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RESUMO

Em eucariotos, a sintese protéica se inicia com a ligacdo do
complexo multimérico de iniciacdo da traducao eIF4F (Fator de iniciacao
da traducao 4F) ao cap monometilado e o recrutamento da subunidade
menor ribossomal a porcdo 5’ dos mRNAs. Este complexo é composto por
trés subunidades: eIF4E, proteina de ligacdo ao nucleotideo cap; elF4A,
uma RNA helicase; e elF4G, que atua como montador para o complexo.
Pouco ¢é conhecido sobre os detalhes da sintese protéica em
tripanosomatideos; todavia, a presenca da conservada estrutura cap
modificada, cap4, e da seqiéncia spliced leader na porcdao 5’ de todos os
mRNAs sugerem possiveis diferencas no recrutamento do mRNA aos
ribossomos. Nosso grupo de pesquisa identificou varios homodlogos a
fatores de iniciagdo do complexo eIF4F de tripanosomatideos em trabalhos
anteriores, e objetivo deste trabalho foi caracterizar os homodlogos ao
eIlF4E em Leishmania major e Trypanosoma brucei. A quantificacao dos
homodlogos ao elF4E de L. major (LmEIF4E1-3) revelou que o LmEIF4E1l e
LmEIF4E2 sdao raros e o LmEIF4E3 € muito abundante na forma
promastigota deste parasita. Dentre os homdlogos de T. brucei
(TbEIF4E1-3), o TbEIF4E1l pbde ser detectado em baixos niveis nas
formas prociclica e sanguinea, o TbEFI4E2 é raro, ou nao detectado, nas
duas formas e o TbEIF4E3 é muito abundante na forma prociclica e raro,
ou nao detectado, na forma sanguinea. Em ensaios de ligacdo ao cap,
somente o LmEIF4E1 e os homologos TbEIF4E1l, TbEIF4E2 e TbEIF4E4
foram capazes de se ligar as resinas de 7-metil-GTP sefarose.
Conseqlientemente, 0s ensaios realizados revelaram que apenas um dos
homodlogos testados (EIF4E1) em ambos os parasitas parece ser capaz de
cumprir as caracteristicas esperadas de um fator de iniciacao da traducgao
da familia eIF4E. No entanto, novos ensaios sao necessarios para uma
melhor caracterizacdo e compreensao dos papeis das proteinas de ligacao
ao cap nos Tripanosomatideos.

Palavras-chave: eIF4E; Iniciacao da traducao; Tripanosomatideos.
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1 - INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae, da Ordem Kinetoplastida, compreende
espécies de protozoarios flagelados divididos nos géneros Leishmania,
Trypanosoma e mais seis outros géneros menos conhecidos. No género
Leishmania encontram-se o0s agentes etioldgicos das chamadas
leishmanioses, que afetam cerca de 12 milhdes de pessoas, com cerca de
2 milhdes de novos casos por ano. No género Trypanosoma encontram-se
os agentes etioldgicos da doenca de chagas (Trypanosoma cruzi), que
afeta cerca de 16-18 milhOes de pessoas, e com 300 mil novos casos
anuais; e da doenca do sono (Trypanosoma brucei), que afeta cerca de
2,05 milhdes de pessoas, também com 300-500 mil novos casos anuais.

Além do interesse médico, os tripanosomatideos tém atraido a
atencdo de parasitologistas moleculares por causa dos recentes estudos
que revelam aspectos peculiares de sua biologia. E conhecido que a
familia Trypanosomatidae divergiu muito cedo na linhagem eucaridtica,
tendo regras para sua biologia celular e molecular um pouco distintas
quando comparadas com a maioria dos eucariotos, como transcrigao
policistronica; auséncia de introns; processamento de pré-mRNA por
“trans-splicing” e extensivas modificacdes pods-transcricionais do RNA
mitocondrial. Estas e outras caracteristicas além de atrairem a atencdo
dos pesquisadores, constituem novos caminhos para futuros métodos de
controle das leishmanioses e tripanosomiases.

Nesse contexto a caracterizacao do processo de sintese protéica nos
Tripanosomatideos, pela sua complexidade e importancia bioldgica, se
destaca como uma pergunta fundamental para o conhecimento da biologia
destes parasitas com possiveis aplicagdes futuras no desenvolvimento de
agentes quimioterapicos no seu tratamento.

Em eucariotos superiores a principal etapa de controle do
mecanismo de tradugdo ocorre na iniciacdo, responsavel pelo

recrutamento do ribossomo ao mMRNA. Nesta etapa é de fundamental
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importancia a participacao dos fatores de iniciacdo do complexo eIF4F
(Eukaryotic Initiation Factor 4F), constituido de trés subunidades: eIF4E
(a proteina de ligacdao ao cap do RNA mensageiro), eIF4A (uma RNA
helicase) e eIF4G (proteina estruturadora do complexo). Em
tripanosomatideos a auséncia de um controle transcricional realmente
efetivo e a existéncia de uma estrutura cap diferente (cap4) associada a
presenca de varios homédlogos aos fatores de iniciagdo do complexo elF4F
remetem a possibilidade de mecanismos de controle diferentes para a
tradugao nesses organismos.

Procurando-se esclarecer um pouco mais sobre o mecanismo de
traducdo em tripanosomatideos, este trabalho teve como objetivo
contribuir com a caracterizacao dos homaélogos ao fator de iniciacdo eIF4E
de Leishmania major e de Trypanosoma brucei, através da avaliacdo da
expressao dos homodlogos ao eIF4E durante o ciclo de vida desses
parasitas e da avaliacao de sua capacidade de reconher a estrutura cap.
Inicialmente, proteinas recombinantes de trés dos homadlogos ja clonados
de L. major (LmEIF4E1-3) e quatro de T. brucei (TbEIF4E1-4) foram
expressas em bactérias, purificadas e quantificadas. Em seguida essas
proteinas foram utilizadas juntamente com seus respectivos anticorpos
policlonais (obtidos em trabalhos anteriores) em ensaios de Western-Blot
para a quantificacao da expressao em extratos totais de L. major e T.
brucei. Para a avaliacao da capacidade de reconhecimento da estrutura
cap, caracteristica da familia de proteinas eIF4E, os homdlogos ao eIF4E
identificados de L. major e T. brucei foram transcritos, purificados e
traduzidos in vitro e, em seguida, utilizados em ensaios de avaliagao da
sua interacdo com a resina m’GTP-sefarose.

Os resultados referentes as quantificacdes dos homdlogos de L.
major foram publicados no artigo entitulado “Translation initiation in
Leishmania major: characterisation of multiple eIF4F subunit
homologues”, pela revista Molecular and Biochemical Parasitology. Os
resultados sobre as quantificacdes e avaliagao da afinidade ao cap dos

homdlogos de T. brucei serao publicados em artigo futuro.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

e Caracterizagao funcional de homdélogos ao fator de iniciagao da tradugao

eIF4E em Leishmania major e Trypanosoma brucei.

Objetivos Especificos:

e Obter a proteina recombinante do homdlogo LmEIF4E4 de L. major para

a obtencao de anticorpos;

e Analisar a especificidade dos anticorpos disponiveis para cada homodlogo

elF4E de L. major ;

e Quantificar por “Western-Blot” os homologos ao fator eIF4E em L. major

e T. brucei utilizando os anticorpos ja disponiveis;

e Investigar por cromatografia de afinidade a capacidade ligacdao ao cap

dos homodlogos ao eIF4E de L. major e T. brucei traduzidos in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. TRIPANOSOMATIDEOS

3.1.1 Origem e Evolugao

O Filo Euglenozoa (ao qual pertencem os tripanosomatideos) surgiu
ha varias centenas de milhdes de anos na linhagem eucaridtica, apds a
diferenciacao de um ancestral dos eucariotos biciliados, os Bicontes
(Stechmann e Cavalier-Smith, 2002). Segundo Hannaert et al.(2003b) o
ancestral do filo surgiu a partir da endossimbiose de uma alga verde por
um eucarioto primitivo, dando origem a um organismo fotossintetizante
com um cloroplasto com trés membranas, semelhante aos euglenideos
atuais, como a Euglena gracilis (Hannaert et al. 2003a; Martin e Borst,
2003).

Ao filo Euglenozoa pertencem as ordens Euglenida (formado pelos
euglenideos, organismos de vida livre fotossintetizantes), Diplonemea
(formados pelos diplonemideos, organismos de vida livre e parasitas
eventuais) e Kinetoplastida (formado pelos cinetoplastideos) (Cavalier-
Smith, 1993). Estas ordens estao agrupadas classicamente nesse filo por
possuirem semelhancas citoldégicas, metabdlicas, morfoldgicas e
moleculares como, por exemplo, o mecanismo de trans-splicing e a
presenca da incomum base “]” no DNA (Martin e Borst, 2003; Hannaert
et al., 2003a).

A ordem Kinetoplastida teria surgido a partir de uma perda
secundaria do cloroplasto de trés membranas, diferenciacdao dos
peroxissomos em glicossomos e de modificacdes ocorridas na mitocondria
desses organismos originando o cinetoplasto (Hannaert et al. 2003a).
Essa ordem € constituida pelas familias Bodonidae (formada por
organismos aquaticos biflagelados de vida livre, mas com alguns membros

ectoparasitas de peixes), Cryptobiidae (formada por organismos aquaticos
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biflagelados de vida livre) e Trypanosomatidae (formada por parasitas
com um flagelo) (Stevens et al., 2001). Os membros dessa ordem
possuem o0 mecanismo de Trans-splicing (discutido mais adiante) para o
processamento de todos os mMRNAs de origem nuclear (Stevens et al.,
2001) e realizam o editoramento de mRNAs mitocondriais (revisto por
Stuart e Panigrahi, 2002).

A familia Trypanosomatidae é formada por dois grupos: parasitas
monogenéticos ou monoxénicos (que possuem um hospedeiro) dos
géneros Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas,
Rhyncoidomonas e Wallaceina, e parasitas digenéticos ou heteroxénicos
(que possuem dois hospedeiros) dos géneros Endotrypanum, Phytomonas,
Trypanosoma e Leishmania (Stevens et al., 2001; Maslov et al. 2001)
(Tabelal).

Tabela 1. Relagdo dos géneros constituintes da familia Trypanosomatidae, com seus
respectivos hospedeiros e vetores (Stevens et al., 2001).

Tripanosomatideos Género Hospedeiro Vetor

Blastocrithidia Insetos e acaros -
Crithidia Insetos -
Monogenéticos Herpetomonas Insetos -
(Monoxénicos) Leptomonas Insetos, nematodides -
Rhychoidomonas Insetos dipteros -
Wallaceina Insetos hemipteros -

Endotrypanum Preguicas Insetos-flebotomineos

Digenéticos Phytomonas Plantas com flores Insetos hemipteros
(Heteroxénicos) Leishmania Mamiferos, lagartos Insetos-flebotomineos
Trypanosoma Vertebrados Artrépodes; sanguessugas

A familia Trypanosomatidae teria surgido de um ancestral de vida
livre e/ou eventual ectoparasito semelhante aos atuais Bodonideos; e o
meio de vida parasitario teria surgido na familia por uma eventual
adaptacao dos ectoparasitas ao invadirem os tecidos internos de peixes
(fenbmeno também detectado em alguns dos atuais Bodonideos), tendo
sanguessugas como vetores (Stevens et al., 2001), teoria chamada de
“primeiro em vertebrado”. Outra teoria propde que os tripanosomatideos
surgiram primeiro como parasitas de invertebrados (teoria do “primeiro

em invertebrado”), baseada na hipdtese de que os tripanosomatideos
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exclusivos de insetos (monogenéticos ou monoxénicos) teriam surgido
antes e teriam dado origem aos parasitas de vertebrados e invertebrados
(digenéticos ou heteroxénicos) (Baker, 1994). No entanto Fernandes et al.
(1993) propuseram que o parasitismo digenético na familia teria surgido
quatro vezes durante a histéria evolutiva: dando origem as linhagens (1)
Leishmania/Endotrypanum; (2) Phytomonas; (3) T. cruzi e (4) T. brucei.
Embora existam muitas especulacdes sobre a origem e evolugao da
familia Trypanosomatidae muito ainda estd para ser esclarecido. Atuais
analises moleculares reestruturam classificacoes feitas apenas a partir da
morfologia e estilos de vida dando novas perspectivas para a

compreensao desses organismos (Maslov et al. 2001; Momem, 2002)

3.1.2 Biologia

A evolugdao divergente precoce da familia Trypanosomatidae
permitiu o dessenvolvimento de uma série de particularidades na biologia
desses organismos, uma dessas é refletida na forma de suas células, que
possuem um arranjo singular que se modifica de acordo com os estimulos
do ambiente em que se encontram (Alexander et al., 1999). A forma
celular dos tripanosomatideos (Figura 1) é definida por uma gaiola de
microtubulos subpeliculares organizada em arranjo de hélices ao longo do
eixo longitudinal da célula (Gull, 1999; McKean, 2003). Um unico flagelo
reside anexado ao corpo celular através da zona de juncao do flagelo ou
FAZ (Flagelum Attachment Zone) localizado no bolso flagelar (Flagelar
Pocket). Junto a zona de juncdo do flagelo esta localizado o corpo basal,
importante para divisdo celular; e préximo a ele reside o Cinetoplasto,
localizado dentro de uma grande mitocondria que percorre quase todo o
corpo celular (McKean, 2003). Os tripanosomatideos possuem organelas
especializadas para a metabolizacao da glicose, os glicossomos (revisto
por Michels et al., 2000) e um nucleo localizado no centro da célula, que
possui a caracteristica de nao sofrer disrupgao do seu envelope durante a

citocinese (Ogbadoyi et al., 2000).
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Flagelo hicrotibulos
l Subpeliculares
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Figura 1. Representacdao da forma tipica dos Trypanossomatideos (Trypanosoma brucei)
baseada em estudos de microscopia eletronica, destacando a posicdo de organelas como
o nucleo (azul escuro), Cinetoplasto (azul claro), mitocondria (verde), corpo basal e pro-
basal, (vermelho), e o flagelo (McKean, 2003).

A sobrevivéncia e multiplicacdo destes organismos nos hospedeiros
sao moduladas por profundas modificacdes bioquimicas e morfoldgicas
indispensaveis para sua adaptacdo em meios bioldgicos distintos
(Alexander et al., 1999). Assim os tripanosomatideos assumem varias
formas morfoldgicas durante seu ciclo de vida, diferenciadas pelo tamanho
do flagelo e pela posicdao da insercao deste (juntamente com o corpo
basal) em relagdo ao nucleo. No entanto nenhum dos géneros possui

todas as formas (Figura 2).
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Figura. 2. Células coradas demonstrando os estagios do desenvolvimento encontrados na
familia Trypanosomatidae . A - Tripomastigota, B - Amastigota (dentro de macrofagos de
vertebrados), C - Epimastigota, D - Intermediario, E - Promastigota, F -Paramastigota,
G-Opistomastigota, H - Opistomorfo e I - Coanomastigota (De Souza, 2002).
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A divisao das células/reproducao dos tripanosomatideos se da por
fissdo binaria. A seqliéncia dos eventos na divisao é: (1) a produgao do
novo flagelo; (2) duplicacdao e divisdo do nucleo; (3) duplicacao e divisdo
do cinetoplasto; (4) segregacao dos nucleos, flagelos e dos cinetoplastos
para as extremidades; (5) citocinese antero-posterior no eixo longitudinal
direcionada pela FAZ (McKean, 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama da divisdo celular dos tripanosomatideos, demonstrando a formagao
sequencial do flagelo (F), cinetoplasto (K) e nucleo (N), seguidas da citocinese antero-
posterior (McKean, 2003).

3.1.2.1 Ciclo de vida da Leishmania sp.

O ciclo de vida da Leishmania (Figura 4a) envolve a alternancia
entre os hospedeiros vertebrados e seus vetores, insetos dipteros da sub-
familia Phlebotominae. Fémeas dos flebotomineos (Figura 4b) infectadas
com Leishmania sp. possuem em suas glandulas salivares os parasitas na
forma de promastigota metaciclico (pequenos promastigotas com flagelo
livre extenso e nao replicativos) e os injetam no hospedeiro vertebrado
através do repasto sanguineo (revisado por Killick-Kendrick, 1990). Estes
invadem os macrofagos do hospedeiro e dentro dos lisossomos
diferenciam-se na forma amastigota (ovoide e replicativo). Dentro dos
macrofagos esses amastigotas se multiplicam e provocam a lise da célula,
podendo assim infectar novos macréfagos ou serem capturados em um
novo repasto dos insetos. Quando o flebotomineo pica o individuo

infectado, ingere sangue contaminado com os parasitas. Estes, no
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intestino do inseto, se diferenciam para a forma de promastigota prociclico
(promastigotas pequenos, ovdides, mdveis e replicativos) e se multiplicam
sucessivamente. Em seguida estes se diferenciam em promastigotas
nectomonados (promastigotas longos, delgados e nao-replicativos) e
entao migram pelo trato digestivo do inseto até o intestino médio, onde se
transformam na forma de promastigota leptomonado (pequenos e
replicativos). Estes se multiplicam e por fim, se diferenciam na forma de
promastigota metaciclico (Killick-Kendrick, 1990; Gossage et al., 2003;
Desjeux, 2004). A representacao resumida do ciclo pode ser observada

na Figura 5.

A B

Figura 4. A - Inseto flebotomineo, vetor da Leishmania sp. B - Forma promastigota da
Leishmania sp. (WHO/TDR CD Image Library (2003); disponivel também em
www.who.int/tdr).

Figura 5. Resumo do ciclo de vida da Leishmania sp., demonstrando a transmissdo do
parasita do hospedeiro invertebrado para o vertebrado e suas respectivas formas
morfolégicas (WHO/TDR Leishmaniasis Poster, www.who.int/tdr).
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3.1.2.2 Ciclo de vida do Trypanosoma brucei.

Os parasitas da espécie T. brucei sao transmitidos ao homem por
moscas Tse-Tse (familia Muscidae, género Glossina spp.) (Figura 6a) que
durante seu repasto sanguineo liberam parasitas prociclicos (procyclic
form, replicativos) das suas glandulas salivares. Uma vez em contato com
a corrente sanguinea, as formas prociclicas se transformam na forma
sanguinea delgada (blooodstream slender form, replicativa) (Figura 6b) e
se multiplicam assexuadamente no sangue, linfonodos e fluido espinhal,
migrando para o cérebro em um estagio mais avancado da infeccdao. Em
altos indices de parasitemia, esses parasitas diferenciam-se para uma
forma sanguinea mais curta (bloodstream stumpy form, nao replicativa)
gue possui caracteristicas que possibilitam a sobrevivéncia no inseto.
Estas formas sanguineas sdo ingeridas pelo inseto vetor durante o repasto
e, no interior de seu intestino, iniciam uma série de mudancgas bioquimicas
e morfoldgicas para se adaptar as condicOes de baixa glicose do intestino
do inseto. Diferenciam-se entdo na forma prociclica e migram para as
glandulas salivares onde se multiplicam repetidas vezes, fechando o ciclo

de transmissao do parasita (Figura 7).

A

Figura 6. A - Mosca Tse-tse, vetor do Trypanosoma brucei. B- Forma sangiinea do
Trypanosoma brucei (WHO/TDR CD Image Library (2003); www.who.int/tdr).
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Figura 7. Resumo do ciclo de vida do Trypanosoma brucei, demonstrando a transmissao
do parasita do hospedeiro invertebrado para o vertebrado e suas respectivas formas
morfolégicas (WHO/TDR African Trypanosomiasis Poster, www.who.int/tdr).

O principal mecanismo utilizado pelo T. brucei para burlar os
sistemas de defesa dos hospedeiros vertebrados consiste na variacao
antigénica de seus antigenos glicoproteicos de superficie (VSG’s) através
da expressao diferencial controlada por rearranjos programados de DNA
(revisto por Borst et al., 1996) e por modificacdes pontuais especificas de
bases do DNA (van Leeuwen et al., 1998). No hospedeiro invertebrado
esse parasita evade da acao das proteases do trato digestivo do inseto por
expressar proteinas de superficie que lhe conferem protecdo, chamadas
de prociclinas ou PARPS (Procyclic Acid Repetitive Proteins) (revisto por
Roditi et al., 1998).

3.1.3 Epidemiologia
3.1.3.1- Leishmanioses
As Leishmanioses sdao doencas causadas por cerca de 20 espécies

parasitas do género Leishmania e transmitidas por cerca de 30 diferentes

espécies de vetores da sub-familia Phlebotominae. Estas enfermidades se
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caracterizam por manifestacdes clinicas multifacetarias e ainda hoje
constituem um grave problema de saude publica, afetando pessoas em 88
paises: dentre esses 72 estdo em desenvolvimento e 16 sdo
desenvolvidos (Figura 8). (Desjeux, 1996; 2004). A incidéncia anual das
Leishmanioses é de cerca de 1-1,5 milhoes de casos de leishmaniose
cutanea e cerca de 500 mil de leishmaniose visceral, afetando um total de
12 milhdes de pessoas e oferecendo risco a cerca de 350 milhdes
(Desjeux, 1996).

Figura 8. Distribuicdo mundial das leishmanioses (WHO/TDR Leishmaniasis Poster,
www.who.int/tdr).

As formas clinicas sdo particularmente diversas representando um
complexo de doencas: (1) leishmaniose cutédnea (CL), (2) leishmaniose
visceral, ou calazar (Kala azar) (VL), (3) leishmaniose mucocutanea, (4)
leishmaniose cutanea difusa (DCL) e leishmaniose dérmica pos-calazar
(PKDL) (Ashford, 2000).

A Leishmaniose cutanea em geral se manifesta através de lesGes na
pele que se curam com o tempo, mas que deixam cicatrizes (Figura 9a).
Em sua forma mais severa é muito dificil de se tratar e causa estigmas
desfigurantes vitalicios (Desjeux, 2004). A maioria dos casos de CL
acontece em sete paises: Afeganistao, Nigéria, Brasil, Ird, Peru, Arabia
Saudita e Siria (Desjeux, 1996). E causada principalmente pelas espécies:

L. tropica, L. major, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis, L.
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panamensis, L. guyanensis, L. peruviana ou L. braziliensis, mas podem ser
causadas por qualquer espécie que infecte humanos (Ashford, 2000)
(Figura 9a).

A leishmaniose visceral é a forma mais severa e é geralmente fatal
quando ndo tratada. E caracterizada por: febre irregular, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia, linfoadenopatias e anemias (Figura 9b).
Cerca de 90% dos casos acontecem em areas rurais pobres de
Bangladesh, India, Nepal, Suddo e Brasil. E principalmente causada pelas
espécies: L. donovani infantum/L. chagasi e L. (d) donovani (Ashford,
2000; Desjeux, 2004).

A leishmaniose mucocutdnea é caracterizada por uma extensiva
destruicao das cavidades oral-nasal e faringea com lesdes escondidas
desfigurantes, mutilagcbes na face e causando grande sofrimento (Figura
9c). E geralmente relacionada a espécies de Leishmania do Novo Mundo
como L. braziliensis e L. guayanensis, mas tem sido relatadas também em
infecgdes por L. major, L. donovani e L. infantum (Desjeux, 2004).

A leishmaniose cutanea difusa caracteriza-se por lesdes
disseminadas pelo corpo (Figura 9d). Geralmente estd relacionada a
pacientes imunosuprimidos e causa efeitos devastadores nos pacientes. E
causada por infeccoes de L. aethiopica e L. amazonensis. A leishmaniose
dérmica pds-calazar ocorre por reincidéncia em pacientes curados de VL e
requer um longo e caro tratamento (Figura 9e). E causada por infeccdes
de L. donovani (Asford, 2000; Desjeux, 2004).

Figura 9. Manifestacdbes das leishmanioses. (A-E) Pacientes acometidos pelas
Leishmanioses cutdnea, visceral, mucocutanea, cutanea difusa e dérmica pods-calazar,
respectivamente. (WHO/TDR CD Image Library (2003); disponivel também em
www.who.int/tdr).
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3.1.3.2- Doenca do sono

A doenca do sono ocorre no Leste e no Nordeste da Africa (Figura
10), principalmente no Sudao, Congo, Uganda e Angola. Acomete cerca de
dois milhdes de pessoas; com 300-500 mil novos casos e cerca de 66 mil

mortes anualmente.

