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RESUMO 

O fator de início da tradução de eucariotos 5A (eIF5A) é uma proteína 

essencial para a viabilidade celular, altamente conservada em arqueas e eucariotos 

e apresenta uma modificação pós-traducional única em que um resíduo específico 

de lisina é modificado para o aminoácido hipusina. O processo de hipusinação é 

essencial para a função de eIF5A e consequentemente para viabilidade celular. 

eIF5A foi descrita inicialmente como um fator de início da tradução pois estimula a 

síntese de metionil-puromicina in vitro, porém, dados de nosso e de outro laboratório 

mostraram um papel para eIF5A na etapa de elongação da tradução. eIF5A é um 

homólogo estrutural do fator de elongação da tradução P (EF-P) de bactérias. EF-P 

também estimula a síntese de metionil-puromicina, sendo essencial para viabilidade 

celular em algumas espécies de bactérias. Dados recentes mostram que EF-P, bem 

como eIF5A participam na etapa de elongação da tradução facilitando a tradução de 

sequências de parada, “stalling motifs”. Foi isolado, em nosso laboratório, o gene 

que codifica para o tRNA de alanina como supressor do fenótipo de sensibilidade a 

temperatura do mutante tif51AK56A, sugerindo uma possível correlação funcional 

entre estes genes. Para compreender o mecanismo de supressão e estudar a 

relação com outros tRNAs este estudo foi proposto e realizado. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Processo de tradução em eucariotos 

O processo de tradução é iniciado pela estabilização do mRNA maduro, 

contendo capacete de 7-metil-guanosina e cauda poli(A), por ligação de um 

complexo eIF4F (eIF4A, eIF4B e eIF4G) ao capacete e ao longo do mRNA, e com a 

ligação da proteína PABP (poliA binding protein) na cauda de poli(A). 

Simultaneamente ocorre a ligação do complexo ternário (eIF2 - Met - tRNAi
Met - GTP) 

na subunidade menor do ribossomo (40S) com auxílio de um complexo multi fatorial 

composto por eIF1, eIF1A, eIF3 e eIF5 formando assim o complexo de pré-iniciação 

(43S). A ligação do complexo de pré-iniciação ao complexo eIF4F com PABP é 

dependente de eIF3, formando o complexo de pré-iniciação 48S, capaz de realizar o 

escaneamento do mRNA até o encontro do primeiro AUG (start códon). Assim que o 

start códon estiver posicionado no sítio P (peptidil) do 40S, com gasto de energia, 

desligam-se os fatores de início de tradução e a subunidade ribossomal 60S é 

recrutada (Figura 1). Neste momento, após o pareamento do Met-tRNAiMet no sítio P 

o ribossomo está pronto para iniciar a elongação da tradução. 
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Figura 1. Representação esquemática do mecanismo de início da tradução. 
Estabilização do mRNA maduro pelo complexo eIF4F. Formação do complexo de 
pré-iniciação 43S, composto pelo ribossomo 40S, complexo ternário (eIF2-GTP-
tRNAi

Met), eIF1, eIF1A, eIF5 e eIF3. Formação do complexo de pré-iniciação 48S por 
interações entre eIF4G e eIF3. Recrutamento da subunidade 60S e desligamento 
dos eIFs. Figura adaptada. (SONENBERG et al., 2007) 
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A etapa de elongação da tradução é extremamente conservada entre procariotos 

e eucariotos, e os modelos que se têm hoje foram derivados de estudos realizados 

principalmente em bactéria (RODNINA e WINTERMEYER, 2009). O fator de 

elongação em eucarioto 1A (EF-Tu em bactéria) liga-se a um tRNA aminoacilado 

correspondente ao segundo códon do mRNA e o posiciona no sítio A (aminoacil). 

Após a acomodação do tRNA, o aminoácido ligado ao tRNA posicionado no sítio A é 

justaposto à porção peptidil do tRNA do sítio P e a formação da ligação peptídica 

ocorre no sítio catalítico ribossomal (PTC – peptidyl transferase center) localizado na 

subunidade 60S. A formação da nova ligação peptídica transfere a cadeia 

polipeptídica ao tRNA do sítio A desacilando o tRNA do sítio P. A mudança de 

cargas e conformação dos demais sítios e ação de eEF2 causam a translocação do 

ribossomo (Figura 2A). Este mecanismo é repetido inúmeras vezes até o encontro 

de um códon de terminação. 

