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RESUMO

elF5A é um fator de elongacdo da traducdo conservado em arqueias e eucariotos,
que interage com a subunidade maior do ribossomo 80S. E a Unica proteina que
possui 0 aminoacido hipusina, formado pdés-traducionalmente, essencial para sua
funcdo. elF5A auxilia na traducéo de proteinas que contém motifs ricos em prolina,
pois sequéncia repetida deste aminoacido pode causar parada do ribossomo em
traducdo devido a rigidez estrutural que forma. Na auséncia de elF5A funcional
ocorre parada do ciclo celular em G1, na transicdo de G1 para S, tanto em
Saccharomyces cerevisiae quanto em mamiferos, sugerindo papel essencial desta
na traducdo de proteinas importantes para a progressdo do ciclo celular. Neste
trabalho foi proposta a identificacéo das proteinas relevantes para a fase G1 que se
encontram diferencialmente presentes durante desativacdo de elF5A em S.
cerevisiae. Foram utilizados dados de larga escala de perfil protedmico diferencial
entre linhagens selvagens e mutantes de elF5A, previamente obtido por nosso
grupo, como ponto de partida para identificacdo das proteinas relevantes. A
confirmacdo de niveis diferenciais destas proteinas foi realizada utilizando
metodologia de Western blot apds inducdo da desativacdo de elF5A, utilizando o
mutante sensivel a temperatura hyp2-3. A desativagao foi feita através do cultivo da
linhagem mutante em temperatura semi-permissiva, que induz perda da funcéo de
elF5A, porém mantendo viabilidade celular. Foi observado que a proteina Cka2 esta
diminuida durante a desativacdo de elF5A, ela faz parte do complexo quinase CK2
que atua fosforilando proteinas envolvidas em diversos processos celulares, bem
como o proéprio ciclo celular. Também foi observado que Sicl, uma inibidora de
ciclinas dependentes de quinase (CDK), que regula tipicamente a transicdo G1/S e
através de vias que respondem a estresses, esta diminuida durante desativacao de
elF5A. Para também compreenséo do impacto da inibicdo de elF5A em mamifero, a
linhagem de células de camundongo RAW 264.7 foi tratada com o inibidor da
hipusinacdo GC7. Foi realizado ensaio de qRT-PCR em tempo real onde observou-
se diminuicdo da expressao dos genes CCND1 (Ciclina D1), CDK4, CDK6 e E2F1,
que estdo diretamente relacionadas com a progressao da fase G1 do ciclo celular
nos mamiferos, além de aumento da expressédo dos genes CCND2 (Ciclina D2) e
CDKN1A (p21), sendo p21 uma inibidora de CDK que atua inibindo a progresséo de
G1 para S. Em conclusao, a diminuigdo de Sicl poderia indicar que as vias que a
regulam se encontram normais, assim, a diminuicdo de Cka2, e por consequéncia
da atividade do complexo CK2, poderia estar causando a parada em G1 na
levedura, enquanto nos mamiferos este fenétipo pode ocorrer devido a diminuicao
da expressdo de genes responsaveis pela progressdo de G1 e pelo aumento da
expressédo da inibidora p21.

Palavras-chave: elF5A. Ciclo celular. Sicl. GC7.