Figura 10. Distribuicdo da Doenca do sono. (WHO/TDR African Trypanosomiasis Poster,
www.who.int/tdr).

A Doenca do sono é causada pelas espécies T. brucei gambiense e
T.b. rhodesiense, e transmitida pela picada de fémeas de moscas do
género Glossina ssp., comumente conhecidas como tse-tse. Os sintomas
iniciais sao: febre, dor de cabeca, anemia, dores nas articulacoes,
aumento das glandulas e do baco. Sintomas avancados ocorrem por
invasdo do parasita no sistema nervoso e incluem: desordens enddcrinas
e neuroldgicas, deterioragdo mental culminando em coma e morte em
alguns dias ou semanas (Figura 11) (El-Sayed et al., 2000; WHO/TDR

African Trypanosomiasis Poster, www.who.int/tdr).
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Figura 11. Paciente acometido com a Doenca do sono em seu estagio mais avancado
(WHO/TDR CD Image Library (2003); disponivel também em www.who.int/tdr).

3.1.4 Aspectos da Biologia molecular dos Tripanosomatideos

3.1.4.1 Genoma e organizacao génica dos Tripanosomatideos

Os tripanosomatideos possuem dois genomas, um dentro do nucleo
e outro dentro da mitocondria, denominado cinetoplasto, que constitui
cerca de 10-30% do DNA total da célula (Borst, et al., 1982).

A Leishmania é um organismo dipldide e funcionalmente assexual. A
organizacao do seu genoma difere da maioria dos eucariotos. Contém
cerca de 3,55 x 10’ pares de bases (pb) e é organizado em cerca de 34-
36 cromossomos que possuem regides repetitivas nos telomeros. Os
cromossomos desse parasita possuem a caracteristica de nao se
condensarem durante o ciclo mitético, e somente podem ser analisados
por Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE - Pulse Field Gel
Electrophoresis). Estes cromossomos possuem também  uma
“plasticidade” manifestada pela variabilidade no seu tamanho (Stiles et
al.,, 1999; El-Sayed et al., 2000). Tal fendbmeno pode ocorrer
naturalmente ou ser provocado por stress de nutrientes ou cultivo
prolongado (Rovai et al., 1992; Stiles et al., 1999).

O genoma nuclear do T. brucei tem em torno de 3,5 x 10’ pb. Os
mais de 100 cromossomos do T. brucei podem ser agrupados em trés

classes principais baseados na migracao por PFGE: (1) 11 Mega
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Cromossomos (1-6 Mb), e mais de 100 (2) Cromosomos Intermediarios
(200-900 Kb) e (3) Minicromossomos (50-150 Kb). Os Mega
Cromossomos sao dipldides no nucleo e a ploidia dos cromossomos
intermedidrios e dos minicromossomos ¢é incerta (Stiles et al., 1999).

O conteudo CG é geralmente alto nos tripanosomatideos, refletido
principalmente nas regides nao traduzidas, UTRs (untranslated regions)
(Alonso et al., 1992) e na utilizacao de cédons preferenciais com G/C nas
posicoes dois (80%) e trés (60%), relacionada também com os niveis de
expressao de certos genes. Em Trypanosoma spp. genes altamente
expressos possuem um alto conteddo CG, principalmente na terceira base
do cédon (Stiles et al., 1999).

Os genes nos tripanosomatideos sdo organizados em grandes
grupos em um unico lado da fita de DNA e sem interrupgdes. Blocos
inteiros de genes sao transcritos em um grande mRNA precursor,
processo denominado “Transcricao Policistronica” encontrado geralmente
em procariotos (Myler e Stuart, 2000). O arranjo desses genes em alguns
dos cromossomos de L. major pode ser observado na figura 12. A
organizacao dos genes na familia Trypanosomatidae parece ser bem
conservada, demonstrando uma grande sintenia (conservagao na ordem

dos genes) entre L. major, T. cruzi e T. brucei (Ghedin et al., 2004).
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Figura 12. Organizagdo dos genes nos Cromossomos 1, 3, 4 e 35 de Leishmania major.
Demonstrando o sentido do policistron do mRNA (setas negras longas), repeticoes
subteloméricas do cromossomo 1 (linhas verticais). As regides com falhas representam
partes ainda ndao montadas no sequanciamento (Myler et al., 2001).
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3.1.4.2 Promotores e Transcricao nos Tripanosomatideos

O arranjo de genes em tripanosomatideos se assemelha em alguns
pontos aos conhecidos operons bacterianos sendo transcritos em unidades
policistronicas, onde uma Uunica regidao promotora é utilizada na
transcricao de multiplos genes. Assim como em procariotos, os genes dos
tripanosomatideos nao possuem introns, com uma Unica excecdo até o
momento, o gene da poli-A polimerase (Mair et al., 2000). No entanto ao
contrario dos operons bacterianos e de nematodas, as unidades
policistronicas dos tripanosomatideos nao aparentam codificar genes
funcionalmente relacionados (Campbell et al., 2003).

Na familia Trypanosomatidae quatro classes de RNA polimerases sao
encontradas: RNApols I, II e III, nucleares (Jess et al., 1990); e uma
localizada na mitocbondria, responsavel pela transcricao dos maxicirculos
do cinetoplasto (Grams et al., 2002).

A RNA pol I é responsavel pela transcricdo dos RNAs ribossomais
(rRNAs) e dos genes de proteinas de superficie PARP e VSG de T. brucei
(Lee e van der Ploeg, 1997); a RNA pol II é responsavel pela transcricao
da maioria dos genes codantes para proteinas, pelos genes da Spliced
Leader (SL) e de pequenos RNAs do nucléolo, os snRNAs (Campbel et al.,
2003); e a RNA pol III é responsavel pela transcricao dos tRNAs, do rRNA
55 e também de snRNAs (Lee e van der Ploeg, 1997; Campbell et al.,
2003).

Promotores para RNA pol I e III sao bem descritos na literatura
(Cordingley, 1985; Campbell et al., 1989; Clayton et al., 2002), no
entanto ainda nao foram caracterizados promotores para a RNA pol II, a
excecao do promotor do gene da Spliced Leader. Recentemente foram
identificadas regides nos cromossomos 1 e 3 de L. major que sao fortes
candidatas para promotores. Entretanto o processo de transcricao e
terminacao pela RNA pol II ainda esta por ser caracterizado (Myler e
Stuart, 2000; Clayton, 2002).
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3.1.4.3 Trans-Splicing nos Tripanosomatideos

A maturacdao do mRNA nos tripanosomatideos difere dos processos
da maioria dos eucariotos principalmente porque os genes que codificam
proteinas sdo transcritos em policistrons e processado pelo mecanismo de
trans-splicing ou processamento em Trans (Liang et al., 2003).

O trans-splicing foi descoberto ha 20 anos atras quando foram
achados diferentes mRNAs de VSGs em T. brucei carregando uma
seqliéncia comum de 39 nucleotideos (nt), entdo nomeada Spliced Leader
(SL) (Boothroyd e Cross, 1982). Esta seqliéncia é proveniente de um
outro RNA, o RNA precursor da SL, e sao adicionados a todos os mRNAs
dos tripanossomatideos durante o processamento em Trans (Liang et al.,
2003). O RNA precursor da SL é constituido de uma estrutura formada por
3 algcas, com um intron de tamanho varidvel (dependente da espécie
analisada) localizado apds os primeiros 39 nt. Na porcdo 5 da SL
encontra-se a estrutura cap modificada caracteristica dos
Tripanossomatideos, o cap4 (discutido em detalhes mais adiante) (Liang
et al., 2003) (Figura 13).
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Figura. 13. Representagdo esquematica do trans-splicing. Demonstrando os sitios
aceptores de splicing da SL (GU) e do mRNA (AG), ponto de bifurcacdo (BP) seguida do
trato de polipirimidinas (Py). Ao final do processo a porcdao 5° do mRNA recebe a SL,
caracterizando o mRNA maduro (Liang et al., 2003).
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Em tripanosomatideos, o processamento em trans parece ser
acoplado a clivagem da regidao 3’ e aos eventos de poliadenilagao
(LeBowitz et al., 1993). Seqiéncias presentes no RNA policistronico
conhecidas como tratos polipirimidinicos (ricas em uridinas) servem como
sinais para o trans-splicing e parecem funcionar, na auséncia de sinais
tipicos, na sinalizagcao para poliadenilacdo (Clayton, 2002).

O trans-splicing também foi encontrado em trematodas (Bektesh et
al., 1988); nematodas (Liou e Blumenthal, 1990 ; Maroney et al., 1995);
cestédeos (Brehm et al., 2000); Euglenideos (Frantz et al., 2000); e em
cordados (Vandenberghe et al., 2001). No entanto até agora somente os
tripanosomatideos possuem esse tipo de processamento em todos mRNAs

dos genes codantes de proteinas (Ullu e Tschudi, 1991).

3.1.4.4 Estrutura cap e suas modificacoes

Durante a maturacdo do mRNA eucaridtico ha a adicdo de uma
guanosina metilada na porcao 5 de todos os mRNAs. Esta, também
chamada de estrutura m’GTP cap, é posicionada de forma invertida em
uma ligagdo 5’-5' com o nucleotideo adjacente (Rottman et al., 1974;
Shatkin, 1976; Reddy et al., 1992). Em eucariotos a modificacao da
porcao 5 do mRNA ocorre bem cedo na transcricao, geralmente durante a
polimerizagao dos primeiros 20-30 nt (Orphanides e Reinberg, 2002).
(Figura 14).
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Figura 14. Estrutura quimica do cap. Demonstrando os trés fosfatos (nomeados a, B, e y)
ligando a guanosina invertida. E os locais de clivagem das enzimas removedoras do cap,
Dcpl e Dcp2 (ver topico “Papel do eIF4E na reciclagem dos mRNAs” para mais detalhes)
(Cougot et al.,2004).

A adicao do cap ocorre em trés passos principais: (1) A RNA 5’
trifosfatase remove o fosfato da porgao 5’ do transcrito nascente; depois
(2) a guanililtransferase acrescenta a guanosina em uma posicao
invertida, em sentido 5’-5; e (3) a guanosina é metilada pela enzima
N’Metiltransferase (Cougot et al., 2004). Uma vez adicionado a
extremidade 5" do RNA mensageiro, o cap atua como sinal em diversos
mecanismos intracelulares como: (1) processamento de pré-mRNAs; (2)
transporte de mRNAs nucleo-citoplasma; (3) degradacdo de mRNA; e (4)
iniciacao da traducao (Varani, 1997).

Diferentes tipos de cap sao encontrados em mRNAs, classificados de
acordo com as modificacdes por metilagdes na guanosina invertida e nos
nucleotideos adjacentes (Reddy et al., 1992). Quanto as metilagdes na
guanosina as estruturas cap podem ser: (1) m’GpppN (com uma

metilacdo) encontrado na maioria dos mRNAs; (2) m%’GpppN (com duas
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metilagdes) encontrados em alguns mRNAs; (3) m**’GpppN (com trés
metilagdes), encontrado em muitos snRNAs (RNAs pequenos nucleares) e
em alguns mRNAs; e (4) mpppN (com metilagdo no grupo fosfato),
encontrado em alguns snRNAs (revisto por Reddy et al., 1992). Quanto a
2'-0O-metilagdes nos nucleotideos adjacentes a guanosina invertida, as
estruturas cap podem ser classificadas em: cap 0 (encontrado em
leveduras, amebas e outros eucariotos inferiores), cap 1 (encontrado em
snRNAs), cap 2 (encontrado nos mRNAs dos eucariotos superiores) e cap
4 (caracteristico dos Tripanosomatideos) (Reddy et al., 1992; Jankowska-
Anyszka et al., 1998).

O cap 4 é caracteristico da familia Trypanosomatidae e, ao contrario
dos demais eucariotos, a adicdo do cap ocorre em uma etapa pOs-
transcricional, quando a SL contendo o cap 4 é anexada ao mRNA (Mair
et al., 2000). A anadlise da estrutura da SL de Crithidia fasciculata e T.
brucei revelou que na porcdo 5 terminal da SL o residuo m’GTP
adicionado é seguido por quatro nucleotideos metilados, formando a
estrutura:  7-metilguanosina(5’)-ppp(5’)-N® N®,2’-O-trimetiladenosina-p-
2’-O-metiladenosina-p-2’-O-metilcitosina-p-N3-2’-O-dimetiluridina (Bangs
et al., 1992; Mair et al, 2000). Recentemente a estrutura do Cap 4 dos
Tripanosomatideos foi sintetizada in vitro e vem sendo utilizada em

ensaios funcionais (Lewdorowicz et al., 2004) (Figura 15).
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Figura 15. Estrutura quimica do cap 4(Lewdorowicz et al., 2004).

3.1.4.5 Controle pos-transcricional da expressao génica em

tripanosomatideos

Durante seu ciclo de transmissdo os parasitas tripanosomatideos
precisam se adaptar, rapidamente, as diferentes condicbes dos
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os mecanismos exatos da
regulacdo da expressao génica em Leishmania (e outros
tripanosomatideos) ainda ndao sao claros, mas mudancas nos niveis das
proteinas expressas durante o desenvolvimento desses parasitas ndo sao
geralmente acompanhadas por mudancas equivalentes na transcrigao
(Stiles et al., 1999). Boa parte do processo de adaptagao parece estar
mais relacionada com o controle pds-transcricional dependente da regido
3" UTR (principalmente na modulacdo da meia-vida de mRNAs especificos)
e de regides intergénicas. Alguns fatores importantes neste processo

foram ainda descritos associados tanto com a regidao 5° UTR como com
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regioes codificadoras de proteinas, e com o controle da traducao (D’Orso
et al., 2003).

Un bom exemplo de regulacdo pods-transcricional em
tripanosomatideos é observado na expressdo do gene da fosfoglicerato
quinase (PGK) de T. brucei. Existem trés genes PGKs: o PGKA, PGKB e o
PGKC; que sao co-trancritos pela RNA pol II e nao possuem regulacao
transcricional diferencial. Ao nivel de proteinas, no entanto, o produto do
gene PGKA é presente em baixos niveis durante todo o ciclo de vida do
parasita, o PGKB é expresso somente na fase prociclica no inseto e o
PGKC é quase exclusivo da fase sanguinea no hospedeiro vetebrado. Esse
fenoOmeno ¢é atribuido a regides 3’ UTR distintas nesses genes, que
regulam a sua expressao diferencial nos dois estagios (Clayton, 2002).

Em T. cruzi e T. brucei, foram identificadas seqliéncias regulatérias
ricas em repeticoes AU (AREs) na regiao 3’UTR dos genes que codificam
para mucina (SMUG) e para a proteina prociclica estagio-especifica EP (Di
Noia et al., 2000; D'Orso e Frasch, 2001a; Irmer e Clayton, 2001). Estas
seqliéncias atuam no processo de desestabilizacdo dos mMRNAs, em
determinada fase do ciclo de vida do parasita, sendo reconhecidas
diferencialmente por fatores protéicos especificos (D'Orso e Frasch,
2001b). Além disso, foram identificadas seqliéncias 3'UTR regulatorias
ricas em repeticoes G (GREs), no gene SMUG, que favorecem a
estabilizacado de mRNAs de forma também estagio-especifica (D'Orso e
Frasch, 2001b). Em Leishmania foi identificada uma regiao 3’ UTR
conservada, de 450 nucleotideos, envolvida na regulacdao de expressao
génica estagio-especifica. Esta regidao é bastante conservada, em diversos
mMRNAs, sendo ativada na forma amastigota intracelular do parasita
(Boucher et al., 2002).

Mesmo com avangos no entendimento do controle da expressao em
tripanosomatideos, muito ainda esta para ser esclarecido. O controle da
tradugdo é provavelmente extremamente importante nesses organismos,
embora este seja um aspecto que tem sido negligenciado através dos

anos (Clayton, 2002). Para muitos genes, a regulacao dos mMRNAs
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reportada ndo é suficiente para explicar as diferencas nos niveis dos
produtos protéicos (Priest e Hadjuk, 1994; Saas et al., 2000; Clayton,
2002). Assim, a compreensao precisa do sistema celular de tradugao dos
tripanosomatideos é um ponto crucial para um melhor entendimento dos

mecanismos moleculares desses organismos.
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3.2. BIOSINTESE PROTEICA EM EUCARIOTOS

O processo de sintese protéica, por ser responsavel pela producao
de moléculas fundamentais, constitui um dos eventos essenciais para a
sobrevivéncia de todos os seres vivos. Ele representa o passo final para a
via de expressao génica, mediando a formacdo do proteoma a partir da
informacdo gendmica. Esse processo pode ser dividido em trés principais
etapas: iniciagao, elongacgao e terminagao (Gebauer e Hentze, 2004).

A iniciacdo da traducdo eucaridtica ocorre em varios passos, e é
catalizada por proteinas referidas como Fatores de Iniciacdao Eucarioticos
(elFs-“eukaryotic initiation factors”). Estes por sua vez podem ser
compostos por diversas subunidades e isoformas. Até o momento foram
identificados, em mamiferos, seis grupos de fatores de iniciacdao: elF1,
elF2, elF3, elF4, elF5 e elF6. Eles atuam em um processo altamente
regulado onde a auséncia de apenas um é suficiente para diminuir ou até
mesmo impedir a sintese protéica (Hershey e Merrick, 2000). A iniciacao
da sintese protéica no citoplasma eucariético € um pouco semelhante a de
procariotos, mas a ordem de eventos é diferente e o nUmero de fatores
acessorios envolvidos é bem maior. Nessa etapa da sintese ha o principal
controle da traducao, no recrutamento do ribossomo ao mRNA e no
posicionamento de forma correta no cdédon de iniciacdo AUG (Lewin, 2000;
Prévot et al., 2003).

Enquanto a elongacao e a terminagdao sdo assistidas por uma
limitada quantidade de fatores, a iniciacdo da tradugdao é composta por
mais de 25 polipeptideos (Hershey e Merrick, 2000). A regulacdao da
traducdo é um mecanismo que € usado para modular a expressao génica
em uma gama de situagOes bioldgicas. Tal processo possui papel crucial
no crescimento celular, proliferacdo e desenvolvimento (Gingras et al.,
1999).

A traducdo do mRNA em proteina inicia-se apds a separacao das
subunidades ribossomais 40S e 60S, pela acao dos fatores elF3 e elF6

sobre o ribossomo pré-existente 80S, e pela formacdao do complexo
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ternario composto por elF2/GTP/Met-tRNAi (complexo formado pelo fator
elF2 , uma molécula de GTP e RNA transportador iniciador responsavel
pela adicdo do primeiro aminoacido da proteina). A subunidade 40S e o
elF3 ligam-se entdo ao complexo ternario, formando o complexo de “pré-
iniciacao 43S”. Este necessita da interacao entre o elF3 e o elF4F, para se
ligar com a porcao 5 do mRNA (Gingras et al. 1999; Hershey e Merrick,
2000; Pestova et al., 2001).

A ligacao do complexo 43S ao cédon AUG do mRNA, através do
pareamento deste com o tRNA iniciador e a ligacao dos fatores elFl e
elF1A, resulta na formacao do complexo estavel 48S (Preiss e Hentze,
2004). Nesta etapa, os fatores eIF1 e elIF5 garantem o correto inicio da
traducdao ao facilitar o reconhecimento do cdédon de iniciacdo AUG pelo
Met-tRNAi (Hershey e Merrick , 2000; Preiss e Hentze, 2004). O
reconhecimento do primeiro AUG ¢é influenciado pela existéncia da
sequéncia consenso GCC(A/G)CCAUGG localizada nas imediagdes desse
cédon, e mudancas nos nucleotideos (principalmente nos marcados em
negrito) provocam maiores impactos no reconhecimento do cdédon
iniciador AUG sublinhado (Kozac, M., 1986; 1987). Dando continuidade ao
processo o fator eIF5 provoca a hidrélise do elF2 ligado ao GTP e promove
o recrutamento da subunidade ribosomal 60S ao complexo de iniciagao,
reestruturando a unidade ribosomal 80S e liberando os demais fatores de
iniciagdo. Ocorre entdo o posicionamento do tRNAi no sitio P do ribossomo
para o inicio da sintese proteica (Gebauer e Hentze, 2004).

Os fatores eIF4 sdo aparentemente exclusivos de eucariotos
(Aravind e Koonin, 2000) e sao responsaveis pela etapa de
reconhecimento do mRNA pelo ribossomo. O fator eIF4F € um complexo
heterotrimérico que € formado pelas subunidades polipeptidicas elF4A,
elF4E, eIF4G (Haghighat et al., 1995) e é auxiliado pelos fatores elF4B,
elF4H (Richter-Cook et al., 1998) e pela proteina de ligagao a cauda poli-A
ou PABP (Preiss e Hentze, 2004) (Figura 16).
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Figura 16. Esquema do processo de iniciacao da traducdao em eucariotos (Preiss e Hentze,
2004). Primeiro ocorre a (1) formagao do complexo ternario composto pelo GTP-tRNAi-
elF2 , em seguida ha a associacdo deste a subunidade ribossomal 40S e (2) formagao
do complexo 43S. Ao mesmo tempo ha o (3) reconhecimento do mRNA pela ligacdo do
complexo eIF4F e, em seguida o (4) desdobramento da 5° UTR pela acao do elF4A e
elF4B e (5) recrutamento do complexo 43S. Depois ha o (6) rastreamento para o (7)
reconhecimento do cddon de iniciagio AUG e , por fim, ha a reestruturacdo doo
ribossomo pela (8) associacdo da subunidade ribossomal 60S, culminando na dissociacao
dos fatores de iniciagao e inicio da fase de elongacao.
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3.2.1 eIF4A-A proteina que remove estruturas secundarias do
mRNA

Para que o processo de rastreamento do ribossomo na porgcao 5’ do
MmRNA possa acontecer é necessario que haja a remocgao das estruturas
secundarias do mRNA e das proteinas ligadas a ele. Estas etapas ocorrem
pouco antes do rastreamento e sao executadas por um fator de iniciagao -
o elF4A, através de um processo ATP dependente (Linder, 2003).

O fator eIF4A é uma proteina de 46kDa que possui atividade
helicase bidirecional dependente de ATP (Lorsch e Herschlag, 1998),
potencializada por outras proteinas associadas ao complexo elIF4F: o
elF4B e o eIF4H, que estimulam a atividade do eIF4A tanto em solugao
como ligados ao complexo elF4F (Rogers et al., 2001b; Ganoza et al.,
2002). Em mamiferos trés isoformas de eIF4A podem ser encontradas:
elF4AI, eIF4AIl e eIF4AIIl sendo que o eIF4AIIl ao contrario do eIF4AI e
elF4AII, se situa no nucleo e nao se relaciona diretamente com o processo
de tradugao, mas sim com o splicing e decaimento dos mRNAs (Ferraiuolo
et al, 2004).

O Fator eIF4A é tido como o protétipo de uma grande familia de
RNA-helicases presentes desde bactérias a mamiferos, a familia “DEAD
Box” (Linder et al., 1989). Estas proteinas participam em varias funcdes
celulares como na transcricdo, processamento ou retirada de introns,
génese do ribossomo, transporte de RNA, decaimento do mRNA e
iniciacdo da tradugdo. Esta familia protéica € assim chamada por possuir o
motivo caracteristico Asp-Glu-Ala-Asp ou D-E-A-D em codigo (Rocak e
Linder, 2004), também chamado de motivo II ou motivo Walker B,
envolvido na hidrélise do ATP (Linder, 2003). Ha ainda os motivos F, Q, e
I, que também sao relacionados a ligacao e hidrdlise do ATP, o motivo III
€ relacionado a ligacao do ATP, o VI na interacao com o mRNA e os
motivos Ia, Ib, IV, V estao provavelmente relacionados a ligagao ao
mRNA, mas estdo ainda sem comprovacgao bioquimica (Rocak e Linder,
2004) (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo da seqiéncia dos nove motivos da familia DEAD Box. (Rocak e
Linder, 2004).

A estrutura basica das helicases da familia DEAD Box apresenta-se
na forma de dois grandes dominios ligados por uma regidao de 11
aminoacidos que formam um “halter” em que o ATP fica conectado pela
regiao ligadora (Rocak e Linder, 2004) (Figura 18).

