripomastigotas metacíclicas por Western blotting e imunofluorescência 

indireta.  

 Verificar a distribuição das proteínas em estudo nas frações polissomais 

e/ou não polissomais obtidas pelo fracionamento dos lisados celulares em gradiente 

de sacarose.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO 

 

Este trabalho foi desenvolvido no laboratório de regulação da expressão 

gênica do Instituto Carlos Chagas – FIOCRUZ/PR com o auxílio de uma bolsa de 

mestrado CAPES durante o período de março de 2016 a março de 2018. 

 

3.2 SOLUÇÕES E TAMPÕES 
 

Solução de anestésico e sedativo: 100 mg/kg-1 Ketamina; 1 mg/kg-1 Xilazina. 

Solução de bloqueio para imunofluorescência indireta: Tampão PBS 1X; 1 ou 4% 

de albumina de soro bovino. 

Solução de Coomassie Blue: 0,1% azul de coomassie G-250; 45% metanol; 10% 

ácido acético. 

Solução de Ponceau S: 0,5% Ponceau S (Sigma P-3504); 1% ácido acético glacial. 

Solução de revelação para fosfatase alcalina: NBT (50 mg/mL nitroblue 

tetrazolium) e BCIP (50 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3- indolylphosphate) em tampão AP 

Buffer. 

Tampão AP Buffer: 100 mM Tris-HCl pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2.  

Tampão de amostra para proteína: 160 mM Tris-HCl pH 8,0; 4% SDS;;  10%  β-

mercaptoetanol; 24% glicerol; 0,02% azul de bromofenol. 

Tampão de bloqueio para Western blotting: Tampão PBS 1X; 0,1% Tween20; 5% 

Leite em pó desnatado. 

Tampão de corrida para gel SDS-PAGE: 0,037 M Tris-HCl pH 8,4; 192 mM Glicina; 

20% Metanol. 

Tampão de Ligação: 300 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 7,5; 8 M Uréria; 10 mM 

Imidazol. 

Tampão PBS (Phosphate-buffer saline): 2,7 mM KCl; 1,5 mM KH2PO4; 4,3 mM 

NaHPO4.7HO; 137 mM NaCl.  

Tampão PBS-Tween 20: Tampão PBS 1X; 0,05% Tween 20.  

Tampão de sonicação: 300 mM NaCl; 2% Triton X-100; 10 mM Tris-HCl pH 7,5. 

Tampão de transferência para Western blotting: 25 mM Tris-HCl pH 8,3; 192 mM 

glicina; 20% metanol. 
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3.3 MEIOS DE CULTURA 
 

3.3.1 Meio LB (Lysogeny Broth) 

 

Bacto-triptona....................................................................................................10,0 g/L 

NaCl..................................................................................................................5,00 g/L 

Extrato  de  levedura…........................................................................................5,00 g/L  

(LB-ágar: adição de 1,5% de agar-ágar) 

 

3.3.2 Meio LIT (Liver Infusion Tryptose) 

 

Extrato de Levedura.........................................................................................15,0 g/L 

Fosfato dibásico de sódio................................................................................11,56 g/L 

Glicose…...........................................................................................................2,20 g/L 

Hemina..............................................................................................................0,02 g/L 

Infuso de fígado.................................................................................................5,00 g/L 

KCl.....................................................................................................................0,40 g/L 

NaCl..................................................................................................................4,40 g/L 

Triptose.............................................................................................................5,00 g/L 

(pH 7,2 - Ajustado com HCl) 

 

3.3.3 Meio TAU (Triatomine Artificial Urine) 

 

KCl......................................................................................................................17 mM 

NaCl..................................................................................................................190 mM 

CaCl2................................................................................................... ..................2 mM 

MgCl2.....................................................................................................................2 mM 

Tampão fosfato pH 6,0.........................................................................................8 mM 

 

3.3.4 Meio TAU3AAG 

 

KCl......................................................................................................................17 mM 

NaCl..................................................................................................................190 mM 
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CaCl2.....................................................................................................................2 mM 

MgCl2.....................................................................................................................2 mM 

Tampão fosfato pH 6,0.........................................................................................8 mM 

Ácido L-aspártico...................................................................................................2 mM 

Ácido L-glutâmico................................................................................................50 mM 

L-prolina..............................................................................................................10 mM 

Glicose................................................................................................................10 mM 

 

3.4 MICROORGANISMOS 
 

3.4.1 Escherichia coli 

 

A cepa de Escherichia coli DH5α (F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 

deoR   nupG   Φ80dlacZΔM15   Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+),   λ–) foram 

mantidos à 37 ºC em meio de cultivo LB por 18 horas ou estocadas em glicerol à -80 

ºC. A cepa de Escherichia coli BL21(DE)pLysS (F–, ompT, hsdSB (rB–, mB–), dcm, 

gal,  λ(DE3),  pLysS,  Cmr) foram mantidas em meio LB com 50 µg/mL de cloranfenicol 

à 37 ºC por 18 horas ou estocadas em glicerol à -80 ºC.  

 

3.4.2 Trypanosoma cruzi clone Dm28c 

 

3.4.2.1 Epimastigotas 

 

As células do clone Dm28c de T. cruzi foram mantidas em estufa à 28 ºC em 

meio de cultivo LIT (Camargo, 1964) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB). A cada três dias foi feito novo cultivo dos parasitos com inóculo inicial de 106 

células/mL e após 72 horas de cultivo foram obtidos os parasitos em fase exponencial 

de crescimento, com densidade celular de aproximadamente 3 x 107 células/mL. 

 

3.4.2.2 Epimastigotas sob estresse nutricional 

 

As formas epimastigotas foram obtidas após 72h de cultivo, como descrito no 

item 3.4.2.1, e centrifugadas a 7.000 x g por 5 minutos à 4 ºC. Em seguida, os 
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parasitos na concentração de 5 x 108 células/mL foram submetidas ao estresse 

nutricional por incubação em meio TAU pH 6,0 por 2 horas à 28 ºC (Contreras et al., 

1985). 

 

3.4.2.3 Triposmastigotas metacíclicos 

 

O processo de diferenciação da forma replicativa epimastigota de T. cruzi para 

a forma infectiva, tripomastigota metacíclica, pode ser realizado por meio do ensaio 

de metaciclogênese in vitro, mimetizando o que ocorre naturalmente na porção final 

do intestino no inseto vetor. Este ensaio consiste em um sistema de diferenciação 

celular utilizando meios quimicamente definidos que permitem o isolamento dos 

parasitos nas diversas etapas de diferenciação celular (Contreras et al., 1985). 

As formas tripomastigotas metacíclicas foram obtidas a partir da forma 

replicativa epimastigota, em densidade celular de aproximadamente 5 x 107 

células/mL, centrifugadas a 7.000 x g por 5 minutos à 4 ºC. Os parasitos foram então 

submetidos ao estresse nutricional como descrito no item 3.4.2.2 e após as 2 horas 

foram incubados em meio TAU 3AAG na concentração final de 5 x 106 células/mL por 

72 horas à 28 ºC. Durante este processo, sem perturbação do meio, as formas 

epimastigotas aderem-se nas paredes da garrafa de cultivo e após diferenciação em 

tripomastigota metacíclico são liberadas no sobrenadante da cultura. Após 72 horas, 

o sobrenadante da cultura é coletado, sendo possível observar que 80 a 90% dos 

parasitos são tripomastigotas metacíclicos (Bonaldo et al., 1988).  

As formas tripomastigotas metacíclicas foram separadas através de 

passagem em resina de DEAE celulose (IonSep DE52 BIOpHORETICS) como 

descrito por Contreras e colaboradores (1985). 

 

3.5 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES  
 

3.5.1 Identificação dos seis homólogos de eIF4E de T. cruzi 

 

As análises computacionais foram realizadas pelo nosso grupo de pesquisa, 

relatou que assim como os outros tripanosomatídeos, o T. cruzi também possui seis 

homólogos para o fator de início de tradução eIF4E. Para a busca das sequências dos 

genes dos seis homólogos foram utilizados os genes homólogos de T. brucei e 



 

17 
 

 
Leishmania major (Freire et al., 2011; Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b). Para 

isso foi utilizada a ferramenta BLAST do banco de dados TriTrypDB e NCBI. Os IDs 

utilizados nesse estudo são os da cepa de T. cruzi CL Brener uma vez que o depósito 

das sequências dos fatores está completo e correto. 

 

3.5.2 Clonagem dos genes em vetores do sistema Gateway 

 

A amplificação dos genes, clonagens nos vetores de entrada e de destino do 

sistema Gateway e análise do sequenciamento dos clones foram realizados pela 

aluna de doutorado Jimena Ferreira da Costa. Os plasmídeos pDESTTM17 contendo 

as sequências dos seis homólogos foram utilizados para transformação e expressão 

das proteínas recombinantes em linhagens bacterianas. 

 

 
FIGURA 4 – Mapa do vetor de expressão pDESTTM17. Destacados estão as principais características 
do vetor, tais como a resistência a ampicilina, o promotor T7, a sequência que codifica seis histidinas 
e os sítios de recombinação attR (Fonte: Adaptado de Manual Gateway Technology - Invitrogen). 

 

3.5.3 Expressão e purificação das proteínas recombinantes 

 

Células da linhagem E. coli BL21(DE)pLysS competente foram transformadas 

com o DNA plasmidial contendo os genes de interesse e cultivadas em LB-ágar 1,5% 

suplementado com 100 µg/mL de amplicilina. As colônias contendo os plasmídeos de 

interesse foram selecionadas pelo gene de resistência e inoculadas em 5 mL de meio 

LB contendo 100 µg/mL ampicilina e incubadas à 37 ºC, sob agitação constante, 
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durante 18 horas. Posteriormente, foram realizados inóculos (1:10) em 10 mL do 

mesmo meio seletivo e as células foram incubadas à 37 ºC, sob agitação constante, 

até a cultura atingir a densidade óptica entre 0,6 a 0,8 quantificada em 

espectrofotômetro a 600 nm. Esta densidade óptica foi atingida em aproximadamente 

1 hora e 30 minutos de incubação. 