ABSTRACT

elF5A is a translation elongation factor conserved in archaea and eukaryotes, that
interacts with the major subunit of the 80S ribosome. It is the only protein to contain
the amino acid hypusine, formed post-translationally, essential to its function. elF5A
helps the translation of proteins that contain proline enriched motifs, as repeated
sequence of this amino acid can cause ribosome stall during translation due to the
rigid structure that it forms. In the absence of functional elF5A occurs cell cycle arrest
in G1, on the transition of G1 to S, both in Saccharomyces cerevisiae and mammals,
suggesting an essential role of it on the translation of important proteins to the
progression of the cell cycle. In this work, it was proposed the identification of
relevant proteins to the G1 phase that are present differentially during deactivation of
elF5A in S. cerevisiae. It was used data of high-throughput differential proteomic
profile between wild type strains and elF5A mutant strains, previously obtained by
our group, as a starting point to the identification of the relevant proteins. The
confirmation of the differential levels of these proteins was made using Western blot
methodology after induction of elF5A deactivation, using the temperature-sensitive
mutant hyp2-3. The deactivation was performed through cultivation of the mutant
strain in semipermissive temperature, that induces loss of function of elF5A but
maintain cell viability. It was observed that the protein Cka2 is decreased during
elF5A deactivation, this protein is part of the kinase complex CK2 that acts
phosphorylating proteins involved in multiples cellular processes, as well as the cell
cycle. It was also observed that Sicl, an inhibitor of cyclin-dependent kinase (CDK),
which typically regulates the G1/S transition and by pathways that respond to
stresses, is decreased during elF5A deactivation. Also, to the comprehension of the
impact of elF5A inhibition in mammals, the mouse cell strain RAW 264.7 was treated
with the hypusination inhibitor GC7. It was performed real-time gRT-PCR assay
where it was observed decrease in the expression of the genes CCND1 (Cyclin D1),
CDK4, CDK®6 and E2F1, that are directly related to the progression of the G1 phase
of mammal cell cycle, also increase in the expression of the genes CCND2 (Cyclin
D2) and CDKNI1A (p21), being p21 a CDK inhibitor that acts inhibiting the
progression of G1 to S. In conclusion, the decrease of Sicl could indicate that the
pathways that regulate it are found normal, thus, the decrease of Cka2, and
consequently the decrease of the activity of the CK2 complex, could be causing the
G1 arrest in yeast, whereas in mammals the phenotype can occur because of
decrease of the expression of genes responsible for the progression of G1 and the
increase in the expression of the inhibitor p21.

Keywords: elF5A. Cell cycle. Sicl. GC7.
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1. INTRODUCAO

A proteina elF5A é um fator de elongacédo da traducao de proteinas encontrada
muito conservada em arqueias e eucariotos (WOLFF; KANG; KIM; PARK, 2007),
possuindo também homologo em bactérias, chamado EF-P (ROSSI; KUROSHU;
ZANELLI; VALENTINI, 2014). elF5A foi primeiramente descoberta na década de 70
e classificada como um fator de iniciagdo da traducdo (BENNE; BROWN-LUEDI;
HERSHEY, 1978; KEMPER; BERRY; MERRICK, 1976). Porém, posteriormente, foi
demonstrado tratar-se de um fator de elongacdo da traducédo (GREGIO; CANO;
AVACA; VALENTINI et al., 2009; SAINI; EYLER; GREEN; DEVER, 2009).

O processo de traducédo das proteinas acontece no ribossomo, ocorrendo em
quatro etapas; iniciagao, elongacéao, terminacgéo e reciclagem (SCHULLER; GREEN,
2018). O ribossomo eucariético € composto de duas subunidades que juntas formam
o ribossomo 80S, e também trés regides chamadas de sitios A, P e E (SCHULLER,;
GREEN, 2018).

Na iniciacao, os fatores de iniciacdo auxiliam o ribossomo que esta montado na
fita de mRNA a encaixar no cédon de inicio AUG um tRNA-metionil iniciador,
diretamente no sitio P, carregando o primeiro aminoacido da cadeia polipeptidica
nascente (SCHULLER; GREEN, 2018). Em seguida, na elongacao, o ribossomo se
move pela fita de mRNA lendo as trincas de nucleotideos e encaixando os tRNAs
correspondentes, promovendo a ligagdo peptidica entre o aminoacido que esta
sendo carregado pelo tRNA que entra no sitio A e o aminoacido da cadeia
polipeptidica nascente, que esta ligada a um tRNA no sitio P, sendo auxiliado nesta
etapa por fatores de elongacdo (SCHULLER; GREEN, 2018). Por fim, quando o
ribossomo encontra o codon de parada do mRNA, um conjunto de fatores auxilia a
liberar a cadeia polipeptidica (término da traducéo) e, entdo, as subunidades do
ribossomo sdo desmontadas do mRNA (reciclagem) para que possam recomecar a
traducao de outra fita (SCHULLER; GREEN, 2018) (Figura 1).
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Figura 1. Etapas da traducdo. O ribossomo montado na fita de mRNA inicia a tradu¢do quando um

