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Resumo 
 

Os protozoários dos gêneros Leishmania e Trypanosoma, da família 
Trypanosomatidae, são responsáveis por doenças negligenciadas de grande impacto 
global. Esses parasitas também apresentam peculiaridades em seus mecanismos 
moleculares que os diferenciam de outros eucariotos, especialmente no controle da 
expressão gênica. Neles, a regulação da expressão gênica ocorre majoritariamente 
em nível pós-transcricional, especialmente na fase de iniciação da tradução, que 
envolve complexos do tipo eIF4F. Entre eles, destacam-se os complexos formados 
por EIF4E4/EIF4G3 e EIF4E3/EIF4G4. Já se sabe que o primeiro também está 
associado à RNA helicase EIF4AI, enquanto esta e outras helicases, como a DED1-
1/HEL67, podem estar associadas ao complexo EIF4E3/EIF4G4. Este estudo teve 
como objetivo investigar a associação das helicases EIF4AI e DED1-1/HEL67 com o 
complexo EIF4E3/EIF4G4 em Leishmania infantum, além de identificar novos 
parceiros funcionais que contribuam para o entendimento do modo de ação destas 
proteínas. Genes codificando estas helicases foram amplificados por PCR e clonados 
no vetor pSP-BT1-YneoαIR para transfecção em Leishmania. Em seguida, as 
proteínas foram superexpressas em L. infantum como fusões ao epítopo HA, 
permitindo a realização de imunoprecipitação (IP) seguida de espectrometria de 
massas para identificação de parceiros proteicos. Os resultados indicam que as RNA 
helicases analisadas são expressas durante a fase exponencial de crescimento de L. 
infantum e localizam-se predominantemente na fração citoplasmática solúvel. A 
análise dos polipeptídeos coprecipitados revelou a presença de diferentes fatores de 
iniciação da tradução e outras proteínas associadas diferencialmente com as 
helicases investigadas. O EIF4AI apresentou um perfil enriquecido em proteínas 
ribossomais, de choque térmico, chaperonas e chaperoninas, mas não mostrou uma 
clara associação com outros fatores de tradução, além do EIF4G4. Por sua vez, a 
DED1-1/HEL67 coprecipitou com inúmeras proteínas ligadas ou não a tradução, 
incluindo o próprio EIF4AI, indicando uma possível cooperação entre as duas 
helicases. Também coprecipitou com o EIF4G4 e com outro homólogo de eIF4G, o 
EIF4G1, sugerindo uma associação com múltiplos complexos do tipo eIF4F, mas não 
com o EIF4E4/EIF4G3. Esses achados reforçam a existência de funções 
complementares e especializadas dessas helicases na regulação da tradução e no 
metabolismo de RNAs, contribuindo para o entendimento da regulação traducional em 
L. infantum e oferecendo novas perspectivas para a compreensão dos mecanismos 
moleculares envolvidos. 
 
Palavras-chave: Tripanosomatídeos; RNA helicase; complexo EIF4F; regulação 
gênica; imunoprecipitação; espectrometria de massas.  



 

Abstract 

Protozoa of the genera Leishmania and Trypanosoma, from the family 
Trypanosomatidae, are responsible for neglected diseases of major global impact. 
These parasites also exhibit peculiarities in their molecular mechanisms that 
differentiate them from other eukaryotes, especially in relation to the control of gene 
expression. Regulation of their gene expression occurs mainly at the post-
transcriptional level, especially in the initiation phase of translation, which involves 
multiple eIF4F-like complexes, such as those formed by the EIF4E4/EIF4G3 and 
EIF4E3/EIF4G4 subunits. It is already known that the first of these complexes is also 
associated with the RNA helicase EIF4AI, while this and other helicases, such as 
DED1-1/HEL67, may be associated with the EIF4E3/EIF4G4 complex. This study 
aimed to investigate the association of the EIF4AI and DED1-1/HEL67 helicases with 
the EIF4E3/EIF4G4 complex in Leishmania infantum, as well as to identify new 
functional partners that contribute to understanding the mode of action of these 
proteins. Genes encoding these helicases were amplified by PCR and cloned into the 
pSP-BT1-YneoαIR vector for transfection into Leishmania. Subsequently, the proteins 
were overexpressed in L. infantum as fusions to the HA epitope, allowing 
immunoprecipitation (IP) followed by mass spectrometry for the identification of protein 
partners. The results indicate that the two RNA helicases are expressed during the 
exponential growth phase of L. infantum and are predominantly localized in the soluble 
cytoplasmic fraction. Analysis of the coprecipitated polypeptides revealed the presence 
of different translation initiation factors and other proteins differentially associated with 
the investigated helicases. EIF4AI showed a profile enriched in ribosomal proteins, 
heat shock proteins, chaperones, and chaperonins, but did not show a clear 
association with other translation factors besides EIF4G4. DED1-1/HEL67 co-
precipitated with numerous translation-linked and non-translation-related proteins, 
including EIF4AI, indicating a possible cooperation between the two helicases. It also 
co-precipitated with EIF4G4 and another eIF4G homolog, EIF4G1, suggesting an 
association with multiple eIF4F-type complexes, but not with EIF4E4/EIF4G3. These 
findings reinforce the existence of complementary and specialized functions of these 
helicases in the regulation of translation and RNA metabolism, contributing to the 
understanding of translational regulation in L. infantum and offering new perspectives 
for the comprehension of the underlying molecular mechanisms. 

 
Key words: Trypanosomatids; RNA helicase; EIF4F complex; gene regulation; 
immunoprecipitation; mass spectrometry. 
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1. Introdução 

A família Trypanosomatidae, ordem Trypanosomatida, é formada por um 

grupo de protozoários flagelados, da classe Kinetoplastea, onde se destacam os 

gêneros Leishmania e Trypanosoma, responsáveis por doenças graves de impacto 

mundial, como as diversas formas de Leishmanioses (Leishmania sp.), a Doença 

do sono (Trypanosoma brucei) e a Doença de Chagas (Trypanosoma cruzi). Esses 

parasitas apresentam características bioquímicas, celulares e moleculares 

específicas que os diferenciam de outros eucariotos, como por exemplo a ausência 

da maioria dos promotores da RNA polimerase II. O controle da sua expressão 

gênica acontece então basicamente a nível pós-transcricional, sendo o processo 

de tradução um alvo importante desse controle.  

O início da tradução é a etapa mais importante para o controle desse 

processo, sendo caracterizado pela interação entre os ribossomos e o mRNA, bem 

como pelo posicionamento correto dos ribossomos junto ao códon AUG de início 

da tradução. Nessa etapa estão envolvidos diversos fatores auxiliares 

denominados eIFs (eukaryotic Initiation Factors). Um desses é o complexo eIF4F, 

baseado nas subunidades eIF4E e eIF4G. O reconhecimento do mRNA pelo eIF4E, 

dentro do complexo eIF4F, leva ao recrutamento das subunidades ribossomais e é 

etapa chave para a tradução e sua regulação. Muitas questões ainda permaneçam 

não esclarecidas a respeito da função desse complexo, mas um ponto chave é o 

papel de RNA helicases do tipo DEAD-box. O eIF4A é a única destas RNA 

helicases sabidamente necessária para a função do eIF4F, mas outras helicases 

antes consideradas de menor importância, como a ded1p/DDX3 (respectivamente 

de leveduras e mamíferos), atualmente são vistas como de ação crítica para a 

tradução em eucariotos.  
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Os tripanosomatídeos possuem múltiplos complexos do tipo eIF4F, algo 

pouco visto em organismos unicelulares e envolvendo diferentes subunidades de 

eIF4E (EIF4E1 a 6) e eIF4G (EIF4G1 a 5), além de um único eIF4A funcional 

(EIF4AI). Dois complexos foram mais bem caracterizados e avaliados como tendo 

funções essenciais para a tradução, baseados nas subunidades EIF4E4/EIF4G3 e 

EIF4E3/EIF4G4. Novos estudos identificaram o complexo EIF4E4/EIF4G3 

interagindo especificamente com o EIF4AI, a única RNA helicase do tipo DEAD-

box encontrada com esse complexo. Já o complexo EIF4E3/EIF4G4 parece estar 

associado a outras RNA helicases, como a DED1-1 de Leishmania, homóloga da 

ded1p/DDX3, e também chamada de HEL67 em espécies de Trypanosoma.  

Os tripanosomatídeos codificam um grande número de RNA helicases do 

tipo DEAD-box. A interação preferencial das RNA helicases citadas com complexos 

eIF4F específicos em tripanosomatídeos indica aspectos diferenciados de sua 

função na tradução que necessitam de maior esclarecimento. Além disso, esses 

complexos têm sido associados a diferentes populações de mRNAs, o que sugere 

que a presença das diferentes helicases nos complexos pode determinar padrões 

distintos de ação e regulação. 

Este estudo pretende ajudar na identificação de forma mais precisa com 

quais complexos do tipo eIF4F as RNA helicases citadas (EIF4AI e DED1-1/HEL67) 

atuam em conjunto com outros eventuais parceiros associados em Leishmania 

infantum. A identificação de seus parceiros funcionais esclarecerá pontos 

importantes sobre a tradução desses protozoários e fornecerá informações 

relevantes sobre potenciais novos mecanismos associados à tradução em 

diferentes eucariotos e no homem.  
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1.1 Pergunta condutora 

 

Quais complexos do tipo eIF4F se associam com as RNA helicases EIF4AI 

e DED1-1/HEL67 em Leishmania infantum e como essas associações podem 

refletir papéis funcionais distintos nos mecanismos de iniciação da tradução? 

 

1.2  Hipótese 

 

A RNA helicase EIF4AI mostra associação predominante com o complexo 

EIF4E4/EIF4G3, enquanto a helicase DED1-1/HEL67 se associa preferencialmente 

ao complexo EIF4E3/EIF4G4. Essas interações evidenciam particularidades 

funcionais entre os diferentes complexos do tipo eIF4F envolvidos nos mecanismos 

de tradução em Leishmania infantum. 
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2 Revisão de Literatura 

2.1 Tripanosomatídeos  
 

Os tripanosomatídeos são protozoários parasitas pertencentes a ordem 

Trypanosomatida, classe Kinetoplastea, classificados de acordo com suas 

características morfológicas bem como sua interação com diferentes hospedeiros 

(Kostygov et al., 2021). As espécies dessa classe são caracterizadas por uma 

estrutura geral que é universalmente conservada, no caso uma rede entrelaçada 

de DNA circular conhecida como DNA cinetoplasto (kDNA) em sua mitocôndria 

(Figura 1). Esta estrutura está associada à base de um único flagelo, por sua vez 

ligado a um corpo celular delgado (Stuart et al., 2008; Kaufer et al., 2017).  

 

Figura 1: Principais morfotipos dos tripanosomatídeos. 

Legenda: Apresentação ilustrativa das seis morfologias comuns em tripanosomatídeos. 

Fonte: adaptado de [Kaufer et al., 2017] pela autora. 
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O ciclo de vida dos tripanosomatídeos é predominantemente monóxeno 

(em um único hospedeiro) embora algumas espécies apresentem ciclo heteróxeno 

(hospedeiros diferentes). Dentre os gêneros de maior importância, destacam-se 

aqueles com espécies patogênicas para humanos, responsáveis por doenças de 

impacto mundial como: Trypanosoma brucei, agente etiológico da Doença do Sono; 

Trypanosoma cruzi, causador da doença de Chagas; e Leishmania spp., que 

causam as Leishmanioses Visceral e Cutânea. Essas enfermidades encontram-se 

inseridas entre as doenças negligenciadas listadas como de alta prioridade para a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (Parthasarathy; Kalesh, 2020).  

Os tripanosomatídeos possuem uma organização genômica, estruturas 

celulares, e processos biológicos semelhantes, porém apresentam diferenças 

morfológicas significantes em seu ciclo de vida, visto que habitam nichos biológicos 

diferentes e são transmitidos por diferentes insetos vetores (Stuart et al. 2008; 

Lukeš et al., 2018; Rajan et al., 2019).  

 

2.1.1 Gênero Leishmania  

 

O gênero Leishmania é representado por mais de 20 espécies responsáveis 

pelo grupo de doenças denominadas de Leishmanioses. A transmissão é feita por 

cerca de 30 espécies de flebotomíneos, insetos dípteros pertencentes aos gêneros 

Phlebotomus e Lutzomya, sendo os parasitas capazes de se multiplicar em vários 

hospedeiros mamíferos. Entre os gêneros de protozoários parasitos de seres 

humanos, Leishmania é considerado o que abrange o maior número de espécies 

patogênicas (Santarém et al., 2023; Akhoundi et al., 2016). A classificação de 
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Leishmania spp. foi inicialmente relacionada a critérios clínicos e 

bioecoepidemiológicos, como distribuição geográfica, relação com os vetores, 

tropismo tissular, propriedades antigênicas e aspectos clínicos (cutânea, 

mucocutânea, cutânea difusa e visceral). Estudos filogenéticos têm sugerido uma 

grande variabilidade para este gênero, embora sua classificação taxonômica 

continue gerando discussões sobre a validade das espécies (Espinosa et al., 2018). 

