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RESUMO 

 

O fator de início de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) caracteriza-se por ser a única 
proteína conhecida que apresenta o aminoácido hipusina, formado a partir de uma 
modificação pós-traducional chamada hipusinação. Apesar de originalmente eIF5A 
ter sido denominado como fator de início de tradução, a função de eIF5A têm sido 
relacionada principalmente com a etapa de elongação da tradução. Desde 2013, 
trabalhos importantes apresentaram evidências de que eIF5A hipusinado possui um 
papel fundamental na tradução de mRNAs específicos de proteínas que contém 
consecutivos resíduos de aminoácidos prolina (PPP ou PPG). Tendo em vista estas 
informações, o objetivo principal deste trabalho consiste no estudo da dependência 
de eIF5A na tradução da proteína ribosomal S6 kinase 2 (S6K2), pois a mesma 
apresenta em sua extremidade C-terminal uma região contendo cinco resíduos 
consecutivos de prolinas. Neste contexto, por meio da produção de uma proteína 
mutante (S6K2∆Pro), substituindo a região de poli-prolina de S6K2 pela sequência 
correspondente da proteína homóloga ribosomal S6 kinase 1 (S6K1), foram 
avaliadas a produção e habilidade fosforilativa da proteína mutante em comparação 
com S6K2 selvagem. Observou-se que S6K2ΔPro é produzida e sua 
superexpressão aumenta o conteúdo da proteína ribossomal S6 fosforilada, principal 
alvo de fosforilação das proteínas S6Ks, assim como a superexpressão das 
proteínas S6K1 e S6K2. Análises de silenciamento gênico em células HeLa, 
utilizando moléculas de siRNA para eIF5A, mostraram que a proteína S6K2 
endógena não tem seu conteúdo alterado em função da depleção do conteúdo de 
eIF5A nas condições avaliadas. Além disso, regulando a expressão gênica de 
TIF51A (homológo do gene EIF5A humano) em Saccharomyces cerevisiae foi 
observado que a tradução de S6K2 foi apenas levemente afetada pela redução do 
conteúdo de eIF5A quando comparado à proteína LDB17, uma proteína com 
conhecida dependência de eIF5A para sua tradução. Ademais, ensaios de 
imunoprecipitação de S6K2 e S6K2ΔPro seguido de identificação dos peptídeos por 
espectrômetria de massas mostraram que a região de poli-prolina influencia as 
interações proteína-proteina de S6K2, visto que, com a mudança da sequência 
dessa região, observou-se uma interferência no perfil de proteínas associadas, com 
destaque para as proteínas com atividade transportadora. Dentre as proteínas 
identificadas, os resultados indicam que a interação de S6K2 com o fator de 
elongação 2 (eEF2) é influenciada pela região de prolinas presentes no C-terminal 
de S6K2.  
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ABSTRACT 

 

 

The eukaryotic translation initiation factor 5A (eIF5A), which is highly conserved 
among eukaryotes, contain the unusual amino acid hypusine, synthesized by a post-
translational modification called hypusination. Even though eIF5A was first 
denominated as an initiation factor, it has been related to elongation step of the 
translation process. Since 2013, many studies proposed that eIF5A acts on rescue 
the ribosome stalling promoted by synthesis of poly-proline motifs containing PPP or 
PPG sequences. The aim of this study is to evaluate the eIF5A dependence on 
Ribosomal S6 kinase 2 protein (S6K2) translation, once S6K2 contains a poly-proline 
stretch on its C-terminus with five consecutive prolines (PPPPP). By producing a 
mutant protein (S6K2Pro), replacing the polyproline motif on S6K2 for the same 
region found on homologous protein Ribosomal S6 kinase 1 (S6K1), the content and 
phosphorylation activity were evaluated. It was observed that S6K2ΔPro is produced 
by HeLa cells and its RPS6 phosphorylation ability, which is the mainly target of 
S6Ks phosphorylation, is maintained. Analyzes using siRNA molecules for eIF5A 
gene silencing in HeLa cells have shown that the endogenous S6K2 protein does not 
have its content altered as a function of the depletion of the eIF5A content, under the 
conditions evaluated. Furthermore, by regulating the TIF51A gene expression 
(homologous of the human EIF5A gene) in Saccharomyces cerevisiae it was 
observed that the translation of S6K2 was only slightly affected by the reduction of 
the content of eIF5A when compared to the poly-proline LDB17 protein, a protein 
with known dependence of eIF5A for its translation. In addition, immunoprecipitation 
assays of S6K2 and S6K2ΔPro followed by identification of the peptides by mass 
spectrometry showed that the poly-proline region influences the protein-protein 
interactions of S6K2, since it was observed an interference in the profile of 
associated proteins, especially proteins classified as transport activity, in function of 
poly-proline replacement. Among the identified proteins, the results indicate that the 
interaction between S6K2 and the elongation factor 2 (eEF2) is influenced by the 
poly-proline region present at the C-terminal of S6K2.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

  1.1 O mecanismo de início da síntese proteica 
 

O mecanismo de síntese proteica consiste em um processo altamente 

regulado e complexo que ocorre de maneira coordenada com a atuação de uma 

série de proteínas denominadas eIF’s, do inglês eukaryotic Initiation Factors, que 

são os fatores de início de tradução eucarióticos. A iniciação do processo de 

tradução ocorre com a formação do complexo de pré-iniciação 43S. O complexo 43S 

é composto pelo aminoácido metionina ligada à seu t-RNA (Meti-tRNA) associado ao 

fator eIF2 ligado a uma molécula de GTP (eIF2-GTP) e a subunidade menor 

ribossomal 40S. A formação deste complexo conta com a participação de  outros 

fatores de início de tradução como eIF3, eIF1, eIF1A, eIF5, que se associam a esse 

complexo (HINNEBUSCH AND LORSCH, 2012). 

Em sequência, o complexo 43S reconhece e se liga à extremidade 5’ de um 

RNA mensageiro, em um processo facilitado pela presença de fatores de início de 

tradução associados ao quepe, como eIF4B, eIF4H e o complexo eIF4F, formado 

pelos fatores eIF4E, eIF4G e eIF4A (HINNEBUSCH AND LORSCH, 2012). A 

presença destes fatores associados ao mRNA é um dos mecanismos de controle do 

processo de tradução, visto que o complexo eIF4F interage simultaneamente ao 

quepe, através de eIF4E, e a cauda de poli-A pela ligação de eIF4G com as 

proteínas ligantes da cauda de poli-A (PABP) e eIF4E (Figura 1), desta forma 

estabilizando a estrutura do mRNA (TARUN AND SACHS, 1996; WAKIYAMA et al., 

2000). Com isso, antes de iniciar a síntese proteica é verificado se ambas as 

extremidades do mRNA encontram-se intactas, além de permitir a manutenção da 

conformação circular do mRNA para que a tradução ocorra de maneira eficiente 

(PESTOVA et al., 2007). 

A seguir, o complexo 43S se transloca ao longo do RNA mensageiro na 

direção 5’ para 3’, até identificar o códon de iniciação, sendo a facilidade de 

reconhecimento determinada pela sequência consenso kozak A/GXXAUGA/G 

(KOZAK, 1981). O correto pareamento de bases entre o anti-códon do tRNA e o 

códon do mRNA permitindo que Met-tRNAi fique presente no sítio P ribossomal é o 

evento inicial do reconhecimento do códon de iniciação. Após este reconhecimento, 
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ocorre a conversão  eIF2-GTP em eIF2-GDP, que neste estado por apresentar baixa 

afinidade pelo Met-tRNA é dissociado (KAPP AND LORSCH, 2004), assim como os 

outros fatores, e é recrutada a subunidade maior do ribossomo 60S, completando a 

montagem da estrutura ribossomal 80S, com auxílio do fator eIF5B (PESTOVA et al., 

2000). 

Figura 1 – Mecanismo de início da síntese proteica em eucariotos. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

1.2 A etapa de elongação da tradução 
 

Após o reconhecimento do códon de iniciação e consequente montagem do 

ribossomo eucariótico 80S, o próximo aminoácido a ser incorporado na cadeia 

polipeptídica ligado à seu t-RNA, é trazido ao sítio A ribossomal “escoltado” pelo 

fator eEF1A-GTP (DEVER AND GREEN, 2012). O reconhecimento do códon pelo 

tRNA gera a hidrólise de GTP do fator eEF1A, liberando este fator e permitindo que 

o aminoacil-tRNA se acomode ao sítio A ribossomal (BROWNE AND PROUD, 

2002). Após o correto pareamento, a ligação peptídica é rapidamente formada entre 

o aminoácido presente no sitio-P e o aminoácido do sítio A, sendo este mecanismo 
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altamente conservado entre eucariotos e procariotos (Figura 2) (BEN-SHEM et al., 

2010; KLINGE et al., 2011). A seguir, o fator eEF2-GTP realiza a translocação do 

ribossomo ao próximo códon (BROWNE AND PROUD, 2002). A translocação ocorre 

inicialmente com a movimentação da subunidade maior ribossomal 60S na direção 

5’ para 3’, fazendo com que os tRNAs permaneçam momentaneamente em sítios 

híbridos P/E e A/P. Em sequência, a subunidade menor ribossomal 40S também se 

transloca no mesmo sentido, o que faz com que o sítio A fique novamente livre para 

receber o tRNA ligado ao próximo aminoácido a ser incorporado (DEVER AND 

GREEN, 2012). O fator eEF1B é responsável por realizar a troca da molécula de 

GDP do fator eEF1A inativo por uma de GTP (Figura 2), tornando-o ativo e 

restaurando sua capacidade de ligação ao aminoacil-tRNA, dando continuidade ao 

processo de elongação da cadeia polipeptídica (RODNINA AND WINTERMEYER, 

2009). Estes fatores apresentados são denominados de fatores de elongação da 

tradução gerais, no entanto, existem fatores especializados como o fator eIF5A, que 

será apresentado a seguir.  

Figura 2 – Mecanismo de elongação da tradução de eucariotos. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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1.3 O fator de início de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) 
 

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

aproximadamente 17 kDa altamente conservada entre eucariotos e seus homólogos 

em archaeas (KLIER et al., 1993a; KLIER et al., 1993b; PARK et al., 1997; PARK et 

al., 1993). As sequências de eIF5A de Saccharomyces cerevisiae e de humanos 

compartilham 63% de identidade, sendo que a proteína humana é capaz de 

substituir a de levedura, indicando que eIF5A de humano e de leveduras atue em 

processos celulares similares, como na síntese proteica (SCHNIER et al., 1991; 

CHEN AND LIU, 1997). eIF5A é a única proteína descrita que apresenta o resíduo 

do aminoácido hipusina, formado a partir de uma modificação pós-traducional 

denominada hipusinação (CHEN AND LIU, 1997; PARK et al., 1997). A hipusinação 

ocorre em duas etapas enzimáticas, em que na primeira etapa o radical amino-butil 

proveniente da poliamina espermidina é incorporado ao aminoácido lisina (K50, em 

humanos) pela enzima deoxihipusina sintase (DHS), em sequência o intermediário 

deoxyhipusina é hidroxilado pela enzima deoxihipusina hidroxilase (DOHH), 

formando a hipusina (PARK et al., 1993) (Figura 3). Da mesma forma, em 

procariotos uma modificação pós-traducional correlacionada com a hipusinação 

ocorre com o ortólogo de eIF5A encontrado em bactérias, o fator de elongação P 

(EF-P), em que apresenta no resíduo de lisina da região correspondente a 

modificação denominada lisinação (ROSSI et al., 2014).  

Figura 3 – Mecanismo de hipusinação da proteína eIF5A. 

 

Fonte: Retirado de Dever et al., (2014). 
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A proteína eIF5A por ser a única proteína eucariótica que contém a hipusina, 

têm-se sugerido que este fator pode atuar em processos biológicos fundamentais. 

Inicialmente, foi proposto a atuação de eIF5A na etapa da iniciação da tradução na 

qual a presença da hipusinação é essencial para sua atividade, visto que eIF5A 

humana recombinante, não hipusinada, foi incapaz de estimular a síntese in vitro de 

metionil-puromicina, ensaio que avalia a formação da primeira ligação peptídica 

(PARK, 1989; SMIT-MCBRIDE et al., 1989). eIF5A foi identificado associado à 

complexos de ribossomos durante a tradução, fortalecendo sua correlação com a 

síntese proteica (JAO AND CHEN, 2006, ZANELLI et al., 2006). Ademais, em 

ensaios de co-purificação seguidos de identificação por espectrometria de massas 

mostraram que eIF5A interage com componentes da maquinaria de tradução como 

as proteínas ribossomais RPP0, RPS5, RPL11 e com o fator eEF2 (ZANELLI et al., 

2006). O fator eIF5A também já foi relacionado com a degradação de RNAs 

mensageiros com mutações sem sentido como códons de terminação precoce (PTC) 

pelo mecanismo do NMD (Nonsense-mediated Decay) (SCHRADER et al., 2006), 

além de ter sido associado ao transporte de macromoléculas pelo complexo do poro 

nuclear (NPC) (ROSORIUS et al., 1999) destacando-se sua participação como 

cofator da proteína REV do vírus HIV-1 (BEVEC et al., 1996; KLIER et al., 1995; 

RUHL et al., 1993). Também foi demonstrado a atividade antirretroviral de fármacos 

que induzem a apoptose preferencial de células infectadas por HIV-1, através da 

inibição da reação de hidroxilação associada ao processo de hipusinação de eIF5A 

(HANAUSKE-ABEL et al., 2013). Mais ainda, sugere-se que a inibição da 

hipusinação e redução do conteúdo de poliaminas pode ser utilizado como terapia 

antiviral de infecções causadas pelos vírus HIV-1, ebola (EBOV) e flavivírus como 

dengue e Zika (OLSEN AND CONNOR, 2017). Além disto, alguns estudos atestam 

que eIF5A está correlacionada com o desenvolvimento de algumas doenças como 

diabetes, malária, e diferentes tipos de câncer, sendo apontada como um possível e 

promissor alvo terapêutico por meio da utilização de drogas inibidoras da 

hipusinação (KAISER, 2012).  