Sitio de ligacéo ao

Dominio 1 ATP Dominio 1

Figura 18. Represengdo da estrutura cristalizada de uma proteina da familia DEAD box
semelhante ao eIF4A de Methanococcus janaschii (Story et al., 2001), demonstrando a
estrutura dos dois dominios flanqueando o sitio de ligacdo do ATP e os motivos
conservados caracteristicos da familia proteica (Rocak e Linder, 2004).
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3.2.2 eIF4G - A proteina coordenadora do complexo de iniciacao

O fator de iniciacao da traducao eIF4G (anteriormente denominado
p220 ou elF4y) foi descoberto devido a sua propensao a clivagem
proteolitica durante a infecgao por poliovirus e hoje é reconhecido como a
proteina organizadora central do complexo eIF4F no recrutamento do
MRNA durante a iniciacao da traducao (Keiper et al., 1999).

Os varios homdlogos do eIF4G descritos até hoje compreendem uma
familia protéica de isoformas com discreta homologia e propriedades
bioguimicas semelhantes (Keiper et al., 1999). Dentre estes se destacam:
dois em humanos (elF4GI de 220 kDa e eIF4GII) (Yan et al., 1992; Gradi
et al., 1998), dois descritos em plantas (eIF4G e elFiso4G) (Browning et
al., 1992; Gallie e Browning, 2001), dois em leveduras (TIF4631 e
TIF4632) (Goyer et al., 1993) e oito em Drosophila melanogaster (elIF4E1-
8) (Hernandez, 2005).

3.2.2.1 Estrutura do eIF4G

Estruturalmente o eIF4GI pode ser dividido em trés dominios: (1) o
dominio N-terminal (residuos de aminoacidos nas posicoes 1-634,
numeros correspondentes ao homodlogo de mamiferos), onde estdo
localizados os sitios de ligacdo ao eIF4E e a PABP (Proteina de ligacao a
cauda poli-A - Lamphear et al., 1995; Imataka et al.,1998; Marcotrigiano
et al.,1999); (2) o dominio central (residuos de 635-1065, numeros
correspondentes ao homologo de mamiferos), onde estdo localizados os
sitios de ligacdo ao RNA (Pestova et al., 1996), ao eIlF4A e ao elF3
(Imataka e Sonenberg, 1997; Korneeva et al., 2001) e onde esta
localizado o dominio conservado HEAT (Hunting, Elongation 3, A subunit
of protein phophatase 2a, Target of rapamycin) constituido por um
arranjo de 10 alfa-hélices antiparalelas (Andrade e Bork, 1995;

Marcotrigiano et al., 2001); e (3) o dominio C-terminal, ausente em nao
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metazoarios, que contém um segundo sitio de ligacao ao eIF4A e um sitio

de ligacao a quinase Mnk1 (Pyronnet et al.,1999) (Figura. 19).
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Figura 19. Representacdo da estrutura do eIF4GI e eIF4GII humanos, mostrando a
posicdo dos sitios de ligacdo ao PABP, eIF4E, eIF4A , elF3, e Mnk (Prévét et al.,2003).

O dominio de ligacdo do elF4A no eIF4G (de mamiferos) foi descrito
por Lamphear et al. (1995), através do uso de proteases virais,
localizando-o na porcao carboxi-terminal do eIF4GI. Posteriormente a
localizagao precisa do dominio foi descrita entre os residuos 1201-1411
(Morino et al., 2000). O segundo dominio de ligacdo foi mapeado por
Imataka e Sonenberg (1997), estando precisamente entre os residuos
722-949 (Lomakin et al., 2000).

O sitio de ligacdo do eIF3 no eIF4G foi inicialmente mapeado no
dominio central do eIF4GI (Lamphear et al.,1995; Ohlmann et al.,1996).
Recentemente experimentos mostraram que o sitio de ligagdo do elF3 se
situa precisamente entre os aminoacidos 975-1065 na regido central do
elF4G, uma regido que nao se sobrepde ao sitio de ligacdo ao elF4A. A
ligagdo do elF4A e do eIF3 sao mutuamente cooperativas (Korneeva et
al., 2000) por modificacbes na conformacao do eIF4G quando em
presenca desses fatores para a formagao do complexo ribonucleoproteico
necessario para a traducdao (Prevot et al., 2003).

A interacao entre o elF4G e a PABP, associada a cauda poli-A na
extremidade 3 'dos mRNAs eucaridticos, promove uma ligacdo entre a

porcao 5 e a 3’ do mRNA o que leva a sua circularizacao em algum
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momento do processo de tradugao (Tarun e Sachs 1996; Wells et al.,
1998) (Figura 20). Experimentos posteriores demonstraram que a
interacdo eIF4G/PABP aumenta a eficiéncia da traducao (Gallie, 1998) e
esse processo pode fazer parte de um mecanismo de “teste” para a
verificacao de mRNAs intactos e corretamente processados para prevenir
uma producdo de proteinas aberrantes (Prevét et al., 2003). Em humanos
o sitio de ligacdo da PABP situa-se entre os residuos 132-160, na porgao
N-terminal do eIF4G (Imataka et al., 1998).

Figura 20. Circularizacdo do mRNA. A - Visualizacdo por microscopia de forca atbmica da
molécula de mRNA circularizada, indicada pela seta (Wells et al.,1998). B - “Alca”
formada no mRNA pela interagdo cauda poli-a-PABP-elF4G-eIF4E-Cap no complexo elF4F
(Keiper et al., 1999). Legenda: 4E- eIF4E, 4A- elF4A, 4G- elF4G, N- porcao
aminoterminal do eIF4G, C - Porgdao carboxiternminal do eIF4G, PABP- proteina de
ligacdo a cauda poli-A, 3- elF3, 2- elF2, e 40S- subunidade ribosomal 40S.

3.2.2.2 Interacgao eIFG-eIF4E

O sitio de ligacdo ao eIF4E foi mapeado por Lamphear et al. (1995),
que usaram proteases de picornavirus para clivar o eIF4GI. Estudos
posteriores confirmaram a localizacdo exata dos sitios responsaveis pelas
interacdes entre eIF4E e eIF4G através de delecbes no elF4G seguido de
andlise por Farwestern-blot (Mader et al.,1995), que levou a
caracterizacdao de uma regidao de 49 aminoacidos no eIF4G que esta
presente de leveduras a mamiferos (Prevot et al., 2003). Dentro dessa
seqléncia existe um pequeno motivo YXXXXL® (onde X pode ser um
aminoacido qualquer e ® usualmente é uma leucina, mas pode também

ser uma metionina ou uma fenilalanina), que é altamente conservado nos
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elF4Gs em leveduras, Drosophila, plantas e mamiferos. Este motivo
também esta presente na familia de proteinas 4EBPs, que competem com
o elF4GI pela interagao com o eIF4E (Mader et al., 1995).

Estudos in vitro mostraram que a afinidade do eIF4E pelo cap
aumenta cerca de 10 vezes quando este esta ligado ao eIF4G (Haghighat
et al., 1996), estimulando a traducao cap-dependente. Isto pode ser
explicado pelo fato do eIF4G, quando ligado ao eIF4E, produzir mudancas
conformacionais no eIF4E que aumentam a afinidade pelo cap, através da
ligacdo do segmento dos residuos 393-490 do elF4G com a parte N-
terminal do eIF4E (Gross et al., 2003; Pestova e Hellen, 2003). O
aumento da atividade do complexo pode ser também atribuido a
capacidade do eIF4G de se ligar diretamente ao mRNA (Goyer et al.,
1993), o que pode estabilizar o complexo na estrutura do mRNA (Prevot
et al.,2003).
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3.2.3 eIF4E - A proteina de ligagao ao cap.

Em 1978 uma proteina citoplasmatica de 24 kDa foi encontrada em
experimento de cross-link com um andalogo de m’GTP cap e foi designada
proteina ligadora ao Cap 24K (ou CBP I) do Complexo de Ligacdo ao Cap
(Sonenberg et al., 1978), posteriormente denominada eIF4E. Esta
proteina estava diretamente envolvida na traducdo no estagio de iniciacao
e quando purificada por cromatografia de afinidade era isolada juntamente
com duas proteinas cujo de aparente peso molecular era de
aproximadamente 50 e 200 kDa, depois identificadas como eIlF4A e
elF4G, respectivamente (McKendrick et al., 1999).

O fator eIF4E é um proteina conservada desde leveduras a humanos
(Hershey and Merrick, 2000) e um numero variado de formas desse fator
tem sido encontrado em diversos organismos, dentre estes: trés em
Arabidopsis thaliana (Jankowska-Anyszka et al., 1998), cinco em
Caenorhabdtis elegans (Keiper et al., 2000), dois em
Schizosaccharomyces pombe (Ptushkina et al., 2001) e trés em humanos
(Joshi et al., 2004). Esta multiplicidade de homdlogos pode refletir uma
simples redundancia ou pode também refletir um papel mais complexo
para o elF4E do que o proposto previamente. Juntas, eIF4E e proteinas
relacionadas, formam uma familia de proteinas dentro de um dado
organismo, cujo papel ainda ndo estd plenamente compreeendido.
Algumas podem agir como fatores de traducao e estimular a traducao de
certos RNAs ou agir de maneira inibitéria (Joshi et al., 2004).

O elF4E é um fator essencial para a estabilidade do complexo elF4F
na ligacao ao cap (von der Harr et al., 2000) e apesar do fato de que o
elF4E ter sido identificado como fator de iniciacdo da traducdo ha mais de
25 anos atras, e consideravel esforco ter sido despendido para a
elucidagdao de sua fungdo, ainda permanecem varias questdes nao
respondidas concernentes ao seu papel bioldgico (von der Haar et al.,
2004).
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3.2.3.1 Interacao eIF4E - cap

O elF4E liga-se especificamente a porcao 5’ da estrutura cap dos
mRNA’s, dos quais os mais importantes s3o os tipos m’GpppNp,
m’GpppN™p ou m’GpppN™pN™p (onde o m denota o grupo Metil anexado
ao nucleotideo especifico) (Von der Haar et al., 2004). A estrutura 3D do
eIF4E de leveduras foi resolvida por NMR (Nuclear Molecular Resonance)
(Matsuo et al., 1997), enquanto a do elF4E de camundongos e o de
humanos por cristalografia de raios-X (Marcotrigiano et al., 1997; Tomoo

et al., 2002). Esta estrutura é semelhante a uma mao arqueada, com oito
folhas-B antiparalelas e trés longas a-hélices no lado convexo. O sitio de

ligacdo ao cap esta localizado na cavidade hidrofébica do corpo esférico do
eIF4E entre dois dos oito residuos de triptofanos evolucionariamente
conservados (Trp 56 e Trp102 do elF4E de camundongos e Trp58 e Trp
104 de leveduras), situados proximos das partes superior e inferior das
margens dessa cavidade. Quando o analogo do cap estd ligado, a
guanosina é empacotada pelos dois triptofanos e imobilizada no local por

interacbes entre os sistemas de anéis dos trés componentes por um
processo denominado m-m stacking (Figura 21). Um forte efeito

estabilizador é associado a presenca do grupo Metil, que induz uma carga
positiva aumentando a interacao de empacotamento. Adicionalmente o
cap é estabilizado dentro da cavidade do eIF4E por varias ligacdes de van
der Waals (os residuos Trp 166 e Glu 103), pontes de hidrogénio (Glu103)
e interagOes eletrostaticas (Argl12, Argl57 e Lys162) (numeros
correspondentes ao homologo de mamiferos) com os trés grupos fosfatos
e a ribose do analogo do cap (Marcotrigiano et al., 1997; Niedzwiecka et
al., 2002).
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Figura 21. Interacdo do eIF4e com o cap. A - Representacao grafica da interacdo =-r
stacking entre o m’GTP Cap e a proteina eIF4E. Formac3o da interacdo entre os anéis
dos triptofanos (em amarelo) e a guanosina metilada do cap (colorido) (von der Haar
et al., 2004). B - Representacdao das interacdes dos residuos do eIF4E com o Cap
(Scheper e Proud, 2002).

Alguns organismos apresentam diferentes isoformas de elIF4E e
mais de uma estrutura de cap. O nematoda Caenorhabditis elegans, por
exemplo, possui cinco isoformas funcionais de eIF4E (IFE1-5) e duas
formas distintas de Cap (monometilado- m’GTP e trimetilado- ms%%’GTP)
(Jankowska-Anyszka et al., 1998; Keiper et al., 1999). O IFE-3 e o IFE-4
reconhecem apenas o cap monometilado; o IFE-1, o IFE-2 e o IFE-5 se
ligam a ambas estruturas (Keiper et al., 1999; Miyoshi et al., 2002),
demonstrando uma seletividade funcional para diferentes tipos de
mMRNA’s. O eIlF4E e o elF(iso)4E de plantas compartilham
aproximadamente 50% de similaridade nos aminoacidos e possuem
aproximadamente 26 kDa e 28 kDa, respectivamente (Browning et al.,
1987, 1992; Browning, 1996). A abundancia desses fatores é regulada
durante o desenvolvimento da planta; o eIF4E é distribuido em todos os
tecidos da planta, ja o elF(iso)4E encontra-se em mais abundancia em
tecidos em desenvolvimento, como 6rgdos florais, meristemas e folhas
jovens. Recentes estudos também atestaram que eles possuem varios
papéis durante a infeccao viral em plantas e que a delecdo de um é

compensada pela atuagao do outro (Browning, 2004).
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3.2.3.2 Interacao do eIF4E - eIF4G

Dois estudos independentes com eIF4Es mutantes de leveduras
(Ptushkina et al.,1998) e de murinos (Marcotrigiano et al., 1999)
identificaram um epitopo coerente formado pelos residuos 71-75 e 139
gue originam as hélices 1 e 2 do eIF4E necessario para a ligagao do
elF4G. Tais residuos encontram-se em uma porcao distal ao sitio de
ligacdao ao cap e nao estao envolvidos na ligagao entre o elF4E e o Cap
(Ptushkina et al.,1998).

Estudos subseqlientes em leveduras demonstraram que a
extremidade N-terminal da estrutura do eIF4E (residuos 23-38) esta
também envolvida por uma estrutura em forma de bracelete de cinco
hélices na ligacdo com o eIF4G (residuos 393-490) (Figura 22), e
promove um aumento na associacao do complexo ao cap sendo
necessaria para o crescimento 6timo e associagao com polissomos in vivo
(Pestova e Hellen, 2000; Gross et al., 2003). Delegdes nesta extremidade
do elF4E reduzem a capacidade de ligagdao com o eIF4G in vitro, de modo
gue o contato da parte N-terminal do eIF4E é crucial para a conformacgao
e interacao deste com o elF4G (von der Haar et al., 2004). Tem-se
mostrado também que a interacdo entre o eIF4E e o eIF4G depende do
dominio correspondente a sequéncia Val-Glu-X-X-Trp encontrada na

extremidade aminoterminal do eIF4E (Ptushkina et al.,1998).

Figura 22. Representacao grafica da conformacdo da guanosina na cavidade do elIF4E
(em amarelo) e ligacdo com eIF4G (residuos 393-490 em azul), demonstrando a
independéncia dos dois sitios de ligagdo (Von der Haar et al., 2004).
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3.2.3.3 Controle da atividade do eIF4E

O eIF4E é um fator essencial para a estabilidade do complexo elF4F
na ligacdao ao cap (von der Harr et al., 2000) e é limitante na célula
(Hershey and Merrick, 2000). Seus niveis sao relativamente baixos em
lisados de reticuldcito de coelho (Goss et al., 1990) e células Hela
(Duncan et al., 1987). O eIF4E aparentemente participa de forma crucial
no controle do ciclo celular (Strudwick e Borden, 2002). Sua
superexpressao causa perda do controle do ciclo celular (De Benedetti e
Rhoads, 1990) e estd associada a uma série de tumores humanos (De
Benetti e Harris, 1999). Aparentemente o eIF4E também é importante na
modulacao da apoptose (Li et al., 2002).

A atividade do eIF4E é regulada em multiplos niveis: (1) via
modulacdo de sua transcricdao, (2) por fosforilacdo, e (3) através da sua
interagdo com uma familia de proteinas repressoras, as proteinas
ligadoras ao 4E (4E binding proteins-4EBP’s) (Raught e Gingras, 1999).

3.2.3.3.1 Controle transcricional do eIF4E

Embora os mecanismos de regulagao da transcricao do eIF4E nao
estejam ainda bem esclarecidos, sabe-se que seu promotor contém dois
sitios de ligacao myc, e ambos sdo necessarios para a expressao do gene
em sistemas heterdlogos (Jones et al., 1996). Concernente com essa
observacdo, o mRNA do eIF4E é mais regulado em células que
superexpressam c-myc, € a transcricao do gene eIF4E é feita em resposta
a ativacdo de um receptor de fusao myc-estrogeno (Rosenwald et al.,
1993). Assim, aparentemente o eIF4E participa no controle do
crescimento e proliferacao celular, no entanto mais estudos sao
necessarios para a compreensao precisa do seu papel nesse processo
(Raught e Gingras, 1999).
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3.2.3.3.2 Controle do eIF4E por fosforilacao

A fosforilacdo do eIF4E &, geralmente, correlacionada com niveis de
traducao e estado de crescimento celular (Kleinjn et al., 1998). Sua
fosforilacdo é feita pelas quinases transdutoras de sinal MAP - Mnkl e
Mnk2 - em um Uunico sitio, na Ser209 (posicado no homdlogo de
mamiferos), que reside préximo a porcao N-terminal da seqliéncia
primaria do eIF4E (Joshi et al., 1995).

O efeito da fosforilacao nas propriedades do eIF4E tem sido alvo de
grande interesse e controvérsia. O eIF4E ndo é fosforilado durante a
mitose (Bonneau e Sonenberg, 1987), fase em que as taxas de traducao
sao menores, e sob influéncia de estimulos extracelulares que provoquem
ploriferacdao celular ha um aumento da fosforilagdo (Raught e Gingras,
1999). Minich et al. (1994) postularam que a fosforilagdao do elIF4E
aumenta a afinidade deste pela estrutura cap. Ja estudos de fluorescéncia
realizados mostraram que o elF4E fosforilado possui uma atividade 2,5
vezes menor de afinidade com andlogos do cap quando comparado a
proteina nao fosforilada. Essa perda de afinidade seria pela criacdo de
uma repulsdo eletrostatica entre a proteina e o nucleotideo ligante

carregado eletronegativamente (Scheper et al., 2002) (Figura 23).
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Figura 23. Representagdo da reducdo da afinidade por repulsao eletrostatica do eIF4E
fosforilado na Ser209 (Scheperl et al., 2002).

A fosforilacao do eIF4E nao afeta sua ligagdo com o eIF4G ao
contrario do que acontece com proteinas de ligacdo ao 4E, as 4EBPs (4E

bindin proteins) (Scheper et al., 2002). E a inibicao da fosforilacao do
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eIF4E ndo possui efeito aparente na proliferagao celular ou formagao do
complexo de iniciagao, podendo apenas participar limitando a traducao
sob certas condicOes fisioldgicas de uma maneira ainda desconhecida
(Knauf et al., 2001). Alternativamente sua fosforilacdo pode auxilar na
liberacao do complexo eIF4F da estrutura cap no processo de
“rastreamento” ribosomal, no entanto essas hipdteses ainda necessitam

de validacao experimental (Scheper et al., 2002).

3.2.3.3.3 Controle do eIF4E pela interacao das proteinas 4EBP’s

O terceiro nivel de controle da atividade do eIF4E, observado em
mamiferos, é através da interacdo com uma familia de proteinas
repressoras. Pause et al. (1994) isolaram por Far-Western pequenas
proteinas de 12kDa que interagem com o eIF4E, e que tinham cerca de
52% de similaridade entre si ao nivel de aminoacidos. Essas proteinas
foram denominadas 4EBP1 e 4EBP2 (4E binding protein 1 e 2) e foi
demonstrado que elas eram capazes de inibir a tradugao in vivo. A ligagao
dessas proteinas aumenta grandemente a afinidade do eIF4E pelo cap
(Ptushkina et al., 1999) e ainda impede a associacao do elF4G com o
elF4E e assim a formacao do complexo eIF4F (Haghighat et al., 1995)
(Figura 24). Essa ligacao é devida a presenga nestas proteinas do mesmo
sitio de ligacao ao eIlF4E (Tyr-X-X-X-X-Leu-®) localizado na porcdao N-
terminal do eIF4G (Mader et al., 1995). Um terceiro membro da familia
4EBP foi descoberto depois e possui grande similaridade com os outros
membros da familia na porcdo central e também inibe a tradugdao cap-
dependente (Poulin et al., 1998).
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Figura 24. Regulacao da formagdao do complexo elF4F pela interacdo das 4EBP’s com o
elF4E e controle da atividade das 4EBP’s por fosforilagdo. Quadro: Motivo similar entre o
elF4G e as 4EBP’s responsavel pela interagdo com o eIF4E (Raught e Gingras, 1999).

O controle da atividade das 4EBP’s é feito por fosforilacdo de
multiplos residuos especificos de serina/treonina através da proteina
quinase B (AKt/ PKB) (Gingras et al.,, 1998) e da proteina
ligante/rapamicina associada FK506 (sistema FRAP/mTOR) (Gingras et
al.,1999), que inibem sua afinidade pelo eIF4E (Pause et al., 1994;
Fadden et al., 1997). Essa fosforilacdo é influenciada por varios tipos de
estimulos extracelulares como hormonios, fatores de crescimento,
citocinas, mitdgenos, e infecgdes por adenovirus (Kleijn et al., 1998).

A razdo da existéncia das proteinas de ligacdo ao eIF4E ainda é
desconhecida (Raught e Gingras, 1999). Em camundongos a delegao do
gene 4EBP1 nao demonstrou nenhum defeito no desenvolvimento ou no
metabolismo (Blackshear et al., 1997). Embora ndao exista um homdlogo
estrutural em leveduras para as 4EBP’s, uma proteina que também se liga
ao eIF4E denominada p20 foi encontrada. Essa proteina nao possui
homologia com as 4EBP’s exceto pela presenca do sitio de ligacao ao
elF4E. Além disso possui a capacidade de inibir a tradugdo cap-

dependente. Sua superexpressao resulta em crescimento lento, e sua
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delegao estimula o crescimento em cultura (Altmann et al., 1997). Assim
aparentemente o mecanismo de controle da atividade do eIF4E via
inibicdo da sua interacao com o eIF4G evoluiu independentemente em
leveduras e animais (Raught e Gingras, 1999).

Em adicdo as 4EBP’s, varios organismos possuem outras proteinas
capazes de se ligar ao eIF4E. Estas podem assumir papéis altamente
especializados durante estagios particulares do desenvolvimento (von de
Haar et al., 2004). Exemplos dessas proteinas sao a Maskin em Xenopus
leavis (Cao e Richter, 2002), Bicoid e Cup em Droshophila melanogaster
(Niessing et al., 2002, Wihelm et al., 2003), Proteina de Leucemia
Promielocitica (PML - Promyelocytic leukemia protein) e Proteina de
homeodominio rico em Prolina (PRH - Proline-rich homeodomain protein)
em humanos (Cohen et al., 2001, Topisirovic et al. 2003). No entanto até
o momento pouco foi esclarecido sobre a organizacao estrutural dos sitios

de ligacao dessas proteinas (von der Haar et al., 2004).

3.2.3.4 Papel do eIF4E no controle da exportacao de mRNAs na

traducao nuclear

Um grande numero de estudos tem mostrado que alguns
componentes “classicos” da maquinaria de traducdo estdao localizados
também no nucleo, incluindo-se os fatores de iniciacdo da traducdo
(Strudwick e Borden, 2002). Lejbkowicz et al. (1992) foram os primeiros a
evidenciar por microscopia de imunofluorescéncia que uma substancial
fracdao do elF4E localiza-se em estruturas circulares discretas no nucleo de
células do figado de macacos, denominados posteriormente de corpos
nucleares. Desde entdo outros estudos confirmaram a existéncia de
corpos nucleares enddgenos de eIlF4E em células de mamiferos
(Lejbkowicz et al., 1992; Dostie et al., 2000b; Lai e Borden, 2000; Cohen
et al., 2001); de leveduras (Lang et al., 1994); células S2 de Drosophila

melanogaster (Cohen et al., 2001) e Xenopus laevis (Strudwick e Borden,
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2002). Desta forma os corpos nucleares parecem ser conservados entre
os eucariotos desde leveduras até mamiferos (Strudwick e Borden, 2002).