O termo Leishmanioses compreende um conjunto de doenças causadas por 

infecções transmitidas por meio da picada de fêmeas de flebotomíneos (Who, 

World Health Organization, 2013). Encontram-se entre as sete doenças tropicais 

de maior impacto, apresentando um espectro de manifestações que variam de 

infecção assintomática ao óbito (Pace, 2014). As manifestações dependem de 

fatores relacionados aos parasitas envolvidos na infecção e a aspectos 

imunológicos do hospedeiro. De acordo com os sintomas, consequentes aos tipos 

de fagócitos infectados, as Leishmanioses podem ser divididas nas seguintes 

formas clínicas: Tegumentar ou Cutânea; Mucocutânea; e Visceral ou Kala-Azar 

(Kevric et al., 2015).  

A Leishmaniose Tegumentar tem uma grande variedade de formas, as quais 

podem ser agrupadas em: Leishmaniose Cutânea, caracterizada por lesões na pele 

de cura espontânea ou que podem se tornar crônicas; Leishmaniose Mucocutânea, 

caracterizada por lesões ulcerativas e destruição da mucosa; Leishmaniose 

Cutânea Difusa, caracterizada por lesões nodulares as quais não são ulcerativas 

nem se disseminam. Já a Leishmaniose Visceral é crônica e progressiva e afeta 

vários órgãos que incluem o baço, fígado, medula óssea e linfonodos (Handler et 

al., 2015; Reynolds; Billioux; Quinn, 2017). 
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As Leishmanioses ocorrem em 88 países, afetando cerca de 12 milhões de 

pessoas, com dois milhões de novos casos anuais e 350 milhões vivendo em áreas 

de risco. Estão amplamente distribuídas em regiões tropicais e subtropicais da 

América, Mediterrâneo, África e Ásia. Segundo a OMS, 90% dos casos de 

Leishmaniose Tegumentar concentram-se no Afeganistão, Paquistão, Síria, Arábia 

Saudita, Argélia, Irã, Brasil e Peru; e 90% dos casos de Leishmaniose Visceral na 

Índia, Bangladesh, Nepal, Sudão e Brasil (Who. World Health Organization, 2020). 

 

2.1.2 Ciclo biológico e doença 

 

O gênero Leishmania compreende espécies que possuem ciclos de vida que 

abrangem dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado. O grupo de 

hospedeiros vertebrados engloba roedores, repteis, endentados, marsupiais, 

canídeos e primatas, incluindo os seres humanos e é caracterizado por distintas 

formas morfológicas e funcionais que garantem a adaptação do parasita a cada 

ambiente biológico. O grupo dos hospedeiros invertebrados, ou vetores, são 

formados por insetos da ordem Díptera, gêneros Phlebotomus (Velho Mundo) e 

Lutzomyia (Novo Mundo) (Maroli et al., 2013). 

As duas formas morfológicas predominantes dos hospedeiros vertebrados 

são o promastigota e o amastigota, que se diferenciam principalmente pela 

presença ou ausência do flagelo, pela localização e pelo papel desempenhado no 

ciclo infeccioso. A forma promastigota corresponde ao estágio flagelado e 

extracelular do parasita, essa forma está presente no trato digestivo do vetor 

flebotomíneo, onde se desenvolve e se multiplica. Em contraste, a forma 

amastigota é aflagelada, intracelular obrigatória, sendo encontrada no interior de 
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células fagocíticas, predominantemente macrófagos, do hospedeiro mamífero. Os 

amastigotas se replicam ativamente por divisão binária dentro dessas células, até 

promoverem a lise celular e liberarem novos parasitas capazes de invadir outras 

células hospedeiras (Fiebig; Kelly; Gluenz, 2015). 

A infecção do hospedeiro vertebrado tem início durante o repasto sanguíneo 

de um flebotomíneo infectado, quando promastigotas metacíclicos, são inoculados 

juntamente com a saliva do inseto na pele do hospedeiro, no local da picada. Esses 

promastigotas são rapidamente reconhecidos e fagocitados por macrófagos e 

outras células do sistema fagocítico mononuclear, dentro das quais sofrem 

transformação em amastigotas. No interior dos fagolisossomos, as formas 

amastigotas adaptam-se ao ambiente ácido e pobre em nutrientes, onde passam a 

se replicar por fissão binária, levando à destruição das células hospedeiras e à 

liberação de novos parasitas. Após a multiplicação das amastigotas por divisão 

binária, a infecção pode persistir por todo o tempo de vida do hospedeiro, com o 

risco de aparecimento de lesões cutâneas e viscerais perpetuando o ciclo 

infeccioso no hospedeiro mamífero (Sunter; Gull, 2017; Stuart et al., 2008). 

Durante a fase no vetor, a continuidade do ciclo ocorre quando a fêmea do 

flebotomíneo ingere sangue de um hospedeiro infectado, incorporando macrófagos 

que contêm amastigotas viáveis. No trato digestivo do inseto, os amastigotas 

liberados dos macrófagos ingeridos sofrem diferenciação para a forma 

promastigota procíclica, adaptada ao ambiente intestinal. Essas formas se 

multiplicam intensamente por divisões binárias e migram para as porções anteriores 

do trato digestivo, colonizando o esôfago e a faringe. Nesse estágio, os 

promastigotas aderem firmemente ao epitélio intestinal por meio do flagelo, o que 
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é essencial para evitar sua eliminação durante a excreção do conteúdo alimentar 

(Sunter; Gull, 2017). 

Com a progressão do desenvolvimento no vetor, os promastigotas 

procíclicos passam por um processo de maturação, diferenciando-se em 

promastigotas metacíclicos, morfologicamente delgados e metabolicamente 

adaptados à infecção do hospedeiro vertebrado. Essas formas metacíclicas são 

acumuladas nas porções anteriores do trato digestivo e na probóscide do inseto, 

prontas para serem inoculadas no momento de um novo repasto sanguíneo. Assim, 

o ciclo biológico da Leishmania se completa quando a fêmea do flebotomíneo 

realiza uma nova alimentação, inoculando saliva infectada com promastigotas 

metacíclicos na pele do hospedeiro, reiniciando o processo infeccioso (Bates, 2008; 

Sunter; Gull, 2017; Stuart et al., 2008; Gonçalves et al., 2018). 

Figura 2: Ciclo biológico da Leishmania spp.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Flebotomíneos fêmeas alimentando-se de macrófagos infectados com formas 
amastigotas. (B-C) Liberação de amastigotas e diferenciação em promastigotas procíclicas no 
intestino do inseto. (D) Transformação de promastigotas em formas infectantes pós 
metaciclogênese. (E) Transmissão de formas infectantes durante a alimentação sanguínea de 
flebotomíneos fêmeas. (F) Promastigotas anexadas à superfície celular de um macrófago para o 
englobamento. (G) Modificação celular em amastigotas. (H) Replicação de amastigotas no interior 
de macrófagos de diferentes tecidos. (I-J). Rompimento de célula infectada e infecção de novos 
macrófagos. Fonte: adaptada de [CDC-Centers for Disease Control and Prevention, 2015] pela 
autora. 
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2.2. Particularidades da biologia molecular dos tripanosomatídeos 

 

O controle das espécies patogênicas de Leishmania e de outros 

tripanosomatídeos enfrenta grandes desafios devido às suas particularidades 

biológicas, que os diferenciam significativamente de outros organismos 

eucarióticos. Tais diferenças dificultam a aplicação de estratégias terapêuticas 

baseadas em alvos moleculares já estabelecidos em outros patógenos, como 

protozoários ou fungos, restringindo as opções de substituição dos fármacos 

atualmente disponíveis. Ao mesmo tempo, sua alta taxa de adaptação aos mais 

variados vetores e hospedeiros, de modo a ocasionar diferentes doenças, exige 

uma maquinaria de expressão e regulação gênica complexa que ainda está sendo 

caracterizada (Haile; Papadopoulou, 2007).  

 

2.2.1 Expressão gênica dos tripanosomatídeos 

 

Em comparação com outros eucariotos complexos, como os mamíferos, os 

tripanosomatídeos apresentam aspectos distintos importantes associadas à sua 

expressão e regulação genética. Um exemplo marcante é a agrupamento de genes 

organizados em grupos transcricionais contendo um único elemento promotor 

(Figura 3). Os genes dos tripanosomatídeos são transcritos então em pré-mRNAs 

policistrônicos que agrupam dezenas ou centenas de regiões codificadoras 

distintas, gerando longos transcritos que codificam proteínas não relacionadas. 

Estes geram mRNAs monocistrônicos através de eventos de trans-splicing e 

poliadenilação (Liang et al., 2003; Gunzl, 2010). 
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Figura 3: Esquema de maturação do mRNA nos tripanosomatídeos por trans-splicing e 

poliadenilação. 

 
Legenda: A transcrição se inicia em regiões de cromatina aberta e termina em regiões de cromatina 
condensada. Os aglomerados de genes codificantes de proteínas são transcritos e então 
processados por mecanismos acoplados de trans-splicing e poliadenilação, dando origem a mRNAs 
monocistrônicos maduros. SL: RNA Spliced-Leader; (A)n: Cauda poli-A. Fonte: adaptado de 
[Gaudenzi et al., 2011] pela autora. 
 
 

A característica constitutiva da transcrição em tripanosomatídeos, 

juntamente com a ausência de promotores definidos e a presença de extensas 

unidades de transcrição policistrônicas, demonstra a falta de mecanismos 

convencionais de controle transcricional seletivo da expressão gênica, observados 

em outros eucariotos. Segue-se que a maioria dos processos associados à 

regulação da expressão genética nestes microrganismos são mediados ao nível 

pós-transcricional (Kolev; Ullu; Tschudi, 2014; Maslov et al., 2019). Muitos deles 

podem atuar no processamento, transporte, armazenamento, tradução e meia-vida 

do mRNA, enquanto outros provavelmente atuam posteriormente à tradução, 

através da regulação da modificação e degradação de proteínas, na maioria dos 

casos por mecanismos ainda indefinidos. A tradução é então um passo 
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fundamental na regulação quantitativa da expressão genética em 

tripanosomatídeos, e espera-se que um papel importante seja desempenhado 

durante a sua fase de iniciação (de Melo Neto et al., 2016). 

 

2.3 Iniciação da tradução em eucariotos e o complexo eIF4F 

 

A síntese de proteínas ou tradução é subdividida em iniciação, alongamento, 

terminação e reciclagem de ribossomos (Dever; Green, 2012). Em organismos 

eucarióticos, a etapa de iniciação é a mais regulada e conta com a participação de 

pelo menos 12 proteínas denominadas fatores de iniciação eucariótica ou eIFs (de 

eukaryotic Initiation Factors) (Jagus et al., 2012; Brito, 2023). Juntos os eIFs agem 

para montar as subunidades ribossomais (60S e 40S) em uma subunidade 80S 

pronta para a etapa de alongamento, com o RNA transportador posicionado sobre 

o códon AUG inicial do mRNA. Em síntese, a finalidade dessa etapa consiste na 

montagem do complexo ribossômico 80S, a partir das subunidades menor (40S) e 

maior (60S), sobre o códon de iniciação (AUG) interagindo com o RNA 

transportador inicial carregado com o amino ácido metionina (Met-tRNAi). Vários 

dos eIFs são compostos por proteínas com múltiplas subunidades, mas cada um 

desempenha papéis críticos na iniciação da tradução (Jackson; Hellen; Pestova, 

2010; Aitken; Lorsch, 2012; Merrick; Pavitt, 2018; Rodnina, 2018). 

A tradução se inicia com o complexo ternário (CT), formado pelo fator eIF2 

em sua forma ligada a GTP e o Met-tRNAi, e sob ação dos fatores eIF1, eIF1A, 

eIF3 e eIF5, sendo carregado para a subunidade menor ribossomal e montando o 

pré-complexo de iniciação (PIC) 43S (Aitken; Lorsch, 2012; Hinnebusch, 2014). Em 

seguida, o reconhecimento do mRNA pelo PIC 43S é mediado por fatores 
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envolvidos na interação com o cap de 7-Metil-Guanosina (m7G) na sua 

extremidade 5’, componentes do complexo de ligação ao cap eIF4F. Destes, a 

subunidade eIF4E, liga-se diretamente ao cap e interage com uma segunda 

subunidade, o eIF4G que, por sua vez, possui motivos de ligação a componentes 

do próprio complexo além de um segundo complexo, o eIF3, e da proteína de 

ligação à cauda poli(A) ou PABP (de Poly(A) Binding Protein). Essa última ligação 

garante um aumento nas taxas de tradução e estabilidade de mRNAs 

poliadenilados (Kühn; Whale, 2004; Ross-Kaschitza; Altmann, 2020; Sonenberg; 

Hinnebusch, 2009).  

