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RESUMO 

 
 
Em eucariotos, a iniciação da tradução é um processo essencial de regulação pós-transcricional 

da expressão gênica. Neste processo, atuam proteínas designadas eIFs (fatores de iniciação da 

tradução). Destas destaca-se o complexo eIF4F – eIF4E, eIF4A e eIF4G – que permite associar o 

mRNA ao ribossomo. Identificamos no genoma de Leishmania major seqüências que 

apresentam homologia aos componentes do eIF4F. Este trabalho contempla a caracterização de 

um homólogo do eIF4A (LmeIF4A2) e três homólogos eIF4G (LmeIF4G1-3). O gene 

LmeIF4A2 foi clonado, expresso e utilizado na produção de anticorpos. Ensaios de Western-blot 

sugeriram não haver expressão do LmeIF4A2 na fase promastigota de Leishmania major. Em 

seguida realizamos construções com os LmeIF4G1-3, fusionando-os a GST, permitindo a 

realização de ensaios de pull down visando investigar sua associação com as proteínas 

LmeIF4A1-2. O LmeIF4A2 não interage com nenhum dos LmeIF4G1-3 e o LmeIF4A1 interage 

especificamente com o LmeIF4G3. Em outra etapa produzimos anticorpos contra as proteínas 

LmeIF4G1-3 para avaliar sua expressão na forma promastigota do parasita. A expressão do 

LmeIF4G3 foi confirmada, todavia não detectamos a expressão dos LmeIF4G1-2. A interação 

eIF4G/eIF4E foi investigada em ensaios onde homólogos LmeIF4G1-3 foram incubados a 

homólogos LmeIF4E1-3, para tentar reconstituir parcialmente o complexo eIF4F in vitro, e 

testados quanto a sua afinidade pelo cap sintético. Estes resultados se mostraram inconclusivos. 

A utilização de novas abordagens e a caracterização dos demais fatores será importante na 

elucidação da tradução nestes protozoários. 

 



Reis, C.R.S. 2004                                                  Caracterização de homólogos aos fatores de iniciação da tradução... 

 11  
 
 

 

ABSTRACT 

 

In eukaryotes, translation initiation is a critical process for the post-transcriptional control of 

gene expression. In this process, act proteins called eIFs (from “eukaryotic initiation factors”). 

Within the eIFs the eIF4F complex – eIF4E, eIF4A e eIF4G – allows the recognition of the 

mRNAs by the small ribosomal subunit. We have identified, in the Leishmania major genome, 

sequences that show homology to the components of eukariotic eIF4F. Here we describe the 

preliminary characterization of one eIF4A (LmeIF4A2) and three eIF4Gs homologues 

(LmeIF4G1-3). The LmeIF4A2 gene was cloned, expressed and used to produce antibodies. 

Western-blot experiments indicate that there is no expression of LmeIF4A2 in L. major 

promastigotes, in contrast with LmeIF4A1 which is expressed as a very abundant protein. We 

then subcloned previously clone fragments from the LmeIF4G1-3 genes into the pGEX4T3 

vector so as produce the corresponding proteins fusioned to GST. These proteins were used in 

pull down assays to investigate their interactions with both Leishmania eIF4A homologues. The 

LmeIF4A2 doesn’t seem to bind to any of the eIF4G homologues whilst LmeIF4A1 binds 

specifically to LmeIF4G3. We also produced antibodies to the LmeIF4G1-3 proteins to analyze 

their expression in the parasite promastigotes. We confirmed the LmeIF4G3 expression, however 

we were not able to  detect the expression of LmeIF4G1-2. Finally, the interaction eIF4G/eIF4E 

was investigated in assays where the LmeIF4G1-3 homologues were mixed individually with 

each of the three Leishmania eIF4Es available so as to partially reconstitute candidate 

Leishmania eIF4Fs in vitro. The complexes were then tested  for their affinity for synthetic cap. 

These results so far were inconclusive. New approaches and the characterisation of others 

translation factors will be important in understanding translation and its regulation in this 

protozoan family.  
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         I. INTRODUÇÃO 

 

 Os protozoários tripanosomatídeos são eucariotos causadores de enfermidades comuns a 

muitas comunidades humanas, inclusive a brasileira. Estas doenças tem impacto significativo no 

sistema de saúde dos países acometidos por colocarem em risco milhares de pessoas e por 

levarem muitas vezes a problemas permanentes de saúde, constituindo assim também um 

problema econômico. As Tripanosomíases e as Leishmanioses infectam e matam milhares de 

pessoas por ano e milhões estão em área de risco (www.who.org, 2002).  

 Este grupo de microorganismos possuem características próprias em comparação aos 

demais eucariotos, como a transcrição policistrônica, trans-splicing, editoramento de RNAs 

mitocôndriais entre outros. A transição entre dois estágios evolutivos em hospedeiros específicos 

requer uma intensa mudança no repertório de expressão gênica. Os tripanosomatídeos parecem 

perder a canônica regulação da expressão dos genes, o controle transcricional, típico de 

eucariotos. Portanto, o controle da expressão genética deve acontecer predominantemente por 

mecanismos pós-transcricionais, e a síntese de proteínas parece ser o principal alvo de regulação 

nestes parasitas (Clayton, 2002). 

 A tradução é o processo pelo qual a informação contida na molécula de RNA é utilizada 

na formação de proteínas. Este evento acontece nos ribossomos e pode ser dividido 

didaticamente em Iniciação, Elongação e Terminação. A Iniciação é, sem dúvida, o principal 

alvo de regulação, uma vez que constitui uma etapa crítica no qual ocorre a ligação do mRNA ao 

ribossomo (Gingras et al., 1999 ; Prévôt et al., 2003). Neste processo, encontramos como 

principal mediador um conjunto de três fatores de iniciação da tradução – eIF4E, eIF4G e eIF4A 

– que unidos formam um complexo chamado cap binding complex ou eIF4F. Este complexo 

protéico, bem como o seu papel vêm na iniciação da tradução, vêm sendo estudado em 

eucariotos, tais como mamíferos e leveduras; contudo, na literatura existe poucas informações 

relativas a esse assunto em tripanosomatídeos. Num esforço de esclarecer o processo de tradução 

nestes protozoários, nosso grupo procurou estudar possíveis homólogos das subunidades do 

eIF4F de Leishmania major. Para tal, genes que codificam homólogos aos fatores eIF4E, eIF4A, 

eIF4G foram identificados no genoma de L. major e as respectivas proteínas estão sendo 

caracterizadas bioquimicamente. 

Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo inicial caracterizar homólogos ao 

fator de iniciação da tradução eIF4G em L.major (neste trabalho homólogos serão designados 

por LmeIFs). Inicialmente, regiões conservadas dos genes LmeIF4G1-3 expressas em 

Escherichia coli (Dhalia, resultados não publicados) foram purificadas e utilizadas para imunizar 
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coelhos visando a obtenção de soro policlonal específico para cada isoforma. Com a 

identificação de um segundo homólogo ao eIF4A em L.major (LmeIF4A2), partiu-se também 

para a clonagem de seu gene, expressão da proteína recombinante em bactéria e imunização em 

coelhos para produção de soro policlonal. De posse dos anticorpos avaliou-se o perfil de 

expressão por Western-blot de algumas dessas proteínas. Também foram obtidas diferentes 

construções com as várias proteínas que permitiram sua utilização em ensaios de interação 

proteína/proteína, visando investigar a capacidade de ligação entre as mesmas. E por fim, 

realizamos um ensaio de afinidade entre os homólogos do eIF4E (LmeIF4E1-3) e o cap de 

mamíferos na presença de homólogos do eIF4G. Resultados deste trabalho foram utilizados na 

confecção do artigo intitulado Translation initiation in Leishmania major: characterisation of 

multiple eIF4F subunit homologues, o qual será submetido a revista Molecular and Biochemical 

Parasitology. 
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II. OBJETIVOS 

 

 

⇒ Objetivo Geral: 

• Caracterização de possíveis homólogos aos fatores de iniciação da tradução eIF4G e eIF4A de 

Leishmania major 

 

⇒ Objetivos Específicos: 

 

i)- Clonar o gene LmeIF4A2; 

 

ii)- Expressar, purificar e imunizar coelhos utilizando as proteínas LmeIF4A2 e LmeIF4G1-3;  

 

iii)- Analisar a expressão das referidas proteínas na forma promastigota de Leishmania major por 

Western-blot. 

 

iv)- Subclonar a região central dos homólogos eIF4G no pGEX4T3 para análise por pull down 

  

v)- Analisar ligação das proteínas LmeIF4E1-3 a cap sintético na presença dos homólogos 

eIF4Gs 
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III. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Os tripanosomatídeos, doenças e impacto 

 

Os tripanosomatídeos são protozoários flagelados da ordem Kinetoplastida, cujas 

principais espécies, representantes dos gêneros Trypanosoma e Leishmania, apresentam 

importância médica e veterinária. Estes organismos são considerados eucariotos primitivos, por 

constituírem um ramo que divergiu cedo da linhagem evolutiva que originou os demais 

eucariotos. Caracterizam-se por apresentarem dois estágios evolutivos bem definidos em 

hospedeiros diferentes, um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro vertebrado. São causadores 

de enfermidades com distribuição endêmica em várias regiões do mundo, tais como a doença do 

sono, doença de Chagas e as Leishmanioses. 

As Leishmanioses compreendem um grupo de doenças causadas por mais de 20 

diferentes espécies e subespécies do gênero Leishmania. Estas patologias apresentam um amplo 

espectro de manifestações clínicas, destacando-se os comprometimentos cutâneo e ou visceral.  

São encontradas de forma endêmica em 88 países e no último levantamento sobre 

Leishmanioses, a Organização Mundial de Saúde registrou aproximadamente 2 milhões e 400 

mil novos casos e 59000 mortes (WHO, 2002). No Brasil são notificados aproximadamente 2000 

casos anuais de Leishmaniose visceral, sendo a maior parte dos registros de ocorrência na região 

Nordeste (FUNASA, 2002). 

Estas parasitoses são de difícil controle. As drogas utilizadas no tratamento possuem 

efeitos colaterais e exigem um esquema terapêutico demorado. Um fenômeno freqüentemente 

associado à terapêutica inadequada é o mecanismo de resistência do parasita a droga (Leandro & 

Campino, 2003). Desta forma, o entendimento de processos biológicos fundamentais nestes 

protozoários – como a tradução – pode contribuir na elaboração de melhores alternativas de 

tratamento, e identificação de novos alvos para a ação de quimioterápicos. 

 

2. Transcrição policistrônica 

 

O arranjo de genes em tripanosomatídeos se assemelha em alguns pontos aos conhecidos 

operons bacterianos. Os genes deste grupo de eucariotos são transcritos em unidades 

policistrônicas, onde um único promotor é utilizado na transcrição de múltiplos genes. Assim 

como em procariotos, os genes dos tripanosomatídeos não possuem íntrons, com uma única 

exceção até o momento (Mair et al., 2000). Todavia, diferentemente do operon encontrado em 
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bactérias e nematódas, as proteínas codificadas por um mesmo policístron não parecem ser 

relacionadas e o número de sequências codificadoras por RNA pode ser bem maior (Blumenthal 

et al., 2002). Também, ao contrário das bactérias esses RNAs sofrem um processo de maturação 

através de um mecanismo chamado trans-splicing (Sutton et al., 1986; revisto por Campbell, 

2003). Através deste processamento segmentos do mRNA policistrônico precursor contendo uma 

única sequência codificadora são clivados gerando mRNAs maduros monocistrônicos. Neste 

processo, os diferentes RNAs mensageiros recebem em suas extremidades 5′ uma seqüência de 

39 nt denominada de Spliced-Leader – SL ou mini-exon (Parsons et al., 1986; revisto por 

Campbell, 2003), que é característica de todos os mRNAs de tripanosomatídeos.  

 

2.1 Promotores e RNA polimerases 

 

A transcrição em eucariotos, incluindo os kinetoplastídeos, ocorre pela ação de três RNA 

polimerases que são farmacologicamente identificadas com base em sua sensibilidade (RNA pol-

I) ou resistência (RNA pol-II e RNA pol-III) a droga ∝-amanitina (Kooter & Borst, 1984; 

Earnshaw et al., 1987). Além disso, homólogos de subunidades da RNA polimerase também 

estão presentes em tripanosomatídeos, assim como homólogos a fatores de transcrição (Clayton, 

2002). 

Nestes eucariotos, a RNA pol-I transcreve os genes que codificam para o RNA 

ribossomal (rRNA) e, além disso, em Trypanosoma brucei transcreve também os genes de 

antígenos de superfície estágio específicos (VSG e PARP) (Lee & Van der Ploeg, 1997). A RNA 

pol-II transcreve genes que codificam proteínas, pequenos RNAs nucleares (snRNAs) e o 

principal RNA envolvido no processo de maturação do mRNA: o RNA-SL (Stiles et al., 1999; 

Gilinger & Bellofatto, 2001). A RNA pol-III transcreve o RNA transportador (tRNA), o RNA 

ribossômico 5S (rRNA 5S) e também snRNAs (Lee & Van der Ploeg, 1997).  

A procura por promotores em tripanosomatídeos tem sido alvo de inúmeras pesquisas, 

porém os resultados obtidos não são plenamente satisfatórios. Assim, promotores para RNA pol-

I e para RNA pol-III foram encontrados com êxito (Campbell, 2003). Já promotores para RNA 

pol II  ainda não foram descritos. Entretanto, recentes evidências sugerem que uma região 

presente no cromossomo 1 de L.major poderia ser um promotor para RNA pol-II (Martínez-

Cavillo et al., 2003). Todos os fatos sugerem que estes parasitas perdem a capacidade de regular 

a expressão dos genes na transcrição, fenômeno típico de outros eucariotos. Propõem-se que a 

RNA pol-II transcreva os genes em baixos níveis e após processamento e formação dos mRNAs 

maduros, se dê o controle da expressão gênica (Clayton, 2002). 
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3. Trans-splicing 

 

O trans-splicing é um mecanismo de processamento de mRNA que difere do cis-splicing 

convencional – típico de células eucarióticas –  pelo fato de dois exons provenientes de 

diferentes transcritos serem fusionados para a formação do mRNA maduro (Harris et al., 1995) 

(Bruzik et al., 1998). Através deste evento, uma seqüência de 39 nucleotídeos (SL) é retirada da 

região 5’ de um RNA precursor (RNA SL de 85 a 140 nt) e adicionada à extremidade 5′ de todos 

os mRNAs de tripanosomatídeos (Schnare & Gray, 1999). 

O trans-splicing é um mecanismo de processamento de mRNA típico da família 

tripanosomatidae na qual foi primeiramente descrito (Nielsen, 2001). Este processo também foi 

encontrado em tremátodas (Bektesh et al., 1988); nemátodas (Liou & Blumenthal, 1990;  

Maroney et al., 1995); cestódeos (Brehm et al., 2000); Euglena (Frantz et al., 2000); cnidários 

(Stover & Steele, 2001); e no homem (Flouriot et al., 2002). Em pelo menos dois filos, 

Tremátoda e Nematoda, os processos de cis-splicing e trans-splicing conhecidos coexistem nas 

mesmas células. Até pouco tempo julgava-se que em tripanosomatídeos apenas ocorria trans-

splicing. Contudo descobriu-se que genes que codificam para a poli-A polimerase em T. brucei e 

T.cruzi, sofrem cis-splicing, constituindo o primeiro caso descrito deste tipo de processamento, 

nestes protozoários (Mair et al., 2000).  

Em tripanosomatídeos, o processamento em trans parece ser acoplado à clivagem da 

região 3’ e aos eventos de poliadenilação (LeBowitz et al., 1993). A poliadenilação tem 

múltiplas funções notadamente na estabilidade do mRNA. Um sinal típico para a poliadenilação 

em eucariotos, a seqüência AAUAAA, está ausente em tripanosomatídeos (Ullu et al., 1993). 

Trabalhos têm sugerido que trans-splicing e poliadenilação são intimamente relacionados e 

acontecem acopladamente. Seqüências presentes no RNA policistrônico conhecidas como tratos 

polipirimidínicos (ricas em uridinas) servem como sinais para o trans-splicing e parecem 

funcionar, na ausência de sinais típicos, na sinalização para poliadenilação (Clayton, 2002). 

 

3.1 Spliced Leader e cap 

 

Como dito anteriormente, os genes SL RNA são transcritos pela RNA pol-II. Existe de 

100 a 200 cópias destes genes por genoma, cuja transcrição representa 6% do total da síntese de 

RNA da célula (Campbell, 2003). 
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Após a transcrição, o SL RNA de ~140 nt, assume uma estrutura secundária complexa 

contendo três estruturas. Estas são definidas pelo pareamento interno de seqüências  

complementares intercaladas por regiões não pareadas (alças) associadas a ribonucleoproteínas. 

As estruturas recebem a classificação de grampos, ou stem-loops, I, II e III (Cross et al., 1991). 

O grampo I contém a SL (extremidade 5’ do RNA SL) e os grampos I e II são importantes na 

formação do cap4 (Sturm & Campbell, 1999). 

O cap é um nucleotídeo metilado adicionado à extremidade 5’ dos mRNAs de eucariotos 

com o objetivo de estabilizar, transportar e sinalizar para o início da tradução (Lewis & 

Izaurralde, 1997). Sua adição ocorre através da condensação da guanosina trifosfato (GTP) com 

a terminação 5' trifosfato do mRNA transcrito, catalisada por uma enzima nuclear denominada 

guanililtransferase. De acordo com o grupo de eucariotos envolvidos o cap apresenta 

modificações, por metilação, em seus nucleotídeos adjacentes. Assim, o cap típico de mamíferos 

é o cap monometilado (cap 7-metil-guanosina); em nematóides o cap presente na seqüência SL é 

trimetilado (2,2,7-tri-metil-guanosina). Em tripanosomatídeos, o cap é uma estrutura complexa 

denominada de cap4, que além do radical 7-metil guanosina inclui outros 4 nucleotídeos 

metilados (m7guanosina (5′) ppp (5′) -N6, N6, 2′-O-tri-metil-adenosina-p-2′-O-metil-adenosina-

p-2′-O-metil-citosina-p-3,2′-O-di-metil-uridina) (Bangs et al., 1992; Ullu & Tschudi, 1995). O 

cap4 é adicionado aos pré-mRNAs juntamente com a SL através do trans-splicing (Campbell, 

2003). 

 

4. O processo de síntese protéica em eucariotos 

  

4.1  Visão geral 

 

A síntese de proteínas ou tradução é um importante e complexo mecanismo que é 

imprescindível a todos os seres vivos, tendo um importante papel no controle da expressão 

gênica. A regulação da tradução é clara em eventos celulares tais como crescimento, proliferação 

e desenvolvimento (Gingras et al., 1999). O processo de tradução pode ser dividido 

didaticamente em três etapas: iniciação, elongação e terminação. Destes, a iniciação é o principal 

alvo de regulação; o ponto crítico, uma vez que é nessa fase que o ribossomo irá ser recrutado ao 

RNA mensageiro e posicionado de forma correta no códon de iniciação da tradução, AUG 

(Prévôt et al., 2003). 
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4.2  Iniciação da Tradução 

 

A tradução do mRNA em proteínas se inicia após a montagem do ribossomo 80S através 

da interação entre tRNAi, mRNA e as subunidades 40S e 60S. O complexo processo de iniciação 

que leva a formação do ribossomo 80S consiste em vários estágios relacionados que são 

mediados pelos fatores de iniciação eucarióticos (eIFs) ( Pestova, et al., 2001).  

 O início da síntese de proteínas tem como componentes essenciais ácidos ribonucléicos 

(mRNA, tRNA) a subunidade menor ribossomal 40S e fatores de iniciação da tradução (eIFs). 

Em mamíferos são descritos seis fatores: eIF1, eIF2, eIF3, eIF4, eIF5 e eIF6. Este complexo 

processo bioquímico tem como cenário o ribossomo. Na iniciação da tradução ocorre formação 

do ribossomo 80S junto ao mRNA, pela união das subunidades 40S e 60S, no correto sítio de 

inicio da tradução por ação do eIFs.  

 

As principais etapas da iniciação da tradução e os fatores associados são: 

 

1- Associação do complexo eIF4F (formado pelas subunidades eIF4E, eIF4A e eIF4G) ao 

cap presente na extremidade 5’ do mRNA eucariótico.  

2- Formação do complexo ternário entre o tRNAi, o fator eIF2 e a molécula de GTP 

(eIF2 / GTP / tRNAi). A associação destes e outros eIFs, como o eIF3, a subunidade ribossomal 

40S forma o complexo de pré-iniciação 43S. 

3- Recrutamento do complexo de pré-iniciação 43S ao cap dos mRNA por ação das 

subunidade eIF4G e eIF4E do eIF4F e do fator eIF3. Em alguns mRNAs celulares e virais, o 

ribossomo se liga diretamente a segmentos internos no mRNA (IRES – Internal Ribosome Entry 

Segment), também através do eIF4G. 

4- Movimento do complexo ribossomal ao longo da região 5' não traduzida do mRNA (5' 

UTR), a partir do cap até o códon de iniciação da tradução. Nessa etapa atuam a subunidade 

eIF4A do complexo eIF4F e o fator eIF4B. No complexo resultante, 48S, o códon de iniciação 

tem suas bases pareadas com as bases do anticódon do tRNAi. 

5- Liberação dos fatores de iniciação associados ao complexo 48S (desencadeados pela 

hidrólise de GTP, promovida pela ação do eIF5 e eIF5B liberando eIF2-GDP) e recrutamento da 

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

6- Regeneração do eIF2-GTP em reação catalisada por eIF2B. O eIF2-GTP se associará 

novamente ao tRNAi, recompondo o complexo ternário (eIF2 / GTP / tRNAi). 
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O principal papel do eIF4F é promover a ligação do ribossomo ao mRNA via  interação 

cap-eIF4E-eIF4G-eIF3. Além disso, o fator eIF4F interage com a região 3’ do mRNA via 

proteína de ligação a cauda poli A (PABP) e este evento promove a circularização do mRNA 

(Wells et al., 1998). 

 

4.3  Complexo eIF4F e proteínas relacionadas 

 

4.3.1 eIF4E ou proteína de ligação ao cap 

 

 A proteína eIF4E (24 kDa) é o fator de iniciação responsável pelo reconhecimento do cap 

presente nos mRNAs eucarióticos (Prévôt et al., 2003). A forte ligação entre eIF4E-cap ocorre 

pela interação entre dois aminoácidos triptofanos altamente conservados e o radical 7-metil 

guanosina (Marcotrigiano et al., 1997; Matsuo et al., 1997). Dentro do complexo eIF4F, eIF4E 

interage com eIF4G e media a tradução cap dependente por promover a formação do complexo 

48S no terminal 5’ do mRNA. O fator eIF4E pode ser isolado sozinho ou fazendo parte do 

complexo eIF4F. Curiosamente, o complexo eIF4F exibe uma afinidade dez vezes maior pelo 

cap em relação ao eIF4E sozinho (revisto por Prévôt et al., 2003 ). Experimentos in vitro 

utilizando proteínas recombinantes mostram que o eIF4GI aumenta a afinidade do eIF4E pelo 

cap, e isso poderia estar relacionado ao fato de que eIF4GI poderia se ligar diretamente ao 

mRNA mensageiro via motivos de ligação a RNA (RRMs) (Goyer et al., 1993).  

