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RESUMO	
eIF5A	 é	 um	 fator	 de	 tradução	 envolvido	 com	 vários	 processos	 celulares,	 como	 o	
controle	da	proliferação	 celular	e	 inflamação.	Esse	 fator	 sofre	uma	modificação	pós-
traducional	totalmente	conservada	e	específica	para	sua	ativação.	Essa	modificação	é	
chamada	de	hipusinação	e	consiste	na	modificação	de	uma	 lisina	específica	em	duas	
etapas:	primeiro,	a	porção	aminobutil	da	poliamina	espermidina	é	transferida	para	o	
grupamento	 amino	 da	 cadeia	 lateral	 da	 lisina,	 pela	 ação	 da	 enzima	 desoxi-hipusina	
sintase;	e,	 em	seguida,	o	 radical	 transferido	 sofre	uma	hidroxilação	na	posição	beta,	
pela	ação	da	desoxi-hipusina	hidroxilase.	Assim	como	eIF5A,	desoxi-hipusina	sintase	é	
altamente	 conservada	 em	 arquea	 e	 eucariotos	 e	 é	 essencial	 em	 Saccharomyces	
cerevisiae.	 A	 desoxi-hipusina	 sintase	 é	 inibida	 por	 N1-Guanyl-1,7-diaminoheptane	
(GC7),	 um	 análogo	 estrutural	 da	 espermidina.	 No	 entanto,	 estudos	 mais	 recentes	
demonstraram	 que	 o	 composto	 GC7	 apresenta	 efeitos	 celulares	 independentes	 de	
eIF5A,	 o	 que	 demonstra	 que	 este	 possui	 outros	 alvos.	 Além	 disso,	 não	 é	 conhecido	
como	se	dá	o	processo	de	transporte	do	GC7	para	o	meio	 intracelular	ou	se	existem	
mecanismos	 de	 compartimentalização	 celular	 ou	 externalização	 do	 GC7.	 Por	 fim,	
também	 não	 são	 conhecidos	 mecanismos	 de	 metabolização	 celular	 do	 GC7.	 Desta	
forma,	o	presente	projeto	teve	como	objetivo	a	busca	de	novos	alvos	celulares	para	o	
composto	GC7	utilizando	rastreamento	quimio-genético	utilizando	a	coleção	haploide	
de	genes	nocautes	de	S.	 cerevisiae	 (genes	não	essenciais).	A	partir	do	 rastreamento,	
foram	 obtidos	 resultados	 de	 sensibilidade	 ao	 GC7	 para	 96	 linhagens	 nocautes	 e	 de	
resistência	 para	 107.	 As	 principais	 vias	 afetadas	 por	 GC7	 estão	 relacionadas	 ao	
transporte	 e	 biossíntese	 de	 aminoácidos	 e	 poliaminas,	 acidificação	 vacuolar	 e	
ribofagia.	Além	da	identificação	destes,	foram	testados	outros	nocautes	relacionados	e	
foram	 identificados	 prováveis	 transportadores	 de	 GC7	 para	 fora	 do	 citoplasma.	
Também	foi	verificado	que		GC7	reduz	os	níveis	de	putrescina,	assim	como	em	cultura	
de	células	de	mamífero,	e	outros	resultados	deste	trabalho	também	estão	de	acordo	
com	 um	 efeito	 de	 GC7	 de	 impacto	 relevante	 nesta	 via	 de	 poliaminas.	 Um	 dos	
resultados	mais	importantes	deste	trabalho	foi	a	resistência	de	mutantes	de	ribofagia	
a	GC7,	efeito	este	que	se	mostrou	independente	de	eIF5A.	Por	fim,	demonstramos	que	
S.	cerevisiae,	no	background	genético	da	coleção	de	nocautes,	é	altamente	resistente	a	
GC7	e	que	os	efeitos	de	GC7	na	célula	não	podem	ser	revertidos	pela	adição	exógena	
de	espermidina,	seu	análogo	estrutural.	
Palavras-chave:	 Saccharomyces	 cerevisiae.	 eIF5A.	 Desoxi-hipusina	 sintase.	
Rastreamento.	GC7.		
 