O padrão de interações observado na iniciação da tradução promove a 

conexão do mRNA e complexo eIF4F, através do eIF3, com a subunidade 40S, 

transitando do pré-complexo, para o complexo de iniciação 48S (Machida et al., 

2018) (Figura 4). A subunidade eIF4A, do eIF4F, sendo uma RNA helicase da 

família DEAD-box, prepara o sítio de ligação ao PIC no mRNA, desfazendo 

estruturas secundárias na 5’ UTR em direção ao AUG e com sua processividade 

aprimorada por estímulo do eIF4B (Hilbert et al., 2011). O reconhecimento do códon 

de iniciação AUG, pela subunidade menor, detém sua movimentação ao longo da 

região 5’ não traduzida do mRNA (Shirokikh; Preiss, 2018). Essa pausa permite a 

estabilização da interação códon-anticódon, que afeta interações e permite 

liberação de parte dos eIFs, como eIF1 e eIF2•GDP, pós hidrólise (Jennings et al., 

2017). Subsequentemente, o contato com 60S é estimulado pelo eIF5B, 

promovendo a montagem do ribossomo competente para a etapa seguinte da 

tradução, de alongamento (Hinnebusch, 2014). 
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Figura 4: Esquema representativo da iniciação da tradução em eucariotos. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Legenda: Esquema representativo do reconhecimento do cap e ligação das subunidades 
pertencentes ao complexo eIF4F a um mRNA maduro. Fonte: adaptado de [Yánguez e Nieto, 2011] 
pela autora. 
 
 

2.3.1 Complexo eIF4F de iniciação da tradução 

 

O complexo eIF4F participa como mediador da ligação entre o cap presente 

na extremidade 5’ do mRNA e o complexo PIC 43S. O eIF4F apresenta três 

subunidades: eIF4A, uma RNA helicase DEAD-box; eIF4E, a proteína de ligação 

ao cap; e eIF4G, proteína ancoradora que carrega sítios de ligação para eIF4A, 

eIF4E, PABP e eIF3 (Jackson; Hellen; Pestova, 2010; Park et al., 2011). A interação 

do eIF4G, ligado ao eIF4E, com o eIF3 participa diretamente do recrutamento da 

subunidade ribossomal 40S à molécula do mRNA para a formação do complexo 

48S (Figura 5) (Merrick, 2015). 
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Figura 5: eIF4F mediando recrutamento do mRNA. 

 

Legenda: (I) Contato entre complexo eIF4F e mRNA através da interação eIF4E•5’-cap. (II) Interação 
entre eIF4B e eIF4G no aprimoramento da atividade helicase do eIF4A. (III) Estrutura secundária 
(grampo) na 5’UTR a ser desfeita por eIF4B/eIF4A. (IV) Recrutamento da subunidade 40S ao mRNA 
por meio da interação entre eIF4G e eIF3. Início da leitura por 40S em busca do códon de iniciação. 
Fonte: adaptada de [Hou et al, 2012] pela autora. 

 

 

2.3.2 Subunidade eIF4G do complexo eIF4F 

 

O fator de iniciação eucariótico 4G (eIF4G) desempenha um papel central 

no complexo eIF4F atuando como uma ponte molecular entre eIF4A e eIF4E. O 

eIF4G ainda é responsável por recrutar o complexo de pré-iniciação 43S PIC à 

região 5’ UTR do mRNA, que inicia uma varredura em busca do códon AUG de 

iniciação da tradução (Sonenberg; Hinnebusch, 2009). No que concerne a sua 

estrutura, o eIF4G apresenta na sua parte central o domínio HEAT-1, que também 

é chamado de MIF4G, onde se conecta ao eIF3 e à helicase eIF4A. Em mamíferos, 

a ligação ao eIF4A é ainda modulada pelo domínio HEAT-2, designado como MA3 

e situado na região C-terminal do eIF4G. Além disso, o eIF4G apresenta um terceiro 

domínio HEAT, conhecido como W2 e localizado na sua extremidade C-terminal, 
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que se liga a uma quinase chamada Mnk (Schutz et al., 2008; Marintchev et al., 

2009). 

 

2.3.3 Subunidade eIF4E do complexo eIF4F 

 

O fator de iniciação eucariótico eIF4E é uma proteína de ligação ao cap de 

7-metilguanosina (m⁷GTP) presente na extremidade 5’ da maioria dos mRNAs 

eucarióticos, desempenhando papel essencial no processo de tradução. Em 

conjunto com outros fatores, o eIF4E participa do recrutamento do mRNA à 

subunidade ribossomal 40S (Rhoads, 2009). Dentre os componentes do complexo 

eIF4F, o eIF4E é um dos menos abundantes, configurando-se como um fator 

limitante na regulação das taxas de iniciação da tradução dependente de cap A 

atividade do eIF4E é modulada, entre outros mecanismos, pelas proteínas de 

ligação ao eIF4E (4E-BPs), que competem com o eIF4G pelo mesmo sítio de 

interação, podendo exercer efeito inibitório sobre a tradução (Piserà et al., 2018). 

A descoberta de sua localização não apenas no citoplasma, mas também no 

núcleo e em corpos de processamento de ribonucleoproteínas citoplasmáticas 

(corpos P), revelou a multiplicidade de suas funções bioquímicas. Entre elas, 

destacam-se seu envolvimento na exportação seletiva de mRNAs específicos para 

o citoplasma e na modulação do equilíbrio entre retenção e degradação desses 

mRNAs (Romagnoli et al., 2021; Piserà et al., 2018). 
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2.3.4 Subunidade eIF4A do complexo eIF4F 

 

O fator eIF4A é uma pequena proteína pertencente à família de proteínas 

relacionadas às helicases, apresentando motivos conservados característicos da 

família DEAD-box de RNA helicases. O eIF4A apresenta uma região N-terminal 

curta, de aproximadamente cinquenta aminoácidos, mas não apresenta elementos 

adicionais na sua região C-terminal, como observados em outras helicases. É uma 

proteína que possui atividade de helicase confirmada e se liga ao RNA de maneira 

dependente de ATP (Andreou and Klostermeier, 2013).  

O fator eIF4A é uma parte essencial da maquinaria de iniciação da tradução 

em células eucarióticas. Ele desempenha um papel crucial na preparação do mRNA 

para o recrutamento do ribossomo, ajudando no desenrolamento de estruturas 

secundárias no RNA mensageiro. O eIF4A (DDX2 em mamíferos) é o protótipo da 

família de proteínas RNA helicases do tipo DEAD-box, de aproximadamente 46 kDa 

e com capacidade de remover estruturas secundárias da região 5’UTR dos mRNAs 

a serem traduzidos, de forma dependente de ATP (Marintchev, 2013; Andreou, 

Klostermeier, 2013; Pelletier; Sonenberg, 2019; Jackson et al., 2010). Na presença 

de ATP, seus dois domínios RecA se unem, dando origem à conformação ativa da 

proteína. O eIF4A é então capaz de desfazer estruturas de RNA dupla fita através 

da flexibilização dos seus domínios N- e C-terminais (Eliseeva; Lyabin; 

Ovchinnikov, 2013). Sua estrutura pode ser sobreposta à de várias helicases, 

indicando uma conservação geral da sua conformação em dois domínios e 

compreendendo o local de ligação do RNA (Rogers et al., 2002). 

Três isoformas do elF4A podem ser encontradas em mamíferos, 

denominados de eIF4AI, eIF4AII e eIF4AIII, com um elevado grau de similaridade 
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em sua sequência de aminoácidos. O eIF4AI e o eIF4AII encontram-se altamente 

relacionados, apresentando uma faixa de percentual de 90% à 95% de identidade 

a nível de seus aminoácidos. Já o eIF4AIII apresenta apenas 65% de semelhança 

referente às outras isoformas. O eIF4AI (DDX2A) é mais abundante e melhor 

estudado do que o eIF4AII, e embora apresentem atividades bioquímicas 

semelhantes in vitro, in vivo seus papeis podem não ser equivalentes (Chan et al., 

2004; Rogers et al. 2002).   

Algumas diferenças entre eles podem ser citadas, como por exemplo, a 

predominância da síntese do eIF4AI durante o crescimento celular ativo, enquanto 

que no eIF4AII é produzido durante a parada do crescimento. A supressão de 

eIF4AI leva a níveis aumentados de eIF4AII, mas essa alteração é insuficiente para 

compensar a morte celular resultante da perda de eIF4AI; eIF4AI é essencial para 

a sobrevivência celular, diferentemente do eIF4AII (Pelletier; Sonenberg, 2019). Já 

o EIF4AIII possui localização nuclear, e tem uma atividade diferenciada, 

participando durante o splicing do mRNA no complexo de junção dos éxons (EJC) 

(Merrick, 2015). Embora exiba atividade de ATPase dependente de RNA e 

atividade de helicase, o EIF4AIII não tem então um papel definido na tradução 

(Holzmann et al., 2000; Lu et al., 2014). 

 

2.4. Estrutura e função de RNA helicases 

 

 

As RNA helicases representam uma família enzimática altamente 

conservada ao longo da evolução, presente de organismos unicelulares, como 

leveduras, a mamíferos, desempenhando papéis indispensáveis em diversas 

funções celulares. Essas enzimas se destacam pela presença de motivos 
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conservados e pela necessidade de um nucleotídeo trifosfatado (NTP), geralmente 

adenosina trifosfato (ATP), para catalisar reações bioquímicas (Sloan; Bohnsack, 

2018). Elas exercem uma variedade de funções ligadas ao metabolismo do RNA, 

abrangendo processos como transcrição, processamento (splicing), transporte, 

tradução e degradação de mRNAs. Desempenham assim papéis fundamentais em 

mecanismos de expressão gênica, assegurando a precisão e a eficiência dos 

processos relacionados ao RNA (Cordin; Beggs, 2013; Hardwick; Luisi, 2013; 

Marintchev, 2013).  

No que diz respeito à sua estrutura, as RNA helicases possuem áreas com 

um alto nível de conservação, especialmente na sua região central, que inclui os 

domínios RecA (RecA1 e RecA2). Esses domínios apresentam até 12 motivos 

conservados, que estão relacionados à interação da RNA helicase com ATP e RNA. 

A maior parte das RNA helicases faz parte da superfamília de helicases 2 (SF2), 

sendo classificadas em subfamílias como DEAD/DExD-box e DEAH/DExH-box 

(Sloan; Bohnsack, 2018; Jarmoskaite; Russell, 2014; Linder; Jankowsky, 2011). 

Essas subfamílias possuem um padrão conservado de aminoácidos (Asp-Glu-Ala-

Asp/His), que formam a sigla DEAD ou DEAH. Embora a alanina esteja ausente e 

o último aspartato seja substituído por histidina na DExH-box, essa subfamília 

apresenta semelhanças estruturais com a subfamília DEAD-box, também chamada 

de DDX (Cordin et al., 2012; Cargill et al., 2021). No caso do domínio RecA1, este 

possui quatro motivos responsáveis pela ligação ao ATP (motivo Q, motivo I, motivo 

II e motivo III), sendo que o motivo "Q" não está presente na DEAH-box. Além disso, 

conta com dois motivos de ligação ao RNA (motivo Ia e Ib). Por outro lado, o 

domínio RecA2 é composto por um motivo VI, que regula a atividade da ATPase 
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durante o processo de desenrolamento de dsRNA, além de dois motivos de ligação 

ao RNA (motivos IV e V) (Figura 6) (Jarmoskaite and Russell 2010; Owttrim 2013).  

 

Figura 6: Esquema representativo dos domínios e motivos conservados de uma RNA helicase. 
 

 
 
 

Legenda: O núcleo da helicase apresenta dois domínios do tipo RecA, que ao todo contém 12 
motivos de sequência conservados. Os motivos estão coloridos em laranja, azul e amarelo, 
caracterizando suas funções primárias durante o ciclo da RNA helicase. As extremidades N e C 
terminais variam de forma significativa a depender do tipo de RNA helicase. 
Fonte: adaptado de [Sloan and Bohnsack, 2018] pela autora. 

 

Apesar das semelhanças estruturais entre as RNA helicases, diferenças na 

função bioquímica podem surgir, uma vez que exibem domínios auxiliares variáveis 

nas extremidades N e C-terminais, atribuindo especificidade à helicase em 

interações com RNAs específicos ou cofatores proteicos. Contudo, seus papéis 

ainda não foram totalmente elucidados no que diz respeito à compreensão total dos 

mecanismos moleculares que desempenham suas funções e participação na 

iniciação da tradução (Cargill et al., 2021). Neste sentido o eIF4A, associada ao 

início da tradução e interação com o complexo de iniciação a tradução eIF4F, é 

uma das RNA helicases DEAD-box mais bem caracterizadas e responsável por 

desempenhar um papel essencial na tradução geral (Rogers et al., 2002; Andreou, 

Klostermeier, 2013). 
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2.4.1. Papel das RNA helicases no processamento do mRNA em 

eucariotos  

 

A etapa de processamento do mRNA envolve uma série de proteínas e 

ribonucleoproteínas (RNP) que se juntam para formar o complexo spliceossomo. A 

montagem desse complexo ocorre por meio de interações ordenadas entre RNA-

RNA, RNA-proteína e proteína-proteína, sendo influenciada por mudanças 

conformacionais e composicionais nos componentes que o constituem. As RNAs 

helicases desempenham um papel crucial na remodelação desse complexo, 

desenovelando moléculas de RNA de fita dupla (dsRNA) e regulando as interações 

entre RNA e proteína. Nesse contexto, elas podem atuar tanto como chaperonas 

de RNA, facilitando as interações entre as moléculas do complexo, quanto como 

catalisadoras que utilizam a energia liberada pela hidrólise do ATP para promover 

as interações necessárias até que o processamento do mRNA seja concluído (De 

Bortoli et al., 2021; Liu; Cheng, 2015; Tanner; Linder, 2001). 