 

4.3.2 eIF4A  

 

A proteína eIF4A tem sido caracterizada em diferentes organismos incluindo plantas, 

mamíferos e leveduras. Provavelmente o fator de iniciação da tradução eIF4A é mais abundante 

em uma célula eucariótica (von der Haar & McCarthy, 2002). Ele pode ser isolado sozinho ou 

fazendo parte do complexo eIF4F. Os genes para RNA helicase eIF4A são conservados entre 

espécies distintas (similaridade acima de 60% entre leveduras e mamíferos). Todavia, o eIF4A 

de mamíferos não é capaz de substituir o homólogo em levedura, ao contrário de outros fatores 

de iniciação da tradução bem menos conservados, como o eIF4E (Sonenberg et al., 2000). 

O eIF4A é considerado um protótipo da família de proteínas DEAD-box, um grupo de 

RNA helicases caracterizado por apresentar oito motivos, dos quais o mais conservado é o 

domínio V conhecido como DEAD (L-D-E-A-D-X-X-L: Leu-Asp-Glu-Ala-Asp-X-X-Leu). As
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RNAs helicases são encontradas de organismos mais simples (procariotos) a organismos mais 

estruturados (eucariotos superiores). Elas estão envolvidas em vários processos celulares que 

incluem RNA tais como: transcrição, splicing, turnover, editoramento, transporte e tradução 

(Lüking et al., 1998).  

Como mecanismo de ação é postulado que o eIF4A liga-se a ATP e tem a capacidade de 

remover estruturas secundárias que poderiam dificultar o deslocamento do ribossomo ao longo 

do mRNA até o códon de iniciação da tradução (Gingras et al., 1999; Hershey & Merrick, 2000). 

O modelo mais aceito mostra que, inicialmente, o eIF4A (no contexto do eIF4F) se associa 

fracamente com o ATP. Essa interação modifica a conformação do eIF4A tornando-o capaz de 

interagir com o mRNA, aumentando sua afinidade por ATP e hidrólise deste. A hidrólise de ATP 

resulta em um aumento da afinidade do eIF4A pelo mRNA, e após a ligação do eIF4B tem inicio 

o processo de translocação da subunidade ribossomal menor ao longo da 5’-UTR do mRNA. 

Acreditava-se que o eIF4A tivesse afinidade por RNA fita simples e o eIF4B por fita simples e 

dupla. Com base nestes fatos postulava-se que o papel do eIF4B seria associar o eIF4A a RNAs 

dupla fita (Lüking et al., 1998). Porém, evidências recentes mostram de forma surpreendente que 

o eIF4A é capaz de remover curtos segmentos de dupla fita de RNA na ausência do eIF4B e sem 

a necessidade de extremidades de RNA fita simples (Rogers et al., 1999, 2000). Assim, o papel 

do eIF4B na iniciação da tradução de mamíferos e leveduras, bem como o mecanismo de ação 

das helicases, permanece uma grande incógnita.   

 

4.3.3 eIF4G 

  

O fator eIF4G é uma proteína de alto peso molecular cujo papel crucial é coordenar a 

formação do complexo de iniciação da tradução. Nessa tarefa ela interage, via domínios 

presentes em sua estrutura, com outros eIFs: eIF3, eIF4A, eIF4E, PABP entre outros. 

 Genes para o fator eIF4G tem sido isolados e clonados  em diferentes organismos 

incluindo leveduras (Goyer et al., 1993), Drosophila (Zapata et al., 1994), plantas (Browning 

1996) e mamíferos (Yan et al., 1992; Gradi et al., 1998; Imataka et al., 1998). Em plantas, 

leveduras e mamíferos existem duas isoformas de eIF4G. No homem elas são denominados de 

eIF4GI e eIF4GII. Estas isoformas exibem discreta homologia entre espécies diferentes, mas 

mostram semelhantes atividades bioquímicas. Todavia, algumas diferenças foram observadas em 

leveduras (Gallie & Browning, 2001; Tarun et al ., 1997).  
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Inicialmente, o eIF4GI de mamíferos foi denominado de p220, devido a co-migração de 

quatro proteínas diferentes em SDS-PAGE, onde a maior delas correspondia aproximadamente 

ao marcador molecular de 220 kDa (Tahara et al., 1981). Porém, a clonagem de seu gene revelou 

a presença de uma seqüência de leitura (ORF) que codificaria para uma proteína de 154 kDa 

(Yan et al., 1992). Este gene está presente em cópia única (Yan & Rhoads, 1995). Com a 

clonagem do gene para um segundo homólogo, o eIF4GII, e comparando-se sua seqüência com a 

do eIF4GI suspeitou-se que esta seqüência continha um íntron. A homologia entre as duas 

seqüências parava abruptamente em um sítio aceptor de splicing no gene eIF4GI (Gradi et al, 

1998). Com base nestas evidências, utilizando-se a técnica de 5’ RACE, um novo cDNA 

contendo uma extensão N-terminal de 156 aminoácidos foi obtido. Esta nova seqüência não só 

era altamente homológa a sua congênere, como também podia se associar a PABP, tendo 

funções na tradução dependente de poli-A (Imataka et al., 1998). Mais recentemente, uma 

seqüência de 340 nucleotídeos foi adicionada a região 5' (Bryd, 2002). A tradução in vitro de 

RNAs construídos a partir deste novo cDNA deu origem ao conjunto de isoformas resultantes de 

alternativos códons de iniciação da tradução AUGs. Este resultado foi confirmado por 

espectrometria de massa, que permitiu a caracterização de várias isoformas de eIF4GI que se 

diferenciam no tamanho de sua região N-terminal. Assim suspeita-se que dependendo do 

requerimento celular, o gene eIF4GI seja transcrito em diferentes tamanhos que serviriam a 

funções especializadas, evitando gasto de energia desnecessário na elaboração de uma proteína 

de grande tamanho (Bryd, 2002). 

O eIF4G interage com vários componentes, entre eles: 1) fatores de iniciação da tradução 

- eIF4A, eIF4E, eIF3 (Gingras et al., 1999); 2) CBP80 ou proteína de ligação ao cap nuclear 

(Fortes et al., 2000); 3) proteínas virais NS1 e NSP3 dos vírus influenza e rotavírus (Aragon et 

al., 2000; Piron et al., 1998); 4) proteína de choque térmico hsp27 (Cuesta et al., 2000); 5) 

proteínas envolvidas no metabolismo de RNA como PABP (Imataka et al., 1998; Le et al., 1997; 

Tarun & Sachs, 1996), Dcp1– enzima que remove o cap de RNAs (Vilela et al., 2000) e Mnk –

proteína quinase de eIF4E (Pyronnet et al., 1999). Assim, esta proteína está envolvida em vários 

processos celulares. 

O eIF4G humano pode ser dividido em três distintas regiões de tamanhos similares com 

base em sua clivagem por proteases virais. Na região amino-terminal há domínios para a 

interação da PABP e o fator eIF4E, associando a região 5’ e 3’ do mRNA (Imataka et al., 1998). 

Uma região mínima para tradução dependente de cap tem sido mapeada entre os resíduos de 

aminoácidos 550-1090 (Morino et al., 2000), este fragmento inclui o sítio de ligação ao fator 

eIF4E e o domínio central. O domínio central inclui conservadas repetições HEAT, comuns em 
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proteínas envolvidas na formação de complexos multiméricos e constituídas por arranjos de 

cinco pares de repetições de alfa-hélices antiparalelas (Andrade & Bork, 1995). Este domínio 

constitui a região mais conservada evolutivamente de homólogos do eIF4G em diferentes 

organismos. Na região central, se ligam o eIF3 e o eIF4A (Imataka & Sonenberg 1997) e possui 

um motivo para ligação de RNA (Pestova et al., 1996). A região carboxi-terminal, ausente em 

não metazoários, contém um segundo sítio de ligação ao eIF4A (Imataka & Sonenberg 1997) e 

um sítio de ligação a uma proteína quinase que atua sobre o eIF4E, a Mnk1 (Pyronnet et al., 

1999).  

Em mamíferos existem proteínas agrupadas na família eIF4G por possuírem sequências 

homólogas: DAP-5, Paip-1 e DUG. A DAP-5 possui homologia com a região carboxi-terminal 

do eIF4GI (28% de identidade), assim como com o domínio central do eIF4G (39% de 

identidade). Dessa forma, a DAP-5 pode interagir com os fatores eIF4A, eIF3, mas perde a 

capacidade de interação com o eIF4E e PABP (Levy-Strumpf et al., 1997; Gingras et al., 1999). 

Experimentos de super-expressão da DAP-5 em cultura sugerem que a mesma atue como um 

repressor da tradução, todavia o papel desta proteína ainda não é plenamente conhecido (Imataka 

et al., 1997; Yamanaka et al., 1997). Outras duas proteínas possuem uma região com homologia 

ao domínio central do eIF4GI e ambas podem se ligar ao fator eIF4A. Outras duas proteínas 

possuem homologia ao domínios central e carboxi-terminal respectivamente do eIF4GI, Paip-1 

(Poly A binding protein Interacting Protein-1) e DUG (Death-upregulated gene). Experimentos 

evidenciam que a Paip-1 funciona como um coativador traducional. Entretanto, este papel não é 

claro, uma vez que esta proteína possui domínios de interação ao eIF4A, PABP mas não possui 

domínio de ligação ao eIF4E (Craig et al., 1998). Já DUG é descrita como uma proteína capaz de 

regular a apoptose em células submetidas a diferentes condições de estresse (Goke et al., 2002).  

 

4.3.3.1 Sítio de ligação ao eIF4E 

 

 Este domínio foi mapeado a partir da observação que o eIF4E permanecia associado a 

região N-terminal do eIF4G após clivagem com proteases virais (Lamphear et al., 1995) e 

confirmado através da interação de eIF4GI mutantes e eIF4E em ensaios de imunoprecipitação e 

far western blot (Mader et al., 1995). Este trabalho conduziu a caracterização de uma região de 

49 aminoácidos que está presente em mamíferos quanto em leveduras. Dentro desta região, um 

pequeno motivo YXXXXLΦ (onde Φ usualmente é uma leucina, mas pode também ser uma 

metionina ou uma fenilalanina), é altamente conservado nas proteínas eIF4G de levedura, 

Drosophila, plantas e mamíferos. Este motivo também está presente em uma família de proteínas 
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que competem com o eIF4GI pela interação com o eIF4E, as proteínas ligantes de eIF4E (4E-

BPs). As 4E-BPs atuam como repressores da tradução (Mader et al., 1995). Estudos estruturais 

deste domínio mostram que o eIF4GI se associa à superfície dorsal convexa do eIF4E. A 

estrutura deste domínio mostra que a Tirosina 73 no eIF4E interage com o peptídeo presente no 

eIF4GI e que mutações nesta tirosina abolem a interação eIF4G/eIF4E no modelo humano 

(Marcotrigiano et al., 1999; Pyronnet et al., 1999) e em leveduras (Ptsushkina et al., 1998). 

 

4.3.3.2 Sítio de ligação ao eIF4A 

 

 No fator eIF4GI existe dois sítios de interação para o fator eIF4A, o primeiro domínio, 

presente na região central, tem sido mapeado entre os aminoácidos 672-970 (Morino et al., 

2000), 672-876 (Korneeva et al., 2000, 2001) e 722-949 (Lomakin et al., 2000). Já o segundo 

domínio de interação ao eIF4A, região carboxi-terminal, foi mapeado no eIF4GI entre os 

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

Uma mutação pontual no eIF4GI que elimina a ligação do eIF4A ao domínio central 

impede a tradução, enquanto o eIF4GI com uma mutação semelhante no sítio no domínio 

carboxi-terminal diminui a eficiência de tradução em seis vezes frente ao eIF4GI selvagem 

(Morino et al., 2000). Assim, o domínio carboxi-terminal (ausente em leveduras) não é 

absolutamente requerido, mas tem um papel modulatório. Já o domínio central é critico para a 

formação do complexo traducional (Morino et al., 2000; Prevot et al., 2003). 

Dois modelos tentam explicar como o fator eIF4A interage com o fator eIF4GI, devido ao 

fato de existir dois domínios de interação para o eIF4A.  Num primeiro modelo é proposto que a 

interação ocorra na proporção de duas moléculas de eIF4A para uma molécula de eIF4GI 

(Korneeva et al., 2001). Já um segundo modelo sugere uma proporcionalidade de uma molécula 

de eIF4A para uma molécula de eIF4G (Li et al., 2001). Em leveduras, o complexo eIF4F 

purificado não contem o eIF4A, enquanto o eIF4F de mamíferos purificado possui esta proteína. 

Isso pode acontecer porque o procedimento de purificação deve abolir a fraca ligação em 

leveduras (apenas um domínio de interação eIF4A), porém não é capaz de desfazer a ligação 

entre eIF4A / eIF4G em mamíferos (dois domínios para eIF4A).  

 

4.3.3.3 Sítio de ligação ao eIF3 , eIF1, eIF5 e PABP 

 

O domínio de interação ao eIF3 está presente entre os aminoácidos 975-1065 do eIF4GI 

na região central. Esta região não se sobrepõem ao domínio de interação para o fator eIF4A.
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Recentemente, foi visto em leveduras que o eIF4G interage com o fator eIF1 e eIF5 in vivo e in 

vitro através do domínio HEAT (He et al., 2003). A interação com o eIF4G parece ser 

mutuamente exclusiva para os duetos eIF1/eIF5 e eIF4A/eIF1, o que poderia ser explicado pela 

sobreposição de domínios para as respectivas proteínas (He et al., 2003). O eIF1 é conhecido por

ser um monitor da interação códon-mRNA/anticódon-Met-tRNA. Simultâneas interações do 

eIF1 com o eIF4G e outros fatores são importantes na específica associação Met-tRNA, parte do 

complexo 48S, ao correto códon de iniciação de tradução AUG (He et al., 2003).   

 No fator eIF4G o domínio responsável pela interação com a proteína de ligação a cauda 

poli-A (PABP) foi mapeado na região N-terminal, precisamente entre os aminoácidos 132-160.  

 

4.3.4 eIF3 

 

 O fator de iniciação da tradução eIF3 é o maior dos fatores de iniciação encontrado em 

mamíferos, consistindo de 11 subunidades cujo peso molecular varia entre 35 e 170 kDa. 

 São apontadas três funções fisiológicas importantes do eIF3 no processo de tradução: 

 

1) Estabilização do complexo ternário (eIF2/GTP/tRNAi) por associação física entre o eIF3 

e a subunidade menor 

2) Ligação do mRNA ao ribossomo 

3) Evitar formação do ribossomo 80S 

 

O complexo eIF4F, via eIF4G, e o fator eIF3 promovem a associação entre a  subunidade 

40S do ribossomo e o mRNA. Interessantemente, experimentos demonstraram que o eIF4A e o 

eIF3 incrementam mutuamente suas afinidades pelo eIF4GI (Korneeva et al., 2000). 

 

4.3.5 PABP 

 

 A PABP é a proteína que se associa a cauda poli-A presente na extremidade 3’ dos 

mRNAs. Todas as PABPs caracterizadas até o momento podem ser divididas em uma porção N-

terminal constituída de 4 domínios de ligação ao RNA altamente conservados (RRMs), uma 

porção central  pouco conservada e uma extremidade C-terminal contendo um domínio de 

interação proteína-proteína também conservado (Bates et al., 2000). A PABP é envolvida em 

processos como estabilidade de mRNA, processamento da extremidade 3’ e no processo de 

tradução. A interação entre as regiões 5’ e 3’ do mRNA foi inicialmente descrita em leveduras, 
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envolvendo a associação PABP-eIF4G (Tarun & Sachs, 1996), que propunha um modelo de 

tradução onde o RNA mensageiro seria traduzido circularizado. Ensaios de reconstituição de 

sistemas de tradução in vitro, utilizando eIF4E/eIF4G/PABP recombinantes, demonstraram a 

circularização do RNA mensageiro em células eucarióticas através de microscopia de varredura 

(Wells et al., 1998).  

 

4.4 Tradução em tripanosomatídeos 

 

Poucos trabalhos vêm se detendo na caracterização de fatores protéicos necessários a 

tradução em tripanosomatídeos. O conhecimento obtido é inferido indiretamente a partir de 

dados provenientes da comparação de proteínas destes organismos com seus homólogos 

encontrados em outros eucariotos.  

 Assim, entre os fatores caracterizados  até o momento incluem subunidades dos fatores 

de elongação tais como  eEF1 e eEF2 (Nakamura, 1996). Homólogos da PABP de T. cruzi, T. 

brucei e L. major também já foram caracterizados (Batista et al, 1994; Hotchkiss et al, 1999 e 

Bates et al, 2000). O fator eIF4A, componente do complexo eIF4F também foi identificado em 

L. major (Skeiky et al., 1998) e em L. braziliensis, como um antígeno que induz a produção de 

IL-12 e resposta tipo Th1 em humanos (Skeiky et al., 1995). Entretanto, muito pouco é 

conhecido com relação ao papel destes fatores na tradução. 

 

4.5 Complexo eIF4F em Leismania major 

 

Tentando compreender os processos básicos da expressão gênica em tripanosomatídeos 

bem como estabelecer semelhanças e diferenças no processo de iniciação da tradução entre estes 

e eucariotos mais complexos, o grupo de biossíntese protéica em tripanosomatídeos do 

Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães resolveu estudar o 

complexo eIF4F nestes protozoários. Inicialmente, tentou-se isolar, sem muito êxito, a partir de 

coluna de afinidade contendo o cap o fator eIF4E de tripanosomatídeos. Com o advento dos 

projetos de seqüenciamento do genoma de tripanosomatídeos, resolvemos adotar o modelo da 

L.major em função da disponibilidade de seqüências de DNA geradas pelo processo de 

seqüenciamento do genoma deste parasito conduzido pelo Sanger Centre (www.sanger.ac.uk). 

Com base em análises de bioinformática utilizando seqüências descritas em vertebrados e 

leveduras do complexo eIF4F, foram encontradas seqüências homólogas ao eIF4E, eIF4A e ao 
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eIF4G em L.major (as seqüências encontradas em L.major foram denominadas a partir do 

acréscimo do prefixo Lm, por exemplo LmeIF4G). 

Em um primeiro momento, deu-se início a caracterização funcional de dois homólogos ao 

fator eIF4E (LmeIF4E1, LmeIF4E2) (Dhalia, 2001). Posteriormente incluiu-se neste estudo um 

terceiro homólogo de eIF4E identificado (LmeIF4E3) e o homólogo ao fator eIF4A já descrito 

na literatura (LmeIF4A1 – Skeiky, 1995). Dando prosseguimento ao processo de elucidação do 

complexo eIF4F em L.major, este trabalho se deteve na caracterização de três homólogos do 

eIF4G (LmeIF4G1, LmeIF4G2 e LmeIF4G3) e uma segunda seqüência homóloga do eIF4A 

(LmeIF4A2). Com a caracterização funcional de todos os homólogos do complexo eIF4F em 

L.major, espera-se compreender os eventos que conduzem a iniciação da tradução em 

tripanosomatídeos, algo que deve ser muito importante para esta classe de organismos devido à 

ausência de importantes pontos de controles da expressão gênica como a regulação 

transcricional.  
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Os resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa 

dissertação foram utilizados na confecção de um manuscrito 

entitulado “Translation Initiation In Leishmania Major: 

Characterisation Of Multiple eIF4F Subunit Homologues.” Este 

manuscrito, de múltiplos autores, deverá ser submetido ao Molecular 

and Biochemical Parasitology e se encontra a seguir, já na sua forma 

semi-definitiva em inglês. Tendo em vista a necessidade de se avaliar 

individualmente o trabalho experimental realizado pelo autor desta 

dissertação, decidimos discriminar os experimentos realizados 

exclusivamente pelo mesmo (exceto quando mencionado), durante o 

período de vigência do Mestrado. Este trabalho está descrito 

detalhadamente no anexo dividido sob a forma de Metodologia, 

Resultados e Discussão. 
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Abstract 

 

In yeast, plants and animals, initiation of protein synthesis starts with the binding of the 

multimeric translation initiation complex eIF4F - eIF4E, eIF4A and eIF4G – to the 

monomethylated cap present on the 5’ end of mRNAs. eIF4E interacts directly with the cap 

nucleotide, while eIF4A is a highly conserved RNA helicase and eIF4G acts as a scaffold for the 

complex with binding sites for both eIF4E and eIF4A. To initiate protein synthesis, eIF4F binds 

to the mRNA and recruits the small ribosomal subunit to its 5’ end. Its eIF4A subunit is then 

thought to melt secondary structures in the mRNA 5’UTR allowing the small ribosomal subunit 

to scan the mRNA and find the initiation codon. Little is known in detail of protein synthesis in 

the protozoan parasites belonging to the family Trypanosomatidae. However, the presence of the 

highly modified cap structure, cap4, and the spliced leader sequence on the 5’ ends of all 

mRNAs suggests possible differences in mRNA recruitment by ribosomes. To investigate  

translation initiation in Trypanosomatidae, we searched databases for eIF4F homologues in 

Leishmania major. Here we describe the identification of several potential homologues: 4 eIF4Es 

(LmeIF4E1-4), 2 eIF4As (LmeIF4A1-2) and 5 eIF4Gs (LmeIF4G1-5). We also report the  initial 

characterisation of several of these homologues (LmeIF4E1-3, LmeIF4A1-2, LmeIF4G3) by 

different approaches. First we sought to quantitate the expression of some of these proteins in L. 

major promastigotes through western-blots and found out that LmeIF4A1 is very abundant (> 

105 molecules/cell), LmeIF4E2-3 and LmeIF4G3 are moderately abundant (103-104 

molecules/cell) and LmeIF4E1 / LmeIF4A2 are rare or not detected (< 103 molecules/cell). Next, 

we investigated the cap-binding activity of the eIF4E homologues and found that only LmeIF4E2 

was capable of binding to the 7-methyl-GTP-Sepharose resin, with an affinity similar to Xenopus 

eIF4E. Molecular modelling of the LmeIF4E2 structure also confirmed that it has all the features 

of a true cap binding protein. Pull-down assays were then used to investigate the interaction  

between the different eIF4A and eIF4G (LmeIF4G1-3 only) homologues and observed that only 

LmeIF4G3 bound specifically both to the LmeIF4A1 parasite homologue as well as to the human 

eIF4A factor. Therefore for each factor one of the L. major forms seems to fulfil, in part at least, the 

expected characteristics of a translational initiation factor. These results are consistent with roles 

for these factors in parasite mRNA translation.  
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1. Introduction 

 

Flagellate protozoans belonging to the order Kinetoplastida, family Trypanosomatidae, are 

responsible for a series of important diseases, such as the Leishmaniasis, Sleeping Sickness and 

Chagas’ Disease, which affect millions of people world-wide and put a great number of lives at risk 

(www.who.int/tdr). These are unique eukaryotes which are characterised by unusual processes in the 

formation of mature mRNAs, such as polycistronic transcription and trans-splicing (Muhich, 1988; 

Ullu, 1991; for recent reviews see Campbell et al., 2003; Liang et al., 2003). These parasites are also 

distinguished by the lack of known mechanisms for the transcriptional control of the expression of 

their protein coding genes (reviewed in Clayton, 2002). After transcription, processing of the 

polycistronic precursor mRNAs occurs through the trans-splicing mechanism which allows for the 

capped 39 nt long spliced leader (SL) or mini-exon sequence to be added to the 5’ end of each 

monocistronic mature mRNA. The first 4 nt of the SL sequence are subjected to various 

modifications and constitute, with the 7 methyl-GTP nucleotide (cap) at its 5’end, the structure 

called cap4 (Bangs, 1992; Nilsen, 1995). Roles for the capped SL sequence in mRNA 

metabolism have been proposed, based largely on cap functions in metazoans in mRNA 

transport, stability and/or translation, but no firm conclusions have been reached yet. 