tRNA-metionil iniciador é encaixado no cddon de inicio (start) AUG do mRNA. A elongacéo da
cadeia polipeptidica ocorre quando o ribossomo se move pela fita de mRNA lendo as trincas
de nucleotideos e encaixando os tRNAs correspondentes, promovendo a ligacdo peptidica
entre 0 aminoacido que esta sendo carregado pelo tRNA que entra no sitio A e 0 aminoacido
da cadeia polipeptidica nascente ligada a um tRNA no sitio P. Na terminacéo, o ribossomo
encontra o codon de parada (stop) e a cadeia polipeptidica é liberada, havendo
desassociacdo das subunidades do ribossomo que poderao iniciar a traducédo de nova fita de
mMRNA (reciclagem).

AI C
2 O, 60S
Aminoacido \; .;’)\R

Ribossomo 80S f ] ?
B I\ \‘: | slﬂ & 408
mRNA| - L A

M7Gppp ———— s al———del’ bbb —rr—— e - AAAAAAAAA

Fase:

Iniciagdo Elongacéo Terminagéo Reciclagem

Fonte: SCHULLER; GREEN, 2018 (Adaptada)

Durante a traducdo, elF5A se liga a uma regidao da subunidade maior do
ribossomo 80S, entre os sitios P e E, com alguma sobreposicdo ao sitio E
(GUTIERREZ; SHIN; WOOLSTENHULME; KIM et al., 2013) (Figura 2). Ela atua
durante a elongacdo auxiliando na traducdo de sequéncias ricas em prolina, que,
quando ocorre consecutiva e repetidamente no polipeptideo, pode causar parada do
ribossomo em traduc&o devido a rigidez estrutural da prolina (GUTIERREZ; SHIN;
WOOLSTENHULME; KIM et al., 2013).

Outras sequéncias de trés aminoacidos além de poliprolina (PPP) também
causam esta parada na auséncia de elF5A, como, por exemplo, DVG, DDG, GGT e
RDK (SCHULLER; WU; DEVER; BUSKIRK et al., 2017). E, além disso, ocorre um
defeito global na terminacdo da traducdo em células com elF5A depletada
(SCHULLER; WU; DEVER; BUSKIRK et al., 2017). Desta forma, elF5A parece agir
estimulando a atividade de peptidil transferase do ribossomo durante a formacéao de
ligagdo peptidica, para algumas sequéncias de aminoacidos e para a hidrélise do
polipeptideo no ribossomo ao final da traducdo (SCHULLER; WU; DEVER;
BUSKIRK et al., 2017).

elF5A é a Unica proteina que contém o aminoacido hipusina (COOPER; PARK;
FOLK; SAFER et al., 1983), que é essencial para a sua atividade (PARK; WOLFF;
SMIT-MCBRIDE; HERSHEY et al.,, 1991). A hipusina € resultante da modificacdo
pos-traducional da lisina 50 em humano, ou 51 na levedura Saccharomyces

cerevisiae, pela enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS em humano e Dysl na
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levedura) e, em seguida, pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH em
humano e Lial na levedura), levando elF5A a sua maturagcdo (PARK; NISHIMURA;
ZANELLI; VALENTINI, 2010) (Figura 3).

Figura 2. Interacdo de elF5A com ribossomo durante traducdo de motifs de poliprolina.
elF5A interagindo com o ribossomo entre os sitios P e E, com alguma sobreposicéo
ao sitio E, auxiliando durante a elongacao da tradugdo no alivio da parada causada
por sequéncias ricas em prolina.