 

2.4.2. RNA helicases e sua ação na iniciação da tradução em 

eucariotos 

 

O fator eIF4A, estando associada ao complexo eIF4F, não é a única RNA 

helicase envolvida na iniciação da tradução. A descoberta da helicase DHX29, ou 

DExH-box 29, trouxe uma informação adicional sobre as regiões 5’ UTRs do mRNA 

durante este processo (Parsyan et al., 2009). Esta helicase tem a função de 

desenrolar estruturas de RNA estáveis na região 5’ UTR, facilitando o correto 

posicionamento do mRNA no ribossomo e permitindo uma análise base a base. Por 
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outro lado, a helicase DEAD-box chamada DDX6 em humanos e Dhh1 em 

leveduras, está envolvida no mecanismo de repressão da tradução e na renovação 

dos mRNAs, ação que se inicia pela interação com o complexo Ccr4-Not. Este 

complexo é responsável por mediar a degradação do mRNA, removendo a cauda 

poli (A) (deadenilação) e, em seguida, promovendo o decapeamento da 

extremidade 5’ do mRNA (Parker; Sheth, 2007; Pisareva et al., 2008; Buschauer et 

al., 2020). 

Com relação a helicase Vasa/DDX4 e a RNA helicase A (RHA/DHX9), essas 

participam da estimulação da tradução de mRNAs específicos, embora os 

mecanismos moleculares que sustentam essas funções ainda não estejam 

completamente esclarecidos. A Vasa/DDX4, por exemplo, interage diretamente 

com o fator de iniciação eIF5B, o que pode modular a tradução de subconjuntos 

específicos de mRNAs. De forma semelhante, a RHA/DHX9 atua de maneira 

seletiva sobre mRNAs celulares e retrovirais complexos, promovendo sua tradução. 

No entanto, a base molecular detalhada de como essas proteínas exercem tais 

funções permanece em grande parte não caracterizada (Parsyan et al., 2011; Shen; 

Pelletier, 2020). 

A Ded1p/DDX3 é outra RNA helicase que desempenha papéis importantes 

na iniciação da tradução, além de estar envolvida em outros processos do 

metabolismo do RNA, incluindo transcrição, splicing e transporte de pré-mRNA, 

embora muitos desses papéis ainda estejam em processo de elucidação (Parsyan 

et al., 2011; Shen; Pelletier, 2020). Esta proteína apresenta múltiplas funções, 

podendo tanto estimular quanto reprimir a tradução, dependendo do contexto 

celular. Evidências indicam que essa helicase também participa do transporte 

núcleo-citoplasma de RNA, bem como de eventos relacionados à segregação 
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cromossômica durante a mitose, à associação do complexo de junção exônica 

(EJC) e à dinâmica do spliceossomo (Lai et al., 2008; Pek; Kai, 2011; Topisirović et 

al., 2009; Ryan; Schröder, 2022). 

Pertencente à subfamília DDX3, a RNA helicase DDX3X é uma enzima 

humana que interage funcionalmente com os fatores de iniciação da tradução 

eIF4E e eIF3. Em leveduras, onde é denominada como Ded1p, apresenta papel 

análogo, associando-se inicialmente à uma forma inativa do complexo eIF4F de 

iniciação da tradução. Por meio de sua interação direta com eIF4G, Ded1p estimula 

a hidrólise de ATP, promovendo a ativação do complexo de iniciação e facilitando 

a varredura da subunidade ribossomal 43S ao longo do mRNA até o complexo 

eIF4F (Shih et al., 2011; Gulay et al., 2020; Sen et al., 2019). Durante esse 

processo, Ded1p atua no desdobramento de estruturas de dupla fita localizadas 

nas regiões 5’ UTR dos mRNAs, favorecendo o recrutamento ribossomal e o início 

eficiente da tradução. Notavelmente, Ded1p demonstra maior eficiência nesse 

desdobramento do que a própria helicase eIF4A (Lai et al., 2008; Hilliker et al., 

2011; Berthelot et al., 2003; Marsden et al., 2006). A subfamília Ded1/DDX3 

distingue-se pela presença de motivos estruturais específicos localizados nos 

domínios amino- e carboxil-terminal, incluindo o sinal de exportação nuclear (NES  

de Nuclear Export Signal) e o domínio de ligação ao eIF4E, ambos situados na 

região N-terminal da proteína (Mokdadi et al., 2021). 
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2.5 Complexos do tipo eIF4F na tradução em tripanosomatídeos 

 

Em tripanosomatídeos, as subunidades que compõem os complexos do tipo 

eIF4F têm sido alvo de investigações, as quais vêm contribuindo para o 

esclarecimento de seu papel na iniciação da tradução e para a caracterização de 

um padrão peculiar desses complexos em relação aos eucariotos convencionais. 

Múltiplos homólogos para as subunidades eIF4A, eIF4E e eIF4G foram então 

descritos, conservados em diferentes espécies de Leishmania e Trypanosoma, que 

se associam em múltiplos complexos do tipo eIF4F (de Melo Neto et al., 2016). 

Dos componentes do eIF4F de tripanosomatídeos, são descritos: dois 

homólogos do eIF4A, mas apenas um deles, o EIF4AI, atuante na tradução (Dhalia 

et al., 2006; Yoffe et al., 2004, 2006); seis referentes ao eIF4E (Freire et al., 2014); 

e cinco homólogos de eIF4G (Dhalia et al., 2005). Todos esses homólogos exibem 

um dado grau de conservação funcional entre as diferentes espécies dessa família. 

Os EIF4E3 e EIF4E4 são os homólogos de eIF4E mais longos em decorrência da 

presença de extensões N-terminais sem equivalentes nos demais eIF4Es. Ambos 

também são capazes de participar de interações que promovem a formação de 

complexos típicos de eIF4F (Freire et al., 2011). Dois principais complexos foram 

então caracterizados nesses organismos (Figura 7), que envolvem os dois 

homólogos citados de eIF4E: EIF4E4/EIF4G3/EIF4AI e EIF4E3/EIF4G4/EIF4AI 

(Freire et al., 2011, 2017; Moura et al., 2015). O primeiro deles foi o primeiro a ser 

associado a um papel importante na iniciação da tradução e suas subunidades 

eIF4E e eIF4G foram encontradas em Leishmania associadas a polissomas após 

fracionamento em gradientes de sacarose (Yoffe et al., 2009).  
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Figura 7: Dois complexos do tipo eIF4F encontrados em tripanosomatídeos. 

Legenda: O EIF4E4 compõe um primeiro complexo, interagindo com EIF4G3, EIF4AI e o homólogo 
PABP1 através de sua extremidade N-terminal. Por outro lado, o EIF4E3 interage com o EIF4G4 
em um segundo complexo que presumivelmente se associa a PABP2 (um segundo homólogo de 
PABP), ao EIF4AI e também a outras helicases.  
Fonte: adaptada de [Freire et al., 2017] pela autora. 
 

2.5.1 Homólogos de eIF4G em tripanosomatídeos 

 

Os cinco homólogos distintos de eIF4G de tripanosomatídeos (denominados 

EIF4G1 a EIF4G5) foram originalmente identificados através de pesquisas usando 

o domínio HEAT1-MIF4G de mamíferos como consulta contra as sequências do 

genoma de L. major. Todos os cinco polipeptídeos identificados partilham o domínio 

central conservado HEAT1-MIF4G e, em pesquisas, recíprocas do BLAST contra 

sequências de mamíferos, plantas e leveduras, produziram homólogos de eIF4G 

como as proteínas mais semelhantes (Dhalia et al., 2005; Santos et al., 2019). Os 

ortólogos de todas as cinco proteínas foram facilmente identificáveis em outras 

espécies de tripanosomatídeos, mas além de EIF4G3 e EIF4G4, que estão 

claramente relacionados, a homologia entre essas proteínas é restrita ao domínio 

HEAT1-MIF4G (Moura et al., 2015).  

Tanto em T. brucei quanto em Leishmania, foi posteriormente demonstrado 

que EIF4G3 e EIF4G4 se ligam especificamente a dois homólogos diferentes de 

eIF4E, EIF4E3 e EIF4E4, formando complexos distintos do tipo eIF4F que foram 
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implicados na síntese de proteínas e foram posteriormente estudados em mais 

detalhes (Yoffe et al., 2009; Freire et al., 2011; Zinoviev et al., 2012; Tupperwar et 

al., 2020). 

 

2.5.2 Homólogos de eIF4E em tripanosomatídeos 

 

Os estudos iniciais realizados com o objetivo de caracterizar os homólogos 

de eIF4E de tripanosomatídeos foram baseados em pesquisas de homologia 

utilizando sequências de eIF4E de mamíferos ou leveduras como consultas contra 

sequências genômicas de Leishmania. Isso resultou na identificação de quatro 

homólogos que foram posteriormente direcionados para estudos funcionais (Dhalia 

et al., 2005; Yoffe et al., 2009; Freire et al., 2011). Posteriormente, dois outros 

homólogos de eIF4E, mais divergentes em sequência, foram identificados em T. 

brucei, com ortólogos em outras espécies de tripanosomatídeos (Freire et al., 

2014). Foram então identificados seis homólogos de eIF4E de tripanosomatídeos 

(EIF4E1 a E6), conservados em espécies de Leishmania e Trypanosoma e que 

podem ser pareados em três grupos distintos, com base em propriedades 

estruturais e moleculares e em parceiros proteicos associados (Freire et al., 2017). 

Os EIF4E3 e EIF4E4 têm a capacidade de interagir com homólogos de 

eIF4G formando potenciais complexos eIF4F: EIF4E3 liga-se a EIF4G4 e EIF4E4 

a EIF4G3, e ambos os complexos podem interagir com EIF4AI. Para o EIF4E4 de 

L. infantum, que teve sua fosforilação caracterizada mais detalhadamente, este foi 

encontrado constitutivamente expresso nos dois estágios do ciclo celular do 

parasita, e a fosforilação foi vista como típica de crescimento exponencial em 



27 

 

 

ambas as fases da vida do seu ciclo de vida (Zinoviev et al., 2011 e 2012; Freire et 

al., 2011; de Melo Neto et al., 2015). 

 

2.5.3 Homólogos de eIF4A em tripanosomatídeos 

 

O primeiro fator de iniciação da tradução identificado em tripanosomatídeos 

foi um homólogo de eIF4A, identificado após a triagem de uma biblioteca de 

expressão genômica de Leishmania braziliensis para proteínas imunologicamente 

relevantes (de Melo Neto et al., 2016). Posteriormente, um segundo homólogo foi 

descrito em L. major, inicialmente chamado EIF4A2, e hoje conhecido como 

EIF4AIII, por se tratar do ortólogo funcional do EIF4AIII presente em mamíferos 

(Dhalia et al., 2006). Ambos os homólogos, EIF4AI e EIF4AIII, estão conservados 

em T. brucei com análises de sequência revelando identidades de 88% e 82%, 

respectivamente, para EIF4AI e EIF4AIII, quando comparados aos seus ortólogos 

em L. major (Dhalia et al., 2005). Nas bases de dados, essas proteínas são as mais 

próximas do eIF4A humano, compartilhando mais de 50% de identidade, além da 

presença dos motivos característicos das RNA helicases da família DEAD-box 

(Dhalia et al., 2006). 

Além de compartilharem mais de 50% de identidade com o eIF4A humano, 

os EIF4AI e EIF4AIII em tripanosomatídeos também apresentam similaridades com 

outros eucariotos quanto à sua abundância, localização subcelular e funções 

relacionadas à tradução. O EIF4AI é a forma mais abundante, com localização 

citoplasmática, e demonstra capacidade de interagir com o domínio HEAT das 

proteínas EIF4G3 e EIF4G4, indicando sua participação ativa na iniciação da 

tradução. Em contraste, o EIF4AIII é menos abundante, possui localização 
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predominantemente nuclear, e não participa do processo de iniciação da tradução, 

o que sugere um papel voltado para o metabolismo de RNAs no núcleo (Dhalia et 

al., 2005, 2006). 

 

2.6 Outras RNA helicases atuantes na iniciação da tradução em 

tripanosomatídeos 

 

Como citada acima, as RNA helicases da família DEAD-box são enzimas 

que desempenham papéis cruciais na remodelação de estruturas de RNA, 

desestabilizando ou desenrolando estruturas secundárias para facilitar processos 

celulares. Nos tripanosomatídeos, como T. brucei e Leishmania spp., essas 

helicases devem estar envolvidas em uma variedade de funções celulares, 

incluindo a iniciação da tradução (Gargantini et al., 2012). Além do fator EIF4AI, 

outras RNA helicases da família DEAD-box precisam ser estudadas, pois essas 

podem desempenhar uma função tão crucial quanto o EIF4AI no início da tradução, 

em conjunto com diferentes complexos do tipo eIF4F (Brito et al., 2024; Abdelkrim 

et al., 2018; Moura et al., 2015). 