Experiments using antisense oligonucleotides complementary to the SL sequence in 

heterologous cell-free translation systems are suggestive of a role for this sequence in translation 

(Pascolo, 1993; Ramazeilles, 1994). Indirect evidence from nematodes, using message-

dependent homologous protein synthesis systems, also reinforce a role in translation (Maroney, 

1995). Indeed recent data suggests that either the SL sequence or the cap4 is responsible for 

polysome association of mRNA in L. tarentolae (Zheiner, 2003). Since the 5’end of most 

eukaryotic mRNAs is required for translation initiation (see below), it is expected that their 

influence would be exerted at this stage of the translation process.  

In animals, yeast and plants, the highly regulated initiation stage of protein synthesis 

starts with the binding of the multimeric translation initiation complex eIF4F (formed by the 

translation initiation factors eIF4E, eIF4A and eIF4G) to the monomethylated cap present on the 

5’end of the mRNAs (Gingras, 1999). With the help of other initiation factors, such as eIF3, 

eIF4F allows the recognition of the mRNAs by the 40S ribosomal subunit and the start of the 

translation process. Its interaction with the poly-A binding protein (PABP), via eIF4G, may also 

promote the circularization of the mRNA and enhance translation reinitiation [reviewed in 

(Hershey, 2000; Pestova, 2001; Sonenberg, 2003)]. The eIF4E, the cap binding protein, is a 24 

kDa polypeptide responsible for specific cap recognition. It binds to both the cap and eIF4G and
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its activity can be regulated by phosphorylation or through the eIF4E interacting proteins 

[reviewed in (Sonenberg, 1998; Raught, 1999; Scheper, 2002)]. The eIF4A is an ATP dependent 

RNA helicase which has been classified as a member of the DEAD box family of RNA helicases 

[reviewed in (Lüking, 1998; Tanner, 2001; Linder, 2003)]. During translation initiation eIF4A 

binds eIF4G and, with the help of another translation initiation factor eIF4B, is responsible for 

melting secondary structures along the mRNA 5’UTR. This unwinding of the mRNA 5’end 

allows the recruitment of the small ribosomal subunit which then scans the mRNA 5’UTR and 

finds the translation initiation codon. The large subunit eIF4G (approx. 200 kDa – reviewed in 

Prevot, 2003) provides the scaffold for the eIF4F complex. Through its N-terminus eIF4G binds 

both eIF4E [Mader, 1995] and the poly(A) binding protein (PABP) (Tarun & Sachs, 1996; 

Imataka  et al., 1998), providing the link between the 5’and 3’ends of the mRNA. The eIF4G’s 

central core region includes the conserved HEAT repeat domain (Marcotrigiano, 2001), which is 

responsible for the interaction with eIF4A and the binding to RNA, and also mediates the 

interaction with eIF3 (Korneeva, 2000; Lomakin, 2000), which recruits the 40S ribosomal 

subunit. Mammalian eIF4G contain a C-terminal domain with a second eIF4A binding site as 

well as the binding site for eIF4E kinase Mnk. Yeast eIF4G lacks this C-terminal domain 

(Imataka, 1997; Morino, 2000; Pyronnet, 1999).   

Knowledge about the process of protein synthesis in trypanosomatid protozoans is 

inferred by indirect evidence such as sequence similarities between individual translation factors 

with homologues from higher eukaryotes. Translation factors characterised so far from these 

organisms include subunits of elongation factors such as eEF1 and eEF2 (Nakamura, 1996) and 

the PABP from T. cruzi, T. brucei and L. major (Batista, 1994; Hotchkiss, 1999; Bates, 2000]. 

The eIF4A component of the eIF4F complex has also been identified both in L. major (Skeiky, 

1998) and in L. braziliensis, as an antigen that elicits IL-12 production and Th1-type response in 

humans (Skeiky, 1995). However, little is known regarding the role of these factors in 

translation. 

As part of an effort to understand translation initiation in the trypanosomatids we set out 

to characterise the various eIF4F subunits from L. major. We started by using the sequences of 

the known vertebrate and yeast factors in BLAST searches with the L. major genome sequences 

available online. Relevant L. major sequences identified in these searches were amplified, cloned 

and the respective proteins subjected to functional analysis. Multiple potential homologues for 

the three eIF4F components were identified and arbitrarily named LmeIF4E1-4, LmeIF4A1-2 

and LmeIF4G1-5. These sequences show different degrees of similarity to the vertebrate factors 
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but similar isoforms have also been found in T. brucei, which indicates that they all play 

conserved relevant roles in the parasites. The multiple homologues seem to vary in different 

aspects such as RNA binding affinity (for the eIF4Es), levels of expression and interaction with 

other components of the eIF4F factor. These results suggest a high degree of complexity in 

translation in these parasites, which may reflect an adaptation to their complex life cycle. 

 

2. Materials and methods  

 

2.1. Parasites 

Promastigotes of L. major, L. braziliensis and L. chagasi as well as epimastigotes of T. 

cruzi, were cultivated in modified LIT medium (0.2% sucrose w/v; 0.3% liver broth w/v; 0.1% 

tryptose w/v; 0.002% haemin w/v) containing 10% fetal bovine serum and 1% 

ampicillin/streptomycin. Lysates were obtained from log phase haemocytometer quantified 

parasite pellets. 

 

2.2 Sequence analysis and modelling. 

At the start of this work, the complete sequences of LmeIF4E1-2, a partial sequence of 

LmeIF4E3 as well as the published LmeIF4A1 sequence (Skeiky, 1998) were available at the 

NCBI database (www.ncbi.nlm.nih.gov). The full length LmeIF4E3 ORF was a kind gift from 

Al Ivens. For the other homologues initially BLAST searches were carried out with the non-

annotated draft L. major genome database (produced by the L. major Sequencing Group and 

available at the Sanger Center Website - www.sanger.org), using as query the sequences from 

the human and yeast (Saccharomyces cerevisae) eIF4F homologues. Selected sequences and 

preliminary contigs from this database were processed when necessary in order to find the 

appropriate full length ORF encompassing the complete protein. Later, the sequence refinements 

were confirmed with the availability of the Gene DB website of the Sanger Institute Pathogen 

Sequencing Unit (www.genedb.org). Similar procedures were performed to find T. brucei 

homologues. Sequences were aligned with the Clustal W program, from the Centre for Molecular 

and Biomolecular Informatics (http://www.cmbi.kun.nl/bioinf/tools /clustalw.shtml). 

Occasionally manual refinement of the alignments was performed. For the eIF4A sequence 

analysis, the alignment produced with CLUSTAL W was followed by phylogenetic and 

molecular evolutionary analyses conducted with the program MEGA version 2.1 (Kumar et al., 

2001) using the Neighbour-Joining method (Saitou & Nei, 1987). Gaps were treated as missing 

data. Bootstrap analysis (10,000 replicates) was done by interior branch test. 
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For the molecular modelling of LmeIF4E2, first a structural alignment was performed 

with the GenTHREADER program (Jones, 1999) comparing its secondary structure with that of  

available proteins with resolved structure and the best match was the mouse eIF4E bound to 7-

methyl-GDP (Marcotrigiano et al., 1997). The atomic coordinates from the mouse structure were 

submitted with the alignment results to the program MODELLER (Sali & Blundell, 1993) in 

order to produce the models. The best models were then validated using the programs 

PROCHECK (Laskowski et al., 1998), Verify 3D (Luthy et al., 1993) and WHAT IF (Vriend, 

1990). Similar procedures were done to obtain the model of the LmeIF4G3 HEAT domain using 

the published structure from the human eIF4GII HEAT domain (Marcotrigiano et al., 2001). 

 

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

 

eIF4Es: 

The LmeIF4E1 coding sequence was amplified using primers flanked by sites for the 

restriction enzymes Kpn I/Xba I, for the full length sequence (5’ primer - CCT GGT ACC CCG 

ACG CTA TGG ATC CG; 3’primer – CCC TCT AGA TCA CAC ACC TTC ATT CCT C; the 

restriction sites are underlined), or alternatively flanked by sites for BamH I/Xba I but missing 

the 5’end coding for the first 7 amino acids of the protein (LmeIF4E1b; 5’primer - CCT GGA 

TCC CCG GCG AGT GCT GTG AC; 3’primer – same as above). For the full length ORFs from 

LmeIF4E2 (5’ primer – CCT GGA TCC TCG CAT TAC AGC ATG TCA G; 3’primer – CCC 

TCT AGA CTA AGA CGC CTC GCC GTG C) and LmeIF4E3 (5’ primer - GTG GGA TCC 

GGG AAT AGA ACG ATG AAC C; 3’primer - AGG TCT AGA CTA GAA CGT GTG ATC 

GGG), they were also amplified using primers flanked by sites for BamH I and Xba I. As PCR 

template, DNA from the cosmids L2185 or L5515 (a kind gift from Al. Ivens from the Sanger 

Centre) was used to amplify LmeIF4E1 and 2 respectively. For LmeIF4E3, total L. major DNA 

was used as template. The various amplified fragments were then cloned into the corresponding 

restriction sites of the pGEM3zf+ vector (Promega). The resulting plasmids containing the full 

length sequences were then used as template in PCR reactions designed to add Nco I/Not I sites 

to the constructs LmeIF4E1 (5’primer - TGC CAT GGA TCC GAA TAC ATG TG; 3’primer - 

TGG CGG CCG CCA CAC CTT CAT TCC TCA C) and LmeIF4E3 (5’primer - TGC CAT 

GGA CCC GTC TGC CGC TG; 3’primer - TGG CGG CCG CGA ACG TGT GAT CGG GCG; 

here a N to D mutation was introduced in the second codon to accommodate the Nco I site) or Afl 

III/Not I sites to LmeIF4E2 (5’primer - TGA CAT GTC AGC CCC GTC TTC AG; 3’primer - 

TGG CGG CCG CAG ACG CCT CGC CGT GCT T). The PCR fragments were then cloned into 
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the Nco I/Not I sites of the expression vector pET21D (Novagen). The resulting plasmids were 

used for the production of the [35S] labelled proteins and for the expression of recombinant His-

tagged proteins (tag at the C-terminus) in E. coli. In order to express the respective recombinant 

proteins as fusions with Glutathione S-transferase (GST) on their N-terminus, the fragments 

LmeIF4E1b and LmeIF4E2 were recovered from the pGEM derived plasmids by digestion with 

BamH I and Sal I and subcloned into the vector pGEX4T3 (Amersham Biosciences). For 

LmeIF4E3, it was reamplified using the T7 promoter primer (anneals 5’end to the fragment in 

the plasmid vector) and the 3’end primer flanked by Not I shown above and cloned into the 

BamH I/Not I sites of the pGEX4T3 vector.  

 

eIF4As: 

To clone the LmeIF4A1 sequence, it was amplified from total L. major DNA using 

oligonucleotides flanked by restriction sites for the enzymes BamH I/Xba I (5’primer - GTG 

GGA TCC TGT CGT CCT CCA TCA TGG; 3’primer - CGG TCT AGA CTT ACT CGC CAA 

GGT AGG C). The PCR product was initially cloned into the same sites of the pGEM3zf+ 

vector and the resulting plasmid used as template in a second PCR reaction designed to add the 

Nco I and Xho I sites to its 5’and 3’ends respectively (5’primer - TGC CAT GGC GCA GAA 

TGA TAA G; 3’primer - TGC TCG AGC TCG CCA AGG TAG GCA G). The new amplified 

fragment was then cloned into the Nco I / Xho I sites of the vector pET21D. Alternatively 

another PCR reaction was performed using as template the pGEM-LmeIF4A1 plasmid to 

generate BamH I and Xho I sites flanking the LmeIF4A1 gene (5’primer - GTG GGA TCC ATG 

GCG CAG AAT GAT AAG; 3’primer – same as above). The resulting fragment was cloned into 

the same sites of pGEX4T3. The pGEX-LmeIF4A1 was then digested with BamH I/Xho I and the 

LmeIF4A1 fragment cloned into the same sites of the pRSETA plasmid (Invitrogen). These 

plasmids allowed the expression of recombinant LmeIF4A1 fused to a tag of 6 Histidines on its 

C or N-terminus or GST on the N-terminus. The second putative L. major eIF4A gene 

(LmeIF4A2) was amplified from total L. major DNA using primers flanked by sites for BamH 

I/Xho I (5’primer - CTC GGA TCC ATG GAG ACC GAG CAA GTA G; 3’primer - TG CTC 

GAG AAG CGA AAG GTG GAG AG) and cloned into the same sites of the vectors pRSETA 

and pGEX4T3 to produce N-terminal His tagged and GST fusions proteins respectively. 

 

eIF4Gs:  

 Fragments coding for the HEAT repeats domain from the LmeIF4G1-3 homologues were 

amplified and cloned from total L. major DNA as follows. For LmeIF4G1, the sequence coding
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for amino acids 128-475 (construct LmeIF4G1128-475) of the putative protein was amplified using 

primers flanked by sites for Afl III/Not I and cloned into the Nco I/Not I sites of the pET21D 

plasmid (5’ Primer – GGA CAT GTT TAT GTC GGT CCG GAA GG; 3’ Primer – TGG CGG 

CCG CGC TCA TGA TGG AGG ACT GCA G). An equivalent region from LmeIF4G2, coding  

for amino acids 387-705 (LmeIF4G2387-705;  ending in DGLRAML and missing the last 22 amino 

acids from the HEAT domain in figure 7), was also amplified using primers flanked by Nco I 

and Xho I restriction sites and cloned into the same sites of the pET21D vector (5’ Primer – TGC 

CAT GGA CGG CGG CGG GTT CAG CTC; 3’ Primer – TGC TCG AGC AGC ATG GCA 

CGC AGG CCA TC). Likewise, for LmeIF4G3 the sequence coding for amino acids 26-310 of 

the predicted protein (LmeIF4G326-310) was amplified and cloned into the Nco I/Not I sites of the 

pET21D plasmid (5’ Primer – TGC CAT GGA TGA AGT GGT GCG ACG CC; 3’ Primer – 

TGG CGG CCG CGG CAG TGG CGT ACT TTT TAT CC). For both LmeIF4G2387-705 and 

LmeIF4G326-310 an AUG start codon was introduced in the constructs with the Nco I site. Later 

the full length LmeIF4G3 (LmeIF4G31-636) as well as its first half (LmeIF4G31-343) were also 

amplified from total L. major DNA flanked by sites for Nco I/Not I (5’ Primer – TGC CAT GGA 

GTT CAC CGT GGA GCA G; 3’Primers - TCG CGG CCG CAT TAC TTG GGG AAG and T 

GGC GGC CGC TGC TGC CGC AGT ACC TGT C for LmeIF4G31-636 and LmeIF4G31-343 

respectively) and cloned into the same sites of pET21D. The resulting plasmids were also used 

as templates in new PCR reactions with a new 5’primer (GTG GGA TCC ATG GAG TTC ACC 

GTG GAG) and the same 3’primers so as to have both fragments flanked by BamH I/Not I. 

These fragments were cloned into pGEX4T3 to have both proteins as GST fusions.  

 

2.4. Cap binding assay. 

[35S] Met-labelled L. major eIF4E proteins were synthesised in the TnT T7 Coupled 

Reticulocyte Lysate System (Promega) using the pET derived plasmids (pET-LmeIF4E1-3) as 

templates. As a positive control, a Xenopus laevis eIFE cDNA, cloned into the pSP64TEN 

plasmid (a kind gift from Simon Morley), was recovered by digestion with HinD III/Bgl II and 

subcloned into the HinD III/BamH I sites of the pGEM2 vector (Promega) under control of the 

T7 promoter. Labelled Xenopus eIF4E protein was obtained from this plasmid as described above. 

For the cap binding assay, 35 µl of 7-Methyl-GTP Sepharose 4B beads (Amersham Biosciences), 

previously equilibrated with buffer A (50 mM Hepes; 1 mM EDTA; 0.1 mM GTP; 14 mM 2-

mercaptoethanol; 100 mM KCl), was mixed with 25 µl of the translation products (in 200 µl final 

volume – completed with buffer A) and incubated for 30 minutes in ice. The beads were then washed
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3 times with 500 µl buffer A and, for the elution, 3 times with 50 µl buffer A containing 50 µM cap 

analogue (m7G(5’)ppp(5’)G - NEB) instead of the GTP. Any labelled protein still remaining on the 

beads was recovered with two final washes with 2 M KCl and SDS-PAGE sample buffer 

respectively. Aliquots from the various washes as well as the initial translation products and the post- 

elution beads were mixed with SDS-PAGE sample buffer and analysed by SDS-PAGE and 

autoradiography. 

 

2.5. Expression and purification of recombinant proteins. 

For the expression of either His or GST-tagged recombinant proteins, the various 

plasmids were transformed into E. coli BLR or BL21 cells. The transformed bacteria were grown 

in LB medium and induced with IPTG. Induced cells were sedimented, ressuspended in PBS and 

lysed by ultra-sonication or French press. Protein purification was performed as described (de 

Melo Neto et al., 1995) 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 recombinant proteins serial dilutions were 

compared in Coomassie stained gels with serial dilutions of defined concentrations of BSA.  

 

2.6. Antibody production and Western-blots. 

Rabbit antisera were raised against LmeIF4A1-2, LmeIF4E1-2 and LmeIF4G326-310 by 

immunising adult New Zealand White rabbits with the His-tagged recombinant forms. For 

LmeIF4E3 (which did not express well as His fusion) the GST-fusion was first cleaved with 

thrombin and the fragment corresponding to the protein excised from SDS-PAGE gels and used 

for the immunization. The various antibodies were then affinity purified. Briefly 100 µg of the 

various recombinant protein were run on a SDS-PAGE, transferred to a Immobilon-P PVDF 

membrane (Millipore) and the membranes stained briefly with 0.2% (w/v) Ponceau S (in 1% 

[w/v] trichloroacetic acid) to identify the protein bands. The membrane fragments containing the 

proteins were then cut into pieces, washed 3x with 1 ml phosphate-buffered saline (PBS), 

blocked with 5% (w/v) skimmed milk in PBS-T (PBS with 0.05% Tween-20) for 1 h at room 

temperature prior to incubation with 500 µl of the specific antisera plus 500 µl PBS at 4oC 

overnight. The depleted serum was removed and the membranes washed 3x again with PBS. 

Bound antibodies were eluted in 200 µl 0.1 M Glycine pH 2.5 at room temperature for 5 

minutes, neutralised by addition of 20 µl of Tris-HCl 1M pH 8.0 and diluted with 220 µl of PBS. 

The purified antibodies were kept at 4oC with 0.03% sodium azide and used in a dilution of 

1/500. Western-blots were performed with the Immobilon-P membrane, using as second 



Reis, C.R.S. 2004                                                  Caracterização de homólogos aos fatores de iniciação da tradução... 

 47  
 
 

 

antibody peroxidase conjugated Goat anti-rabbit IgG serum (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) diluted 1/15000. The reactions were detected by enhanced chemiluminescence 

(ECL).  

 

2.7. Pull-down assays. 

 The Ni-NTA Agarose or glutathione-Sepharose beads used for the pull-down assays 

were initially equilibrated with binding buffer B (100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 50 mM Hepes pH  

7.2, 0.2% NP-40, 5%Glycerol). Buffer B was supplemented with 5 mM of imidazole during all 

the steps of the His-tagged pull-downs. For the GST-tagged protein experiments, the glutatione-

Sepharose beads were initially saturated with 10 mg/ml of BSA, followed by 2 washes with 

Buffer B prior to their use in the assays. Approximately 10 µl of the equilibrated beads was then 

incubated with 2 µg of the His or GST tagged constructs in a final volume of 200 µl (completed 

with Buffer B), for 1 hour rotating at 4oC. The beads were washed twice with Buffer B and 

incubated with 10 µl of translation lysate containing the [35S-Met]-labelled proteins, in Buffer B 

in a final volume of 200 µl, for 2 hours at 4oC. After 3 more washes, the bound proteins were 

eluted by addition of SDS-PAGE sample buffer and the samples run on 15% SDS-PAGE. The 

gels were then stained with Coomassie Blue (to visualize the recombinant proteins), and 

subjected to autoradiography. Labelled proteins were obtained through the linearizations of the 

various plasmids described previously (with Not I for pET-LmeIF4G1128-475 and the LmeIF4G3 

variants and with Xho I for pET-LmeIF4G2387-705 and pRSET-LmeIF4A1-2), followed by 

transcription with T7 RNA polymerase in the presence of the cap analogue and translation with 

the rabbit reticulocyte lysate supplemented with [35S] methionine. To obtain the labelled human 

eIF4A, the human eIF4A cDNA from plasmid pET(His6-eIF4A) (Pestova et al., 1996), a kind 

gift from I. Ali and R. Jackson, was first recovered by digestion with Nde I/ Not I and subcloned 

into the same sites of the plasmid pET21A. The resulting plasmid was linearized with Not I and 

the eIF4A cDNA transcribed  and translated as above. Labelled human eIF4G was obtained as 

described (Melo et al., 2003).  

 

3. Results 

 

3.1. Sequence analysis of four eIF4E homologues from L. major. 

To characterise eIF4F homologues from L. major, we started by focusing on the four 

available L. major eIF4E sequences which we named as LmeIF4E1, LmeIF4E2, LmeIF4E3 and 

LmeIF4E4 according to the chronological order of their identification by our group and following 
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the proposed nomenclature for the Leishmania and Trypanosoma proteins (Clayton et al., 1998). 

The potential eIF4E sequences code for proteins with predicted molecular weights of 31.5, 24, 37.7 

and 46.1 kDa respectively and with homologies varying from 41 to 45% similarity to the human 

eIF4E homologue (see Table I). LmeIF4E1 is encoded by two identical genes contained within a 

small duplicated region on chromosome 19 which also includes one unrelated ORF (a non-

identified trans-membrane protein) and are separated by approximately 4.5 kb. LmeIF4E2-4 are 

encoded by single genes present on chromosomes 27, 28 and 30 respectively. 

