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RESUMO

O aminoacido hipusina [N&-(4-amino-2-hidroxibutil)-lisina] foi isolado pela primeira
vez em 1971 a partir de extratos de cérebro bovino. A hipusina origina-se a partir de
uma modificacdo pos-traducional que ocorre no fator de inicio de traducdo de
eucariotos 5A (elF5A), uma proteina altamente conservada produzida por
arqueobactérias e eucariotos. A proteina elF5A é a Unica descrita contendo o
residuo de aminoéacido hipusina, o qual é essencial para sua atividade. A hipusina
como aminoacido livre é consequéncia da degradacéo proteolitica de elF5A. Neste
trabalho, mostramos pela primeira vez evidéncia de atividade biolégica para a
hipusina livre. Para isso, células C6 derivadas de glioma de rato foram tratadas com
hipusina e diferentes parametros celulares foram avaliados. O tratamento com
hipusina reduziu significativamente a proliferacdo de células C6 e suprimiu
fortemente sua capacidade clonogénica sem levar as células a apoptose. O
tratamento com hipusina também diminuiu o contetdo do transcrito codificador de
elF5A e o perfil global de sintese proteica, o que pode ter ocorrido devido a um
feedback negativo em resposta a alta concentracdo de hipusina adicionada de forma
exdgena. A hipusina pode ter afetado o conteddo e/ou a hipusinacdo da proteina
elF5A recém-sintetizada, o que pode ter levado a uma estagnacao no processo de
traducdo. Além disso, o tratamento com hipusina também alterou o metabolismo
celular, por meio da regulacdo das vias para a producdo de energia, reduzindo a
respiracdo celular acoplada a fosforilacdo oxidativa e aumentando o metabolismo
anaerobico, evidenciado pelo aumento da producédo de lactato. Esses resultados e a
relacdo entre elF5A e o processo de desenvolvimento tumoral nos levaram a testar a
associacdo da hipusina com o quimioterapico temozolomida. A combinacdo de
temozolomida com hipusina reduziu a conversdo do MTT para 0s mesmos niveis
observados utilizando o dobro da dose de temozolomida isoladamente,
demonstrando entdo uma acéo sinérgica entre os compostos. Assim, desde 1971,
este é o primeiro estudo que mostra evidéncia de atividade bioldgica para a hipusina
como um aminoacido livre e ndo como um componente essencial para a atividade

da proteina elF5A.

Palavras-chave: Modificagdo pds-traducional. elF5A. Proliferagdo celular. Sintese

proteica. Metabolismo oxidativo.



ABSTRACT

Hypusine amino acid [N&-(4-amino-2-hydroxybutyl)-lysine] was first isolated in 1971
from bovine brain extracts. Hypusine originates from a post-translational modification
at the eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A), a protein produced by
archaebacteria and eukaryotes. The elF5A protein is the only one described
containing the hypusine residue, which is essential for its activity. Hypusine as a free
amino acid is a consequence of proteolytic degradation of elF5A. Herein, we
showed, for the first time, evidence of biological activity for the free hypusine. C6 rat
glioma cells were treated with hypusine, and different cellular parameters were
evaluated. Hypusine treatment significantly reduced C6 cell proliferation and potently
suppressed their clonogenic capacity without leading the cells to apoptosis. The
treatment also decreased the content of the elF5A-encoding transcript and the global
protein synthesis profile, which may occur due to negative feedback in response to
high hypusine concentration. Hypusine could have affected the protein content
and/or the hypusination of newly synthesized elF5A and led to stagnation in the
translation process. Besides, hypusine treatment also altered cellular metabolism by
changing the pathways for energy production, reducing cellular respiration coupled
with oxidative phosphorylation, and increasing the anaerobic metabolism. These
results, and the relationship between elF5A and tumoral development, led us to test
the combination of hypusine with the chemotherapeutic drug temozolomide.
Combining temozolomide with hypusine reduced the MTT conversion to the same
levels as those observed using double temozolomide dosage alone, demonstrating a
synergetic action between the compounds. Thus, since 1971, this is the first study
showing evidence of biological activity for hypusine as a free amino acid and not as

an essential component of the eiF5A protein.