A etapa de término da tradução dá-se pelo posicionamento do códon de 

terminação (stop códon) no sítio A, em seguida um complexo ternário formado por 

fatores de terminação da tradução eRF1, eRF3 e GTP se liga ao ribossomo. O 

reconhecimento do stop códon é feito por eRF1, em seguida eRF3 estimula a 

liberação do peptídeo por eRF1 de maneira dependente de GTP, (STANSFIELD et 

al., 1995; ZHOURAVLEVA et al., 1995; ALKALAEVA et al., 2006) e por fim as 

subunidades ribossomais são recicladas (KAPP e LORSCH, 2004) (Figura 2B). 
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Figura 2. Esquema do mecanismo de elongação e terminação da tradução. (A) 
A elongação da tradução. (B) Término da tradução e liberação das subunidades 40S 
e 60S. Figura adaptada. (SONENBERG et al., 2007) 
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1.2 eIF5A na tradução 

O fator de início de tradução 5A de eucariotos (eIF5A – eukaryotic translation 

initiation factor 5A) é uma proteína essencial para a viabilidade celular e altamente 

conservada, presente em arqueas e eucariotos (BENNE e HERSHEY, 1978; KLIER 

et al., 1993; PARK et al., 1993; PARK et al., 1997) de aproximadamente 17 kDa e é 

codificado por dois genes homólogos TIF51A (HYP2) e TIF51B (ANB1), gerando 

proteínas com 90% de identidade. 

eIF5A sofre uma modificação pós-traducional específica e exclusiva chamada de 

hipusinação (CHEN e LIU, 1997; PARK et al., 1997). A formação do aminoácido 

hipusina ocorre através da transferência de um grupo aminobutil da poliamina 

espermidina para o amino grupo livre de uma lisina específica (K51 em levedura), 

catalizada pela enzima desoxi-hipusina sintase (Dys1 em Saccharomyces 

cerevisiae), logo que a proteína é sintetizada. Em seguida, a hidroxilação deste 

grupo pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase (Lia1 em S. cerevisiae) termina a 

maturação de eIF5A (PARK et al., 2010) Figura 3). A substituição do resíduo de 

lisina específico de eIF5A, em S. cerevisiae, por arginina (K51R) leva à produção de 

eIF5A não hipusinado, o que resulta em inviabilidade celular (SCHNIER et al., 1991). 

Adicionalmente, o gene codificador da enzima desoxihipusina sintase é essencial 

para o crescimento de S. cerevisiae e também é altamente conservado em arqueas 

e eucariotos (SCHNIER et al., 1991). De modo interessante, apesar do gene 

codificador de desoxihipusina hidroxilase ser essencial em eucariotos superiores, 

este gene não é essencial em S. cerevisiae, sugerindo que a hidroxilação do resíduo 

de hipusina não afeta a função de eIF5A em levedura (PARK et al., 2009). 
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eIF5A trata-se de uma proteína dividida em dois domínios predominantemente 

compostos por folhas beta. A comparação destes domínios com outras proteínas de 

estruturas tridimensionais conhecidas mostra que o domínio N-terminal, o qual 

contém a hipusina, possui um dobramento classificado como Translation Protein 

SH3-like motif, o qual também está presente em algumas proteínas ribossomais. O 

domínio C-terminal, por sua vez, é similar ao dobramento presente em proteínas que 

se ligam a ácidos nucleicos de fita simples ("Single-stranded Oligonucleotide Binding 

Fold"), e desempenham diferentes funções celulares 

(http://supfam.org/SUPERFAMILY) (GOUGH et al., 2001) (Figura 4). eIF5A foi 

inicialmente descoberta e caracterizada como fator de início de tradução baseado na 

sua capacidade de estimular a síntese in vitro de metionil-puromicina (BENNE e 

HERSHEY, 1978). 