Hipusina

+elF5A

Fonte: GUTIERREZ; SHIN; WOOLSTENHULME; KIM et al., 2013 (Adaptada)

Figura 3. Via de hipusinacdo de elF5A. Precursor de elF5A n&o hipusinado recebe o grupo
aminobutil da espermidina pela enzima DHPS que é posteriormente hidroxilado pela
enzima DOHH, gerando elF5A hipusinada.

Espermidina NH;
NH;

+ NH
— —_—
Desoxi-hipusina Dez;:’);i;f)\(ii%;s;na
" (DHPS) (DOHH)
Precusor de
nao lfi:;::sﬁnado desoxi-hipusinada elF5A hipusinada

Fonte: DE ALMEIDA JR; TOLEDO; ROSSI; ROSSETTO et al., 2014 (Adaptada)
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A proteina elF5A da levedura e a de humano, a qual pode ser chamada de
elF5A-1, sado codificadas pelos genes HYP2 (ou TIF51A) e EIF5AL,
respectivamente, e compartilham cerca de 63% de identidade. Ou seja, 63% dos
aminoacidos da sua sequéncia primaria sao iguais (SCHNIER; SCHWELBERGER,;
SMIT-MCBRIDE; KANG et al.,, 1991), e a regido onde ocorre a formacdo da
hipusina, a alca de hipusinagcdo, € extremamente conservada entre as proteinas
(SCHNIER; SCHWELBERGER; SMIT-MCBRIDE; KANG et al., 1991) (Figura 4).

Assim, elF5A de levedura é capaz de complementar a funcdo da de humano
em ensaio in vitro (SCHNIER; SCHWELBERGER; SMIT-MCBRIDE; KANG et al.,
1991), da mesma forma, elF5A de humano é capaz de complementar in vivo a de
levedura (SCHWELBERGER; KANG; HERSHEY, 1993). A proteina de Drosophila
melanogaster também é capaz de complementar in vivo a funcdo da de levedura
(MUNOZ-SORIANO; DOMINGO-MUELAS; LI; GAMERO et al., 2017).

Figura 4. Alinhamento das proteinas elF5A de humano e de levedura. Alinhamento de elF5A-1 de

Homo sapiens (linha superior) com elF5A de Saccharomyces cerevisiae (linha inferior), onde a
alca de hipusinacéo extremamente conservada esta destacada no quadro vermelho. Asterisco
indica residuo de amino&cido conservado. As sequéncias foram obtidas a partir dos depdsitos
no banco de dados online Protein do NCBI (NCBI, 2018) e o alinhamento realizado no software
online Clustal Omega (SIEVERS; WILM; DINEEN; GIBSON et al., 2011).

Hs -MADDLDFETGDAGASATFPMQCSALRKNGFVVLKGRPCKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLV
Sc MSDEEHTFETADAGSSATYPMOQCSALRKNGFVVIKSRPCKIVDMSTSKTGKHGHAKVHLV
***.***:***:**************:*‘******:* *kkkkkkhkkkkkkkkkx
Hs GIDIFTGKKYEDICPSTHNMDVPNIKRNDFQLIGIQDGYLSLLODSGEVREDLRLPEGDL
Sc AIDIFTGKKLEDLSPSTHNMEVPVVKRNEYQLLDIDDGFLSLMNMDGDTKDDVKAPEGEL
JEI K Ik Ik Kk hke Khkhkkkhokhkk shkkhkgeokhkg Fekkokhkooo eXes ke *kk ok
Hs GKEIEQKYDCGEEILITVLSAMTEEAAVAIKAMAK-- 154
Sc GDSLOQTAFDEGKDLMVTIISAMGEEAAISFKEAARTD 157
* .00 ek kgeseee keekhkk hkkko ok * e