 



 

 

ABSTRACT	

eIF5A	 is	 a	 translation	 factor	 involved	 in	 several	 cellular	 processes,	 as	 cellular	

proliferation	 control	 and	 inflammation.	 This	 factor	 undergoes	 a	 very	 conserved	 and	

specific	posttranslational	modification	necessary	to	its	activation	named	hypusination,	

which	consists	in	the	modification	of	a	specific	lysine	in	two	steps.	First,	deoxyhypusine	

synthase	 enzyme,	 transfers	 4-aminobutyl	 moiety	 from	 polyamine	 spermidine	 to	 a	

specific	 lysine	 residue	 in	 eIF5A	 precursor;	 immediately,	 deoxyhypusine	 hydroxylase	

adds	 a	 hydroxyl	moiety	 in	 eIF5A	 intermediate	 to	 generate	 eIF5A	 hypusinated.	 Both,	

eIF5A	and	deoxyhypusine	synthase	are	highly	conserved	 from	archaea	 to	eukaryotes	

and	are	essential	in	Saccharomyces	cerevisiae.	Deoxyhypusine	synthase	is	inhibited	by	

N1-Guanyl-1,7-diaminoheptane	 (GC7),	 a	 structural	 analogue	 of	 spermidine.	

Nevertheless,	recent	findings	have	demonstrated	that	GC7	shows	independent	cellular	

effects	of	eIF5A,	pointing	out	that	GC7	has	other	targets.	Besides,	it	is	not	known	how	

GC7	 is	 transported	 into	 the	 cell	 or	 if	 there	 are	 mechanisms	 of	 cellular	

compartmentalization	 or	 externalization	 of	 GC7.	 At	 last,	 mechanisms	 in	 order	 to	

metabolize	the	compound	GC7	are	not	known.	Therefore,	the	present	project	aimed	to	

find	 new	 cellular	 targets	 for	 the	GC7	 compound	 using	 chemo-genetic	 screening	 and	

the	 haploid	 collection	 of	 knockouts	 in	 S.	 cerevisiae	 (nonessential	 genes).	 From	 the	

screening,	 GC7	 sensitivity	 results	 were	 obtained	 for	 96	 knockout	 strains	 and	 107	

knockout	strains	showed	resistance.	The	main	pathways	affected	by	GC7	are	related	to	

the	 transport	and	biosynthesis	of	amino	acids	and	polyamines,	 vacuolar	acidification	

and	 ribophagy.	 In	 addition	 to	 identifying	 these,	 other	 related	 knockout	 strains	were	

tested	and	probable	GC7	transporters	to	outside	the	cytoplasm	were	identified.	It	has	

also	been	found	that	GC7	reduces	the	levels	of	putrescine	as	well	as	in	mammalian	cell	

culture,	and	other	results	of	this	work	also	agree	with	a	relevant	impact	of	GC7	in	this	

polyamine	pathway.	One	of	the	most	important	results	of	this	work	was	the	resistance	

of	 ribophagy	mutants	 to	GC7,	which	was	shown	to	be	 independent	of	eIF5A.	Finally,	

we	 demonstrate	 that	 S.	 cerevisiae,	 in	 the	 genetic	 background	 of	 the	 knockout	

collection,	is	highly	resistant	to	GC7	and	that	the	effects	of	GC7	on	the	cell	can	not	be	

reversed	by	the	exogenous	addition	of	spermidine,	its	structural	analogue.		

Keywords:	Saccharomyces	cerevisiae.	eIF5A.	Deoxihipusine	synthase.	Screening.	GC7.	
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1. INTRODUÇÃO 
A proteína eIF5A é altamente conservada de arquea a eucariotos e é uma 

proteína essencial em todos os organismos estudados até o momento. Essa 

proteína está envolvida com vários processos celulares, como o controle da 

proliferação celular (PARK et al., 1997; PARK, 2006), processo tumorigênico 

(MANDAL et al., 2015: MELNIKOV et al., 2016) e inflamação (MAIER;  

OGIHARA et al., 2010; MAIER; TERSEY et al., 2010; ROBBINS et al., 2010). 

eIF5A sofre uma modificação pós-traducional única e conservada ao 

longo da evolução, chamada de hipusinação, a qual é necessária para sua 

ativação. Essa ocorre em duas etapas consecutivas: primeiro, a enzima desoxi-

hipusina sintase (Dys1 em S. cerevisiae) transfere uma porção 4-aminobutil da 

poliamina espermidina a um resíduo específico de lisina em eIF5A (51 em 

eIF5A de S. cerevisiae); em seguida, o resíduo desoxi-hipusina é hidroxilado 

pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase (Lia1 em S. cerevisiae), para formar o 

resíduo hipusina (PARK et al., 2006; PARK et al., 2010; Figura 1).  

