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RESUMO
O fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A) € uma proteina altamente
conservada em archaeas e eucariotos. Caracteriza-se por ser a Unica proteina
conhecida a apresentar o residuo de aminoacido hipusina, produzido a partir de uma
modificacdo pds-traducional denominada hipusinagdo, a qual é essencial para sua
atividade. Atualmente elF5A é correlacionada com o inicio, elongacédo e término da
traducdo, além disso, sua funcdo tém sido associada com diferentes processos
celulares, fisiologicos e patologicos. Em humanos, é predito que elF5A seja
gerada a partir de cinco variantes transcricionais (A, B, C, D e X5). As variantes B, C,
D e X5 codificam a proteina canbnica isoforma B de 17 kDa, a qual vém sendo
estudada nas ultimas décadas. Entretanto, é previsto que a variante A codifique uma
isoforma alternativa (isoforma A) de 20 kDa, que tem uma sequéncia adicional de 30
aminoacidos na extremidade N-terminal. Neste contexto, o presente estudo teve
como objetivo caracterizar eventos moleculares inéditos envolvendo a isoforma A de
elF5A1 humana. Neste estudo, mostramos que a isoforma A € produzida em células
HelLa, a qual foi mostrada ser passivel de hipusinacdo. Analises de bioinformatica
mostraram que a isoforma A possui alta probabilidade de direcionamento para
mitocondria. Assim, técnicas de fracionamento subcelular mostraram que a isoforma
A co-purifica com a mitocondria, diferentemente da isoforma B. Analises de
silenciamento génico em células Hela, utilizando moléculas de siRNA especificas
para isoforma A de elF5A1, mostraram que a deplecdo da proteina é capaz de
causar apoptose, além de reduzir a viabilidade e causar alteracdo no ciclo celular.
Ademais, andlises moleculares evidenciaram que essa supressao causou disfuncéo
mitocondrial, a qual foi evidenciada pela alteracdo na expressdo de genes
envolvidos no metabolismo oxidativo, e pelo aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS). Analises de expressao génica também mostraram que
a isoforma A participa do shift metabdlico (mudanca de metabolismo glicolitico para
oxidativo e vice-versa). Ainda, o aumento da capacidade respiratéria pela supresséo
da isoforma A e alteragbes na morfofisiologia mitocondrial evidenciados pelo
aumento da fissdo mitocondrial e nimero de cristas, sugerem uma atividade
desordenada da mitocondria através de um mecanismo compensatorio.
Coletivamente, os resultados deste estudo indicam que a isoforma A de elF5A1 é

um componente fundamental no controle da fungcdo mitocondrial representando uma



interface promissora para o estudo do metabolismo oxidativo mitocondrial e

associacdo com o processo de sintese proteica.

Palavras-chave: elF5A1, Isoforma A, Mitocondria, Metabolismo oxidativo.



ABSTRACT
The eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A) is a highly conserved protein in
archaeas and eukaryotes. It is characterized by being the only protein known to
present the amino acid residue hypusine, produced from a post-translational
modification called hypusination, which is essential for its activity. Currently elF5A is
correlated with the beginning, elongation and termination of translation, and its
function has been associated with different cellular, physiological and pathological
processes. In humans, elF5A is predicted to be generated from five transcriptional
variants (A, B, C, D and X5). Variants B, C, D and X5 encode the 17 kDa canonical
protein B, which has been studied in recent decades. However, variant A is expected
to encode an alternative 20 kDa isoform (A isoform), which has an additional 30
amino acid sequence in the N-terminal region. In this context, the present study
aimed to characterize unpublished molecular events involving the human elF5A1
isoform A. In this study, we showed that in HeLa cells, isoform A was detected, which
was shown to be subject to hypusination. Bioinformatics analysis showed that
isoform A has a high probability of targeting mitochondria. Thus, subcellular
fractionation techniques have shown that isoform A co-purifies with mitochondria,
unlike isoform B. Analysis of gene silencing in HeLa cells using elF5A1 isoform A-
specific siRNA molecules showed that protein depletion is capable of cause
apoptosis in cells, as well as decrease viability and cause changes in the cell cycle.
In addition, molecular analyzes have shown that this suppression caused
mitochondrial dysfunction, which was evidenced by altered expression of genes
involved in oxidative metabolism, and increased production of reactive oxygen
species (ROS). Gene expression analyzes also showed that isoform A participates in
metabolic shift (change from glycolytic to oxidative metabolism and vice versa).
Moreover, the increase in respiratory capacity through suppression of isoform A and
changes in mitochondrial morphophysiology evidenced by increased mitochondrial
fission and number of ridges, suggest a disordered activity of mitochondria through a
compensatory mechanism. Collectively, the results of this study indicate that the
elF5A1 isoform A is a key component in mitochondrial function control representing a
promising interface for the study of mitochondrial oxidative metabolism arAd

association with the protein synthesis process.

Keywords: eiF5A1, Isoform A, Mitochondria, Oxidative metabolism.
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1 INTRODUCAO

O fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A) € uma proteina
essencial de aproximadamente 17 kDa e altamente conservada em eucariotos e
entre seus homologos de arqueas (Klier et al., 1993; Park et al., 1993; Park et al.,
1997). As proteinas elF5A da levedura Saccharomyces cerevisiae e de humanos
compartiiham 63% de identidade, sendo que a proteina humana substitui a de
levedura, indicando que elF5A atua em processos celulares comuns nesses
organismos (Schnier et al., 1991; Chen e Liu, 1997).