A partir de 2013, alguns estudos em leveduras apresentaram evidências de 

que eIF5A possui um papel fundamental na etapa de elongação da tradução de 

proteínas contendo sequências com regiões ricas em aminoácidos prolina. Isto se 

deve ao alívio da estagnação ribossômica que ocorre durante a tradução de 
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sequências PPG ou PPP promovida por eIF5A (GUTIERREZ et al., 2013). O mesmo 

fato foi observado em seu ortológo bacteriano, o fator de elongação P (EF-P), que 

também promove a formação da ligação peptídica e estabiliza o RNA transportador 

(tRNA) presente no centro catalítico do ribossomo. Além disto, verifica-se que na 

ausência de EF-P ocorre uma severa repressão na produção de proteínas com 

longas extensões de prolinas (DOERFEL AND RODNINA, 2013, DOERFEL et al., 

2013; UDE et al., 2013). Ademais, com a remoção de EF-P, também foi observado 

uma estagnação ribossomal em motivos di-prolil, no qual verificou nestes casos que 

a pausa ribossomal depende da natureza dos aminoácidos localizados antes e 

depois da dupla de resíduos de prolina (PEIL et al., 2013; WOOLSTENHULME et al., 

2013). Com isso, a presença de duas prolinas ligadas no sítio P com o tRNA pode 

ocasionar a formação de uma conformação cis-trans ou de uma ligação rígida entre 

as prolinas (SAHA AND SHAMALA, 2012), fato que pode gerar o requerimento de 

EF-P/eIF5A para a síntese destas sequências. Entretanto, apesar destas 

observações, a função precisa de eIF5A hipusinada para este cenário ainda não 

encontra-se plenamente estabelecida. Alguns autores sugerem que a ligação de 

eIF5A hipusinado ao sítio adjacente ao sítio P e a inserção da hipusina no centro 

peptidil-transferase do ribossomo pode estericamente restringir a posição das 

prolinas no sítio P, permitindo o alinhamento apropriado do substrato para que 

ocorra a ligação peptídica (DEVER et al., 2014). Ou ainda, também sugere-se que 

eIF5A pode atuar como uma cis-trans isomerase de prolinas para corrigir a 

geometria de di-prolinas no sitio P, para que as prolinas entrem no túnel de saída 

ribossomal e formem a ligação peptídica com o substrato presente no sítio A 

(DEVER et al., 2014).  

Proteínas com regiões ricas em prolinas são comumente encontradas em 

eucariotos (WILLIAMSON, 1994). Em humanos, observa-se em que 4,4% de todos 

os resíduos de prolina ocorrem em trímeros ou em sequências mais longas 

(MORGAN AND RUBENSTEIN, 2013). Já em bactérias, das aproximadamente 4000 

proteínas existentes, cerca de 270 apresentam sequências com três ou mais 

prolinas sucessivas (DOERFEL et al., 2013). Proteínas ricas em prolinas estão 

presentes em diversas funções celulares, entretanto, proteínas com sequências 

consecutivas de seis ou mais prolinas foram associadas com o processamento do 

DNA/RNA (MORGAN AND RUBENSTEIN, 2013). Recentemente, um trabalho de 
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bioinformática relacionou a frequência de motivos PPP e PPG com a complexidade 

biológica do organismo, mostrando que o alto nível de poli-prolina associa-se a 

alguns processos biológicos específicos, incluindo funções relacionadas a actina e 

ao citoesqueleto, splicing de RNA, sinalização celular, entre outras. Neste contexto, 

sugere-se que eIF5A pode ter apresentado um importante papel durante a evolução 

(MANDAL et al., 2014). Proteínas contendo regiões ricas em prolinas estão também 

associadas à mecanismos de controle traducional, como por exemplo a proteína 

Ribossomal S6 kinase 2 (S6K2), que apresenta cinco resíduos de aminoácido 

prolina em sua porção C-terminal. 

1.4 A proteína Ribossomal S6 kinase 2 (S6K2) 
 

A proteína S6K2 pertence as S6Ks, que são da classe de quinases do tipo 

AGC, juntamente com PKA, PKG e PKC. Existem dois genes codificadores de S6Ks, 

denominados de RPS6KB1 e RPS6KB2, que produzem proteínas com 83% de 

identidade chamadas p70-S6K1 (70 kDa) e p54-S6K2 (54 kDa). As maiores 

divergências entre as sequencias de S6K1 e S6K2 são encontradas nas regiões N-

terminal e C-terminal, enquanto S6K1 contém um domínio de ligação PDZ 

(denominado desta maneira devido as primeiras proteínas descritas contendo este 

domínio serem PSD95, DlgA e zo-1) em sua região C-terminal, já S6K2 possui um 

domínio rico em prolina (Pro) e um sítio de localização nuclear (NLS) em seu C-

terminal (PARDO AND SECKL, 2013) (Figura 5). As proteínas S6Ks e o fator de 

início de tradução 4E binding protein (4E-BP) são substratos do Complexo1 mTOR 

(mammalian target of rapamycin), visto que suas ativações dependem da 

fosforilação por mTOR (PARDO AND SECKL, 2013).  A fosforilação dos alvos de 

mTOR depende de três proteínas associadas: i) Adaptador sensível a rapamicina de 

mTOR, ii) Proteína G da subunidade-semelhante-β (GBL), iii) proteína rica em 

prolina kinase B (PKB) (KIM et al., 2002). A proteína mTOR funciona como um 

sensor da disponibilidade de nutrientes na célula sendo estimulada por quantidades 

elevadas de aminoácidos, ATP e insulina. Com isso, a via de insulina/IGF consiste 

no principal ativador das S6Ks, via sinalização por PI3K (phosphoinositide 3-

kinase)/Akt para ativar mTORC1. Além disto, mTORC1 também pode ser ativado 

pela via Ras/MAPK de maneira independente de PI3K (FOSTER AND FINGAR, 

2010). Sendo assim, ambas contribuem para a ativação das S6Ks. Quando a 



29 

 

disponibilidade de nutrientes é reduzida, mTOR é inibido e a autofagia passa a ser 

estimulada, permitindo que ocorra menor competição nas células pelos nutrientes 

escassos (EISENBERG-LERNER et al., 2009). Além disto, o complexo mTOR é 

fundamental em vários processos bioquímicos envolvidos com o metabolismo e 

crescimento celular, tais como, tradução, transcrição, biogênese do ribossomo, 

transporte de nutrientes e controle espacial da célula através do citoesqueleto 

(HALL, 2008).  

Figura 4 – Proteínas envolvidas na via de mTOR/S6Ks. 

 

Fonte: Retirado de Hurtado et al., (2013), modificado.  
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Apesar de regiões divergentes nas sequências das S6Ks, vários aminoácidos 

em regiões regulatórias presentes em S6K1 são conservados em S6K2, como os 

sítios de fosforilação dirigidos por prolinas (proline-directed), e os sítios de 

fosforilação de mTOR  e PDK1, o que sugere mecanismos de ativação similares 

(LEE-FRUMAN et al., 1999). A região C-terminal de S6K1 possui uma função auto-

inibitória pela interação com seu próprio N-terminal e desta forma, bloqueia a 

ativação do domínio de quinase da proteína (PRICE et al., 1991). O mecanismo de 

ativação de S6K1 inicia com a fosforilação de quatro resíduos de serina (Ser411, 

Ser418, Ser421 e Ser424) presentes no domínio auto-inibitório, resultando na 

exposição da região interna da proteína e permitindo a fosforilação do resíduo 

Thr389 por mTORC1. De maneira similar, a ativação de S6K2 é iniciada com 

fosforilações nos resíduos Ser410, Ser417 e Ser423, expondo a região interna para 

que mTORC1 fosforile S6K2 em Thr388 (Figura 5) (MAGNUSON et al., 2012; PHIN 

et al., 2003). Entretanto, em trabalhos anteriores foi relatado que a ativação de S6K2 

pode sofrer influência de mecanismos independentes da fosforilação, como 

acetilação e ubiquitinação (WANG et al., 2008), destacando um possível mecanismo 

de regulação por interações proteína-proteína através da sua região rica em prolina 

na região C-terminal (GOUT et al., 1998). Esta região pode facilitar a interação com 

moléculas que contém os domínios Src homology 3 (SH3) (YU et al., 1994), 

domínios WW (CHEN AND SUDOL, 1995) e outros domínios como EVH1 (BALL et 

al., 2002), GYF (FREUND et al., 2003)  e Profilina (MAHONEY et al., 1997). 
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Figura 5 – Isoformas e domínios das proteínas S6K1 e S6K2 e os resíduos de 

ativação das proteínas via fosforilação pelo complexo mTORC1 e PDK1. 

 

NLS: sinal de localização nuclear; NTD: domínio amino-terminal; KD: domínio de 

quinase; CTD: domínio carboxi-terminal; TOS-motif: região de reconhecimento de 

mTOR; TM: “turn motif”; HM: motivo hidrofóbico; Pro: domínio rico em prolina, 

domínio de pseudosubstrato auto-inibitório e motivo RSPRR. Fonte: Adaptado de 

Magnuson et al., (2012). 

 

As proteínas S6Ks possuem como principal alvo de fosforilação a proteína 

ribossomal S6 (RPS6), na qual ambas são necessárias para a completa fosforilação 

da proteína, mas evidências indicam que S6K2 apresenta maior contribuição a esta 

resposta (PENDE et al., 2004). Historicamente, a fosforilação de RPS6 foi a primeira 

modificação pós-traducional descrita na literatura (GRESSNER AND WOOL, 1974). 

Entretanto, apesar da exata função desta fosforilação ainda não estar bem 

estabelecida, sabe-se que a ativação de RPS6 promove aumento na síntese 

proteica e progressão do ciclo celular, levantando a hipótese de que as S6Ks 

regulam o crescimento celular por afetarem positivamente a síntese proteica 

(CHAUVIN et al., 2014; KOH, 2013). Além de RPS6, fatores controladores do início 

da tradução (PDCD4 e eIF4B) e da elongação da tradução (eEF2K) também são 
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alvos de S6K1 e colaboram com o estímulo da síntese proteica mediada pelas S6Ks 

(MAGNUSON et al., 2012) 

 Diversas publicações apresentaram evidências de que as proteínas S6Ks 

desempenham papéis importantes em diferentes patologias, incluindo obesidade, 

diabetes, envelhecimento e câncer (FENTON AND GOUT, 2011). Além disto, a 

desregulação da via mTOR/S6K tem sido relatado como um evento que pode 

predispor a evolução de carcinomas. Porém, entre as S6Ks, a S6K2 possui maior 

evidência em relação à progressão de tumores, pois foi demonstrado sua 

importância na proliferação e sobrevivência celular em resposta à ativação de 

mTORC1, não envolvendo S6K1 (SRIDHARAN AND BASU, 2011). Outro trabalho 

identificou que a superexpressão de S6K2 em tecidos com câncer é mais frequente 

que a de S6K1, como nos cânceres de mama e endométrio (PARDO and SECKL, 

2013). 

A proteína S6K2 possui em sua extremidade C-terminal uma região rica em 

prolina, que contém cinco resíduos de aminoácidos prolina consecutivos, 

diferentemente da isoforma S6K1 que apresenta nesta mesma posição a sequência 

de resíduos de aminoácidos VTMSG (Figura 6). Além disto, observa-se através do 

alinhamento local da sequência de aminoácidos proteína S6K2 humana com 

diferentes espécies, que esta região é conserva em outros primatas e mamíferos 

(Figura 7). Embora S6K2 apresente semelhanças a S6K1 quanto a sua ativação, as 

possíveis interações proteína-proteína através da sua região rica em prolina na 

cauda C-terminal já foram citadas como um possível mecanismo de regulação 

(GOUT et al., 1998). Contudo, ainda não há relatos que descrevam tal mecanismo. 

Além disto, tendo em vista as evidências apresentadas na literatura de que a 

tradução de proteínas contendo sequencias três ou mais prolinas (PPP ou PPG) 

dependem de eIF5A, buscou-se avaliar se a tradução da proteína S6K2 também 

ocorre neste contexto, uma vez que S6K2 contém um motivo contendo cinco 

resíduos de prolinas consecutivas. 
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Figura 6 – Alinhamento das sequências de aminoácidos das regiões C-terminal de 

S6K1 e S6K2 humanas, com destaque para a sequência contendo cinco resíduos de 

prolinas consecutivas. 

 

Alinhamento realizado utilizando o programa ClustalW: Multiple sequence alignment 

program-version 1.83 European Molecular Biology Laboratory- European 

Bioinformatics Institute (EMBL-IBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Sequencias S6K1 

(NP_001258989.1) e S6K2 (NP_003943.2) obtidas do GeneBank.  

Figura 7 – Alinhamento das sequências de aminoácidos das regiões C-terminal da 

proteína S6K2 de diferentes espécies de mamíferos. 