 In order to compare conserved features in the four Leishmania eIF4E homologues we 

aligned these sequences with characterised human, yeast and plant eIF4E proteins (Figure 1). 

Two distinct Caenorhabiditis elegans homologues with contrasting cap binding affinities – IFE-

1 which binds both monomethylated and trimethylated cap and IFE-3 which only binds a 

monomethylated cap (Jankowska-Anyszka, 1998)– were also included in the alignment. For 

simplicity all the numbers mentioned in Figure 1 will refer to the amino acids’ position in the 

human eIF4E sequence which is representative of the mammalian protein (only 3 substitutions in 

the N-terminus distinguish the human and mouse sequences). eIF4E is characterised by eight 

tryptophan residues located at conserved positions along the protein (Marcotrigiano, 1997; 

Gingras, 1999). LmeIF4E1 contains all eight tryptophan residues, LmeIF4E2 contains six, 

LmeIF4E3 only four and LmeIF4E4 five. Three-dimensional structures of mouse eIF4E and its 

yeast homologue, both bound to 7-methyl-GDP, were solved by X-ray crystallography 

(Marcotrigiano, 1997), and by solution NMR spectroscopy (Matsuo, 1997), respectively. The 

complex is shaped like a cupped hand, with the cap analogue located in a narrow cap-binding 

slot on the concave side of the protein. Recognition of the 7-methylguanine moiety is mediated 

by base sandwich-stacking between W56 and W102, formation of three Watson-Crick-like 

hydrogen bonds with a side-chain carboxylate of a conserved E103 and a backbone NH of 

W102, and a van der Waals contact of the N(7)-methyl group with W166. The four residues 

making contacts with 7-methyl guanine (W56, W102, E103 and W166) are conserved among all 

eIF4E sequences, with the exception of C. elegans IFE-4 and human 4E-HP (eIF4E Homologous 

Protein) which contain the equivalent of Y56 [(Marcotrigiano, 1997; Rom, 1998; Keiper, 2000)  

and Figure 1]. All four are present in both LmeIF4E1 and LmeIF4E2, while in LmeIF4E3-4 the 

W56 is replaced by a methionine and a glutamate respectively. Of the three residues that interact 

with the two phosphate groups, R157 is absolutely conserved in eIF4E sequences, and the 

remaining two residues (R112 and K162) make either direct or water mediated contacts with 

phosphates and are either arginine or lysine (Marcotrigiano, 1997). The two exceptions again are 

C. elegans IFE-4 and human 4E-HP (eIF4E Homologous Protein) which contain the equivalent 
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of I162 (Rom 1998; Keiper 2000). In the Leishmania proteins, LmeIF4E1 and 2 contain K112, 

R157 and K/R162 respectively, while both LmeIF4E3-4 only contain R157, and lack basic 

residues at 112 and 162. On this basis, LmeIF4E1 and 2 possess all the features expected of a 7-

methyl-GDP-binding protein, while LmeIF4E3-4 have some, but not all, the predicted features. 

 The eIF4G binds the convex dorsal side of eIF4E primarily due to the interaction between 

W73 of eIF4E and three amino acid side chains of the eIF4E binding peptide, YXXXL ô (where X 

can be any amino acid and ô is usually a hydrophobic amino acid such as L, M or F – Mader et al., 

1995), also present in eIF4E-binding proteins (Marcotrigiano, 1999; Niedzwiecka, 2002). Mutation 

of W73 to A or R, respectively, in the mouse and yeast eIF4Es abolishes binding to eIF4G, while the 

yeast F73 eIF4E mutant maintains binding to eIF4G (Ptushkina, 1998; Pyronnet, 1999). LmeIF4E1, 

3 and 4 contain W73, while LmeIF4E2 contains F73  (Figure 1); thus on this basis all four proteins 

would be predicted to interact with eIF4G.  

The most striking differences between the Leishmania proteins and known eIF4Es 

include the LmeIF4E3-4 N-terminal extensions of about 80 and 190 amino acids respectively and 

the significant insertions of variable number of amino acids at specific positions in the first three 

Leishmania proteins. Noteworthy of mention is a short insertion in both LmeIF4E1 and 

LmeIF4E3 in the loop which according to the vertebrate structure model would be placed 

between strands S1/S2 of the predicted β-sheet structure (Marcotrigiano, 1997). This loop, which 

in yeast is structured as a small α-helix (Matsuo, 1997), includes the W56 residue required for 

cap binding. A second insertion of 12 amino acids in LmeIF4E1 is near another tryptophan 

residue required for cap binding (W166) as well as the positively charged residues required for 

binding to the nucleotide phosphate groups. LmeIF4E1 has yet another long insertion on its C-

terminus while LmeIF4E2 differs from all the other eIF4E sequences in having a long 21 amino 

acids insertion between the S4 strand and helix 2 of the predicted structure. Comparison with the 

two nematode eIF4E sequences included in Figure 1 does not indicate any motifs which might be 

involved in differential cap recognition and indeed it seems that the multiple eIF4E homologues 

evolved independently in both systems. Nevertheless, a comparison between the L. major and T. 

brucei eIF4E sequences (Table I; see discussion) confirm that all the specific features mentioned  

above for the various L. major proteins, with minor variations, are also conserved in the T. 

brucei homologues. Such conservation indicates that the multiple eIF4E proteins are conserved 

within the family Trypanosomatidae and play significant roles during the parasites’ life cycle.  
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3.2 Expression analysis and quantitation of LmeIF4E1-3 in L. major promastigotes.  

The first three L. major eIF4E sequences (LmeIF4E4 was only identified later in this study) 

were amplified, cloned and expressed in E. coli His-tagged or as GST-fusions. Isoform-specific 

antibodies were generated in rabbit against the three proteins. These antibodies were affinity

 

purified (See Methods for details) and tested in Western-blots against the recombinant GST 

fusions to confirm their specificity. The antibodies were specific for each isoform and no cross-

reaction was observed to the other recombinant L. major eIF4Es (data not shown), which was 

expected considering the low homology between the three isoforms (less than 35% identity 

between any two isoforms). These antibodies were then used to analyse the expression of the 

three eIF4E homologues in extracts of exponentially growing L. major promastigotes. These 

assays were designed in order to allow the quantitation of the proteins so that an estimate of their 

cellular levels could be determined (Figure 2). All three proteins were detected in the L. major 

promastigotes. Their levels however varied significantly, with LmeIF4E3 being the most 

abundant (>5 x 104 molecules/cell) and LmeIF4E1 the least one (<103 molecules/cell). Levels of 

LmeIF4E2 are intermediate between the other two proteins (~7 x 103 molecules/cell - Table II). 

When compared to the levels obtained for yeast eIF4E [3.2-3.6 x 105 molecules/cell – (von der 

Haar, 2002 )] even LmeIF4E3 is expressed at levels lower than those obtained for the yeast 

protein. However, considering that in yeast a significant fraction of the eIF4E pool is not 

complexed to eIF4G (present at only 1.5-2 x 104 molecules/cell) these levels could account for 

the production of enough eIF4F for the survival of the organism. The same might even be true 

for LmeIF4E2 but it is unlikely that the levels of LmeIF4E1 would be sufficient to support 

translation in these parasites, at least in the promastigote stage.  

 

3.3 Cap binding assay for the putative LmeIF4Es. 

LmeIF4E1-3 were then labelled with [35S] and tested for their ability to recognise the 

mammalian monomethylated cap. As positive control the Xenopus eIF4E homologue was also 

produced labelled with [35S] and used in the same assay. All four proteins were tried in binding 

assays with the resin 7-methyl-GTP Sepharose 4B, followed by washes with GTP and the cap 

analogue. The Xenopus eIF4E bound to the resin as expected and was only eluted with the cap 

analogue. In contrast, of the three L. major proteins, only LmeIF4E2 was capable of binding to the 

resin (Figure 3). Binding was specific since GTP did not release the protein and in parallel 

experiments performed with CL6B Sepharose no binding was observed (not shown). LmeIFE1 and 3 
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lacked any affinity with the resin and both labelled proteins came down with the flow-through. These 

results confirm that at least one of the Leishmania putative eIF4E homologues (LmeIF4E2) has all 

the hallmarks, including the molecular weight, sequence and cap-binding ability of a typical eIF4E.  

 

3.4 Modelling of LmeIF4E2.  

In order to better define the conservation of the structure/function of the first three L. 

major  eIF4E homologues we attempted to model their structure based on the mammalian eIF4E 

structure (Marcotrigiano et al., 1997). Unfortunately, the insertion  next to W56 in both 

LmeIF4E1 and LmeIF4E3 prevented the adequate modelling of the neighbouring β-strands (S1 

and S2 in Figure 1) which are essential to define the cap-binding slot. In contrast, the 21 amino 

acids long insertion in LmeIF4E2, which is located in a loop between a β-strand and an α-helix 

(S4 and H2), could be removed from the model without causing major interferences with the β-

sheet or the general structure allowing a model of this protein to be produced. The overall 

stereochemical quality of the final model was assessed by the program PROCHECK (Laskowski 

et al., 1993), which confirmed that 88.8% of the residues are in the most favoured region and 

10.5% in additional allowed regions. The programs Verify 3D and WHAT IF contributed to 

attest the model as a good one (data not shown) (Figure 4).  

The final LmeIF4E2 model obtained confirms the predictions derived from the alignment 

in that it is possible to observe that the interactions mediated by the amino acids W56, D90, 

W102, E103, R157, K162, R112 and W166 in mammalian eIF4E, 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 W176 in LmeIF4E2 (Figure 4B). Noteworthy of mention is the substitution of 

an aspartate (D90) in mammalian eIF4E for a glutamine (Q71) in the Leishmania protein. This 

position is not conserved in any of the L. major eIF4E homologues (see Figure 1), however the 

model indicates that at least for LmeIF4E2 the substitution does not modify the interactions 

required for the anchoring of GDP. The potential to bind eIF4G was also investigated through 

the analysis of the convex side of the molecule. The amino acid F54, substituting for the crucial 

W73 in mammalian eIF4E, is placed in the expected position for the eIF4E/eIF4G interaction 

(Figure 4C). Also shown in the figure are the amino acids H20 and V50 equivalent to H37 and 

V69  in the mammalian protein, as well as amino acids E134 and M138 substituting for L128 

and L135 (Fig. 1). In mammalian eIF4E these amino acids have been shown to be involved in 

the eIF4E/eIF4G interaction (Marcotrigiano et al., 1999). Their positioning in the LmeIF4E2 

model confirms that, despite the minor variations in sequence, not only LmeIF4E2 but possibly 

the other L. major eIF4E homologues as well have the  potential to bind eIF4G. Finally, an 
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analysis of the electrostatic potential of both the cap binding slot as well as the eIF4G binding 

side in the LmeIF4E2 model, using the program GRASP (Nicholls et al., 1991), does not show 

any significant differences in overall charges when compared with the mouse homologue (not 

shown). Once again these results confirm that LmeIF4E2 has all the  features required for a 

functional eIF4E homologue. 

 

3.5 LmeIF4As sequence analysis. 

The RNA helicase subunit of the eIF4F complex, eIF4A, is a highly conserved eukaryote 

protein. The similarity between the described L. major eIF4A (LeiF) (Skeiky, 1998) here called 

LmeIF4A1, and the human eIF4A1 homologue is 74% (Table I). LmeIF4A1 is a 403 amino 

acids long protein, with a predicted molecular weight of 45.3 kDa, encoded by two identical 

genes placed in tandem roughly 1.8 kb apart within chromosome 1. Blast searches with the 

human eIF4A as query using the raw sequence data from the L. major genome yielded both 

LmeIF4A1 as well as a possible second eIF4A homologue from L. major (LmeIF4A2), with 

71% similarity to the human protein (Table I). The LmeIF4A2 gene is located on chromosome 

28 and codes for a 389 amino acids long protein with a predicted molecular weight of 43.9 kDa. 

Homologues to both Leishmania candidate eIF4A proteins were also identified in T. brucei, 

indicating that they are conserved within the Trypanosomatids (similarities of 91 and 89% 

between the L. major and T. brucei eIF4A1 and 2 respectively).  

Figure 5 shows a sequence alignment comparing both L. major eIF4A sequences with 

those of human, yeast and plant eIF4A homologues. We have also included in the alignment 

human eIF4AIII [a negative regulator of translation –  (Li, 1999)], a related Eubacteria protein 

(Ec) which is apparently also involved in translation initiation (Lu, 1999), an Archae DEAD-box 

protein (Mj) whose structure has been solved (Story, 2001), as well as two unrelated eukaryotic 

RNA helicases, LmDHH1 and Spisula p47 (see below). eIF4A and other related DEAD-box 

RNA helicases are characterised by nine motifs (motifs I, Ia, Ib, II, III, IV, V and VI plus the 

recently identified Q motif), conserved among the various members of this protein family, with 

roles in ATP binding, and hydrolysis, and RNA-binding (Tanner, 2001; Tanner, 2003; Linder, 

2003). The crystal structure of yeast eIFA (Caruthers, 2000) indicates that it assumes a 

“dumbbell” shape with two globular domains connected by a flexible linker. The two domains 

correspond to the ATPase (N-terminus) and RNA binding (C-terminus) activities of the protein 

and the structure also implicates several conserved arginine residues as important for 

eIF4A/helicase function. It is thought that these domains interact so that the binding and 

hydrolysis of ATP influences the RNA binding activity, and comparison with the structure of 
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the related protein from the Archae Methanococcus jannaschii  supports this model (Story, 

2001; Tanner, 2001).  

Overall, the alignment in Figure 5 indicates that both L. major proteins share all the 

conserved motifs from RNA helicases, as well as several minor sequences typical of eIF4A. To 

support our identification of LmeIF4A2 as a possible eIF4A homologue, we searched the L. 

major sequence databases for any further eIF4A/RNA helicase homologues. The sequence with 

the nearest match identified (LmDhh1 in Figure 5) contain all the motifs which characterise the 

DEAD-box RNA helicases yet it shares a similarity of only 50% with the human eIF4A1 

sequence (Table I). Remarkably this protein has a much higher degree of similarity (82%) to the 

clam Spisula solidissima p47 RNA helicase (Minshall, 2001), a member of  the dhh1/p54 family 

of RNA helicases, with roles in decapping and translational repression (Coller, 2001; Fischer, 

2002; Minshall, 2001; Nakamura, 2001), suggesting that it is a dhh1 homologue. The sequences 

aligned in Figure 5, plus a few others which we judged relevant, were used in a neighbour-

joining analysis to compare their phylogenetic relations. The resulting tree (Figure 6A) confirms 

that both L. major eIF4A homologues are more closely related to each other and to other eIF4A 

proteins involved in translation than to non-related RNA helicases including LmDHH1 and 

bacterial proteins. It also highlights the close proximity between the Leishmania and T. brucei 

homologues. 

 

3.6. LmeIF4As quantitation and expression analysis in L. major. 

Both the LmeIF4A1 and the LmeIF4A2 coding sequences were amplified from L. major 

genomic DNA, and expressed and purified in E. coli in His- or GST-tagged forms. Figure 6B 

shows a sample of the representative recombinant proteins. His-tagged LmeIF4A1 and 2 were 

then used to immunize rabbits to obtain specific antisera. The resulting antibodies were affinity 

purified and used to confirm their specificity  as well as to determine their cellular levels in total 

L. major extracts as described for the LmeIF4Es (Figure 6C-D). Both antibodies were found to 

be specific for their respective proteins and no cross-reaction can be observed (Figure 6C). 

LmeIF4A1 is readily detected and its quantitation indicates that it is a very abundant protein with 

about 8 x 105 molecules per cell (Figure 6D, Table 2). This result is similar to what is observed 

in yeast eIF4A (von der Haar, 2002), and is also consistent with results in HeLa and reticulocyte 

lysate where eIF4A has been found to be a very abundant translation initiation factor present at 

levels approximately 10 fold higher than eIF4E (Duncan et al., 1987; Pause et al., 1994). In 

contrast we could not detect the presence of LmeIF4A2 even in 2 x 107 promastigote cells 

(Figure 6D) indicating that it is either a very rare protein, which could not possibly have a 
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dominant role in translation, or that it is expressed only at specific stages of development. The 

sensitivity of the LmeIF4A2 antibody prevents it from detecting the protein if it is present at 

levels lower than 2 x 103 molecules/cell as observed for LmeIF4E1. However in such 

circumstances its abundance would be at least 400 fold lower than that of LmeIF4A1 which 

makes it very unlikely for LmeIF4A2 to play a significant role in general translation at the L. 

major promastigote stage examined. We conclude then that LmeIF4A1 is the functional 

homologue of eIF4A in L. major promastigotes and that LmeIF4A2 is either expressed in other 

stages of the parasite life cycle or is necessary as a rare factor which cannot possibly have a 

prominent role in general translation.  

 

3.7. Identification of candidate LmeIF4G homologues. 

In contrast to eIF4A, the eIF4G subunit of eIF4F is a much less conserved protein at the 

sequence level. Even the two functionally similar eIF4G homologues in mammals (eIF4GI and 

II) are only 46% identical and similar levels of identity can be observed between the two yeast 

homologues (reviewed in Gingras, 1999). However, the central eIF4A/ RNA binding domain is 

conserved in the eIF4G sequences from divergent organisms, and its recently solved structure 

from human eIF4GII was shown to consist mostly of alpha-helices organised into HEAT repeats 

(Marcotrigiano, 2001). This eIF4G HEAT domain not only mediates the interaction with eIF4A 

and RNA (Marcotrigiano, 2001), but also in yeast it was implicated, together with flanking 

sequences, in the binding to eIF5 and eIF1 which may bridge the interaction between eIF3 and 

eIF4G (Asano et al 2001; He et al 2003). A second motif conserved in eIF4G sequences from 

distantly related organisms is the eIF4E binding peptide (Mader, 1995), whilst the PABP binding 

region is not to conserved in sequence from yeast to mammals (Tarun et al., 1997; Imataka et al., 

1998).  

Using the human eIF4GI as a BLAST query, we found five L. major ORFs containing the 

conserved central eIF4G domain (LmeIF4G1-5). The five proteins vary significantly in size 

(predicted molecular weights of 114, 152, 71.2, 84.6 and 88.8 kDa for LmeIF4G1, 2, 3, 4 and 5 

respectively, corresponding to 1016, 1425, 635, 765 and 782 amino acids), overall charge 

(positive in LmeIEFG1 and negative in the other four) and in the relative location of the 

conserved eIF4G domain (central in LmeIF4G1,2,5 and N-terminal in LmeIF4G3-4). The genes 

coding for LmeIF4G1 and LmeIF4G2 are both located on chromosome 15 while LmeIF4G3-5 

are encoded by genes located on chromosomes 16, 36 and 10 respectively (see Table I). No 

additional similarities with human, yeast or plant homologues can be seen anywhere else within 

their sequences and no putative eIF3, eIF4E or PABP binding domains can be clearly identified 
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based on homology analysis alone (not shown). Apart from the HEAT domain no conserved 

features can be seen between the various sequences with the exception of LmeIF4G3 and 4. 

These two proteins share a short similar N-terminus and a conserved region (approximately 120 

Aas long) located about 180 amino acids after the HEAT domain, indicating that they may be 

functionally related.  

Figure 7 shows an alignment comparing the sequences of the HEAT domain from the 

five putative L. major eIF4G proteins with the equivalent sequence from human eIF4GI, S. 

cerevisae Tif4631p, and wheat eIFiso4G as well as the translation regulator PAIP1. Overall the 

domain from LmeIF4G1 is the most similar to human eIF4GI whilst the ones from LmeIF4G2 

and 5 are the least similar (Table I), but the differences in similarity are small. All five L. major 

domains contain most of the various conserved amino acids which have been shown in 

mammalian eIF4G homologues to be required for binding to eIF4A (Imataka & Sonenberg, 

1997; Morino et al., 2000; Marcotrigiano et al., 2001). Minor exceptions are the K731 (human 

eIF4GI numbering), in LmeIF4G1, and the R781/K787 which are not conserved in any of the L. 

major homologues or even in yeast and plant. Strikingly, other residues which have been shown 

not to be required for eIF4A binding (such as F737, K765, E769, P770, F812 and R855) are also 

well conserved and are present in most Leishmania proteins. It is noteworthy mentioning that the 

doublet E769/P770 (strictly conserved in LmeIF4G1, 3 and 4 and partially conserved in the other 

2 proteins) has been implicated in 43S recruitment and formation of the 48S complex 

(Marcotrigiano, 2001), suggesting that all five proteins could function in translation. At this 

stage however it is not possible to identify which of these proteins are true eIF4G orthologues 

with major roles in translation initiation.  

 

3.8 Analysis of the interaction between L. major eIF4A/eIF4G through pull-down assays. 

In animals, yeast and plants the specific binding between the eIF4A and eIF4G subunits 

of eIF4F needs to occur so that both proteins can function in translation. In order to functionally 

demonstrate a possible role in translation for the various L. major candidate eIF4A/eIF4G 

proteins, we decided to investigate if these factors are able to interact in a eIF4F like manner 

through pull-down assays. First, to validate the assay we initially immobilised in Ni-NTA 

agarose recombinant LmeIF4A1-2 and human eIF4A (His6-eIF4A - Pestova et al., 1996), all 

containing a his-tag at their N-terminus (Figure 8A – left panel), and incubated the beads with 
35S-labelled human eIF4G (Joshi et al., 1994). Human eIF4A efficiently bound to human eIF4G, 

however neither LmeIFA1 or 2 was capable of binding to the human protein (Figure 8A – right 

panel). Fragments coding for the HEAT domain from three of the L. major candidate eIF4G 

proteins (LmeIF4G1-3, the ones initially identified), were selected to assay their ability to bind
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eIF4A. These fragments (LmeIF4G1128-475, LmeIF4G2387-705, LmeIF4G326-310) were produced 

labelled with [35S] methionine and tested for eIF4A binding. All three fragments include the 

region equivalent to aas 722-949 from human eIF4G1 which has been shown to be sufficient to 

promote 48S complex formation on the EMCV IRES (Lomakin et al., 2000). Only labelled 

LmeIF4G326-310 was able to bind efficiently to both LmeIF4A1 and human eIF4A as shown in 

Figure 8A (middle panel). No specific binding by the LmeIF4G1-2 constructs to the various 

recombinant proteins was observed (data not shown). Also, despite the fact that LmeIF4A1 and 2 

share a similarity of 71%, no significant binding by any of the three LmeIF4G proteins to 

LmeIF4A2 was observed (Figure 8A and data not shown).  

To confirm the specific interaction between LmeIF4G326-310 with LmeIF4A1, we 

expressed the first half of LmeIF4G3 (LmeIF4G31-310) as well as the full length LmeIF4G3 

(LmeIF4G31-636) in E. coli fusioned to GST and tested them in a reverse pull-down assay. In this 

second pull-down strategy both GST fusions were immobilised in the glutathione-Sepharose 

resin and incubated with 35S-labelled LmeIF4A1 and human eIF4A (Figure 8B). As negative 

controls we used GST on its own and a murine GST-cdc2 fusion (a kind gift from M. 