  

2.6.1 DED1-1 (HEL67) e DED1-2  

 

A helicase Ded1p/DDX3 pode tanto estimular quanto inibir a tradução, além 

de desempenhar funções no transporte de mRNAs entre o núcleo e o citoplasma e 

participar de eventos como a segregação cromossômica durante a mitose, a 

associação com o EJC (complexo de junção exônica) e o spliceossomo (Yedavalli 

et al., 2004; Pek; Kai, 2011; Topisirović et al., 2009). Com o avanço das pesquisas 
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em bancos de dados genômicos de Leishmania e Trypanosoma, foram 

identificadas duas proteínas parálogas da Ded1/DDX3. Essas proteínas 

compartilham aproximadamente 67% de similaridade de sequência, sugerindo que 

tenham se originado a partir de um evento de duplicação gênica de um gene 

ancestral comum. As duas variantes identificadas, denominadas DED1-1 (também 

conhecida como HEL67) e DED1-2 (também referida apenas como DED1), foram 

primeiramente descritas em Leishmania, onde se observou que sua expressão é 

diferencial ao longo do ciclo de vida do parasita. A DED1-1/HEL67 é mais 

abundante na fase promastigota, enquanto a DED1-2 predomina na fase 

amastigota (Zinoviev et al., 2012).  

A partir de análises bioinformáticas envolvendo a sequência consenso de 

um subconjunto da subfamília Ded1/DDX3, foi possível identificar que as proteínas 

DED1-2 e DED1-1/HEL67 de Leishmania infantum e Trypanosoma brucei 

compartilham parcialmente características estruturais e funcionais (Floor et al., 

2016; Mokdadi et al., 2021). No caso específico da DED1-1/HEL67, essa proteína 

tem se mostrado essencial para o metabolismo de RNA, além de desempenhar 

papéis fundamentais na infectividade e diferenciação celular em L. infantum e L. 

major. Um estudo funcional em L. infantum demonstrou que a deleção genômica 

de DED1-1/HEL67 resultou em uma redução significativa do crescimento das 

formas promastigotas, além de prejudicar a diferenciação para a forma amastigota 

(Satish Chandra Pandey et al., 2020; Padmanabhan et al., 2012, 2016). 

Em L. donovani, a DED1-1/HEL67 também se mostrou relevante como alvo 

vacinal, uma vez que uma vacina candidata contra a leishmaniose visceral foi 

proposta com base na mutação nula da DED1-1/HEL67 (LdHel67⁻/⁻), que impediu 

a diferenciação para amastigotas axênicos. Como consequência, os parasitas 
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tornaram-se incapazes de infectar hamsters, além de induzirem uma resposta 

imune protetora sugerindo o potencial dessa abordagem para estratégias 

profiláticas em leishmanioses causadas por L. infantum (Satish Chandra Pandey; 

Pande; Samant, 2020). 

Estudos subsequentes sobre o processo de iniciação da tradução nos 

tripanosomatídeos demonstraram que ambas as proteínas homólogas de 

Ded1p/DDX3 se associam ao complexo de ligação ao cap, sugerindo funções 

específicas na regulação da tradução em diferentes estágios do desenvolvimento 

(Zinoviev et al., 2011; Hilliker et al., 2011). Ensaios realizados em Leishmania 

infantum e Leishmania amazonensis, confirmaram a presença das proteínas DED1-

1/HEL67 e DED1-2 associadas ao complexo EIF4E3/EIF4G4 em ambas as 

espécies de Leishmania. Esses resultados sugerem uma possível conservação 

funcional dessas RNA helicases DEAD-box e sua associação com um dos 

complexos semelhantes ao eIF4F mais bem caracterizados em tripanosomatídeos. 

A conservação dessas interações entre diferentes espécies reforça a relevância do 

complexo EIF4E3/EIF4G4 como um elemento chave na regulação da tradução em 

Leishmania, além de destacar o papel funcional de helicases como a DED1-

1/HEL67 em processos pós-transcricionais relacionados ao desenvolvimento e 

infectividade do parasita (Brito, 2023). 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar de forma comparativa, o perfil de proteínas co-precipitadas com as 

helicases EIF4AI e DED1-1/HEL67, bem como a associação destas com complexos 

do tipo eIF4F de Leishmania infantum na fase exponencial da forma promastigota 

do parasita. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

● Avaliar o perfil de expressão das proteínas EIF4AI e DED1-1/HEL67 

fusionadas a epítopo específico, em linhagens transgênicas de Leishmania 

infantum. 

Definir o perfil completo de proteínas co-precipitadas com as helicases 

EIF4AI e DED1-1/HEL67, na fase exponencial da forma promastigota do parasita. 

● Identificar possíveis associações das helicases-alvo com complexos do 

tipo eIF4F, bem como com demais fatores envolvidos na iniciação da tradução. 

● Determinar os compartimentos celulares das proteínas associadas às RNA 

helicases-alvo. 
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4. Material e Métodos 

 

A Figura 8 apresenta uma síntese das abordagens metodológicas que foram 

realizadas neste trabalho para avaliar a interação das helicases EIF4AI e DED1-

1/HEL67 com complexos do tipo eIF4F e outras proteínas associadas ao 

metabolismo de RNAs de Leishmania infantum. 

 

Figura 8: Etapas dos procedimentos metodológicos.  

Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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4.1 Extração do DNA genômico de L. infantum  

 

Para a etapa de extração de DNA genômico, células de L. infantum em meio 

Schneider foram cultivadas até atingirem uma concentração de 1x10^7 em 10 ml. 

Após centrifugações (~3000xg por 10 minutos), obteve-se um sedimento de cerca 

de 1x108 células. O sedimento resultante foi ressuspendido com o tampão 

apropriado para a lise celular e extração do DNA, seguindo o protocolo do kit de 

extração “DNeasy Mini Kit (Qiagen)”. Para isso ao sedimento foi adicionado 500 µl 

do reagente DNAzol e, após ressuspensão branda, adicionado 500 µl de etanol, 

sendo pipetado pela parede do tubo lentamente. Após adição do etanol, e 

homogenização branda, o DNA precipitado foi retirado com o auxílio de alça 

bacteriológica, e transferido para um novo tubo e ressuspendido em 200 μl de água 

ultrapura. O DNA em solução foi então quantificado no NanoDrop e, em paralelo, 

avaliado em um gel de agarose 1%, para confirmação da qualidade do DNA obtido.  

 

4.2 Desenho de primers 

 

Para realizar a reação em cadeia da polimerase (PCR) dos genes de 

interesse EIF4AI (LINF_010012800) e DED1-1/HEL67 (LINF_320009100), foi 

realizado o desenho dos primers de cada um dos genes, utilizando o banco de 

dados TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/) para se adquirir a sequência 

de nucleotídeos de cada gene. Em seguida, através do programa de APE ou 

EditSeq foi realizado o desenho dos primers de cerca de 20 nucleotídeos. 
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4.3 PCR - Reação em cadeia da polimerase  

 

Para amplificação dos genes de interesse, foi realizada a reação em cadeia 

da polimerase (PCR), tendo como molde o DNA genômico extraído de L. infantum, 

utilizando diferentes condições para cada gene que seria amplificado. Foram 

amplificados os genes codificantes do EIF4AI (LINF_010012800) e DED1-1/HEL67 

(LINF_320009100) seguindo as condições recomendadas pelo sistema Phusion® 

High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Thermo Scientifico®) e 

determinando a temperatura de anelamento de cada primer através da ferramenta 

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Sequências dos primers utilizados para amplificação dos genes. 

Primers Sequência 5’-3’ 
Tamanho do 

amplicon 

EIF4AI F GGATCCATGGCGCAGAATGATAAGATCG 

1212 pb 

EIF4AI R AAGCTTCTCGCCAAGGTAGGCAGCGA 

DED1-1/HEL67 F GCGGATCCATGTATAAGAATCAGGCG 

1845pb 

DED1-1/HEL67 R AAGCTTCTGACCAAAGACGTCAGA 

 

Legenda: Sequências sublinhadas correspondem aos sítios de enzimas de restrição utilizados; 
AAGCTT – HindIII (vermelho) e GGATCC – BamHI (azul).   

Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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4.4 Purificação de DNA  

 

Os fragmentos amplificados, após serem submetidos à eletroforese em gel 

de agarose 1% e visualizados em fotodocumentador, foram purificados com 

excisão da banda correspondente ao tamanho do gene. A purificação foi realizada 

por meio do sistema “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Cytiva)”, 

seguindo o protocolo do fabricante.  

 

4.5 Clonagem em pGEM®-T Easy 

 

Para a clonagem, foi realizada primeiro a adenilação dos fragmentos 

amplificados com a enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) com a reação 

incubada em termociclador a 72°C por 30 min. A reação de ligação no plasmídeo 

pGEM®-T Easy foi então realizada de acordo com o fabricante pGEM®-T Easy 

Vector Systems (Promega), incubando-se em termociclador a 16ºC por 16 h. 

 

4.6 Transformação bacteriana e extração de DNA plasmidial 

 

Para realização da transformação bacteriana com as construções 

plasmidiais no vetor pGEMT-Easy foi utilizado o protocolo de choque térmico em 

bactéria Escherichia coli linhagem Top10. Para isso, cerca de 50 µL das células 

competentes de E. coli foram transformadas com metade da ligação contendo o 

DNA recombinante, submetendo a amostra a uma incubação inicial por 30 minutos 

em gelo, seguida de 45 segundos em 42°C e 2 minutos em gelo. As transformações 

foram então semeadas em placa de Petri contendo meio Ágar LB (Luria Bertani) 
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sólido, com adição de ampicilina (100 µL/mL) e previamente suplementado com X-

GAL (50 mg/mL) e IPTG - Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (1 M) em proporção 

molar 1:2. Colônias brancas foram inoculadas em meio LB líquido e incubadas em 

agitador orbital à 37ºC por aproximadamente 16 horas. Em seguida, a extração 

plasmidial foi realizada utilizando o sistema Quick-DNA™ Miniprep Kit - Zymo 

Research, conforme orientações do fabricante. Para se confirmar a extração e a 

clonagem, os plasmídeos foram submetidos à digestão enzimática com a enzima 

de restrição EcoRI (New England Biolabs), com sítios de corte presente no vetor. 

 

4.7 Sequenciamento de DNA 

 

Com a confirmação do padrão de digestão característico a cada gene alvo 

desse estudo, as amostras de DNA recombinante oriundas da clonagem foram 

enviadas para sequenciamento capilar de Sanger ABI Prism 3100 (Applied 

Biosystems®) disponível no Núcleo de Plataforma Tecnológica do Instituto Aggeu 

Magalhães - Fiocruz, Pernambuco. A integridade das sequências foi então validada 

através de comparação com o gene de referência correspondente ao gene clonado, 

anexada juntamente com os clones sequenciados em programas como Seqman e 

SeqBuilder (DNASTAR®). 
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4.8 Subclonagem dos genes em vetor de expressão de Leishmania 

infantum 

 

Após a confirmação do sequenciamento, foi realizada a recuperação dos 

insertos clonados no vetor pGEM®-T Easy, através de uma dupla digestão com as 

enzimas BamHI e HindIII das construções no pGEM®-T Easy. De forma paralela 

também foi realizada, através de dupla digestão com BamHI e HindIII, a 

recuperação do vetor pSP-BT1-YneoαIR-HA. O vetor pSP-BT1-YneoαIR, além de 

conter o gene de resistência à neomicina como marcador de seleção, codifica o 

peptídeo HA (hemaglutinina) à jusante do sítio de clonagem HindIII (Figura 9). Uma 

extração plasmidial contendo este vetor também foi submetida à digestão de 5 µg 

do seu conteúdo com as mesmas enzimas utilizadas para a liberação dos insertos. 

Os fragmentos de ambas as digestões foram purificados por meio do sistema 

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, seguindo o recomendado pelo 

fabricante. 

 

Figura 9: Esquema do plasmídeo pSP-BT1-YneoαIR. O plasmídeo pSP-BT1-YneoαIR provém de 

alterações do pSP72. 
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Legenda: As modificações envolvem a adição da ORF do BT1 contendo o gene de resistência à 
neomicina e de uma sequência codificante do epítopo de hemaglutinina após o sítio HindIII. Fonte: 
adaptada de [Padmanabhan et al. 2012; Cavalcanti, 2018] pela autora. 
 

 

Para a subclonagem, o vetor linearizado e purificado foi utilizado para a 

ligação com os insertos pela ação da T4 DNA ligase (New England Biolabs). A 

reação de ligação passou pelos mesmos processos de transformação bacteriana, 

extração plasmidial, confirmação por digestões e envio para o sequenciamento e 

as análises de sequências, como previamente descrito. 