 

Fonte: Alinhamento realizado pelo HomoloGene do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene). Observa-se a conservação da 

sequência de poli-prolina de S6K2 entre as espécies. 
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2 OBJETIVOS GERAIS 
 

O objetivo geral deste trabalho consiste na avaliação da dependência de 

eIF5A para tradução da proteína S6K2 e buscar uma caracterização funcional da 

região de prolinas do C-terminal de S6K2. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 

i) Produzir a construção pFLAG-S6K2ΔPro. Analisar a expressão de S6K1, 

S6K2 e S6K2ΔPro em células HeLa utilizando os plasmídeos pFLAG-S6K1, pFLAG-

S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro e analisar a funcionalidade da proteína S6K2ΔPro. 

ii) Avaliar a dependência de eIF5A na tradução de S6K2 por silenciamento 

gênico de eIF5A por RNA de interferência.  

iii) Avaliar a tradução das S6Ks humanas superexpressas em ensaios em 

modelo de Saccharomyces cerevisiae no sistema TET-OFF regulando a expressão 

gênica de TIF51A. 

 iv) Analisar a importância da sequência de poli-prolina de S6K2 para 

interações proteína-proteína por meio de ensaios de imunoprecipitação seguido de 

espectrometria de massas. Em seguida, validar as interações diferenciais entre 

S6K2 e S6K2ΔPro por western blotting. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Clonagem de DNA utilizando a Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) 
 

As construções pFLAG-p70-S6K1 e pFLAG-p54-S6K2 foram obtidas 

previamente (PAVAN et al., 2016) (Figura 8). Para a clonagem de pFLAG-

S6K2ΔPro, utilizou-se como template a construção pFLAG-p54-S6K2. A mutação na 

região poli-prolina da porção C-terminal foi realizado através da amplificação do 

gene da S6K2 com oligonucleotídeos contendo as bases correspondentes aos 

aminoácidos da mesma região de S6K1. Para preparar as construções no plasmídeo 

pYES2 (Figura 10) foi realizada subclonagem das construções pFLAG-p70-S6K1, 

pFLAG-p54-S6K2, pFLAG-S6K2ΔPro. O plasmídeo pBG1805-LDB17, contendo a 

proteína de poli-prolina de levedura LBD17 utilizado no trabalho foi gentilmente 

cedido pelos autores de Gutierrez et al., (2013). Após o preparo das construções, as 

mesmas foram sequenciadas para confirmação da sequência.  

3.1.1 Preparação dos insertos  
 

Produtos da PCR purificados que se destinam a clonagem foram submetidos 

à digestão com as enzimas de restrição Bam HI, Xho I e Eco RI (Thermo Scientific, 

MA, EUA) seguindo as condições recomendadas pelo fabricante (GE Healthcare, 

Inc., Nova Jersey, EUA). Os sítios de restrição estão presentes nas extremidades do 

produto amplificado, decorrente da presença destes sítios nos oligonucleotídeos 

utilizados (Quadro 1). Os oligonucleotídeos utilizados nas clonagens foram obtidos 

da empresa Exxtend-Paulínia, SP, Brasil. Os produtos de digestão foram purificados 

após eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando o Kit GFX PCR DNA and gel 

band purification (GE Healthcare, Inc., Nova Jersey, EUA).  

3.1.2 Desfosforilação do vetor plasmidial 
 

Após digestão plasmidial, os vetores de interesse foram desfosforilados 

seguindo as condições recomendadas pelo fabricante da enzima FASTAP (GE 

Healthcare, Inc., Nova Jersey, EUA) e purificados após eletroforese em gel de 



36 

 

agarose 1%, utilizando o Kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE 

Healthcare, Inc., Nova Jersey, EUA). 

3.1.3 Reação de ligação 
 

As concentrações do inserto e do vetor foram estimadas por eletroforese em 

gel de agarose 1%. A reação de ligação foi realizada utilizando um volume final de 

20 µL, com um excesso de inserto em relação ao vetor numa proporção de 5:1 e 400 

U da enzima T4 DNA ligase (Life Technologies, Inc.,Nova York, EUA). A reação foi 

incubada durante uma noite a 4°C. Os produtos da ligação foram introduzidos em 

bactérias E. coli utilizando o protocolo de transformação bacteriana.  

 Quadro 1 – Oligonucleotídeos utilizados nas amplificações por PCR 

Oligonucleotídeos Alvo Sequência 

S6K1 F S6K1 5’ AGGATCCATGGCAGGAGTGTTTGACATAGAC 3’ 

S6K1 R S6K1 5’ ACTCGAGTCATAGATTCATACGCAGGTGCTCTG 3’ 

S6K2 F S6K2/ 

S6K2Δ 

5’ AGGATCCATGGCGGCCGTGTTTGATTTGG 3’ 

S6K2 R S6K2 5’ ACTCGAGTTCCTAGCGCCCTGGACGCC 3’ 

S6K2 mutada – R S6K2Δ 5’AAACTCGAGCTAGCGCCCTGGACGCCCACGGCCCCTCTT

GGACTTCTTGGTCCCTGAGGGGGGACGGTGGGGAGAGGG

GCGGTGGTCGACCCACTCATTGTCACCAGGAGTGGAGGTA

G 3’ 

A sequência 5’ CTCGAG 3’ representa o sítio de restrição da enzima Xho I e a 

sequência 5’ GGATCC 3’ representa o sítio de restrição da enzima Bam HI. 
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Figura 8 – Mapa do vetor plasmidial pcDNA-FLAG utilizado na realização das 

construções pFLAG-S6K1, pFLAG-S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro. 

 

Plasmídeo pcDNA3. Fonte: Addgene #20011. Disponível online em 
https://www.addgene.org/20011/. 

 

3.1.4 Preparo de E. coli competente 
 

Uma colônia de E. coli foi inoculada em 5 mL de meio LB líquido (10 g/L 

triptona; 5 g/L extrato de levedura e 10 g/L NaCl) e incubada a 37oC durante uma 

noite sob agitação de 220 rpm. O pré-inóculo produzido foi diluído 1/100 em 100 mL 

de meio LB líquido e incubado a 37°C sob agitação de 220 rpm até atingir DO 600 

nm entre 0,3 e 0,5. A cultura bacteriana foi resfriada em gelo e centrifugada a 3200 

xg por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e as 

células suspensas em 20 mL de uma solução de CaCl2 0,1 M gelada. As células 

foram mantidas em banho de gelo por 20 minutos e centrifugadas a 3200 xg por 15 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e as células foram suspensas em 8 

mL de 0,1 M CaCl2 gelado. A suspensão foi mantida por duas horas em gelo e foram 

adicionados 2 mL de glicerol 50% gelado. A suspensão bacteriana foi fracionada em 

tubos de microcentrífuga estéreis e armazenados a -80°C. 
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3.1.5 Transformação de E. coli competente 
 

Células de E. coli competentes estocadas a –80°C foram descongeladas em 

gelo. Em um tubo de microcentrífuga contendo 100 mL das células competentes 

foram adicionados 50 –250 ng de DNA plasmidial. Os tubos foram mantidos em gelo 

por 30 minutos seguido de banho-maria a 42°C por 2 minutos. A seguir, 1 mL de 

meio LB-broth high salt (LB) líquido foi adicionado ao tubo, o qual foi incubado a 

37°C por 1 hora a 220 rpm. Decorrido o período de incubação, 100 µL da cultura 

foram plaqueados em placa de Petri contendo meio LB sólido acrescido de 

ampicilina (100 mg/mL). Como controle negativo foram utilizadas células 

competentes não transformadas com DNA plasmidial ou transformadas com vetor 

vazio (sem inserto). As placas foram incubadas a 37°C durante uma noite.  

 

3.1.6 Preparação de DNA plasmidial de E. coli em pequena escala 
(Miniprep) pelo método de lise alcalina 
 

Células da linhagem de E. coli contendo os plasmídeos de interesse foram 

inoculadas em 2 mL de meio LB acrescido de ampicilina (100 mg/mL) e incubadas a 

37ºC por aproximadamente 12 horas. A cultura foi centrifugada a 12000 xg por 5 

minutos a temperatura ambiente. As células foram suspensas em 100 μL de solução 

GTE (glicose 50 mM; Tris HCl 25 mM, pH 7,4; EDTA 10 mM, pH 8,0). Foram 

adicionados 200 μL de solução NaOH/SDS (0,2 M NaOH e 1% SDS), e em seguida 

foram adicionados 150 μL de 3M acetato de sódio pH 4,8 e o tubo foi invertido várias 

vezes, incubando-se em gelo por 10 minutos. Após o período, os tubos foram 

centrifugados a 12000 xg por 5 minutos a 4ºC, e o sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo. A seguir, foi adicionado isopropanol gelado (2 vezes o volume da 

amostra) e o tubo foi invertido várias vezes. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado com etanol 70%. Depois de seco, o DNA foi suspenso em 30-50 

μL de tampão Tris/EDTA 1X com RNAse (20 μg/mL) e foi incubado a 37°C por 15 

minutos. 
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3.1.7 Preparação de DNA plasmidial de E. coli em média escala 
(Midiprep) 
 

Uma colônia isolada de E. coli contendo o plasmídeo de interesse foi 

inoculada em 100 mL de LB contendo ampicilina (100 mg/mL) e crescida a 37°C por 

18 horas sob agitação de 200 rpm. As células foram coletadas por centrifugação a 

6000 xg por 10 minutos a 4°C. Os plasmídeos foram purificados utilizando o kit 

PlasmidPrep Midi Flow (GE Healthcare, Inc., Nova Jersey, EUA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

3.2 Análise do conteúdo de proteínas específicas em células HeLa por 
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 
seguido de western blotting 
 

3.2.1 Cultivo de células HeLa 
 

Células HeLa, gentilmente cedidas pela pesquisadora Wirla Tamashiro 

(UNICAMP) armazenadas em nitrogênio líquido foram submetidas a um rápido 

descongelamento em banho-maria a 37°C e transferidas para um tubo cônico 

contendo 10 mL de DMEM suplementado com 10% SFB, 2 mM L-glutamina, 10 

U/mL penicilina e 10 μg/mL estreptomicina (DMEM completo). A suspensão celular 

foi centrifugada a 150 xg por 10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante 

descartado. As células foram suspensas em 10 mL de DMEM completo. A 

suspensão celular foi transferida para uma ou duas placas de 85 mm (diâmetro) em 

um volume total de 10 mL de DMEM completo por placa. As células foram mantidas 

em estufa umidificada a 37°C contendo 5% CO2. O meio de cultura foi trocado a 

cada dois dias até a cultura atingir confluência em torno de 80%. O subcultivo foi 

realizado após remoção do meio, lavagem com 3 mL de PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM 

KCl; 10 mM Na2HPO4.7H2O; 1,8 mM KH2PO4), tratamento com 1 mL de 0,25% 

Tripsina/EDTA, incubação por 1 minuto a 37°C, agitação para suspensão das 

células e neutralização da tripsina após adição de 1 mL de DMEM completo. Para o 

congelamento, 1-2x106 células foram coletadas e centrifugadas a 150 xg por 10 

minutos a temperatura ambiente, a seguir foram suspensas em 1 mL de meio 

completo contendo 5% de DMSO. Em sequência, a suspensão foi transferida para 

criotubos e mantidas por 1 hora em gelo, a -20°C por 2 horas e -80°C por 2-16 

horas. A seguir, as células foram armazenadas em nitrogênio líquido. 
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3.2.2 Transfecção celular 

 
Primeiramente, foram plaqueadas 3x105 células HeLa em placas contendo 6 

poços. Para a realização da transfecção foram preparadas duas soluções contendo 

500 μL de meio de cultura na ausência de soro fetal bovino, sendo que na primeira 

foi adicionado 2,5 μg de DNA (pFLAG, pFLAG-S6K1, pFLAG-S6K2, pFLAG-

S6K2ΔPro) e na segunda 5 μL de LipofectamineTM 2000 (Life Technologies, 

Inc.,Nova York, EUA). Estas duas soluções foram misturadas e mantidas a 

temperatura ambiente por 5 minutos para a formação dos complexos DNA-

lipossomos antes do tratamento das células de interesse. Após 6 horas de 

transfecção o meio foi trocado por meio completo e as células foram coletadas após 

24 horas. 

3.2.3 Silenciamento gênico por RNA de interferência (small interference 
RNA-siRNA) 
 

Um conjunto de siRNAs direcionados ao mRNA de eIF5A (#10797) e um 

siRNA como controle negativo (non-targeting negative control siRNA, #4390843) 

foram obtidos da empresa Life Technologies. As células foram transfectadas 

utilizando-se o reagente Lipofectamina RNAiMAX (Life Technologies, Inc., Nova 

York, EUA) de acordo com instruções do fabricante e 30 pmol de siRNA. Após 24 

horas de tratamento, as células foram re-submetidas a transfecção com as mesmas 

quantidades de siRNAs (30 pmol) visando aumento na eficiência de silenciamento. A 

efetividade da depleção do transcrito codificador de eIF5A foi avaliada por 

transcrição reversa seguido de PCR em tempo real (RT-qPCR) e da proteína eIF5A 

por meio de ensaios de western blotting em diferentes tempos de silenciamento (48, 

72 e 96 horas). 

3.2.4 Preparação de extratos proteicos e quantificação de proteína total 
 

Células foram removidas em tampão de extração (0,1M Tris-HCl, pH 7,4; 10 

mM EDTA, pH 8,0; 1mM DTT; 1% Triton-X100, 1x coquetel de inibidores de protease 

– Complete e 1x coquetel inibidor de fosfatases - Phosstop). A seguir, os extratos 

foram mantidos em gelo por 25 minutos com agitação ocasional utilizando vortex. As 

amostras foram centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes 
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foram submetidos à quantificação proteica em espectrofotômetro (absorção em 595 

nm) utilizando o método de Bradford (NOBLE AND BAILEY, 2009).  

3.2.5 SDS-PAGE seguido de western blotting 
 

As amostras proteicas foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (12%) contendo SDS (SDS-PAGE), utilizando tampão de corrida (50 

mM Tris; 0,38 M Glicina; 1,8 mM EDTA; 0,1% SDS) a 100 V. Em seguida, as 

proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando um sistema 

de transferência úmido sob diferença de potencial de 100 V por 1 hora, utilizando 

tampão de transferência (24,8 mM Tris; 192 mM Glicina; 10% Metanol). A membrana 

foi bloqueada a temperatura ambiente por 40 minutos em tampão TBS-T (10 mM 

Tris-HCl; 150 mM NaCl e 0,02% Tween-20) contendo 5% leite desnatado. Em 

seguida, a membrana foi incubada overnight com diluições adequadas de anticorpos 

primários diluídos em TBS-T contendo 5% leite desnatado. Anticorpos primários 

utilizados: Rabbit anti-FLAG (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 1:10000, Mouse anti-

GAPDH (Life Technologies, Inc.,Nova York, EUA) 1:2000, Rabbit anti-eIF5A total 

1:2000 (Abcam), Rabbit anti-S6 fosforilada em Ser 240/244 1:2000 (Cell Signaling 

Technology, MA, EUA), Mouse anti-S6 total a 1:2000 (Cell Signaling Technology, 

MA, EUA), Rabbit anti-S6K2 (Thermo Scientific, MA, EUA) 1:2000, Rabbit anti-S6K1 

(Cell Signaling Technology, MA, EUA) 1:5000, Mouse-anti-α-tubulina (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA) 1:5000 , Rabbit anti-eEF2 1:10000. Rabbit anti-RPL5 a 1:15000 e 

Rabbit anti-yeIF5A (anti-eEF2, RPL5 e yeIF5A foram fornecidos por Sandro R. 