A enzima desoxi-hipusina sintase é inibida pelo composto N1-guanil-1,7-

diamino-heptano (GC7), o qual é um análogo estrutural da poliamina 

espermidina. Um estudo com a estrutura obtida por cristalografia de desoxi-

hipusina sintase mostrou que há a ligação do inibidor GC7 no sítio ativo de 

desoxi-hipusina sintase (UMLAND et al., 2004).  
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Figura 1. Via da biossíntese do resíduo de aminoácido hipusina no precursor de 

eIF5A. Esquema simplificado da modificação pós-traducional de eIF5A. A porção 

4-aminobutil proveniente da poliamina espermidina é transferida para o resíduo de 

lisina do precursor inativo de eIF5A, por meio da ação da enzima desoxi-hipusina 

sintase (Dys1 em levedura). O intermediário resultante, agora contendo desoxi-

hipusina, é posteriormente hidroxilado pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase 

(Lia1 em levedura). Dys1 é inibida pelo composto N1-guanil-1,7-diamino-heptano 

(GC7).  

 

As poliaminas putrescina, espermidina e espermina são moléculas 

ubíquas em células eucarióticas e estão envolvidas em uma série de processos 

relacionados com a proliferação celular e sobrevivência celular, atuando 

através de vários mecanismos diferentes, que podem envolver a ligação ao 

DNA, RNA, proteínas e fosfolipídios (WATANABE et al., 1991; MIYAMOTO et 

al., 1993). Recentemente foi demonstrado que a poliamina espermidina 

incrementa longevidade cronológica em Saccharomyces cerevisiae mediante 

aumento de macroautofagia (EISENBERG et al., 2009) e foram mostrados 

efeitos cardio protetores dessa poliamina através de aumento da longevidade 

em camundongos (EISENBERG et al., 2016).  

As poliaminas podem ser importadas pelas células a partir do meio 

externo ou sintetizadas enzimaticamente através de vias metabólicas (PEREZ-

LEAL; MERALI, 2012). A via de síntese de poliaminas em S. cerevisiae origina-

se com a L-ornitina, que é convertida em putrescina pela ornitina 

descarboxilase (Spe1), uma enzima cuja produção é altamente regulada em 

NH2
+ NH NH2

+ NH NH2
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eucariotos. Por sua vez, a putrescina é convertida pela espermidina sintase 

(também chamada de putrescina-aminopropiltransferase - Spe3) em 

espermidina, que é subsequentemente utilizada para sintetizar espermina, 

através da espermina sintase (Spe4). O cofator S-adenosilmetioninamina é 

obtido a partir da S-adenosilmetionina pela enzima S-adenosilmetionina 

descarboxilase (Spe2). Tanto espermina, quanto N-acetyl-espermidina mas 

não espermidina podem ser oxidadas pela ação da poliamina oxidase Fms1, 

enzima que gera como produto de ambas degradações 3-aminopropanal, 

usado como substrato na biossíntese de β-alanina e pantotenato (WHITE; 

GUNYUZLU; TOYN, 2001; LANDRY; STERNGLANZ, 2003) (Figura 2). A via de 

síntese de poliaminas na célula está submetida a alta regulação mediante a 

proteína antizima (Oaz1 em S. cerevisiae), que é dependente das 

concentrações intracelulares de poliaminas. Vários estudos recentes mostram 

um aumento de poliaminas em vários tipos de células tumorais diferentes, 

assim como, apontam a importância do circuito poliaminas-hipusinação de 

eIF5A na prevenção e no tratamento contra o câncer (NAKANISHI; 

CLEVELAND, 2016). 