 

4.9 Cultivo e transfecção de células de Leishmania infantum 

 

Células de Leishmania infantum (cepa: JPCM5) foram mantidas em 

crescimento logarítmico através de repasses em meio Schneider pH 7,2 com 

suplementação de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 0,1% de solução de Penicilina 

e Streptomicina (Sigma-Aldrich). O crescimento se deu em estufa BOD a 26ºC. As 

células foram transfectadas, com DNAs epissomais e, após recuperação, o seu 

crescimento foi acompanhado através da contagem de células a partir de inóculos 

de 1x106 células por mL. O acompanhamento diário permitiu a observação da 

densidade celular, motilidade, morfologia e viabilidade dessas linhagens. Para cada 

transfecção, aproximadamente 2,5x108 células promastigotas de L. infantum em 

fase exponencial foram utilizadas para a realização de eletroporação com o DNA 

recombinante. Após centrifugação (~1700xg por 5 minutos) de volume compatível 

com a quantidade de células necessária, o sedimento gerado foi lavado com 1 mL 

de tampão Hepes-NaCl pH 7,05 (Hepes 20 mM, NaCl 85 mM, KCl 5 mM, Na2PO4 

0,7 mM e glicose 20 mM) e ressuspendido em 450 μl do mesmo tampão. Em 
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seguida, as células foram tranferidas para cuvetas de eletroporação de 2 mm (Bio-

Rad) contendo de 5 a 10 μg do DNA plasmídial a ser transfectado e então, mantidas 

no gelo durante 10 minutos. Para o controle negativo foi utilizado o mesmo 

procedimento, porém sem a presença de DNA. 

As células foram eletroporadas com 1 pulso de 450 Volts e capacitância de 

500 μF, utilizando o eletroporador Gene Pulser Xcell™ system (BIO-RAD). Após o 

choque, o material foi repassado para meio Schneider pH 7,2 e incubado na B.O.D 

a 26ºC, por 24 horas, antes da pré-seleção no mesmo meio em presença de 

neomicina G418 a 0,04 mg/mL. Na seleção final foi feita a passagem de 1 mL da 

pré-seleção em 9 mL de meio Schneider com neomicina G418 a 0,08 mg/mL, com 

as culturas incubadas em B.O.D à 26ºC por aproximadamente 15 dias ou até 

apresentarem crescimento celular consistente.  

 

4.10 Obtenção do extrato total  

 

Cerca de 2x108 células de L. infantum em crescimento exponencial, 

transgênicas ou não, foram centrifugadas por ~1700xg por 5 minutos e 

posteriormente lavadas em tampão fosfato salino (PBS) à 4ºC. Após uma nova 

centrifugação, o sedimento foi ressuspendido em tampão de amostra para gel de 

SDS-PAGE (15% SDS, 1 M Tris-HCl, 50% glicerol, azul de bromofenol, 50 µL/mL 

de 2-mercaptoetanol, pH 6,8) e submetido à fervura a 100ºC por 5 minutos, seguido 

de armazenamento à -80ºC para posterior fracionamento em gel SDS-PAGE e 

análise por ensaio de Western-blot. Vale ressaltar, que a concentração final foi de 

5x105 células/µL, onde 10 µL foram aplicados por poço, resultando em um total de 

5x106 por poço do gel.  
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4.11 Curva de crescimento celular  

 

A princípio, foi realizada uma expansão celular tendo de início 1x106 células 

por mL de meio, sendo incubadas durante cerca de 48 a 72 horas em estufa B.O.D 

a 26ºC, permitindo que as células pudessem atingir a fase final de crescimento 

exponencial (2x107 células/mL). Após 72 horas, foi realizada a contagem em 

câmara de Neubauer, com o intuito de diluir as culturas para fase exponencial, em 

uma concentração de 106 células/mL (estágio inicial 0h). Em 0h, 24h, 48h, 72h, 96h 

e 120h pós-curva, foram retiradas alíquotas das culturas, correspondendo a uma 

concentração total de 5x107 células. A cada dia, as alíquotas foram centrifugadas a 

~1700xg por 5 minutos e o sedimento resultante ressuspenso em 100 μL de tampão 

de corrida para SDS-PAGE (10% SDS, 1 M Tris-HCl pH 6.8, 50% glicerol, azul de 

bromofenol e 50 μl/mL de 2-mercaptoetanol). Posteriormente, foram submetidas à 

fervura por 3 minutos a 100°C e aplicado 10 µL de cada amostra no gel SDS-PAGE 

para posterior análise da expressão proteica por Western-blot (WB). 

 

4.12 Western-blot (WB) 

 

As amostras de extratos proteicos foram submetidas ao ensaio de Western-

blot onde, após corrida eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%, as 

proteínas no gel foram transferidas para membrana de PVDF (Immobilon-P, 

Millipore®) através do equipamento Power Blotter XL System (ThermoFischer). A 

membrana foi então bloqueada durante uma hora em solução de leite 5% contendo 

TBS-Tween-20 1% (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 7,5) a temperatura 
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ambiente. Foi feita então a incubação de anticorpos primários anti-Hemaglutinina 

(Abcam) na diluição de 1:3000 ou 1:5000, em solução de leite 5% em TBS-Tween-

20 1% durante uma hora. Após três lavagens em TBS-Tween-20 1% por dez 

minutos cada, foi realizada a incubação do anticorpo secundário (anti-IgG de 

camundongo conjugado com peroxidase) (Jackson) na diluição de 1:10000 em 

solução de leite 5% em TBS-Tween-20 1% por mais uma hora, seguida de mais 

três lavagens com TBSTween-20 1% por dez minutos cada lavagem. A revelação 

das bandas se deu por meio de uma reação de quimiluminescência com a adição 

do Immobilon Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore) durante dois minutos, 

com leitura através do equipamento iBright Imaging Systems (Thermo Fischer 

Scientific), com exposições que variaram entre dez segundos e três minutos, de 

acordo com a intensidade das reações. 

 

4.13 Preparação de lisados celulares 

 

Para a obtenção de fração citoplasmática, células de L. infantum 

expressando as proteínas EIF4AI e DED1-1/HEL67 fusionadas ao epítopo 

marcador HA, ou células não transfectadas (controle negativo), foram expandidas 

em triplicata com densidade inicial de 1x106 por mL em 30 mL, tendo atingido a 

fase final do seu crescimento exponencial entre 48 e 72 horas. Ao atingir a 

densidade esperada (1x107) foram retiradas alíquotas para preparação de extrato 

celular e para se confirmar a presença das proteínas de interesse por SDS-PAGE 

e Western-blot, como já descrito. Na preparação dos lisados celulares, fração 

citoplasmática, sedimentos celulares coletados como já descrito, com um total de 

1x108 células, foram primeiro lavados com PBS gelado contendo 10% de solução 
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de inibidores de protaease (EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail da Roche®). Os 

novos sedimentos foram então ressuspendidos em tampão de lise (20 mM HEPES-

KOH pH 7,4, 75 mM CH3CO2K, 4 mM C4H6MgO4, 2 mM de DTT), também 

suplementado com o inibidor de protease citado anteriormente, e submetidos ao 

processo de lise por cavitação, utilizando cilindro de alta pressão de nitrogênio, com 

pressão atmosférica de 70 Bar por 15 minutos, a 4ºC. Após lise por descompressão, 

as amostras foram centrifugadas por 10 minutos à ~19000xg à 4ºC, com o 

sobrenadante, o lisado celular ou fração citoplasmática solúvel, armazenado a -

80°C.  

 

4.14 Ensaios de imunoprecipitação e análise por espectrometria de 

massas 

 

Nestes ensaios foi utilizada resina formada por microesferas magnéticas 

(beads magnéticas) anti-HA (Pierce™ Anti-HA Magnetic Beads Thermo 

Scientific™), previamente lavada três vezes com 500 µL PBS a 4ºC contendo 

inibidores de proteases (EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche®). Nos 

ensaios, realizados em triplicata para cada proteína e controle negativo, 5 µL da 

resina lavada foram incubados com 250 µL de lisado celular sob agitação branda 

por 30 minutos a 4ºC. Após separação da resina, o sobrenadante depletado foi 

coletado e a resina lavada três vezes com PBS, como já descrito. A eluição das 

proteínas retidas na resina foi realizada por ressuspensão em 50 µL da solução 

SDS 2% + DTT 10mM e aquecimento a 99ºC por 5 minutos. Os sobrenadantes 

correspondentes às imunoprecipitações, foram então acondicionados a -80°C para 

posterior envio para análise por espectrometria de massas. Alíquotas dos lisados 
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depletados, imunoprecipitados e resina pós-imunoprecipitação foram separadas 

para análise por SDS-PAGE e Western-blot com anticorpo anti-HA para 

confirmação da eficiência das IPs.  

Após a confirmação, as imunoprecipitações foram enviadas em gelo seco 

para o núcleo de Plataforma Tecnológica de Espectrometria de Massas do Instituto 

Carlos Chagas (Fiocruz - Curitiba) e após tripsinização foram direcionadas para 

análise por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-

MS/MS) no sistema de alta resolução Orbitrap Exploris 120 (Thermo Fischer 

Scientific). A análise dos dados se deu através da identificação de peptídeos que 

co-precipitaram com as proteínas de interesse. 

Ao receber as análises, a identificação dos peptídeos foi realizada no 

software MaxQuant, utilizando os espectros de MS/MS obtidos na análise 

proteômica e o banco de proteínas do TriTrypDB. Para a análise estatística, foi 

utilizado o software Perseus. Inicialmente, os arquivos proteinGroups.txt gerados 

pelo MaxQuant foram importados e processados, sendo excluídas todas as 

entradas identificadas como contaminantes, reverse hits ou identificações apenas 

por site. As intensidades LFQ foram transformadas para escala log₂, a fim de 

normalizar a distribuição dos dados. 

As amostras foram agrupadas em duas categorias: proteína alvo e controle 

negativo, e para cada proteína foi calculada a diferença média de abundância entre 

os grupos. A comparação foi realizada por meio de teste t bilateral, que avalia 

diferenças de média em ambas as direções (aumento ou redução de abundância). 

Para minimizar o risco de falsos positivos decorrentes de múltiplos testes 

simultâneos, aplicou-se a correção de Benjamini–Hochberg, com False Discovery 
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Rate (FDR) estabelecido em 0,05. Os valores de p obtidos foram convertidos em 

−log₁₀(p) para posterior representação gráfica. 

Os resultados foram visualizados em Volcano plots, nos quais o eixo X 

representa a diferença média entre os grupos (em escala log₂) e o eixo Y indica a 

significância estatística (−log₁₀(p)). Proteínas localizadas acima do limiar de 

significância e com variação positiva ou negativa acima dos limites estabelecidos 

foram consideradas diferencialmente expressas. 
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5. Resultados  

 

5.1 Amplificação dos genes  

 

Os genes codificantes das proteínas EIF4AI (LINF_010012800) e DED1-

1/HEL67 (LINF_320009100), foram amplificados apresentando os tamanhos 

esperados de 1212 pb e 1845 pb, respectivamente, conforme mostra a Figura 10. 

Com essa confirmação, os fragmentos foram purificados, quantificados e 

submetidos à adenilação para clonagem no vetor pGEM®-T Easy. 

 

Figura 10: Amplificação dos genes das RNA helicases de Leishmania infantum. 

 

Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando o produto da amplificação por PCR dos 

genes EIF4AI e DED1-1/HEL67. Amplicons correspondentes ao tamanho de: (A) 1212 pb para 

EIF4AI e (B) 1845 pb para DED1-1/HEL67. M - À esquerda o marcador de peso molecular 1 Kb plus 

DNA Ladder (Invitrogen).  

Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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5.2 Clonagem em vetor pGEM T-Easy 

 

Após a purificação e adenilação, os genes das helicases foram clonados no 

vetor pGEM®-T Easy e utilizados para transformar células competentes de E. coli. 

O crescimento das colônias permitiu à amplificação do DNA recombinante, 

confirmando o sucesso da clonagem. Em seguida, o DNA plasmidial foi extraído 

por minipreparações e submetido à digestão enzimática com EcoRI, HindIII e 

BamHI, conforme mostrado na Figura 11. Os resultados obtidos demostram o 

sucesso da clonagem, com a liberação dos fragmentos nos tamanhos esperados: 

1212 pb para EIF4AI e 1845 pb para DED1-1/HEL67, juntamente com o tamanho 

do vetor pGEM®-T Easy de aproximadamente 3000 pb. 

Figura 11: Digestão em pequena escala das clonagens dos genes EIF4AI e DED1-1/HEL67, com 

as enzimas BamHI e HindIII. 

 

 

Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a digestão enzimática das construções 
formadas pelos genes das RNA helicases com o vetor pGEM®-T Easy. (A) Digestão do gene 

EIF4AI/pGEM®-T Easy liberando o fragmento de 1212 pb. (B) Digestão do gene DED1-

1/HEL67/pGEM®-T Easy liberando o fragmento de 1845 pb. C: clone. M: À direita dos géis, o 

marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).  
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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Posteriormente, foi realizada uma confirmação da integridade da sequência 

do DNA clonado por meio de sequenciamento capilar de Sanger. Os clones de cada 

gene foram submetidos a essa análise e foi constatado 100% de identidade da 

sequência de DNA com o seu gene de referência correspondente no banco de 

dados do TritrypDB. 