Carrington) which has a molecular weight very similar to the GST-LmeIF4G31-310 protein. This 

reverse assay confirmed the interaction between the GST-LmeIF4G31-310 construct and both 

labelled LmeIF4A1 and human eIF4A. However no binding by the full length GST-LmeIF4G31-

636, or the negative controls, to the labelled proteins could be seen (Figure 8B – middle and right 

panels). This lack of binding observed for the full length LmeIF4G31-636 could be a consequence 

of inappropriate folding of the GST fusion. LmeIF4G31-636 was also used labelled with 35S in 

pull-down assays with the his-tagged LmeIF4A1, as in figure 8A, however a degradation product 

from the full-length protein, similar in size to the LmeIF4G326-310, competes for the binding to 

LmeIF4A1 and prevents binding by the intact factor (not shown). In summary the pull-down 

experiments indicate that of the three L. major putative eIF4Gs tested only LmeIF4G3 interacts 

specifically with LmeIF4A1 as well as with human eIF4A.  

So far our results are consistent with roles for both LmeIF4A1 and LmeIF4G3 in the 

process of parasite RNA translation. In order to compare the ratio of the 4A/4G homologues in 

L. major with those described for other eukaryotes we then decided to quantify the endogenous 

LmeIF4G3 levels as done previously for LmeIF4E1-3 and LmeIF4A1-2. Figure 8C shows a 

representative figure of this quantitation which is included in Table II. This quantitation indicate 

that, at 3.6 x 103 molecules per cell, LmeIF4G3 is present at about half the level observed for 

LmeIF4E2 in L. major promastigotes and is about 20 to 200 fold less abundant than LmeIF4E3 

and LmeIF4A1 respectively. The large differences in concentration between the eIF4A/eIF4G or 
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eIF4E/eIF4G homologues are not very much different from what was observed in yeast where 

the eIF4G levels are about 45 and 20 fold less abundant than those of the eIF4A and eIF4E 

homologues respectively (von der Haar, 2002). However, considering that the overall number of  

eIF4G molecules in L. major is still one fifth of the levels in yeast, at the moment it is unclear 

whether the intracellular levels of LmeIF4G3 would be sufficient to support translation on its 

own in L. major. It does seem to have a prominent role in translation or translation regulation but 

we can’t rule out contributions from the other eIF4G homologues identified. 

 

3.9 Molecular modelling of the LmeIF4G3 HEAT domain 

So far the full length eIF4G has been refractory to structural studies. Only recently have 

individual domains within this protein, such as the central HEAT domain from human eIF4GII 

(Marcotrigiano et al., 2001) and the eIF4E interacting region from yeast eIF4G1 (Gross et al., 

2003), had their structure solved. The solution structure of the latter, bound to eIF4E, was solved 

by multidimensional NMR spectroscopy and shown to consist of a segment of about 90 amino 

acids in the protein N-terminus which includes the short conserved YXXXXLô motif. Upon 

binding eIF4E, this segment, positioned about 100 amino acids before the start of the HEAT 

domain, folds into an unusual ring-shaped structure consisting of five helices which wrap around 

the eIF4E N-terminus like a molecular bracelet (Gross et al., 2003). Given the evidence obtained 

above implicating LmeIF4G3 in translation in L. major, we decided to attempt the molecular 

modelling of LmeIF4G3 and study it at the structural level. However, its very short N-terminus, 

only 50 amino acids long, plus the lack of the consensus eIF4E binding motif, indicates that it is 

unlikely for it to bind to any of the L. major eIF4E homologues as has been shown for the yeast 

protein. Nevertheless, the LmeIF4G3 HEAT domain could be modelled and its structural 

features associated with eIF4A binding compared with the structure of the human eIF4GII 

HEAT domain.  

Figure 9A shows the ribbon drawing of the predicted three dimensional structure of the 

LmeIF4G3 HEAT domain. Absent from the drawings are the two segments corresponding to the 

2b-3a and 3a-3b loops (amino acids 128 to 140 and  161 to 178) since they were not structured in 

the original human protein. As for the LmeIF4E2 model, the overall stereochemical quality of 

the final model was assessed by the program PROCHECK which confirmed that 96.9% of the 

residues are in the most favoured region. Again the programs Verify 3D and WHAT IF also 

contributed to attest the model as a good one (data not shown).  

The LmeIF4G3 HEAT domain folds into the same crescent-shaped molecule described 

for the human protein, with the 5 pairs of antiparallel α helices forming the same double layer 
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with the convex and concave surfaces formed by the a and b helices, respectively (Figs. 9A). A 

major difference between the Leishmania and mammalian protein arises from the analysis of the 

surface electrostatic potential of the model performed with the program GRASP (Figs. 9B-C). 

This difference is concentrated in the region which in the human protein has been implicated in 

the interaction with the EMCV IRES. In human eIF4GII this region has an overall positive 

charge but in the LmeIF4G3 Heat domain the equivalent region  is negatively charged (Fig. 9B). 

In contrast the region involved in the eIF4A interaction presents a surface electrostatic potential 

similar to the human model and all the conserved amino acids implicated in the interaction with 

eIF4A (R61, H64, K69, L70, R270 and F273 equivalent to R756, R759, K764, L765, R968 and 

F971 in the mammalian protein) are positioned adequately for the interaction to occur (Fig. 9C 

and Marcotrigiano et al., 2001). Again these results give support for a role for LmeIF4G3 in 

translation, although the lack of a possible eIF4E interacting region and the differences in the 

putative RNA binding side of the protein’s HEAT domain might indicate a regulatory role in 

protein synthesis or a different mechanism for its function in translation initiation.  

 

4. Discussion 

The three eIF4F initiation factors have multiple isoforms in L. major protozoan. This 

complexity is reflected in Trypanosoma brucei (which have similar isoforms) and indicates that 

they all have conserved roles in the parasites. Our results indicate that for each factor, one of the 

L. major forms seems to fulfil, in part at least, the expected characteristics of a translational 

initiation factor. Thus: LmeIF4E2, of 24kDa, can bind cap-Sepharose;  LmeIF4A1, of 45 kDa, is 

an abundant cytoplasmic protein with intracellular levels similar to yeast eIF4A; LmeIF4G3 

binds LmeIF4A1 and human eIF4A. However we believe that under more stringent assays many 

of the various isoforms may be seen to have specific roles in translation. For instance, it is 

possible that any of the other eIF4E homologues might have stronger affinities for the parasite 

cap4 than the LmeIF4E2. Alternatively, they may require association to the eIF4G homologues 

in order to bind efficiently to the cap, since in other eukaryotes the complex eIF4E/4G binds with 

higher affinity to cap than eIF4E alone (Haghighat & Sonemberg 1997).  

The existence of multiple isoforms for the eIF4F subunits in other eukaryotes, specially 

pluricellular organisms, may be associated with different patterns of tissue expression and during 

development. Insights into the role of the multiple isoforms come from the nematode system 

which in many aspects regarding mRNA metabolism can be comparable to the trypanosomatids. 

In nematodes a 22 nt SL sequence, containing a trimethylated cap, is trans-spliced to about 70% 

of all mRNAs. It has been shown in Ascaris lumbricoides that the SL sequence and its associated 
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cap functionally collaborate to enhance translation, very likely at the level of initiation (Maroney 

et al., 1995). It is not known how these features influence protein synthesis, but it seems likely 

that they do so via trans-acting factors. The description of multiple homologues for eIF4E in 

Caenorhabditis elegans is also reminiscent of what we see in the parasite system (Jankowska-

Anyszka et al., 1998). The nematode homologues differ in cap binding affinity, requirement for 

viability (Keiper et al., 2000) and possible roles in development (Amiri et al., 2001). In the case 

of the tripanosomatid protozoans, unicellular organisms, the multiple eIF4F isoforms could be 

associated with their different life stages or be required for the translation of different classes of 

mRNAs. Indirect evidence for the second hypothesis comes from wheat germ, where two 

different eIF4F isoforms have been described, with distinct eIF4E and eIF4G subunits, which 

differ in their ability to translate mRNAs containing structured regions in their 5’UTR as well as 

uncapped mRNAs and dicistronic messages (Gallie & Browning 2001).  

Our own results tend to indicate a stage specific expression for at least some of the eIF4E 

orthologues since in T. brucei we have observed that the TbEIF4E3 protein is expressed at high 

levels in the procyclic stage and is absent from bloodstream forms (Dhalia et al., unpublished

results). Also it has been described that the mRNA coding for the protein we called LmeIF4E2 

contains in its 3’UTR a sequence similar (68% identity) to the regulatory element found in the 

Leishmania amastin mRNA (Wu et al., 2000; Boucher et al., 2002). This element is found in a 

number of Leishmania mRNAs, several of which are differentially expressed in L. donovani 

amastigotes, and can confer amastigote-specific expression to a reporter mRNA possibly by 

regulating translation instead of stability (Boucher et al., 2002). It seems plausible to suggest that 

LmeIF4E2 could have its expression enhanced  at the amastigote stage specially considering that, 

assuming a similar behaviour to the T. brucei orthologue, LmeIF4E3 (the most abundant of the 

three eIF4E proteins quantitated in L. major promastigotes), could be absent from the 

Leishmania mammalian form as well. Another interesting observation is suggested by the 

presence of 2 genes coding for LmeIF4E1 which is one of the least abundant proteins in 

promastigotes.  

Regarding the eIF4A subunit the differences in levels between the two Leishmania eIF4A 

orthologues leaves no doubt as to the relevant role for LmeIF4A1 in translation in promastigotes. 

Since equivalent levels of expression have been reported for LmeIF4A1in both promastigotes 

and amastigotes stages of (Skeiky et al., 1995) it is unlikely that it would be replaced to a 

significant extent by LmeIF4A2 in the mammalian stage. Recent additional evidence from T. 

brucei indicates that LmeIF4A2 has a predominantly nuclear localisation (Dhalia et al., 

manuscript in preparation) ruling out any significant role in translation and suggesting possible 
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functions in mRNA metabolism. Strikingly it has been reported that human eIF4AIII, previously 

identified as a negative regulator of translation (Li, 1999), is a component of the exon junction 

complex in the nucleus, with roles in mRNA export, cytoplasmic localization and nonsense 

mediated decay (Chan et al., 2004; Palacios et al., 2004). It is tempting to speculate that 

LmeIF4A2 might have a related function in mRNA metabolism in trypanosomatids.  

The multiple candidate eIF4G homologues identified in L. major add yet a new level of 

complexity to the study of translation initiation in this parasite. None of the proteins identified 

can be clearly assigned to the role of a translation factor. Although LmeIF4G3 (and possibly the 

related protein LmeIF4G4 since they share a few features in common) seems to be clearly 

involved in translation, its very short N-terminus may not accommodate binding sites to both 

eIF4E and PABP as in other eukaryotes. It is possible that both LmeIF4G3-4 could behave as a 

translational regulator/inhibitor as has been proposed for the mammalian protein p97/DAP-

5/NAT1 (reviewed in Gingras et al., 1999), which is homologous to the C-terminal two thirds of 

mammalian eIF4G but lacks the N-terminal one third including the eIF4E- and PABP-binding 

sites. However none of the other eIF4G homologues from L. major share any homology to 

LmeIF4E3-4 outside the HEAT domain and despite having much longer N-terminus they do not 

have any motifs resembling the eIF4E binding consensus either.  

In order to continue the comparison with the nematode system, we did a brief search 

looking for eIF4G homologues in the C. elegans genome sequences. Strikingly we found only 

one clear homologue, with long N-terminal and C-terminal regions, but containing what is seems 

to be a possible modified eIF4E binding sequence FGRDFMV. Similar sequences FSLDEVV 

and FSLERVL are present in the short N-terminus of both LmeIF4G3 and LmeIF4G4 

respectively. Their similarity to the nematode sequence could mean that all three sequences 

would be able to bind eIF4E-like proteins and then both LmeIF4G3 and LmeIF4G4 could be true 

eIF4G orthologues.  
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Table I: Summary of the sequence analysis of the different L. major eIF4F homologues, 

depicting identities (similarities) between the Leishmania and human sequences and also 

between the L. major and T. brucei homologues. Results obtained using the NCBI BLAST with 

the BLOSUM 62 Matrix. 

L major 

sequence 

GeneDB 

accession 

Predicted 

molecular 

weight (kDa) 

Chromosome 

localization 

Identity (similarity) 

to Human 

homologue # 

Identity 

(similarity) to 

nearest T. brucei 

homologue 

LmeIF4E1@ LmjF19.1500/ 

LmjF19.1480 

31.5 19  

(2 genes) 

27% (41) 45% (57) 

LmeIF4E2@ LmjF27.1620 24 27 22% (42) 48% (61) 

LmeIF4E3 LmjF28.2500 38 28 27% (43) 49% (61) 

LmeIF4E4 LmjF30.0450 33.8 30 28% (45) 37% (50) 

LmeIF4A1@ LmjF1.0780/ 

LmjF1.0770 

45.3 1  

(2 genes) 

56% (74) 85% (91) 

LmeIF4A2 LmjF28.1530 43.9 28 50% (71) 79% (89) 

LmDHH1 LmjF35.0370 46.4 35 30% (50) 86% (92) 

LmeIF4G1 LmjF15.0060 114 15 25% (43)* 31% (47) 

LmeIF4G2 LmjF15.1320 145.9 15 21% (37)* 33% (49) 

LmeIF4G3 LmjF16.1600 71.2 16 26% (39)* 38% (55) 

LmeIF4G4 LmjF36.6060 84.6 36 22% ( 38)* 26% (45) 

LmeIF4G5 LmjF10.1080 88.8 10 21% (37)* 43% (60) 

 
* These sequences show similarity to human eIF4G only at the level of the central HEAT domain. 

@  NCBI acessions avalilable: LmeIF4E1 – CAB94109 and CAB94111; LmeIF4E2 – CAB77676; 

LmeIF4A1 – NP_047099 # eIF4A1, eIF4E1 or eIF4G1
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Table II: Summary of the quantitation of the various L. major eIF4F homologues analysed in 

this study. 

L major 

sequence 

fentomoles/ 

106 cell 

No. of 

molecules / 

cell 

No. of 

molecules / cell 

in yeast * 

LmeIF4E1 1.4 8.4 x 102 

LmeIF4E2 12 7.2 x 103 

LmeIF4E3 145 8.7 x 104 

 

3.2-3.6 x 105 

LmeIF4A1 230 8.4 x 105 

LmeIF4A2 ND  ND 

7-9 x 105 

LmeIF4G3 6 3.6 x 103 1.5-2 x 10 4 

 
* Numbers based on [von der Haar, 2002 #61] for yeast eIF4E, eIF4A and eIF4G 

respectively.  ND – Not determined. 

 

Figure Legends 

 
Figure 1: Sequence comparison of the putative L. major eIF4E homologues with the 

human, yeast, plant and nematode sequences.  

 

Clustal W alignment of different eIF4E homologues from selected organisms. Amino acids 

identical in the majority of the sequences are highlighted in dark gray, while amino acids similar 

to the consensus are shown in pale gray. When necessary spaces were inserted within the 

various sequences (dashes) to allow better alignment. The structural elements of the mammalian 

protein are shown numbered S1-S8 and H1-H4 (from Marcotrigiano et al., 1997) * indicate the 

conserved tryptophan residues. Double arrows highlight amino acids found to be relevant for the 

interaction with cap. Single arrows indicate conserved non-tryptophan residues shown to be 

involved in eIF4G binding (Marcotrigiano et al., 1999). # indicates the amino acid D90, 

replaced by a Q in LmeIF4E2 and described in Fig. 4. Relevant NCBI accession numbers: 

human (Hs) – P06730; yeast (Saccharomyces cerevisae, Sc) – P07260; plant (Triticum aestivum, 

Ta) P29557; nematode (C. elegans, Ce) IF4E1 and IF4E3 – NP_499751 and NP_503124 

respectively.  



Reis, C.R.S. 2004                                                  Caracterização de homólogos aos fatores de iniciação da tradução... 

 71  
 
 

 

Figure 2: Expression analysis and quantitation of LmeIF4E1-3 in exponentially grown L. 

major promastigotes.  

 

(A) Serial dilutions of recombinant GST-tagged LmeIF4E1-3 compared in Coomassie Blue 

stained gels with known concentrations of BSA. The dots indicate the position of the full length 

proteins (B) Quantitation of the recombinant proteins (done at least twice). 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 recombinant LmeIF4E1-3, the 

densitometry of representative bands from these proteins (highlighted in the figure) were 

determined and spotted on the BSA curve. (C) Expression analysis of LmeIF4E1-3 in extracts of 

L. major promastigotes. The different recombinant GST-fusions, diluted to adequate 

concentrations (in fentomoles), and whole parasite extracts were fractionated in 15% SDS-

PAGE and transferred to Immobilon-P membranes. These membranes were then incubated with 

the isoform specific sera raised against the three proteins, followed by incubation with goat anti-

rabbit IgG conjugated with peroxidase. The Western-Blots were visualised by ECL. (D) 

Procedure for the quantitation of the endogenous levels of the various factors using LmeIF4E1 

as an example. The Western results shown in C for GST-LmeIF4E1 was quantified by 

densitometry and plotted as a function of the number of fentomoles used in the assay. The 

densitometry obtained for the endogenous factor at 2.5x106 cells was then spotted in the curve 

and used to calculate its concentration in fentomoles (3.1 fentomoles in the example). The same 

procedure was used for the different factors including LmeIF4A1 and LmeIF4G3. All the results 

presented are representative of at least four different experiments using a minimum of three 

independently grown cell cultures. The data obtained from the various experiments were 

processed as described above and used to calculate the values shown in Table II. 

 

Figure 3: LmeIF4E2, but not LmeIF4E1 or 3, binds specifically to the eukaryotic cap 

analogue.  

 

The DNAs coding for the three L. major eIF4E homologues (LmeIF4E1-3), as well as for the X. 

laevis eIF4E (Xenopus in the figure) used as positive control, were transcribed and translated in vitro 

in the presence of [35S] methionine. The labelled proteins were tested for their ability to bind the 

resin 7-methyl-GTP Sepharose. Non-specific binding was removed by three washes with GTP and 

specific elution was performed with three more washes of the soluble cap analogue. Aliquots of the 

various washes were ran on SDS-PAGE and compared with samples from the original translation 
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reaction (Whole extract) as well as the non-bound fraction (Flow-through). The residual protein 

bound to the beads were recovered by washes with 2M KCl and SDS-PAGE sample buffer (Beads) 

and compared also. Arrows indicate proteins eluted by cap analogue. On the left are indicated sizes 

in kDa of protein molecular weight markers. 

 

Figure 4: Model of the predicted LmeIF4E2 structure bound to 7-methyl GDP.   

 

Ribbon diagrams of the overall predicted LmeIF4E2 structure and detail of the cap binding slot 

created using the program PyMol (http://www.pymol.org). (A) Model of the structure of 

LmeIF4E2 bound to 7-methyl GDP, based on the mouse eIF4E structure (Marcotrigiano et al., 

1997). The aas W37 and W83 (equivalent to W56 and W102 in mammalian eIF4E) are shown 

binding the cap. The arrow indicates the loop specific to LmeIF4E2 which could not be 

modelled adequately. (B) Figure showing the details of the cap binding slot in the predicted 

structure, highlighting the interactions between amino acids W37, 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 (which correspond to R112 in mouse) is omitted. (C) Side 

view of the LmeIF4E2 model showing details of the predicted eIF4G binding surface. Amino 

acids H20, K21, V50, F54, E134 and M138 equivalent to H37, P38, V69, W73, L128 and 

L135in the mammalian protein are highlighted. The cap binding slot with the W37 and W83 

amino acids is also shown for comparison.  

 

Figure 5: Sequence comparison of the L. major eIF4A homologues with various selected 

sequences.  

 

Clustal W alignment performed as described in Fig. 1 comparing the sequences of the L. major 

eIF4A homologues with selected sequences from several different organisms. * indicate the nine 

motifs typical of DEAD box RNA helicases (Tanner & Linder 2001; Linder 2003). Relevant 

NCBI accession numbers: human (Hs) P04765; yeast (Saccharomyces cerevisae, Sc) – 

NP_012397; plant (Triticum aestivum, Ta) – P41378; human eIF4AIII (HseIF4A3) – P38919; 

Eubacteria (Escherichia coli, Ec) – AAA23674; Archae (Methanococcus jannaschii, Mj) Dead 

box protein – NP_247653; Clam (Spisula solidissima, Ss) p47 – AAK85400.  
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Figure 6: LmeIF4A1, but not LmeIF4A2, is expressed as a very abundant protein in L. 

major promastigotes.  

 

(A) Evolutionary relationship of the L. major eIF4A sequences. Neighbour-Joining tree based 

on the alignment of various eIF4A sequences including LmeIF4A1-2. Boostrap values are 

shown next to the respective branches (10,000 replicates). When compared with figure 5 we 

have included for this tree the sequences from: human eIF4A2 – acession AAH12547; S. 

cerevisae ded1p - NP_014847; T. brucei  eIF4A1 (GeneDB) - Tb09.160.3270; T. brucei eIF4A2 

(GeneDB) - TRYP_xi-153a09.q1c_17. (B-D) Expression analysis of the two putative L. major 

eIF4As. Recombinant LmeIF4A1-2 and whole parasite extract were fractionated in 15% SDS-

PAGE and transferred to nitrocellulose membrane for Western-Blots. The membrane was then 

incubated with polyclonal sera against the two proteins followed by incubation with goat anti-

rabbit IgG conjugated with peroxidase. The Western-Blot was visualised by ECL. (B) 

Recombinant proteins used for the antibody production (HIS) and quantitation assays (GST). 

The recombinant proteins were quantitated as described for the eIF4E homologues and about 0.5 

(HIS-LmeIF4A2 and both GST proteins) or 1 µg (HIS-LmeIF4A1) of each were 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 fusions of 

LmeIF4A1-2 were tested with either one of the two antisera. For the LmeIF4A1 assay 12.5 µg of 

each recombinant protein were loaded on the gel whilst for LmeIF4A2 6.25 µg of the HIS and 

25 µg of the GST fusions were used. Notice that the antibody produced against HIS-LmeIF4A2 

cross-reacts with HIS-LmeIF4A1 since both recombinant proteins share conserved epitopes 

introduced by the plasmid vector. Those epitopes are absent from the GST constructs or the 

protein used to produce the anti-LmeIF4A1 antibody. (D) Analysis of the expression of both 

LmeIF4A1 and LmeIF4A2 in total L. major extracts. The quantitation analysis of LmeIF4A1 

was processed as described before for the LmeIF4E homologues. 

 

Figure 7: Sequence comparison of the HEAT domain from the putative L. major eIF4G 

homologues with selected sequences from various organisms. 

 

Clustal W alignment performed as described in Fig. 1 comparing the sequences of the HEAT 

domain from the putative L. major eIF4G homologues (LmeIF4G1-5) with the equivalent 

domain from human, plant and yeast eIF4G homologues as well as the human PAIP1 protein. 