Valentini). A proteína LDB foi detectada utilizando o anticorpo anti-L5, pois a mesma 

é produzida fusionada com proteína A (domínio ZZ). Após esse período, a 

membrana foi lavada quatro vezes por 5 minutos com TBS-T e incubada a 

temperatura ambiente por 1 hora com anticorpos policlonais anti-IgG conjugados à 

peroxidase diluídos em TBS-T contendo 5% leite desnatado. Após quatro novas 

lavagens de 5 minutos com TBS-T, a membrana foi tratada com reagentes 

quimioluminescentes e revelada em em equipamento fotodocumentador G:BOX 

Chemi XRQ que utiliza como software o GeneSys, ou foi exposta a filme 

autorradiográfico utilizando as soluções reveladora e fixadora (Kodak).  
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3.3 Preparação de RNA total, síntese do cDNA e reação em cadeia pela 
polimerase (PCR) em Tempo Real 
 

           3.3.1 Preparação de RNA total 
 

Culturas celulares das linhagens HeLa foram homogeneizadas em 1 mL do 

reagente TRIzol®. Após 5 minutos de incubação à temperatura ambiente foram 

acrescentados 200 μL de clorofórmio. Após homogeneização a mistura foi 

submetida a centrifugação de 12000 xg por 15 minutos a 4°C e a fase aquosa foi 

transferida para um novo microtubo.  A seguir, foram adicionados 500 μL de 

isopropanol gelado, incubado por 10 minutos à temperatura ambiente e centrifugado 

a 12000 xg por 10 minutos a 4ºC. O precipitado de RNA formado foi lavado com 1 

mL de 75% etanol e centrifugado a 12000 xg por 5 minutos a 4°C. A seguir, os 

precipitados foram mantidos à temperatura ambiente para secagem por 5 minutos e 

em seguida suspensos em 30 μL de água ultrapura tratada com DEPC. As amostras 

foram mantidas a 55-60°C por 10 minutos e armazenadas a -80°C. Uma alíquota foi 

quantificada por leitura em espectrofotômetro a 260 nm (A260nm = 1 corresponde a 

40 μg/mL) e o grau de pureza determinado pela razão 260/280 nm (razão entre 1,8 e 

2 indica o grau aceitável de pureza). 

3.3.2 Transcrição reversa (RT): Síntese de cDNA 
 

Inicialmente, 2 μg de RNA total foi tratado com DNAse I, em seguida 

adicionou-se 1 μL de tampão de DNAse I 10X (Tris-HCl 100 mM pH 7,5, MgCl2 25 

mM e CaCl2 1 mM), 1 μL da enzima DNAse I e o volume foi completado com água 

ultrapura-DEPC para 10 μL. A seguir, as amostras foram mantidas no termociclador 

por 30 minutos a 37°C. A inibição da DNAse I foi realizada pela adição de 1 μL de 

EDTA (25 mM) e incubada por 10 minutos a 65°C. Posteriormente, foram 

adicionados 1 μL de 100 μM randomhexamerprimers, 1 μL de 10 mM dNTPmix 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 2 μL de água ultrapura-DEPC. As amostras foram 

incubadas por 5 minutos a 65°C e resfriadas rapidamente em gelo. A seguir, foi 

acrescentado 1 μL da enzima RevertAid Premium Reverse Transcriptase (RT) e 4 μL 

de Tampão da RT (concentrada 5X). As amostras foram incubadas por 10 minutos a 

25°C, 30 minutos a 50°C e 5 minutos a 85°C. O cDNA obtido foi armazenado a -

80°C. 
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3.3.3 Reação em cadeia pela polimerase quantitativa (qPCR) 
 

O conteúdo dos transcritos de interesse foram avaliados por PCR em tempo 

real utilizando o reagente SYBR Green como marcador fluorescente. As reações 

foram realizadas em 25 μL de água ultrapura contendo 200 ng de cDNA, 0,3 μM 

oligonucletotídeos (sense e antisense) descritos no quadro 2, testados previamente 

(PEREIRA et al., 2016) e 12,5 μL do reagente Maxima SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix (2x). Em seguida, a reação foi realizada utilizando as seguintes 

condições: 95°C por 5 minutos seguida de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto e 60°C por 

1 minuto. Ao término da reação foi avaliada a temperatura de melting do amplicon.  

3.3.4 Análise de expressão gênica 
 

Os dados da qPCR foram normalizados por meio da avaliação da razão do 

Ciclo Threshold (Ct) entre o alvo de interesse EIF5A e o alvo constitutivo tubulina, 

que foram amplificados em conjunto. A expressão basal dos alvos foram calculados 

por meio da fórmula 2–(∆Ct) e usou-se a fórmula 2–(∆∆Ct) (PFAFFL et al., 2002), 

para o cálculo da expressão relativa do alvo de interesse em função do alvo 

constitutivo, onde o ∆∆Ct é o ∆Ct (siRNA-EIF5A) - ∆Ct (siRNA-controle), sendo que o 

∆Ct é o Ct (EIF5A) – Ct (Tubulina). A razão da expressão relativa (fold change) foi 

feita dividindo-se o 2–(∆∆Ct) do siRNA-EIF5A pelo 2–(∆∆Ct) do grupo siRNA-

controle, para cada tempo.  Para análise de diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos, os resultados do fold change foram transformados em log(2) e, 

posteriormente, analisados por meio do teste t de Student ou OneWay com pós teste 

de Tukey para todos os tempos estudados. 
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Quadro 2 – Oligonucleotídeos utilizados nas amplificações de qPCR 

Oligonucleotídeos Alvo Sequências 

eIF5A F EIF5A 5’ GCTTGCGCGGCTGTCATAG 3’ 

eIF5A R EIF5A 5’ CACGGGTCTTAGTACGCAGG 3’ 

TUBULINA F Tubulina 5’ GCAACAACCTCTCCTCTTCG 3’ 

TUBULINA R Tubulina 5’ GAATCATCTCCTCCCCCAAT 3’ 

 

3.4 Imunoprecipitação seguida de análise por LC-MS 
 

Foram plaqueadas 4x106 células HeLa em placas de 150 cm2. No dia 

seguinte, as células foram transfectadas com os plasmídeos pFLAG-GFP, pFLAG-

S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro utilizando Lipofectamina 2000 (Life Technologies), 

seguindo as recomendações do fabricante. Foram utilizadas duas placas para cada 

transfecção. Após 24 horas de transfecção, as células foram lavadas várias vezes 

com PBS 1X e coletadas com raspagem cuidadosa em PBS 1X. Em seguida, as 

células foram centrifugadas a 150 xg 4°C por 10 minutos. O PBS foi removido, foi 

adicionado 400 µL de Tampão de Lise (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 1 mM EDTA pH 8.0, Complete EDTA-free Inibitor protease cocktail) às 

células precipitadas. O tampão de lise ficou em contato com as células por 15 

minutos a 4°C sob leve agitação, seguido de centrifugação a 12000 xg, por 10 

minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo e o 

conteúdo proteico foi quantificado pelo método de Bradford. Para remoção do 

glicerol, 20 µL de resinas ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

foram lavadas com 1 mL de TBS 1X gelado, centrifugando a 3000 xg, 4°C por 3 

minutos, repetindo-se por três vezes. Foram adicionadas às resinas 2000 ng de 

proteína total. Os extratos proteicos com as resinas foram incubados durante uma 

noite a 4°C sob leve agitação. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 8200 xg 
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por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado, e as resinas foram 

lavadas 5 vezes com 1 mL de TBS, centrifugando-se a 8200 xg por 3 minutos. Após 

as lavagens, para a eluição foi adicionado o peptídeo 3XFLAG (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA) a uma concentração final de 300 ng/µL em um volume final de 100 µL.  

3.4.1 Coloração de gel SDS-PAGE com nitrato de prata 
 

Após realização do SDS-PAGE, o gel foi incubado sob leve agitação por 30 

minutos em Solução I (50% metanol, 3% ácido acético, 25 µL formaldeído 37%). 

Após incubação, a solução foi retirada e reservada e foi adicionado a Solução II 

(35% etanol) ficando sobre agitação leve por 5 minutos. Retirada a solução anterior 

e adicionada a Solução III (10 mg de tiossulfato de sódio) incubou-se por 2 minutos. 

Após, remoção da Solução III, adicionou-se a Solução IV (100mg de nitrato de prata, 

36 µL de formaldeído 37%), e incubou-se por 10 minutos. Em seguida, foi 

adicionado a Solução V (3 g de carbonato de sódio, 25 µL de formaldeído e 1 mL da 

solução III), foi agitado levemente e acompanhado o aparecimento das bandas. Para 

pausar a reação foi retirado a Solução V e colocado a Solução I. Após cada 

incubação com as soluções, foram realizados três lavagens com água destilada. Foi 

utilizado 50 mL de cada solução e as incubações foram realizadas a temperatura 

ambiente. 

3.4.2 Digestão Tripsínica em solução 
 

As amostras dos eluidos da imunoprecipitação foram lisadas com uréia 8M, 

adicionadas 5 µL de ditiotreitol 1M (DTT) para redução das pontes dissulfeto e 

incubados por 1,5 horas em temperatura ambiente. Após a incubação com DTT, foi 

adicionado 20 µL de iodoacetamida para a alquilação das cisteínas por 1 hora no 

escuro em temperatura ambiente. Para consumir a iodoacetamida que não reagiu, 

foram adicionados 20 µL de DTT e incubado por mais 1h. Após a incubação, foram 

adicionados 775 µL de água Milli-Q e 2 µL de tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA) quantidade suficiente para se obter uma razão proteica de 1:50 e então 

incubado a 37ºC durante uma noite. No dia seguinte, a reação foi interrompida 

adicionando-se 2 µL de ácido acético 100%.  
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3.4.3 Dessalinização com cartuchos Sep-Pak Light tC18 
 

As amostras foram dessalinizadas utilizando colunas de extração em fase 

sólida Sep-Pak Light tC18 (Waters Corporation, Estados Unidos). Inicialmente, as 

colunas foram condicionadas com 2 mL de metanol, seguido de 2 mL de ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,1% e acetonitrila (ACN) 50% e 1 mL de TFA 0,1%, após o 

condicionamento, a amostra foi carregada com 1 mL de TFA 0,1% duas vezes, 

lavada com TFA 0,1%, e eluída da coluna com 2 mL de TFA 0,1% e ACN 50% 

transferindo lentamente para um tubo novo de 2 mL, em seguida o Sep-Pak foi 

lavado com 2 mL de ACN 100%. As amostras foram secadas e concentradas 

em Speed-Vac (RVC 2-18, CHRIST, Analítica). Após a secagem completa, as 

amostras foram ressuspendidas em 20 µL de ácido fórmico 0,1% e centrifugadas a 

1000 rpm por 5 minutos para análise no espectrômetro de massas. 

3.4.4 Análise no Espectrômetro de Massas 
 

Cinco microgramas de cada amostra foram analisadas no espectrômetro de 

massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Estados Unidos) acoplado ao 

cromatógrafo líquido de nano-fluxo EASY-nLC (Thermo Scientific, Estados Unidos). 

Os peptídeos foram separados por um programa de gradiente de 120 minutos, da 

seguinte forma: 5-40% do solvente B (90% acetonitrila em 0,1% de ácido fórmico) 

por 90 minutos, seguido por 40-90% do solvente B por 20 minutos no fluxo de 200 

nL/min usando uma pré coluna empacotada com 5 cm de beads de C18 de 10 µm 

(Jupiter, Phenomenex) em um capilar de dimensões ID 100 µm x OD 360 µm e uma 

coluna analítica de ponta com frit empacotada com 15 cm de beads C18 de 5 µm  

(Aqua, Phenomenex) em um capilar de dimensões ID 75 µm x OD 360 µm. 

O espectrômetro de massas foi operado em modo de aquisição dependente 

de dados (DDA, do inglês Data Dependent Acquisition), onde os 10 íons mais 

intensos de cada amostra foram selecionados para a fragmentação no íon trap linear 

utilizando a dissociação por fragmentação por colisão induzida por dissociação (CID) 

em MS/MS. A aquisição dos dados foi controlada pelo programa de computador 

Xcalibur 1.4 (Thermo Scientific). De modo geral, as condições de análise foram: 

voltagem no capilar do nano-electrospray de 2,3 kV, temperatura da fonte a 250ºC, 

tempo de injeção no ion-trap ajustado a 100 ms e no FT-MS em 1000 ms com uma 

resolução de 60.000 em m/z 300-1800. O tempo de exclusão dinâmica foi ajustada 
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para 70 segundos. Os arquivos de dados do massa (.raw) foram convertidos para 

.mgf usando o software MS Convert (v.3.0.4445, ProteoWizard, SourceForge) e 

analisados no Mascot (v.2.4, Matrix Science Ltd, Boston, MA, USA). As proteínas 

foram identificadas através da pesquisa de dados MS e MS/MS em banco de 

dados Homo sapiens baixados do NCBI. A tripsina foi definida para a especificidade 

das enzimas com no máximo duas miss cleavages, foram selecionados as massa 

monoisotópicas, a tolerância da massa dos peptídeos 10 ppm, tolerância dos íons 

precursores foi ajustado para 0,17. Na busca dos espectros MS/MS foram 

determinadas como modificação fixa a carbamidometilação de resíduos de cisteína, 

enquanto que a oxidação de metionina, fosforilação S/T e fosforilação Tyr, foram 

definidas como modificações variáveis. 