Keywords: Post-translational modification. elF5A. Cell proliferation. Protein

synthesis. Oxidative metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 A descoberta do aminoacido hipusina e dos dipeptideos contendo
hipusina

Em 1971, um novo aminoacido basico denominado hipusina (Figura 1) foi
isolado a partir de extrato solivel de cérebro bovino, o qual teve sua estrutura
determinada como  NB8-(4-amino-2-hidroxibutil)-2,6-diaminohexandico  (SHIBA;
MIZOTE; KANEKO; NAKAJIMA et al., 1971). O nome hipusina foi proposto devido
ao fato de este aminoacido apresentar similaridade estrutural com parte das
moléculas hidroxiputrescina e lisina (SHIBA; MIZOTE; KANEKO; NAKAJIMA et al.,
1971).

Figura 1 - Estrutura bidimensional (2D) do aminoé&cido hipusina. Férmula molecular: C1o0H23N30:s.
PubChem CID: 65396.
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Fonte: Base de dados Reaxys® Copyright © 2022 Elsevier Life Sciences IP Limited. Reaxys é uma
marca registrada da Elsevier Life Sciences IP Limited (Reaxys ID: 5737313). Disponivel em:
https://www.reaxys.com/#/structure-editor. Acessado em: 22/03/2022.

Além do cérebro, a hipusina também foi encontrada como aminoécido livre
em outros tecidos, como figado, rim, coracdo, musculo, pulmdo, baco e sangue
(NAKAJIMA; MATSUBAYASHI; KAKIMOTO; SANO, 1971; SANO; MIYAKE;
KAKIMOTO, 1984) e também como componente de proteinas em diferentes tecidos
de mamiferos (IMAOKA; NAKAJIMA, 1973). A hipusina também foi detectada na
urina de pacientes com hiperlisinemia, inicialmente sugerindo que sua forma livre
pudesse ser um produto do metabolismo da lisina (WOODY; PUPENE, 1973).
Posteriormente, o residuo de aminoacido hipusina marcado radioativamente foi
identificado em uma Unica proteina obtida a partir de extratos de uma cultura de
linfécitos oriundos de sangue periférico humano, cultivados com putrescina e
espermidina marcadas com isétopos radioativos (PARK; COOPER; FOLK, 1981).
Deste modo, foi proposto que a hipusina marcada radioativamente foi sintetizada por

uma reacao de modificacdo pds-traducional, desconhecida até entdo, envolvendo a
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poliamina espermidina como substrato da reagdo (CHEN, 1983; COOPER; PARK;
FOLK, 1982; PARK; COOPER; FOLK, 1982). A proteina contendo hipusina foi entdo
identificada como o fator de inicio de traducéo de eucariotos 4D (elF-4D) (COOPER,;
PARK; FOLK; SAFER et al., 1983), atualmente conhecida como fator de inicio de
traducdo de eucariotos 5A (elF5A). Até o presente momento, o elF5A continua
sendo a Unica proteina descrita que contém o residuo de aminoacido hipusina, da
qual a degradacdo proteolitica resulta na liberacdo de hipusina livre (TAUC;
COUGNON; CARCY; MELIS et al., 2021). Além da hipusina livre, também foram
identificados em cérebros de mamiferos variantes estruturais da hipusina na forma
de dipeptideos, como o a-(y-aminobutiril)-hipusina (GABA-hipusina) (SANO;
KOTANI; KAKIMOTO, 1986) e o a-(B-alanil)-hipusina (UENO; KOTANI; SANO;
KAKIMOTO, 1991), sintetizados por vias bioquimicas ainda desconhecidas. Deste
entdo, até o presente momento, ndo ha estudos na literatura que descrevam
evidéncias de atividade biologica tanto para hipusina em sua forma livre, como na
forma de dipeptideos (Figura 2).

Figura 2 - Hipusina originada a partir da degradacdo de elF5A, formacdo dos dipeptideos

contendo hipusina e linha do tempo das principais descobertas acerca da hipusina livre, desde
sua identificacdo em 1971 até 2023.