O papel do inibidor GC7 na inibição do crescimento de diferentes 

linhagens de células eucarióticas e de células tumorais já foi descrito e é bem 

estabelecido na literatura (PARK et al., 2010; UMLAND et al., 2004). Além 

disso, estudos recentes demonstram que o co-tratamento com GC7 e 

cetuximab diminui significativamente a viabilidade de células de câncer de 

pulmão em comparação com o tratamento apenas com cetuximab (WANG et 

al., 2016), assim como o co-tratamento com GC7 e gemcitabina diminui a 

viabilidade em células de adenocarcinoma pancreático (PDAC) e este efeito 

está relacionado com a inibição de eIF5A  (YAO et al., 2017).  
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Figura 2. Via de biossíntese e degradação de poliaminas em S. cerevisiae. Os nomes 

dos genes correspondentes às enzimas estão mostrados em preto e maiúscula. As 

poliaminas aqui são: putrescina, espemidina e espermina. Figura construída a 

partir de KEGG PATHWAY Database (http://www.kegg.jp) usando a ferramenta 

creately app (https://creately.com). Os códigos dos mapas metabólicos sce00330 e 

sce00410 mostrados em parênteses correspondem a arginine and proline 

metabolism e beta-alanine metabolism respetivamente para o organismo 

Saccharomyces cerevisiae.  

 

Compostos bioativos, tais como o GC7, são largamente utilizados para 

modular a função de proteínas e podem constituir importantes ferramentas para 

a compreensão da fisiologia celular, mais especificamente, na função de 

proteínas celulares específicas, como desoxi-hipusina sintase e eIF5A, assim 

como podem dar origem a novos fármacos. No entanto, apesar da comprovada 

atividade de inibição de desoxi-hipusina sintase e, consequentemente, da 
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maturação de eIF5A, in vitro e in vivo por GC7, trabalhos recentes 

demonstraram que desoxi-hipusina sintase não é o único alvo celular de GC7. 

Em um deles, utilizando cultura de células de mamífero, foi demonstrado que 

GC7 induz uma parada no início da tradução e que essa parada está 

relacionada à fosforilação de eIF2 e eIF4E-binding proteins 1 (4E-BP1), assim 

como o tratamento com GC7 apresentou uma diminuição nos níveis de 

poliaminas, sugerindo um aumento da antizima, proteína inibidora da via 

(LANDAU et al., 2010). Por outro lado, knockdown de eIF5A por RNAi, nesse 

mesmo trabalho, induziu parada da elongação da tradução. Dessa forma, 

apesar de inibir a função de eIF5A, GC7 interfere também com outros 

processos celulares, isto é, não possui especificidade (LANDAU et al., 2010). 

Em outro estudo, ficou demonstrado que o tratamento com GC7 causa uma 

indução de autofagia basal, que é independente da presença de eIF5A, e 

alterações nos níveis de eIF5A também não influenciam autofagia basal na 

ausência de GC7 (OLIVERIO et al., 2014). Além disso, apesar de GC7 inibir 

muito menos o crescimento de Escherichia coli em comparação com arqueas, 

dimunuição de 1,3 vezes no tempo de geração em comparação com inibição 

total do crescimento com GC7 a 1 mM, houve diferença significativa, sugerindo 

uma ação do GC7 sobre bactéria (MATTIAS JANSSON; MALANDRIN; 

JOHANSSON, 2000). 

A determinação de alvos para drogas e pequenas moléculas bioativas 

pode ser realizada através do crescimento celular comparativo; a taxa de 

crescimento é um dos fenótipos mais fáceis de se medir em levedura e, 

portanto, é a medida mais amplamente utilizada de aptidão celular. Assim, a 

coleção de nocautes de S. cerevisiae, um conjunto de mutantes que abrange 

todos os genes não essenciais desse organismo, tem permitido a realização de 

experimentos de larga escala mediante crescimento comparativo (com e sem 

droga) de cada um dos mutantes da coleção nocaute, como medida fenotípica 

da sensibilidade ou resistência para a referida droga (KUZMIN et al., 2014). O 

crescimento relativo de cada linhagem da coleção nas condições com e sem 

droga gera uma lista de categorização dos genes em função da resposta de 

crescimento da linhagem mutante para esse gene. Essa lista categorizada de 

genes cujos mutantes são sensíveis ou resistentes a uma droga fornece um 

perfil ou "assinatura", que caracteriza o efeito que essa droga tem sobre a 
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célula (PARSONS et al., 2006). Rastreamentos de quimio-genética em S. 

cerevisiae já foram utilizados em diversos trabalhos para entender o 

mecanismo de ação de uma série de moléculas biologicamente ativas, assim 

como para entender sua metabolização e transporte celular  (LANTHALER et 

al., 2011; LEE et al., 2014; BILSLAND et al., 2016;). Desta forma, determinar 

novos alvos de interação celular de GC7 permitirá avaliar seu grau de 

especificidade à enzima desoxi-hipusina sintase, assim como poderia elucidar 

novas vias de metabolização, transporte e extrusão celular do inibidor GC7 

(Figura 3).  