The predicted five antiparallel alfa helical pairs (1-5, A and B) are indicated (Marcotrigiano et 
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al., 2001). Selected mutations in mammalian eIF4G which have been shown to reduce the 

binding to eIF4A are shown as follows: A – R723D, R726D and K731D (Marcotrigiano et al., 

2001); B – R781D and K787D (Marcotrigiano et al., 2001); 1 (M-1) – L729A, L732A and 

F737A (Imataka & Sonenberg 1997); and 4 (M-4) – R935A and F938A (Imataka & Sonenberg 

1997). The R801D/K802D mutant (K in the figure ?) does not prevent eIF4A binding although 

it does abolish IRES binding (Marcotrigiano et al., 2001). Double arrows highlight amino acids 

which abolish the binding to eIF4A when individually mutated to alanine (Morino et al., 2000). 

* indicate conserved amino acids which do not interfere with eIF4A binding when mutated to 

alanine (Morino et al., 2000; Marcotrigiano et al., 2001). Relevant NCBI accession numbers: 

human eIF4GI (Hs) – Q04637; yeast Tif4631p (Saccharomyces cerevisae, Sc) – NP_011678; 

plant eIFiso4G (Triticum aestivum, Ta) Q03387; human PAIP1 –  NP_006442. 

 

Figure 8: Analysis of the interaction between human and L. major eIF4A homologues with 

the LmeIF4G3 protein.   

 

(A) Pull-down assay using recombinant his-tagged LmeIF4A1-2 and human eIF4A immobilized 

in Ni-NTA beads and incubated with 35S-labelled human eIF4G or 35S-labelled LmeIF4G326-310 

(the eIF4A binding region only from LmeIF4G3). Bound proteins were eluted with SDS-PAGE 

sample buffer, fractionated in 15% SDS-PAGE (for LmeIF4G326-310) or 10% SDS-PAGE (for 

human eIF4G) and stained by comassie-blue R-250 (to visualise the recombinant proteins). 15% 

SDS-PAGE showing total translation extract (Whole extract) and recombinant His-tagged 

proteins (left panel). Autoradiography showing specific binding (arrows) between LmeIF4A1-

HIS/ labelled LmeIF4G326-310 and Human eIF4A-HIS/ labelled LmeIF4G326-310 (middle panel). 

Positive control autoradiography of a 10% SDS-PAGE showing the specific binding between 

human eIF4A and labelled human eIF4G (right panel). As negative control murine cdc2 cloned 

into the BamH I/EcoR I sites of pGEX2T (Amersham Biosciences) and expressed as GST-

fusion was used. (B) Reverse pull-down assay using GST-tagged LmeIF4G31-343/ LmeIF4G31-636 

and 35S-Met-labelled LmeIF4A1/ Human eIF4A. 15% SDS-PAGE showing 35S-Met-labelled 

whole extract translation and recombinant GST-tagged proteins (left panel). Autoradiography 

showing specific binding (arrows) between LmeIF4G31-343-GST/ labelled LmeIF4A1 (middle 

panel) and LmeIF4G31-343-GST/ labelled Human eIF4A (right panel). (C) Quantitation of 

LmeIF4G3 in L. major promastigotes. Recombinant GST-LmeIF4G31-636  and total L. major 

extracts were assayed on Western-Blots with isoform specific polyclonal sera against 
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LmeIF4G3. The quantitation of the endogenous protein levels was performed as described in 

Fig. 2 for the eIF4E homologues. 

 

Figure 9: Model of the structure of the LmeIF4G3 HEAT domain.  

 

(A) Ribbon diagram of the structure of the predicted LmeIF4G3 HEAT domain with the concave 

surface on the right and the convex surface on the left. The α helices are labelled as described 

for human eIF4GII (Marcotrigiano et al., 2001) and as shown in Fig. 7. (B-C) Grasp 

representation of the surface of the domain colored coded for electrostatic potential (red < -

8kBT;blue > 8kBT). A and B represent identical views of the molecule whilst in C the opposite 

side of the molecule (rotated 180o about the long axis relative to A and B), predicted to be 

involved in the interaction with eIF4A, is shown. In B the dotted circle delimits the region in 

LmeIF4G3 which differs significantly from the human eIF4GII HEAT domain. In the latter this 

region is charged predominantly positive (Marcotrigiano et al., 2001) but in the Leishmania 

protein it is negative. Highlighted in C are the amino acids R61, H64, K69, L70, R270, F273, 

equivalent to amino acids implicated in the binding to eIF4A in the mammalian protein. The 

disordered 2b-3a and 3a-3b  loops which could not be modelled are not shown. 
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Figure 1 – Dhalia et al. 
 
 
LmEIF4E4  1   MSTPLDVRAA EYSPSFAVTM KKTVAAAPPK SPAPAKSKIS VTRTGVNTTY PMPPPMPEKN YAPFFAEGCQ TIAASKASMP PVQPASPLPP MHSAPPTASV VSNSIPPSSP   
 
LmEIF4E3  1                 MNPSAAA YIPQQSDAKG DPKSSSAAAV AKPPSTQPAT KLSAAAEPFV PGGPKQMSAT STHVDPKATT EDEKTTAPLL MECPASSLPD SAAAAGAAKK   
LmEIF4E4  111 ATAPGERSPA VAARSVPTRF SPATVPRHHM NPNATEFMPG RRNGPDGGLE ALPTSTADME LAKTPAGAAA AAVHAPSLPG AVRRSLQNSP IIQPSRLSVK SASEIEAISK   
 
                                                                  S1                                  S2      H1                    S3 
                                                              SSSSSS SSSS                        SSSS SSSSSHHHHH HHHHH           SSSSS 
                                                             ↓↓    *   *                     *             ↓↓  *                  # 
HseIF4E   1          MAT VEPETTPTPN PPTTEEEKTE SNQEVANPEH YIKHPLQNRW ALWFFKND-- --------KS KTWQANLRLI SKFDTVEDFW ALYNHIQLSS NLMPGCDYSL   
SceIF4E   1          MSV EEVSKKFEEN VSVDDTTATP KTVLSDSAHF DVKHPLNTKW TLWYTKPAVD --------KS ESWSDLLRPV TSFQTVEEFW AIIQNIPEPH ELPLKSDYHV   
TaeIF4E   1       MAEDTE TRPASAGAEE REEGEIADDG DGSSAAAAGR ITAHPLENAW TFWFDNPQGK S-------RQ VAWGSTIHPI HTFSTVEDFW GLYNNIHNPS KLNVGADFHC   
CeIFE1    1          MSD SEIAF----E KLKISGEKEG MTETEQ--TT APIYPLKRNW TWWYLNDE-- --------RN KSWEDRLKKV YTFNTVSEFW ALYDAIRPPS GLNALCDYNV   
CeIFE3    1          MST SVAEN----K ALSASGDVNA SDASVP-PEL LTRHPLQNRW ALWYLKAD-- --------RN KEWEDCLKMV SLFDTVEDFW SLYNHIQSAG GLNWGSDYYL   
LmEIF4E1  1                              MDPNT CAPASAVTDE QPLTLLWGTW EMWCDMPQRQ QGQST---EN TNWLEQVKSI GLFDSAEGFW GIFNCTILPS WLPPNGSYYL   
LmEIF4E2  1                                 MS APSSVPPHKM ANLHKLQRAW TLWYDSPSTY --------NT ENWEMSLVPI MTVHSVEEFF VMLRYMKPLH ALRTSSQYHF   
LmEIF4E3  98  EADENDDSQL DWLPEAQPTD WSESKLPKLF GCHNTAAKAT SSAIPLHASW DLYADDHQGS SNMASNSSPT STMSFEPIFV SNVGDVESFW RLWRYLPAPS ALPTVYTYSW   
LmEIF4E4  221 NSALNAAAAA YVPQRTLARV VLTQPSP-LA LAPSEDPAKN NIEMMLDDLW CLFYLPTTLG E-------NI KEEDYNPTLV FRVDSILTFW RVVNNIAAPS ELQLSTLY-L   
 
                                    S4                                       H2                               S5 
              SS               SSS  SSSSS                            HHHHHHHHHH HHHHHHHH                   SSSSS S SSS              SS 
                      *⇓         ⇓  *                                        *↓    ↓  ↓ ↓                           ⇓ 
HseIF4E   94  FKDGIEPMWE DEKNNRGGR- WLITLNKQQ- ---------- ---------- RRSDLDRFWL ETLLCLIGES FDDYSDD--- ----VCGAVV N-VRAK---- --------GD   
SceIF4E   96  FRNDVRPEWE DEANAKGGK- WSFQL-RGK- ---------- ---------- -GADIDELWL RTLLAVIGET IDEDDSQ--- ----INGVVL S-IRKG---- --------GN   
TaeIF4E   100 FKNKIEPKWE DPICANGGK- WTISCGRGK- ---------- ---------- ----SDTFWL HTLLAMIGEQ FD-FGDE--- ----ICGAVV S-VRQK---- --------QE   
CeIFE1    88  FRDDIQPMWE VPENSNGGR- WLIVIDKGK- ---------- ---------- TPEMVDAIWL EILMALVGEQ FGKDMES--- ----ICGLVC N-VRGK---- --------GS   
CeIFE3    89  FKEGIKPMWE DVNNVQGGR- WLVVVDKQR- ---------- ---------- RTQLLDHYWL ELLMAIVGEQ FDEYGDY--- ----ICGAVV N-VRQK---- --------GD   
LmEIF4E1  83  FRKHIAPMWE HEANRRGGK- WVIPFT-GKA SRSEG----- ---------- DLQPVDEAWQ TLCLSAIGEL FPGDEEE--- ----ICGVTV SRGRQRTLPS GHATSALSEW   
LmEIF4E2  75  FQEGVKPMWE DPANKKGGKL WVNLDITSAN GRSSNNNTSG TSAADGSAAE AKTDLDKAWE NVLMATVGEY LDCVDKKTDP TEPFVTGIVM S-KRKY---- --------HN   
LmEIF4E3  208 FRKDIKPEWE HPRNKKGGTI SIVVFDRDRS GLS------- ---------- DKQVLDDVFM AMLVGAVGES FHECSTT--- ----LNGIML K-VRSNK--- --------PV   
LmEIF4E4  322 FRDGIDPKWE DPANRDGGIV KVKATAAQ-- ---------- ---------- ----VDEAWE LLLCRTIGDS WSPSVRET-- ----VNGVVL K-VRER---- --------AY   
 
                S6              H3                                                           S7    H4             S8     
              SSSSSSS    HHHHHHHHHH HHHHHH                                                  SSSS HHHH H          SSSS         
              ⇓   * 
HseIF4E   162 KIAIWTTECE NREAVTHIGR VYKERLGFPP KIV------- ---------- ---------- ---------- -IGYQSHADT ATKSGSTTKN RFVV                   217                
SceIF4E   162 KFALWTK-SE DKEPLLRIGG KFKQVLKLTD DGH------- ---------- ---------- ---------- -LEFFPHSSA NGRHPQPSIT L                      213 
TaeIF4E   163 RVAIWTKNAA NEAAQISIGK QWKEFLDYKD S--------- ---------- ---------- ---------- -IGFIVHED- AKRSDKGPKN RYTV                   215 
CeIFE1    156 KISVWTKDCN DDETNMRIGV VLKEKLMAAS KDHSKPLFDV ---------- ---------- ---------- -IRYEDHESC QKKTSSVVKA KLSLHSSD-A PVAEKSAV    231 
CeIFE3    157 KVSLWTRDAT RDDVNLRIGQ VLKQKLSIPD TEI------- ---------- ---------- ---------- -LRYEVHKDS SARTSSTVKP RICLPAKDPA PVKEKGPAAT   
LmEIF4E1  169 KLCLWTRSAD NRGSQIRIAE YIRGQLHLQP PSKEASRDGK SGEQDTLMEM PRSPDRSPVA KMREASGIPS AMTYVAHRDL MEAKQEFVKG GSSVAQAFRP KYTLAIDVRN   
LmEIF4E2  172 RLAVWVSDAS ATDKIEALKK ALTKEASLAP IAS------- ---------- ---------- ---------- -MVFTKHGEA S                                 214 
LmEIF4E3  282 TLQLWTAHSE VGKLKAFANS VRDTLTKIMG AKTLQK---- ---------- ---------- ---------- -LEYYSHHQK QAATNSLAAR MKGKTKISPD HTF         349 
LmEIF4E4  387 WLELWVTKNS SA-LQKDLAE LWHPILGASF A--------- ---------- ---------- ---------- -TTYLTHAMM QERSHAAAAL AAEKQKKNRR RY          447 
 
 
CeIFE3    229 TSPSNPGTEA TGTSPATPTP                                                                                                     248 
LmEIF4E1  279 EGV                                                                                                                       281 
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Figure 2 – Dhalia et al.
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Figure 3 – Dhalia et al.
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Figure 4 – Dhalia et al. 
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Figure 5 – Dhalia et al. 
 
 
                                                                                            *********                   *** ***** 
HseIF4A1  1                   MS--- ASQDSRSRDN GPDGMEPEGV IES---NWNE IVDSFDDMNL SESLLRGIYA YGFEKPSAIQ QRAILPCIKG Y-DVIAQAQS GTGKTATFAI   
HseIF4A3  1                   MATTA TMATSGSARK RLLKEEDMTK VEFETSEEVD VTPTFDTMGL REDLLRGIYA YGFEKPSAIQ QRAIKQIIKG R-DVIAQSQS GTGKTATFSI   
SceIF4A   1                   MS--- ---------E GITDIE-ESQ IQT---NYDK VVYKFDDMEL DENLLRGVFG YGFEEPSAIQ QRAIMPIIEG H-DVLAQAQS GTGKTGTFSI   
TaeIF4A   1                MAGMAPEG SQFDAKNYDS KMQELLSQGE TEEFFTSYDE VHESFDDMGL QENLLRGIYA YGFEKPSAIQ QRGIVPFCKG L-DVIQQAQS GTGKTATFCS   
LmEIF4A1  1                   MAQ-- --------ND KIAPQDQDSF LDD--QPGVR PIPSFDDMPL HQNLLRGIYS YGFEKPSSIQ QRAIAPFTRG G-DIIAQAQS GTGKTGAFSI   
LmEIF4A2  1                                      METEQVDN IQAN----VL AIPTFEAMGL KEDLLKGMYS FGYKQPTAIQ KRFIMPFLKG R-DVIAQASS GTGKTSAFCV   
EceIF4A   1                                    MMSYVDWPPL ILRHTYYMAE FETTFADLGL KAPILEALND LGYEKPSPIQ AECIPHLLNG R-DVLGMAQT GSGKTAAFSL   
MjeIF4A   1                                                      MEV EYMNFNELNL SDNILNAIRN KGFEKPTDIQ MKVIPLFLND EYNIVAQART GSGKTASFAI   
Ssp47     1   MASVKVDHAI NHSSPATNDL KGDAHDQGWK TKLTVPPKDT RVKTSDVTNT KGNEFEDFCL KRDLLMGIFE KGWESPSPIQ EASIPIALTG R-DILARAKN GTGKTGAYAI   
LmDHH1    1                            MSDSNWK AQLNAPQKST RKKTEDVESR RNVNFEEYAL RRELQMGIFE KGFEKPSPVQ EEAIPVALQG K-DVLARAKN GTGKTASFVI   
 
                                  * *****                                                    *****                   ****** 
HseIF4A1  89  SILQQIELDL KATQALVLAP TRELAQQIQK VVMALGDYMG AS---CHACI GGTNVRAEVQ KLQMEAPHII VGTPGRVFDM LNRRYLSPKY IKMFVLDEAD EMLSRGFKDQ   
HseIF4A3  95  SVLQCLDIQV RETQALILAP TRELAVQIQK GLLALGDYMN VQ---CHACI GGTNVGEDIR KLD-YGQHVV AGTPGRVFDM IRRRSLRTRA IKMLVLDEAD EMLNKGFKEQ   
SceIF4A   79  AALQRIDTSV KAPQALMLAP TRELALQIQK VVMALAFHMD IK---VHACI GGTSFVEDAE GLR--DAQIV VGTPGRVFDN IQRRRFRTDK IKMFILDEAD EMLSSGFKEQ   
TaeIF4A   98  GILQQLDYGL VECQALVLAP TRELAQQIEK VMRALGDYLG VK---VHACV GGTSVR-EDQ RILASGVHVV VGTPGRVFDI VRRQSLRPDN IKMFVLDEAD EMLSRGFKDQ   
LmEIF4A1  83  GLLQRLDFRH NLIQGLVLSP TRELALQTAE VISRIGEFLS NSSKFCETFV GGTRVQDDLR KLQ-AGVIVA VGTPGRVSDV IKRGALRTES LRVLVLDEAD EMLSQGFADQ   
LmEIF4A2  74  CLLQACDPHT RETQALILSP TRELAVQTQD LCNNIGHHMG LT---AYACI GGKSTEEDIR RLE-SGVHIV SGTPGRVFDM IRRKSLRVNG LKTLVLDEAD EMLGKGFKAQ   
EceIF4A   80  PLLQNLDPEL KAPQILVLAP TRELAVQVAE AMTDFSKHMR GVN--VVALY GGQRYDVQLR ALR-QGPQIV VGTPGRLLDH LKRGTLDLSK LSGLVLDEAD EMLRMGFIED   
MjeIF4A   64  PLIELVN-EN NGIEAIILTP TRELAIQVAD EIESLKGNKN -LK--IAKIY GGKAIYPQIK ALK-N-ANIV VGTPGRILDH INRGTLNLKN VKYFILDEAD EMLNMGFIKD   
Ssp47     110 PILERIDNTK DEVQAMCIVP TRELALQTSQ ILIELSKHI- GAK--IMVTT GGTNLKDDIM RLY-EPVHAI VATPGRILDL MNKNLVKIGK CGILVLDEAD KLLSQDFKGM   
LmDHH1    87  PVLEKVDTRE LYVQALLMVP TRELALQTAQ VTKELGKHIP GLE--VMVTT GGTTLRDDIL RLT-SKVHIL VATPGRVLDL ASKKAVDLSH CHILVLDEAD KLLSQEFMEI   
 
                                ***                                                                   ****** 
HseIF4A1  196 IYDIFQKLNS NTQVVLLSAT MPSDVLEVTK KFMRDPIRIL VKKEELTLEG IRQFYINVER EEWKLDTLCD LYETLTITQA VIFINTRRKV DWLTEKMHAR DFTVSAMHGD    
HseIF4A3  201 IYDVYRYLPS ATQVVLISAT LPHEILEMTN KFMTDPIRIL VKRDELTLEG IKQFFVAVER EEWKFDTLCD LYDTLTITQA VIFCNTKRKV DWLTEKMREA NFTVSSMHGD    
SceIF4A   184 IYQIFTLLPP TTQVVLLSAT MPNDVLEVTT KFMRNPVRIL VKKDELTLEG IKQFYVNVEE EEYKYECLTD LYDSISVTQA VIFCNTRRKV EELTTKLRND KFTVSAIYSD    
TaeIF4A   204 IYDIFQLLPG KIQVGVFSAT MPPEALEITR KFMNKPVRIL VKRDELTLEG IKQFYVNVEK EEWKLDTLCD LYETLAITQS VIFVNTRRKV DWLTDKMRGR DHTVSATHGD    
LmEIF4A1  192 IYEIFRFLPK DIQVALFSAT MPEEVLELTK KFMRDPVRIL VKRESLTLEG IKQFFIAVE- EEHKLDTLMD LYETVSIAQS VIFANTRRKV DWIAEKLNQS NHTVSSMHAE    
LmEIF4A2  180 IHDIYRMVPP -LQIILVSAT LPADVLEMTE KFMTEPTSIL VKRDEITVDS VKQYFVSVDE EKNKFDVLME LYDSLTIAHA VVFCNTRKKV EQLAKKMTRE KFAVSAMHGD    
EceIF4A   187 VETIMAQIPE GHQTALFSAT MPEAIRRITR RFMKEPQEVR IQSSVTTRPD ISQSYWTVW- GMRKNEALVR FLEAEDFDAA IIFVRTKNAT LEVAEALERN GYNSAALNGD    
MjeIF4A   168 VEKILNACNK DKRILLFSAT MPREILNLAK KYMGDYSFIK AKINAN---- IEQSYVEVN- ENERFEALCR LLKNKEFYG- LVFCKTKRDT KELASMLRDI GFKAGAIHGD    
Ssp47     216 LDSIISHLPN DRQILLYSAT FPLSVEQFMR KYLQSPYEIN L-MDELTLKG VTQYYAFVQ- EKQKVHCLNT LFSKLQINQS IIFCNSTQRV ELLAKKITEL GYSCFYIHAR    
LmDHH1    194 IDDLYTYLPS QLQSMLFSAT FPVTVKTFAE RHLHNPYEIN L-MDELTLKG VTQYYAFVE- ERQKIHCLNT LFNKLQINQS IIFCNSVNRV ELLAKKITQL GYSCYYIHAR    
 
                                    ********** **                    ********** ** 
HseIF4A1  306 MDQKERDVIM REFRSGSSRV LITTDLLARG IDVQQVSLVI NYDLPTNREN YIHRIGRGGR FGRKGVAINM VTEEDKRTLR DIETFYNTSI EEMPLNVADL I           406  
HseIF4A3  311 MPQKERESIM KEFRSGASRV LISTDVWARG LDVPQVSLII NYDLPNNREL YIHRIGRSGQ YGRKGVAINF VKNDDIRILR DIEQYYSTQI DEMPMNVADL I           411  
SceIF4A   294 LPQQERDTIM KEFRSGSSRI LISTDLLARG IDVQQVSLVI NYDLPANKEN YIHRIGRGGR FGRKGVAINF VTNEDVGAMR ELEKFYSTQI EELPSDIATL LN          395  
TaeIF4A   314 MDQNTRDIIM REFRSGSSRV LITTDLLARG IDVQQVSLVI NYDLPTQPEN YQHRIGRSGR FGRKGVAINF VTREDERMLF DIQKFYNVVI EELPANVADL L           414  
LmEIF4A1  301 MPKSDRERVM NTFRSGSSRV LVTTDLVARG IDVHHVNIVI NFDLPTNKEN YLHRIGRGGR YGRKGVAINF VTEKDVELLH EIEAHYHTQI DELPVDFAAY LGE         403  
LmEIF4A2  289 MPQAERDEIM RQFRNGHSRV LITTDLWARG IDVERVSLVL SYDLPLAREQ YIHRIGRTGR MGRTGLAITF VRHDELRLLR DIEQFYATQI EELPANIGEQ MM          390  
EceIF4A   296 MNQALREQTL ERLKDGRLDI LIATDVAARG LDVERISLVV NYDIPMDSES YVHRIGRTGR AGRAGRALLF VENRERRLLR NIERTMKLTI PEVELPNAEL LGKRRLEKFA   
MjeIF4A   272 LSQSQREKVI RLFKQKKIRI LIATDVMSRG IDVNDLNCVI NYHLPQNPES YMHRIGRTGR AGKKGKAISI INRREYKKLR YIERAMKLKI KKLKFG                 367  
Ssp47     324 MNQQHRNRVF HDFRQGLCRN LVCSDLFTRG IDIQAVNVVI NFDFPKHAET YLHRIGRSGR YGHLGIAINL ITYDDRFSLH KIESELGTEI KPIPKNIDKA LYVAEFHCEP   
LmDHH1    302 MQQQHRNRVF HDFREGHCRN LVCSDLITRG IDIQAVNVVI NFDFPKYAET YLHRIGRSGR FGHLGVAINF VTYDDRYNVY RIEQELDTEI KPIPAEIDPE LYAA        405  
 
 
EceIF4A   406 AKVQQQLESS DLDQYRALLS KIQPTAEGEE LDLETLAAAL LKMAQGERTL IVPPDGPMRP KREFRDRDDR GPRDRNDRGP RGDREDRPRR ERRDVGDMQL YRIEVGRDDG    
Ssp47     434 DDDDDRVQKT NGAPKA                                                                                                         449  
 
 
EceIF4A   516 VEVRHIVGAI ANEGDISSRY IGNIKLFASH STIELPKVCR VKCCNTLRAL AFSTSR                                                             571 
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Figure 6 – Dhalia et al.
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Figure 7 – Dhalia et al. 
 