GABA

—_— 0

Hypusine timeline

1971 )— (1973 |—— (1983 | — 1986 | — | 1991 s 2023
Isolation  Excretion Identification GABA- B-alanyl- Biological
in brain in urine inelF5A  Hypusine  Hypusine activity

in brain in brain ?

Fonte: Elaborada pela autora.

Os mamiferos em geral formam varios outros dipeptideos contendo [-
alanina e o acido gama-aminobutirico (GABA) como, por exemplo, o a-(B-alanil)-L-
histidina, conhecido como carnosina, e o a-(y-aminobutiril)-L-histidina (GABA-L-

histidina), conhecido como homocarnosina. A carnosina e a homocarnosina
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possuem semelhancas estruturais com os dipeptideos contendo hipusina e, regulam
diversos mecanismos celulares, além de serem amplamente estudados.

A B-alanina e 0 GABA sdo aminoacidos nao proteogénicos e, desta forma,
dipeptideos contendo estas moléculas ndo sédo produtos do catabolismo proteico.
Estudos demonstram que todos os dipeptideos contendo (-alanina e GABA sao
sintetizados por uma Unica enzima, a carnosina sintase, uma enzima da familia das
ligases, especificamente aquelas que formam ligacbes carbono-nitrogénio como
ligases acido-D-aminoacido (peptideo sintases), presente no cérebro, musculo
esquelético e cardiaco (BAUER, 2005; BAUER; SCHULZ, 1994; KALYANKAR,;
MEISTER, 1959; WINNICK; WINNICK, 1959). Posteriormente, estudos
demonstraram que enzimas N-acetiltransferases e N-metiltransferases promovem
modificacdes na molécula de carnosina e dao origem a outros dipeptideos contendo
B-alanina (KWIATKOWSKI; KIERSZTAN; DROZAK, 2018). Entretanto, todos os
mecanismos envolvendo a biossintese desses dipeptideos ainda ndo foram
completamente elucidados (KWIATKOWSKI; KIERSZTAN; DROZAK, 2018). Porém,
com base nas evidéncias cientificas existentes até o momento, acreditamos que 0s
dipeptideos contento hipusina também possam ser sintetizados pela enzima
carnosina sintase, assim como a maioria dos dipeptideos contendo B-alanina e
GABA.

Com relacdo a molécula GABA-hipusina é importante destacar que o GABA
€ 0 neurotransmissor inibitério mais representativo do sistema nervoso central
(SNC), atuando em receptores ionotrépicos e metabotrépicos que levam a alteracéo
do potencial de membrana neuronal (HAJOS; PALHALMI; MANN; NEMETH et al.,
2004; NGO; VO, 2019; POUILLE; SCANZIANI, 2001). Os neurotransmissores sao
classificados de acordo com a familia quimica a qual pertencem. Atualmente, 0s
neurotransmissores sao divididos em seis grandes grupos: aminas biogénicas,
aminoacidos, peptideos, purinas, gases e substancias de origem lipidica. Dentre os
diferentes tipos de neurotransmissores, destacamos o grupo dos aminodacidos, do
gual fazem parte os neurotransmissores GABA e o glutamato, neurotransmissor
excitatério mais representativo do SNC (FONNUM, 1984; MCGRATH;
BASKERVILLE; ROGERO; CASTELL, 2022; SCHOUSBOE, 1981). Neste contexto,
existe a hip6tese de que a hipusina possa atuar como um novo aminoacido
neuromodulador do SNC, assim como varios outros aminoacidos livres presentes no

encéfalo.
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O dipeptideo GABA-L-histidina (homocarnosina) tem sua localizagéo restrita
ao encéfalo, é amplamente estudado e desempenha ag¢fes regulatérias importantes
no SNC (BAUER, 2005). Estudos mostram que a homocarnosina atua como
antioxidante na captacao de radicais livres, neurotransmissor, sistema tamponante e
agente quelante de metais, especialmente de cobre e zinco (GRASSO; ARENA;
BELLIA; RIZZARELLI et al.,, 2014; PETROFF, 2002). A homocarnosina também
possui propriedade anticonvulsivante e pode agir como um importante modulador da
excitabilidade do cortex humano (PETROFF, 2002). Além disso, foi demonstrado
que a homocarnosina é capaz de proteger encéfalos de ratos contra a lesdo
induzida por isquemia/reperfusdo (HUANG; WANG; YU; FANG et al., 2018). O fato
das células desprenderem energia para realizar uma ligacdo covalente entre a
hipusina e 0o GABA para formar o dipeptideo GABA-hipusina, faz com que
acreditemos que esta molécula, que possui semelhangas estruturais com a
homocarnosina, também possa desempenhar acdes regulatérias no SNC, assim
como as citadas anteriormente para a homocarnosina.