Obs: A digestão tríptica, dessanilização e a análise por LC-MS foram 

realizadas no laboratório do pesquisador colaborador Dr. Leo Key Iwai do Instituto 

Butantã-SP. 

3.4.5 Analises proteômicas  
 

Para caracterizar as proteínas identificadas pelo espectrômetro de massas, 

utilizou-se o sistema de classificação PANTHER (Protein Annotation Through 

Evolutionary Relationship) disponível online (www.pantherdb.org/) para realizar as 

classificações segundo os termos de Gene Ontology (GO) e classes de proteína 

PANTHER (MI et al., 2013). No site, os dados foram submetidos através dos Genes 

IDs, foi selecionado o organismo Homo sapiens e em seguida gerou-se a lista dos 

genes das proteínas estudadas com suas respectivas informações. Foram gerados 

os gráfico de setores para as classificações Função Molecular e Função Biológica. 

Em função dos dados obtidos no programa, os gráficos apresentados foram gerados 

no Excel 2013. As análises de network de associação de proteínas foi realizado 

utilizando STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) 

versão 10 disponível online (http://string-db.org/) (SZKLARCZYK et al., 2015). Foi 

fornecido como entrada a lista dos genes das proteínas em análise de múltiplas 

proteínas e em seguida selecionando o organismo H. sapiens.  Foi selecionado na 

busca as interações descritas: experimentalmente, por banco de dados e em co-

expressão com alta estringência (confidência ≥ 0,7) e os resultados estão 

apresentados de acordo com a ação molecular. Linhas azuis significam ligação, 



48 

 

linhas pretas significam reação, rosa significa modificação pós-traducional e linhas 

roxas representam catálise. 

3.5 Ensaios em modelo de Saccharomyces cerevisiae no sistema TET-

OFF regulando a expressão gênica de TIF51A 

A linhagem utilizada neste trabalho possui o sistema tTA-tetO (tetracycline 

transactivator-tetracycline operator), que primeiramente foi desenvolvida para célula 

de mamíferos e posteriormente adaptada para condicionar a expressão de genes 

em S. cerevisiae (GOSSEN AND BUJARD, 1992; GOSSEN et al., 1993; GARÍ et al., 

1997). Neste sistema TET-OFF, a expressão de TIF51A que codifica para a proteína 

eIF5A é controlada por tetO7. Isto é, a adição de tetraciclina ou seus derivados 

interrompe a expressão do gene downstream ao promotor tetO. Na ausência de 

tetraciclina, o transativador tTA se liga ao promotor tetO, ativando a expressão do 

gene alvo, quando a tetraciclina é adicionada ao meio de cultura ela se liga ao 

transativador tTA impedindo que este se ligue ao promotor tetO. Ou seja, na 

presença de tetraciclina ou seus derivados, como doxiciclina, não haverá produção 

de eIF5A endógena (Figura 9).    

Figura 9 – Sistema TET-OFF regulando a expressão gênica de TIF51A. 

 

tetO7 é o promotor de tetraciclina construído a partir de sete repetições da 

sequência tetO; TATA: sequência de DNA TATA-box responsável pela interação dos 

fatores de início de transcrição; CMV: promotor citomegalovírus; tTA: transativador 

controlado por tetraciclina. A) Na ausência de tetraciclina, a proteína tTA se liga ao 

tetO7 (promotor de tetraciclina), ativando a expressão do gene TIF51A. B) Na 
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presença de tetraciclina, a proteína tTA se liga a tetraciclina e não pode se ligar ao 

tetO7, impedindo a expressão do gene TIF51A. Fonte: Baseado em 

https://www.addgene.org/tetracycline/. 

 

A linhagem de leveduras VZL1074 e o vetor plasmidial pYES2 (Figura 10) 

foram fornecidos pelo pesquisador colaborador Prof. Dr. Sandro R. Valentini (FCF-

UNESP). O genótipo da levedura utilizada está descrito no quadro 3. 

 

Quadro 3 – Genótipo da levedura utilizada nos ensaios 

Linhagem Genótipo Origem 

 

VZL1074 

 

MATa his3 leu2 ura3::CMV-tTA (TH2639 

modificada) kanR-tetO7-TATA-TIF51A* 

 

Open 

Biosystem 

Legenda: *kanR-tetO7-TATA corresponde ao cassete contendo o promotor Tet 

(reprimível por tetraciclina) e a marca de resistência a geneticina (G418), kanR. 

Figura 10 – Plasmídeo utilizado nas construções pYES2-S6K1, pYES2-S6K2 e 

pYES2-S6K2ΔPro. 

 

Vetor de expressão em leveduras pYES2. Fonte: Invitrogen, USA. Disponível online 

em: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V82520. 
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3.5.1 Transformação de leveduras 
 

A linhagem de S. cerevisiae de interesse foi inoculada e incubada em 5 mL de 

meio YPD (meio rico para levedura contendo extrato de levedura, peptona e glicose) 

por 12-16 horas a 30oC, sob agitação. Foi centrifugado 1 mL de cultura por 1 minuto 

a 5000 xg e o sobrenadante foi descartado. As células foram suspensas em 1 mL de 

acetato de lítio 100 mM e incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente. 

Simultaneamente, uma alíquota de ssDNA (DNA de esperma de salmão; DNA 

carregador) foi fervido por 5 minutos a 96C e mantido em gelo. Após a incubação, 

as células foram centrifugadas por 5 segundos a 5000 xg e o sobrenadante foi 

removido. A seguir, foram adicionados os seguintes reagentes ao pellet de células, 

seguindo a ordem dos reagentes da tabela 1. 

Tabela 1 – Reagentes para transformação de leveduras. 

Reagentes Volume 

PEG (50% w/v) 240 μL 

Acetato de Lítio 1 M 36 μL 

ssDNA (2,0 mg/mL) 50 μL 

DNA plasmidial (100 ng a 5 μg) 5 μL 

H2O Milli-Q 45 μL 

 

Após adicionar os reagentes, as células foram suspensas e incubadas por 20 

minutos a 42C. Posteriormente, as células foram centrifugadas por 10 segundos a 

5000 xg e o sobrenadante foi removido. O pellet foi suspenso em 200 μL de água 

milli-Q e, por fim, as células foram plaqueadas em meio seletivo apropriado, neste 

caso, em meio sintético completo para levedura sem uracila (SC-ura) adicionado de 

glicose e incubadas por 2-4 dias a 30C. 
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3.5.2 Avaliação da dependência do homólogo de eIF5A em S. cerevisiae 

na produção das proteínas S6K1, S6K2 e S6K2ΔPro na linhagem TET-OFF 

 

Os genes das proteínas humanas S6K1, S6K2, S6K2ΔPro clonados em 

plasmídeo pYES2 e a construção pBG1805-LDB17 foram transformados nas 

leveduras VZL1074, cuja expressão do gene TIF51A é controlada por promotor 

reprimível por tetraciclina. Inicialmente, para confirmação dos clones, foi realizado 

um teste de expressão inoculando 3 clones de cada transformante durante uma 

noite na presença de meio SC-ura acrescido de galactose para indução da 

expressão das proteínas. Neste ensaio piloto, foi verificado a expressão das 

proteínas heterólogas e selecionado 1 clone de cada levedura transformante 

positivas para a expressão das proteínas para a realização dos ensaios. Para 

realização dos ensaios, as linhagens foram inoculadas no dia anterior em meio SC-

ura adicionado de rafinose. Os inóculos foram diluídos (D.O.600nm= 0,3 - 0,6) em 50 

mL de meio SC-ura adicionado de rafinose com 4 µg/mL de doxiciclina (Sigma 

Aldrich), como controle as células também foram inoculadas em meio sem 

doxiciclina. Os frascos foram incubados em shaker a 30°C a 200 rpm. Após 7 horas 

de ensaio, o conteúdo dos frascos foram centrifugados, o meio foi trocado por 40 mL 

de meio SC-ura com galactose para induzir a expressão dos plasmídeos com 4 

µg/mL de doxiciclina. Em diferentes períodos do ensaio foram coletadas amostras 

para realização de extrato proteico e posterior análise por western blotting. 

3.5.3 Extrato proteico de células de leveduras 
 

As células foram coletadas e suspensas em 50 µL de Tampão de Lise (50 mM 

Tris-HCl pH 7,5, 50 mM DTT, 5 mM EDTA, 5% SDS, 5% glicerol, Complete EDTA-

free Inibitor protease cocktail) e fervido a 96°C por 3 minutos. Em seguida, o lisado 

foi centrifugado por 10 minutos a 12000 xg. Os sobrenadantes foram coletados e 

quantificados pelo método de Bradford.  
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  4 RESULTADOS  

 

4.1 Análise do conteúdo das proteínas FLAG-S6K1, FLAG-S6K2 e FLAG-
S6K2ΔPro 

Com o objetivo de certificar que as células transfectadas com as construções 

pFLAG-S6K1, pFLAG-S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro estavam produzindo as proteínas 

de interesse, extratos proteicos foram preparados após 24h de transfecção, 

quantificados pelo método de Bradford e analisados por western blotting (Figura 11). 

A partir dos resultados obtidos conclui-se que as células transfectadas 

superexpressaram as proteínas de interesse fusionadas a FLAG, e que a proteína 

mutada, com depleção da sequência de prolinas, foi traduzida eficientemente. No 

presente trabalho, também verificou-se que não ocorreu alteração no conteúdo de 

eIF5A em função da superexpressão das proteínas S6Ks.  

Figura 11 – Representação da sequência da construção S6K2∆Pro e análise do 

conteúdo das proteínas FLAG-S6K1, FLAG-S6K2 e FLAG-S6K2ΔPro. 

 

Extratos proteicos foram preparados de células HeLa com as construções (pFLAG 

vazio, pFLAG-S6K1, pFLAG-S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro) e analisadas por western 

blotting utilizando anticorpo anti-FLAG, anti-GAPDH (~40 kDa) e anti-eIF5A total 

(~17 kDa). Fonte: própria autora. 
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4.2 Análise de expressão da proteína S6K2 mutada (S6K2ΔPro) e sua 

funcionalidade 

Para análise da funcionalidade da proteína mutada, buscou-se verificar sua 

capacidade em fosforilar a proteína S6, principal alvo de fosforilação das proteínas 

S6Ks. Para isto, foram realizados extratos proteicos de células HeLa transfectadas 

por 24 horas com as construções pFLAG vazio, pFLAG-S6K1, pFLAG-S6K2 e 

pFLAG-S6K2ΔPro, os quais foram depois analisados por western blotting. Como 

resultado, foi observado que a superexpressão de S6K1, S6K2 e S6K2ΔPro 

aumentam significativamente a fosforilação da proteína ribossomal S6, comparado à 

transfecção utilizando o vetor plasmidial vazio. Entretanto, não há diferenças 

significativas no estado de fosforilação de S6 pela ação das diferentes S6Ks 

avaliadas. Com isso, pode-se afirmar que a retirada da sequência de poli-prolina da 

proteína S6K2 não afetou sua capacidade de fosforilação, sendo, portanto, uma 

proteína funcional quanto à sua capacidade fosforilativa intrínseca (Figura 12). 

Importante destacar que a depleção do domínio poli-prolina poderia suprimir a 

interação e consequente fosforilação de um subgrupo de ligantes alvos.  
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Figura 12 – Análise da funcionalidade das proteínas FLAG-S6K1, FLAG-S6K2 e 

FLAG-S6K2ΔPro. 

A) Extratos proteicos totais foram preparados de células HeLa com as construções 

(pFLAG vazio, pFLAG-S6K1, pFLAG-S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro) e analisadas por 

western blotting utilizando anticorpo anti-FLAG, anti-S6 fosforilado (~32 kDa) e anti-

S6 total (~32 kDa), após stripping da membrana. B) Análise estatística utilizando o 

teste de análise de variância (ANOVA) One Way para avaliar a existência de 

diferenças entre os grupos. O pós-teste Bonferroni, foi empregado com o objetivo de 

comparar as diferenças entre os grupos. Os dados foram expressos como média ± 

desvio padrão e o grau de significância adotado foi de 5% (p < 0,05). As análises 

foram feitas a partir do software Sigma Plot para Windows versão 10.0 (Systat 

Software, Alemanha, 2006). O gráfico foi gerado pelo programa GraphPad Prism 

(versão 5, março de 2007).  Fonte: própria autora. 
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4.3 Análise do silenciamento gênico de eIF5A via siRNA por RT-qPCR e 

western blotting e verificação da influência de seu knockdown na produção da 

proteína S6K2 em células HeLa 

 

Buscando-se avaliar se o silenciamento de eIF5A influencia a tradução da 

proteína S6K2 endógena, células HeLa foram tratadas segundo as recomendações 

do fabricante com uma concentração de 30 pmol das moléculas siRNA-eIF5A e 

siRNA controle (controle negativo) em diferentes tempos. Para avaliar o conteúdo do 

mRNA de eIF5A nos tratamentos com as moléculas de silenciamento gênico, foi 

realizado RT-qPCR. Após tratamento das células, foi extraído o RNA total pelo 

método do reagente TRIzol® das seguintes amostras: Controle, si-controle e si-

eIF5A, em três diferentes tempos de tratamento: 48, 72 e 96 horas. Em seguida, foi 

realizada a síntese de cDNA dos mesmos para realização do qPCR, e como 

normalizador utilizamos como alvo o mRNA codificador de tubulina. Além disso, 

extratos proteicos foram preparados após 48 horas, 72 horas e 96 horas de 

tratamento, quantificados pelo método de Bradford e analisados por western blotting. 

Os experimentos foram repetidos três vezes para confirmação dos resultados. 