As culturas foram divididas em duas alíquotas e foi adicionado 1 mM IPTG em 

apenas uma alíquota de cada cultura. As alíquotas sem IPTG foram utilizadas como 

controle da indução da proteína recombinante. Todas as alíquotas foram incubadas 

por 4 horas, nas mesmas condições descritas. Após este período, foram centrifugadas 

a 8.000 x g por 1 minuto à 4 ºC, lavadas em PBS, suspensas em 75 µL de PBS e 25 

µL de tampão de amostra para proteína, aquecidas à 95 ºC por 5 minutos para 

desnaturação das proteínas e submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE para 

avaliação da expressão das proteínas de interesse. 

Para analisar a solubilidade das proteínas recombinantes, os clones foram 

cultivados e induzidos como descrito anteriormente. As culturas foram centrifugadas 

a 8.000 x g por 1 minuto à 4 ºC, lavadas com PBS e suspensas em tampão de 

sonicação. As células foram lisadas por 5 ciclos de sonicação em potência 4 por 15 

segundos, mantidas no gelo por 1 minuto entre as sonicações, e o lisado celular obtido 

foi centrifugado a 8.000 x g por 10 minutos à 4 ºC. O sobrenadante, onde se encontram 

as proteínas solúveis (fração solúvel), foi coletado e adicionado tampão de amostra 

para proteína. O sedimento, contendo as proteínas insolúveis (fração insolúvel), foi 

suspenso no mesmo volume utilizado para a fração solúvel e foi adicionado tampão 

de amostra para proteína. Ambas as frações foram aquecidas à 95 °C por 5 minutos 

e analisadas em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). 

O vetor pDESTTM17 contém uma sequência de nucleotídeos que permite 

fusionar uma etiqueta de seis histidinas na extremidade amino terminal da proteína de 

interesse, possibilitando sua identificação por Western blotting (utilizando anticorpo 

primário anti-histidina) e purificação por cromatografia de afinidade em coluna de 

níquel.  

Após a análise da solubilidade, constatou-se a presença das proteínas de 

interesse nas frações insolúveis. Assim, para a purificação das proteínas 

recombinantes os clones bacterianos foram inoculados novamente em um volume 

maior de meio de cultivo e induzidos como descrito anteriormente, com a finalidade 

de obter maiores quantidades das proteínas de interesse. Posteriormente, as 

bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 8.000 x g por 1 minuto à 4 ºC, 
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lavadas com tampão PBS e suspendidas em tampão de sonicação. As células 

sofreram lise através de 5 ciclos de sonicação em potência 4 por 15 segundos, sendo 

mantidas no gelo por um minuto entre as sonicações. Por fim, o lisado foi centrifugado 

a 7.000 x g por 10 minutos à 4 ºC. O sobrenadante, correspondente a fração solúvel, 

foi coletado e ao sedimento, contendo proteínas insolúveis, foi adicionado o tampão 

de ligação e a mistura foi sonicada 5 vezes por 15 segundos na potência 7, seguido 

de centrifugação a 7.000 x g por 10 minutos à 4 ºC. O sobrenadante (fração insolúvel) 

foi reservado e o sedimento descartado. A purificação das proteínas recombinantes 

TceIF4E1-6 foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna Ni-Sepharose (GE 

Healthcare) de acordo com as instruções do fabricante. As proteínas que interagiram 

com a coluna de níquel foram eluídas pela adição de imidazol, análogo estrutural da 

cadeia lateral da histidina, concentrações crescentes. As amostras que não se ligaram 

a resina (flow-through, lavados e eluídos) foram reservados e posteriormente 

analisados em gel SDS-PAGE 13%. 

Quando necessário a obtenção de proteína com maior grau de pureza mesmo 

após a purificação em coluna de níquel as frações proteicas, contendo as proteínas 

recombinantes de interesse, foram aplicadas em um gel preparativo de poliacrilamida 

13% (SDS-PAGE). Para visualizar a banda referente a proteína recombinante, o gel 

foi tratado com solução gelada de 100 mM de KCl. A região do gel contendo a proteína 

recombinante foi cortada e a proteína foi eluída por difusão em PBS. Para isso, o gel 

foi macerado e armazenado em tubo de 1,5 mL à 4 ºC contendo PBS. Após 18 horas, 

o PBS foi removido e a presença da proteína nesta solução foi analisada através de 

um novo gel SDS-PAGE. As soluções contendo as proteínas purificadas foram 

quantificadas no equipamento Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher 

Scientific), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.6 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS 
  

3.6.1 Obtenção dos anticorpos policlonais anti-TceIF4E1-6 

 

Dezoito camundongos isogênicos da linhagem BALB/c ou Swiss do biotério 

do Instituto Carlos Chagas foram imunizados com as proteínas recombinantes 

purificadas. Para a produção de anticorpos policlonais anti-TceIF4E1-6 os 

camundongos foram separados em seis grupos de três animais, de aproximadamente 
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seis semanas de idade. Os animais foram previamente sangrados pela via caudal 

para retirada de aproximadamente 50 µL de sangue total por animal para obter o soro 

pré-imune, e apenas foram utilizados os camundongos cujo soro pré-imune não foi 

reativo ao extrato proteico de T. cruzi. Os camundongos foram imunizados 3 vezes, a 

cada quinze dias. A primeira imunização, por via intraperitoneal, foi realizada com 200 

µL de emulsão contendo 40 µg da proteína em 100 µL PBS e 100 µL de adjuvante de 

Freud (dose/animal). Nas inoculações seguintes foram aplicados 20 µg de proteína 

em 100 µL PBS e 100 µL de Alugel (dose/animal) em um intervalo de quinze dias 

entre as inoculações. Dois dias após a última inoculação o soro dos animais foi 

analisado por Western blotting, como descrito nos itens 3.7.1. O soro pós-imune foi 

obtido por punção cardíaca nos animais previamente anestesiados, e o sangue total 

foi centrifugado a 3.000 RPM por 5 minutos e armazenado à -20 ºC. Os procedimentos 

de imunização murina foram realizados de acordo com o protocolo aprovado pela 

CEUA-Fiocruz (Protocolo P-434/07 com licença número L-005/09). 

As proteínas recombinantes TceIF4E3, TceIF4E4 e TceIF4E5 purificadas 

também foram enviadas para a inoculação e produção de anti-soro policlonal em 

coelho no Centro de Biotecnologia – UFRGS.  

 

3.6.2 Purificação dos anticorpos policlonais 

 

Em um gel preparativo SDS-PAGE foi aplicado 50 µg de proteína 

recombinante purificada, correspondente ao anticorpo a ser purificado. Em seguida, a 

proteína presente no gel foi transferida para uma membrana de nitrocelulose 

Amersham HybondTM-C (GE Healthcare) como descrito por Towbin e colaboradores 

(1979). A transferência foi realizada em tampão de transferência para Western blotting 

durante 1 hora em temperatura ambiente, utilizando diferença de potencial de 20 V e 

amperagem constante no equipamento Trans-Blot® SD Semi-dry Transfer Cell (BIO-

RAD).  

A membrana foi corada com a solução Ponceau S e a banda única 

correspondente a proteína recombinante foi cortada, descorada em água Milli-Q e 

incubada em tampão de bloqueio em temperatura ambiente por 1 hora, com leve 

agitação. A membrana contendo a proteína foi então incubada com o soro a ser 

purificado por 16 horas, à 4 ºC, sob agitação constante. Posteriormente, a membrana 

foi lavada 3 vezes com tampão PBS-Tween 20 e incubada com Tampão glicina (HCl 
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0,1 M pH 3,0) por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado Tampão Tris-HCl 1M pH 9,5 

para corrigir o pH 7,0. O soro purificado foi então testado contra extrato de T. cruzi, 

como descrito no item 3.7.1. 

Para os soros policlonais obtidos em coelho, foi necessária a adição de uma 

etapa anterior a incubação com a proteína recombinante, em que o soro é incubado 

com extrato de E. coli, uma vez que esses animais são expostos a uma maior 

quantidade de microorganismos. 

 

3.7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO E LOCALIZAÇÃO CELULAR DOS SEIS 
HOMÓLOGOS DE eIF4E DURANTE A METACICLOGÊNESE IN VITRO 

 

3.7.1 Obtenção do extrato proteico de T. cruzi e análise por Western blotting 

 

Os extratos proteicos das formas epimastigotas, epimastigotas submetidos ao 

estresse nutricional e tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi foram obtidos após 

concentração dos parasitos por centrifugação a 7.000 x g por 5 minutos à 4 ºC. Um 

total de 108 células foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com tampão PBS nas 

mesmas condições de centrifugação, para retirada do meio de cultura. Ao final das 

lavagens as células foram suspensas em tampão PBS, seguida da adição de tampão 

de amostra para proteína (106 células/µL). O extrato proteico foi lentamente 

homogeneizado em gelo por 5 minutos, aquecidas à 95 ºC por 5 minutos e 

centrifugadas a 16.000 x g por 1 minuto. O sobrenadante das amostras e o marcador 

BenchMarck Ladder (Invitrogen) foram aplicados e submetidos à eletroforese em gel 

SDS-PAGE. 

Após a eletroforese, as proteínas separadas no gel SDS-PAGE foram 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose Amersham HybondTM-C (GE 

Healthcare). A transferência foi realizada em tampão de transferência para Western 

blotting durante 16 horas à 4 ºC, utilizando diferença de potencial de 30 V, ou 100 V 

durante 1 hora à 4 ºC, e amperagem constante. Para os ensaios de Dot blotting, 500 

ng das proteínas recombinantes purificadas foram aplicados em uma membrana de 

nitrocelulose. 

A membrana foi corada com a solução Ponceau S, descorada em água 

bidestilada e incubada em tampão de bloqueio em temperatura ambiente por 1 hora, 

com leve agitação ou por 16 horas à 4 ºC. A membrana foi incubada com o anticorpo 

primário, previamente diluído em tampão PBS-Tween 20 por 1 hora em temperatura 
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ambiente. Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes com tampão PBS-Tween 

20 e incubada com anticorpo secundário anti-IgG de camundongo ou coelho 

conjugado com fosfatase alcalina (Promega, Madinson, WI, USA) ou peroxidase 

(Amersham Biosciences), ambos diluídos 1:10.000 em tampão PBS-Tween 20 por 1 

hora em temperatura ambiente, com leve agitação. A membrana foi novamente lavada 

com tampão PBS-Tween 20 por 3 vezes. 

As membranas incubadas com o anticorpo secundário conjugado com 

fosfatase alcalina foram reveladas com solução de revelação para fosfatase alcalina.  