O transporte do eIF4E para o nucleo é efetuado de forma ativa por
uma proteina ligante ao eIF4E chamada de 4ET (elIF4E-Transporter)
através de um mecanismo de transporte da via importina aB (Dostie et
al., 2000a) e é regulado por uma quinase especifica C1K/Sty(Dostie et al.,
2000b). A quantidade de eIF4E nos corpos nucleares varia entre 12 a 68%
em cerca de 10-20 corpos de 0,1-1um por nucleo (Lejbkowicz et al.,
1992; Iborra et al., 2001 Dostie et al., 2000b, Lai e Borden, 2000; Cohen
et al., 2001). A funcdao desses corpos nucleares do elF4E tem sido
relacionada ao transporte de certos transcritos do nulcleo para o
citoplasma, chamados de mRNAs “elF4E-sensiveis” (Rosenwald et al.,
1993).

Estudos feitos em Dictyostelium discoideum tém sugerido que a
traducdo pode ocorrer no nucleo de células eucariéticas (Mangiarotti,
1999). Iborra et al. (2001), conseguiram visualizar diretamente sitios de
sintese protéica no nucleo de células de mamiferos através da
incorporacao de varios andlogos de lisina marcados, e essa traducdo
parece estar acoplada com o processo de transcricdo uma vez que 0s
sitios de transcricdo e traducao sao parcialmente co-localizados.
Interessantemente, estudos feitos através de imunocitoquimica puderam
detectar que peptideos recém sintetizados se co-localizam parcialmente
com os corpos nucleares de eIF4E, desta forma supde-se que esses corpos
nucleares de elF4E possam estar envolvidos nos processos de maturagao
do mRNA, como no splicing e/ou modulacao da estabilidade do transcrito,
assim como na subseqiliente sintese protéica cap-dependente (Dostie et
al., 2000b; Iborra et al., 2001). Especula-se que a traducao no nucleo
seja um processo de “teste em pequena escala” para a avaliagao da
viabilidade de certos transcritos antes destes serem transportados para o
citoplasma e serem |3 traduzidos em larga escala (Strudwick e Borden,
2002).
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3.2.3.5 Papel do eIF4E na reciclagem de mRNAs

A remocao da estrutura cap do mRNA é um processo chave para os
mecanismos de degradacao do mRNA mediado por exonucleases 5'—3’,
bloqueadas pela presenca do cap (Parker e Song, 2004). Portanto para
haver a degradacdo dos mMmRNAs o cap €& removido por enzimas
“decapiadoras” (decapping enzymes); as enzimas mais caracterizadas
com essa fungao sao as Dcpl e Dcp2 de leveduras. As Dcp’s clivam o cap
entre as estruturas dos grupos fosfato, liberando m’GDP e a extremidade
5" monofosforilada. Essa é substrato para outra enzima, a Xrnl que possui
a atividade exonuclease 5’ -3’ e promove a degradacao do mRNA (Parker
e Song, 2004). No entanto a clivagem do cap requer acesso a partes
protegidas pelo eIlF4E, que junto com os demais fatores de iniciagao
promovem a estabilizacdo do mRNA. Ocorre entao uma competicao direta
entre o elF4E e a Dcp, demonstrada in vitro e in vivo (Vilela et al., 2000;
Schwartz e Parker, 2000).

Para a remocao do eIF4E outra enzima, a RNA helicase Dhhl,
juntamente com os auxiliadores de “retirada do cap” Edcl e Edc2;
proteinas Lsm1-7 e uma proteina ligante ao mRNA, a Patl (Coller et al.,
2001; Tharun e Parker, 2001; Schwartz et al., 2003), formam um grande
complexo protéico que promove a desadenilacdo (remogdo da cauda poli-
A) e, conseqlientemente, promovem a linearizagdao do mRNA, diminuindo
a afinidade do eIF4E com o cap. Através da competicdo das Lsm1-7 pelo
cap e da acao da Dhh1 (Coller et al., 2001) ha a remogao do eIF4E e a

liberacao do cap para a atividade da Dcp.
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3.2.4 Tradugdao em Tripanosomatideos

Até o momento pouco se sabe a respeito do mecanismo de traducgdo
em Tripanosomatideos e apenas alguns trabalhos caracterizaram fatores
envolvidos nesse processo, dentre esses: fatores de elongacao, PABPs e
um homdélogo ao eIF4A. Nakamura et al. (1996) identificaram e
caracterizaram subunidades de fatores de elongacao eEF1 e eEF2 de
alguns Kinetoplastideos. Um homdélogo ao fator eIF4A de L. major
(denominado LelF) foi identificado por Skeiky et al. (1998) como indutor
de resposta imune mediante a sua porcdao N-terminal (residuos 1-226).0
homdlogo da PABP de T. cruzi (PABP1) € uma proteina de 66 kDa e esta
presente em duas cdpias no genoma do parasita, sendo que o mRNA
desses genes é expresso constitutivamente durante todo o ciclo de vida do
parasita (Batista et a., 1994). A PABP1 possui propriedades similares a de
outros eucariotos e possui o dominio de ligacdo enttre peptideos (PABC)
mais relacionado com os das PABPs de vegetais (Siddiqui et al., 2003),
concernente com os recentes achados para a evolugao do parasita
(Hannaert et al., 2003). A PABP de T. brucei (PABPI) possui uma porgao 5’
do mRNA rica em repeticoes A e AU, peso molecular de 62,2 kDa uma
estrutura conservada caracteristica das PABPs, com 86,4% de identidade
com a PABP de T. cruzi. Possui também a capacidade de autoregulagao
da tradugao demonstrada em PABPs humanas (de Melo Neto et al., 1995;
Hotchkiss et al., 1999). A PABP de L. major (LmPAB1) possui 63 kDa ,
também é expressa constitutivamente durante o seu ciclo de vida, e sua
localizagdo ¢é predominantemente citoplasmatica, mas com uma
distribuicdo difusa no nucleo. Em ensaios de complementacao, a LmPAB1
nao pode reverter um mutante nulo em Saccharomyces cerevisiae (Bates
et al., 2000).

Recentemente foi também identificado e caracterizado um homaélogo
ao fator eIF4E de L. major (denominado LeishIF4E-1), que possui
consideravel conservacao filogenética, especialmente no sitio de ligagao

ao cap. Esse homodlogo possui localizagao citoplasmatica e demonstrou ser
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capaz de se ligar a analogos da estrutura cap, principalmente no cap
monometilado (m’GTP) e no tetrametilado (cap4), caracteristico dos

tripanosomatideos (Yoffe et al., 2004).

3.2.4.1 Resultados obtidos pelo grupo de estudo de

Biossintese Protéica em Tripanosomatideos.

Para o entendimento do mecanismo de iniciacdao da tradugdo em
Tripanosomatideos, o grupo de biossintese protéica em tripanosomatideos
do Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdaes vem desenvolvendo trabalhos a fim de estudar o complexo
elF4F nestes organismos. Com base em analise de seqiiéncias oriundas de
projetos genoma de L. major foram identificados quatro homodlogos ao
fator eIF4E (denominados LmEIF4E1-4, de 24; 31,5; 38 e 33,8 kDa
respectivamente); cinco ao elF4G (LmEIF4G1-5, de 114; 145,9; 71,2;
84,6 e 88,8 kDa respectivamente) e dois ao elF4A (LmEIF4A1-2 de 45,3 e
43,9 kDa respectivamente). Todos com respectivas representacoes em T.
brucei (onde como exemplo os ortdlogos de eIF4E sao denominados de
TbEIF4E1-4, de 26; 28,2; 47,9 e 46,5 kDa, respectivamente) e em T.
cruzi. A multiplicidade de fatores identificados e caracteristicas préprias
remetem a possibilidade de uma organizagdao diferente do complexo de
iniciacdo da traducdo, podendo ser relacionada a adaptacdao aos
hospedeiros e/ou selecdo de mRNAs para o controle pos-transcricional tdo
importante nesse grupo de organismos (Clayton, 2002).

Iniciando a caracterizacao dos homodlogos de eIF4A analises
sequenciais destes de L. major mostraram que 0Ss nhove motivos
encontrados nas DEAD Box RNA helicases estdao presentes nas duas
seqléncias identificadas. Ensaios de interacdo protéica por pull-down
constataram que o LmEIF4A1, mas nao o LmEIF4A2, é capaz de se ligar
ao LmEIF4G3 in vitro. Interagao semelhante ocorre entre os homodlogos de
elF4A e elF4G em outros eucariotos. Analise de expressdao por western

blot dos homodlogos LmEIF4A1-2 em promastigotas de L. major identificou
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a proteina LmEIF4A1 como sendo uma proteina extremamente abundante
enquanto que ndo foi possivel detectar a proteina LmEIF4A2. Ja no caso
dos homodlogos de elF4G, as analises de seqiéncia revelaram que além do
dominio HEAT, essencial para a funcao e identificacdo desta proteina,
outros dominios caracteristicos ndo puderam ser identificados nos
homodlogos de tripanosomatideos. A excecao pode ser um provavel
dominio de ligacdo ao elF4E, semelhante ao encontrado em C. elegans
(FGRDFMV), encontrado nos homodlogos LmEIF4G3-4. A quantificacdo da
expressdao do homodlogo LmEIF4G3, Unico dos homologos de elF4G de L.
major investigado a esse nivel, revelou que esta é uma proteina de média
abundancia com cerca de 6,4 x 10° moléculas por célula.

No que concerne as analises seqienciais dos homodlogos ao fator
elF4E de L. major, objetos deste estudo, observou-se que dos oito
residuos de triptofano conservados na familia das proteinas ligadoras do
cap sete foram encontrados no homélogo LmEIF4E1, oito no LmEIF4E?2,
quatro no LmEIF4E3, e cinco no LmEIF4E4. Os homdlogos LmEIF4E1-2
possuem todas as caracteristicas suficientes para a ligacdo ao Cap
enquanto que os LmEIF4E3-4 possuem apenas algumas. A expressao dos
fatores homodlogos ao eIF4E de Tripanosomatideos ainda ndo foi
investigada ao longo do ciclo de vida do parasita . Entretanto em analises
deste grupo foi encontrada na seqiiéncia do gene codificante para o
LmEIF4E1 um possivel motivo regulatério para a expressao em
amastigotas (Wu, et al., 2000); e um estudo de expressao diferencial do
ciclo de vida de Leishmania major identificou que o cDNA para o
LmEIF4E2 foi identificado como gene expresso preferencialmente na
forma metaciclica através de analises de microarrays (Almeida et al.,
2004).

Tendo em vista a importancia do controle pods-transcricional (e em
especial do controle da tradugdao) em tripanosomatideos, este trabalho
buscou contribuir com a caracterizacao do complexo de iniciacdo da
traducdao nesses organismos dando énfase ao estudo dos homdlogos ao

fator de iniciagao eIF4E de L. major e T. brucei.
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5. ARTIGOS CIENTIFICOS

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa
dissertacdo foram divididos em dois artigos: um ja publicado na revista
internacional Molecular and Biochemical Parasitology 140:23-41, intitulado
“Translation initiation in Leishmania major: characterisation of
multiple eIF4F subunit homologues” (Manuscrito I), que se encontra
anexado a seguir. O referido artigo foi fruto de um trabalho conjunto de
multiplos autores com diferentes contribuicdes individuais. O autor da
presente dissertacdo contribuiu com os dados referentes as quantificacdes
dos fatores LmEIF4E1-3. O segundo artigo intitulado “Caracterizacao
funcional dos homologos ao fator de iniciacdao da traducao eIF4E
de Trypanosoma brucei” (Manuscrito II) contém os dados do autor
desta dissertacao referentes as analises dos homodlogos de T. brucei e sera

submetido para a mesma revista.
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Abstract

In eukaryotes protein synthesis initiates with the binding of the multimeric translation initiation complex elF4F — elF4E, elF4A and elFAG
— to the monomethylated cap present on therlsl of MRNAs. elF4E interacts directly with the cap nucleotide, while elF4A is a highly
conserved RNA helicase and elF4G acts as a scaffold for the complex with binding sites for both elF4E and elF4A. elF4F binding to the
mMRNA recruits the small ribosomal subunit to itseémd. Little is known in detail of protein synthesis in the protozoan parasites belonging
to the family TrypanosomatidaeHowever, the presence of the highly modified cap structure, cap4, and the spliced leader sequence on the 5
ends of all mMRNAs suggests possible differences in mRNA recruitment by ribosomes. We identified several potential elF4F homologues by
searchind-eishmania majodatabases: four elF4EErGEIF4E1-4), two elF4AsSI(MEIF4A1-2) and five elFAGLMEIF4G1-5). We report
the initial characterisation ¢fmEIF4E1-3 L mEIF4A1-2 and.mEIF4G3. First, the expression of these proteins.imajorpromastigotes was
quantitated by Western blotting using isoform specific antibodis¥IF4A1 andLmEIF4E3 are very abundartmEIFAG3 is moderately
abundant andmEIF4E1LmEIFAE2LmEIF4A2 are rare or not detected. In cap-binding assays,lonBiF4E1 bound to the 7-methyl-GTP-
Sepharose resin. Molecular modelling confirmed thaEIF4E1 has all the structural features of a cap-binding protein. Finally, pull-down
assays were used to investigate the potential interaction between the €lREFR-GALLMEIF4A2) and elF4GI(MEIF4G1-3) homologues.
Only LmEIF4G3, via the HEAT domain, bound specifically both.toEIF4A1 as well as to human elF4A. Therefore for each factor, one of
theL. majorforms seems to fulfil, in part at least, the expected characteristics of a translational initiation factor.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: elF4F; Translation initiation.eishmania majarProtein—protein interaction

1. Introduction ing Sickness and Chagas’ Disease, which affect millions
of people world-wide and put a great number of lives at
Flagellate protozoans belonging to the orH@retoplas- risk (http://www.who.int/td). These are unique eukaryotes

tida, family Trypanosomatidgeare responsible for a series which are characterised by unusual processes in the forma-
of important diseases, such as the Leishmaniasis, Sleeption of mature mRNAs, including polycistronic transcription
andtrans-splicing[1,2] (for recent reviews s€l@,4]). These
* Corresponding author. Tel.: +55 81 2101 2636; fax: +55 81 3453 2449, Parasites are also distinguished by the lack of known mech-
E-mail addressopmn@cpgam.fiocruz.br (O.P. de Melo Neto). anisms for the transcriptional control of the expression of

0166-6851/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2004.12.001
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their protein coding genes (reviewed|[i]). Processing of Knowledge about the process of protein synthesis in try-
the polycistronic precursor mRNAs hyans-splicing adds panosomatid protozoans is inferred by indirect evidence such
the capped 39 nt long spliced leader (SL or mini-exon se- as sequence similarities between individual translation fac-
quence) to the’%end of each monocistronic mature mRNA. tors with homologues from higher eukaryotes. Translation
The first 4 nt of the SL sequence are subject to various mod-factors characterised so far from these organismsinclude sub-
ifications and constitute, with the 7-methyl-GTP nucleotide units of elongation factors such as eEF1 and eBEpand the
at its 8 end, the structure called capd,7]. Roles for the PABP fromT. cruzj T. bruceiandLeishmania majof33—-35]
capped SL sequence in mRNA metabolism have been pro-The elF4A component of the elF4F complex has also been
posed, based largely on cap functions in metazoans, in mRNAidentified both inL. major[36] and inL. braziliensis as an
transport, stability and/or translation, but no firm conclusions antigen that elicits IL-12 production and Thl-type response
have been reached yet. Experiments using antisense oligonuin humang37]. However, little is known regarding the role
cleotides complementary to the SL sequence in heterologousof these factors in translation.
cell-free translation systems are suggestive of a role for this  To understand translation initiation in the trypanoso-
sequence in translatid8,9]. Indirect evidence from nema- matids, we set out to characterise the various elF4F subunits
todes, using message-dependent homologous protein synthefom L. major. Multiple potential homologues for the three
sis systems, also reinforces a role in translafid. Indeed elF4F components were identified. These homologues seem
recent data suggests that either the SL sequence or the capth vary in different aspects such as cap binding affinity of
is responsible for polysome association of mMRNALirtar- the elF4Es, levels of expression and interaction with other
entolae[11]. Since the 5end of most eukaryotic mMRNAs  components of elF4F. Our results suggest a high degree of
is required for translation initiation, it is expected that their complexity in translation initiation in these parasites, which
influence would be exerted at this stage of the translation may reflect an adaptation to their complex life cycle.
process.

In animals, yeast and planttie highly regulated initia-
tion stage of protein synthesis starts with the binding of elIF4F 2. Materials and methods
(formed by the translation initiation factors elF4E, elF4A and
elF4G) to the monomethylated cap present on thenl of 2.1. Parasites
the mRNASs[12]. With the help of other initiation factors,
such as elF3, elF4F allows the recognition of the mRNAs  Promastigotes df. major (MHOM/IL/81/Friedlin) were
by the 40S ribosomal subunit and the start of the transla- maintained at 26C in modified LIT medium pH 7.2 (0.2%
tion process. Its interaction with the poly(A)-binding protein sucrose (w/v); 0.36% liver broth (w/v); 0.1% tryptose (w/v);
(PABP), via elF4G, may also promote the circularization of 0.002% haemin (w/v)) containing 20% foetal bovine serum,
the mRNA and enhance translation reinitiation (reviewed in ampicillin (10 U/ml) and streptomycin (40g/ml). Parasites
[13-15). elF4E is a 24 kDa polypeptide responsible for spe- were kept on continuous log phase growth by changing the
cific cap recognition. It binds to both the cap and elF4G and culture media every 3-4 days. Total protein lysates were
its activity can be regulated by phosphorylation or through obtained from log phase haemocytometer quantified para-
the elF4E interacting proteins (reviewed i6—18)). elF4A site cell pellets resuspended directly in SDS-PAGE sample
is an ATP-dependent RNA helicase which has been classifiedbuffer.
as a member of the DEAD box family of RNA helicases (re-
viewed in[19-21). During translation initiation elF4A binds  2.2. Sequence analysis and modelling
elF4G and, with the help of another translation initiation fac-
tor elF4B, is responsible for melting secondary structures  BLAST searches were carried out for possiblemajor
along the mRNA 8JTR which allows the recruitment and elF4F subunit homologues at the GenBank databéusgs/(
scanning of the small ribosomal subunit to the translation www.ncbi.nlm.nih.goy using as query the sequences of
initiation codon. The large subunit elF4G (approximately the human andSaccharomyces cerevisggoteins. Simi-
200 kDa) provides the scaffold for the elF4F complex (re- lar searches were also initially performed with the non-
viewed in[22]). Through its N-terminus, elF4G binds both annotated draft.. major and T. bruceigenome databases
elF4E[23] and PABP[24,25] providing the link between  (http://www.sanger.of)g and later with those available at
the Band 3 ends of the mRNA. elF4G’s central core region the Gene DB website of the Sanger Institute Pathogen
includes the conserved HEAT repeat domain (also known asSequencing Unithttp://www.genedb.ofg Sequences were
MIFAG/NIC1)[26], which is responsible for the interaction aligned with Clustal W [ittp://www.cmbi.kun.nl/bioinf/
with elF4A and RNA-binding, and also mediates the interac- tools/clustalw.shtm)| occasionally manual refinement of the
tion with elF3[27,28], which recruits the 40S ribosomal sub- alignments was performed. For the elF4A sequence analysis,
unit. Mammalian elF4G contain a C-terminal domain with a the alignment produced with CLUSTAL W was followed
second elF4A binding site as well as the binding site for the by phylogenetic and molecular evolutionary analyses con-
elF4E kinase Mnk. Yeast elF4G lacks this C-terminal domain ducted with the program MEGA version 2[38] using the
[29-31] Neighbour-Joining methof89]. Gaps were treated as miss-
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ing data. Bootstrap analysis (10,000 replicates) was done bythe constructs with thicd site. The full lengtlLmEIF4G3

interior branch test.

For the molecular modelling oL mEIF4E1l and the
LmEIF4G3 HEAT domain, structural alignments were per-
formed with the GenTHREADER prograiid0] compar-
ing their secondary structure with that of available proteins

(LmEIF4G3 439, as well as its first halfmEIF4G3_349
were also amplified and cloned into the same sites of pET21D.
The latter two fragments were then reamplified and cloned
into theBanHI/Notl sites of pPGEX4T3 to have both proteins
as GST fusions.

with resolved structure. Best matches were the mouse elF4E  All of the amplified fragments above were sequenced and

bound to 7-methyl-GDI41] and the human elF4GIlI HEAT
domain[26], respectively. The atomic coordinates from these

structures were submitted with the alignment results to the

program MODELLER[42] in order to produce the models,

which were then validated using the programs PROCHECK

[43], Verify 3D [44] and WHATIF[45].

2.3. PCR and cloning methods for the various L. major
factors

The LmEIF4E]l LmEIF4E2 LmEIF4E2b (same as
LmEIF4E2but missing the 5end coding for the first seven
amino acids of the protein),mEIF4E3 and LmEIF4Al

the resulting sequences confirmed by comparison with those
from thelL. majorgenome sequencing project.

2.4. Cap binding assay

353-Met-labelledL. major elF4E proteins were synthe-
sised in the TnT T7 Coupled Reticulocyte Lysate Sys-
tem (Promega) using the pET derived plasmids as tem-
plates. As a positive control, &enopus laeviselF4E
cDNA, in pSP64TEN, was recovered by digestion with
HinDIII/ Bglll and subcloned into thélinDIIl/ BanHI sites
of pGEM2 (Promega) under control of the T7 promoter.
For the cap binding assay, gbof 7-methyl-GTP Sepharose

coding sequences were amplified using primers flanked by4B beads (Amersham Biosciences), previously equilibrated

sites for the restriction enzymé&pnl/Xba (LmEIF4E) or
BanHI/Xbd (all others) and cloned into the correspond-
ing restriction sites of the pGEMS3zf+ vector obtained from

with buffer A (50 mM Hepes; 1mM EDTA; 0.1 mM GTP;
14mM 2-mercaptoethanol; 100mM KCI; pH 7.4), was
mixed with 25ul of the translation products (in 2Qd final

Promega (the sequences of all the oligonucleotides describedrolume—completed with buffer A) and incubated for 30 min

in this work are listed on theupplementary tab)eThe result-

in ice. The beads were then washed three times withub00

ing full length sequences were then reamplified flanked by buffer A and, for the elution, three times with p0buffer

sites forAfllll/ Notl (LmEIF4EJ), Ncd/Notl (LmEIF4E2and
LmEIF4E3—inthe latter a N to D mutation was introduced in
the second codon to accommodatelicel site) orNcd/Xhd
(LmEIF4A) and cloned into theNcd/Notl or Ncd/Xhad

A containing 5QuM cap analogue (fG(5)ppp(8)G (New

England Biolabs) instead of the GTP. Any labelled protein
still remaining on the beads was recovered with two final
washes with 2M KCI and SDS-PAGE sample buffer, re-

sites of the expression vector pET21D (Novagen) for the spectively. Aliquots of all fractions were mixed with SDS

expression of recombinant C-terminal His-tagged proteins.

For the expression of N-terminal GlutathioBdransferase
(GST) fusions, fragmentsmEIF4ElandLmEIF4ED were

sample buffer and analysed by SDS-PAGE and autoradiog-
raphy.

recovered from the pGEM derived plasmids and subcloned 2.5. Expression and purification of recombinant proteins

into the BanHI/Sal sites of the vector pGEX4T3 (Amer-
sham Biosciences). For the same reatomEIF4E3 and
LmEIF4Alwere reamplified flanked by sites BantH|/Not

and BanHlI/Xhd, respectively and cloned into the same
sites of the pGEX4T3 vectoLmEIF4Alwas further sub-
cloned into the same sites of the pRSETA plasmid (Invitro-
gen) for the expression of N-terminal His-tagged proteins.
The LmEIF4A2 gene was amplified flanked by sites for
BanHI/Xhd and cloned directly into the same sites of the
vectors pRSETA and pGEX4T3.