Adicionalmente, existe ainda a possibilidade de que o GABA-hipusina possa
se ligar aos receptores GABAérgicos, assim como diversas outras moléculas, sobre
0S quais poderia atuar como agonista, antagonista ou agonista reverso. Além disso,
a hipusina poderia atuar “sequestrando” GABA e, consequentemente, afetando a
atividade neuronal de forma indireta. Ha também a possibilidade de a hipusina atuar
em receptores O0rfaos no SNC, para os quais ainda ndo foram caracterizados seus
ligantes e desempenhar acdes neuromodulatérias ainda desconhecidas. Portanto,
apesar de a hipusina em sua forma livre e como componente de dipeptideos terem
sido identificados a mais de cinco décadas, a caracterizacdo de sua atuacdo em
processos celulares e moleculares ainda permanece desconhecida. Desta forma, a
presente tese teve como objetivo central contribuir para a elucidacdo do papel
bioldgico da hipusina livre, de forma que seu uso exdégeno possa ser empregado em

um contexto terapeuticamente favoravel.

1.2 O fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A), a reagao de

hipusinacgéo e sua relevancia biologica

O elF5A, inicialmente chamado de elF4D, foi isolado a partir de ribossomos
presentes em lisados de reticulécitos de coelho (KEMPER; BERRY; MERRICK,

1976). O elF5A é uma proteina de 17 kDa, altamente conservada em eucariotos e
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entre seus homologos de archaeas, principalmente nas regifes flanqueadoras ao
residuo do aminoéacido hipusina (KLIER; CSONGA; JOAO; ECKERSKORN et al.,
1995; KLIER; WOHL; ECKERSKORN; MAGDOLEN et al., 1993; PARK; LEE; JOE,
1997; PARK; WOLFF; FOLK, 1993a). O padrdo de conservacao de elF5A evidencia
gue seu gene sofre poucas alteragcdes durante o processo evolutivo de todos os
seres vivos e que essa proteina possui atividades biologicas essenciais para a
sobrevivéncia celular. A comparacao entre elF5A de Saccharomyces cerevisiae e de
humanos revelou uma identidade de aproximadamente 63%, sugerindo a
importancia desse fator em processos celulares comuns (SCHNIER;
SCHWELBERGER; SMIT-MCBRIDE; KANG et al.,, 1991). Além disso, a proteina
elF5A humana é capaz de substituir completamente a proteina de levedura,
desempenhando as mesmas fun¢des e garantindo o crescimento adequado destas
células (SCHWELBERGER; KANG; HERSHEY, 1993).

A definicdo de elF5A como sendo a Unica proteina conhecida a apresentar o
residuo de aminoé&cido hipusina em sua composicdo ocorreu apés a realizacdo de
experimentos com poliaminas marcadas radioativamente ([*H]-putrescina ou [3H]-
espermidina). Apoés diferentes células terem sido tratadas com as poliaminas
radioativas, elF5A foi a Unica proteina identificada que havia incorporado a
marcacdo. J& a hipusina foi identificada como o Unico aminoacido marcado
radioativamente, apds a analise dos aminoacidos obtidos a partir da hidrélise acida
de elF5A (CHEN, 1983; COOPER; PARK; FOLK, 1982; COOPER; PARK; FOLK;
SAFER et al.,, 1983; GERNER; MAMONT; BERNHARDT; SIAT, 1986; PARK;
COOPER; FOLK, 1981; 1982; TORRELIO; PAZ; GALLOP, 1984). O aminoéacido
hipusina é essencial para a atividade de elF5A e para a viabilidade celular, pois
células nas quais a hipusinacéo foi inibida se tornaram inviaveis (PARK; LEE; JOE,
1997; SASAKI; ABID; MIYAZAKI, 1996; SCHNIER; SCHWELBERGER; SMIT-
MCBRIDE; KANG et al., 1991).