O produto da reação enzimática da peroxidase conjugada aos anticorpos foi 

detectado por quimioluminescência utilizando o kit SuperSignal West Pico (Thermo 

Scientific), seguindo as instruções do fabricante, e a imagem foi detectada pelo 

fotodocumentador L-PIX Chemi Express (Loccus). Os tempos de exposição foram 

padronizados para cada experimento. 

 

3.7.2 Ensaios de localização celular por imunofluorescência indireta 

 

Os parasitos nas formas epimastigotas, epimastigotas submetidos ao 

estresse nutricional e tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi foram centrifugados a 

2.000 x g por 5 minutos, lavados 3 vezes com tampão PBS para retirada do meio de 

cultura e suspensos em paraformaldeído 4% por 10 minutos em temperatura 

ambiente, numa densidade de 5 x 104 células/µL. Lâminas previamente tratadas com 

poli-L-lisina em campos delimitados por teflon, contendo 2 x 106 parasitos por campo 

foram incubadas em câmara úmida por 30 minutos em temperatura ambiente. Em 

seguida as células foram lavadas 2 vezes com tampão PBS e permeabilizadas com 

Triton X-100 0,1% diluído em PBS por 5 minutos, lavadas 3 vezes com tampão PBS 

e incubadas com solução de bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente. Os 

anticorpos primários foram diluídos em solução PBS/BSA 1% e incubados com os 

parasitos por 1 hora em temperatura ambiente. Após a incubação os parasitos foram 

lavados 3 vezes com tampão PBS por 5 minutos, os anticorpos secundários 

conjugados aos fluoróforos Alexa 488 ou Alexa 546 (Invitrogen) diluídos na solução 

de PBS/BSA 1% foram adicionados e as etapas de incubação e lavagem repetidas. O 

núcleo e o cinetoplasto foram corados com DAPI, diluído na mesma solução contendo 

o anticorpo secundário, na concentração final de  1  μg/μL.  
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Após esta etapa, foram adicionados 8 μL  de  N-propil-galato na concentração 

de   200   μg/mL sobre cada campo e as lâminas foram seladas com lamínulas. A 

fluorescência foi observada em microscópio de fluorescência Leica DMI6000 B, sendo 

algumas imagens processadas por deconvolução utilizando o software LAS - AF – 

Leica na plataforma de microscopia do ICC – FIOCRUZ/PR. 

 

3.8 ANÁLISE DA DISTRIBUIÇÃO DOS FATORES TceIF4E1-6 NAS FRAÇÕES 
POLISSOMAIS E/OU NÃO POLISSOMAIS EM GRADIENTE DE SACAROSE 

 

Esta análise foi realizada com parasitos transfectantes que expressam as 

proteínas de interesse fusionadas a GFP. As construções plasmidiais e os parasitos 

transfectantes foram obtidos pela aluna de doutorado Jimena Ferreira da Costa. Para 

tanto, o extrato citoplasmático dos parasitos transfectantes foi centrifugado em 

gradiente de densidade de sacarose para avaliar a associação das proteínas de 

interesses com polissomos como descrito por Brecht & Parsons (1998), com 

modificações. Para a obtenção do extrato citoplasmático foram utilizados 5 x 108 

parasitos nas formas epimastigotas.  

Os parasitos foram incubados com 100 µg/mL de cicloheximida por 10 

minutos à 28 ºC ou com 2 mg/mL de puromicina por 1 hora à 28 ºC. Em seguida as 

células foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos à 4 ºC e lavadas com tampão 

TKM. Os parasitos foram então suspensos em 900 µL de tampão TKM suplementado 

com 100 µg/mL de cicloheximida, 10 µg/mL de heparina, 10 µM de E-64, 1 mM de 

PMSF e coquetel de inibidores de proteases (Roche). Para a lise dos parasitos 

tratados previamente com puromicina utilizou-se o mesmo tampão, porém sem a 

adição de cicloheximida. 

A lise dos parasitos ocorreu após a adição de 100 µL do tampão de lise 

(tampão TKM com adição de 10% NP-40 e 2 M Sacarose). O lisado foi centrifugado a 

13.000 x g por 5 minutos à 4 ºC e o sobrenadante foi adicionado sobre gradientes de 

sacarose linear de 15-55%. O gradiente foi centrifugado em ultra centrífuga Hitachi 

com rotor SW40 a 39.000 RPM por 3 horas à 4 ºC. A coleta das frações (500 µL cada) 

foi realizada utilizando o equipamento ISCO com a leitura de perfil de absorbância 

contínua em 256 nm. Trinta microlitros de cada fração foram aplicados em gel SDS-

PAGE seguido da transferência para membrana de nitrocelulose para realização do 

ensaio de Western blotting com anti-GFP monoclonal 2mAbP66B3H2012 diluído 1:50 



 

24 
 

 
cedido gentilmente pelo Dr. Juliano Bordignon do ICC – FIOCRUZ/PR. A proteína 

ribossomal S7 foi utilizada como controle (Gradia et al., 2009). 

 
3.8.1 Quantificação dos homólogos de eIF4E de T. cruzi nas frações do gradiente de 

sacarose 

 

As quantificações das proteínas em estudo foram realizadas pelo programa 

ImageJ a partir das imagens obtidas por ensaios de Western blotting. Foi calculada a 

razão entre a intensidade de cada banda da proteína de interesse, ao longo do 

gradiente, e a intensidade da banda correspondente a essa proteína presente na 

fração livre de ribossomos. Os valores obtidos dessa relação foram representados em 

escala logarítmica na base 2, em gráficos.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 IDENTIFICAÇÃO DOS GENES DE INTERESSE 

 

Os genes que codificam os homólogos de eIF4E de T. cruzi foram 

identificados por análises de bioinformática realizadas pelo nosso grupo de pesquisa, 

tendo como base as sequências dos genes codificantes dos homólogos de eIF4E de 

T. brucei, como descrito no item 3.5.1. As sequências de T. cruzi tiveram sua 

identidade comparada com os organismos T. brucei, L. major e H. sapiens, como pode 

ser observado no Quadro 1. Os homólogos de TceIF4E1-6 possuem maior identidade 

com os homólogos de T. brucei. A análise in silico nos permitiu identificar o tamanho 

predito dos homólogos de TceIF4E1-6, a localização cromossômica e a massa 

molecular de cada proteína. 

 

 
 

Em seguida foi realizada a análise comparativa das sequências dos 

homólogos de eIF4E de T. cruzi entre si com o auxílio do programa de alinhamento 

Clustal Omega versão 1.2.4. O resultado do alinhamento está apresentado na Figura 

5 e mostra a baixa identidade entre os homólogos de eIF4E em T. cruzi, com exceção 

das regiões conservadas dos núcleos do domínio eIF4E representado em vermelho. 

Quadro 1 – Homólogos de eIF4E de T. cruzi. Identificação dos homólogos de eIF4E de T. cruzi, com 
as características gerais obtidas e a porcentagem de identidade entre as proteínas de T. cruzi com T. 
brucei, L. major e H. sapiens disponíveis em banco de dados.  
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FIGURA 5 – Alinhamento das sequencias dos seis homólogas de eIF4E de T. cruzi. Foram 
utilizados os programas de alinhamento Clustal Omega e COBALT (Constraint-based Multiple 
Alignment Tool). O número de acesso para estas proteínas no TriTrypDB são TcCLB.506127.170, 
TcCLB.511301.40, TcCLB.508827.30, TcCLB.509037.40, TcCLB.508661.10 e TcCLB.507519.30, 
respectivamente. Os resíduos idênticos estão identificados por um asterisco. Os resíduos mais e menos 
similares por dois pontos e um ponto, respectivamente. 
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Através do alinhamento dos homólogos de TceIF4E1-6 é possível visualizar 

que as porções N e C-terminal possuem tamanhos variáveis e que a região N-terminal 

de TceIF4E3 e TceIF4E4 é intrinsicamente desestruturada. Além disso, podemos 

notar uma inserção no domínio eIF4E apenas no homólogo TceIF4E1. 

 

4.2 INDUÇÃO, EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

RECOMBINANTES 

 

4.2.1 Indução e expressão das proteínas TceIF4E1-6 

 

Os vetores contendo os genes de TceIF4E1-6 foram cedidos pela aluna de 

doutorado Jimena Ferreira da Costa e utilizados para transformação em E. coli 

BL21(DE)pLysS. As colônias crescidas em meio contendo antibiótico para a seleção 

de clones positivos, foram inoculadas em meio líquido e a expressão da proteína 

recombinante foi induzida com 1 mM de IPTG (Figura 6A). Após a indução, a 

expressão das proteínas recombinantes foi verificada por ensaio de Western blotting 

com alíquotas das frações induzidas e não-induzidas (Figura 6B), onde foi possível 

observar as bandas de tamanho esperado para as proteínas TceIF4E1-6, como 

descrito no Quadro 1. 
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FIGURA 6 – Análise da expressão de TceIF4E1-6. (A) Eletroforese em gel SDS-PAGE 13% corado 
com coomassie blue G-250 0,1%. (B) Western blotting de extratos proteicos de E. coli incubados com 
o anticorpo primário anti-histidina na diluição 1:5.000. NI: Extrato de E. coli não induzido. I: Extrato de 
E. coli induzido com 1mM de IPTG. E1: TceIF4E1 (massa molecular prevista de 28,9 kDa). E2: 
TceIF4E2 (massa molecular prevista de 29,6 kDa). E3: TceIF4E3 (massa molecular prevista de 49,7 
kDa). E4: TceIF4E4 (massa molecular prevista de 45 kDa). E5: TceIF4E5 (massa molecular prevista 
de 22,5 kDa). E6: TceIF4E6 (massa molecular prevista de 21,3 kDa). 

 

Posteriormente, foi realizado o teste de solubilidade e observou-se que todas 

as proteínas estavam sendo expressas nas frações insolúveis, ou seja, estavam 

presentes no pellet obtido na primeira centrifugação após a lise das células, nas 

condições utilizadas. As proteínas recombinantes TceIF4E1-6 contendo a etiqueta de 

histidina foram purificadas em condições desnaturantes por cromatografia de 

afinidade com resina de níquel, seguindo o protocolo do item 3.5.3 (Figura 7).  
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FIGURA 7 – Perfil eletroforético da purificação das proteínas recombinantes TceIF4E1-6. 
Eletroforese em gel SDS-PAGE 13% corado com coomassie blue G-250 0,1%. E1-E6: Proteínas 
recombinantes dos homólogos TceIF4E1-6, respectivamente. R: Resina. S: Fração solúvel. FT: 
Material não retido na coluna. 3-6: Lavagens da coluna. 7-12: Material eluído da coluna com imidazol. 