Como resultado, foi observado uma diminuição no conteúdo da proteína 

eIF5A em todos os tempos de tratamento, principalmente em 72 e 96 horas (Figura 

13A). O silenciamento de eIF5A aqui obtido foi considerado eficiente, tendo em vista 

que o tempo de meia vida da proteína ser relativamente alta (aproximadamente 20 

horas) (GERNER et al. 1986; DE ALMEIDA et al. 2014), além de eIF5A ser uma das 

proteínas mais abundantes em células HeLa (DUNCAN AND HERSHEY, 1986).  A 

combinação dessas duas características influenciam negativamente a depleção de 

eIF5A por moléculas de silenciamento de RNA ou por compostos inibidores da 

hipusinação. Os resultados obtidos nas análises de PCR em tempo real corroboram 

com os observados nos ensaios de western blotting (Figura 13), sendo observado 

redução expressiva dos níveis de mRNA de EIF5A em todos os tempos de 

tratamento, quando comparado a amostra siRNA controle. Entretanto, apesar da 

diminuição da quantidade da proteína eIF5A, não foram observadas alterações no 

conteúdo de S6K2 endógena.  
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Figura 13 – Avaliação do conteúdo proteico e do transcrito de eIF5A em células 

HeLa após o silenciamento gênico por RNA de interferência e análise do conteúdo 

endógeno da proteína S6K2. 

 

A) Extratos proteicos foram preparados de células HeLa das amostras do ensaio: 

controle, si-controle e siRNA-EIF5A em diferentes tempos, 48, 72 e 96 horas e 

analisadas por western blotting utilizando anticorpo anti-S6K2 (~54 kDa), anti-

GAPDH (~40 kDa) e anti-eIF5A total (~17 kDa). B) Análise do conteúdo do transcrito 

de EIF5A em células HeLa tratadas com siRNA para eIF5A. Os dados foram 

expressos utilizando razão da expressão relativa fold change e o grau de 

significância adotado foi de 5% (p < 0,05). Foi realizada análise estatística utilizando 

o teste de análise de variância (ANOVA) One Way para avaliar a existência de 

diferenças entre os grupos, foi realizado pós teste de Tukey para comparar as 

diferenças entre os grupos. As análises foram feitas a partir do software Sigma Plot 

para Windows versão 10.0 (Systat Software, Alemanha, 2006). O gráfico foi gerado 

pelo programa GraphPad Prism (versão 5, março de 2007).  Fonte: própria autora. 
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4.4 Análise da influência do homólogo de eIF5A em S. cerevisiae na 

tradução de S6K1, S6K2 e S6K2ΔPro regulando a expressão gênica de TIF51A 

no sistema TET-OFF 

 

Para confirmação dos resultados observados em ensaios utilizando células 

HeLa foi utilizada uma linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae, cuja 

expressão do gene de TIF51A (homólogo do gene de eIF5A humano) é controlada 

por promotor reprimível por tetraciclina (TET-OFF). Os ensaios buscaram avaliar a 

dependência de eIF5A na tradução das S6Ks. Para isto, as leveduras transformadas 

com as construções pYES-S6K1, pYES-S6K2, pYES2-S6K2ΔPro e pBG1805-

LDB17 foram crescidas em meio de cultura SC-ura contendo rafinose e na presença 

ou ausência de doxiciclina nas primeiras 7 horas de ensaio. Neste período, o 

conteúdo da proteína eIF5A já havia começado reduzir nos frascos contendo a 

doxiciclina. Para manter a repressão da transcrição de TIF51A e induzir a produção 

das proteínas contidas nos vetores de expressão controlados por galactose (pYES2 

e pBG1805), após 7 horas do início do ensaio, o conteúdo dos frascos foram 

centrifugados e o meio de cultura foi substituído por SC-ura contendo galactose com 

ou sem doxiciclina. Desta forma, foi induzida a produção das proteínas S6Ks e 

LDB17 por 5 horas, ocorrendo repressão do promotor de eIF5A durante todo o 

ensaio que totalizou 12 horas. Já nos frascos que não foram adicionados doxiciclina 

foi observado a produção das proteínas na presença do conteúdo normal de eIF5A. 

Os frascos foram mantidos a 30°C sob agitação de 200 rpm em shaker a durante 

todo o ensaio.  

 Foram coletadas amostras durante os experimentos em diferentes tempos (0, 

4, 7, 10 e 12 horas) para posterior análise de conteúdo proteico por western blotting. 

Nos ensaios, é possível verificar que devido à troca do açúcar do meio de rafinose 

para galactose ocorre a indução da produção das proteínas presentes no vetores 

(Figura 14). Observou-se que com a redução do conteúdo de eIF5A por doxiciclina a 

produção da proteína LDB17, que contém uma sequência de nove resíduos de 

prolina em seu C-terminal, é altamente prejudicada, como já havia sido reportado 

(GUTIERREZ et al., 2013). Contudo, o conteúdo proteico de S6K2 sofreu apenas 

uma leve redução com a diminuição do conteúdo de eIF5A, efeito sutil quando 

comparado a proteína controle LDB17. Além disso, não foi observada alteração na 
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produção das proteínas S6K1 e S6K2ΔPro. Com isso, aparentemente a tradução 

das S6Ks não são afetas pela redução no conteúdo de eIF5A. 

Figura 144 – Leveduras com promotor de eIF5A reprimível por tetraciclina ou 

doxiciclina transformadas com os plasmídeos pBG1805-LDB17, pYES2-S6K1, 

pYES2-S6K2, pYES2-S6K2ΔPro. 

 

Leveduras transformadas com: A) pBG1805-LDB17, B) pYES2-S6K1, C) pYES2-

S6K2, D) pYES2-S6K2ΔPro. Os vetores plasmidiais possuem promotor indutível por 

galactose. No ensaio as leveduras foram analisadas para avaliar repressão de eIF5A 

por doxiciclina (dox) seguido da indução da expressão por galactose da proteína 

LDB17 e das proteínas humanas S6K1, S6K2 e S6K2ΔPro contidos nos plasmideos. 

Extratos totais proteicos foram analisados por western blotting utilizando os 

anticorpos anti-RPL5 (~35 kDa) e anti-yeIF5A (~17 kDa), anti-S6K1 (~70 kDa) e anti-

S6K2 (~54 kDa). Fonte: própria autora. 

4.5 Imunoprecipitação das proteínas FLAG-GFP, FLAG-S6K2 e FLAG-

S6K2ΔPro superexpressas em células HeLa e identificação das proteínas de 

interação por espectrometria de massas 

 

Com o objetivo de identificar se a região de poli-prolina de S6K2 apresenta 

influência nas interações proteína-proteína de S6K2, foram realizados ensaios de 

imunoprecipitações de FLAG-GFP, FLAG-S6K2 e FLAG-S6K2ΔPro superexpressas 

em células HeLa. Uma alíquota das amostra dos eluídos foram separados por SDS-
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PAGE e corados com nitrato de prata. No gel corado com prata é possível observar 

que o conjunto de bandas determinado pelos ligantes de S6K2 apresenta perfil 

diferente do observado para S6K2ΔPro, como exemplificado com as setas, 

demonstrando que a região de poli-prolina aparenta ser importante para a interação 

destas proteínas com S6K2 (Figura 15).  

Figura 15 – Gel corado com prata dos eluidos da IP de GFP (27 kDa), S6K2 (54 

kDa) e S6K2ΔPro (54 kDa). 

 

As setas indicam algumas bandas que foram observadas em S6K2 mas não em 

S6K2∆Pro. Ao lado esquerdo encontra-se o padrão de massa molecular utilizado 

com as respectivas massas em kDa. Fonte: própria autora. 

Para identificar quais proteínas em que a interação com a proteína S6K2 pode 

ser influenciada pela região de poli-prolina, ou seja, foram imunoprecipitadas com 

S6K2, mas não com S6K2ΔPro, os produtos da imunoprecipitação foram digeridos 

com tripsina, separados por nano cromatografia líquida (nLC) e analisados por 

espectrometria de massas. Os dados obtidos pelo espectrômetro de massas foram 

analisados pelo software MASCOT. Para as análises foram eliminadas proteínas 

contaminantes do processo de imunoprecipitação manualmente. Ao todo foram 

identificadas 192 proteínas diferentes, dentre elas, 10 proteínas foram consideradas 

como de ligação inespecífica, pois também foram identificadas na imunoprecipitação 

de FLAG-GFP. Das 182 proteínas identificadas (após a eliminação de proteínas 

contaminantes e de proteínas consideradas ligantes inespecíficas), 166 proteínas 

estavam presentes na imunoprecipitação de S6K2 e 108 na imunoprecipitação de 

S6K2∆Pro. Observou-se que 92 proteínas foram encontradas em S6K2 e S6K2∆Pro 
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simultaneamente, sugerindo que a interação da maioria das proteínas que interagem 

com S6K2 não depende da região de poli-prolina, o que de fato já era esperado. 

Entretanto, 74 proteínas presentes em S6K2 não foram detectadas na 

imunoprecipitação com S6K2∆Pro, o que sugere que a interação destas proteínas 

possa ser influenciada pela região poli-prolina de S6K2 (Figura 16). No Anexo 1, 

encontra-se a lista das proteínas identificadas no ensaio e a quantidade de 

peptídeos identificados.  

Figura 16 – Diagrama de Venn da representação das quantidades de proteínas 

identificadas pelo espectrômetro de massa nos ensaios de imunoprecipitações. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

4.6 Classificação das proteínas presentes na imunoprecipitação de S6K2 

e de S6K2∆Pro utilizando o PANTHER 

 

Buscando-se caracterizar o interactoma de S6K2 segundo suas funções 

moleculares foi utilizado o sistema de classificação PANTHER. Através dos 

resultados obtidos, verifica-se que, devido ao fato da maioria das proteínas 

encontradas estarem presentes em ambas as imunoprecipitações, as classes de 

funções moleculares em que as proteínas foram classificadas apresentam grande 

semelhança. Entretanto, destaca-se que o interactoma de S6K2 apresenta proteínas 

em que segundo sua função molecular gerada pelo PANTHER são classificadas em 

“atividade transportadora”, diferente de S6K2∆Pro (Figura 17 e 18), ou seja, 

possuindo, portanto, uma classe de classificação de proteínas a mais que a proteína 

mutante composta pelas proteínas ATP5A1, ATP5O, LRPPRC e ATP2A2. Este fato 

sugere que as interações de S6K2 com as proteínas transportadoras identificadas 

pode ser influenciada pela região de poli-prolina.  
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Além disto, as 74 proteínas que foram detectadas na imunoprecipitação de 

S6K2 mas não S6K2∆Pro foram classificadas de acordo com sua função molecular. 

Através dos resultados, observa-se que as classes de funções moleculares que mais 

proteínas foram relacionadas são: atividade catalítica (37%), ligação (ligantes de 

ácido nucleico e proteínas) (38%) e atividade molecular estrutural citosólica e 

ribossomal (13%). Além destas, as proteínas também foram classificadas em outras 

classes de funções moleculares como atividade transportadora transmembrana 

(6%), atividade receptora transmembrana (2%) e atividade reguladora da tradução 

(6%) (Figura 19), o que sugere que as interações de S6K2 que ocorrem nestes 

contextos moleculares podem depender da região de resíduos de poli-prolina. 

Em sequência, essas proteínas também foram classificadas segundo sua 

função biológica. A partir dos resultados pode-se observar que os processos 

metabólicos consistem na função biológica com mais representatividade, 

principalmente processos metabólicos primários (38%), seguido de processos 

celulares de ciclo celular ou comunicação celular (32%). Além destes, também foram 

identificadas proteínas envolvidas com outras funções biológicas como: organização 

dos componentes celulares ou biogênese (12%), reprodução (1%), resposta a 

estímulos (externos ou estresse) (5%), regulação biológica e homeostase (2%), 

processos do sistema imune (5%), adesão celular biológica (1%), processo de 

desenvolvimento (diferenciação celular e morte celular) (3%), localização (transporte 

e localização de RNA ou proteína) (5%), processo de organismo multicelular (2%) 

(Figura 20). 
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Figura 17 – Classificações pelo sistema PANTHER das funções moleculares das 

proteínas identificadas no ensaio de interactoma de S6K2. 

 

Fonte: Sistema PANTHER disponível online (www.pantherdb.org/). 

Figura 18 – Classificações pelo sistema PANTHER das funções moleculares das 

proteínas identificadas no ensaio de interactoma de S6K2∆Pro. 

 

Fonte: Sistema PANTHER disponível online (www.pantherdb.org/). 
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Figura 19 – Classificações pelo sistema PANTHER das funções moleculares das 74 

proteínas identificadas na imunoprecipitação de S6K2 mas não de S6K2∆Pro. 

 

Fonte: Sistema PANTHER disponível online (www.pantherdb.org/). 

Figura 20 – Classificação pelo sistema PANTHER das funções biológicas das 74 

proteínas identificadas na imunoprecipitação de S6K2 mas não de S6K2∆Pro. 

 

Fonte: Sistema PANTHER disponível online (www.pantherdb.org/). 
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4.7 Network das interações de S6K2 com outras proteínas que podem 

ser influenciadas pela região de poli-prolina 

 

Visando observar as interações de S6K2 que podem ser influenciadas pela 

região de poli-prolina, foi realizado a observação do network de interações utilizando 

o programa STRING v.10 com as 74 proteínas identificadas apenas em S6K2 e não 

em S6K2∆Pro (Figura 16). A partir da visualização do network é possível observar 

que S6K2 representada pelo gene RPS6KB2 associa-se principalmente com 

componentes da maquinaria da síntese proteica (Figura 21), fato que já foi 

demonstrado anteriormente com a fosforilação de diversas proteínas controladoras 

do processo de síntese proteica pelas S6Ks, o que promove e estimula a tradução 

(MAGNUSON et al., 2012). 
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Figura 21 – Demonstração do network de interações de S6K2 com as 74 proteínas 

identificadas apenas no interactoma de S6K2 e não de S6K2∆Pro utilizando o 

programa STRING. 