A hipusina é formada a partir de uma modificacdo pos-traducional na
proteina elF5A, que ocorre em duas etapas de reacdes enzimaticas e envolve a
poliamina espermidina como substrato (BARBA-ALIAGA; ALEPUZ, 2022; PARK;
WOLFF, 2018) (Figura 3). Na primeira etapa, a enzima deoxihipusina sintase
(DHPS) catalisa a transferéncia do radical 4-aminobutil da espermidina para o grupo
g-amino de um residuo de lisina especifica da proteina elF5A precursora (Lisina®

em humanos e Lisina®® em leveduras), formando o intermediario deoxihipusina
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(elF5A-Dhp) (PARK, 2006; PARK; COOPER; FOLK, 1981; 1982; PARK; WOLFF,
2018). Na segunda etapa, a enzima deoxihipusina hidroxilase (DOHH) converte
irreversivelmente a elF5A-Dhp em elF5A hipusinada (elF5A-Hpu) (PARK, 2006;
PARK; COOPER; FOLK, 1981; 1982; PARK; WOLFF, 2018). Até o presente
momento, ndo sdo conhecidas vias de biossintese de hipusina ndo associadas ao

processo de hipusinacdo de elF5A.

Figura 3 - Sintese de poliaminas e a hipusinacdo de elF5A. A espermidina, substrato para a
reacao de hipusinacao de elF5A é obtida pela via de sintese de poliaminas. Primeiro, 0 aminoacido L-
arginina é convertido em L-ornitina pela arginase (ARG). A L-ornitina € convertida na poliamina
putrescina pela ornitina descarboxilase (ODC). Em seguida, a espermidina é sintetizada a partir da
putrescina pela enzima espermidina sintase (SPDS). Alternativamente, a espermidina é convertida
em espermina pela espermina sintase (SPMS). A espermina pode ser reversivelmente convertida em
espermidina pela espermina oxidase (SMOX). A espermina também pode ser convertida em N1-
acetil-espermina pela espermidina/espermina N1-acetiltransferase 1 (SAT1) e depois em espermidina
novamente pela poliamina oxidase (PAOX). A sintese de hipusina no precursor inativo de elF5A
(elF5A-Lys®%) ocorre em duas etapas enzimaticas. Primeiro, a desoxihipusina sintase (DHPS)
transfere o grupo 4-aminobutil da espermidina para o grupo amino da lisina, gerando um substrato de
reacdo intermediario (elF5A-Dhp). Em seguida, a enzima desoxihipusina hidroxilase (DOHH) adiciona
um grupo hidroxila e forma o residuo de hipusina em elF5A (elF5A-Hpu), que confere atividade para
a proteina.

Polyamine synthesis

: L-Arginine

ARG l

L-Ornithine

oDC l

Putrescine

PAOX
SPDS l /

: Spermidine SPMS SAT1
HoN >SS~ NH>_"~_ - NH, _" Spermine
i SMOX

N'-Acetyl-spermine |

Inactive elF5A Intermediate Active elF5A
(precursor) elF5A-Dhp (mature)

Fonte: Elaborada pela autora.
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O elF5A esta envolvido na etapa de iniciacdo da traducdo (BENNE;
HERSHEY, 1978; KEMPER; BERRY; MERRICK, 1976), como inicialmente descrito,
e também nos processos de elongacdo e término da traducdo (SAINI; EYLER;
GREEN; DEVER, 2009; SCHULLER; WU; DEVER; BUSKIRK et al., 2017). O elF5A
associa-se com ribossomos ativamente engajados na traducdo, fortalecendo o
envolvimento desta proteina na sintese proteica (JAO; CHEN, 2006; ZANELLI,
MARAGNO; GREGIO; KOMILI et al., 2006). A importancia da hipusinacdo para a
atividade de elF5A no processo de traducéo foi mostrada a partir da observacéo de
gue elF5A humana nado hipusinada foi incapaz de estimular a sintese in vitro de
metionil-puromicina, ensaio utilizado para avaliar a formagdo da primeira ligagéao
peptidica (SMIT-MCBRIDE; SCHNIER; KAUFMAN; HERSHEY, 1989). Por ultimo, foi
demonstrado também que o elF5A atua na elongacdo da traducdo de proteinas
contendo regifes ricas em prolina (GUTIERREZ; SHIN; WOOLSTENHULME; KIM et
al., 2013; LI; BELDA-PALAZON; FERRANDO; ALEPUZ, 2014).