Fonte: Autoria propria

No contexto celular, a funcdo de elF5A esta relacionada a proliferacao,
crescimento e desenvolvimento das células. Sua deplecdo causa inibicdo do
crescimento de S. cerevisiae (KANG; HERSHEY, 1994), ocorrendo aprisionamento
na fase G1 da interfase do ciclo celular (CHATTERJEE; GROSS; KINZY; CHEN,
2006). O blogueio da hipusinagdo em células de mamiferos leva a efeitos
semelhantes, como antiproliferacdo, quando utilizados inibidores de DHPS (PARK;
WOLFF; LEE; FOLK, 1994), e aprisionamento do ciclo celular na interface G1/S,
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quando utilizados inibidores de DOHH (HANAUSKE-ABEL; PARK; HANAUSKE;
POPOWICZ et al., 1994). Da mesma forma, deplecdo direta de elF5A também
causa parada do crescimento (MANDAL; MANDAL; PARK, 2016).

Estudo em camundongo demonstra ndo ser possivel gerar linhagem contendo
elF5A nocauteada de forma homozigotica (genétipo EIF5A1-/-), uma vez que a prole
se torna inviavel ainda em estgio inicial da embriogénese (NISHIMURA; LEE;
PARK; PARK, 2012). Em Caenorhabditis elegans o nocaute de um dos homélogos
de elF5A causa parada da proliferacdo das células germinativas, e o nocaute do
outro homologo resulta em defeitos no crescimento e organizagdo de células
somaticas (HANAZAWA; KAWASAKI; KUNITOMO; GENGYO-ANDO et al., 2004).
Defeitos de crescimento e de desenvolvimento larval ocorrem da mesma forma em
D. melanogaster contendo nocaute do homélogo de DOHH ou de elF5A (PATEL;
COSTA-MATTIOLI; SCHULZE; BELLEN, 2009). Estes estudos demonstram, assim,
que a funcéo de elF5A no ciclo e desenvolvimento celular € essencial em todos os
modelos estudados até o momento.

O ciclo celular é o processo em que as células eucaribticas se multiplicam,
através da cépia de seu material genético e da transmissdo destes para células
novas, clones de si mesmas, sendo dividido em interfase, mitose e citocinese
(ALBERTS et al., 2010) (Figura 5). Durante a interfase o material genético é
replicado enquanto a célula aumenta sua massa proteica, progredindo para a
mitose, em que ocorre a divisdo deste material genético gerando dois nucleos. Por
fim ocorre a citocinese, quando a célula divide todo seu conteldo em duas células
diferentes, cada uma contendo um dos nucleos. Sendo assim, este processo
biolégico é importante para o funcionamento e perpetuacdo dos organismos
eucarioticos, possuindo diversos pontos de controle para que possa prosseguir sem
gerar células filhas com defeitos (ALBERTS et al., 2010).
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Figura 5. Esquema ilustrativo do ciclo celular. A. Representacdo da progressdo da
interfase culminando na mitose e citocinese. B. Representacao da morfologia da
levedura S. cerevisiae durante progressdo do ciclo celular quando em
brotamento.

A : FASEM

Mitose
) (divisao Citocinese
, nuclear) (divisao

) citoplasmatica)

FASEG,

INTERFASE

FASES FASE G,

(replicagdo do DNA)

B

LEVEDURA DE BROTAMENTO (Saccharomyces cerevisiae)

@ @> (& & Vo

G; S

t

INICIO

Fonte: A e B; ALBERTS et al., 2010 (Adaptadas)

O papel de elF5A na manutencao do ciclo celular ndo esta esclarecido, apesar
de ser essencial para a sua progressao, e apesar de aumento em seu nivel proteico
estar relacionado ao desenvolvimento e manutencdo de neoplasias (MATHEWS,;
HERSHEY, 2015). Em modelo de adenocarcinoma pancreatico ductal, o nocaute de
elF5A inibe o crescimento tumoral (FUJIMURA; WRIGHT; STRNADEL; KAUSHAL et
al., 2014) e suprime a migracao das células neoplasicas (FUJIMURA; CHOI; WYSE;
STRNADEL et al, 2015), associando elF5A com manutencdo de vias de
organizacao do citoesqueleto.