 

As frações contendo as proteínas recombinantes purificadas E1 (frações 7 a 

11), E2 (frações 8 a 11), E4 (frações 8 a 12) e E6 (frações 7 a 11) foram concentradas 

por centrifugação em um filtro 10K (Amicon ultra – 0,5mL), seguindo as orientações 

do fabricante. As frações eluídas das proteínas recombinantes de E3 (frações 5 a 11) 

e E5 (frações 3 a 6) foram reunidas e submetidas a um gel preparativo. A banda 

correspondente a cada proteína foi retirada do gel e o método de difusão em tampão 

PBS foi utilizado para a obtenção das proteínas de interesse em solução, como 

descrito no item 3.5.3. 

Dessa maneira, as proteínas recombinantes TceIF4E1-6 purificadas foram 

quantificadas no equipamento Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher 

Scientific) – TceIF4E1 (732 ng/µL), TceIF4E2 (652 ng/µL), TceIF4E3 (3,74 µg/µL), 

TceIF4E4 (2,76 µg/µL), TceIF4E5 (16,2 µg/µL) e TceIF4E6 (776 ng/µL) – e destinadas 

para imunização de camundongos BALB/c ou Swiss, visando a obtenção de 

anticorpos policlonais. Alternativamente, as proteínas recombinantes TceIF4E3, 
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TceIF4E4 e TceIF4E5 foram enviadas para produção de anticorpos policlonais em 

coelhos. 

 

 
FIGURA 8 – Proteínas recombinantes TceIF4E1-6 purificadas. Eletroforese em gel SDS-PAGE 13% 
corado com coomassie blue G-250 0,1%. Após quantificação pelo Qubit Fluorometric Quantitation 
(Thermo Fisher Scientific) das frações purificadas, 500 ng de cada fração foram aplicados no gel. E1-
E6: Proteínas recombinantes dos homólogos de TceIF4E1-6, respectivamente. 

 

4.3 OBTENÇÃO DOS SOROS POLICLONAIS 

 

Antes de iniciar a inoculação das proteínas, alíquotas de soro pré-imune de 

cada camundongo foram avaliadas por ensaios de Western blotting contra extrato 

proteico de T. cruzi e nenhum camundongo apresentou reatividade contra proteínas 

do parasito. Da mesma forma, após as inoculações os soros foram testados em 

relação à especificidade de reconhecimento das proteínas TceIF4E1-6 em extrato 

proteico de T. cruzi (Figuras 9). 

Ao final das inoculações todos os camundongos imunizados com a proteína 

recombinante TceIF4E1 produziram anticorpos policlonais que reconhecem a proteína 

de tamanho esperado (~29 kDa). O soro do camundongo 1 apesar de apresentar 

maior titulação, também apresentou reatividade contra proteínas inespecíficas. O anti-

soro obtido do camundongo 3 foi o mais específico (Figura 9A – E1) e, portanto, foi o 

soro utilizado nos ensaios de Western blotting e imunofluorêscencia indireta.  

Quanto aos camundongos imunizados com a proteína recombinante 

TceIF4E2, apenas os anticorpos obtidos dos camundongos 1 e 2 foram reativos e 

reconheceram a proteína em questão com a banda de tamanho esperado (~28 kDa). 
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No entanto, como o anti-soro produzido pelo camundongo 1 reconhece proteínas 

inespecíficas, o anti-soro do camundongo 2 foi utilizado nos demais ensaios (Figura 

9A – E2). 

 

 
FIGURA 9 – Ensaios de Western blotting para análise da especificidade dos anti-soros 
produzidos contra as proteínas TceIF4E1-6. (A) Extratos proteicos das formas epimastigotas de T. 
cruzi (107 células) foram analisados por ensaios de Western blotting com anti-soros obtidos após as 
imunizações. (B) As proteínas recombinantes purificadas (500 ng) foram analisados por ensaios de Dot 
blotting com os anti-soros após as imunizações para confirmar a especificidade dos anticorpos 
policlonais. E1: Anti-TceIF4E1 (1:100). E2: Anti-TceIF4E2 (1:100). E3: Anti-TceIF4E3 (1:100). E4: Anti-
TceIF4E4 (1:2.000). E5: Anti-TceIF4E5 (1:100). E6: Anti-TceIF4E6 (1:500). Os anticorpos para as 
proteínas TceIF4E1, TceIF4E2, TceIF4E4 e TceIF4E6 foram obtidos em camundongos e para as 
proteínas TceIF4E3 e TceIF4E5 foram obtidos em coelhos. 
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Ao final das inoculações com a proteína recombinante TceIF4E3, nenhum 

camundongo produziu anticorpo que reconhecesse a proteína com marcação próxima 

da esperada (~50 kDa). Entretanto, um camundongo (C1) produziu anti-soro com 

reatividade contra proteína de aproximadamente 66 kDa, indicada pela seta na Figura 

10B. Para confirmar que se tratava de uma marcação realmente inespecífica, esse 

soro policlonal (C1) foi testado contra a proteína TceIF4E3 recombinante, e não houve 

reatividade contra proteína (Figura 10C). Sendo assim, não foi possível obter um soro 

policlonal específico para a proteína TceIF4E3 em camundongo. 

 

 
FIGURA 10 – Ensaios de Western blotting para análise da especificidade dos anti-soros 
produzidos contra a proteína TceIF4E3. Extratos proteicos das formas epimastigotas de T. cruzi (107 
células) foram incubados com soros pré-imunes (A) e com soros obtidos após a imunização (B) na 
diluição de 1:100. C1, C2 e C3: camundongos 1, 2 e 3, respectivamente. (C) Dot blotting com a proteína 
recombinante de TceIF4E3 incubado com anti-soro anti-TceIF4E3 produzido pelo camundongo 1 na 
diluição 1:100. Como controle positivo da técnica, a proteína recombinante TceIF4E4 foi testada com 
o soro anti-TceIF4E4 na diluição de 1:2.000. 

 

Após as inoculações com a proteína recombinante TceIF4E4, todos os anti-

soros produzidos nos camundongos reconheceram uma banda de tamanho esperado 

(~45 kDa) correspondente à proteína de interesse. Entretanto, todos os anti-soros 

obtidos reconhecem bandas inespecíficas quando diluídos 100 vezes. No entanto, 

quando aumentamos a titulação para 1:2.000 observamos que o soro do camundongo 

1 reconhece apenas a banda correspondente ao tamanho esperado da proteína de 

interesse (Figura 9A – E4). Por esse motivo, para os ensaios subsequentes de 

Western blotting o soro do camundongo 1 foi utilizado nesta diluição. Para os ensaios 

de imunofluorescência indireta, procedemos com a purificação do anticorpo. 

Por fim, ao final das inoculações com a proteína recombinante TceIF4E6, só 

obtivemos o anti-soro de dois camundongos, pois o camundongo 1 foi a óbito durante 

o processo de imunizações. Dentre os dois restantes, apenas o camundongo 3 
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produziu anticorpos policlonais que reconheceram uma banda de aproximadamente 

21 kDa, correspondente ao tamanho esperado da proteína TceIF4E6. Sendo assim, 

apenas este soro foi utilizado nos ensaios de Western blotting e imunofluorêscencia 

indireta (Figura 9A – E6).  

Como descrito no item 3.6.1, as proteínas recombinantes TceIF4E3, 

TceIF4E4 e TceIF4E5 purificadas também foram enviadas para a inoculação e 

produção de anti-soro policlonal em coelho. No entanto, os soros pré-imunes destes 

animais apresentam reatividade contra inúmeras proteínas, quando testados em 

extrato proteico de T. cruzi. Por isso, foram necessárias as purificações desses soros 

com as respectivas proteínas recombinantes e a especificidade dos soros purificados 

foi verificada (Figura 9A – E3 e E5). Como o soro produzido em coelho para a proteína 

TceIF4E4 reconheceu muitas bandas inespecíficas, optamos por utilizar o soro 

produzido em camundongo (Figura 9A – E4). 

Além disso, para confirmar a especificidade dos soros policlonais e ter certeza 

que eles não reconheciam outro homólogo de tamanho próximo, foi realizado o ensaio 

de Dot blotting (Figura 9B). Uma vez que os anticorpos policlonais de TceIF4E1-6 

foram produzidos e purificados, nós iniciamos os experimentos de expressão e a 

localização dessas proteínas. 

 

4.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO E LOCALIZAÇÃO DOS FATORES DE INÍCIO DE 

TRADUÇÃO TceIF4E1-6 AO LONGO DA METACICLOGÊNESE 

 

4.4.1 Os fatores de início de tradução TceIF4E1-6 são regulados ao longo da 

metaciclogênese in vitro 

 

Os soros policlonais descritos no item 4.3 foram utilizados para realizar a 

análise da expressão dos fatores de tradução nas formas epimastigotas em fase 

logarítmica de crescimento, epimastigotas sob estresse nutricional e tripomastigotas 

metacíclicas (Figura 11). Os extratos proteicos das três formas de T. cruzi foram 

quantificados no Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific) e 

posteriormente, foi definida a quantidade de 200 µg de proteína para as análises de 

expressão por Western blotting. Como controles positivos de expressão proteica 

foram utilizadas as proteínas TcGAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) e 

TcDHH1. No entanto, não foi possível visualizar as bandas correspondentes a 
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proteína TcDHH1 nas membranas correspondentes a TceIF4E3, E5 e E6, devido a 

problemas durante a técnica de revelação. 

Como mostra a Figura 11, todos os homólogos de eIF4E em T. cruzi, com 

exceção de TceIF4E2, são expressos tanto nas formas replicativas quanto nas formas 

epimastigotas sob estresse nutricional. No entanto, nenhum desses fatores é 

expresso nas formas tripomastigotas metacíclicas, indicando que a expressão destas 

proteínas seja regulada ao longo do processo de diferenciação. 