Estudos posteriores mostraram a associação de eIF5A com ribossomos 

ativamente engajados na tradução, o que fortalece o envolvimento desta proteína na 

síntese protéica (JAO e CHEN, 2006; ZANELLI et al., 2006). Defeitos observados 

em mutantes sensíveis a temperatura sugerem um papel para eIF5A na elongação 

da tradução por apresentarem defeitos claros na síntese de proteínas (DIAS et al., 

2008) e um aumento nas frações polissomais em relação às frações de 80S 

(GREGIO et al., 2009; SAINI et al., 2009), semelhante ao que ocorre para um 

mutante dominante negativo de eEF2. Adicionalmente, mutantes de eIF5A não 

apresentaram formação de P-bodies (agregados de mRNA e proteínas, onde 

também ocorre a degradação do mRNA) na temperatura não permissiva, 

característica semelhante à observada para células tratadas com ciclo-heximida, um 

inibidor da elongação da tradução (GREGIO et al., 2009). Estes dados sugerem um 

papel para eIF5A na etapa de elongação da tradução. 
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Apesar de não estar presente em bactérias, eIF5A possui um homólogo 

estrutural nestes organismos, o fator de elongação da tradução P (EF-P) sendo que 

a estrutura de eIF5A de arqueas é superponível aos dois primeiros domínios de EF-

P (HANAWA-SUETSUGU et al., 2004) como demonstrado na Figura 5. EF-P possui 

uma estrutura semelhante à estrutura global de um RNA transportador e produz um 

efeito estimulatório na formação de ligações peptídicas sendo considerado, portanto, 

um fator de elongação da tradução (GLICK e GANOZA, 1975). Estudos mostram 

que EF-P está relacionado com crescimento celular, virulência, motilidade e na 

sensibilidade celular frente à baixa osmolaridade, detergentes e antibióticos (ZOU et 

al.). Em Escherichia coli, EF-P sofre uma modificação pós-traducional por ação de 

três enzimas, Yjek, YjeA e YcfM, resultando na lisinação (transferência de um radical 

R-β-Lys para o grupamento amino) e hidroxilação em um resíduo específico de lisina 

na posição 34 (BAILLY e DE CRECY-LAGARD, ; NAVARRE et al., ; YANAGISAWA 

et al.).  

Assim, como eIF5A, EF-P é capaz de estimular a síntese de metionil-puromicina 

in vitro (GANOZA et al., 2002). Dados recentes sugerem que EF-P esteja envolvido 

no correto posicionamento do tRNAMet iniciador, atuando na formação da primeira 

ligação peptídica (BLAHA et al., 2009). Além disso, foi mostrado que EF-P não só 

afeta a formação da primeira ligação peptídica, como também da ligação de outros 

tRNAs, como tRNAPro e tRNAGly e, consequentemente, garante a correta geração de 

sequências peptídicas ricas em prolina e prolina-glicina, as quais formam 

sequências de parada da tradução, “stalling motifs”, durante a elongação (DOERFEL 

et al., 2013; UDE et al., 2013). 

No intuito de estudar a participação de eIF5A na etapa de elongação da 

tradução, estudos recentes demonstraram que eIF5A também promove a tradução 
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de sequências de prolinas consecutivas (GUTIERREZ et al., 2013) , como 

observado inicialmente para seu homólogo estrutural e funcional EF-P (DOERFEL et 

al., 2013; UDE et al., 2013). Experimentos in vitro mostraram que na ausência de 

eIF5A ocorre uma parada na tradução de sequências de prolinas consecutivas 

quando o segundo ou terceiro códon de prolina está no sítio P. Acredita-se ainda 

que eIF5A posiciona-se no sítio E fazendo com que a alça de hipusinação fique 

adjacente ao peptidil-tRNA, no PCT do ribossomo, ajudando na formação da ligação 

peptídica da cadeia polipeptídica com o aminoácido ligado ao tRNA do sítio A 

(GUTIERREZ et al., 2013). Contudo, ainda são necessários novos estudos deste 

fator para definição do mecanismo de ação e confirmação do local exato de 

interação com o ribossomo. Por fim, as evidências do envolvimento de eIF5A na 

progressão do ciclo celular, via secretória e formação da ligação peptídica de 

sequências específicas reforçam um possível papel de eIF5A na tradução 

especializada de subgrupos de mRNAs, que deve ser melhor investigado. 
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Figura 3. Via de biossíntese do resíduo de aminoácido hipusina no precursor 
de eIF5A em S. cerevisiae. O grupo aminobutil da poliamina espermidina é 
transferido para o aminogrupo do resíduo específico de lisina, pela enzima desoxi-
hipusina sintase (Dys1). Posteriormente, o intermediário de eIF5A é hidroxilado, pela 
desoxi-hipusina hidroxilase (Lia1), formando assim eIF5A hipusinado e ativo. (Figura 
adaptada de (PARK, 2006)). 
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Figura 4. Comparação entre EF-P e eIF5A de diferentes organismos. Estruturas 
de EF-P (PDB 3A5Z), aIF5A (PDB 2EIF) e eIF5A (PDB 3ER0). As setas indicam o 
resíduo de lisina sujeito à modificação pós-traducional. Domínios I, II e III de EF-P e 
porção N-terminal e C-terminal de aIF5A e eIF5A também estão indicados. Figura 
adaptada de Rossi et al., 2013. 
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1.3 Alelo tif51AK56A 