Na levedura, é possivel observar com mais clareza o envolvimento de elF5A
com a formacao de citoesqueleto, polarizacdo e manutencdo da integridade da
célula, a partir de estudos utilizando linhagens contendo mutante de elF5A sensivel
a temperatura. Estas linhagens contém proteina mutante sensivel a temperatura

(TS), que possui diferentes residuos de aminoacidos em relagdo a selvagem, ao
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invés de possuir a proteina selvagem, sendo possivel causar sua desativacdo ao
mudar a temperatura de cultivo da célula de permissiva para semi-permissiva ou
restritiva. Proteina mutante TS apresenta funcionamento tipico em temperatura
permissiva e perda parcial de funcdo em temperatura semi-permissiva, sendo esta
mudanca suficiente para se observar fen6tipo causado por sua desativacdo. Na
temperatura restritiva observa-se fenétipo mais agressivo.

A superexpressao dos genes de manutencédo da integridade da parede celular
da levedura, WSC1 e PKC1, suprime desativacao de elF5A em linhagem contendo o
mutante TS hyp2-1, em temperatura restritiva (VALENTINI; CASOLARI; OLIVEIRA;
SILVER et al., 2002), da mesma forma que € observado em outro mutante TS
defeito na organizacdo dos cabos de actina e na manutencao desta via de parede,
também na temperatura restritiva (CHATTERJEE; GROSS; KINZY; CHEN, 2006).
Quanto ao citoesqueleto, o gene BNI1, que codifica para uma das forminas
responsavel pela organizacdo do citoesqueleto da levedura, também é capaz de
suprimir desativagdo do mutante TS hyp2-1 (ZANELLI; VALENTINI, 2005).

Em relacdo a proteinas envolvidas com a fase G1 do ciclo celular, o gene
PCL1, que codifica para uma homologa de ciclina de G1, é capaz de suprimir
desativacdo do mutante TS hyp2-1 na temperatura restritiva (ZANELLI; VALENTINI,
2005). J& foi observado que ha aumento dos niveis da ciclina CIn3 quando o gene
de elF5A é superexpresso, a partir de plasmideo, em linhagem que ainda contém o
gene selvagem integro (EDWARDS; LIEGEOIS; HORECKA; DEPINHO et al., 1997).

A ciclina CIn3 é uma das ciclinas da fase G1, ela leva ao start (inicio) do ciclo
celular em S. cerevisiae ativando Cdc28 (Cdkl) e formando o complexo Cin3—Cdc28
(KOCH; SCHLEIFFER; AMMERER; NASMYTH, 1996). Este complexo fosforila o
repressor transcricional Whi5, levando a sua dissociacdo do complexo SBF e
ativando-o, onde, juntamente com o complexo MBF, regula a transcricdo de varios
genes responsaveis pela transicio G1/S (DE BRUIN; MCDONALD;
KALASHNIKOVA; YATES et al., 2004) (Figura 6).

Dentre as proteinas que suprimem desativacdo de elF5A descritas
anteriormente, Pkcl também atua regulando o complexo SBF (MADDEN; SHEU,
BAETZ; ANDREWS et al.,, 1997) e Pcll possui funcdo na modulagcdao de Whi5 tal
como Cdc28 (HUANG; KALUARACHCHI; VAN DYK; FRIESEN et al., 2009).
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Figura 6. Start (inicio) do ciclo celular em levedura. CIn3 forma complexo com Cdc28
(Cdk1) que fosforila Whi5, causando sua dissociacdo e entdo ativagdo do
complexo SBF (circulado em amarelo), que regula expressdo de genes de G1/S
juntamente com o complexo MBF (circulado em roxo).