Além de seu papel fundamental no processo de traducéo e sintese proteica,
o elF5A também atua em outros processos celulares, tais como: transcricdo, transito
de macromoléculas pelo complexo do poro nuclear (NPC) (HOFMANN; REICHART;
EWALD; MULLER et al., 2001; LIPOWSKY; BISCHOFF; SCHWARZMAIER; KRAFT
et al,, 2000; ROSORIUS; REICHART; KRATZER; HEGER et al., 1999; RUHL;
HIMMELSPACH; BAHR; HAMMERSCHMID et al., 1993; SCHATZ; OFT; DASCHER;
SCHEBESTA et al.,, 1998; SHI; YIN; AHERN; DAVIS et al., 1996; SHI; YIN;
WAXMAN, 1997), decaimento de mRNAs (HOQUE; PARK; CHANG; LUCHESSI et
al., 2017; ZUK; JACOBSON, 1998) e proliferacdo e diferenciacdo celular (KANG;
HERSHEY, 1994; LUCHESSI; CAMBIAGHI; HIRABARA; LAMBERTUCCI et al.,
2009; PARK; LEE; JOE, 1997; PARREIRAS-E-SILVA; LUCHESSI; REIS; OLIVER et
al., 2010; WANG; JIANG; QIN; XIAO et al., 2019).

O papel essencial que o elF5A desempenha nos processos celulares citados
implica na correlagédo desta proteina na patogénese de diversas doengas humanas.
A proteina elF5A vem sendo relacionada com processos inflamatérios (DE
ALMEIDA; TOLEDO; ROSSI; ROSSETTO DDE et al., 2014), progresséao do diabetes
(IMAM; MIRMIRA; JAUME, 2014; IMAM; PRATHIBHA; DAR; ALMOTAH et al.,
2019), tumorigénese e metastase (FUJIMURA; CHOI; WYSE; STRNADEL et al.,
2015; MATHEWS; HERSHEY, 2015; MEMIN; HOQUE; JAIN; HELLER et al., 2014,
RIGGER; NEUNER; SHIN; YUSUPOVA et al. ; WANG; JIANG; QIN; XIAO et al.,
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2019) e infeccOes virais, tais como as causadas por HIV-1 (ANDRUS; SZABO;
GRADY; HANAUSKE et al, 1998; RUHL; HIMMELSPACH; BAHR;
HAMMERSCHMID et al., 1993; SHI; YIN; WAXMAN, 1997) e EBOV (virus causador
da doenca Ebola) (OLSEN; CRESSEY; MUHLBERGER; CONNOR, 2018; OLSEN;
FILONE; ROZELLE; MIRE et al., 2016). Por esse motivo, o elF5A é considerado um
promissor alvo terapéutico para essas doencas, por meio da utilizacdo de drogas
inibidoras de sua hipusinacdo (HANAUSKE-ABEL; SAXENA; PALUMBO;
HANAUSKE et al., 2013; HOQUE; HANAUSKE-ABEL; PALUMBO; SAXENA et al.,
2009; MOUNCE; OLSEN; VIGNUZZI, 2017; OLSEN; CONNOR, 2017).

A inibicdo das enzimas envolvidas no processo de hipusinacdo também
representa uma estratégia para o estudo funcional de elF5A. Desta forma, uma
grande variedade de compostos estruturalmente relacionados a espermidina foram
caracterizados como inibidores da DHPS. Dentre esses, o inibidor mais potente € o
N1-guanil-1,7-diamino-heptano (GC7), o qual inibiu efetivamente a formagéo de
hipusina em células CHO (PARK; WOLFF; FOLK, 1993a; SHI; YIN; AHERN; DAVIS
et al., 1996). Como consequéncia, o0 GC7 apresentou efeitos antiproliferativos nestas
células e em vérias outras, incluindo linhagens tumorais (JASIULIONIS; LUCHESSI,
MOREIRA; SOUZA et al., 2007; PARK; WOLFF; FOLK, 1993b; SHI; YIN; AHERN;
DAVIS et al., 1996). Uma vez que a hipusina apresenta relacdo estrutural parcial
com espermidina e com GC7, hipotetizamos que esta molécula também possa atuar
como um inibidor natural da hipusinacao de elF5A.