Estudos funcionais e estruturais de eIF5A, realizados em nosso laboratório, 

levaram à obtenção de 40 mutantes dessa proteína. Embora a maioria dos mutantes 

de eIF5A apresentem fenótipo de sensibilidade a temperatura devido a degradação 

da proteína eIF5A modificada na temperatura não permissiva, o alelo mutante 

tif51AK56A, apresentou fenótipo de sensibilidade a temperatura mesmo na presença 

da proteína eIF5A, que aparece estável na temperatura não permissiva (DIAS et al., 

2008) (Figura 5). Uma provável razão para o fenótipo condicional de sensibilidade a 

temperatura desse mutante é a perda de interações físicas na temperatura restritiva. 

Dessa forma, o aumento da expressão dos possíveis parceiros físicos de eIF5A 

nesses mutantes poderia restabelecer as interações físicas perdidas entre fatores 

celulares e permitir a melhora do crescimento na temperatura restritiva. Assim, a 

procura de supressores, em alto número de cópias, do fenótipo de sensibilidade a 

temperatura desses mutantes poderia revelar fatores celulares que interagem 

fisicamente com eIF5A, o que auxiliaria no estudo de sua função e de seu 

mecanismo de ação na célula. 
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Figura 5. Caracterização do mutante tif51AK56A que produz a proteína estável 
na temperatura não permissiva. (A) Localização do resíduo substituído de eIF5A 
do mutante tif51A-1 (P83S). Mutante de eIF5A que apresenta fenótipo de 
sensibilidade a temperatura devido a degradação da proteína eIF5A modificada na 
temperatura não permissiva. (B) Localização do resíduo substituído de eIF5A do 
mutante tif51AK56A. Os domínios N-terminal e C-terminal, bem como a alça de 
hipusinação, estão indicados por barras horizontais no modelo da estrutura 
tridimencional de eIF5A de S. cerevisiae (PMDB 3ER0). (C) Análise dos níveis das 
proteínas eIF5A selvagem e mutadas por western blot, nas temperaturas permissiva 
e não permissiva. (Figura adaptada de (DIAS et al., 2008). 
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2.  OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Análise da supressão do fenótipo de sensibilidade à temperatura do 

mutante tif51AK56A  em Saccharomyces cerevisiae. 

Um gene para o tRNA de alanina (tRNAAla) foi isolado em nosso laboratório 

como supressor em alto número de cópias do fenótipo de sensibilidade a 

temperatura de um mutante de eIF5A em Saccharomyces cerevisiae (Cleslei F. 

Zanelli e Tatiana F. Watanabe, dados não publicados). Tendo em vista a interação 

genética encontrada para eIF5A e o tRNAAla  e o envolvimento direto de eIF5A com o 

processo de tradução, mais especificamente na etapa de (GREGIO et al., 2009; 

SAINI et al., 2009), acredita-se que o estudo do mecanismo pelo qual ocorre a 

supressão promovida pelo tRNAAla contribuirá para o entendimento do papel desta 

proteína durante a síntese proteíca. 

Para tanto, o principal objetivo deste trabalho foi testar se o fenótipo de 

supressão do mutante tif51AK56A ocorre de maneira específica pelo gene que codifica 

para o tRNAAla, ou se a supressão é vista sempre que qualquer um dos tRNAs são 

superexpressos nesta linhagem, provando um papel geral de eIF5A na tradução. 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Clonagem de diferentes genes que codificam diferentes tRNA´s 

(metionina iniciador e lisina) 

2.2.2 Realização dos ensaios de supressão em alto número de cópias de 

fenótipo de sensibilidade à temperatura do mutante estável de TIF51A (tif51AK56A) 
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com os genes codificadores para os tRNAs de fenilalanina, prolina, leucina, glicina, 

lisina, metionina e metionina iniciador. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho. 