 

 
                      1A                        1B                      2A                      2B 
              HHHHHHHHHH HHHHHHH           HHH HHHHHHHHH        HHHH HHHHHHHHHH HHHHH    H HHHHHHHHHH HH  
                                           1                   

                          A  A  1 A 1      *                                    *   **        ⇓    B      B                      
HseIF4GI  712 DADGSKTQDL FRRVRSILNK LTPQ--MFQQ LMKQVTQLA- ----IDTEER LKGVIDLIFE KAISEP--NF SVAYANMCRC LMALK----- ---------- -------VPT   
SceIF4G   597 KTELLDKDEV ERKMKSLLNK LTLE--MFDA ISSEILAIAN ISVWETNGET LKAVIEQIFL KACDEP--HW SSMYAQLCGK VVKELN---- ---------- ----PDITDE   
TaeIF4G   201 RGNLSEKDRV LKTVKGILNK LTPE--KFDL LKGQLLDSG- ----ITTADI LKDVISLIFE KAVFEP--TF CPMYAQLCSE LNDNL----- ---------- -----PTFPS   
LmEIF4G1  189 RTRAKPVRQV HHKVMSVLSR ITPQ--KFTE LLQELTQLPL R---QTDESE LHEVVKVFFD KAVQEP--EY SELYARLFSE LCEMKD---- ---------- ---GERELEA   
LmEIF4G2  438 LFGEVEKKKI HHMVVAVLNK VTTDPVKFRE VKNELLRLPI P---EANAEQ MTKIVDAFFT KAVREQ--HF SHSYADLIAA LCKVPQ---- ---------- -----GQHIV   
LmEIF4G3   50 GTAQTTEEWV QRLLHGTLNK LTEE--NKDI MIDKLLTKEL ----FATEDI MNMVVNIIFK KALDEP--EN SKLYAGVCHS LALYEA---- ---------- -----KVLRD   
LmEIF4G4   75 KDMDASELEL -RRVQGSLNK LTDK--NFDA VVEEALSPDL ----VLNPLV LKGAVDIIFN KAMAEP--VF SGIYAQLCQR IKVYEQDLVA EAAENPTSEL GQLMAAVQAG   
LmEIF4G5  159 MSKVMTDRKI NNEVLGILGK VTAS--NLEK MKKELTDLPI R---QSTKEE IDEVIKVFFN KSTKPEDSCY THLYVQLIAH LISSIG---- ---------- ----------   
PAIP1     150 EDGCEDYPTL SEYVQDFLNH LTEQPGSFET EIEQFAETLN G--CVTTDDA LQELVELIYQ QATSIP--NF SYMGARLCNY LSHHLT---- ---------- ----------   
 

                                3A                                                              3B                           4A 

                      HH HHHHHHHHHH HHHHHHHHH                                          HHH HHHHHHHHHH HHHHH         HHHHHHH HHHHHHHH                 

                          KK          *                                                     *      ⇓ 
HseIF4GI  791 TEKPTVT-VN FRKLLLNRCQ KEFEKDKDDD EVFEKKQKEM DEAAT--AEE RGRLKEELEE AR----DIAR RRSLGNIKFI GELFKLKML- ---TEAIMHD CVVKLLKN--   
SceIF4G   685 TNEGKTGPKL VLHYLVARCH AEFDKGWTD- -----KLPTN EDGTP--LEP EMMSEEYYAA AS------AK RRGLGLVRFI GFLYRLNLL- ---TGKMMFE CFRRLMKDLT   
TaeIF4G   282 EEPGGKE-IT FKRVLLNNCQ EAFEGADSL- ------RVEI ASLTG--PDQ E---MEKRDK ER-----IFK LRTLGNIRLI GELLKQKMV- ---PEKIVHH IVKELLGSDK   
LmEIF4G1  275 ELRDRLFCNR INRELLHTCD EEFHRPIEL- -----TADEK VDRTTGKPYS DEEVDMKRTR --------LK NRLVGNIKFL GELFKINLV- ---TDRVVEN MFKLLVGDFD   
LmEIF4G2  524 GDKTQSLEYR LRMALLKRCQ AEFLQSIRAE ETDASSPTTM ATAADDMSSP LVFAIEGAQA IGGETEKERR DRMCGNVRFV CELFLRDIV- ---AASVISV IFRICCLGSE   
LmEIF4G3  133 GHKGERPQSQ LRDAIISTAQ HEFRTLSKE- ------LSKM EDKSEEELEY ER-------- ------SNVM RRKRSNMRFI GELYLCTAL- ---THSTMFT VMDLTMRCSD   
LmEIF4G4  176 DEDQKNVNGR VRNALVKRCQ -EFHDSFVK- ---------- ------QPPP RNAEAEEQ-- --------LR KRNMANIKFV GELYMRSLIS H--RVILAVC STALVLGFIP   
LmEIF4G5  241 --EREEAGRM IRNEVLRQCR STFMNSGTE- ------AVEL EKRMATMSPE DAEMERIQ-- --------FS GKQKANIQFL GLMFTSRLV- ---RQKVVHA VLDSLLYGPG   
PAIP1     233 ---ISPQSGN FRQLLLQRCR TEYEVKDQA- -------AKG DEV------- ---------- --------TR KRFHAFVLFL GELYLNLEIK GTNGQVTRAD ILQVGLRELL   
 

                                     4B                                   5A                         5B 

                            HHHHHHH HHHHHHHHHH HH                 HH HHHHHHHHHH HHHHHHH     HHHHHHHHH HHHH HHHH  HH  
                                                                                                 ⇓ 
                                                                           *                  4  4   
HseIF4GI  889 ---------- -HDEESLECL CRLLTTIGKD LDFEK----- --------AK PRMDQYFNQM EKIIKEK--K TSSRIRFMLQ DVLD-LRGS- NWVPRRGDQ- GPKTIQQIHK EA 970 
SceIF4G   777 DS-------- -PSEETLESV VELLNTVGEQ FETDSFRTGQ ATLE----GS QLLDSLFGIL DNIIQTA--K ISSRIKFKLI DIKE-LRHDK NWNSDKKDN- GPKTIQQIHE EE 871 
TaeIF4G   370 KAC------- -PDEEHVEAI CQFFNTIGKQ LDENPK---- --------SR RINDTYFVQI RELVANP--Q LTPRSKFMVR DLID-LRSN- NWVPRRAEI- KAKTISEIHT EA 456 
LmEIF4G1  367 PSNPVE---- -REDYIFEVF STLIRTVGPI LKE------- --------RR PLVLARYLGV AKAVENS--H PRPRIRFLMM DLSD-LNKKQ GWVSTERVMR EADSCDDLQR SS 455 
LmEIF4G2  630 FGEFAVPPSY TPTESQVDEI ITVVKTAKER YFVHSAE--- --------GR RMLPQLLSQL EYWVKHY--- AISRCRFVLM STVDGLRAML PKEPASPMMS GTPSVAAFVT PQ 727 
LmEIF4G3  218 KTGF------ -PSSENIELL AALLNTIGDR LDKN------ --------HK KTLDPYFTSL ENFNKKSDCP YPPRIRFKIM DLLD-LRKR- GWGLKPKPV- KAALPPSHGK DK 305 
LmEIF4G4  256 SPKLV----- -TTDADLEMM VSLMNVIGKR FDENAGMALN HVPKDAAAAA HPHDTIWRAL NSSMNDP--R FSRRIRFLIQ NLLE-WRND- GWKPKESPAQ GSSGGSADDS NN 357 
LmEIF4G5  327 HRRHI----- -PTDYSLIHF MELLQVCGPH LDTA------ --------FY EDPLPRYRET ITELSNS--H PQKRIQFLLQ NFLETMSNN- -WVPLHGPGA RRTEGGGNAA QG 414 
PAIP1     306 NALFSN---- -PMDDNLICA VKLLKLTGSV LEDAWKEK-- --------GK MDMEEIIQRI ENVVLDA--N CSRDVKQMLL KLVE-LRSS- NWG-R--VH- ATST----YR EA 390 
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VI. ANEXO 

 

1. METODOLOGIA 

 

1.1 Cultivo de parasitas 

 

Culturas celulares de Leishmania major foram obtidas através de cultivo em meio LIT - 

Liver Infusion Triptose) - modificado  (0.2% sacarose p/v; 0.3% infuso de fígado p/v; 0.1% 

triptose p/v; 0.002% hemina p/v) contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de 

ampicilina/estreptomicina. Na fase exponencial de crescimento, as culturas foram contadas em 

câmara de Newbauer e submetidas a duas lavagens com PBS pH 7.4 para posterior lise. As 

células de L.major foram lisadas para obtenção de DNA cromossomal segundo Sambrook & 

Russel (2001) ou com tampão Laemini 2X para análises de Western-blot. 

 

1.2 PCR / Clonagem / Subclonagens  

  

1.2.1 Clonagem do LmeIF4A2  

 

O gene LmeIF4A2 foi amplificado a partir de DNA total de L. major usando um conjunto 

de primers que permitiriam que a seqüência amplificada fosse flanqueada pelos sítios Bam 

HI/Xho I (5’primer - CTC GGA TCC ATG GAG ACC GAG CAA GTA G; 3’primer - TG CTC 

GAG AAG CGA AAG GTG GAG AG). Este gene foi clonado nos sítios Bam HI/Xho I do vetor 

plasmidial pGEX4T3 (Amersham) e subclonado nos mesmos sítios no plasmídeo pRSETA 

(Invitrogen). A indução em E.coli  gerou proteínas fusionadas em sua extremidade amino-

terminal a uma cauda de histidinas ou à proteína GST.  

 

1.2.2 Subclonagens LmeIF4G1-3 

 

 Os domínios centrais contendo as repetições HEAT dos 3 candidatos a eIF4G em L. 

major foram clonadas por nosso grupo em trabalhos prévios (LmeIF4G1128-475, LmeIF4G2387-705 

e LmeIF4G326-310) (Dhalia, resultados não publicados). 

Neste trabalho realizou-se subclonagens com estes cDNAs, utilizados em alguns dos 

experimentos. A seqüência LmeIF4G11-475 foi amplificada por PCR a partir de DNA total de 

L.major utilizando primers que permitiriam que a seqüência fosse flanqueada pelos sítios Afl III 
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/Not I (5’ Primer – G AAC ATG TTC ATG GAA ACA CAG ATT TG; 3’Primer - T GGC GGC 

CGC CGA TAA GTA TGT GAG GAC GG) e clonado nos sítios Nco I/Not I no vetor pET21D 

(Novagen). O cDNA LmeIF4G11-1016 foi reconstituído a partir da inserção de fragmento oriundo 

da digestão do LmeIF4G1128-1016 com as enzimas Sal I/ Not I e clonagem deste nos mesmos sítios 

na construção LmeIF4G11-475.  

Outra etapa importante foi a subclonagem dos fragmentos HEAT no vetor de expressão 

pGEX (Amersham). Para o LmeIF4G1128-475, utilizou-se um par de oligonucleotídeos (5’ Primer 

– TGG AAT TCT ATG TCG GTC CGG AAG GAT G; 3’Primer – o mesmo utilizado para a 

obtenção do LmeIF4G11-475 no pET21D) que permitiriam obter, a partir da construção 

LmeIF4G1128-1016/pET21D, o LmeIF4G1128-475  flanqueados pelos sítios Bam HI/Not I. Este 

fragmento foi subclonado nos mesmos sítios no vetor pGEX. De forma semelhante aconteceu 

para o LmeIF4G2387-705. O par de primers utilizados (5’ Primer – GTG GGA TCC GAC GGC 

GGC GGG TTC AGC; 3’Primer – TG CTC GAG CAG CAT GGC ACG CAG GCC ATC) 

permitiu a subclonagem do LmeIF4G2387-705 nos sítios Bam HI/Not I do pGEX4T3. Para o 

LmeIF4G3, a subclonagem foi do cDNA completo como descrito abaixo. 

A seqüência completa do LmeIF4G3 (LmeIF4G31-636) foi amplificada por PCR a partir 

de DNA total de L.major utilizando primers que permitiram que a seqüência fosse flanqueada 

pelos sítios Nco I/Not I (5’ Primer – TGC CAT GGA GTT CAC CGT GGA GCA G; 3’ Primer - 

TCG CGG CCG CAT TAC TTG GGG AAG) e clonado nos mesmos sítios no vetor pET21D; 

um segundo conjunto de primers foi utilizado para inserir os sítios Bam HI/Not I no LmeIF4G31-

636 usando o fragmento de PCR LmeIF4G31-636 obtido para clonagem no pET21D (5’ Primer - 

GTG GGA TCC ATG GAG TTC ACC GTG GAG; 3’ Primer – mesmo utilizado para obtenção 

da construção LmeIF4G31-636 no pET21D) permitindo a clonagem desta seqüência nos mesmos 

sítios do vetor pGEX4T3.  

 

1.3 Transcrição e tradução in vitro  

 

As construções LmeIF4G1 / LmeIF4G3 foram linearizadas com a enzima de restrição 

Not I, e o LmeIF4G2 foi digerido por Xho I para serem transcritas in vitro com a enzima T7 

RNA polimerase (Amersham). A reação de transcrição se processou num volume final de 50 µL 

com: 5µL tampão de transcrição (tris-HCl 400mM, pH 7, MgCl2 150mM), 2µL de solução de 

NTPs a 100 mM, 0,5 µL DTT 1M, 1,5 µL inibidor de RNAse, 2,0 µL T7 RNA polimerase 

5U/µL (Pharmacia), 3 µg de DNA plasmidial linearizado e H2O (destilada, deionizada, estéril e 



Reis, C.R.S. 2004                                                  Caracterização de homólogos aos fatores de iniciação da tradução... 

 87  
 
 

 

tratada com DEPC). Essa reação foi incubada a 37 ºC por 60 minutos. Após esse tempo foi 

adicionado mais 0,5 µL de T7 RNA polimerase e incubado por mais 60 minutos a 37 ºC. Ao 

término da incubação adicionou-se ao sistema 50 µL de tampão TE 10X (Tris 10 mM, EDTA 10 

mM) para parar a reação. Da reação final de transcrição, com o volume final de 100 µL, foi 

analisado 1 µL dos transcritos sintetizados em gel de agarose 1%.  

 Para as transcrições com cap seguiu-se o mesmo protocolo descrito acima com adição de 

5 µL de m7-GTP (cap) 5mM (Amersham) na reação. A solução (contendo NTPs) foi alterada 

para conter GTP na concentração de 10 mM, enquanto os outros NTPs continuaram a 100 mM, 

sem alteração. Após a primeira incubação de 30 minutos a 37 ºC, as moléculas de m7 GTP já 

estavam incorporadas. Em seguida 0,5 µL de GTP 100 mM foi adicionado para compensar a 

concentração menor desse nucleotídeo posta no início. 

Os RNAs sintéticos obtidos foram extraídos em fenol/clorofórmio 1:1, precipitados com 

etanol 100% / NaCl 0,3 M e ressupendidos em 20 µL de H2O. Uma alíquota de 1 µL RNA 

purificado (~1µg/µL) foi traduzido no lisado de reticulócito de coelho, de acordo com o 

fabricante (sistema de tradução - Promega) contendo metionina marcada com 35S 

(2.5µCi/reação). As reações foram submetidas a temperatura 30 oC por 90 minutos. Em seguida, foi 

adicionado tampão de amostra Laemili 2X e os produtos das traduções foram separados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condições desnaturantes e exposto ao filme β-

Max (Amersham) por autoradiografia.  

 

1.4 Expressão e purificação das proteínas recombinantes 

 

Para expressar as proteínas fusionadas a uma seqüência de poli-histidinas ou a proteína 

GST, transformou-se as construções plasmidiais em células Escherichia coli competentes das 

cepas BLR ou BL21. As bactérias transformadas foram crescidas a 37ºC em meio LB líquido na 

presença de ampicilina (100µg/mL) para BL21 ou LB ampicilina (100µg/mL)/ tetraciclina 

(12µg/mL) / cloranfenicol (20µg/mL) para a cepa BLR. O crescimento foi acompanhado pela 

dosagem da cultura, em diferentes intervalos de tempo, no espectrofotômetro. Ao atingirem a 

densidade óptica (DO) de 0,5 foram induzidas a 30ºC com IPTG na concentração final de 

0,1mM por 4 horas. As células foram coletadas por centrifugação (a 10000rpm por 10 minutos a 

4ºC) e ressuspendidas em PBS e lisadas por ultra-sonicação. Ao lisado foi adicionado o 
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detergente Triton-X 1% e centrifugado nas mesmas condições, o sobrenadante resultante foi 

incubado durante 1h com sua resina específica.  

Para purificação das proteínas fusionadas à cauda de histidinas utilizou-se a resina Ni-

NTA Agarose (Qiagen) e para as proteínas fusionadas a GST usou-se a glutationa-Sefarose 4B 

(Amersham). Para ambos os casos, 200µL de resina foram equilibrados em PBS, após três 

lavagens de 10 mL. As resinas foram incubadas com o lisado bacteriano resultante da 

ultrasonicação durante 1h a temperatura de 4ºC sob agitação. As proteínas recombinantes ligadas 

à glutationa-sefarose-4B, foram recuperadas da resina por lavagens desta com 500 µL de 

glutationa reduzida em concentrações de 20 mM e 50 mM por 1 h cada a 4ºC sob agitação. A 

10µl das proteínas purificadas eluídas e da resina foram adicionados 10µL de tampão Laemmli 

2X, fracionado em SDS-PAGE 15% e visualizado após coloração com Comassie blue R-250. Os 

polipeptídeos fusionados a uma cauda N-terminal ou C-terminal de seis histidinas ligados a 

resina Ni-NTA Agarose foram eluídos da resina por lavagens com 500 µL de tampão de lavagem 

(50 mM tampão fosfato de sódio pH 6,0, 300 mM NaCl e 10% glicerol) contendo imidazol na 

concentração de 20 mM e 500 mM. Cada lavagem foi realizada por 10 minutos a 4ºC sob 

agitação. Um volume de 10 µL de cada lavagem foi processado e visualizado, nas mesmas 

condições descritas para a purificação das fusões contendo GST. 

 

1.5 Produção de anticorpos e Western-blot 

As proteínas recombinantes com a cauda de His, LmeIF4G1-3 e LmeIF4A2 foram 

utilizadas para imunizar coelhos brancos adultos New Zealand de acordo com Coligan et al., 

(1995). Assim, as proteínas recombinantes LmeIF4G1-3-His e LmeIF4A2-His foram isoladas 

diretamente de gel preparativo SDS-PAGE 10% e usadas em 4 imunizações diferentes. Em cada 

utilizando aproximadamente 100 µg  e com um intervalo de 15 dias (entre a 1ª  e a 3ª ) e 30 dias 

na última (4ª ). Em cada uma a região do gel de acrilamida contendo a proteína de interesse foi 

excisada, macerada num sistema de válvulas acoplados a seringas de 5mL. Adicionado de 200µL 

de adjuvante completo de Freund (1ª ) ou incompleto (2ª  a 4ª ) (Amersham) e 600 µL de PBS, os 

componentes foram misturados e aplicados pela via subcutânea em coelhos (3 regiões 

diferentes). Após a 3º exposição dos coelhos às proteínas, alíquotas de sangue foram coletadas da 

veia marginal da orelha dos animais. Confirmada a produção de anticorpos por Western-blot 

(descrito adiante), 1 semana após a 4ª  exposição os animais foram sacrificados sob anestesia, 

tendo sido realizada a punção cardíaca para a retirada do maior volume de sangue possível. Em 

etapas subsequentes, os anticorpos foram imunopurificados. Neste procedimento 
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aproximadamente 100 µg das proteínas recombinantes foram separadas em gel SDS-PAGE 15%, 

transferidas para membrana de nitrocelulose Immobilon-P (Millipore) previamente tratada com 

metanol 100% durante 15 segundos e hidratada em água destilada. A membrana foi corada com 

Rouge Ponceau S 0.2% (p/v) (em 1% de ácido tricloroacético), para visualização das proteínas 

na membrana, descorado com água destilada e as bandas contendo as proteínas foram excisadas 

da membrana, picotadas e colocadas em tubos de 1,5 mL. Estes fragmentos de membrana 

contendo as proteínas imobilizadas foram então incubados com os respectivos soros (durante a 

noite a 4oC) e os anticorpos purificados eluídos em pH ácido.   

 Nas reações de Western-blot, a membrana utilizada foi a mesma utilizada na purificação 

de anticorpos. As proteínas de interesse bem, como extratos viáveis de L.major (fase 

promastigota), foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidos para membranas. Estas, 

por sua vez, foram bloqueadas com leite desnatado 5% por 1h e, em seguida, incubadas por mais 

1h em solução de TBS 1X, leite 1% e Tween-20 0,05% e um dos anticorpos específicos 

(imunoadsorvido) na diluição de 1:500. O segundo anticorpo, anti Ig-G conjugado a peroxidase, 

foi utilizado na diluição de 1:3000 e a revelação do Western-blot foi realizado por ECL.  

 

1.6 Ensaio de afinidade ao cap associando eIF4Es a eIF4Gs. 

As construções LmeIF4G1-3 e LmeIF4E1-3, clonadas no vetor pET21D, foram 

linearizadas com a enzima de restrição Not I, para o LmeIF4G2 utilizou-se Xho I. Em seguida 

estes DNAs, extraídos em fenol, foram transcritos e traduzidos in vitro,  conforme já descrito. Os 

RNAs foram combinados dois a dois, isto é, cada homólogo de eIF4G com cada homólogo de 

eIF4E de L.major. Como controle positivo de ligação foram utilizadas as proteínas radioativas 

eIF4E de Xenopus laevis, obtidas a partir da construção do pGEM1 (cedido pela Dra Nancy 

Standart do Departamento de Bioquímica, Universidade de Cambridge – UK) e eIF4GI humano, 

obtido no pBluescript KS (Stratagene); cuja construção foi realizada pela subclonagem, nos 

sítios Xba I/ Hind III, do eIF4GI humano, oriundo da construção pSK-HFC1 (Joshi et al., 1994). 