 

 
 

FIGURA 11 – Análise da expressão dos fatores de início de TceIF4E1-6 na metaciclogênese. 
Western blotting utilizando o extrato de T. cruzi nas formas epimastigotas (E), epimastigotas sob 
estresse nutricional (S) e tripomastigotas metacíclicos (M) incubados com os soros policlonais anti-
TceIF4E1, TceIF4E2, TceIF4E3, TceIF4E4, TceIF4E5 e TceIF4E6 diluídos 1:150, 1:1.000, 1:100, 
1:2.000, 1:500 e 1:500, respectivamente. O ponceau, o soro anti-GAPDH diluído 1:200 e o soro anti-
DHH1 diluído 1:500 foram utilizados como controle. 

 

4.4.2 Os fatores de início de tradução TceIF4E1-6 estão localizados no citoplasma 

do parasito 

 

A fim de determinar a localização subcelular dos homólogos TceIF4E1-6, 

foram realizados ensaios de imunofluorescência indireta, e as imagens foram 

processadas por deconvolução tridimensional através do software LAS - AF – Leica. 

Todas as proteínas em questão estão dispersas no citoplasma das formas replicativas 

do T. cruzi (Figura 12) e não apresentam localização nuclear. Observamos que as 

proteínas TceIF4E1, TceIF4E3 e TceIF4E4 estão distribuídas na região perinuclear. 

Entretanto, após uma análise mais criteriosa, observamos que o padrão de marcação 

ao redor do núcleo é distinto para cada proteína. TceIF4E1 apresenta padrão de 

marcação granular ao redor do núcleo. Por outro lado, a proteína TceIF4E3 está 

dispersa pelo citoplasma, com marcação perinuclear contínua e TceIF4E4 está 
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distribuída preferencialmente na região anterior ao parasito, mais especificamente 

circundando o núcleo e o cinetoplasto. A proteína TceIF4E2 está distribuída por todo 

o parasito e em algumas células esta marcação se assemelha ao padrão de marcação 

de TceIF4E4, na parte anterior do parasito. Observamos também que as proteínas 

TceIF4E5 e TceIF4E6 apresentam um padrão de fluorescência granular distribuído 

por todo o citoplasma. 
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FIGURA 12 – Localização subcelular de TceIF4E1-6 nas formas epimastigotas de T. cruzi. Ensaio 
de imunofluorescência indireta com parasitos nas formas epimastigotas (106 céls) marcados com o 



 

37 
 

 
anticorpo policlonal anti-TceIF4E1 1:50, anti-TceIF4E2 1:50, anti-TceIF4E3 1:25, anti-TceIF4E4 
1:1.000, TceIF4E5 1:50 e TceIF4E6 1:100. O anticorpo secundário anti-IgG de camundongo ou coelho 
conjugado com o fluoróforo Alexa 488 foi diluído 1:400 e a cor do fluoróforo foi trocada manualmente. 
O DNA do núcleo e do cinetoplasto foram corados com DAPI. Barra = 10 µM. 

 

A análise da localização celular dos fatores de tradução eIF4E durante a 

diferenciação celular é um dos objetivos deste trabalho. Entretanto, a pequena 

quantidade de anti-soros purificados obtidos, bem como a baixa titulação dos 

mesmos, dificultou a análise da localização das proteínas TceIF4E2, TceIF4E3, 

TceIF4E5 e TceIF4E6 durante a diferenciação celular do parasito. Assim, 

apresentaremos os resultados obtidos para as proteínas de TceIF4E1 e TceIF4E4. 

 
4.4.3 Localização celular da proteína TceIF4E1 ao longo da metaciclogênese 

 

Para determinar a localização celular da proteína TceIF4E1 nas formas 

epimastigotas, epimastigotas sob estresse nutricional e tripomastigotas metacílicas, 

foi realizado primeiramente o ensaio de metaciclogênese in vitro, seguido de 

imunofluorecência indireta utilizando o anticorpo policlonal obtido em camundongo. 

Como pode ser visualizado na Figura 13, nas formas epimastigotas e epimastigotas 

sob estresse nutricional, TceIF4E1 apresenta localização citoplasmática, enquanto 

nas formas tripomastigotas metacíclicas não é possível observar nenhuma marcação, 

corroborando os resultados obtidos nas análises da expressão proteica. Além disso, 

assim como nas formas replicativas, TceIF4E1 apresenta marcação perinuclear 

granular quando o parasito é submetido ao estresse nutricional. No quadro identificado 

com as formas tripomastigotas metacíclicas (indicados pelas setas), observamos 

marcação apenas em parasitos que ainda não foram capazes de se diferenciar para 

tripomastigota metacíclico. 
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FIGURA 13 – Localização subcelular de TceIF4E1 ao longo da metaciclogênese in vitro de T. 
cruzi. Ensaio de imunofluorescência indireta com parasitos nas formas epimastigotas (Epimastigota), 
epimastigotas sob estresse nutricional (Stress) e tripomastigota metacíclicos (Epi-Meta) marcados 
com o anticorpo policlonal anti-TceIF4E1 diluído 1:50 e com o anticorpo secundário anti-IgG de 
camundongo conjugado com o fluoróforo Alexa 488 e a cor do fluoróforo foi trocada manualmente. O 
DNA do núcleo e do cinetoplasto foram corados com DAPI. Barra = 10 µM. 

 

4.4.4 Localização celular da proteína TceIF4E4 ao longo da metaciclogênese 

 

Assim como TceIF4E1, TceIFE4 teve a sua a localização celular analisada 

nas formas epimastigotas, epimastigotas sob estresse nutricional e tripomastigotas 

metacílicas, por ensaios de imunofluorescência indireta. Como pode ser visualizado 

na Figura 14, nas formas epimastigotas e epimastigotas sob estresse nutricional, 



 

39 
 

 
TceIF4E4 apresenta localização citoplasmática, enquanto nas formas tripomastigotas 

metacíclicas é possível observar uma marcação muito reduzida (indicados pelas 

setas), quando comparada às outras formas. Além disso, como descrito 

anteriormente, tanto nas formas epimastigotas quanto nas formas epimastigotas sob 

estresse, a proteína TceIF4E4 está preferencialmente localizada na parte anterior do 

parasito, com marcação mais intensa ao redor do núcleo e do cinetoplasto. 

 

 
FIGURA 14 – Localização subcelular de TceIF4E4 ao longo da metaciclogênese in vitro de T. 
cruzi. Ensaio de imunofluorescência indireta com parasitos nas formas epimastigotas (Epimastigota), 
epimastigotas sob estresse nutricional (Stress) e tripomastigota metacíclicos (Epi-Meta) marcados 
com o anticorpo policlonal anti-TceIF4E4 diluído 1:1.000 e com o anticorpo secundário anti-IgG de 
camundongo conjugado com o fluoróforo Alexa 488 e a cor do fluoróforo foi trocada manualmente. O 
DNA do núcleo e do cinetoplasto foram corados com DAPI. Barra = 10 µM. 
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4.5 ANÁLISE DA ASSOCIAÇÃO DOS HOMÓLOGOS DE TceIF4E COM 

POLISSOMOS 

 

Para investigar se os homólogos TceIF4E1-6 estão envolvidos com o 

processo de tradução, analisamos a associação destas proteínas com as frações 

polissomais e não polissomais. Para tanto, parasitos tranfectantes expressando as 

proteínas de interesse fusionadas a proteína verde fluorescente (GFP) foram tratados 

com cicloheximida ou puromicina. Após a lise celular, os extratos obtidos foram 

fracionados em gradientes de sacarose (Figuras 15-22). A distribuição da proteína S7 

foi analisada ao longo das frações dos gradientes e serviu como parâmetro de 

comparação para as demais proteínas em estudo. 

Foram obtidas duplicatas biológicas de gradientes de sacarose dos parasitos 

tratados com cicloheximida ou puromicina para os homólogos TceIF4E1, E2, E5 e E6. 

Os homólogos TceIF4E3 e E4 sofrem intensa degradação durante o processo, e 

mesmo após o tratamento dos extratos proteicos com vários inibidores de proteases, 

não foi possível visualizar a distribuição destas proteínas ao longo dos gradientes. No 

momento, estamos padronizando diferentes condições para otimizar o processo. 

Entretanto, para o homólogo TceIF4E4, conseguimos obter um resultado preliminar a 

partir de parasitos selvagens. Este resultado está descrito no tópico 4.5.1. 

A análise da distribuição da proteína ribossomal S7 ao longo do gradiente, 

após o tratamento com o cicloheximida ou puromicina, coincide com a sedimentação 

esperada para o processo de tradução. Quando o parasito é tratado com 

cicloheximida, uma droga que bloqueia a elongação de tradução mantendo os 

polissomos, verificamos a presença de S7 desde as frações que contém as 

subunidades ribossomais 40S, 60S, a fração monossomal 80S e em todas das frações 

polissomais. Por outro lado, quando o parasito é tratado com puromicina, uma droga 

que bloqueia o processo de tradução na etapa da segunda ligação peptídica, 

promovendo a dissociação dos polissomos, observamos um aumento da intensidade 

das proteínas nas frações iniciais do gradiente e uma redução relativa da mesma nas 

frações polissomais. O gráfico da quantificação da distribuição de S7 ao longo do 

gradiente, demonstra essa dinâmica (Figura 15). 

Ao compararmos o perfil de distribuição de TceIF4E1-GFP com o perfil de 

distribuição da proteína S7, percebemos uma dinâmica diferente (Figura 15). Este 

resultado pode ser visualizado pela linha de tendência do gráfico (TceIF4E1 – Anti-

GFP), em que ciclo e puro possuem o mesmo padrão, ou seja, uma redução da 
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proteína nas frações polissomais, independente do tratamento com cicloheximida ou 

puromicina. Sendo assim, este resultado sugere que TceIF4E1 não está associado 

aos polissomos. 

 

 
FIGURA 15 – Análise da associação do homólogo TceIF4E1 a polissomos. Os parasitos foram 
tratados com cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por 
Western blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado 
como controle. 2-21: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigota de T. cruzi (107 
células). A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e 
os valores obtidos estão representados nos gráficos. O eixo X representa os números das frações ao 
longo do gradiente e o eixo Y representa a razão entre a intensidade da banda de cada fração do 
gradiente e a intensidade da banda da primeira fração livre de ribossomos. Os valores estão 
representados em log2. A reta linear corresponde a linha de tendência da distribuição da proteína em 
estudo ao longo do gradiente. 