 

 

Foi utilizado o programa STRING v.10.0 disponível em (http://www.string-db.org/). As 

análises de network foram realizadas utilizando uma alta estringência (STRING 

score ≥0.7) e as evidências das interações buscadas foram: Experimentais, Banco 

de dados e Co-expressão. O network está representado na forma de ação 

molecular. Linhas azuis significam ligação, linhas pretas indicam reação, linhas rosa 

evidenciam modificação pós-traducional e linhas roxas representam catálise. 
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4.8 Imunoprecipitação de FLAG-GFP, FLAG-S6K2 e FLAG-S6K2ΔPro 

superexpressas em células HeLa e validação das proteínas de interação por 

western blotting 

 

A partir do resultado obtido no ensaio de imunoprecipitação (IP) seguido de 

espectrometria de massas, obteve-se algumas proteínas candidatas, em que a 

interação com S6K2 pode ser dependente da sua região de poli-prolina. Para validar 

as interações identificadas no espectrômetro de massas foi realizado western 

blotting com experimentos de imunoprecipitação independentes. Como alvo 

principal, foi testado o Fator de elongação 2 (eEF2) identificado na 

imunoprecipitação apenas de S6K2 e a proteína RPS6 identificada em ambas as 

imunoprecipitações, como controle positivo. Como resultado, através do ensaio de 

western blotting foi detectado o principal alvo das S6Ks, a proteína ribossomal S6 

(RPS6) no precipitado de S6K2 e S6K2ΔPro, validando o resultado prévio (Figura 

22). Além disto, foi visto tanto na imunoprecipitação analisada por espectrometria de 

massas quanto na western blotting que a proteína eIF5A não interage com S6K2. 

Utilizando-se anticorpo específico para a proteína eEF2 foi possível observar que a 

interação entre S6K2 e eEF2 encontra-se prejudicada na proteína S6K2 mutante, o 

que sugere que a região de poli-prolina pode influenciar ou contribuir para a 

formação desta interação, que pode ocorrer de maneira direta ou indiretamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

Figura 22 – Validação das interações de S6K2 por western blotting. 

 

A) Extratos proteicos foram obtidos para realização de western blotting realizadas 

com as amostras do ensaio de imunoprecipitação de GFP-FLAG, S6K2-FLAG e 

S6K2ΔPro-FLAG superexpressos em células HeLa. Foram utilizados os anticorpos 

anti-eEF2 (92 kDa), anti-α-tubulin (50 kDa), anti-RPS6 (32 kDa), anti-eIF5A (17 kDa). 

A visualização das cadeias leves e pesadas das beads presentes no amostra do 

eluido foi realizado através da incubação com o anticorpo policlonal Mouse anti-IgG 

conjugados à peroxidase. B) Análise do conteúdo das GFP-FLAG, S6K2-FLAG e 

S6K2ΔPro-FLAG durante o ensaio de imunoprecipitação. Extratos proteicos foram 

preparados de células HeLa transfectadas com as construções (pFLAG-GFP, 

pFLAG-S6K2 e pFLAG-S6K2ΔPro), extrato total, extrato não-ligado, as beads FLAG, 

e eluidos da imunoprecipitação e analisadas por western blotting utilizando anticorpo 

anti-FLAG. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Buscando-se analisar a região de poli-prolina presente na região C-terminal 

de S6K2 para caracterização funcional da mesma, foi verificado a capacidade de 

superexpressão da proteína com a região de poli-prolina mutada S6K2ΔPro 

fusionada a FLAG em células HeLa. Foi observado que a proteína é capaz de ser 

produzida eficientemente e em conteúdos similares à proteína S6K2 selvagem 

(Figura 11). Este resultado difere do que observado anteriormente com a proteína 

contendo poli-prolina VPX (MIYAKE et al., 2014). Neste estudo, a remoção da 

sequência poli-prolina de VPX afetou negativamente a produção da proteína 

mutante. Como análise funcional da proteína mutada, observou-se que a 

superexpressão de S6K2ΔPro ocasiona o aumento do conteúdo fosforilado da 

proteína RPS6, assim como é observado com a superexpressão das proteínas S6K1 

e S6K2 (Figura 12). Neste contexto, a capacidade de fosforilação in vitro da proteína 

RPS6 por S6K1/2 já foi reportada em trabalhos anteriores (PHIN et al., 2003). Desta 

forma, os resultados sugerem que a mutação não influenciou a estabilidade e 

funcionalidade da proteína. Adicionalmente, verificou-se que a superexpressão das 

proteínas S6Ks, reconhecidas como reguladoras positivas da tradução, não 

influenciam a expressão do fator de tradução eIF5A, fato relevante para definir se 

este fator, reconhecido como importante para a tradução de domínios PPG ou PPP, 

participa na síntese da S6K2 que contém em seu domínio poli-prolina que contém 

um número mais expressivo de resíduos consecutivos de prolina (PPPPP). 

Recentemente, tem sido proposto a atuação de eIF5A na elongação da 

tradução de proteínas contendo regiões com 3 ou mais resíduos de prolinas 

consecutivos (GUTIERREZ et al., 2013). Neste contexto, um estudo em linhagens 

de S. cerevisiae temperatura sensíveis demonstrou que eIF5A é essencial para a 

tradução da proteína BNI1, que contém prolinas consecutivas e está envolvida no 

crescimento polarizado de leveduras durante a formação de shmoo, uma vez que 

esta dependência foi perdida com a retirada da sequência de poli-prolina da proteína 

(LI et al., 2014). Um trabalho realizado em células de origem pancreática mostrou 

que algumas proteínas do citoesqueleto com domínios de poli-prolina (AKAP13, 

TJP1, TRIP10 e PEAK1) foram afetadas devido ao silenciamento de eIF5A 

(FUJIMURA et al., 2015). Estes resultados corroboram a hipótese de que a síntese 
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de extensões de poli-prolina são dependentes de eIF5A. Contudo, é importante 

salientar que não foram apenas proteínas com domínios de poli-prolina que foram 

afetadas com o silenciamento de eIF5A (FUJIMURA et al., 2015).  

No presente trabalho foi avaliada a dependência de eIF5A para a tradução da 

proteína S6K2 e foi observado que a depleção de eIF5A em células HeLa não afetou 

o conteúdo endógeno de S6K2 (Figura 13). Além disso, avaliando em condições de 

superexpressão, utilizando um modelo de leveduras, foi visto que embora tenha sido 

observada uma leve redução no conteúdo de S6K2 com a repressão de eIF5A, a 

produção de S6K2 ocorre em ambas as condições, diferentemente da proteína 

controle LDB17 (Figura 14). A proteína LDB17 contém um motivo de poli-prolina no 

seu C-terminal e sua produção foi extremamente afetada pela depleção de eIF5A 

como observado anteriormente por (GUTIERREZ et al., 2013) e reproduzido no 

presente trabalho com o uso da levedura com o gene de TIF51A controlado com 

promotor TET-OFF. Assim como obtido aqui, recentemente, em um trabalho 

proteômico realizado com células HeLa foi observado que a maioria das proteínas 

identificadas contendo poli-prolina não tiveram seu conteúdo relativo alterado com a 

depleção de eIF5A por 72 e 96 horas (MANDAL et al., 2016). Além disso, a redução 

do conteúdo de eIF5A gerou tanto um efeito positivo quanto negativo na síntese de 

proteínas com poli-prolinas, sendo observado o aumento do conteúdo de algumas 

proteínas como SF3B2 (splicing factor 3B subunit 2), que contém sete motivos de 

poli-prolina (três a 10 prolinas consecutivas), ZYX (Zyxin, Zn-binding phospho 

protein) contém 8 regiões de poli-prolina, e também CKAP4 (cytoskeleton-associated 

protein 4) com 2 regiões ricas em prolina (MANDAL et al., 2016).  

Estes trabalhos recentes que descrevem proteínas com poli-prolinas que não 

são produzidas de maneira dependente de eIF5A e os resultados obtidos no 

presente estudo sugerem que, apesar das evidências presentes na literatura da 

importância de eIF5A para tradução de sequências contendo PPG ou PPP, este 

mecanismo não está completamente elucidado. Além disso, aparentemente o 

mesmo não se aplica para a proteína S6K2 que apresenta uma região PPPPP em 

seu C-terminal. Possivelmente, a atuação de eIF5A na tradução destas proteínas 

deve ocorrer de maneira dependente de outros mecanismos, indicando que mais 

estudos são necessários para o entendimento da especifidade do processo, ou seja, 

quais mRNAs com poli-prolina dependem de eIF5A e quais não necessitam. 
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Regiões de poli-prolina em proteínas não são somente estudadas quanto a 

sua particularidade relacionada ao controle traducional, mas também como sua 

relevância em interações proteína-proteína (BALL et al., 2005). Interações desta 

natureza já foram demonstradas como importantes em vias metabólicas (KAY et al., 

2000) assim como podem estar associadas com o desenvolvimento de desordens 

metabólicas em doenças como Huntington (QIN et al., 2004) e Alzheimer 

(ERMEKOVA et al., 1997). 

No presente trabalho, para avaliar a importância da região de poli-prolina de 

S6K2 para a interação com outras proteínas, foram realizados ensaios de 

imunoprecipitação seguido de LC-MS. Estes ensaios demostraram que a região de 

poli-prolina de S6K2 influencia as interações proteína-proteína de S6K2, visto que, 

com a mudança da sequência dessa região observa-se que a interação de um sub 

grupo de proteínas fica possivelmente prejudicada, com destaque para as proteínas 

com atividade transportadora (Figuras 17 e 18). As proteínas identificadas nesta 

classe compreendem as proteínas ATP5A1, ATP5O, ATP2A2 e LRPPRC, sendo 

que ATP5A1 e ATP5O fazem parte do complexo de ATPase F1 mitocôndrial, 

envolvido com a síntese de ATP (KÜHLBRANDT, 2015). Já ATP2A2 catalisa a 

hidrólise de ATP acoplada com a translocação do cálcio do citosol ao lúmen do 

retículo sarcoplasmático envolvida com o processo de contração/relaxamento 

muscular (ARRUDA et al., 2007). Por fim, a proteína LRPPRC pode atuar no 

metabolismo de RNA no núcleo e na mitocôndria e pode estar envolvida na 

regulação da transcrição (SASARMAN et al., 2010). O fato destas proteínas não 

terem sido identificadas na imunoprecipitação de S6K2ΔPro sugere que as 

interações de S6K2 com estas proteínas pode depender da região de poli-prolina, 

entretanto, mais estudos são necessários para descrever e validar estas interações. 

O envolvimento das proteínas S6Ks com o controle da síntese proteica têm 

sido relatado em diversos trabalhos (DUFNER AND THOMAS, 1999; MAGNUSON 

et al., 2012) e observado também no Network de interações de S6K2 demonstrado 

pelo programa STRING (Figura 21). Sendo proteínas efetoras de mTOR, as S6Ks 

respondem a estímulos por insulina e atuam fosforilando uma série de proteínas 

envolvidas no processo de tradução (MAGNUSON et al., 2012). Um dos alvos bem 

estabelecidos das S6Ks consiste na quinase do fator de elongação 2 (eEF2K) que 
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consiste na única proteína quinase dependente de Ca2+/calmodulina (CaM) (WANG 

et al., 2001). 

O sítio de fosforilação das S6Ks consiste na sequência consenso 

RXXRXXS/T, entretanto, algumas proteínas alvo de fosforilação das S6Ks são 

exceções a esta regra, como a proteína eEF2K. As proteínas S6Ks fosforilam 

eEF2K em Ser366 e consequentemente inibem sua atividade de modulador 

negativo da síntese proteica (WANG et al., 2001; RYAZANOV, 2002). Seu 

mecanismo de regulação ocorre através da fosforilação de eEF2 em Thr56 e 

inibição da atividade do fator, seu único alvo conhecido, impedindo que eEF2 

promova a translocação e movimentação ribossomal durante a etapa de elongação 

da tradução (FU et al., 2014). A interação de S6K2 com eEF2 já havia sido 

identificada em ensaios de imunoprecipitação de S6K2 seguido de espectrometria 

de massas em células HEK293 (PAVAN et al., 2016), entretanto, a indicação e 

validação de que esta interação pode ocorrer e  depender da região de prolinas do 

C-terminal de S6K2 está sendo proposta pela primeira vez neste trabalho.  

Conforme discutido acima, é descrito que as S6Ks exercem sua função sobre 

eEF2 através de eEF2K. No entanto, o levantamento do porquê ocorrer uma 

interação entre S6K2 e eEF2 demanda o entendimento de outros processos 

celulares.  

Um dos grandes desafios de células de mamíferos se encontra na 

necessidade de controlar e processar com eficiência o enorme fluxo de 

informações e sinais recebidos. Estas regulações ocorrem via cascata de eventos, 

que apenas podem ocorrer de modo eficiente com as proteínas corretas 

fisicamente próximas (GOOD et al., 2011). Sabe-se hoje que determinadas 

proteínas são capazes de formar complexos juntamente com seus parceiros de 

sinalização relacionados a uma determinada via metabólica, uma vez que a 

interação ou proximidade física entre proteínas e seus alvos (diretos ou indiretos) 

de fosforilação facilita uma melhor e mais ágil modulação das vias metabólicas sob 

seu controle (SHAW AND FILBERT, 2009; GOOD et al., 2011). A organização 

espaço-temporal de proteínas e seus alvos (mesmo local no momento exato) é 

crucial para o correto funcionamento de células eucarióticas (GOOD et al., 2011; 

KHOLODENKO, 2006; KORNAU et al., 1995; HARDING et al., 2005). Neste 

contexto, podemos supor que a interação observada entre S6K2 e eEF2 seja 



72 

 

importante para manter a proximidade entre as duas proteínas. Esta interação 

pode aumentar a eficiência com a qual S6K2 é capaz de modular a síntese 

proteica via eEF2, sendo a região de poli-prolina de S6K2, conforme demonstrado 

no presente trabalho, importante para tal interação. Além disso, já foi demonstrado 

que regiões de poli-prolina pode estabilizar a interação entre quinase e substrato, 

facilitando a fosforilação (PELLICENA AND MILLER, 2001). 