Fragments coding for the HEAT repeats domain from the
LmMEIF4G1-3 homologued,mEIF4GY 25 475(the numbers
indicate the amino acids remaining from the wild type pro-
tein), LmMEIF4G2g7_705 (missing the last 22 amino acids
from the HEAT domain inFig. 7) and LmEIF4G3g_310
flanked by sites forAfllll/Not (LmEIFAGL28 479 or
Ncd/Not (the others), were amplified and cloned into the
Ncd/Not sites of the pET21D plasmid for the expression of
C-terminal His-tagged proteins. For bdtmEIF4G2g7_705
andLmEIF4G3g_310 an AUG start codon was introduced in

For the expression of either His or GST-tagged recombi-
nant proteins, plasmids were transformed iB&cherichia
coli BLR or BL21 cells. The transformed bacteria were
grown in LB medium and induced with IPTG. Induced cells
were sedimented, resuspended in PBS and lysed by soni-
cation or French press. Protein purification was performed
as described46] with either Ni-NTA Agarose (Qiagen)
or glutathione-Sepharose (Amersham Biosciences). Protein
products were analysed in 15% SDS-PAGE stained with
Coomassie Blue R-250. For the quantification of the recom-
binant proteins, serial dilutions were compared in Coomassie
stained gels with serial dilutions of known concentrations of
BSA.

2.6. Antibody production and Western blotting
Rabbit antisera were raised againkmEIF4A1-2,

LmEIF4E1-2 andLmEIF4G36-310 by immunising adult
New Zealand White rabbits with the His-tagged recombi-
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nant forms. FOLmMEIF4E3, the GST-fusion was first cleaved The gels were stained with Coomassie Blue (to visualize the
with thrombin and the fragment corresponding to the protein recombinant proteins), and subjected to autoradiography. La-
excised from SDS-PAGE gels and used for the immuniza- belled proteins were obtained through the linearizations of
tion. The various antibodies were affinity purified using the the various plasmids described previously (viibtl for pET-
protocol described if47], with minor modifications, stored  LmEIF4G12g_475and theemEIF4G3variants and wittKhd
at 4°C with 0.03% sodium azide and used in a dilution of for pETLmEIF4G2s7_70s and pRSET-mEIF4A1-2, fol-
1/500. Western blots were performed with the Immobilon- lowed by transcription with T7 RNA polymerase in the pres-
P PVDF membrane (Millipore), using as second antibody ence of the cap analogue and translation in the rabbit retic-
peroxidase conjugated goat anti-rabbit IgG serum (Jacksonulocyte lysate supplemented witPS-methionine. To obtain
ImmunoResearch Laboratories) diluted 1/15,000. The reac-the labelled human elF4A, its cDNA in plasmid pET(ktis
tions were detected by enhanced chemiluminescence (ECL)elF4A) [48] was first recovered by digestion wiktdd/Noti
Densitometric scanning of the various results was performedand subcloned into pET21A. The resulting plasmid was lin-
with the Kodak 1D Image Analysis Software, version 3.5 for earized wittNotl and the elF4A cDNA transcribed and trans-
Windows. lated as above. Labelled human elF4G was obtained as de-
scribed[49].
2.7. Pull-down assays

The Ni-NTA Agarose or glutathione-Sepharose beads 3. Results
used for the pull-down assays were initially equilibrated with
binding buffer B (100 mM KCI, 1 mM MgGCJ, 50 mM Hepes 3.1. Sequence analysis of four elF4E homologues from
pH 7.2, 0.2% NP-40, 5% glycerol). Buffer B was supple- L. major
mented with 5mM of imidazole during all the steps of the
His-tagged pull-downs. For the GST-tagged protein experi-  To characteris&. major elF4F homologues, we initially
ments, the glutathione-Sepharose beads were initially satu-focused on four available elF4E sequences which we named
rated with 10 mg/ml of BSA, followed by two washes with as LmEIF4E1 (GeneDB ID—LmjF27.1620)LmEIF4E2
Buffer B prior to their use in the assays. Approximately10 (LmjF19.1500/LmjF19.1480) LmEIF4E3 (LmjF28.2500)
of the equilibrated beads was then incubated witbg2of and LmEIF4E4 (LmjF30.0450) (se&able 1. Naming of
the His or GST tagged constructs in a final volume of 200  the various proteins described in this word followed the pro-
(completed with Buffer B), for 1 hrotating at€. The beads  posed nomenclature fdreishmaniaand Trypanosomapro-
were washed twice with Buffer B and incubated with dl@f teins[50]. The potential elF4E sequences code for proteins
translation lysate containing theS-Met-labelled proteins,in  ranging in size from 214 to 281, 349 and 447 amino acids, re-
Buffer Binafinal volume of 20Qul, for 2 hat4°C. After three spectively, forLmEIF4E1-4, with homologies varying from
more washes, the bound proteins were eluted by addition of41 to 45% similarity to the human elF4E homologue. Sin-
SDS sample buffer and the samples ran on 15% SDS-PAGE gle genes present on chromosomes 27, 28 and 30 encode

Table 1
Summary of the sequence analysis of the varlausajor elF4F homologues, depicting identities (similarities) betweeh#ighmanighuman sequences and
between thé.. major/T. bruceiorthologues

L major sequence GeneDB ID Predicted molecular Chromosome  Identity (similarity) to Identity (similarity) to the
weight (kDa) localization Human homologie T. bruceiorthologue
LmEIF4ETP LmjF27.1620 24 27 22% (42) 48% (61)
LmMEIF4E2 LmjF19.1500/LmjF19.1480 3% 19 (2 genes) 27% (41) 45% (57)
LmEIF4E3 LmjF28.2500 38 28 27% (43) 49% (61)
LmEIF4E4 LmjF30.0459 338 30 28% (45) 37% (50)
LmEIF4A1P LmjF01.0780/LmjF01.0770 45 1 (2 genes) 56% (74) 85% (91)
LmMEIF4A2 LmjF28.1530 43 28 50% (71) 79% (89)
LmDHH1 LmjF35.0370 464 35 30% (50) 86% (92)
LmEIF4G1 LmjF15.0060 114 15 25% (43) 31% (47)
LMEIF4G2 LmjF15.1320 149 15 21% (379 33% (49)
LMEIF4G3 LmjF16.1600 72 16 26% (3% 38% (55)
LmMEIF4AG4 LmjF36.6060 86 36 22% (389 26% (45)
LmEIF4G5 LmjF10.1080 88 10 21% (37 43% (60)

Results obtained using the GenBank BLAST with the BLOSUM 62 Matrix.

a8 Human elF4Gl. GenBank accession: Q04637.

b GenBank accessions availablenEIF4E1—CAB77676 mEIFAE2—CAB94109 and CAB94111mEIF4A1—NP.047099.

¢ Here the sequence used in our analysis includes the N-terminal extension, preseiit irtieeiorthologue, which has been omitted from themajor
GeneDB annotation.

d These sequences show similarity to the human sequence only at the level of the central HEAT domain.
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LmEIF4EL, 3 and 4, respectively. In contrasimEIF4E2 is binding to elF4355,31] LmEIF4E2, 3 and 4 contain W73,
encoded by two identical genes contained within a small du- while LmEIF4E1 contains F73Hig. 1); thus on this basis all
plicated region on chromosome 19, which also includes an four proteins would be predicted to be able to interact with
unidentified trans-membrane protein ORF, separated by ap-elF4G.

proximately 4.5 kb. The most striking differences between theishmania

In order to compare conserved features in the faish- proteins and known elF4Es include thenEIF4E3-4 N-
maniaelF4E homologues we aligned these sequences withterminal extensions of about 80 and 190 amino acids, respec-
characterised human, yeast and plant elF4E protEigsJ). tively, a shorter C-terminus farmEIF4E1 and the significant
Two distinctCaenorhabditis elegantsomologues with con-  insertions of variable number of amino acids at specific po-

trasting cap binding affinities — IFE-1 which binds both sitions in the first thredeishmaniaproteins.LmEIF4E1 is
monomethylated and trimethylated caps and IFE-3 which distinguished by the presence of a 21 amino acids long inser-
only binds a monomethylated cdpl] — were also in- tion not observed in other elF4E sequendesEIF4E2 has
cluded in the alignment. For simplicity, all the numbers two short insertions, one of them also presentnnEIF4ES,
mentioned inFig. 1 will refer to the amino acids’ posi-  which are located next to amino acids relevant to cap bind-
tion in the human elF4E sequence which is representativeing, and a third long insertion on its C-terminus. Comparison
of the mammalian protein (only three substitutions in the with the two nematode elF4E sequences includellign 1
N-terminus distinguish the human and mouse sequences)does not indicate any motifs that may be involved in differ-
elF4E is characterised by eight tryptophan residues locatedential cap recognition and indeed it seems that the multiple
at conserved positions along the protgit,12] LmEIF4E2 elFAE homologues evolved independently in both systems.
contains all eight of these tryptophan residuesEIF4E1 Nevertheless, a comparison betweenltheajorandT. bru-
contains seven.mEIF4E4 five andLmEIF4E3 only four. ceielFAE sequence3dble 1 see Sectiod) confirm that all
Three-dimensional structures of mouse elF4E and its yeastthe specific features mentioned above for the varlousa-
homologue, both bound to 7-methyl-GDP, were solved by jor proteins, with minor variations, are also conserved in the
X-ray crystallography[41], and by solution NMR spec- four T. bruceihomologues. Such conservation indicates that
troscopy[52], respectively. The complex is shaped like a the multiple elF4E proteins are conserved within the fam-
cupped hand, with the cap analogue located in a narrow cap-ly Trypanosomatida@and play significant roles during the
binding slot on the concave side of the protein. Recognition of parasites’ life cycle.
the 7-methylguanine moiety is mediated by base sandwich-
stacking between W56 and W102, formation of three Watson- 3.2. Expression analysis and quantitation of
Crick-like hydrogen bonds with a side-chain carboxylate of LmEIF4E1-3 in L. major promastigotes
a conserved E103 and a backbone NH of W102, and a van
der Waals contact of the N(7)-methyl group with W166. The LmEIF4E1-3 (LmEIF4E4 was only identified later in this
four residues making contacts with 7-methylguanine are con- study) were expressedHn coliHis-tagged or as GST-fusions
served among most known elF4E proteins (see Rif] and isoform-specific antibodies generated in rabbit against
and Fig. 1). All four are present in bothmEIF4E1 and the three proteins. These antibodies were affinity purified
LmEIF4E2, while inLmEIF4E3-4 W56 is replaced by ame- and tested in Western blots against the recombinant GST
thionine and a glutamate, respectively. Of the three residuesfusions to confirm their specificity. No cross-reaction was
that interact with the two phosphate groups, R157 is abso-observed to the other recombindnt major elF4Es (data
lutely conserved in elF4E sequences, and the remaining twonot shown). They were then used to analyse the expres-
residues (R112 and K162) make either direct or water me- sion and to estimate the cellular levels lohEIF4E1-3 in
diated contacts with phosphates and are either arginine orextracts of exponentially growing. major promastigotes
lysine [41]. In the Leishmaniaproteins,LmEIF4E1 and 2 (Fig. 2). All three proteins were detected in these extracts al-
contain K112, R157 and R/K162, respectively, while both though theirlevels varied significantly, withmnEIF4E3 being
LmEIF4E3-4 contain only R157, and lack basic residues at very abundant (>x 10* molecules/cell) and bothmEIF4E 1
112 and 162. On this basismEIF4E1 and 2 possess all and 2 present at much lower levels (about 2-#0° and
the features expected of a 7-methyl-GDP-binding protein, 10° molecules/cell, respectivelyFable 9. When compared
while LmEIF4E3-4 have some, but not all, the predicted to yeast elFAE (3.2-3% 10° molecules/cell[56]), even
features. LmelF4E3 is expressed at levels lower than those obtained
elF4G binds the convex dorsal side of elF4E primarily due for the yeast protein. However, considering that in yeast, a
to the interaction between W73 of elF4E and three amino significant fraction of the elF4E pool is not complexed to
acid side chains of the elF4E binding peptide, YXXXXLphi elFAG (present at only (1.5-2)10* molecules/cell) these
(where X can be any amino acid and phi is usually a hy- levels could account for the production of enough elF4F for
drophobic amino acid such as L, M ofE3]), also presentin  the survival of the organism. Nevertheless it seems unlikely
elF4E-binding proteins3,54] Mutation of W73 to A or R, that the levels of eithdtmEIF4E1 orLmEIF4E2 alone would
respectively, in the mouse and yeast elF4Es abolishes bind-be sufficient to support translation in these parasites, at least
ing to elF4G, while the yeast F73 elF4E mutant maintains in the promastigote stage.
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Fig. 1. Sequence comparison of the putativenajor elF4E homologues with the human, yeast, plant and nematode sequences. Clustal W alignment of different elF4E homologues from selected organisms.
Amino acids identical in more than 60% of the sequences are highlighted in dark gray, while amino acids defined as similar, based on the BLOSUM#62rdegrikan 60% of the sequences, are shown in

pale gray. When necessary, spaces were inserted within the various sequences (dashes) to allow better alignment. The structural elemental@afrtipeoteimane shown numbered S1-S8 and H1-H4 (from

[41]). * indicates the conserved tryptophan residues. Double arrows highlight amino acids required for the interaction with the cap structurev@rgtécate conserved non-tryptophan residues shown to

be involved in elF4G bindingb3]. # indicates the amino acid D90, replacedebQ inLmEIF4E1 (Q71) and shown iRig. 4 Relevant GenBank accession numbers: huri-P06730; yeastS. cerevisae
S9—P07260; plantTriticum aestivumTa) P29557; nematodeC( elegansCe) IF4E1 and IFAE3—NRI99751 and NB503124, respectively.
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Fig. 2. Expression analysis and quantitatioh.ofEIF4E1-3 in exponentially growh. major promastigotes. (A) Serial dilutions of recombinant GST-tagged
LmEIF4E1-3 compared in Coomassie Blue stained gels with known concentrations of BSA. (B) Quantitation of the recombinant proteins (a representative
example is shown). The bands from the BSA curve shown in A were quantified by densitometric scanning and plotted as a function of the BSA concentration.
To calculate the concentration of recombinamEIF4E1-3, the optical density of representative bands from these proteins (indicated by arrows in the figure)
was determined to derive approximate quantities using the BSA curve. (C) Expression analysiSIBAE1-3 in extracts of. major promastigotes. The

different recombinant GST-fusions, diluted to appropriate concentrations (in fentomoles), and whole parasite extracts were fractionateD $yPARR S

and analysed by western blotting with the isoform specific sera. (D) Procedure for the quantitation of the endogenous levels of the variousdactors usi
LmEIF4E2 as an example. The Western blot result shown in C for GEHH4E2 was quantitated by densitometry and plotted as a function of fentomoles of
recombinant protein. The optical density obtained for the endogenous factosat @%ells (arrow) was then used to calculate its concentration in fentomoles

(4.7 fentomoles in the example). The same procedure was used for the different factors incloBifrgA1l andLmEIF4AG3. All the results presented are
representative of at least six different experiments using a minimum of three independently grown cell cultures. The data obtained from thperarientse

were processed as described above and used to calculate the values sFalle thOn the right of the various panels in A and C are shown the sizes in kDa

of protein molecular weight markers.

3.3. Cap bhinding assay of the putative LmEIF4Es 7-methyl-GTP Sepharose 4B, followed by washes with GTP
and elution with the cap analogue. TXenopu®IF4E bound
LmEIF4E1-3 were then labelled wifttS-Met by in vitro tothe resin as expected, and was eluted with the cap analogue.
translation and tested for their ability to recognise the mam- In contrast, of the threk. major proteins, onlyLmEIF4E1
malian monomethylated cap. As a positive contdno- was capable of binding to the resiRig. 3). Binding was
puselF4E was also labelled and used in the same assay. Allspecific since GTP did not release the protein and in paral-
four proteins were tested in binding assays with the resin lel experiments performed with CL6B Sepharose no bind-
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Table 2
Summary of the quantitation of the variousmajor elF4F homologues in promastigotes

L major sequence Fentomolesfiéell No. of molecules/cell No. of molecules/cell in y&ast
LmEIF4E1 5.2+ 25 3.2£1.5x 103 (3.2-3.6)x 10°

LmEIF4E2 1.8+ 0.5 1+0.3x 10°

LmEIF4E3 117+ 56 7.14+3.4x 10*

LmEIF4A1 5944 218 3.6£1.3x10° (7-9)x 10°

LmEIF4A2 ND ND

LmEIF4G3 10.6+ 4.1 6.4+2.5% 10° (1.5-2)x 10*

a8 Numbers based on Rg£6] for yeast elF4E, elF4A and elF4G. ND: not determined.

ing was observed (not show)mEIF4E2 and 3 lacked any  structure compatibility and to be of good overall quality
affinity with the resin, both labelled proteins eluted in the (Fig. 4).

flow-through. These results confirm that at least one of the  The finalLmEIF4E1 model confirms the predictions de-
Leishmanigputative elFAE homologuetiEIF4EL) has all rived from the alignment in that it is possible to observe
the hallmarks of a typical elF4E, including size, sequence that the interactions mediated by the amino acids W56, D90,

and cap-binding ability.

3.4. Modelling of LmEIF4E1

W102, E103, R157, K162, R112 and W166 in mammalian
elF4E, which are required for specific binding to the 7-
methyl-GDP, are taken over by the amino acids W37, Q71,
W83, E84,K93,R167,R172 and W17&g. 4B). The poten-

In order to better define the structure/function conserva- tial to bind elF4G was also investigated through the analysis

tion of the thred.. majorelF4E homologued fnEIF4E1-3),

of the convex side of the molecule. The amino acid F54, re-

we attempted to model their structure based on the mam-placing the crucial W73 in mammalian elF4E, is placed in the

malian elF4E structur@1]. However, adequate modelling

expected position for the elF4E/elF4G interactiBig( 4C).

of bothLmEIF4E2 and_mEIF4E3 was prevented due to the Also shown inFig. 4C are the amino acids H20 and V50

insertions between the first tv@astrands (S1 and S2 kig. 1)

equivalent to H37 and V69 in the mammalian protein, as

which are essential to define the cap-binding slot. In contrast, well as amino acids E134 and M138 substituting for L128

the 21 amino acids long insertionimEIF4E1, which is lo-
cated in a loop between@strand and amx-helix (S4 and

and L135 Fig. 1). In mammalian elF4E, these amino acids
have been shown to be involved in the elF4E/elF4G inter-

H2), did not prevent its modelling since it does not cause ma- action[53]. Their positioning in the mEIF4E1 model con-

jor interferences with th@-sheet or the general structure. In  firms that, despite the minor variations in sequence, not only
addition to the MODELLER pseudo-energy term, the qual- LmEIF4E1 butthe othdr. majorelF4E homologues too may
ity of the models generated f&wmEIF4E1 was also inde-  bind elF4G. Finally, an analysis of the electrostatic potential
pendently evaluated by the programs PROCHECK, Verify of both the cap binding slot as well as the elF4G binding side
3D and WHATIF[43-45]. The representative model chosen in the LmEIF4E1 model, using the program GRA$#7],

was found to have self-consistency in terms of sequence-does not show any significant differences in overall charges
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Fig. 3. LmEIF4EL, but noLmEIF4E2 or 3, binds specifically to the eukaryotic cap analogue. The thraajorelF4E homologued fnEIF4E1-3), as well as

theX. laeviselF4E Xenopusn the figure) used as positive control, were labelled W®-methionine by in vitro translation and tested for their ability to bind

the resin 7-methyl-GTP Sepharose. Non-specific binding was removed by washes with GTP and specific elution was achieved with the cap analegue. Aliquot
of the various washes were ran on SDS-PAGE and compared with samples from the original translation reaction (Total lysate) as well as the nctisbound fra
(Flow-through) and any protein remaining bound to the beads after washes with 2M KCI and SDS-PAGE sample buffer (Beads). Arrows indicate proteins
eluted by cap analogue. On the right are indicated sizes in kDa of protein molecular weight markers.
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Fig. 4. Model of the predictedmEIF4E1 structure bound to 7-methyl GDP. Ribbon diagrams of the overall predictel4E1 structure and detail of the cap

binding slot created using the program PyMuaitp://www.pymol.org. (A) Model of the structure of mEIF4E1 bound to 7-methyl GDP, based on the mouse

elF4E structur¢41]. W37 and W83 (equivalent to W56 and W102 in mammalian elF4E) are shown binding the cap. The arrow indicates the loop specific to
LmEIF4E1 which could not be modelled adequately. (B) The cap binding slot in the predicted structure, highlighting the interactions betweensaBid acid

Q71, W83, E84, R167, R172 and W176 and the cap nucleotide. The interactions mediated through water molecules are not shown so that the K93 interaction
(corresponding to R112 in mammals) is omitted. (C) Side view of.thEIF4E1 model showing details of the predicted elF4G binding surface. Amino acids

H20, K21, V50, F54, E134 and M138 equivalent to H37, P38, V69, W73, L128 and L135 in the mammalian protein are highlighted. The cap binding slot with
the W37 and W83 amino acids is also shown.

when compared with the mouse homologue (not shown). LmEIF4Al as well as a possible second elF4A homologue
Once again these results confirm thatEIF4AE1 has all the  from L. major (LmEIF4A2—LmjF28.1530), with 71% simi-

features required for a functional elF4E homologue. larity to the human protein. THemEIF4A2gene is located on
chromosome 28 and codes for a 389 amino acids long pro-

3.5. Sequence analysis of the two L. major EIF4A tein. Orthologues to botheishmaniaelF4A proteins were

proteins also identified inT. brucej indicating that they are conserved
within the Trypanosomatid¢Table J).

The RNA helicase subunit of the elF4F complex, Fig. 5 shows a sequence alignment comparing Hath
elF4A, is a highly conserved eukaryote protein. The sim- majorelF4A sequences with those of human, yeast and plant
ilarity between the described.. major elF4A (LeiF) elF4A homologues. We have also included in the alignment

[36] here called LmEIF4A1, and the human elF4A1 human elF4Alll (a negative regulator of translatifs8]),
homologue is 74% Table 1. LmEIF4A1l (GeneDB a related Eubacteria proteig@¢W2) which may also be in-
IDs—LmjF01.0780/LmjF01.0770) is a 403 amino acids long volved in translation initiatiorj59], an Archae DEAD-box
protein encoded by two identical genes pladedandem protein MjDEAD) whose structure has been sol\jéd], as
roughly 1.8 kb apart within chromosome Taple J). Blast well as two unrelated eukaryotic RNA helicasesiDHH1
searches with the human elF4A as query using the rawandSpisulgp47 (see below). elF4A and other related DEAD-
sequence data from the. major genome vyielded both  box RNA helicases are characterised by nine motifs (motifs I,
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Fig. 5. Sequence comparison of themajor elF4A homologues with various related protein sequences. Clustal W alignment performed as desdfiged aomparing the sequences of themajor
elF4A homologues with selected sequences from several different organisms. * indicates the nine motifs typical of DEAD box RNA [28lj2zd$eRelevant GenBank accession numbers: hunts) (
elF4A1—P04765; human elF4AlIHselF4A3)—P38919; yeass( cerevisaegS9—NP_012397; plantT. aestivumTa)—P41378; Eubacterid( coli, Ec) W2—AAA23674; Archae 1. jannaschij Mj) DEAD
box protein—NP247653; Clam$. solidissimaSg p47—AAK85400.
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la, Ib, II, 111, 1V, V and VI plus the recently identified Q motif), = sequence databases for any related RNA helicases. The se-
conserved among the various members of this protein family, quence with the nearest matchrfDHH1 in Fig. 5 con-
with roles in ATP binding, and hydrolysis, and RNA-binding tains all the motifs which characterise the DEAD-box RNA
[61,20] The crystal structure of yeast elF482] indicates helicases yet it shares a similarity of only 50% with the
that it assumes a “dumbbell” shape with two globular do- human elF4A1 sequencdgble 1. Remarkably this pro-
mains connected by a flexible linker and it implicates several tein has a much higher degree of similarity (82%) to the
conserved arginine residues as important for elF4A/helicaseclam Spisula solidissimg47 RNA helicasg63], a mem-
function. It is thought that these domains interact so that the ber of the Dhh1/p54 family of RNA helicases, with roles
binding and hydrolysis of ATP influences RNA binding, and in decapping and translational repressj68,64] suggest-
comparison with the structure of the related protein from the ing that it is a Dhh1 homologue. The sequences aligned in
Archae Methanococcus jannaschii IEAD supports this Fig. 5 plus a few others which we judged relevant, were
model[60,21] used in a neighbour-joining analysis to compare their phylo-
Overall, the alignment irFig. 5 indicates that both.. genetic relationships. The resulting trégg. 6A) confirms
major proteins share all the conserved motifs from RNA that bothL. major elF4A homologues are more closely re-
helicases, as well as several minor sequences typical oflated to each other and to other elF4A proteins involved
elF4A. To support our identification dfmEIF4A1 and 2 in translation than to unrelated RNA helicases including
as possible elF4A homologues, we searchedLthmajor LmDHH1 and bacterial proteins, and also highlights the close
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Fig. 6. LmEIF4AL1, but notLmEIF4A2, is expressed as an abundant proteib.imajor promastigotes. (A) Evolutionary relationship of themajor elF4A
sequences. Neighbour-joining tree based on the alignment of various elF4A sequences ihohdigA1-2. Boostrap values are shown next to the respective
branches (10,000 replicates). When compared Righ5we have included for this tree the sequences from: human elF4A2 (GenBank accession AAH12547);
S. cerevisagledlp (accession—N@14847);T. bruceielF4A1 (GeneDB ID—Tb09.160.32707. bruceielF4A2 (GeneDB ID—Tb11.12.0011). (B)—(D)
Expression analysis of the two putatilze major elF4As done as described kig. 2 using recombinantmEIF4A1-2 as well as isoform specific purified
antibodies. (B) Recombinant proteins used for antibody production (His) and quantitation assays (GST). Approximatelyl 0nkIfHis2 and both GST
proteins) or Jug (HisLmEIF4A1) of each recombinant protein was loaded on the gels and compared with known concentrations of BSA. (C) Analysis of the
specificity of the antibody obtained against the recombinant proteins. Both GST and His-tagged futioB$FefA1-2 were tested with the two antisera.