 

Por outro lado, quando os parasitos expressando TceIF4E2-GFP foram 

tratados com puromicina, ocorreu o deslocamento dessa proteína para as frações 

mais leves com acentuada redução nas frações polissomais, indicando que essa 

proteína é afetada pela dissociação dos polissomos. Além disso, podemos notar uma 

similaridade nas linhas de tendência do gráfico de TceIF4E2 quando comparados com 

os de S7, sugerindo um possível envolvimento de TceIF4E2 no processo de tradução 

(Figura 16).  
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FIGURA 16 – Análise da associação do homólogo TceIF4E2 a polissomos. Os parasitos foram 
tratados com cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por 
Western blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado 
como controle. 2-21: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigota de T. cruzi (107 
células). A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e 
os valores obtidos estão representados nos gráficos. O eixo X representa os números das frações ao 
longo do gradiente e o eixo Y representa a razão entre a intensidade da banda de cada fração do 
gradiente e a intensidade da banda da primeira fração livre de ribossomos. Os valores estão 
representados em log2. A reta linear corresponde a linha de tendência da distribuição da proteína em 
estudo ao longo do gradiente. 

 

O padrão de distribuição da proteína TceIF4E3-GFP é similar a distribuição 

da proteína ribossomal S7 ao longo do gradiente. Quando os parasitos expressando 

TceIF4E3-GFP foram tratados com puromicina, ocorreu o deslocamento dessa 

proteína para as frações mais leves, indicando que essa proteína é afetada pela 

dissociação dos polissomos, sugerindo o envolvimento de TceIF4E3-GFP no 

processo de tradução (Figura 17).  

 



 

43 
 

 

 
FIGURA 17 - Análise da associação do homólogo TceIF4E3 a polissomos. Os parasitos foram 
tratados com cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por 
Western blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado 
como controle. 2-21: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigota de T. cruzi (107 
células). A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e 
os valores obtidos estão representados nos gráficos. O eixo X representa os números das frações ao 
longo do gradiente e o eixo Y representa a razão entre a intensidade da banda de cada fração do 
gradiente e a intensidade da banda da primeira fração livre de ribossomos. Os valores estão 
representados em log2. A reta linear corresponde a linha de tendência da distribuição da proteína em 
estudo ao longo do gradiente. 

 

Os homólogos TceIF4E5 e TceIF4E6, possuem um padrão de distribuição 

similar (Figuras 18 e 19). Quando os parasitos transfectantes foram tratados com 

cicloheximida, TceIF4E5 e TceIF4E6 distribuem-se desde as frações livres de 

ribossomos até as frações polissomais mais pesadas. Entretanto, quando os parasitos 

foram tratados com puromicina observamos um deslocamento significativo das 

proteínas para as frações polissomais. Essa dinâmica de distribuição é oposta à da 

proteína S7, indicando que TceIF4E5 e TceIF4E6 não estão envolvidas no processo 

de iniciação da tradução. 
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FIGURA 18 – Análise da associação do homólogo TceIF4E5 a polissomos. Os parasitos foram 
tratados com cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por 
Western blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado 
como controle. 2-22: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigotas de T. cruzi (107 
células). A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e 
os valores obtidos estão representados nos gráficos.  

 

Diante destes resultados, nós levantamos a hipótese de que estes fatores 

pudessem estar associados a complexos ribonucleoproteicos (RNPs) pesados, como 

por exemplo, os grânulos de RNA. Para verificar esta possibilidade, foi realizado um 

ensaio de co-localização por imunofluorescência indireta entre TceIF4E5 e TceIF4E6 

e a proteína TcDHH1 (Figura 20), uma proteína marcadora de grânulos de RNA em 

T. cruzi (Holetz et al., 2010). 

Como descrito anteriormente, TceIF4E5 e TceIF4E6 apresentam um padrão 

de marcação granular no citoplasma das formas epimastigotas, e a maioria dos 

grânulos parecem co-localizar com os grânulos que contém a proteína DHH1, 

enquanto os que não co-localizam permanecem adjacentes uns aos outros. O mesmo 

padrão de fluorescência observado em parasitos tratados com puromicina. Estes 

resultados sugerem o envolvimento destes fatores em mecanismos de regulação 

gênica. 
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FIGURA 19 – Análise da associação do homólogo TceIF4E6 a polissomos. Os parasitos foram 
tratados com cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por 
Western blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado 
como controle. 2-22: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigota de T. cruzi (107 
células). A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e 
os valores obtidos estão representados nos gráficos. O eixo X representa os números das frações ao 
longo do gradiente e o eixo Y representa a razão entre a intensidade da banda de cada fração do 
gradiente e a intensidade da banda da primeira fração livre de ribossomos. Os valores estão 
representados em log2. A reta linear corresponde a linha de tendência da distribuição da proteína em 
estudo ao longo do gradiente. 

 

Entretanto, resultados recentes do nosso grupo (ainda não publicados) 

demonstraram a associação do fator TceIF4E5 com o fator TceIF4G5 em parasitos 

submetidos ao estresse nutricional, o que sugere que a proteína TceIF4E5 faça parte 

de um complexo de iniciação da tradução eIF4F nestas condições. Assim, para 

investigar a participação de TceIF4E5 no mecanismo de tradução de parasitos 

submetidos ao estresse nutricional, analisamos o padrão de distribuição desta 

proteína em gradientes de sacarose (Figura 21). 
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FIGURA 20 – Co-localização de TceIF4E5 e TceIF4E6 com a proteína de grânulos TcDHH1 em 
parasitos tratados com puromicina. Ensaio de imunofluorescência indireta com parasitos 
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transfectantes expressando TceIF4E5 (A) e TceIF4E6 (B) fusionada a GFP nas formas epimastigotas 
marcados com o anticorpo anti-GFP de coelho diluído 1:1.000 co-localizado com o anticorpo anti-
TcDHH1 de camundongo diluído 1:500. Foram utilizados os anticorpos secundários anti-IgG de 
camundongo e coelho conjugado com o fluoróforo Alexa 594 e 488, respectivamente em que as cores 
dos fluoróforos foram trocadas manualmente. O DNA do núcleo e do cinetoplasto foram corados com 
DAPI. Barra = 10 µM. 

 

Ao contrário do padrão de distribuição observado em epimastigotas, quando 

os parasitos estressados foram tratados com puromicina, observamos o 

deslocamento da proteína TceIF4E5 para as frações mais leves com redução nas 

frações polissomais, indicando que essa proteína é afetada pela dissociação dos 

polissomos. Além disso, podemos notar uma similaridade nas linhas de tendência do 

gráfico de TceIF4E5 quando comparados com os de S7, sugerindo um possível 

envolvimento de TceIF4E5 no processo de tradução dos parasitos sob estresse 

nutricional (Figura 21). 

 

 
FIGURA 21 – Análise da associação do homólogo TceIF4E5 a polissomos em parasitos sob 
estresse nutricional. Os parasitos foram submetidos ao estresse nutricional de 2 horas e tratados com 
cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por Western 
blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado como 
controle. 2-17: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigotas de T. cruzi (107 células). 
A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e os valores 
obtidos estão representados nos gráficos. O eixo X representa os números das frações ao longo do 
gradiente e o eixo Y representa a razão entre a intensidade da banda de cada fração do gradiente e a 
intensidade da banda da primeira fração livre de ribossomos. Os valores estão representados em log2. 
A reta linear corresponde a linha de tendência da distribuição da proteína em estudo ao longo do 
gradiente. 



 

48 
 

 
Uma vez que o padrão de distribuição polissomal da proteína TceIF4E6 em 

epimstigotas foi similar ao da proteína TceIF4E5, verificamos se em parasitos 

estressados esta similaridade seria mantida. No entanto, após o estresse nutricional, 

o padrão de distribuição da proteína TceIF4E6 foi distinto do observado em 

epimastigotas, tanto em parasitos tratados com cicloheximida, quanto com 

puromicina. TceIF4E6 parece não se associar aos polissomos em nenhuma das 

condições de tratamento (Figura 22), indicando que, ao contrário de TceIF4E5, 

TceIF4E6 em parasito sob estresse nutricional não está envolvido no processo de 

tradução. 

 

 
FIGURA 22 – Análise da associação do homólogo TceIF4E6 a polissomos em parasitos sob 
estresse nutricional. Os parasitos foram submetidos ao estresse nutricional de 2 horas e tratados com 
cicloheximida ou puromicina como descrito no item 3.8. As frações foram analisadas por Western 
blotting com o soro contra a proteína GFP diluído 1:50. O soro anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado como 
controle. 2-19: Frações do gradiente. C: Controle com extrato de epimastigotas de T. cruzi (107 células). 
A quantificação das proteínas nas frações dos gradientes foi realizada no programa ImageJ e os valores 
obtidos estão representados nos gráficos. O eixo X representa os números das frações ao longo do 
gradiente e o eixo Y representa a razão entre a intensidade da banda de cada fração do gradiente e a 
intensidade da banda da primeira fração livre de ribossomos. Os valores estão representados em log2. 
A reta linear corresponde a linha de tendência da distribuição da proteína em estudo ao longo do 
gradiente. 
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4.5.1 O fator de início de tradução TceIF4E4 migra com os polissomos e o monômero 

ribossomal 80S em parasitos selvagens. 

 

Como descrito anteriormente, até o momento não foi possível verificar a 

distribuição de TceIF4E4 nas frações polissomais nos parasitos transfectantes devido 

a degradação da proteína no processo. Sendo assim, resolvemos utilizar os parasitos 

selvagens, onde os lisados dos parasitos foram tratados com cicloheximida e 

puromicina, seguido de fracionamento em gradiente de sacarose. O padrão de 

distribuição da proteína TceIF4E4 é similar a distribuição da proteína ribossomal S7 

ao longo do gradiente. Nos extratos de epimastigotas tratados com cicloheximida 

percebe-se a presença de TceIF4E4 até as frações polissomais pesadas (Figura 23). 

Entretanto, quando os parasitos foram tratados com puromicina, houve deslocamento 

de TceIF4E4 para as frações mais leves do gradiente indicando que a mesma pode 

estar envolvida no processo de tradução (Figura 23). 