Cada conjunto de proteínas marcadas com S35 foi incubado com a resina 7-metil-GTP-sefarose 

por 1 hora a 4 ºC. A resina foi lavada com PBS, GTP 100 µM e cap solúvel 50 µM. Alíquotas 

coletadas em todas as fases do ensaio foram analisadas em SDS-PAGE 15% e o gel após 

secagem a vácuo, foi exposto ao filme β-MAX, sendo o resultado visualizado por auto-

radiografia. 
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2. RESULTADOS  

 

2.1 Análise da expressão do homólogo LmeIF4A2 

 

 Análises de bioinformática indicaram a presença de um segundo homólogo ao eIF4A, o 

LmeIF4A2 (de Melo Neto, resultados não publicados). O alinhamento dos genes LmeIF4A1-2 

pode ser visualizado na figura 1. Com o objetivo de esclarecermos se o LmeIF4A2 seria um 

homólogo funcional do eIF4A, tendo um papel importante na tradução, seu gene foi clonado.  

Experimentos anteriores desenvolvidos pelo grupo de Biossíntese Protéica em 

Tripanosomatídeos no departamento de microbiologia do CPqAM mostraram que LmeIF4A1 é 

uma proteína presente em grande quantidade (Rocha et al., resultados não publicados). De posse 

do fator LmeIF4A2, o questionamento inicial era se o perfil de expressão deste seria semelhante 

ou não aos obtidos para o LmeIF4A1. Para solucionar este problema utilizou-se anticorpos 

produzidos para a proteína LmeIF4A2 em ensaios de Western-blot (figura 2a). A partir de 

concentrações determinadas de proteína recombinante (50ng, 25ng, 12,5ng e 6,25ng) e do 

extrato total de L.major contendo 2x107 e 106 células, deduziu-se que o fator LmeIF4A2 parece 

não ser expresso na fase promastigota de L.major (figura 2b).  

Outra indagação era saber se algum dos LmeIF4Gs poderia interagir com o LmeIF4A2 e, 

assim, fornecer indícios de seu possível papel na tradução. Para responder esta questão utilizou-

se a técnica de pull down. Inicialmente tivemos que subclonar os fragmentos LmeIF4G1-3 no 

pGEX, necessários na confecção do ensaio de pull down reverso. O produto da 

expressão/purificação destes genes foi observada em SDS-PAGE 15% (dados não mostrados). 

Ensaios preliminares mostraram que a proteína LmeIF4G326-310 interage com o LmeIF4A1. 

Assim, procurou-se incluir também a obtenção do gene LmeIF4G31-636, correspondente ao gene 

completo. Este gene foi clonado no pET21D e subclonado no pGEX, cuja expressão pode ser 

visualizada na figura 5. Todas as construções acima foram utilizadas pelo doutorando Rafael 

Dhalia nos ensaio de pull down encontrado na figura 3. O LmeIF4A2 não interage com nenhum 

dos LmeIF4G1-3 in vitro. O LmeIF4A1 interage com o fragmento LmeIF4G326-310 conforme já 

mencionado, mas surpreendentemente não interage com a proteína recombinante inteira 

LmeIF4G31-636. 
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2.2 Análise da expressão do homólogo LmeIF4G3 

 

 O domínio heat de 3 dos homólogos do eIF4G de  L.major (LmeIF4G1128-475, 

LmeIF4G2387-705 e LmeIF4G326-310), clonados previamente, foram expressos e as proteínas 

purificadas utilizadas na imunização de coelhos. Os anticorpos obtidos foram testados quanto a 

sua capacidade de reconhecer especificamente suas respectivas proteínas (figura 4). A próxima 

etapa seria avaliar o perfil de expressão de cada uma delas em L.major. Foram obtidos dados, até 

o momento, para o LmeIF4G3, entretanto ainda não fomos capazes de observar a expressão dos 

homólogos LmeIF4G1-2. Anticorpos anti-LmeIF4G3 foram imunoadsorvidos com a proteína 

recombinante LmeIF4G31-636GST  e utilizados em reações de Western-blot. A proteína 

recombinante utilizada no ensaio também foi o LmeIF4G31-636GST (figura 5a). Experimentos 

preliminares de Western-blot mostraram que o LmeIF4G3 é expresso em L.major e que o 

tamanho da proteína corresponde a proteína recombinante LmeIF4G31-636. Para quantificá-la 

foram utilizados concentrações da proteína LmeIF4G31-636GST recombinante e de extrato de 

L.major. Comparando as curvas de proteína recombinante e extrato total concluímos que o 

LmeIF4G3 é expresso na forma promastigota de L.major na concentração de 1 nanograma de 

proteína em 106 células (figura 5b) 

  

2.3 Análise da interação ao cap de homológos eIF4Es / eIF4Gs 

  

 Como mostrado nos ensaios de pull down o LmeIF4A1 interage com o LmeIF4G3 in 

vitro. Outra dúvida levantada era se homólogos LmeIF4Es poderiam interagir com homólogos 

LmeIF4Gs. Para responder esta pergunta realizou-se um ensaio de afinidade dos diferentes 

LmeIF4Es pelo cap na presença dos diferentes LmeIF4Gs. Optou-se por este experimento por 

dois motivos: 1) é descrito na literatura que o eIF4E interage com a porção amino-terminal do 

eIF4G (Mader et al., 1995); 2) o eIF4E de mamíferos interage com maior afinidade pelo cap na 

presença de eIF4G (Haghighat et al., 1996).  

Para o ensaio de afinidade, inicialmente foi reconstituída a porção N-terminal do 

LmeIF4G1. Em trabalhos prévios, a região clonada do LmeIF4G1 correspondia ao domínio 

central e a região carboxi-terminal da proteína. Para este ensaio seria importante obter a parte 

codificante para a porção N-terminal no LmeIF4G1, uma vez que esta região poderia abrigar um 

potencial domínio para interação de algum dos homólogos LmeIF4Es. O fragmento foi 

inicialmente clonado no vetor pET21D. Em seguida utilizando-se sítios para enzimas de restrição 

presentes em comum no LmeIF4G11-475 e LmeIF4G1128-1016 reconstituímos o LmeIF4G11-1016.  
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De posse dos cDNAs LmeIF4G1-3 / LmeIF4E1-3 aptos ao ensaio de afinidade, foi 

realizada a transcrição e tradução in vitro. Nessa etapa também fizemos a expressão in vitro do 

eIF4G humano e eIF4E de Xenopus, proteínas que seriam utilizadas como controle do ensaio. 

Confirmados a produção das proteínas (figura 6), iniciamos o ensaio de afinidade. RNAs 

sintéticos de cada um dos LmeIF4G1-3 foram combinados a cada um dos LmeIF4E1-3. Em 

seguida foram incubados com a resina como já descrito em materiais e métodos. A 

autoradiografia resultante mostrou que não ocorria aumento de afinidade do LmeIF4E1 (figura 

7a), LmeIF4E2 (figura 7b) e LmeIF4E3 (figura 7c) pelo cap na presença de quaisquer LmeIF4G. 

O ensaio foi validado pelo controle positivo, o cap solúvel foi capaz de remover especificamente 

o eIF4E de Xenopus que estava associado ao eIF4G humano (figura 7d). Como esperado o 

LmeIF4E2 reconheceu o cap de mamífero (figura 7d) (Dhalia et al., 2001). O LmeIF4G3 ligou 

inespecificamente ao LmeIF4E3. 
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Figura 1. Modelo da iniciação da tradução cap dependente. O fator eIF4G se liga ao fator eIF4E que se associa 
ao cap do mRNA e a PABP promovendo a circularização do mRNA. O recrutamento dos fatores eIF4A e eIF4B 
prepara o mRNA para ligação do ribossomo por remoção de estruturas secundárias num processo dependente de 
ATP(1). O ribossomo 80S é dissociado nas subunidades ribossomais 40S e 60S. A subunidade 40S liga ao complexo 
protéico contendo eIF1, eIF3, eIF5 e ao complexo ternário eIF2-GTP-Met-tRNAi (TC) (2). O complexo resultante 
de pré-iniciação então se associa com o mRNA através da interação do eIF3 com o eIF4G no cap do mRNA(3). O 
complexo de iniciação da tradução se movimenta no sentido 5’-3’ no mRNA (scanning) e reconhece o códon através 
do pareamento  correto AUG-Met-tRNAi (4). Os fatores eIF5 e eIF5B desencadeiam a hidrólise de GTP, e  a 
liberação de eIF2-GDP que promove a liberação dos demais fatores e ligação da subunidades 60S e 40S para formar  
o ribossomo 80S competente para elongação polipeptídica (5). Regeneração do eIF2-GTP em reação catalisada por 
eIF2b (6). 
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] 
 
] 
] 
] 
] 
] 
] 
] 
 
                                                                                            *********                   *** ***** 
LmeIF4A1    1                              MAQ NDKIAPQDQD SFLDDQPGVR PIPSFDDMPL HQNLLRGIYS YGFEKPSSIQ QRAIAPFTRG G-DIIAQAQS GTGKTGAFSI   
LmeIF4A2    1                                        METE QVDNIQANVL AIPTFEAMGL KEDLLKGMYS FGYKQPTAIQ KRFIMPFLKG R-DVIAQASS GTGKTSAFCV   
 
                                  * *******                                                  *****                   ****** 
LmeIF4A1   83 GLLQRLDFRH NLIQGLVLSP TRELALQTAE VISRIGEFLS NSSKFCETFV GGTRVQDDLR KLQAG-VIVA VGTPGRVSDV IKRGALRTES LRVLVLDEAD EMLSQGFADQ   
LmeIF4A2   74 CLLQACDPHT RETQALILSP TRELAVQTQD LCNNIGHHMG LT---AYACI GGKSTEEDIR RLESG-VHIV SGTPGRVFDM IRRKSLRVNG LKTLVLDEAD EMLGKGFKAQ   
                                ***                                                                   ****** 
LmeIF4A1  192 IYEIFRFLPK DIQVALFSAT MPEEVLELTK KFMRDPVRIL VKRESLTLEG IKQFFIAVE- EEHKLDTLMD LYETVSIAQS VIFANTRRKV DWIAEKLNQS NHTVSSMHAE   
LmeIF4A2  180 IHDIYRMVPP -LQIILVSAT LPADVLEMTE KFMTEPTSIL VKRDEITVDS VKQYFVSVDE EKNKFDVLME LYDSLTIAHA VVFCNTRKKV EQLAKKMTRE KFAVSAMHGD   
 
                                    ********** **                    ********** ** 
LmeIF4A1  301 MPKSDRERVM NTFRSGSSRV LVTTDLVARG IDVHHVNIVI NFDLPTNKEN YLHRIGRGGR YGRKGVAINF VTEKDVELLH EIEAHYHTQI DELPVDFAAY LGE        403  
LmeIF4A2  289 MPQAERDEIM RQFRNGHSRV LITTDLWARG IDVERVSLVL SYDLPLAREQ YIHRIGRTGR MGRTGLAITF VRHDELRLLR DIEQFYATQI EELPANIGEQ MM         390  
 
 
Figura 2. Alinhamento no programa Clustal W das seqüências dos homólogos eIF4A de Leishmania major (LmeIF4A1-2). Amioácidos idênticos estão marcados em preto. 
Amioácidos similares são mostrados em cinza. Quando necessário foram inseridos espaços representados por traços para permitirem um melhor alinhamento. * indicam os nove 
motives típicos  da família de RNA helicases DEAD box (Tanner & Linder 2001; Linder 2003). 
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Figura 3. Análise da especificidade do Anti-LmeIF4A2 (A) e de expressão do LmeIF4A2 (B). (A) As 
proteínas eIF4A I humano (fusionada a His), LmeIF4A1 e LmeIF4A2 (fusionadas His ou GST) foram 
fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidos para membrana de nitrocelulose. Em seguida, 
utilizando-se o anticorpo anti-LmeIF4A2 testou-se a capacidade de reconhecer especificamente LmeIF4A2. 
As proteínas recombinantes LmeIF4A1-HisNT e possuem um epítopo em comum. O anti-LmeIF4A2 foi 
produzido utilizando-se a proteína LmeIF4A2-HisNT. Em outro experimento (B), uma curva da proteína 
LmeIF4A2-GST purificada (50ng; 25ng; 12.5ng; 6,25ng) e extratos de L.major (contendo 2x107; 106 

células) foram analisados pela mesma técnica. Para o Western-blot utilizou-se o soro anti-LmeIF4A2 
imunoadsorvido na concentração 1:500, e em seguida anti-IgG conjugado a peroxidase, 1:3000. O ensaio 
de Western-blot e a detecção por ECL foram realizados como descritos na metodologia 
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Figura 4. Ensaio de interação in vitro LmeIF4A1 / LmeIF4G3. (A) Ensaio de Pull-down usando LmeIF4A1-
2 e eIF4A humano recombinantes fusionadas a cauda de Histidinas imobilizadas na resina Ni-NTA agarose e 
incubadas com eIF4G humano ou LmeIF4G326-310 marcados com 35S. Proteínas ligadas foram eluídas com 
tampão de amostra Laeminni 2X, fracionados em gel SDS-PAGE 15 % (para LmeIF4G326-310) ou 10% (para 
eIF4G humano) e corado com comassie-blue R-250 (para visualizar as proteínas recombinantes). SDS-PAGE 
15% mostrando extrato total da tradução (Whole extract) e proteínas recombinantes fusionadas a histidinas 
(figura a esquerda). Autoradiografia mostrando ligação específica (setas) entre LmEIF4A1-HIS/ LmEIF4G326-

310  radioativo e eIF4A-HIS humano / LmEIF4G326-310 radioativo (figura central). Controle positivo da 
autoradiografia de um Gel SDS-PAGE 10% mostrando ligação específica entre o eIF4A humano e o eIF4G 
humano marcado com 35S (figura a direita). Como controle negativo foi utilizado a proteína cdc2 de murino 
fusionada a GST. (B) Ensaio reverso de Pull-down usando LmEIF4G31-343/ LmEIF4G31-636 fusionadas a GST e  
LmEIF4A1/ Human eIF4A marcados com 35S. SDS-PAGE 15% mostrando extrato total da tradução (Whole 
extract) e proteínas recombinantes fusionadas a GST (figura a esquerda). Autoradiografia mostrando ligação 
específica (setas) entre LmEIF4G31-343-GST e LmEIF4A1marcado com 35S (figura central) e LmEIF4G31-343-
GST e eIF4A humano marcado com 35S (figura a direita). 
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Figura 5. Produção de anticorpos anti-LmeIF4G1-3.  As proteínas recombinantes LmeIF4G1128-475 e LmeIF4G21-

705  (com cauda de His) e LmeIFG31-636  (fusionada a GST) foram utilizadas em ensaios de Western-blot para 
confirmar a produção de anticorpos. Para os soros anti-LmeIF4G1 e anti-LmeIF4G3 utilizou-se a diluição de 
1:7500, para o soro anti-LmeIF4G2 1:1000. A reação ECL foi intensa devido a grande quantidade de proteína usada 
(~1µg), assim elas ficaram brancas. As setas ilustram o reconhecimento das proteínas LmeIF4G1-3 através de seus 
anticorpos específicos (Anti LmeIF4G1-3). A presença de múltiplas bandas no LmeIF4G11-1016His e LmeIF4G31-

636GST se deve ao fato destas proteínas possivelmente terem sofrido degradação.  
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Figura 6. Expressão das construções LmeIF4G1 -3 em E.coli e análise da expressão da proteína LmeIF4G3 em 
Leishmania major. Os genes LmeIF4G1-3 foram clonados e as respectivas proteínas foram expressas em E.coli 
fusionadas a GST ou uma cauda histidinas na região carboxi-terminal. As proteínas contendo histidinas foram 
utilizadas para imunizar coelhos para a produção de anticorpos específicos. As proteínas recombinantes ou extrato 
total do parasita foram analisados por Western-blot como descrito na figura 2. Nós não fomos capazes de observar a 
expressão dos homólogos LmeIF4G1-2, mas o terceiro homólogo é mostrado nesta figura. (A) SDS-PAGE (15%) 
corado com Coomassie blue mostrando as proteínas LmeIF4G1-3 fusionadas a GST em extrato total de E.coli 
(BL21 ou BLR) ou purificadas em resina GST, marcador de peso molecular indica o tamanho das proteínas (B) 
Western-blots comparando diferentes concentrações da proteína recombinante LmeIF4G3-GST com extrato total de 
proteínas obtidos de promastigotas de L. major (diferentes quantidades de célula).  
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Figura 7. Expressão in vitro de diferentes construções do LmeIF4G e do LmeIF4E. cDNAs para os homólogos 
do LmeIF4G1-3 e LmeIF4E1-3, no pET21D, foram linearizados com enzimas de restrição posicionados após o fim 
da matriz de leitura e transcritos in vitro na presença de cap. Após constatação da integridade destes RNAs, o 
mesmo foi purificado e submetido a tradução em RRL suplementado com metionina radioativa. As respectivas 
traduções foram separadas em gel SDS-PAGE 15%, coradas com Comassie blue, o gel foi seco e exposto a filme β-
Max (Amersham). Traduzimos também o eIF4G humano e o eIF4E de Xenopus. 
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Figura 8. Análise da interação LmeIF4E/LmeIF4G ao cap. Para este experimento traduzimos in vitro  RNAs 
sintéticos dos LmeIF4E1-3 combinados a RNAs dos LmeIF4G1-3 em RRL suplementado com 35S. Como controle 
positivo fizemos a co-tradução dos RNAs eIF4G humano e eIF4E X. laevis . Após a tradução, cada conjunto foi 
incubado com a resina cap sefarose (AMERSHAM) por 1 hora no gelo, sendo levemente agitada a cada 10 minutos. 
Ao termino da incubação e após pulso de centrifugação, foi obtido o sobrenadante da ligação, aqui referido como 
não ligado. Em seguida a resina foi lavada com PBS 1x, GTP e cap solúvel. Em cada etapa, foram coletados 
amostras que permitiram obter as figuras acima. As amostras foram diluídas em LE2x para ficarem em quantidades 
semelhantes e autoradiografia foi obtida com descrito. Em A um ensaio de afinidade LmeIF4E1 pelo cap eucariótico 
na presença das diferentes proteínas LmeIF4G1-3. Em  B e  C de maneira análoga, enfocando respectivamente a 
proteína LmeIF4E2 e LmeIF4E3. Em D pode ser visualizado o ensaio de afinidade do eIF4E de X. laevis na 
presença do eIF4GI humano 
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3. DISCUSSÃO 

 

 Dados da literatura mostram que apenas um único fator de iniciação é descrito em L. 

major, o fator LmeIF4A1 (Skeiky et al., 1998). O segundo homólogo do eIF4A encontrado neste 

parasito (LmeIF4A2) aparentemente não é expresso na fase promastigota de L.major. Ensaios de 

Western-blot utilizando o Anti-LmeIF4A2 não foram capazes de detectar a referida proteína no 

extrato total mesmo em uma alta quantidade de células (2x107!). O fator LmeIF4A2 pode ser 

expresso em pequenas somas ou ser expresso na outra fase evolutiva do parasita (amastigota). 

Esta questão poderá ser respondida analisando o perfil de expressão desta proteína na outra fase 

do ciclo de vida do protozoário considerado. O fator LmeIF4A2 também não é capaz de interagir 

in vitro com o LmeIF4G326-310, Com o homólogo LmeIF4A1 foi observado o contrário: 1º) Este 

fator é expresso em alta quantidade, constituindo por certo uma das proteínas de maior expressão 

na forma promastigota de L.major (ver manuscrito em anexo). Este resultado é condizente com o 

que é descrito para eIF4A de outros organismos (von der Haar & McCarthy, 2002). 2º) O 

LmeIF4A1 também é capaz de interagir com um dos homólogos do LmeIF4G, LmeIF4G326-310. 

Esse resultado sugere que o fator LmeIF4A1 seja importante na tradução destes protozoários. 

Assim deduzimos que o LmeIF4A1 é certamente uma proteína envolvida na tradução e que o 

LmeIF4A2 não parece estar relacionado a este fenômeno. 

 A proteína LmeIF4G3 é expresso na forma promastigota de L.major. Em ensaios de 

Western-blot, utilizando-se soro anti-LmeIFG3, identificou-se que o respectivo gene se expressa, 

no parasita, em uma proteína idêntica em tamanho ao LmeIF4G31-636. Comparando diferentes 

concentrações da recombinante LmeIF4G3-GST com diferentes quantidades de células 

promastigotas de L. major estimamos a concentração total LmeIF4G3 em 1 nanograma/ 106 

células. Ainda não fomos capazes de analisar a expressão dos homólogos LmeIF4G1-2, mais 

experimentos nestes sentido estão em andamento. 

 A afinidade dos homólogos LmeIF4Es por cap não é incrementada na presença dos 

homólogos LmeIF4Gs. Em outros sistemas eIF4E tem sua afinidade por cap aumentada quando 

o eIF4G ou eIF4F estão presentes (Haghighat & Sonenberg, 1997). Previamente, sabíamos que o 

LmeIF4E2 interage com o cap de mamíferos (ver manuscrito). Então fizemos um ensaio de 

afinidade pelo cap eucariótico combinando cada um LmeIF4Es com cada um dos LmeIF4Gs. 

Nenhum dos fatores LmeIF4Gs foi capaz de aumentar a afinidade de qualquer um dos LmeIF4Es 

na presença de cap. Ensaios de pull down podem ser outra estratégia utilizada para evidenciar se 

alguns deles são capazes de associarem-se entre si.  
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 Uma possível justificativa para não lograrmos êxito no ensaio poderia ser porque não é 

encontrado nas proteínas LmeIF4Gs o consenso típico de ligação para o eIF4E descrito em 

vários organismos YXXXXLΦ (Mader et al., 1995) e a região amino-terminal parece ser muito 

curta para comportar dois domínios de interação (eIF4E e PABP). Assim, parece que os 

LmeIF4Gs possuem um consenso diferente do habitual e ou arquitetura diferente de alguns de 

seus domínios, com regiões de interação para fatores como os LmeIF4Es situados em outra 

posição na proteína. 

 No processo de caracterização dos fatores LmeIF4G1-3 ainda serão necessários: 1) a 

conclusão do perfil de expressão dos homólogos LmeIF4G1 e LmeIF4G2 através de Western-

blot, inclusive confirmando o tamanho das proteínas expressas no parasita; 2) realizar 

experimentos tais como pull down, imunoprecipitação, transfecção avaliando possível(is) 

interação(es) destes fatores a homólogos da PABP e eIF4E de L major in vitro e in vivo. A 

análise funcional destes fatores será algo que fornecerá dados relevantes para a compreensão do 

mecanismo de tradução em tripanosomatídeos, certamente o ponto chave de regulação da 

expressão gênica nestes protozoários. 

 

 

 

 