Linhagem Genótipo Origem 

VZL82 MATa his3 leu2 ura3 trp1 ade2 
Coleção do 

Laboratório 

VZL987 

MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 

tif51B::kanMX4 [pSV1040] 

Coleção do 

Laboratório 

Tabela 2. Plasmídeos utilizados neste trabalho. 

Plasmídeo Características Origem 

pSV65 pRS426 (URA3, 2µ) Coleção do Laboratório 

pSV107 TIF51A, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ 1171 tM(CAU)E, clonado em pUC 19 Coleção do Laboratório 

pVZ1231 tA(AGC)P, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ1232 tG(GCC)B, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ1233 tL(CAA)N, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ1272 tM(CAU)M, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ1273 tP(AGC)D, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ1274 tF(GAA)F, URA3, 2µ Coleção do Laboratório 

pVZ 1342 tM(CAU)E, URA3, 2µ Este estudo 

pVZ 1352 tK(CUU)D1, clonado em pBSK Epoch Life Science 

pVZ 1353 tK(CUU)D1, URA3, 2µ Este estudo 
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A manutenção, o cultivo das linhagens de S. cerevisiae e de E. coli, a 

composição e o preparo dos meios de cultura e soluções e os protocolos das 

técnicas utilizados neste período do trabalho seguiram procedimentos padrão 

descritos anteriormente (Guthrie and Fink, 1991; Amberg et al.,2005). 

3.1 Subclonagem 

3.1.1 Obtenção dos insertos 

Foram submetidos os vetores pVZ 1171 e pVZ 1352 à digestão com enzimas de 

restrição adequadas, seguindo as condições recomendadas pelo fabricante (New 

England Biolabs) e em seguida foram analisados os produtos da digestão por 

eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados os fragmentos correspondentes 

aos genes codificadores do tRNALys (190 bp) e do tRNAi
Met (500 bp) utilizando o Kit 

“QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN). 

3.1.2 Ligação 

O vetor de interesse (pSV 65) foi digerido com as enzimas compatíveis e foi 

purificado o produto da digestão após eletroforese em gel de agarose 0,8 %, 

utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN). Por fim, foi preparada a reação 

de ligação utilizando 20 U de T4 DNA ligase (New England Biolabs), seguindo 

recomendação do fabricante e incubada a reação de ligação a 16°C por 12 a 16 

horas. 

3.1.3 Transformação de bactéria 

 

Misturou-se 20 μL de reação de ligação em um microtubo de 1,5 mL contendo 

80 μL de tampão de transformação (8 μL de KCM, 12 μL de PEG 10 % e 60 μL de 

água).  Adicionou-se a mistura em um novo microtubo de 1,5 mL contendo 100 μL 
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de células de E. coli ultracompetentes recém descongeladas. Os tubos foram 

mantidos em banho de gelo por 30 minutos e, então, incubados a temperatura 

ambiente por 10 minutos. A seguir, foi adicionado 1 mL de meio LB líquido à reação 

e esta foi incubada por 50 minutos a 37°C. As células foram coletadas por 

centrifugação, ressuspendidas em 200 μL de meio LB líquido e plaqueadas em meio 

LB sólido contendo o antibiótico requerido para seleção dos transformantes. 

Incubaram-se as placas a 37°C por 12 a 16 horas. 

3.1.4 Diagnóstico de Restrição 

Foram selecionadas algumas colônias, inoculadas em meio LB líquido contendo 

o antibiótico adequado e incubadas a 37°C por 12 a 16 horas, sob agitação. Em 

seguida foi realizada a preparação plasmidial das culturas utilizando o kit “QIAprep 

Spin Miniprep” (QIAGEN) e os plasmídeos foram digeridos utilizando as mesmas 

enzimas de restrição e condições da etapa de clonagem. Verificaram-se os 

fragmentos liberados após a digestão em gel de agarose 0,8% e foram comparados 

com o padrão de peso molecular. Por fim, todos os genes clonados foram 

sequenciados. 