For theLmEIF4A1 assay, 12.5 ng of each recombinant protein were loaded on the gel whilstEdF4A2 6.25 ng of the His and 25 ng of the GST fusions
were used. Note that the antibody produced againstRigHF4A2 cross-reacts with HismEIF4A1 since both recombinant proteins share conserved epitopes
introduced by the plasmid vector. These epitopes are absent from the GST constructs and from the protein used to produceEledadtiantibody.

(D) Analysis of the expression of bothmEIF4A1 andLmEIF4AZ2 in totalL. major extracts. Quantitation dfmEIF4A1 in promastigotes was performed as
described for th& mEIF4E homologues ifig. 2
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conservation between tHeeishmaniaand T. bruceiortho-
logues.

3.6. LmEIF4As quantitation and expression analysis in
L. major

Both theLmEIF4A1 and theé. mEIF4A2 coding sequences
were amplified fromL. major genomic DNA, expressed in
E. coli and purified in His- or GST-tagged formBig. 6B

R. Dhalia et al. / Molecular & Biochemical Parasitology 140 (2005) 23-41

LmEIF4AG2—LmjF15.1320; LmEIF4G3—Lm|jF16.1600;
LMEIF4AG4—LmjF36.6060; LmMEIF4G5—LmjF10.1080).
The five proteins vary significantly in size (ranging from
1016 to 1425, 635, 765 and 782 amino aciddfeEIF4G1-

5, respectively), overall charge (positive imlEF4G1 and
negative in the other four) and in the relative location of
the conserved elF4G domain (centrallimEIF4G1, 2, 5
and N-terminal inLmEIF4G3-4). Both theemEIF4G1 and
LmEIF4G2 genes are located on chromosome 15 while

shows a sample of the representative recombinant proteinsthe LmEIF4AG3-5 genes lie on chromosomes 16, 36 and

His-tagged mEIF4A1 and 2 were then used toimmunize rab-

10, respectively (sed@able ). No additional similarities

bits to obtain specific antisera. The resulting antibodies were with human, yeast or plant homologues can be seen within

affinity purified and used to confirm their specificity as well
as to determine their cellular levels in totalmajorextracts
as described for themEIF4Es Fig. 6C and D).LmEIF4A1,

their sequences and surprisingly, no obvious elF3, elF4E or
PABP binding domains can be identified based on homology
analysis alone (not shown, see Secti)nApart from the

readily detected in promastigotes, is a very abundant proteinHEAT domain, the_eishmaniasequences appear unrelated,
with about (3-5)x 10° molecules per celKig. 6D, Table 2. with the exception o mMEIF4G3 and 4. These two proteins
This concentration is not very different from that of yeast share a short similar N-terminus and a conserved region
elF4A[56], and the elF4A/elF4E ratio in yeast is similar to  (approximately 120 amino acids long) located about 180
that ofLmelF4A1LMEIF4E3. These values are also consis- amino acids downstream of the HEAT domain, indicating
tent with results in HeLa and reticulocyte lysate where elF4A that they may be functionally related.

has been found to be a very abundant translation initiation fac- ~ Fig. 7 shows an alignment comparing the sequences of
tor present at levels approximately 10-fold higher than elF4E the HEAT domain from the five putatide majorelF4G pro-

[65,66] In contrast we could not detetmEIF4A2, even
in 2 x 10’ promastigote cellsHig. 6D). We estimate from
the sensitivity of thdmEIF4A2 antibody that levels above

teins with the equivalent sequence from human elF&:I,
cerevisadlif4631p, and wheat elFiso4G as well as the trans-
lation regulator PAIP1. Overall, the domain frammEIF4G1

3 x 10% molecules/cell would have been detected. However is the most similar to human elF4GI whilst the ones from
inthis case, its abundance would be atleast 60—-150-fold lowerLmEIF4G2 and 5 are the least simildaple 1), but the differ-
than that oLmEIF4A1. We conclude then thetnEIF4A1l is ences are small. All five. majordomains contain most of the
the functional homologue of elF4A ib. major promastig- conserved amino acids which in mammalian elF4G homo-
otes and thatmEIF4A2 is either expressed in other stages logues are required for binding to elF429,30,26] Residues
of the parasite life cycle, or is a rare factor which is unlikely which have been shown not to be required for elF4A binding
to have a prominent role in general translation. (such as F737, K765, E769, P770, F812 and R855—human
elF4GI numbering) are also well conserved in magshma-
nia proteins and presumably have other conserved functions.
It may be noteworthy that the doublet E769/P770 (strictly
In contrast to elF4A, the elF4G subunit of elF4F isamuch conserved ihmEIF4G1, 3 and 4) has been implicated in 43S
less conserved protein at the sequence level. The two funcrecruitment and formation of the 48S compl[@6]. Never-
tionally equivalent elF4G homologues in mammals (elF4GI theless, it is not possible to identify which of these proteins
and 1) and in yeast (Tif4631 and Tif4632) are oni5% are true elF4G orthologues with major roles in translation ini-
identical. However, the central elF4A/RNA binding domain tiation. Strikingly, orthologues to all five proteins, with sig-
is conserved in the elF4G sequences from divergent organ-nificant conservation outside the HEAT domain, have been
isms (reviewed i12]). The recently solved structure of this identified in bothT. brucei(Table J) and inT. cruzi(data not
domain from human elF4GlI consists mostly of alpha-helices shown) confirming their importance for the survival of these
organised into HEAT repeal26]. The elF4G HEAT domain  organisms as a group.
not only mediates the interaction with elF4A and R[S,
but in yeast was also implicated, together with flanking se- 3.8. Analysis of the interaction between L. major
guences, in the binding to elF5 and elF1 to bridge the in- elF4A/elFAG through pull-down assays
teraction between elF3 and elF467,68] A second motif
conserved in elF4G sequences from distantly related organ- In animals, yeast and plants, the specific binding between
isms is the elF4E binding peptif@3], whilst the PABP bind- the elF4A and elF4G subunits of elF4F needs to occur so
ing region does not appear to be conserved in sequence fronthat both proteins can function in translation. In order to
yeast to mammalgs9,25] functionally demonstrate a possible role in translation for the
Using the human elF4GI as a BLAST query, we found variousL. majorcandidate elF4A/elF4G proteins, we inves-
five L. major ORFs containing the conserved central tigated their interaction through pull-down assays. First, to
elF4G domain IlmEIF4G1, GeneDB ID—LmjF15.0060; validate the assay, we immobilised N-terminally His-tagged

3.7. ldentification of candidate LmEIF4G homologues
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Fig. 7. Sequence comparison of the HEAT domain from the puthtirajorelF4G homologues with selected sequences from various organisms. Clustal W alignment performed as ddSigriiedinparing

the sequences of the HEAT domain from the putativeajorelF4G homologued (nEIF4G1-5) with the equivalent domain from human, yeast and plant elF4G homologues as well as the human PAIP1 protein.
The predicted five antiparallel alfa helical pairs (1-5, A and B) are indid2®Jd Selected mutations in mammalian elF4G which have been shown to reduce the binding to elF4A are shown as follows—A:
R723D, R726D and K731[26]; B: R781D and K787026]; 1 (M-1): L729A, L732A and F737429]; and 4 (M-4): R935A and F938/29]. The R801D/K802D mutant (K in the figure) does not prevent
elF4A binding although it does abolish IRES bindif2$]. Double arrows highlight amino acids which abolish the binding to elF4A when individually mutated to ala@jn& indicates conserved amino

acids which do not interfere with elF4A binding when mutated to alaf80¢26] Relevant GenBank accession numbers: human elFA§+Q04637; yeast Tif4631( cerevisaeSQ—NP_-011678; plant
elFiso4G T. aestivumTa)—Q03387; human PAIP1—NB06442.
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recombinantLmEIF4A1-2 and human elF4A (HiselF4A
[48]) on Ni-NTA beads Fig. 8A—Ileft panel), and incu-
bated the beads witfPS-labelled human elF4¢0]. Hu-
man elF4A efficiently bound to human elF4G, however nei-
ther LmEIFAL norLmEIFA2 was capable of binding to the
human proteinKig. 8A—right panel). Next, fragments cod-

ical Parasitology 140 (2005) 23-41

ing for the HEAT domain from three of the major candi-
date elF4G proteind MEIF4Gli28-475 LMEIFAG257-705
LmEIF4G36_319, were synthesised in the presence’8
methionine and assayed for their ability to bind elF4A. All
three fragments include the region equivalent to amino acids
722-949 from human elF4AG1 sufficient to promote 48S
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Fig. 8. Analysis of the interaction between human andnajor elF4A homologues with themEIF4AG3 protein. (A) Pull-down assay using recombinant
His-tagged_mEIF4A1-2 and human elF4A incubated with eitf88-labelled human elF4G amEIF4G3¢_310 Proteins bound to the Ni-NTA beads were
analysed through 15% MEIF4G36-310 or 10% (human elF4G) SDS-PAGE. Left panel: Coomassie Blue stained gel showing total translation extract (Total
lysate) as well as the recombinant His-tagged proteins. Middle panel: autoradiography showing specific binding (arrows) b#tikdéi-His/labelled
LmEIF4G35_310and human elF4A-His/labellddnEIF4G 36 310 Right panel: positive control of a 10% SDS-PAGE showing the specific binding between
human elF4A and labelled human elF4G. (B) Reverse pull-down assay using GST-taggEatG3_343 and3°S-labelledLmEIF4A1/human elF4A. Left

panel: 15% SDS-PAGE showing total translation extract and recombinant GST-tagged proteins. Middle and right panels: autoradiography shiowing spec
binding (arrows) betweebhmEIF4G3_343GST/labelled.mEIF4A1 andLmEIF4G3_343GST/labelled human elF4A. (C) QuantitationlahEIF4G3 inL.

major promastigotes. The quantitation of the endogenous protein levels was performed as desdfige@ with recombinant GST-MEIF4G3_g36 and

isoform specific polyclonal sera againshEIF4G3.
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complex formation on the EMCV IRER8]. Only labelled 35S-labelled LmEIF4A1 and human elF4A Fig. 8B).
LmEIF4G36-310Was able to bind efficiently tamEIF4AL As negative controls, we used GST on its own and a
and to human elF4A as shownfig. 8A (middle panel). No  murine GST-cdc2 fusion protein of a similar size to the
specific binding by th& mEIF4G1-2 constructs to the var-  GSTLmEIF4G3_310 protein. This reverse assay confirmed
ious recombinant proteins was observed (data not shown).the interaction between the GEMEIF4G3_310 fusion
Moreover, even thoughmEIF4A1 and 2 share a similarity  protein and both labelled mEIF4A1 and human elF4A
of 71%, no significant blndlng by any of the thremEIF4G (F|g 8B—middle and right pane|s)_ In summary, the pu||-
proteins toLmEIF4A2 was observedg. 8A and data not  down experiments indicate that of the thteenajorputative

shown). elF4Gs tested, onlymEIF4G3 interacts specifically with
To confirm the specific interaction between | mEIF4A1 as well as with human elF4A.
LMEIF4G36-310 With LmEIF4Al, we expressed the Thus, our results are consistent with roles for both

N-terminal half ofLmEIF4G3 containing the HEAT domain | mEIF4A1 andLmEIF4G3 in the process of parasite RNA
(LMEIFAG3-319 in E. coli fused to GST and tested it  translation. In order to compare the ratio of the elF4A/4G ho-
in a reverse pull-down assay. Here, the GST fusion was mologues irL. majorwith those described for other eukary-
immobilised on glutathione-Sepharose and incubated with otes, an antibody was raised against the Hi&EIF4G 36310

(A)

(€

Fig. 9. Model of the structure of themEIF4G3 HEAT domain. (A) Ribbon diagram of the structure of the prediti®&IF4G3 HEAT domain with the
concave surface on the right and the convex surface on the lefte ibices are labelled as described for human elF{&8] and as shown ifig. 7. (B)—(C)
Grasp representation of the surface of the domain colored coded for electrostatic potential§k&T<blue >8kBT). A and B represent identical views of
the molecule whilst in C the opposite side of the molecule (rotated 486ut the long axis relative to (A) and (B)), predicted to be involved in the interaction
with elF4A, is shown. In (B) the dotted circle delimits the regio.mEIF4AG3 which differs from the human elF4GIl HEAT domain. Highlighted in (C) are
the amino acids R61, H64, K69, L70, R270, F273, equivalent to amino acids implicated in the binding to elF4A in the mammalian protein.
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to enable quantitation of the endogenbumajor LMEIF4G3 EMCV IRES[26]. In human elF4GlI this region has an over-
levels, as previously done famEIF4E1-3 and.mEIF4A1- all positive charge but in themEIF4G3 HEAT domain the

2, using full length GST-mEIF4G3 _g36 for comparison. equivalentregion is negatively chargédd. 9B). In contrast,
This quantitation Fig. 8C and Table 2 indicates that, at  the region involved in the elF4A interaction presents a sur-
about (4-8)x 10° molecules per cell, MEIFAG3 is present  face electrostatic potential similar to the human model and
at about twice the level observed fomEIF4E1 inL. ma- all the conserved amino acids implicated in the interaction
jor promastigotes, and is about 10- and 50-fold less abun-with elF4A (R61, H64, K69, L70, R270 and F273 equivalent
dant tharLmEIF4E3 and_.mEIF4AL, respectively. The large to R756, R759, K764, L765, R968 and F971 in the mam-
differences in concentration between the elF4E/elF4G or malian protein) are positioned adequately for the interaction
elF4A/elF4G homologues are similar to those reported in to occur Fig. 9C and[26]). Again these results support arole
yeast, where the elF4G levels are about 20- and 45-fold for LmEIF4G3 in translation, although the lack of a possible
less abundant than those of elFAE and elF4A, respectivelyelF4E interacting region and the differences in the putative
[56]. However, considering that the numberlohEIF4G3 RNA binding side of the protein’s HEAT domain might in-
molecules inL. majoris about one-third to one half of the dicate a regulatory role in protein synthesis or a different
levels in yeast, it is unclear whether the intracellular levels mechanism for its function in translation initiation.

of LmEIF4G3 would be sufficient to support translation in

L. major. While it would appear to function in translation or

translational control, based onits sequence antrtied F4A 4. Discussion

binding data, we cannot rule out contributions from the other

elF4G homologues in these processes. The three elF4F initiation factors have multiple isoforms
in L. majorprotozoa. This complexity is reflectedinbrucei

3.9. Molecular modelling of the LmEIFAG3 HEAT (which have similar isoforms) and indicates that they all have

domain conservedrolesin the parasites. Our results show that for each

factor, one of th&.. majorforms seems to fulfil, in part at least,

So far, the full length elF4G has been refractory to struc- the expected characteristics of a translation initiation factor.
tural studies. Only recently have individual domains within However we believe that under more stringent assays, at least
this protein, such as the central HEAT domain from human some of the other isoforms may also have specific roles in
elFAGII [26] and the elF4E interacting region from yeast translation. For instance, it is possible that the various elF4E
elFA4GI[71], been solved at the structural level. Given the ev- homologues have different affinities for the parasite cap4
idence obtained above implicatihgnEIF4G3 in translation  structure thanthose observed for the cap-Sepharose resin. Re-
in L. major, we decided to attempt the molecular modelling cently the chemical synthesis of the trypanosomatid cap4 has
of LmelF4G3. However, its very short N-terminus, only 50 been achieved and the binding df@ishmaniselF4E homo-
amino acids long, plus the apparent lack of the consensuslogue, LeishIF4E-1 (equivalent to thenEIF4E1 protein de-
elF4E binding motif (see Sectiof)), indicates that it may  scribed here), to this cap4 structure investigated through fluo-
not bind elF4E factors in the same manner as shown for therescence titration measuremefma, 73] LeishIF4E-1 bound
mammalian and yeast proteif3,54,71] Nevertheless, the  to both the cap4 and fG TP with very similar affinities, con-
LmelF4G3 HEAT domain could be modelled and its struc- firming the results obtained from the simple cap binding assay
tural features associated with elF4A binding were compared shown inFig. 3as well as our sequence and structural anal-
with the structure of the human elF4GII HEAT domain. ysis. It remains to be seen whether eithenEIF4E2 or 3,

Fig. 9A shows the ribbon drawing of the predicted three- which do not bind cap-Sepharose, as welleikEIF4E4, not
dimensional structure of tHemEIF4G3 HEAT domain. Ab- yet investigated experimentally, would be able to bind the
sent from the drawings are the two segments correspond-cap4 structure. It is also possible that any one of these pro-
ing to two loops (amino acids 128-140 and 161-178) which teins may require association to the elF4G homologues in or-
were not structured in the original human protein. As for derto bind efficiently to the cap, since in other eukaryotes the
the LmEIF4E1 model, the overall quality of the final model complex elF4E/elF4G binds with a higher affinity to the cap
was confirmed by the programs PROCHECK, Verify 3D and structure than elF4E alofiél]. Alternatively, one last possi-
WHATIF. TheLmEIF4G3 HEAT domain folds into the same  bility would be for some of these other elF4E homologues to
crescent-shaped molecule described for the human proteinact as regulators dafmEIF4E1 function by competing with it
with the five pairs of antiparallel helices forming the same  for binding to elF4G.
double layer with the convex and concave surfaces formed by  The existence of multiple isoforms for the elF4F subunits
the A and B helices, respectivelfig. 97). A major differ- in other eukaryotes, especially pluricellular organisms, may
ence between theeishmaniaand mammalian protein arises  be associated with different patterns of tissue expression and
from the analysis of the surface electrostatic potential of the during development. Insights into the role of the multiple
model performed with the program GRASH(. 9B and C). isoforms come from the nematode system which in many
This difference is concentrated in the region which in the hu- aspects regarding mRNA metabolism can be compared to
man protein has been implicated in the interaction with the the trypanosomatids. lAscaris lumbricoidesa 22 nt SL se-
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quence and its associated trimethylated t@ms-spliced to sites for both elF4AE and PABP, as in other eukaryotes. It is
about 80—-90% of all MRNAs, has been shown to functionally possible that bothmEIF4G3-4 function as a translational
collaborate to enhance translation, very likely at the level of regulator/inhibitor as proposed for the mammalian protein
initiation [10]. It is not known how these features influence p97/DAP-5/NAT1 (reviewed itj12]), which is homologous
protein synthesis, but it seems likely that they do sdndas to the C-terminal two-thirds of mammalian elF4G but lacks
acting factors. The presence of multiple elF4AE homologues the N-terminal one-third including the elF4E- and PABP-
in C. eleganss also reminiscent of what we see in the par- binding sites. However none of the other elF4G homologues
asite systenj51]. The five nematode homologues differ in  from L. major share any homology tomEIF4G3-4 outside
cap binding affinity, requirement for viability4] and pos- the HEAT domain and despite having much longer N-termini,
sible roles in developmefit5]. In the case of the trypanoso- they do not have well defined elF4E-binding motifs.

matid protozoan unicellular organisms, the multiple elF4F  To continue the comparison with the nematode system, we
isoforms could be associated with their different life stages searched for elF4G homologues in fBeeleganggenome.

or be required for the translation of different classes of mR- Strikingly, we found only one clear homologue which con-
NAs. Indirect evidence for the second hypothesis comes fromtains what seems to be a modified elF4E binding sequence,
wheat germ, where two different elF4F isoforms have been FGRDFMV (GenBank accession NP495729). Similar se-
described, with distinct elF4E and elF4G subunits, which quence$=SLDEVV andFSLERVL are present in the short
differ in their ability to translate mMRNAs containing struc- N-termini of LmEIF4G3 andLmEIF4G4 respectively and
tured regions in their 8 TR as well as uncapped mRNAs variations of it can also be found in possifilebruceiandT.

and dicistronic messag§gs]. cruziorthologues. Their similarity to the nematode sequence
Our own results tend to indicate a stage specific expressionsuggests that all three sequences may bind elF4E proteins,
for at least some of the elF4E orthologues, sincCE. ibrucei in which case bothmEIFAG3 and-mEIF4G4 could be true

we have observed that tA®EIFAE3 protein is expressed at  elF4G orthologues. However considering the possible devi-
high levels in the procyclic stage and it is absent from blood- ation from the elF4E binding consensus the potential elF4E
stream forms (Dhalia et al., unpublished results). The mRNA binding sites need to be determined experimentally.
encodingLmEIF4E1 contains in its'®ITR a sequence sim- In summary, the results reported here indicate that
ilar (68% identity) to the regulatory element found in the LmEIF4E1,LmEIF4Al andLmEIF4G3 are the factors that
Leishmaniaamastin mRNA[77,78] This element is found  functionally interact with the cap structure or each other, sug-
in a number ofLeishmaniamRNAs, several of which are  gesting that they perform essential roles in protein synthesis.
differentially expressed ih. donovaniamastigotes, and can  In order to assess their importance for cellular viability, as
confer amastigote-specific expression to a reporter mRNA well as of the other homologues identified, we are currently
possibly by regulating translation instead of stabi[if3]. performing RNA interference experimentsTn brucei To

It seems plausible that the expressiorLofelF4E1 may be  address their function we will continue the protein—protein
enhanced at the amastigote stage specially considering thatpull down assays and investigate possible elF4G/elF4E inter-

assuming a similar behaviour to tfe bruceiorthologue, actions. Finally expression analysis will be carried out so as
LmelF4E3 (the most abundant of the three elF4E proteins in to identify patterns of expression during the parasite life cycle
promastigotes), may be absent from tteshmaniamam- for the various homologues. We expect with these studies to

malian form as well. Additional evidence for the stage spe- define, within the homologues already identified, which ones
cific expression of the elF4E homologues was provided re- are required for translation initiation in trypanosomatids and
cently by microarray analysis, where theEIF4E2 coding whether their expression/activity can be regulated during the
sequence was found within a subset of genes preferentiallydifferent stages of differentiation of these unique organisms.
expressed in metacyclic populationslofmajor [79]. Re-

garding the elF4A subunit, the differences in levels between
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Resumo

Em eucariotos, a sintese protéica se inicia com a ligacdo do complexo multimérico de
iniciagdo da tradugdo elF4F ao cap monometilado e o recrutamento da subunidade menor
ribosomal a por¢do 5° dos mRNAs. Este complexo € composto por trés subunidades: elF4E,
elF4A e elF4G. O elF4E interage diretamente com o nucleotideo cap, o elF4A ¢ uma RNA
helicase altamente conservada e o elF4G atua como montador para o complexo. Pouco ¢
conhecido sobre os detalhes da sintese protéica em tripanosomatideos. Nosso grupo de
pesquisa identificou varios homologos a fatores de iniciacdo do complexo elF4F de
tripanosomatideos em trabalhos anteriores, e neste trabalho prop0s a caracterizagdo dos quatro
homologos ao elF4E de Trypanosoma brucei, denominados ThEIF4E1-4. Para isso foram
utilizados soros policlonais ja disponiveis contra cada um destes homdlogos assim como as
respectivas proteinas recombinantes. Numa primeira abordagem foram realizados ensaios de
quantificacdo com ambas as formas do ciclo de vida de 7. brucei. O ThEIF4E1 pode ser
detectado em baixos niveis nas formas prociclica e sanguinea, o 7hEFI4E2 ¢ raro ou nao
detectado nas duas formas ¢ o 7hEIF4E3 e o ThEIF4E4 sdo muito abundantes na forma
prociclica e raros ou nio detectados na forma sanguinea. Em seguida ensaios de ligagdo ao
cap foram realizados visando identificar diferencas funcionais entre as varias proteinas. Trés
dos homologos de 7. brucei (TPEIFAE1, ThEIF4AE2 e ThEIF4E4) foram capazes de se ligar as
resinas de 7-metil-GTPsefarose, ao contrario do constatado em L. major, onde apenas um dos
homologos, o LmEIF4E1, foi capaz de se ligar especificamente a estrutura cap monometilada.
Desta forma foram encontradas caracteristicas diferentes no comportamento desses
homologos entre tripanosomatideos, levando a novos desafios na compreensao do sistema de

traducao nesses organismos.
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Introduciao

Os tripanosomatideos sdo protozoarios flagelados da ordem Kinetoplastida, cujas
principais espécies representantes dos géneros Leishmania e Trypanosoma apresentam
importancia médica e veterinaria. As doengas causadas por tripanosomatideos constituem
grave problema sdcio-econdmico, principalmente em paises de terceiro mundo devido ao
dificil controle e a falta de vacinas e agentes quimioterapicos eficientes (http://who.int/tdr).
Tais fatos nos remetem a necessidade de um conhecimento mais completo dos processos
biologicos basicos destes organismos. Nesse contexto a caracterizagdo do processo de sintese
protéica, ou traducdo, nos tripanosomatideos, se destaca como uma pergunta fundamental
para o conhecimento da biologia molecular destes parasitas com possiveis aplicagdes futuras
no desenvolvimento de agentes quimioterapicos que possam ser utilizados no tratamento de
pacientes infectados por estes organismos.