SBF /W —
:ﬂi—" e 7~ st?J[_’ _’/

CLN1/2 CLN1/2 A CLN1/2 I CLN1/2
CIn3

Fonte: HAASE; WITTENBERG, 2014 (Adaptada)

Observa-se, portanto, que elF5A possui papel conservado na regulacdo do
citoesqueleto de eucariotos e na manutencdo da integridade da parede celular de
levedura. Tais funcBes sdo essenciais para o desenvolvimento da célula e ocorrem
durante G1 (HOWELL; LEW, 2012), o que explica o fenétipo observado quando a
célula ndo possui elF5A funcional.

Em mamifero, estudo utilizando modelo de adenocarcinoma pancreatico ductal
mostra que dentre as proteinas diminuidas durante inibicdo de elF5A estdo RHOA,
ROCK1 e ROCK2, da via de organizacdo do citoesqueleto e proliferacao
(FUJIMURA; CHOI; WYSE; STRNADEL et al.,, 2015). A deplecdo de ROCK1 e
ROCK2 causa aprisionamento do ciclo celular em G1 por causar diminui¢do, nos
niveis de expressao e proteicos, de proteinas importantes para a progressao do ciclo
celular (CHEN; GUERRIERO; LATHROP; SUNDARRAJ, 2008; KUMPER;
MARDAKHEH; MCCARTHY:; YEO et al., 2016).

A proteina RHOA de mamifero e a proteina Rhol de levedura sdo homélogas
(PROSSER; WENDLAND, 2012), onde Rhol é responsavel pela regulacdo de Pkcl
e Bnil na levedura (LEVIN, 2011) (Figura 7).
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Figura 7. Via de RHOA e Rhol. A. Via de RHOA em humano, onde ha modulacdo de proteinas
envolvidas na organizacdo do citoesqueleto de actina. B. Via de Rhol na levedura S.
cerevisiae onde ha modulagédo de proteinas envolvidas na organizacdo do citoesqueleto de
actina e de parede.
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Fonte: A; RIDLEY, 2013 (Adaptada). B; LEVIN, 2011 (Adaptada)

Recentemente, ficou demonstrado que em S. cerevisiae a traducdo de sua
formina Bnil é dependente de elF5A, devido aos motifs PPP presentes em sua
sequéncia (LI; BELDA-PALAZON; FERRANDO; ALEPUZ, 2014). Foi demonstrado
também que elF5A é necessaria para traducéo das proteinas homoélogas de Bnil em
D. melanogaster e humano (Dia e mDial, respectivamente) (MUNOZ-SORIANO;
DOMINGO-MUELAS; LI; GAMERO et al., 2017).

O fato de elF5A atuar na organizacdo do citoesqueleto de actina através da
traducdo de Bnil ndo sugere que este seja 0 motivo do aprisionamento em G1
gquando em auséncia de sua funcionalidade, visto que, diferentemente de ROCK,
nao ha na literatura estudos que correlacionem as forminas de levedura com a
progressdo G1/S. Também, a relacdo de elF5A com CIn3 e Pcll parece ser
independente de sua relacdo com Bnil, pois ambas tém ac&o anterior a Bnil em G1,
além de serem moduladas por diferentes vias.

Na levedura, o fendétipo de auséncia de elF5A funcional é diferente do fendtipo
de auséncia das forminas. As linhagens de S. cerevisiae depletadas de elF5A
apresentam aumento do volume celular com nimero muito reduzido de células com
broto (KANG; HERSHEY, 1994), e contendo apenas uma copia de DNA gendmico

(estudo prévio de nosso grupo), indicando aprisionamento em G1. Por outro lado, a
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auséncia simultanea de funcdo das duas forminas de S. cerevisiae, Bnil e Bnrl,
leva a morfologia celular de aumento de volume (IMAMURA; TANAKA; HIHARA,
UMIKAWA et al., 1997), apresentando pequenos brotos (YAMAMOTO; MOCHIDA;
KADOTA; TAKEDA et al., 2010) e mais de um nucleo (IMAMURA; TANAKA;
HIHARA; UMIKAWA et al., 1997), sugerindo aprisionamento posterior a fase S.