3.2 Sequenciamento de DNA 

Após preparação e quantificação do DNA plasmidial por kit, foi preparada a 

reação de PCR para sequenciamento das bases nitrogenadas, utilizando 

equipamentos e reagentes da Applied Biosystems. Pipetou-se 400 ng do DNA 

molde, 1 μL do oligonucleotídeo que flanqueia o gene de interesse (3,2 μM), 1 μL de 

Big Dye diluído 8x, 3,5 μL do tampão de sequenciamento 5x, completando para 20 

μL final com água Milli-Q. As condições da reação são mostradas na tabela abaixo: 
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Tabela 3. Condições da reação de PCR para sequenciamento. 

 
Etapas Temperatura/Tempo 

 
Desnaturação inicial 96°C – 1’ 

 
Desnaturação 96°C – 10” 

25 cliclos 
Anelamento TM do primer – 5” 

 
Extensão 60°C – 4’ 

 
Extensão Final 60°C – 5’ 

 

* 5C abaixo do TM do primer 

Purificou-se o produto da PCR utilizando o kit Big Dye X-Terminator® (Applied 

Biosystems). Pipetou-se 45 μL do tampão SAM® e 10 μL da resina de precipitação 

de DNA sobre 10 μL da reação de PCR. Vortexou-se por 30 minutos à temperatura 

ambiente e centrifugou-se por 2 minutos a 1000 x g. Durante todo o procedimento, 

protegeram-se as amostras da luz. Aplicaram-se as amostras purificadas no 

aparelho 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 

3.3 Teste de sensibilidade à temperatura 

Inocularam-se as linhagens de interesse em 5,0 mL de meio apropriado (SC) até 

atingir concentração celular correspondente a DO600 = 0,6 a 0,8. Centrifugou-se um 

volume adequado de cultura a 600 x g por 7 minutos e ressuspendeu-se em meio de 

cultura apropriado para concentração final de 2,5x108 células/mL. Foram aplicados 

200 μL de cada amostra no primeiro poço da microplaca e preenchidos os outros 

poços da mesma linha com 180 L de meio de cultura apropriado. Em seguida, 
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prepararam-se cinco diluições seriadas (1:10) homogeneizando-se em cada etapa. 

Com ajuda de um micropipetador multicanal, foram aplicados 4,0 L das amostras e 

suas respectivas diluições nos meios de cultura apropriados e incubadas as placas à 

38°C e 25°C por 3 dias. Em seguida, as placas que estavam inoculadas à 38°C 

foram transferidas para estufa a 25°C por 1-2 dias, a fim de melhorar a visualização 

da supressão do fenótipo de sensibilidade a temperatura do mutante. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Clonagem dos genes que codificam para tRNA de lisina e metionina 

iniciador. 

Após diversas tentativas de clonagem do gene tK(CUU)D1 (tRNALys) por PCR, 

entretanto sem sucesso, foi decidido comprar o gene sintético idêntico ao gene 

codificador para este tRNA. A análise de supressão por tRNAiMet foi incluída neste 

projeto, devido ao fato de eIF5A ter sido inicialmente identificado como fator de início 

de tradução, importante para a formação da primeira ligação peptídica. O ensaio 

genético com o gene que codifica este tRNA, em comparação com os outros tRNAs, 

poderia revelar alguma relação mais direta e específica entre eIF5A e o inicio da 

tradução. Além disso, recentemente foi mostrada a estrutura de EF-P, o homólogo 

estrutural e funcional de eIF5A, no complexo ribossomal 70S apontando para uma 

interação física direta com o tRNAi
Met em uma região conservada entre os demais 

tRNAs (BLAHA et al., 2009). 

Os genes codificadores para tRNA de lisina e metionina iniciador foram 

subclonados a partir dos plasmídeos pVZ1352 (pBSK contendo tK(CUU)D1 - 

tRNALys) e pVZ1171 (pUC19 contendo tM(CAU)E - tRNAi
Met), respectivamente, para 

o vetor de expressão em alto número de cópias em levedura (pSV65). O mapa do 
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vetor pSV65 está demonstrado na Figura 6A e, em destaque, as endonucleases 

específicas utilizadas nas subclonagens (SacII e HindIII). Por fim, as subclonagens 

foram confirmadas por diagnóstico de restrição, como mostra a Figura 6B, seguida 

de sequenciamento. A eletroforese das digestões em gel de agarose apresenta, na 

região superior do gel o vetor digerido, e na região inferior do gel as bandas de 

tamanhos esperados para cada um dos genes, tRNAi
Met na canaleta 1 e tRNALys na 

canaleta 2. O padrão de peso molecular de 1 kb (canaleta 3) confirma os tamanhos 

esperados para cada tRNA, como mostra a Figura 6C. 
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Figura 6. Clonagem dos genes para os tRNAs de metionina iniciador e lisina. 
(A) Mapa do vetor pSV65 e, em destaque, as enzimas de restrição utilizadas na 
estratégia de subclonagem. (B) Diagnóstico de restrição da clonagem dos genes 
tM(CAU)E - tRNAi