 

 
Figura 3. Possíveis processos a identificar mediante rastreamento quimio-genético em 

S. cerevisiae. Círculos verde e vermelho representam proteínas responsáveis pelo 

transporte transmembrana para o interior e exterior celular, respectivamente, assim 

como x, y e z proteínas ou enzimas relacionadas ao metabolismo celular. Círculos 

desenhados em preto representam diferentes compartimentos celulares como 

endossomo, exossomo e vacúolo.  
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5. CONCLUSÕES 
Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem ou 

evidenciam o efeito do inibidor de hipusinação GC7 no crescimento celular de 

diferentes linhagens mutantes, abarcando alguns processos celulares como: 

transporte transmembrana, tráfego intracelular e metabolismo, além de 

diversos complexos celulares (Figura 21).  

O fenótipo de sensibilidade ao composto GC7 apresentado pelos 

diferentes mutantes da via de síntese de poliaminas, assim como, a diminuição 

dos níveis de poliaminas intracelulares mostrados na linhagem selvagem na 

presença de GC7 evidenciam, em conjunto, o efeito off target apresentado pelo 

composto GC7 na via de síntese de poliaminas (Figura 21).  

O atraso no crescimento celular, mostrado pela ausência de Trk1 na 

presença do inibidor GC7, sugere que GC7 poderia estar sendo transportado 

mais eficientemente quando há hiperpolarização da membrana plasmática 

(Figura 21).  

Os resultados de sensibilidade ao GC7 exibidos por mutantes 

pertencentes a família de proteínas transportadoras multidrogas DHA1 family, 

assim como o resultado de resistência mostrado pela linhagem mutante do 

transportador Tna1, sugerem que o composto GC7 é um substrato para estes 

transportadores (Figura 21).  

A resistência/supressão ao GC7 mostrada pelas linhagens nocautes do 

complexo desubiquitinasse Ubp3-Bre5, assim como em Pro1, sugerem que o 

tratamento com GC7 melhora o crescimento celular de mutantes envolvidos 

com ribofagia (Figura 21). 

Os resultados de baixa toxicidade mostrados pelo inibidor GC7 e 

comparados com a espermidina, somado ao fato de que estas moléculas 

apresentaram efeitos contrários em autofagia, sugerem que apesar da 

semelhança estrutural de ambas moléculas, a qual leva uma potente inibição 

de eIF5A na presença do GC7, os efeitos celulares do inibidor devem ir além 

do mimetismo com a poliamina espermidina no panorama celular eucariótico de 

S. cerevisiae.  

 
 
 
 



 

 
Figura 21.  Diagrama dos efeitos celulares identificados para o inibidor de hipusinação GC7 em relação à 

coleção de nocautes em S. cerevisiae. Os nomes dos genes em maiúscula representam genes cujos 

nocautes: não foram testados (cinza), apresentaram letalidade (roxa), não apresentaram diferença no 

crescimento na presença de GC7 (preto), apresentaram sensibilidade (vermelho) ou resistência (verde) ao 

composto GC7 (1-2 mM). A sensibilidade ou resistência foi definida mediante o cálculo dos parâmetros 

usados neste trabalho (K e tempo de geração) e sua significância confirmada por teste-T , aceitando no 

mínimo  95% de confiança para n= 3. Círculos com fundo branco representam genes relacionados aos 

diferentes tipos de transporte (transmembrana, vacuolar, endocitose ,etc.). Flechas pretas indicam o 

sentido do: transporte, vias metabólicas, metabólitos, sustâncias ou drogas e compartimentos celulares. 

Diagrama feito a partir de creately    app (https://creately.com), utilizando a informação registrada em 

KEGG PATHWAY Database (http://www.kegg.jp),  SGD (https://www.yeastgenome.org) ou literatura 

citada nesse trabalho. Os códigos dos mapas metabólicos sce00220, sce00330 e sce00410 mostrados 
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em parênteses correspondem para arginine biosynthesis, arginine and proline metabolism e beta-alanine 

metabolism respetivamente para o organismo Saccharomyces cerevisiae.  
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