A traducdo eucariodtica ocorre em varios passos e ¢ catalizada por proteinas referidas
como Fatores de Iniciacdo Eucaridticos (elFs-“eukaryotic initiation factors”). Até o momento
foram identificados, em mamiferos, seis grupos de fatores de iniciagdo: elF1, elF2, elF3,
elF4, elF5 e elF6. Estes atuam em um processo altamente regulado onde a auséncia de apenas
um ¢ suficiente para diminuir ou até mesmo impedir a sintese protéica [1].

A tradu¢do do mRNA em proteina inicia-se apOs a separagdo das subunidades
ribossomais 40S e 60S, pela agdo dos fatores elF3 e elF6 sobre o ribossomo pré-existente
80S, e pela formagdo do complexo terndrio elF2/GTP/Met-tRNAi (onde Met-tRNAI indica o
RNA transportador iniciador responsavel pela adicdo do primeiro aminoacido da proteina). A
subunidade 40S e o elF3, ligam-se entdo ao complexo ternario, formando o complexo de
“pré-iniciacdo 43S”. Este necessita da intera¢do entre o elF3 e o complexo elF4F, para se

ligar com a por¢do 5’ do mRNA [1,2,3]. Os fatores elF4 sdo aparentemente exclusivos de
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eucariotos [4] e sdo responsaveis pela etapa de reconhecimento do mRNA pelo ribossomo. O
fator elF4F ¢ um complexo heterotrimérico formado pelas seguintes subunidades
polipeptidicas: e[F4A, uma RNA helicase responsavel pela remogao de estruturas secundarias
da extremidade 5° do mRNA entre o cap ¢ o codon AUG; eIF4E, a proteina de
reconhecimento da estrutura cap; eIF4G, a proteina estruturadora do complexo [revisto em
1]. O complexo elF4F ¢ ainda auxiliado pelos fatores elF4B, elF4H [5] e pela proteina de
ligacdo a cauda poli-A ou PABP [ revisto em 6].

O fator eIF4E (chamado de “cap binding protein’) é uma proteina de cerca de 24 kDa
que ¢ conservada de leveduras a humanos [1], e encontrada em um ntimero variado de formas
em diversos organismos [7,8]. Seus niveis sdo relativamente baixos em lisados de reticuldcito
de coelho [9] e células HeLa [10] e sua superexpessdo estd relacionada ao crescimento
aberrante de células [11]. Sua funcdo no complexo elF4F ¢ limitada por proteinas da familia
4E-BP, que funcionam como sequestradores do elF4E e assim inibem a tradugdo [12], e por
fosforilagdo, aumentando a taxa de tradugao [2].

At¢é o momento pouco se sabe a respeito do mecanismo de tradugdo em
tripanosomatideos e apenas alguns trabalhos caracterizaram fatores envolvidos nesse
processo, dentre estes o fator EF-1a de L. braziliensis [13]; os fatores EF-1y , EF-13 ¢ EF-2
de T. cruzi [14,15]; a PABPI1 de T. cruzi [16,17]; a PABPI de T. brucei [18]; a LmPABI de L.
major [19]; e um homologo ao elF4A [20] de L. braziliensis. Um homologo de eIlF4E em
Leishmania major foi recentemente identificado e caracterizado parcialmente com o nome de
LeishIF4E-1[21]. Este fator possui consideravel conservagao filogenética, especialmente no
sitio de ligacdo ao cap e foi constatado que possui localizagdo citoplasmatica. Além disso,
esse homologo demonstrou ser capaz de se ligar a analogos da estrutura cap, principalmente
no cap monometilado (m’GTP) e no tetrametilado (cap4), caracteristico dos

tripanosomatideos [21].
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Recentemente Dhalia, et al (2005) [22] identificaram dois homdlogos ao elF4A, cinco
ao elF4G e quatro ao eIF4E em L. major. Neste trabalho trés dos homologos ao eIF4E
(denominados LmEIF4E1-3) foram quantificados na fase prociclica do parasita, onde o
homologo LmEIF4E3 foi o mais abundante, seguido dos homodlogos LmEIF4E1 e E2. Tais
homologos também foram testados quanto a capacidade de ligagdo ao cap em resinas de
m'GTP sefarose, mas somente um deles, o LmEIF4E1 (o mesmo que o LeishIF4E-1) foi
capaz de se ligar ao cap monometilado de mamiferos.

Para a amplia¢do do entendimento da iniciagdo da tradu¢ao em tripanosomatideos, este
trabalho propo0s a caracterizagdo dos homologos ao fator de iniciagdo da tradugdo eIF4E de T.
brucei através da quantificacdo desses fatores nas duas formas do ciclo de vida do parasita e
através da avaliagdo da afinidade destes ao cap monometilado de mamiferos, estabelecendo
semelhancas e diferencas em relagdo aos homologos ja testados de L. major e de outros

eucariotos.

Material e Métodos

Alinhamento de seqiiéncias

Os homologos de elF4E de L. major (LmEIF4E1-4) e de T. brucei (ThEIF4E1-4)
foram identificados por buscas on-line utilizado-se o programa BLAST por comparacido das
seqiiéncias dos homologos ao elF4E de Homo sapiens e Saccharomyces cerevisae com as

seqiiéncias do banco de dados Gene DB (www.genedb.org) e foram alinhadas por grau de

homologia com o programa CLUSTAL W (www.cmbi.kun.nl/bioinf/tools/clustalw.shtml).

Ocasionalmente as seqiiéncias do alinhamento sofreram alguns ajustes manuais para o

refinamento do resultado.
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Cultivo de parasitas.

Formas selvagens de T. brucei prociclica (427) e sanguinea (118) foram cultivadas a
27° C em meio SDM-79 (Sigma®), suplementado com 0,002% p/v hemina, 10% de soro fetal
bovino e 1% de penicilina (1 U)/estreptomicina (1 mg) . Do mesmo modo formas sanguineas
foram crescidas em meio HMI-9 com soro fetal bovino e adicdo de penicilina/estreptomicina
a 37°C. Na fase exponencial de crescimento, as culturas foram contadas em camara de
Newbauer e submetidas a duas lavagens com PBS pH 7.4 para posterior lise. As células de 7.
brucei foram lisadas em fervura em tampao Laemmli 2X (2% p/v SDS; 80 mM de Tris-Cl;
10% Glicerol; Azul de Bromofenol até a tonalidade desejada) para obtengdo de proteinas para

analises de Western-blot.

Amplificacdo e clonagem dos homologos ao eIF4E de T. brucei

Os quatro candidatos a homologos ao elF4E de 7. brucei (ThEIF4E1-4) foram
amplificados a partir de DNA total do parasita (cepa 427) utilizando oligonucleotideos
espécie-especificos flanqueados pelos sitios de restricdo Hind I1I/BamH 1. Os produtos de
PCR foram amplificados com a enzima Pwo DNA polimerase (Roche®), tratados com Taq
DNA polimerase (para adicdo de adeninas nas suas extremidades), clonados no vetor
pGEMT-Easy (Promega®) e seqiiénciados para a confirmacio da qualidade/identidade das
seqliéncias amplificadas. Os vetores utilizados na amplificagdo estdo relacionados na Tabela
1.

As construgdes plasmidiais com os genes 7ThEIF4E1-4 foram entdo digeridas por 4h
com as enzimas Hind I1l/BamH I (0,5 unidade de cada enzima) e subclonados em vetores de
expressao pET21D (previamente digeridos com as mesmas enzimas) para a expressao de
proteinas fusionadas a cauda de histidinas para serem utilizadas na imunizagdo de coelhos e

obteng¢do dos anticorpos policlonais especificos para cada isoforma. Para a subclonagem dos
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homologos ThEIF4E2 e ThEIF4E3 foram feitas digestdes parciais devido a existéncia de sitio

interno para a enzima Bam HI na seqii€ncia de ambos os genes.

Expressiao de proteinas recombinantes

Para expressar as proteinas fusionadas a seqiiéncia de histidinas (cosantrugdes pPET-
ThEIF4E1-4), foram transformadas as constru¢des plasmidiais em células Escherichia coli
competentes das cepas BL21 star. As bactérias transformadas foram crescidas a 37°C em
meio LB liquido na presenga de ampicilina (100pg/ml). O crescimento foi acompanhado pela
dosagem da cultura, em diferentes intervalos de tempo, no espectrofotometro. Ao atingirem a
densidade optica (OD, Optical Density) de 0,5 foram induzidas a 30°C com IPTG na
concentragdo final de 0,ImM por 4 horas. As células foram coletadas por centrifugacdo (a
5000 rpm por 10 minutos a 4°C) e ressuspendidas em PBS e lisadas por prensa francesa. As
amostras foram entdo centrifugadas e quantificadas em gel SDS-PAGE corado com azul de

comassie.

Anticorpos contra os homdlogos ao elF4E de 7. brucei

Os anticorpos contra os homdlogos ao elF4E de 7. brucei, foram obtidos pela
imunizacao de coelhos convencionais com proteinas HIS-recombinantes. Para a purificacao
dos anticorpos (imunoadsor¢do) para ensaios de Western blot, aproximadamente 100 pg das
proteinas recombinantes foram separadas em gel SDS-PAGE 15%, transferidas para
membranas de PVDF Immobilon-P (Millipore). As membranas foram coradas com Rouge
Ponceau S 0.2% (p/v) (em 1% de acido tricloroacético), os fragmentos contendo as bandas
protéicas de interesse foram picotados e colocadas em tubos de 1,5 mL. Estes fragmentos de
membrana foram entdo bloqueados por 30 minutos com tampao PBS (0,1 M de NaCl, 2 mM

de KCI, 4 mM de Na,HPO,7H,O ¢ 1 mM de KH,PO,) , leite desnatado 1% e Tween-20
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0,05% e incubados com os respectivos soros, durante a noite, a 4°C. Em seguida, os
fragmentos foram lavados por trés vezes com 1 ml de PBS e os anticorpos purificados
eluidos com solugdo de glicina pH 2,5 (10 mM de Glicina). Depois foram recuperados os
sobrenadantes em novos tubos e o pH foi neutralizado com a adi¢ao de 200 pl de Tris 1M pH
8,5. Os soros purificados foram entdo titulados com 220 pl de PBS 2X e azida sédica 0,8%

(46 mM) e conservados a 4° C.

Quantificacio dos fatores por Western blot

Nas reacdes de Western blot, a membrana utilizada foi a mesma da purificagdo de
anticorpos. As proteinas recombinantes e amostras de extratos viaveis de 7. brucei (fase
prociclica e sangiiinea), foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para
membranas. Estas, por sua vez, foram bloqueadas com leite desnatado 5% por 1 h e, em
seguida, incubadas por mais 1 h em tampao TBS 1M pH 8,5, leite desnatado 1% e Tween-20
0,05% e um dos anticorpos especificos (imunoadsorvido) na diluicdo de 1:500. O segundo
anticorpo, anti Ig-G conjugado a peroxidase (Amersham Biosciences®), foi utilizado na
diluicdo de 1:5000 e a revelagcdo do Western blot foi realizado por quimioluminescéncia e

expostos ao filme Biomax-MS (Kodak).

Subclonagens TbEIF4E’s

Os Para os ensaios de transcri¢do e tradugdo in vitro, os plasmideos das maxi-
preparagdes contendo os genes dos quatro homologos ao elFAE de 7. brucei foram entdo
digeridos seqliencialmente com as enzimas de restricdo Eco RI e Bam HI (com 0,5 unidades
de cada enzima por 4 h a 37°C) e seguida os fragmentos foram purificados por eletroeluigao.
Como os genes ThEIF4AE2 e ThEIF4E3 possuem um sitio interno para a enzima Bam HI eles

foram digeridos parcialmente com essa enzima e os fragmentos que foram cortados apenas na
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porc¢do do primer foram entdo cortados do gel e purificados. Em seguida os fragmentos foram
subclonados (por 20 h a 16°C em presenca de 0,3 ul de DNA Ligase (4000 U/ ul) em vetor de
clonagem pGEM3zf+ (Promega®) previamente digeridos com as mesmas enzimas e também
purificados por eletroeluicao. Estas constru¢des dos quatro homdlogos citados foram usadas
para transformar células de Escherichia coli DH5a. Por fim foram feitas maxi-preparacdes de

DNA plasmidial de cada clonagem segundo protocolo de Sambrook & Russel (2001) [24].

Transcricao e traducao in vitro

As construgdes pGEM3zf+/TbEIE4E1 foram digeridas por Bam HI e as construcgdes
pGEM3zf+/TbEIE4E2-4 foram digeridas por Xba I e em seguida transcritas in vitro com a
enzima T7 RNA polimerase (Amersham Biosciences). Da mesma forma, as construgdes
pET21D/LmEIF4E1-3 e o elF4E de Xenopus laevis clonados no plasmideo pGEM2 [22],
foram linearizadas com Not I. A reagdo de transcrigdo se processou em um volume final de 50

uL contendo: SpL tampéo de transcrigdo (tris-HCI 400mM, pH 7, MgCl, 150mM), 2,5 pL de

m7-GTP (cap) 10mM (New England Biolabs), 2uL. de solucdo de NTPs (GTP a 10 mM,
enquanto os outros NTPs a 100 mM), 0,5 uL. DTT 1M, 1,5 pL inibidor de RNAse, 2,0 uL (10
U/uL) , T7 RNA polimerase (5U/uL) (Pharmacia), 3 pg de DNA plasmidial linearizado e

H,O (destilada, deionizada, estéril e tratada com DEPC). Essa reagdo foi incubada a 37 ° C

por 30 minutos, quando se adicionou 0,5 uLL de GTP a 100 mM. Apos outros 30 minutos de
incubagao foi adicionado mais 0,5 pLL de T7 RNA (62 U/uL) polimerase e incubado por mais
60 minutos a 37 °C. Ao término da incubagdo adicionou-se ao sistema 50 pL. de tampao TE
10X (Tris 10 mM, EDTA 10 mM) para terminar a reagdo. Da reacao final de transcri¢do, com
o volume final de 100 uL, foi analisado 1 pL dos transcritos sintetizados em gel de agarose

1%.
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Os RNAs sintéticos obtidos foram extraidos em fenol/cloroformio 1:1, precipitados
com etanol 100% / NaCl 0,3 M e ressupendidos em 20 pL de H20. Uma aliquota de 1 pL
RNA purificado (~1pg/pL) foi traduzido no lisado de reticuldcito de coelho, de acordo com o
fabricante (Rabbit Reticulocyte Lysate - Promega®) contendo metionina marcada com S* (2.5
uCi/reagdo). As reagdes foram submetidas a temperatura de 30° C por 90 minutos. Em
seguida, foi adicionado tampao de amostra Laemmli 2X e, em seguida, os produtos das
tradugdes foram separados por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% em condigdes
desnaturantes, secos 4 vacuo e revelados por auto-radiografia com exposi¢do em filme

Biomax-MR" (Kodak).

Ensaio de afinidade ao cap de homologos LmEIF4Es e ThEIF4E s

Neste ensaio foram utilizadas as proteinas marcadas com >°S resultantes das reacdes de
traduc@o in vitro descritas no item anterior. Cerca de 25 pl de cada proteina marcada com >°S
foi incubado com 33 pL da resina 7-metil-GTP-sefarose e 142 uL de tampao HEPES (50
mMde Hepes; 14 mM de B-mercaptoetanol , ImM de EDTA 0,5 M e 99 mM de KCl) por 1
hora a 4 °C. A resina foi lavada trés vezes com 1 ml de Tampao HEPES, trés vezes com 50 pl
de Tampao HEPES acrescido de 100 uM de GTP e eluido trés vezes com 50 pl tampao
HEPES acrescido de 50 uM de cap soluvel. Aliquotas coletadas em todas as fases do ensaio

foram analisadas em SDS-PAGE 15% e reveladas por auto-radiografia conforme descrito.
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Resultados

Analise das seqiiéncias homologos ao fator eIF4E de L. major e T. brucei

As andlises das seqiienciais dos homodlogos ao fator eIF4E de 7. brucei constataram
quatro possiveis homologo ao elF4e neste organismo, denominados 7hEIF4E1-4, e que todos
estes homologos putativos possuem seus respectivos ortélogos em L. major (denominados
LmEIF4E1-4). Os pesos moleculares preditos para cada uma dos homologos das proteinas dos
homologos ao elF4E de T. brucei sao de 26; 28,2; 47,9 e 46,5 kDa, respectivamente.
Observou-se também que dos oito residuos de triptofano conservados na familia das proteinas
ligadoras do cap sete foram encontrados nos homologos 7hEIF4E1 e LmEIF4E1, oito no
THEIFAE2 e LmEIF4E2, quatro no 7hEIF4E3 e LmEIF4E3, e cinco no TbHEIF4E4 e
LmEIF4E4 [Figura 1]. Pode-se observar adicionalmente a existéncia de duas inser¢des ndo
conservadas de 10 (residuos 156-165) e 37 aminoacidos (residuos 199-236) respectivamente
na por¢ao C-terminal da proteina do ortdlogo LmEIF4E2 de L. major, estas estdo ausentes no

homologo de T. brucei [Figura 1].

Quantificacao das proteinas recombinantes ThEIF4E1-4

A analise da expressao das proteinas durante o ciclo de vida do parasita, e sua eventual
comparagdo com os dados obtidos em L. major [22], poderia fornecer informac¢do de qual
homologo funcional estaria exercendo a func¢do de proteina de ligacdo ao cap em cada estagio
do parasita. E com esse objetivo foi entdo feita a andlise da expressdo dos homologos ao
elF4E de T. brucei (previamente clonados nas constru¢cdes pET-THEIF4E1, pET-ThEIE2 ,
pET-ThEIF4E3 e ThEIF4E4).

As construgdes obtidas tiveram suas proteinas expressas em bactérias, extraidas e

foram feitas curvas de dilui¢des destas proteinas para quantificagdo. Comparando-se as
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dilui¢des destas proteinas com diluicdes de BSA conhecidas pode-se entdo estimar a
concentra¢do aproximada para cada uma delas. As amostras equivalentes a 1pg/10ul foram
selecionadas para novas dilui¢cdes utilizadas em ensaios de andlise da expressdo desses

homologos em extratos totais de 7. brucei [Figuras 2A e 2B].

Analise da expressao dos homélogos 7ThEIF4E1-3

Para a andlise da expressdo dos fatores em extratos totais de 7. brucei por Western
blot, foram incubados os respectivos anticorpos purificados em membranas contendo
dilui¢des de concentragdes estimadas de proteina recombinante juntamente com diluigdes de
concentragdes conhecidas de extrato total de células de 7. brucei [Figuras 3A-C].

Para a quantificacdo da expressdo das proteinas nas duas formas celulares de 7. brucei
os valores obtidos foram os seguintes: o 7hEIF4E1 foi encontrado nas duas formas com o
valor em torno de 1,2 x 10" moléculas/célula na forma prociclica (PCF) e 2,4 x 10*
moléculas/célula na forma sanguinea (BSF); o ThEIF4E2 ndo foi detectado nas duas formas e
o THEIF4E3 foi encontrado apenas na forma prociclica no valor em torno de 1,44x 10’
moléculas/célula [Tabela 2]. O quarto homologo de ao elF4E de 7. brucei ndo pode ser
quantificado, pois a proteina recombinante desse homologo se mostrou muito 1abil, o que
impossibilitou uma andlise mais eficiente dos ensaios de Western blot, no entanto os
experimentos ja executados apontam indicios que este homologo somente ¢ expresso na fase

prociclica do parasita (dados ndo mostrados).

Analise da interacao ao cap dos homologos LmEIF4E e ThEIF4E
A interagdo com a estrutura m'GTP cap ¢ a caracteristica principal das proteinas da
familia eIF4E [9], assim a investiga¢do da afinidade dos homologos putativos de 7. brucei a

estrutura cap forneceria indicios de qual destes poderia fazer parte do complexo elF4F. Para a
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execucdo dos ensaios de afinidade ao cap, os homologos ao elF4E de L. major e T. brucei
clonados, foram transcritos [Figura 4] e depois traduzidos in vitro em sistema de reticuldcito
de coelhos [Figura 5]. Em seguida cada um dos homoélogos ao eIF4E marcados de L. major e
T. brucei, foram incubados com a resina contendo a estrutura m’GTP cap e avaliados quanto a
sua ligagdo especifica para essa resina.

Dentre os homologos testados de L. major, apenas o LmEIF4E1 foi capaz de se ligar
ao cap de forma eficiente, conforme demonstrado na Figura 6A. E dentre os homdlogos de 7.
brucei testados, trés foram capazes de se ligar ao cap de forma eficiente (7hEIF4El,

TPEIF4E2 e ThEIF4E4), conforme demonstrado na Figura 6B.

Discussao

Nosso grupo vem desenvolvendo trabalhos a fim de estudar o complexo elF4F em
tripanosomatideos. Com base em andlise de seqiiéncias oriundas de projetos genoma de L.
major foram identificados quatro homoélogos ao fator eIF4E (denominados LmEIF4E1-4)[22].
Todos com respectivas representagdes em 7. brucei, onde como exemplo os ortdlogos de
elF4E s3o denominados de 7HEIF4E1-4. A multiplicidade de fatores identificados e
caracteristicas proprias remetem a possibilidade de uma organizagdo diferente do complexo
de iniciagdo da traducdo, podendo ser relacionada a adaptagdo aos hospedeiros e/ou sele¢ao
de mRNAs para o controle pds-transcricional , importante nesse grupo de organismos [24].