Met (canaleta 1) e tK(CUU)D -  tRNALys (canaleta 2). O padrão de 
peso molecular (canaleta 3) confirma os tamanhos esperados para cada gene 
clonado. (C) Tabela com os tamanhos exatos dos fragmentos subclonados. 
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4.2 Ensaio de supressão do fenótipo de sensibilidade a temperatura do 

mutante tif51AK56A. 

No intuito de encontrar supressores do fenótipo de sensibilidade a temperatura 

do mutante tif51AK56A, nosso laboratório realizou um rastreamento de supressores 

em alto número de cópias e, dentre dezenas de candidatos supressores, um gene 

codificador para o tRNAAla foi encontrado. Com o objetivo de encontrar a melhor 

condição de supressão do fenótipo de sensibilidade a temperatura do alelo tif51AK56A 

frente a superexpressão do gene para o tRNAAla, o teste de supressão do fenótipo 

foi realizado em diferentes temperaturas e dias de incubação. Por fim, a condição 

ideal encontrada para evidenciar a supressão do fenótipo termo sensível do mutante 

tif51AK56A foi de 38°C por 3 dias de crescimento seguido de 2 dias de crescimento a 

25°C. 

A partir da padronização das condições para o ensaio de supressão, foi 

realizado o teste de supressão em alto número de cópias de todos os tRNAs obtidos 

em nosso laboratório e neste trabalho (glicina, leucina, metionina iniciador e 

elongador, fenilalanina, lisina e prolina), com objetivo de verificar se o efeito de 

supressão é um efeito geral ou específico de algum(s) tRNA(s). 

A Figura 7 mostra na coluna da temperatura de 25°C que todas as 

transformações apresentaram viabilidade celular para o experimento. Na coluna da 

temperatura de 38°C o gene que codifica o tRNAi
Met  apresentou resultado muito 

semelhantes ao tRNAAla, revelando forte supressão para o alelo tif51AK56A. Quando 

comparado com o vetor vazio os genes dos demais tRNAs apresentaram supressão 

do fenótipo de sensibilidade a temperatura mutante tif51AK56A só que em menores 

níveis do que os genes que codificam o tRNAi
Met e tRNAAla .   
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Figura 7. Ensaio de supressão do fenótipo de sensibilidade a temperatura do 
mutante tif51AK56A frente aos diferentes genes para os tRNAs indicados. 
Diluições seriadas do mutante tif51AK56A (VLZ 978) transformado com os plasmídeos 
contendo os genes para os tRNAs indicados na figura, foram inoculadas em meio 
SC-ura, incubadas à 25°C e 38°C. Os controles positivo, pSV107 (TIF51A), e 
negativo, pSV65 (vetor vazio), de crescimento também foram incubados nas 
mesmas condições. 
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5. CONCLUSÃO 

Durante o período de realização deste estudo dados da literatura mostraram que 

o fator de início de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) possui um importante papel na 

elongação da tradução, participando da liberação do ribossomo quando este 

encontra-se parado na elongação, devido ao encontro de sequências que causam 

essa parada, chamadas de ”stalling motifs. Muitos estudos ainda precisam ser feitos 

tanto para compreender esse mecanismo de liberação do ribossomo quanto para 

descrever as sequências que necessitam da presença de eIF5A para que a tradução 

ocorra adequadamente.  

Os dados apresentados neste trabalho de conclusão de curso, concluem que a 

presença de uma maior quantidade de um determinado tRNA na linhagem tif51A-

K56A, que possuem defeito na função de eIF5A, pode suprimir parcialmente o 

defeito observado no seu crescimento. Apesar de ter sido observado uma supressão 

mais intensa frente aos tRNAs de alanina e metionina iniciador, todos os outros 

tRNAs também apresentaram semelhante supressão, sugerindo que os tRNAs 

superexpressos são capazes de recuperar parcialmente um defeito geral da 

tradução previamente descrito para este mutante. 
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