 

5.3 Subclonagem  

 

A integridade e identidade das sequências correspondentes aos fragmentos 

clonados foram confirmadas por sequenciamento, e um clone representativo de 

cada construção (pGEM®-T Easy-EIF4AI e pGEM®-T Easy-DED1-1/HEL67) foi 

selecionado para digestão enzimática em larga escala. Os fragmentos obtidos 

foram então ligados ao plasmídeo derivado do vetor pSP-BT1-Y-Neo-alfa 

(Padmanabhan et al., 2012), modificado pela inserção de oligonucleotídeos 

codificando para o peptídeo HA imediatamente após o sítio de HindIII. Este 

plasmídeo pode ser utilizado com sequências codificadoras onde o sítio desta 

enzima tenha sido adicionado imediatamente antes do códon de parada, de forma 

que este códon esteja ausente do fragmento amplificado. O referido vetor permite 

a integração de genes heterólogos dentro do gene BT1 de L. infantum, conferindo 

resistência à neomicina e expressão constitutiva das proteínas de interesses. Com 

isso, as células de L. infantum transfectadas expressam tanto as proteínas 

endógenas quanto as proteínas contendo as sequências marcadoras, 

possibilitando a análise dos efeitos desta superexpressão. 

A subclonagem dos genes de interesse entre os sítios BamHI/HindIII do 

vetor pSPBT1-Y-Neo-alfa-HA permitiu então a obtenção das seguintes construções 

plasmidiais: EIF4AI/pSP-BT1-Y-Neo-alfa e DED1-1/HEL67/pSP-BT1-Y-Neo-alfa-
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HA. Estas foram confirmadas por digestão utilizando as enzimas BamHI/HindIII, 

liberando assim os fragmentos esperados (Figura 12). 

 

Figura 12: Genes EIF4AI e DED1-1/HEL67 inseridos no vetor pSP-BT1-YNeo-alfa-HA – 
confirmação de subclonagem. 

 
Legenda: Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a digestão enzimática das construções 
formadas pelos genes das RNA helicases com o vetor pSPBT1-Y-Neo-alfa-HA. (A) Digestão do 

gene EIF4AI/ pSPBT1-Y-Neo-alfa-HA liberando o fragmento de 1212 pb. (B) Digestão do gene 

DED1-1/HEL67/pSPBT1-Y-Neo-alfa-HA liberando o fragmento de 1845 pb. C: clone. M: À esquerda 

dos géis, o marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).  
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 

5.4 Análise da superexpressão das proteínas fusionadas a HA em L. 

infantum 

 

Células na fase exponencial foram utilizadas na preparação de extratos 

celulares para fracionamento em gel SDS-PAGE e lisados citoplasmáticos, para 

uso futuro em ensaios de imunoprecipitação. As células transfectadas não sofreram 

nenhuma mudança morfológica ou de motilidade que pudesse ser observada em 

visualização em microscópio óptico. 



49 

 

 

Ao concluir a seleção das transfecções, foram realizados três repasses por 

repique com antibiótico neomicina G418 (0,08 mg/mL) (Sigma) em meio Schneider 

pH 7,2 e seu crescimento foi acompanhado diariamente por visualização em 

microscópio invertido. Foram produzidos então extratos proteicos, com o intuito de 

confirmar a expressão das proteínas através de ensaio de Western blot com o uso 

do anticorpo anti-HA (Abcam®). Com a revelação da reação, foi possível identificar 

a expressão das proteínas fusionadas com o epítopo HA, com o EIF4AI 

apresentando peso molecular aproximado de ~45 kDa e a DED1-1/HEL67 de ~66 

kDa, conforme visualizada na (Figura 13), fusionadas com o epítopo HA de 6,6 kDa.  

 

Figura 13: Teste de expressão das linhagens EIF4AI-HA e DED1-1/HEL67-HA. 

 

 
Legenda: Ensaio de Western blot com anticorpo monoclonal anti-HA. O extrato foi fracionado em 
gel SDS-PAGE 15% e a membrana foi incubada com o anticorpo anti-HA Abcam®, na diluição de 
1:3000. LiWT: controle da linhagem selvagem que corresponde a células de L. infantum. 
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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5.5 Curvas de crescimento das linhagens de Leishmania infantum 

expressando as proteínas fusionadas ao epítopo HA  

 

Além do teste inicial de expressão das proteínas, foi realizada uma avaliação 

das linhagens expressando as EIF4AI e DED1-1/HEL67 em curvas de crescimento 

no período de 0 a 120 horas, com o intuito de verificar se a expressão induzida 

dessas proteínas se mantinha no período de 48 horas, em fase estacionária do 

crescimento. Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese e Western-blot, 

como já descrito, sendo possível verificar a expressão contínua de ambas as 

proteínas até 48h (Figura 14).   

Figura 14: Avaliação do perfil de expressão e curva de crescimento das linhagens expressando as 

proteínas EIF4AI-HA e DED1-1/HEL67-HA. 
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Legenda: Curvas de crescimento no período de 0 a 120 horas e ensaio de western-blot avaliando o 
impacto da expressão das proteínas EIF4AI-HA e DED1-1/HEL67-HA no crescimento das linhagens 
transgênicas de L. infantum. (A) Gráfico representativo da curva de crescimento, evidenciando a 
média de crescimento da linhagem expressando o EIF4AI-HA (LiEIF4AI), comparando a média de 
crescimento da cultura controle da linhagem selvagem que corresponde às células de L. infantum 
(LiWT). (B) Gráfico representativo da curva de crescimento, evidenciando a média de crescimento 
da linhagem expressando a DED1-1/HEL67-HA (LiHEL67), também em comparação com linhagem 
selvagem controle.  
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 

 

5.6 Avaliação da presença das proteínas investigadas em frações 

citoplasmáticas solúveis 

 

Após a confirmação da expressão das proteínas fusionadas ao epítopo HA, 

foram obtidas frações solúveis citoplasmáticas (lisados) das respectivas linhagens 

celulares através da lise por cavitação. Alíquotas em triplicata de cada lisado celular 

foram fracionadas em gel SDS-PAGE para a verificação da presença nas mesmas 

das proteínas recombinantes correspondentes (Figura 15). Os resultados 

confirmam a presença das proteínas EIF4AI-HA e DED1-1/HEL67-HA nas frações 

solúveis esperadas e sua ausência em lisados de células da linhagem selvagem 

não transfectada usadas como controle. Também nota-se uma quantidade 

substancial das proteínas EIF4AI e DED1-1/HEL67 na fração do sedimento pós-

lise, não solúvel. 
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Figura 15: Ensaio de Western blot das frações sedimentares e citoplasmáticas das linhagens 

LiEIF4AI e LiHEL67, todas marcadas com HA. 

 
 

 
Legenda: Ensaio de western blot para análise das frações sedimentares e citoplasmáticas pós-lise 
por cavitação das linhagens LiEIF4AI (~45 kDa) e LiHEL67 (~66 kDa). LiWT: controle da linhagem 
selvagem que corresponde a células de L. infantum. 
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 

 

5.7 Análise da expressão e detecção de proteínas fusionadas ao 

epítopo HA  

 

A confirmação da presença das proteínas investigadas nos respectivos 

lisados permitiu a utilização das amostras para ensaios de imunoprecipitação. 

Nessa etapa, alíquotas de lisado celular, fração depletada e fração 

imunoprecipitada (lisados e esferas magnéticas anti-HA) foram submetidos a novos 

ensaios de Western blot com anticorpo anti-HA (Figura 16), confirmando a 

imunoprecipitação. Com a conclusão destes experimentos o produto das 

imunoprecipitações foi enviado para análise de proteínas co-precipitadas por 

espectrometria de massas, atividade realizada na plataforma de proteômica do 

Instituto Carlos Chagas, com os resultados obtidos descritos nos tópicos a seguir. 
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Figura 16: Ensaio de Western blot dos lisados e imunoprecipitações das linhagens LiEIF4AI e 

LiHEL67 todas marcadas com HA. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Ensaio de Western blot de confirmação das imunoprecipitações (IP) das proteínas EIF4AI-
HA (LiEIF4AI) (A), DED1-1/HEL67 (LiHEL67) (B) e controle da linhagem selvagem que corresponde 
a células de L. infantum (LiWT) (C). 
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 

 

5.8 Identificação de proteínas parceiras das helicases EIF4AI e DED1-

1/HEL67  

 

A partir dos dados obtidos por espectrometria de massas, foi realizada uma 

análise dos gráficos de dispersão do tipo volcano plot, gerados no software Perseus 

e detalhando as proteínas coimunoprecipitadas com as RNA helicases-alvo (EIF4AI 

e DED1-1/HEL67) em Leishmania infantum, fusionadas ao epítopo HA. Esta análise 

fornece informações detalhadas sobre a dinâmica e a composição temporal desses 

complexos proteicos. O conjunto de resultados obtidos estão representados nas 

Figuras 17 e 18, onde o eixo X representa a diferença de intensidade entre as 

amostras contendo EIF4AI-HA e DED1-1/HEL67-HA e o controle negativo (LiWT), 

enquanto o eixo Y indica a significância estatística das diferenças observadas (-log 

p).  
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Nas condições avaliadas, a análise dos gráficos de dispersão das proteínas 

co-precipitadas com a LiEIF4AI-HA (Figura 17) revelou uma predominância de 

proteínas ribossomais, como RPS15A sendo uma proteína do componente 

da subunidade ribossomal 40S e está envolvida na função geral do ribossomo, 

como também demostrou a presença de proteínas de choque térmico, chaperonas 

e chaperoninas e enzimas metabólicas que apresenta um papel vital no 

metabolismo do parasita, sendo considerada essencial para a sua sobrevivência. 

 Proteínas previamente descritas como associadas a tradução foram 

também identificadas, se destacando o próprio EIF4AI, e bem como EIF3K, EIF3A, 

EIF2A, EIF4G4, EIF4E3. Além destas, proteínas hipotéticas foram detectadas com 

altos valores de significância quando comparadas ao controle negativo, como as 

LIN_120009000, LIN_360019900, LIN_1100139000 e LIN_360062000. Também 

foram identificadas, em valor baixo, a DED1-1/HEL67 e proteínas de ligação ao 

RNA que atuam tanto como helicases, envolvidas no metabolismo e 

remodelamento de RNA, ou com o domínio RRM1, associado à ligação e regulação 

pós-transcricional de moléculas de RNA. Em conjunto, esses achados reforçam o 

papel do EIF4AI associado a complexos multiproteicos que interagem em 

sinalização, controle do ciclo celular e metabolismo, aspectos essenciais para a 

adaptação dos tripanosomatídeos. 

 

 

 

Figura 17: Gráfico de dispersão da espectrometria de massas da LiEIF4AI-HA. 
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Legenda: Gráfico de dispersão mostrando as proteínas diferencialmente expressas entre as 
linhagens EIF4AI e a linhagem controle LiWT de Leishmania infantum após 24 horas de crescimento 
celular. O eixo X representa a diferença de abundância relativa das proteínas entre as duas 
linhagens (T-difference EIF4AI - LiWT), e o eixo Y mostra o valor de significância estatística da 
diferença observada (-log₁₀P). Cada ponto corresponde a uma proteína individual; as proteínas com 
maior significância estatística e relevância funcional são destacadas em cores.  
Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

Com relação a análise do gráfico das proteínas co-precipitadas com a DED1-

1/HEL67-HA (Figura 18), entre vários possíveis parceiros funcionais de diferentes 

classes, destacam-se as proteínas ribossomais, como RPS15A e enzimas 

metabólicas. Também foram identificados fatores relacionados ao processo de 

tradução, incluindo o EIF4G4, EIF3E, EIF2γ, EIF4AI, EIF4E3, EIF3C, EIF3A, EIF2A, 

EIF3F, EF1G e EIF3K, indicando uma possível associação da DED1-1/HEL67 com 

complexos de iniciação da tradução ou mecanismos de controle pós-transcricional, 

o que pode contribuir para a regulação da expressão gênica em diferentes fases do 

ciclo celular. Destaca-se também a presença de uma única proteína ainda não 

caracterizada, que apresenta valor significativo, como LINF_300010700.  No 

conjunto, esses achados indicam potenciais interação da DED1-1/HEL67 que 

podem desempenhar papéis relevantes, mas que requerem investigações 
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adicionais para esclarecer suas funções e possíveis contribuições para os 

processos de regulação e diferenciação celular. 

 

Figura 18: Gráfico de dispersão da espectrometria de massas da LiHEL67-HA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Gráfico de dispersão mostrando as proteínas diferencialmente expressas entre as 
linhagens DED1-1/HEL67 e a linhagem controle LiWT de Leishmania infantum após 24 horas de 
crescimento celular. O eixo X representa a diferença de abundância relativa das proteínas entre as 
duas linhagens (T-difference DED1-1/HEL67 - LiWT), e o eixo Y mostra o valor de significância 
estatística da diferença observada (-log₁₀P). Cada ponto corresponde a uma proteína individual; as 
proteínas com maior significância estatística e relevância funcional são destacadas em cores.  
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.9 Coprecipitação de fatores de tradução com RNA helicases-alvo 

 

Para se investigar diretamente a associação das helicases EIF4AI e DED1-

1/HEL67 com fatores de tradução, foram avaliadas individualmente todos aqueles 
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que coprecipitaram com as proteínas alvo mesmo que com razões de 

enriquecimento menor do que 1,5 em relação ao controle negativo (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Fatores de tradução detectados na espectrometria de massas das proteínas EIF4AI e 

DED1-1/HEL67, marcadas com HA.  