 

 
FIGURA 23 – Análise da associação de TceIF4E4 a polissomos. Western blotting com as frações 
do gradiente de sacarose de epimastigotas de T. cruzi (109 céls) tratadas com cicloheximida 100 µg/mL 
ou puromicina 2 mg/mL. As membranas foram incubadas com anti-TceIF4E4 diluído 1:1.000. O soro 
anti-S7 diluído 1:250 foi utilizado como controle. 2-18: Frações do gradiente. C: Controle com extrato 
de epimastigota de T. cruzi (107 céls). 
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4.5.2 Os fatores de início de tradução TceIF4E1-4 possuem co-localização parcial 

com a proteína DHH1 em parasitos transfectantes. 

 
Uma vez que os resultados obtidos a partir dos ensaios de gradiente de 

sacarose indicaram que as proteínas TceIF4E1, E5 e E6, nas formas epimastigotas, 

não estão envolvidas no processo de tradução, foi realizado um ensaio de 

imunofluorescência indireta para verificar a associação dos demais fatores com a 

proteína de grânulos TcDHH1. Para isso, foram utilizados os parasitos transfectantes 

expressando os fatores TceIF4E1, TceIF4E2, TceIF4E3 e TceIF4E4 com a etiqueta 

GFP e o anticorpo policlonal anti-TcDHH1. As imagens foram processadas por 

deconvolução tridimensional através do software LAS - AF – Leica e a co-localização 

das proteínas de interesse com TcDHH1 foi analisada em um único plano focal. Todas 

as proteínas em questão, fusionadas a GFP, apresentam localização citoplasmática 

nas formas replicativas do T. cruzi (Figura 24) corroborando os resultados obtidos com 

os parasitos selvagens (Figura 12). Observamos a co-localização quase total da 

proteína TceIF4E2 com TcDHH1. Por outro lado, embora a proteína TceIF4E1 

apresente padrão de fluorescência granular, poucos grânulos estão co-localizados 

com TcDHH1. Para as proteínas TceIF4E3 e TceIF4E4 a co-localização com TcDHH1 

é ainda menos evidente. Ensaios de imunofluorescência indireta em microscópio 

confocal precisam ser realizados para confirmar esses resultados. 

 

  



 

50 
 

 

 
 

FIGURA 24 – Co-localização dos parasitos transfectantes expressando os homólogos TceIF4E1-4 com a etiqueta GFP e DHH1. Ensaio de IFI com parasitos 
transfectantes nas formas epimastigotas (106 céls) marcados com o anticorpo anti-GFP de coelho diluído 1:1.000 co-localizado com o anticorpo anti-DHH1 de 
camundongo diluído 1:500. Foram utilizados os anticorpos secundários anti-IgG de camundongo e coelho conjugado com o fluoróforo Alexa 594 e 488, 
respectivamente em que as cores dos fluoróforos foram trocadas manualmente. O DNA do núcleo e do cinetoplasto foram corados com DAPI. Barra = 10 µM.  
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5 DISCUSSÃO 
 

Compreender o processo de tradução e sua regulação em parasitos é 

relevante tanto para o desenvolvimento de quimioterapias mais eficazes, quanto para 

o esclarecimento da atuação da regulação da expressão gênica e suas peculiaridades 

nesses organismos. Para a sobrevivência desses parasitos aos diferentes 

microambientes ao quais são expostos, mecanismos de regulação da expressão 

gênica como, por exemplo, o controle de estabilidade de mRNAs e de regulação da 

tradução são essenciais, uma vez que esses organismos parecem ter perdido a 

habilidade de regular a transcrição de genes individualmente (Clayton, 2002). 

A multiplicidade de homólogos do fator eIF4E ocorre em diversos eucariotos, 

participando de diversas etapas relacionadas, ou não, ao processo de tradução. Além 

disso, complexos alternativos eIF4F podem ser formados em diversos organismos e 

são capazes de controlar a tradução de grupos de mRNAs distintos em momentos 

específicos do desenvolvimento (Joshi et al., 2005; Rhoads, 2009). Nos 

tripanosomatídeos já foi descrita essa multiplicidade de homólogos de fatores de início 

de tradução, assim como a capacidade dessas subunidades formarem diferentes 

complexos eIF4F-like (Dhalia et al., 2005; Yoffe et al., 2006; Yoffe et al., 2009; Freire 

et al., 2011; Reis, 2009; Freire et al., 2014a; Freire et al., 2014b). Sendo assim, um 

indicativo de que essas proteínas podem estar envolvidas tanto no processo da 

tradução quanto em sua regulação. 

Assim como nos outros tripanosomatídeos, foi visto por análise de homologia 

de sequências gênicas que o T. cruzi também apresenta seis homólogos para o fator 

de início de tradução eIF4E. Pela análise do alinhamento desses homólogos, é 

possível verificar que se trata de seis proteínas distintas. Essas proteínas apresentam 

algumas peculiaridades, tais como, a região intrinsicamente desestruturada N-

terminal de TceIF4E3 e TceIF4E4, existente apenas nos tripanosomatídeos, e a 

inserção na região do domínio eIF4E de TceIF4E1. O alinhamento estrutural e outras 

análises in silico desses fatores estão sendo estudados pelo nosso grupo de pesquisa, 

visando entender melhor como essas modificações poderiam afetar a função dessas 

proteínas (dados não mostrados). 

O projeto que deu origem a esta dissertação de mestrado faz parte de um 

projeto maior que tem como foco o estudo do controle traducional em T. cruzi, 

envolvendo o estudo dos fatores de início da tradução (eIFs) presentes no complexo 



 

52 
 

 
eIF4F, desde a caracterização dos seis homólogos do fator de início de tradução 

eIF4E de T. cruzi, assim como investigar como esses fatores atuam no ciclo do RNA 

mensageiro e na regulação da expressão gênica em nível pós-transcricional de 

maneira geral. 

Sendo assim, iniciamos este trabalho com a expressão e purificação das 

proteínas recombinantes para a produção de anticorpos policlonais para os seis 

homólogos de eIF4E de T. cruzi. Uma vez que todos os anticorpos necessários para 

o desenvolvimento desse projeto foram obtidos, foi possível determinar por ensaios 

de Western blotting que os homólogos TceIF4E1-6 estão sendo expressos nas formas 

epimastigotas em fase exponencial de crescimento e são regulados ao longo da 

metaciclogênese in vitro. TceIF4E2 é a única proteína que não é expressa nas formas 

epimastigotas submetidas ao estresse nutricional. Em outro trabalho do grupo, onde 

realizamos o sequenciamento massivo dos RNA mensageiros totais e dos mRNAs 

associados a polissomos pela técnica de Ribosome profiling de epimastigotas e 

epimastigotas sob estresse nutricional, o mRNA de TceIF4E2 não está associado aos 

polissomos dos parasitos sob estresse. Por outro lado, observamos que o mRNA de 

TceIF4E1 está significativamente mais expresso na fração polissomal dos parasitos 

sob estresse (Costa, et al., 2018 – em preparação). Estes dados corroboram os 

resultados de expressão de TceIF4E1 e TceIF4E2 nos ensaios de Western blotting. 

Por outro lado, nenhum dos homólogos de TceIF4E1-6 foi detectado nas formas 

tripomastigotas metacíclicas pelo ensaio de Western blotting. Entretanto, existe 

tradução em tripomastigotas e este processo é significativamente regulado quando 

comparado às formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento (Smircich 

et al., 2015). 

Por meio de ensaios de imunofluorescência indireta, relatamos que todos os 

homólogos estudados apresentam localização citoplasmática nas formas replicativas, 

diferente do que foi visto nas formas procíclicas de T. brucei, onde TbeIF4E1 e 

TbeIF4E2 localizam-se tanto no citoplasma quanto no núcleo do parasito (Freire et al., 

2011). Dados mais recentes obtidos pelo projeto de etiquetamento fluorescente de 

todas as proteínas de T. brucei (TrypTag) indicam que a localização de TbeIF4E1 e 

TbeIF4E2 seja citoplasmática, corroborando os dados obtidos em T. cruzi (Dean et 

al., 2017). 

Os fatores TceIF4E1, E3, e E4 apresentam nas formas epimastigotas uma 

marcação concentrada ao redor do núcleo. Essa marcação também foi vista nas 

formas epimastigotas submetidas a estresse nutricional quando marcadas com anti-
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TceIF4E1 e TceIF4E4. Entretanto, o padrão de fluorescência perinuclear destas 

proteínas é distinto. TceIF4E4 está concentrada ao redor do núcleo e do cinetoplasto, 

principalmente na região anterior do parasito. Este padrão de fluorescência é bastante 

similar a marcação de retículo endoplasmático (RE) em T. cruzi (Ferella et al., 2008), 

portanto, é razoável considerar que a marcação celular de TceIF4E4 corresponda a 

marcação de RE, sendo assim um indicativo de que este homólogo poderia estar 

envolvido de alguma maneira no início da tradução de mRNAs destinados ao RE. Por 

outro lado, enquanto TceIF4E1 está distribuído de forma granular ao redor do núcleo, 

TceIF4E3 apresenta marcação perinuclear contínua, com pontos dispersos pelo 

citoplasma. Dados recentes do nosso grupo mostram que a região perinuclear pode 

funcionar como um local para o controle de qualidade dos mRNAs recentemente 

exportados do núcleo (Costa et al., 2018 – artigo submetido). Esta evidência se baseia 

no fato de que muitas proteínas sabidamente envolvidas na regulação da estabilidade 

de mRNAs, entre elas DHH1, XRNA e CAF1, concentram-se nesta região, e 

colocalizam-se parcialmente entre elas. Assim, o fato de que em mamíferos já tenha 

sido demonstrado o papel de alguns homólogos de eIF4E como proteínas 

regulatórias, pode ser um indício de que em T. cruzi, alguns homólogos de eIF4E 

possam também atuar em mecanismos de controle de estabilidade e/ou tradução, 

justificando assim, a presença desses fatores ao redor do núcleo (Rhoads, 2009; 

Borden, 2016). 

Nenhuma marcação de TceIF4E1 foi vista nas formas tripomastigotas 

metacíclicas nos ensaios de imunofluorescência indireta, corroborando o resultado de 

expressão após a metaciclogênese in vitro. No entanto, uma leve marcação para 

TceIF4E4 foi vista no citoplasma das formas tripomastigotas metacíclicas, inferindo 

que este fator possa ser expresso em pequenas quantidades nessas formas, não 

sendo detectado pela técnica de Western blotting. Sendo assim, TceIF4E4 pode ser 

o fator de início de tradução atuante nas formas tripomastigotas metacíclicas. 