Desta forma, a interação ou proximidade física de S6K2 com suas proteínas 

ligantes poderia ser importante não só para a regulação da síntese proteica via 

eEF2, mas possivelmente de outras proteínas em que se observou uma possível 

redução da interação devido a deleção da sequência de poli-prolina (Figuras 17 a 

21 e Anexo 1). De fato, a importância desse motivo de poli-prolina é evidenciada 

através do alto grau de conservação dessa região de S6K2 em mamíferos (Figura 

7). Isto sugere que uma elevada pressão seletiva manteve o motivo de poli-prolina 

em S6K2, mesmo considerando-se diferentes ordens e famílias dentre a classe dos 

mamíferos. Esta conservação pode ter sido causada, portanto, devido a uma 

possível importância da interação entre S6K2 e suas proteínas de interação.  



73 

 

6 CONCLUSÕES 
 

Em função dos resultados obtidos conclui-se que a depleção do domínio poli-

prolina presente em S6K2, mas ausente em S6K1, não interfere com o seu perfil de 

expressão e não influencia sua capacidade fosforilativa intrínseca, como evidenciado 

pela fosforilação do principal alvo de fosforilação, a proteína RPS6 pela proteína 

mutante S6K2ΔPro desenvolvida neste estudo. Esta observação, portanto, revela 

que a proteína mutante S6K2ΔPro apresenta preservada sua atividade catalítica 

intrínseca.  

A proteína S6K2 endógena não tem seu conteúdo alterado quando ocorre a 

depleção do conteúdo de eIF5A com o silenciamento gênico utilizando moléculas 

siRNA para eIF5A em células HeLa nos tempos testados. Além disso, diferente da 

proteína controle LBD17 que têm sua produção altamente prejudicada pela redução 

do conteúdo de eIF5A, a superexpressão S6K2 foi apenas pouco afetada pela 

repressão de eIF5A em modelo de Saccharomyces cerevisiae regulando a 

expressão gênica de TIF51A, o que indica que eIF5A não está envolvida na 

tradução de S6K2. 

A região de poli-prolina de S6K2 é importante para as interações proteína-

proteina de S6K2, como mostrado nos ensaios de imunoprecipitação seguido de LC-

MS.  Uma vez que, com a mudança da sequência dessa região observa-se que a 

interação de um sub grupo de proteínas fica possivelmente prejudicada, com 

destaque para as proteínas com atividade transportadora. Dentre as proteínas 

identificadas, o fator eEF2 foi validado pela primeira vez como uma das proteínas 

com interação a S6K2 e esta interação pode sofrer influência do seu domínio poli-

prolina de S6K2. 
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ANEXO 1 - Proteínas identificadas pelo espectrômetro de massas e as quantidades 
de peptídeos identificados 

 

 

Protein Name Gene Symbol GFP S6K2 S6K2∆Pro 

Nucleolin NCL 0 16 11 

Nucleophosmin isoform 2  NPM1 0 7 3 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  HNRPU 0 12 4 

Ribosomal protein L4  RPL4 0 10 4 

Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1  ZC3HAV1 0 8 3 

Ribosomal protein S6 kinase beta-2 RPS6K2B2 0 12 6 

Ribosomal protein L7a RPL7A 0 8 5 

Ribosomal protein S6  RPS6 0 5 4 

Heat shock 60kDa protein 1 (Chaperonin) HSPD1 0 6 1 

Ribosomal protein S8  RPS8 0 8 5 

Splicing factor, arginine/serine-rich 2 SFRS2 0 4 2 

Polyadenylate-binding protein  PABPC1 0 8 5 

Annexin  ANXA2 0 5 5 

Ribosomal protein L6 RPL6 0 5 4 

Ribosomal protein S3a  RPS3A 0 8 2 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRPK 0 8 4 

Ribosomal protein L3  RPL3 0 4 2 

Ribosomal protein L18 RPL18 0 5 4 

Ribosomal protein L12  RPL12 0 7 3 

Kinesin-like protein  KIF11 0 5 2 

Ribosomal protein L9  RPL9 0 5 2 

Ribosomal protein, large, P1 RPLP1 0 4 0 

ATP-dependent RNA helicase DDX3Y DDX3Y 0 6 6 

Ribosomal protein L14  RPL14 0 10 6 

Probable ATP-dependent RNA helicase 

DDX5  DDX5 0 5 5 
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ATP-dependent RNA helicase A DHX9 0 4 0 

Ribosomal protein L10  RPL10 0 4 5 

Ribosomal protein L13  RPL13 0 5 4 

Ribosomal protein L27a  RPL27A 0 4 0 

Ribosomal protein L21  RPL21 0 2 1 

Eukaryotic translation initiation factor 2 

subunit 3  EIF2S3 0 4 2 

Ribosomal protein L10a  RPL10A 0 6 1 

Ribosomal protein P0  RPLP0 0 4 3 

DNA replication licensing factor MCM5 MCM5 0 4 2 

Ribosomal protein S23 RPS23 0 2 1 

Ribosomal protein S24  RPS24 0 5 2 

Ribosomal protein S27  RPS27L 0 4 0 

RNA binding motif protein 10 RBM10 0 2 1 

Ribosomal protein L30 RPL30 0 3 2 

Aspartate beta-hydroxylase  ASPH 0 3 1 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRPF 0 2 1 

Ribosomal protein L19  RPL19 0 3 2 

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATP5A1 0 2 0 

Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 0 3 1 

Ribosomal protein S27A RPS27A 0 4 2 

Ribosomal protein S3  RPS3 0 6 3 

Ribosomal protein S14  RPS14 0 5 3 

Protein phosphatase 2C isoform beta PPM1B 0 4 0 

Ribosomal protein S2  RPS2 0 5 1 

Histone 1.4 HIST1H1E 0 4 1 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-

like HNRNPA1L 0 2 0 

Ribosomal protein L23 RPL23 0 2 4 

Ribosomal protein L18a  RPL18A 0 2 2 

Zinc finger protein 90  ZNF90 0 3 2 
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Non-POU domain containing octamer-binding 

isoform1  NONO 0 3 2 

Ribosomal protein L24  RPL24 0 3 3 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R HNRPR 0 2 0 

Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 LUC7L2 0 1 0 

Ribosomal protein L8 RPL8 0 3 1 

Ribosome-binding protein 1  RRBP1 0 4 0 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D HNRNPD 0 4 1 

Nucleolar protein 16  NOP16 0 2 0 

Leucine-rich PPR motif-containing protein LRPPRC 0 1 0 

Ribosomal protein S11  RPS11 0 3 1 

Protein arginine N-methyltransferase 5  PRMT5 0 3 4 

Ribosomal protein S5 RPS5 0 1 1 

Filamin-A  FLNA 0 3 0 

Heat shock protein 90kDa alpha  HSP90AB1 0 3 1 

Synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA 

interacting protein  SYNCRIP 0 3 0 

Plasminogen activator inhibitor 1  PAI-1 0 3 0 

SCY1-like protein 2 SCYL2 0 2 0 

Ribosomal protein L11 RPL11 0 3 3 

RNA-binding protein 39  RBM39 0 2 0 

Ribosomal protein S19  RPS19 0 2 1 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L  HNRNPL 0 2 0 

WD repeat domain 77 WDR77 0 2 4 

Ribosomal protein L22  RPL22 0 2 1 

Ribosomal protein S17  RPS17 0 2 0 

Stress-70 protein, mitochondrial  HSPA9 0 3 0 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H HNRNPH1 0 2 1 

Signal recognition particle 14 kDa protein  SRP14 0 1 1 

Ribosomal protein L35 RPL35 0 2 0 

Ribosomal protein L7 RPL7 0 2 2 



83 

 

Caprin-1 CAPRIN1 0 2 0 

Enhancer of rudimentary homolog  ERH 0 1 0 

Ribosomal protein L37a  RPL37A 0 1 0 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M  HNRNPM 0 2 0 

tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase  NSUN2 0 1 1 

MRPS9 protein  MRPS9 0 1 0 

Ribosomal protein S15  RPS15 0 1 1 

Nucleolar RNA helicase 2  DDX21 0 3 3 

Ras GTPase-activating protein-binding 

protein 1 G3BP 0 2 1 

Nuclease-sensitive element-binding protein 1  YBX1 0 2 2 

Eukaryotic translation initiation factor 4B  EIF4B 0 2 0 

Ribosomal protein S29  RPS29 0 2 0 

G patch domain-containing protein 4  GPATCH4 0 1 0 

Ribosomal protein S12 RPS12 0 1 2 

Ribosomal protein L27  RPL27 0 3 1 

Ribosomal protein L31  RPL31 0 1 2 

Interleukin enhancer-binding factor 2  ILF2 0 2 0 

Ribosomal protein S7  RPS7 0 2 0 

THO complex subunit 4  ALYREF 0 1 1 

Calmodulin-like protein 5  CALML5 0 1 1 

Methionine adenosyltransferase II, alpha MAT2A 0 1 0 

Serine/arginine-rich splicing factor 11 SFRS11 0 1 0 

2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein  OASL 0 1 1 

Ribosomal protein S4  RPS4X 0 2 3 

ADP-ribosylation factor-like 6 interacting 

protein 1 ARL6IP1 0 2 0 

Fatty acid synthase  FASN 0 1 0 

Ribosomal protein L32 RPL32 0 2 1 

Elongation factor Tu, mitochondrial  TUFM 0 1 0 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10  USP10 0 1 0 
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Ribosomal protein S25  RPS25 0 1 1 

Prohibitin protein  PHB 0 1 0 

Ribosomal protein L36  RPL36 0 2 1 

Beta-actin  ACTB 0 1 1 

Calmodulin  CALM1 0 1 0 

Double-stranded RNA-activated protein 

kinase protein  PKR 0 1 0 

Brain acid soluble protein 1 BASP1 0 1 0 

Ribosomal protein S9  RPS9 0 2 3 

GTP-binding nuclear protein Ran  RAN 0 2 0 

Similar to signal recognition particle 9kD  SRP9 0 1 1 

Treacle protein 1 TCOF1 0 1 0 

Small nuclear ribonucleoprotein-associated 

protein N  SNRPN 0 1 0 

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding 

protein 3  IGF2BP3 0 1 0 

Ribosomal protein S13  RPS13 0 2 2 

Ribosomal protein S26  RPS26 0 2 1 

Interleukin enhancer binding factor 3 ILF3 0 1 1 

Spindlin SPIN 0 1 0 

Probable rRNA-processing protein EBP2 EBNA1BP2 0 1 1 

Ribosomal protein L38 RPL38 0 1 0 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

A2/B1 HNRPA2B1 0 1 0 

ATP-dependent RNA helicase DDX1  DDX1 0 1 0 

Ribosomal protein S18  RPS18 0 2 1 

Ribosomal protein SA  RPSA 0 1 1 

Ribosomal protein L13a  RPL13A 0 1 2 

Probable peptidyl-tRNA hydrolase  PTRH1 0 1 0 

Pentatricopeptide repeat domain-containing 

protein 3 PTCD3 0 1 0 

tRNA methyltransferase 11-2 homolog  TRMT112 0 1 0 
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Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium 

ATPase 2 ATP2A2 0 1 0 

ELAV-like protein 1  ELAVL1 0 1 0 

Elongation factor 2  EEF2 0 1 0 

Elongation factor 1-delta  EEF1D 0 1 0 

G-rich RNA sequence binding factor 1 GRSF1 0 1 0 

Microtubule-associated protein  MAP4 0 1 0 

Splicing factor, arginine/serine-rich 5 SFRS5 0 1 0 

Fragile X mental retardation syndrome-

related protein 1 FXR1 0 1 0 

Developmentally-regulated GTP-binding 

protein 1  DRG1 0 1 1 

Immunoglobulin kappa variable 2D-28 IGKV2D-28 0 1 0 

Ribosomal protein L15  RPL15 0 1 1 

Nascent polypeptide-associated complex 

alpha subunit 2 NACA 0 1 0 

Serine/arginine-rich-splicing factor 3  SRSF3 0 1 0 

Receptor of-activated protein C kinase 1  RACK1/GNB2L1 0 1 0 

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 

glycosyltransferase subunit 1  RPN1 0 1 0 

Replication factor C 2 isoform 1  RFC2 0 1 0 

Histone H1.5  HIST1H1B 0 1 0 

Complement C2  C2 0 1 0 

2'-5'-oligoadenylate synthetase 3 OAS3 0 1 0 

ATP synthase gamma chain, mitochondrial  ATP5C1 0 1 0 

Leucine-rich repeat-containing protein 59 LRRC59 0 1 1 

Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent 

RNA helicase DHX15 0 1 0 

Heat shock 105kDa/110kDa protein 1 HSPH1 0 1 1 

Eukaryotic initiation factor 4A-I  EIF4A 0 1 1 

ATP synthase subunit O, mitochondrial ATP5O 0 1 0 

Mitochondrial ribosomal protein S27 MRPS27 0 1 0 
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Ribosomal protein L17 RPL17 0 1 0 

Probable ATP-dependent RNA helicase  DDX17 0 0 4 

Polymerase I and transcript release factor  PTRF 0 0 1 

Heat shock 70kDa protein 1-like  HSPA1L 0 0 2 

59 kDa 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 

protein  THYRO 0 0 1 

DNA replication licensing factor MCM3 MCM3 0 0 1 

Chromosome 11 open reading frame 48 C11orf98 0 0 1 

Putative eukaryotic translation initiation factor 

2 subunit 3-like protein EIF2S3L 0 0 1 

Ribosomal protein L28  RPL28 0 0 1 

Ras GTPase-activating protein-binding 

protein 1  G3BP1 0 0 1 

Uncharacterized protein C7orf50 C7orf50 0 0 1 

Cleavage and polyadenylation specificity 

factor subunit 5 NUDT21 0 0 1 

Mitochondrial ribosomal protein S28 isoform 

1  MRPS28 0 0 1 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  PPIB 0 0 1 

Ribose-phosphate pyrophosphokinase 3  PRPS1L1 0 0 1 

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding 

protein 1 IGF2BP1 0 0 1 

Chromosome 1 open reading frame 33 C1orf33  0 0 1 

Epididymis secretory protein Li 85  PCBP1 0 1 1 
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Figura 23 - Certificado da premiação SBBQ Award 2016. 

 

 