Legenda: Os resultados das proteínas que copurificam com a EIF4AI e DED1-1/HEL67 com razão 

≥ 1,5 em relação ao controle negativo. (*) - Proteínas não identificadas no controle. 

Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

 

As análises comparativas entre os coprecipitados das helicases 

evidenciaram que o EIF4AI de uma forma geral apresenta enriquecimento menor 

do que a helicase DED1-1/HEL67 em relação a diferentes fatores de tradução, 

quando comparado com o controle negativo. De fato, apenas a associação com o 

EIF4G4 mostrou um enriquecimento ≥ 1,5 para o EIF4AI, indicando sua associação 

com um dos principais complexos do tipo eIF4F envolvidos na tradução geral em 

Leishmania, composto pelas subunidades EIF4E3 e EIF4G4. Ainda assim, o único 

enriquecimento observado maior para o EIF4AI do que a DED1-1/HEL67, ainda que 

menor do que 1,5, foi para o EIF4G3, possivelmente refletindo a interação já sabida 

Proteínas IDs Nome da 

proteína 
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entre o EIF4AI e o complexo EIF4E4/EIF4G3. Já a DED1-1/HEL67 também 

demonstrou enriquecimento diferencial com a subunidade EIF4G4, sugerindo que 

ambas as proteínas podem integrar ou interagir funcionalmente com o segundo 

complexo eIF4F, caracterizado pela combinação EIF4E3/EIF4G4. Outra 

associação da DED1-1/HEL67 foi com o EIF4G1, indicando uma interação com um 

terceiro complexo do tipo eIF4F, formado pelas subunidades EIF4E5/EIF4G1.  

A subunidade EIF4AI, também coprecipitou com a DED1-1/HEL67, mas a 

recíproca não foi verdadeira. Além das interações com as principais subunidades 

dos complexos eIF4F, a DED1-1/HEL67, mas não o EIF4AI, também se associou 

a diversos fatores de tradução amplamente conservados, como eIF2A, eIF2γ, 

EIF5A2 e subunidades do complexo eIF3. De uma forma geral, os resultados 

obtidos reforçam a hipótese de que as helicases investigadas exercem funções 

complementares na regulação pós-transcricional da expressão gênica, 

possivelmente participando de etapas distintas do processo de tradução. As 

associações evidenciadas fornecem indícios da localização espacial e funcional 

dessas helicases em relação aos complexos tipo eIF4F, sugerindo seu potencial 

papel na regulação e organização da maquinaria de tradução em L. infantum. 

 

 

 

 

 

5.10 Mapeamento subcelular de polipeptídeos interagindo com RNA 

helicases-alvo 
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As proteínas coprecipitados com as helicases EIF4AI e DED1-1/HEL67 

foram classificadas de acordo com a predição de sua localização subcelular, com 

base nas anotações de Gene Ontology (GO) disponíveis na plataforma TriTrypDB 

(Figura 18). Entre os transcritos identificados, 34,43% correspondem a genes cuja 

localização subcelular permanece não determinada (N/D), refletindo lacunas ainda 

existentes na anotação funcional desses genomas. Aproximadamente 35% das 

proteínas estão associadas ao citoplasma, 3% à mitocôndria, 24,36% a outras 

estruturas celulares e 3,51% correspondem a proteínas com localização nuclear. 

 

Figura 19: Localização subcelular de proteínas que coprecipitam com a EIF4AI e DED1-1/HEL67. 

 

Legenda: Representação da localização celular das proteínas co-precipitados com a EIF4A e DED1-
1/HEL67. Bege: não determinada; roxo: citoplasma; verde: mitocôndria; azul: outras estruturas; rosa: 
nucleares.  
Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 
 

Os dados obtidos sugerem que as proteínas associadas às helicases-alvo 

apresentam uma notável diversidade funcional, com ênfase em transcritos que 

codificam proteínas de localização citoplasmática e estrutural. Essa predominância 

funcional reforça a ideia de que as helicases podem desempenhar papéis centrais 

na regulação pós-transcricional da expressão gênica, atuando em diferentes 

contextos celulares e possivelmente modulando processos específicos, como a 

organização e dinamismo do citoesqueleto, a motilidade celular e etapas de 
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diferenciação parasitária, indicando uma contribuição multifacetada dessas 

proteínas na fisiologia e adaptação do parasita. 
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6. Discussão 

 

Os tripanosomatídeos apresentam várias peculiaridades no que diz respeito 

a sua biologia molecular. Diferentemente dos demais eucariotos, nestes 

organismos praticamente não há controle transcricional, sendo o controle da 

expressão gênica desempenhado em etapas posteriores à transcrição, 

principalmente através do controle da estabilidade e degradação dos mRNAs e da 

iniciação da tradução (Fernández‐Moya; Estévez, 2010). O ciclo de vida destes 

parasitas é bastante complexo e o controle traducional da expressão gênica torna-

se então um mecanismo bastante importante, uma vez que permite mudanças 

rápidas na concentração de proteínas codificadas, podendo promover mudanças 

na fisiologia e destino celular (Pichon et al., 2012).  

A literatura mostra que a identificação de múltiplos homólogos das 

subunidades do complexo eIF4F nos tripanosomatídeos ampliou as possibilidades 

para uma compreensão mais aprofundada do processo de tradução, facilitando a 

identificação de proteínas auxiliares que podem ter funções cruciais na tradução 

(Penteado et al., 2024; Bezerra et al., 2022). Neste estudo, buscou-se avaliar 

comparativamente a interação das helicases EIF4AI e DED1-1/HEL67 com 

complexos do tipo eIF4F de Leishmania infantum, os quais são considerados 

componentes-chave no controle traducional desses parasitas.  

Com a obtenção da superexpressão das proteínas e nos ensaios de 

imunoprecipitação, as amostras em triplicata referentes às proteínas EIF4AI e 

DED1-1/HEL67, foram enviadas para análise por espectrometria de massas, com 

o objetivo de identificar suas interações com os complexos tipo eIF4F e outras 

proteínas parceiras funcionais. As análises de lisados celulares mostrando tanto o 

EIF4AI como a DED1-1/HEL67 presentes na fração do sedimento pós-lise, contudo, 
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sugerem que essas proteínas podem também estar associadas a estruturas de 

tradução de maior tamanho, como polissomos e grânulos de estresse, ou 

organelas, como núcleo, retículo endoplasmático e mitocôndrias, não rompidos 

após a cavitação.  

Dentre as proteínas investigadas aqui, a RNA helicase EIF4AI é uma das 

principais parceiras nos complexos eIF4F em organismos eucariotos, 

desempenhando um papel fundamental na remodelagem da estrutura do mRNA 

para facilitar a entrada do ribossomo. Como uma helicase dependente de ATP, o 

EIF4AI atua desenrolando sequências estruturadas na região 5' UTR dos mRNAs, 

permitindo a progressão eficiente do complexo de pré-iniciação ribossomal durante 

o recrutamento do mRNA. (Schutz et al., 2008).   

Como esperado, em dados de espectrometria de massas, o EIF4AI 

coprecipitou com proteínas de choque térmico, chaperonas e chaperoninas, e 

ribossomais destacando- se a proteína ribossomal RPS15A. Em Leishmania a 

RPS15A desempenha um papel importante com a subunidade ribossomal 40S, 

sendo essencial para a síntese de proteínas, com a particularidade de ser 

codificada por genes parálogos no genoma do parasita (Cordeiro et al., 2020). Além 

de seu papel na tradução, pesquisas sugerem que a RPS15A e proteínas 

ribossomais similares podem estar envolvidas em funções extrarribossômicas, 

como a adaptação a condições de estresse nutricional, destacando a complexidade 

da biologia molecular do parasita e potenciais alvos para intervenção terapêutica 

(Lima et al., 2021; Dallabona et al., 2023; Ibraim et al. 2020). Por outro lado, a DED1-

1/HEL67, apresentou baixa copurificação com o EIF4AI, com uma razão inferior a 

1, em relação ao controle negativo, sendo então estatisticamente excluída das 
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análises e indicando uma ação do EIF4AI de forma majoritariamente independente 

desta helicase.  

Diversos estudos indicam que o eIF4A é menos eficiente que outras 

helicases, como a Ded1p de leveduras ou DDX3X de mamíferos, na tradução de 

mRNAs altamente estruturados. Isso sugere que diferentes helicases podem atuar 

de maneira cooperativa ou compensatória em contextos celulares específicos. 

Esses aspectos destacam a importância de outras helicases, além do próprio 

eIF4A, em parceria com o complexo eIF4F e sua relevância na regulação da 

tradução de mRNAs, influenciando diretamente a expressão gênica e processos 

celulares críticos (Hilliker et al., 2011). Nesse sentido, outras helicases de 

tripanosomatídeos, como a DED1-1/HEL67, emergem como possíveis 

protagonistas na regulação da tradução.  

Nos dados de espectrometria de massas, a DED1-1/HEL67 mostrou a 

presença de parceiros funcionais de diferentes classes onde destacam-se enzimas 

metabólicas e em maior intensidade a proteína ribossomal RPS15A, como citado 

já acima. Com base no exposto, acredita-se que ambos os parálogos da Ded1 em 

Leishmania infantum, como DED1-1/HEL67 e DED1-2, possam desempenhar 

papéis críticos na regulação da tradução, garantindo a plasticidade adaptativa do 

parasita. Suas funções redundantes e complementares podem ser essenciais para 

a virulência e sobrevivência da Leishmania, tornando-os potenciais alvos 

terapêuticos para novas estratégias contra a leishmaniose. Essa informação 

corrobora com os dados de sequência desses parálagos em Leishmania, que 

mostram uma similaridade de 67%. Além disso, em um ensaio de complementação 

funcional em levedura, ambas as proteínas foram capazes de complementar um 

mutante de levedura que não conseguia expressar a Ded1p endógena, sugerindo 
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dessa forma que ambos são responsáveis por funções semelhantes (Zinoviev et 

al., 2012). 

Ao comparar os fatores de tradução coprecipitados com as helicases, foram 

observadas diferenças significativas entre as amostras, sendo interessante notar, 

que apenas as principais subunidades de complexos do tipo eIF4F selecionados 

(EIF4E3, EIF4G3 e EIF4G4) apresentaram coprecipitação com enriquecimento 

diferencial (≥ 1,5) entre as proteínas-alvo, sugerindo especificidades funcionais 

nesses complexos. Por outro lado, outros fatores, como as subunidades do eIF3 e 

eIF5A, apresentaram abundância semelhante entre as helicases-alvo. Esses dados 

evidenciam, portanto, uma interação preferencial dessas helicases com os 

diferentes complexos formados pelas subunidades homólogas do eIF4E e eIF4G. 

O EIF4AI, por exemplo, coprecipitou com o fator EIF4G3 com maior intensidade, 

corroborando dados prévios dessa associação, com mRNAs com regiões 5' UTRs 

menores ou que necessitam de uma modulação específica. Apesar de ser uma 

RNA helicase importante, o EIF4AI parece ter uma associação mais fraca com o 

EIF4E3, o que pode sugerir uma função diferente ou complementar, talvez em 

outros tipos de mRNA ou em diferentes estágios do ciclo de vida do parasita 

(Bezerra et al., 2022; Brito, 2023). 

Por fim, a DED1-1/HEL67 apresentou uma associação preferencial com as 

subunidades EIF4E3 e EIF4G4, revelando aspectos da tradução específicos dos 

complexos aos quais esses fatores se associam. No entanto, a DED1-1/HEL67 

também apresentou associação preferencial com a RNA helicase EIF4AI, 

revelando que ambas as helicases podem atuar em cooperação no complexo citado 

acima e que a ação da DED1-1/HEL67 pode depender do EIF4AI.  
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7. Conclusão  

 

• O sistema de expressão em Leishmania infantum e a técnica de lise por 

cavitação demonstraram ser eficientes para o estudo de interações 

proteicas, permitindo a imunoprecipitação bem-sucedida das RNA helicases 

EIF4AI e DED1-1/HEL67. 

• Os dados confirmam a associação preferencial da EIF4AI com o complexo 

EIF4E4/EIF4G3 e da DED1-1/HEL67 com o complexo EIF4E3/EIF4G4, 

indicando uma divisão de funções na maquinaria de iniciação da tradução 

do parasita. 

• A EIF4AI mostrou um perfil de parceiros focado em componentes do 

complexo de iniciação e proteínas ribossomais. Em contraste, a DED1-

1/HEL67 coprecipitou com um conjunto mais diversificado de proteínas, 

sugerindo um papel regulatório mais amplo ou sua atuação em vias celulares 

adicionais. 

• Os resultados corroboram a hipótese central do trabalho, demonstrando a 

segregação de complexos eIF4F com diferentes RNA helicases. Esses 

achados abrem caminho para investigações futuras sobre os mRNAs-alvo 

de cada complexo e a avaliação do potencial terapêutico dessas proteínas 

essenciais.
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