Até o momento a expressdo desses fatores ndo foi investigada ao longo do ciclo de
vida do parasita. Neste trabalho, os ensaios quantitativos dos homologos ao eIF4E de T.
brucei revelaram que o 7hEIF4E3 também ¢ o mais abundante em células na fase do inseto e
ainda que ¢ aparentemente ausente ou ndo detectado em células da fase sanguinea. O

TbEIF4E]1 foi detectado em pequenas quantidades tanto na fase do inseto (como encontrado
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em L. major) quanto na sanguinea e o ThEIF4E2 curiosamente ndo foi detectado em nenhuma
das duas fases. Os valores encontrados estdo de acordo com o constatado para cada um dos
homologos estudados em L. major [24] e estdo um pouco abaixo dos correspondentes aos
encontrados em leveduras (~7x10° moléculas/ célula) [25] [Tabela 1]. No entanto, em
leveduras, boa parte do eIF4E esta ligado a proteina p20 (um inibidor da tradugdo),
diminuindo assim a quantidade de eIF4E disponivel para a traducdo [25]. Assim os niveis
encontrados em 7. brucei e leveduras podem ser equivalentes, uma vez que nao foram ainda
relatados homologos de proteinas ligantes aos elF4Es em Tripanosomatideos.

A andlise feita com as seqiiéncias dos homoélogos ao elF4E de L. major e de T. brucei
revelou que os homoélogos LmEIF4E1-2 e ThEIF4E1-2 possuem todas as caracteristicas
suficientes para a ligacdo ao cap enquanto que os LmEIF4E3-4 e ThEIF4E4 possuem apenas
algumas [22]. Recentemente, o homologo LmEIF4E1 (denominado LeishIFE-1) foi testado
em ensaios de afinidade ao cap mono e tetrametilado. Nesses ensaios foi constatada a
afinidade por ambas as estruturas com valores similares [21]. Em trabalho posterior trés dos
homologos identificados em L. major (LmEIF4E1-3) foram testados quanto a afinidade de
ligagdo a estrutura cap monometilada e apenas um desses, o LmEIF4E1, foi capaz de se ligar
especificamente [22]. Os ensaios de afinidade ao cap realizados neste trabalho demonstraram
que dentre os quatro homologos ao eIF4E testados ao de 7. brucei, trés deles foram capazes
de se ligar ao cap. Curiosamente o 7hEIF4E2 possui essa capacidade, ndo demonstrada pelo
seu homoélogo em L. major, denotando alguma diferenca entre suas propriedades. Tal
disparidade pode ser provinda da existéncia de duas insercdes ndo conservadas de 10 e 37
aminoacidos respectivamente na por¢do C-terminal da proteina do ortélogo LmEIF4E2 de L.
major. A primeira inser¢do ocorre entre uma folha-f pregueada e uma a-hélice e a segunda

inser¢do ocorre entre duas folhas-B pregueadas, segundo comparacdo com o modelo de
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mamiferos [26,27], o que poderia causar um desarranjo no sitio hidrofébico de ligacdo ao cap
nessa proteina, impossibilitando a ligagdo dessa proteina a estrutura cap.

Em teoria os homologos LmEIF4E3-4 e ThEIF4E3-4 ndo poderiam ligar ao cap porque
nao possuem o residuo de triptofano conservado na posi¢ao correspondente ao triptofano 56
de mamiferos (residuo Trp 58 em leveduras) envolvido no processo de empacotamento 7-7.
Em L. major na posicao do residuo citado ha uma substituicdo para uma metionina (residuo
Met 170) no LmEIF4E3 e por um acido glutamico (residuo Glu 146); em 7. brucei nesta
mesma posi¢do ha uma substituicdo do triptofano por uma leucina (residuo Leu 261) no
ThEIF4E3 e por uma serina (residuo Ser 263) no 7hEIF4E4. Todas essas substituigdes
teoricamente implicariam na perda da capacidade de uma ligagdo estavel a estrutura cap, uma
vez que esses aminoacidos ndo possuem anéis aromaticos para o processo de empacotamento
do tipo 7-7 caracteristico das proteinas de ligacdo ao cap[26,27]. No entanto, o homdlogo
THEIF4AE4 ¢ capaz de se ligar ao cap, denotando um possivel reconhecimento do cap
diferenciado (ainda ndo esclarecido) do relatado na literatura [26,27]. Interessantemente os
homologos mais abundantes tanto em L. major [22] e T. brucei (LmEIF4E3 e ThEIF4E3
respectivamente) ndo demonstram a capacidade de se ligar ao cap. Isto pode ser devido a
necessidade de mudancas na conformacao desses quando associados a um dos homoélogos ao
elF4G , o que pode aumentar a afinidade de ambos ao cap [28,29]. Analises de interferéncia
de RNA constataram ainda que o 7HEIF4E3 ¢ essencial para a sobrevivéncia do parasita na
sua forma prociclica enquanto os homologos ThEIF4E1, TPEIFAE2 e ThEIF4E4 ndo o sdo
(Dhalia et al., dados ndo publicados). Ademais, 0 homélogo LmEIF4E3 ¢ o tnico capaz de
interagir in vitro com o respectivo homoélogo do elF4G de L. major (Reis et al., dados nao
publicados) denotando ainda mais a importancia do terceiro homologo nestes parasitas.

Assim foram encontradas similaridades e algumas diferencas (que devem ser

analisadas futuramente) nas avaliacdes das proteinas de ligacdo ao cap de L. major e T.
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brucei. A investigagdo detalhada do processo de tradugdao nestes organismos pode revelar
diferencas significativas que poderdo ser utilizadas para a producdo de agentes
quimioterapicos mais eficientes que atuem na inibicdo desse processo. Para tal, analises
adicionais sdo0 necessarias para uma elucidagdo mais apurada da participagdao dos homoélogos a

proteinas de ligacdo ao cap no mecanismo de inicia¢ao da traducdo em tripanosomatideos.
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Tabela 1: Oligonucleotideos e sitios de clonagem utilizados na clonagem homologos

THhEIF4E1-4.

Orientacio do

Gene de T. brucei Oligonucleotideos

primer

THEIF4E1 5! AAGCTTCCGCCACCATGCAGACCTTACTGAGAC

3 GGATCCAGAACCCAATTGATACAAGGGTGG
TbEIF4E2 5! AAGCTTCCGCCACCATGGAAGCGAATCATGTTTC

3 GGATCCAGAACCGCCTTGCTAGCGCCATGG
TbEIF4E3 5! AAGCTTCCGCCACCATGAATCCAGAAGCGGAG

3 GGATCCAGAACCAAGCGTGAAGTCGGGTGTTATC
THEIF4EA4 5! AAGCTTCCGCCACCATGCAAAATTTACGTGCTG

3 GGATCCAGAACCCCAAAGCCGACGATTGCC

Os nucleotideos sublinhados correspondem as sitios de clonagem para as enzimas Hind 111

(priemers 5°) e Bam HI (primers 3°).
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Tabela 2: Sumario da quantificacio dos homdlogos ao fator de iniciacio elF4E de

Trypanosoma. brucei.

Homologo 7. brucei N° de moléculas/célula
T. brucei L major# Levedura*
PCF BSF
ThEIF4E1 1,2x10* 2,4x10* 1+0.3x10°
ThEIF4E2 ND ND 3,2+1.5x 10° 3.2-3.6x 10°
ThEIF4E3 1,44x10° ND 7,1 +3.4x 10

# Numeros baseados em [22] para eIF4E em promastigotas de Leishmania major.
* Numeros baseados em [25] para eIF4E de leveduras.

ND — Nao Determinado.
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Figura 1. Alinhamento comparando as seqiiéncias de aminodcidos dos homoélogos ao fator de iniciagdo eIF4E de Leishmania major e

Trypanosoma brucei com os homologos de leveduras e de humanos. Aminoacidos idénticos em mais de 60% das seqiiéncias estdo destacados

em cinza escuro, enquanto os aminoacidos similares em mais de 60% das seqiiéncias estdo destacados em cinza claro. Codigos de acesso no

GeneBank: elF4E de levedura- Sc (P07260); eI[F4E Humano- Hs (P06730).0s aminoacidos em negrito e sublinhados representam as duas

inser¢des ndo conservadas existentes no homélogo LmEIF4E2. * Indica os triptofanos conservados tipicos do eIF4E. U Indica os triptofanos

conservados, tipicos do elF4E, envolvidos diretamente no reconhecimento do nucleotideo cap.
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Freire et al., Figura 2.

BSA
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BSA
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Figura 2. Géis SDS-PAGE das quantificagdes das proteinas homologas ao elF4E de 7. brucei
expressas em bactérias e purificadas. A - Proteinas recombinantes 7hEIF4E1-3. B - Proteina
recombinante 7hEIF4E4. As setas indicam quantidades estimadas de 1ug (A) e 0,5ug (B),

baseadas na comparagdo com a curva de albumina de soro bovino (BSA).
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Freire et al., Figura 3
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Figura 3. Analise da expressao e quantificacdo das proteinas homologas ao eI[F4E em extratos
totais de Trypanosoma brucei. A-C — As diferentes proteinas recombinantes (7hEIF4E1-3)
foram diluidas nas devidas concentragdes (em fentomoles) e, juntamente com extratos totais
de células das formas prociclica (PCF) e sanguinea (BSF) de Trypanosoma brucei, foram
fracionados em gel SDS-PAGE 15% e analisados por western blot contra os anticorpos

especificos para cada isoforma.
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Freire et al., Figura 4

Leishmania major Trypanosoma brucei

E2 E1 E3 E2 E1 E3 E4

Figura 4. Fotografia do gel de separacdo eletroforética (agarose) dos RNAs dos homologos

ao fator eIF4E de Leishmania major e Trypanosoma brucei obtidos por transcri¢ao in vitro.
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Freire et al., Figura 5
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Figura 5. Autoradiografia de separacdo eletroforética (SDS-PAGE) de proteinas homdlogas
ao fator elF4E de Leishmania major (EIF4AE1-E3) e Trypanosoma brucei (EIF4AE1-E4)
obtidas por tradugdo in vitro e marcadas com S*>. Exen: homologo ao eIF4E de Xenopus
leavis, utilizado como controle positivo. As proteinas dos homologos LmEIF4E1 e LmEIF4E3
sofreram um pouco de degradacdao durante o processo, gerando multiplas bandas. As bandas

correspondentes as proteinas intactas estdo marcadas com o asterisco (*).
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Freire et al., Figura 6

A

LmEIF4E2 LmEIF4E1 LmEIF4E3
T F G1G2G3 C1C2C3 R TFG1G2G3C1 C2C3 R T FG1G2G3 C1C2C3 R

4}

B

TbEIF4E2 TbEIF4E1 TbEIF4E3 TbEIF4E4 EXen
TFG1IG3C1 C2C3 RTFGIG3C1C2C3RT FG1G3C1C2C3R TFG1IG3C1 C2C3 R TFG1G3C1 C2 C3 R

Figura 6. Autoradiografias de separagdo eletroforética (SDS-PAGE) dos ensaios de ligagdo ao
cap das proteinas homologas ao fator eIF4E de Leishmania major (A), utilizada neste trabalho
como controle positivo, e de Trypanosoma brucei (B), obtidas por traducdo in vitro e
marcadas com S*°. T- Tradugdo original; F- Sobrenadante da incubagdo; G1-G3- Lavagens
com GTP; C1-C3- Elui¢des com cap; ¢ R- Resina m’GTP-sefarose. Exen — Controle positivo:
elF4E de Xenopus leavis. As setas indicam o desligamento das proteinas quando eluidas com

o cap soluvel.
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6- ABSTRACT

In eukaryotes, protein synthesis initiates with the binding of the
multimeric translation initiation complex elF4F (eukaryotic initiaton factor
4F) to the cap nucleotide, present on the 5’ end of the mRNAs, with the
subsequent recruitment of the small ribosomal subunit. eIF4F is composed
by three subunits: eIF4E, the cap binding protein; eIF4A, a RNA helicase;
and elIF4G, which acts as a scaffold for the complex. Little is known in
detail about protein synthesis in Trypanosomatids; however the presence
of the conserved modified cap structure, cap4, suggests possible
differences in the way ribosomes bind to the mRNA. Our group has
previously identified multiple homologues to the elIF4F subunits in
trypanosomatids, and the objective of this work was to characterize the
elF4E homologues in Leishmania major and Trypanosoma brucei. The
quantitation assays of the L. major homologues (LmEIF4E1-3) revealed
that LmEIF4E1 and LmEIF4E2 are rare and LmEIF4E3 is a very abundant
in promastigote form of this parasite. Among the T. brucei homologues
(TbEIF4E1-3), TbEIF4El is present at low levels in both prociclic and
bloodstream forms; TbEIF4E2 is rare or not detected in either form; and
TbEIF4E3 is very abundant in the prociclic form but not detected in
bloodstream form. In cap-binding assays, only LmEIF4E1 and the
TbEIF4E1l, TbEIFAE2 and TbEIF4E4 homologues were able to bind the 7-
methyl-GTP Sepharose resins. These assays revealed that only one of the
homologues tested in both parasites seem to fulfill the expected
characteristics of a translational initiation factor. However, new assays are
necessary for a better characterization of these proteins and the

understanding of their roles in translation in trypanosomatids.

Key words: eIF4E, Translation initiation, Trypanosomatids.
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7. CONCLUSOES

O homdlogo ao eIF4E mais abundante e provavel candidato

funcional na fase prociclica de Leishmania major € o LmEIF4E3,;

O homdlogo ao eIF4E mais abundante e provavel candidato

funcional na fase prociclica de Trypanosoma brucei é o TbEIF4E3;

O homodlogo ao eIlF4E mais abundante e provavel candidato

funcional na fase sanguinea de Trypanosoma brucei é o TbEIF4E1;

Existe uma conservacdao na expressao entre os homologos EIF4E1 a

EIF4E3 na fase de inseto de ambos os parasitas;

Apenas um dos homologos ao elF4E de Leishmania major testados,
o LmEIF4E1, foi capaz de se ligar especificamente a estrutura cap

monometilada;
Trés dos homodlogos ao elF4E de Trypanosoma brucei testados,
TbEIF4E1, E2 e E4, foram capazes de se ligar especificamente a

estrutura cap monometilada;

Existe uma diferenca na afinidade ao cap entre os homdlogos
LmEIF4E2 e TbEIF4E2.
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8. ANEXO

8.1 Amplificacao e clonagem do gene LmEIF4E4

As amplificacoes do LmEIF4E4 a partir de DNA total de L. major
foram feitas usando a Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen®) e um
conjunto de primers que permitiriam que a seqliéncia amplificada fosse
flanqueada pelos sitios Afl III / Notl (primer 5’ B06 - CT GAC ATG TCT
ACC CCT CTC GAT GTG; primer 3" BO8 - TA TGC GGC CGC GTA GCG ACG
ACG GTT CTT TTT C) para clonagem no plasmideo pET 21D (Novagen®);
Bam HI/ Not I (Primer 5" BO7 - TCT GGA TCC ATG TCT ACC CCT CTC GAT
GTG; primer 3’ BO8 descrito acima) para clonagem no plasmideo pGEX4T3
(Pharmacia®). O ciclo basico utilizado para as reacdes foi: 94°C/1’,

60°C/30s e 72°C/2’, executado 30 vezes por reagao, finalizando a 4°C .
(Fig. 1).

Marcador
1Kb+ BO06 BO7

1000 pb

Fig. 1. Reagao de amplificagdo por PCR LmEIF4E4 com os primers B06 e B0O8 para a
clonagem no plasmideo pET21D; e B07 e BO8 para a clonagem no plasmideo pGEX4T3.
a partir do DNA total de Leishmania major.

Apés a amplificacdo os fragmentos obtidos foram extraidos
fenol/cloroférmio 1:1, precipitado com etanol 100% / NaCl 0,3 M e
ressupendidos em 20 pL de H20. Em seguida foram digeridos
sequencialmente com as enzimas AFL III/ Not I para clonagem no vetor

pET21D e Bam I/ Not I para clonagem no vetor pGEX4T3. Apods as
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digestdes os fragmentos foram purificados com kit QIAGEM® e clonados
nos seus respectivos vetores previamente digeridos com as mesmas
enzimas, gerando as construgdes pET-LmEIF4E4 e pGEX-LmEIF4E4. Estas
construcdes foram clonadas em bactérias Escherichia coli DH5a para maxi
preparacoes de DNA plasmidial e, em seguida em bactérias E. coli BL21
star, para a expressao da proteina fusionada a cauda de histidinas ou a

GST (glutationa-S-transferase).

8.2 Transcricao e traducao in vitro do gene LmEIF4E4

A construcao pET-LmEIF4E4 foi entdao linearizada com a digestao
pela enzima Not I e, em seguida, transcrita in vitro com a enzima T7 RNA
polimerase (Amersham Biosciences). A reacao de transcricao se processou
em um volume final de 50 pL contendo: 5pL tampao de transcrigao (tris-

HCI 400mM, pH 7, MgCl, 150mM), 2,5 pL de m7-GTP (cap) 10mM (New

England Biolabs), 2 pL de solugao de NTPs (GTP a 10 mM, enquanto os
outros NTPs a 100 mM), 0,5 uL DTT 1M, 1,5 pL inibidor de RNAse (10 U/
ML), 2,0 pL T7 RNA polimerase (62 U/uL) (Pharmacia), 3 pug de DNA

plasmidial linearizado e H,O (destilada, deionizada, estéril e tratada com

DEPC). Essa reacao foi incubada a 37 © C por 30 minutos, quando se
adicionou 0,5 yL de GTP a 100 mM. Apds outros 30 minutos de incubagao
foi adicionado mais 0,5 uL de T7 RNA polimerase e incubado por mais 60
minutos a 37 °C. Ao término da incubagdo adicionou-se ao sistema 50 pL
de tampao TE 10X (Tris 10 mM, EDTA 10 mM) para terminar a reagao. Da
reacao final de transcricdao, com o volume final de 100 puL, foi analisado 1

ML dos transcritos sintetizados em gel de agarose 1% (Fig. 2A).
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O RNA sintético obtido foi extraido em fenol/cloroformio 1:1,
precipitado com etanol 100% / NaCl 0,3 M e ressupendidos em 20 pL de
H20. Uma aliquota de 1 pL RNA purificado (~1pg/uL) foi traduzido no
lisado de reticuldcito de coelho, de acordo com o fabricante (Rabbit
Reticulocyte Lysate - Promega®) contendo metionina marcada com S°°
(2.5 pCi/reacao). A reacao foi submetida a temperatura de 30° C por 90
minutos. Em seguida, foi adicionado tampdao Laemmli 2X, e o produto da
traducdao foi separado por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% em
condicdes desnaturantes, seco & vacuo e revelado por autoradiografia com

exposicdo em filme Biomax-MR® (Kodak) (Fig. 2B).

RNA LmEIF4E4
LmEIF4EA

Marcador

;s

67 kDa—>»

43 kDa—p

A B

Fig. 2. Transcricdao e traducdo in vitro do gene LmEFIF4E4. A - Gel da separacao
eletroforética (agarose) do RNA do homologo LmEIF4E obtido por transcrigdo in vitro do
gene clonado na construcdo PpET-LMEIF4E4. B - Autoradiografia da separacao
eletroforética (SDS-PAGE) da proteina marcada com S do homélogo LmEIF4E4 obtida
por tradugdo in vitro em lisado de reticuldcito de coelho.
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8.3 Expressao da proteina LmEIF4E4 em bactérias

O gene LMEIF4E4, recentemente clonado, teve sua proteina (33,8
kDa) expressa, fusionada a cauda de histidinas e a glutationa S-
transferase (GST), em bactérias E. coli BL21 por meio da indugdao com

IPTG, como relatado anteriormente nos artigos (Fig. 3).

LmE4 LmE4
Marcador HIS GST

67 kDa —>» *

43 kDa —»

Fig. 3. Gel SDS-PAGE com as proteinas provenientes da expressdao em bactérias da
proteina LmEIF4E4 fusionada a cauda de histidinas ou a GST, indicadas pelos asteriscos

(*).

As construcdes pET-LmEIF4E4 e pGEX-LmEIF4E4 vao ser em breve
seqlienciadas para a verificagdo correta da amplificacdo e clonagem. Em
seguida sera feita a inducdao em larga escala das proteinas para a

imunizacao de coelhos e obtengao dos anticorpos.
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8.4 Analise da especificidade dos anticorpos LmEIF4E1-3

Para a analise da especificidade dos anticorpos disponiveis contra as
proteinas LmEIF4E1-3, estes foram purificados como o especificado
anteriormente, e utilizados em ensaios de Western-blot, como descrito
anteriormente. Segundo essa anadlise, os trés anticorpos se mostraram
especificos no reconhecimento das suas respectivas proteinas e foram
capazes de reconhecer as proteinas do extrato total de L. major e L.
chagasi, e o LmEIF4E1 pbdde ser também detectado em L. braziliensis,
mas os trés anticorpos ndo foram capazes de reconhecer as proteinas dos

extratos e lisados de Blastocrithidia sp., T. cruzi e T. brucei (Fig.4-6).

LmEIF4E1-GST LmEIF4E2-GST LmEIF4E3-GST Lm Lc Lb Bc Tc Th TOES- THEZ: TLES. THEA.
12,5 625 3,25 12,5 625 325 125 6,25 3,25 107 107 ~107 ~107~1074x105 50 50 50 50

cel. cel. cel. cel. cel. n

ng ng ng ng ng ng ng ng ng cel.

53 kDa

~24 kDa

Fig. 4. Western blot demonstrando a especificidade do anticorpo do LmEIF4E1 testado
contra as proteinas recombinantes LmEIF4E1-3 e TbEIF4E1-4 (TbE1-TbE4) e extratos
totais de varios tripanosomatideos (Lm- Leishmania major; Lc- Leishmania chagasi; Lb-
Leishmania braziliensis; Bc- Blatocrithidia sp.; Tc- Trypanosoma cruzi; Tb-Trypanosoma
brucei). A proteina nativa do estrato de Leishmania major se mostrou muito labil e
passivel de degradagdo, como pode ser observado .
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LmEIF4E1-GST LmEIF4E2-GST  LmEIF4E3-GST Lm Lc Lb Bc Tc Tb ToET- TbE2. TOES. THE.
12,5 6,25 3,25 12,5 6,25 3,25 12,5 6,25 3,25 107 107 ~107 ~107 ~107 4x10° 50 50 50 50
ng ng ng ng ng ng ng ng ng cel. cel. cel. cel. cel. cel. ng ng ng ng

53 kDa

~31,5kDa

Fig. 5. Western Blot demonstrando a especificidade do anticorpo contra o LmEIF4E2
testado contra proteinas recombinantes LmEIF4E1-E3 (fusionadas a GST) e TbEIF4E1-4
(TbE1-E4, fusionadas a cauda-HIS) e extratos totais de varios tripanosomatideos (Lm-
Leishmania major; Lc- Leishmania chagasi; Lb- Leishmania braziliensis; Bc- Blatocrithidia
sp.; Tc- Trypanosoma cruzi; Tb-Trypanosoma brucei).

LmEIF4E1-GST LmEIF4E2-GST LmEIF4E3-GST Lm Lm Lc Lc Be Be Tc Te Tb Tb TZIES’ Tf,fs’ TZIES"

125 625 325 125 6,25 325 125 625 3,25 107 5x10° 107 5x108 ~107 ~5x107 ~107 ~5x107 4x106 2x106 50 50 50

cel. cel. cel. cel. cel. cel. cel. cel. n ni n

cel.

ng ng ng ng ng ng ng ng ng cel

53 kDa

~37,7 kDa

Fig. 6. Western blot demonstrando a especificidade do anticorpo contra o LmEIE4E3
testado contra proteinas recombinantes LmEIF4E1-E3 (fusionadas a GST) e ThEIF4E1-3
(TbE1-E3, fusionadas a cauda-HIS) e extratos totais de varios tripanosomatideos (Lm-
Leishmania major; Lc- Leishmania chagasi; Bc- Blatocrithidia sp.; Tc- Trypanosoma
cruzi; Tb-Trypanosoma brucei).
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