Entretanto, como ainda não determinamos a localização das proteínas TceIF4E2, E3, 

E5 e E6 nas formas epimastigotas sob estresse nutricional e tripomastigotas 

metacíclicas por imunofluorescência, não podemos descartar a participação destas 

proteínas no processo de tradução nestas formas. Protocolos alternativos serão 

testados para cada um desses anticorpos para melhor aquisição dessas imagens. 

Através da análise de associação destes fatores com os polissomos foi 

possível inferir que as proteínas TceIF4E2 e TceIF4E4, nas formas epimastigotas, 

apresentam padrão de distribuição similar à proteína ribossomal S7 em gradientes de 
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sacarose. Este resultado sugere um papel canônico destas proteínas no processo de 

tradução. De fato, em T. brucei e Leishmania eIF4E4 está envolvido no processo de 

tradução e junto com o homólogo eIF4G3, formam o complexo de iniciação eIF4F 

(Freire et al., 2011; Yoffe et al., 2009; Moura et al., 2015). A associação de TceIF4E4 

com os polissomos, somado ao fato de nosso grupo ter identificado a interação de 

TceIF4E4 com TceIF4G3 por ensaios de duplo-híbrido (Costa et al., 2018 – em 

preparação) reforça o papel canônico deste fator no processo de tradução. Além 

disso, TceIF4E4 não se associa a TcDHH1, uma proteína marcadora de grânulos de 

RNA. A associação do fator eIF4E2 com polissomos ainda não foi investigada em 

tripanosomatídeos e acredita-se que este homólogo não tenha função direta no 

processo de tradução, uma vez que não se associa a nenhum dos homólogos de 

eIF4G (Freire et al., 2017b). Em T. brucei, foi visto que TbeIF4E2 forma um complexo 

TbeIF4E2:SLBP2 que parece estar envolvido na seleção de diferentes mRNAs que 

possuem estruturas em haste-alça, indicando um possível papel de regulação da 

tradução via seleção de mRNAs (Freire et al., 2017b). Embora nossos dados dos 

experimentos em gradiente de sacarose indiquem um possível papel TceIF4E2 na 

tradução, a co-localização desta proteína com TcDHH1, levanta a hipótese de que 

TceIF4E2 possa funcionar como uma proteína reguladora, fazendo a ponte de 

determinados RNAs entre a tradução e estocagem e/ou degradação. 

Por outro lado, o perfil de sedimentação das proteínas TceIF4E1, E5 e E6 em 

gradientes de sacarose nas formas epimastigotas, sugere que estas proteínas não 

estejam envolvidas com o processo de tradução. Em T. brucei e Leishmania o fator 

eIF4E1 não interage com eIF4G e funciona como um inibidor traducional, uma vez 

que interage com a proteína de interação a 4E (4E-IP), levando a repressão da 

tradução (Zinoviev et al., 2011; Erben et al., 2014; Lueong et al., 2016). Como descrito 

anteriormente, dados não publicados do nosso grupo indicam um aumento da 

expressão de TceIF4E1 nas formas epimastigotas submetidas a estresse nutricional. 

O processo de tradução em parasitos submetidos a estresse nutricional é 

significativamente reduzido quando comparado às formas replicativas do parasito 

(Holetz et al., 2007; Alves et al., 2010). Assim, o aumento de expressão desta proteína 

num estado de estresse, somado ao fato de que esta proteína co-localiza parcialmente 

com TcDHH1, sugerem um papel regulatório de TceIF4E1 em T. cruzi.  

Ao contrário do esperado para um fator de tradução típico, observamos um 

deslocamento de TceIF4E5 e TceIF4E6 das frações leves para as frações pesadas 

do gradiente após o tratamento com puromicina. O fato de TceIF4E5 e TceIF4E6 
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estarem sedimentando em frações pesadas após a dissociação dos polissomos, 

sugere a participação das mesmas em complexos ribonucleoproteicos (RNPs) de 

elevado peso molecular, como por exemplo, os grânulos de RNA. De fato, TceIF4E5 

e TceIF4E6 apresentaram co-localização parcial com TcDHH1 em parasitos em fase 

exponencial de crescimento. Entretanto, observamos que em parasitos submetidos 

ao estresse nutricional, TceIF4E5 e TceIF4E6 apresentam perfis de distribuição em 

gradientes de sacarose distintos. Surpreendentemente, nesta condição, TceIF4E5 

está associado a polissomos, apresentando perfil de distribuição em gradiente de 

sacarose semelhante à proteína ribossomal S7. Estes dados sugerem a participação 

de TceIF4E5 no processo de tradução de parasitos sob estresse. Por ensaios de 

duplo-híbrido e co-imunoprecipitação, verificamos a interação de TceIF4E5 com 

TceIF4G5 somente em parasitos sob estresse nutricional (Costa et al., 2018 – em 

preparação). A interação TceIF4E5:TceIF4G5 é inédita em tripanosomatideos. Juntos, 

esses resultados indicam que dependendo do estado traducional do parasito, 

TceIF4E5 possa funcionar tanto como uma proteína regulatória (epimastigotas), ou 

como um fator de iniciação da tradução eIF4E canônico que traduz grupos de mRNAs 

específicos sob condições de estresse. Freire e colaboradores (2011, 2014a, 2014b) 

descreveu a formação de diferentes complexos entre os seis fatores eIF4Es e os cinco 

homólogos eIF4Gs de T. brucei, indicando que estes complexos podem se associar a 

mRNAs distintos apresentando diferentes funções no parasito envolvidos tanto no 

processo de tradução canônico, quanto em processos que regulam o metabolismo de 

mRNAs. Outra hipótese para explicar a associação de TceIF4E5 com complexos 

proteicos pesados nas formas epimastigotas, seria uma maneira encontrada pelo 

parasito de manter esta proteína separada do pool de mRNAs para que a mesma 

participe da tradução de mRNAs específicos apenas em parasitos sob estresse. 

Ao contrário de TceIF4E5, o fator TceIF4E6 parece não estar presente nas 

frações pesadas do gradiente de sacarose com parasitos sob estresse nutricional 

tratados com cicloheximida e com puromicina. Ao que tudo indica, esta proteína faz 

parte de complexos ribonucleoproteicos pesados apenas nas formas replicativas do 

parasito. Por ensaios de duplo-híbrido (Costa et al., 2018 – em preparação) 

demonstramos que TceIF4E6, assim com TceIF4E5, interage com TceIF4G5. A 

interação de eIF4E6 com eIF4G5 também ocorre em T. brucei (Freire et al., 2014b). 

Entretanto, ao observarmos o perfil de distribuição de TceIF4E6 nos gradientes de 

sacarose, é notório que TceIF4E6 não participa do processo de tradução em nenhuma 

das condições analisadas. Uma vez que, TceIF4E5 e TceIF4E6 compartilham a 
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interação com TceIF4G5, e apenas em condições de estresse ocorre a interação 

TceIF4E5:TceIF4G5, é possível supor que estas três proteínas façam parte de 

complexos de mRNPs pesados nas formas epimastigotas, que se dissociam em 

parasitos sob estresse, liberando os fatores TceIF4E5 e TceIF4G5 para atuarem no 

processo de tradução. 

Apesar de existirem diversos estudos sobre a caracterização dos seis 

homólogos de eIF4E em T. brucei e Leishmania, não existem estudos de 

caracterização destes fatores em T. cruzi. Sendo assim, iniciamos a caracterização 

dessas proteínas neste parasito. Nossos resultados são bastante promissores e 

demonstram que embora essas proteínas apresentem similaridade com os homólogos 

de outros tripanosomatídeos, em T. cruzi parecem exercer algumas funções 

peculiares à espécie. Entretanto, existe um longo caminho a ser percorrido para 

desvendar o papel de TceIF4E1-6 no processo de tradução e/ou em mecanismos 

específicos de regulação da expressão gênica em T. cruzi.  
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6 CONCLUSÕES 
 

 Assim como outros tripanosomatídeos, o T. cruzi apresenta seis 

homólogos para o fator de início de tradução eIF4E. 

 As proteínas TceIF4E1-6 são reguladas durante o processo de 

metaciclogênese in vitro, sendo que todas são expressas nas formas replicativas, 

apenas TceIF4E2 não é expressa nas formas epimastigotas sob estresse nutricional 

e nenhum homólogo de eIF4E de T. cruzi foi detectado nas formas tripomastigotas 

metacíclicas, através de experimentos de Western blotting. 

 As proteínas TceIF4E1-6 apresentam localização subcelular 

citoplasmática. TceIF4E1, E3 e E4 apresentam marcação perinuclear nas formas 

epimastigotas e TceIF4E1 e TceIF4E4 exibem a mesma marcação nas formas 

epimastigotas submetidas ao estresse nutricional.  

 A proteína TceIF4E4 apresenta uma leve marcação nas formas 

tripomastigotas metacíclicas analisadas por imunofluorescência indireta. 

 Os perfis de sedimentação em gradiente de sacarose das proteínas 

TceIF4E2, TceIF4E3 e TceIF4E4 nas formas epimastigotas e TceIF4E5 nas formas 

epimastigotas sob estresse nutricional sugerem a associação desses homólogos com 

a maquinaria de tradução.  

 O oposto ocorre com os homólogos TceIF4E1, E5 e E6 nas formas 

epimastigotas, sugerindo que estas proteínas não atuam no processo de tradução 

diretamente. 

 A co-localização parcial dos homólogos TceIF4E1-6 com a proteína 

marcadora de grânulos de RNA TcDHH1 indicam que essas proteínas também podem 

estar associadas a mecanismos de regulação de mRNAs em T. cruzi. 
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7 PERSPECTIVAS 
 

Visando contribuir para a compreensão dos mecanismos de início e regulação 

da tradução em T. cruzi, esse trabalho mais do que responder perguntas, abriu 

diversas perspectivas para a investigação da função dos seis homólogos do fator de 

início de tradução eIF4E, entre elas: 

 

1. Definir se esses homólogos são essenciais para o parasito por meio da 

realização do knockout dessas proteínas. 

 

2. Investigar quais homólogos de TceIF4Es são fosforilados e 

diferencialmente expressos ao longo do processo de diferenciação. 

 

3. Definir o conteúdo proteico e de RNA dos complexos formados pelos 

diferentes homólogos TceIF4Es por espectrometria de massas e RNA-seq. 
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