Assim, entende-se que apesar de elF5A possuir papel importante na
modulacdo da via do citoesqueleto de actina por diretamente traduzir forminas, esta
nao deve ser a Unica forma pela qual atua durante o ciclo celular. Portanto, para
completa compreensdo de sua funcdo, seria necessario entender quais proteinas
envolvidas na regulacdo da fase G1 tém a tradugcdo modulada por elF5A na
levedura, pois apesar dos dados disponiveis para mamifero promoverem algum
entendimento, ainda ndo € possivel fazer afirmacgdes contundentes de seu
mecanismo de acdo na modulagao do ciclo celular nos organismos estudados.

Como ponto de partida para avaliar quais proteinas relevantes para progressao
do ciclo celular podem ter sua traducdo dependente de elF5A, foi analisado o perfil
protedmico diferencial de linhagens contendo o mutante TS hyp2-3 de elF5A em
relacdo a linhagens contendo a proteina selvagem, gerado por nosso grupo
(BARBOSA, 2019). Trata-se de um perfil protebmico celular in vivo realizado em
larga escala, através da metodologia de Synthetic Genetic Array (SGA) por medida
de emisséao de fluorescéncia de GFP (green fluorescent protein), fusionada a ORFs
de diferentes genes em colecéo de linhagens de levedura.

Este perfil protedbmico apresenta dados qualitativos que precisam ser validados
por ensaio de Western blot. Seus dados foram, portanto, utilizados como
direcionamento para a identificacdo destas proteinas, e 0s ensaios de Western blot

foram realizados para confirmar seus niveis diferenciais.



55

6. CONCLUSAO

A desativagdo de elF5A na levedura S. cerevisiae, em linhagem contendo o
mutante sensivel a temperatura hyp2-3, causa diminuicdo dos niveis proteicos de
Cka2 e Sicl, em relagéo a linhagem contendo elF5A selvagem (Figura 16).

Na levedura, a diminuicdo dos niveis proteicos de Sicl, inibidora de CDK que
regula a transicdo da fase G1 para S do ciclo celular, pode indicar que o
aprisionamento em G1 ndo ocorre através das vias que atuam na regulacdo da
estabilidade de Sicl. Enquanto a diminuicdo dos niveis proteicos de Cka2,
componente do complexo quinase CK2, pode ser a razdo do fendtipo de
aprisionamento, independentemente de Sicl, visto que CK2 age na regulacdo de
varios processos celulares e na regulacao de complexos que atuam diretamente na
progressao de G1.

Ja a inibicdo da hipusinacdo de elF5A, que € essencial para seu
funcionamento, em linhagem de célula de camundongo Mus musculus, causa
diferenca na expresséo dos genes CCNDL1 (Ciclina D1), CCND2 (Ciclina D2), CDK4,
CDK6, CDKN1A (p21) e E2F1 (Figura 16).

Em mamifero, as diminuicbes da expressdao de CCND1 (Ciclina D1), CDK4,
CDK®6 e E2F1 podem estar contribuindo para o aprisionamento na fase G1, visto que
suas proteinas estdo diretamente envolvidas na regulacdo da progressdao de G1.
Além disso, ocorre aumento na expressao de CDKN1A, que codifica para a inibidora
de CDK p21, cuja funcéo é impedir a progresséo de G1 para S. E possivel, portanto,
gue a diminuicdo da expressao dos genes diretamente envolvidos na regulagao da
progressdo do ciclo celular e o aumento da expressdo de p2l levem ao

aprisionamento em G1 nos mamiferos, durante auséncia de elF5A funcional.
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