Em estudos anteriores, foi demonstrado que encéfalo de ratos neonatos
apresenta maior conteudo da proteina elF5A quando comparado com encéfalo de
ratos adultos. Posteriormente, foi verificado que o conteddo da proteina elF5A sofre
uma reducdo expressiva no cortex e no cerebelo de ratos envelhecidos quando
comparado com ratos adultos (LUCHESSI; CAMBIAGHI; ALVES; PARREIRAS-E-
SILVA et al., 2008). Deste modo, o menor conteudo de elF5A, em associacdo com o
envelhecimento, poderia coexistir com uma reducdo na taxa basal de sintese e
degradacgédo de elF5A (menor reciclagem). Em funcéo das alteraces observadas no
conteudo de elF5A é plausivel a hipotese de que o conteudo de hipusina livre
também possa ser reduzido ao longo do envelhecimento, o que poderia contribuir
para alteracbes neuroldgicas e para o surgimento de doengas neurodegenerativas.

Por fim, a relevancia biolégica da proteina elF5A, a importancia do

aminoacido hipusina para sua atividade e a ocorréncia natural deste aminoacido em
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sua forma livre em decorréncia da degradacdo desta proteina, sugerem que este
aminoacido possa vir a desempenhar a¢Bes no metabolismo e em processos
celulares, além de ser apenas um componente essencial para a atividade da
proteina elF5A.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, mostramos pela primeira vez, por meio de ensaios in vitro
conduzidos em células derivadas de glioma de rato (C6), que a hipusina livre
apresenta atividade biolégica. O tratamento com hipusina € capaz de reduzir
significativamente a proliferacdo celular e a capacidade clonogénica dessa linhagem
celular tumoral extremamente agressiva, sem levar essas células a apoptose.
Apesar da reducao na proliferacdo, o tratamento com hipusina ndo causa alteracdes
significativas no ciclo celular e ndo afeta o processo de migracdo dessas células. A
expressdo do gene Eif5a € significativamente reduzida apds o tratamento com
hipusina, possivelmente por meio de um feedback negativo, podendo assim reduzir
a atividade das proteinas elF5A recém-sintetizadas, o que poderia impactar no
processo de traducdo e sintese proteica. De fato, também se observa uma
diminuic&o significativa no perfil global de sintese proteica nas células tratadas com
hipusina. Além disso, vimos que o tratamento com hipusina também é capaz de
modular o metabolismo energético, reduzindo a capacidade oxidativa dessas células
e favorecendo a via anaerdbica para producdo de energia. O comprometimento da
via oxidativa pode se dar em decorréncia de uma disfuncionalidade mitocondrial
induzida pelo tratamento com hipusina.

Concluimos também que a hipusina em combinacdo com a temozolomida,
guimioterapico de escolha para o tratamento de glioblastoma humano, apresenta um
efeito antiproliferativo sinérgico nessas células. Além disso, foi visto que é possivel a
utilizacdo de metade da concentragcdo de temozolomida, quando utilizada em
combinacdo com a hipusina, para se obter o mesmo efeito da dose inteira de
temozolomida sozinho.

Por fim, este € o primeiro trabalho na literatura que demonstra evidéncia de
atividade biologica para a hipusina como um aminoacido livre e ndo como um
componente essencial para a atividade da proteina elF5A e, também, a sugerir um
potencial uso deste aminoacido em aplicagbes terapéuticas. Os mecanismos
moleculares que resultam nos efeitos observados ainda ndo estdo completamente
elucidados. Portanto, descobrir os alvos moleculares da hipusina sdo os proximos
passos para caracterizar completamente sua atividade biolégica como aminoacido

livre.
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