Em S. cerevisiae, elF5A é codificado pelos genes TIF51A (HYP2) e TIF51B
(ANB1), os quais produzem elF5A com 90% de identidade. Estes genes séao
regulados transcricionalmente pelos niveis de oxigénio, sendo expressos em
condicdes aerdbicas (TIF51A) e anaerdbicas (TIF51B) (Schnier et al., 1991; Klier et
al., 1993). Estudos utilizando linhagens expressando TIF51A ou TIF51B, sob o
controle de um promotor induzivel, mostraram que a expressao de ambos os genes
€ suficiente para manter o crescimento celular nas situacdes de aerobiose ou
anaerobiose, indicando que as proteinas codificadas por estes genes apresentam
funcdes redundantes (Schwelberger et al., 1993). Em humanos, elF5A também é
codificado por diferentes genes, EIF5A1 e EIF5A2, os quais sdo filogeneticamente
conservados e presentes nos vertebrados (Jenkins et al., 2001).

Em Homo sapiens o gene EIF5A1 codifica elF5A1, a proteina que tem sido
investigada na maioria dos estudos desde sua identificacdo, enquanto o gene
EIF5A2 codifica elF5A2, a qual se mostrou altamente associado com processo de
tumorigénese (Wang et al., 2013). O gene EIF5A1 esta localizado no cromossomo
17 (17p13-12) e contém 5 éxons. Cinco variantes transcricionais codificadas a partir
de EIF5A1 (variantes A, B, C, D, e X5) estéo registradas nas bases de dados (Figura
1A). O papel bioldgico dos éxons alternativos € desconhecido, no entanto, neste
trabalho encontra-se validado que a variante A codifica uma isoforma alternativa
(elF5A1 isoforma A), enquanto que todas as outras variantes codificam a mesma
isoforma canénica (elF5A1 isoforma B). De fato, a variante A possui um codon de
iniciacao alternativo anterior ao cédon de iniciacdo das outras variantes (Figura 1B).
Como consequéncia, a isoforma A possui uma sequéncia adicional de 30
aminoacidos no seu N-terminal (MCGTGGTDSKTRRPPHRASFLKRLESKPLK)

guando comparada com a isoforma B (Figura 1C).



Figura 1 — O gene EIF5A1 humano, seus transcritos alternativos e as isoformas proteicas produzidas.
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Organism: Homo sapiens. Location:17p13-p12. Gene: eukaryotic translation initiation factor 5A (EIF5A1).
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(A) Representacdo esquematica do cromossomo humano 17 do segmento (7.306.999- 7.312.463) correspondente ao gene EIF5A1
(NC_000017.11). Os éxons e introns estdo representados com 0S segmentos cinzas largos e estreitos, respectivamente. Os transcritos
variante A (NM_001143760.1), B (NM_001970.4), C (NM_001143761.1), X5 (XM_005256509.1) e D (NM_001143762.1) estdo representados
com os grandes segmentos pretos. As sequéncias de codificacdo para elF5A1 isoformas A e B estdo representadas com 0s segmentos
brancos e largos. (B) Sequéncia correspondente ao éxon 1 (pertencente ao transcrito variante A) e ao éxon 5 (comum a todas as variantes
transcricionais). Os codons de iniciacdo para elF5A1 isoformas A e B estdo destacados em negrito. (C) Alinhamento da sequéncia de
aminoacidos de elF5A1 isoformas A e B. Os 30 residuos de amino&cidos adicionais no N-terminal da elF5A1 isoforma A estdo destacados na

caixa cinza. Fonte: (Pereira et al., 2016).
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elF5A apesenta um residuo de aminoé&cido, ainda ndo encontrado em outra
proteina, denominado hipusina [Ne-(4-amino-2-hidroxibutil)-lisina]. A hipusina é
formada a partir de uma modificacdo poés-traducional denominada hipusinacéo
(Chen e Liu, 1997; Park et al., 1997). A hipusinacdo de elF5A inicia-se com a
transferéncia do radical 4-aminobutil da espermidina para o grupo g€-amino de um
residuo de lisina especifica de EIF5A (Lys50, em humanos) por meio de uma reacao
reversivel catalisada pela enzima desoxihipusina sintase (DHS). Ao término da
reacdo, o residuo de lisina é modificado em desoxihipusina. A seguir, o residuo
desoxihipusina é hidroxilado, por meio de uma reacao irreversivel mediada pela
enzima desoxihipusina hidroxilase (DOHH), produzindo o residuo hipusina (Figura 2)
(Park, 2006; Park et al., 2010).

Figura 2 — Modificacdo pés-traducional de elF5A1: hipusinacéao.

SPERMIDINE

elF5A

N OH
H NN NNH
H

r 1
HYDROXIAMINOBUTYL

elF5A-hypusine

O grupo aminobutil da espermidina é transferido para o grupo amino do residuo especifico
de lisina (50 em elF5A de humanos) pela enzima desoxihipusina sintase (DHS). Em
seguida, o intermediario de elF5A é hidroxilado, pela desoxihipusina hidroxilase (DOHH),
formando assim elF5A hipusinado. Fonte: Elaborado pela autora.
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Uma modificagdo pos-traducional correlacionada com a hipusinagéo ocorre
em um ortélogo de EIF5A encontrado em bactérias, o fator de elongacéao P (EF-P),
em que apresenta no residuo de aminoacido correspondente uma modificacdo de
lisinacdo (Rossi et al., 2014). Sabe-se que o processo de hipusinagdo é essencial
para a viabilidade celular, pois células nas quais ela foi bloqueada, se tornaram
inviaveis (Schnier et al., 1991; Sasaki et al., 1996; Park et al., 1997). O fato de elF5A
ser a unica proteina eucaridtica que sofre hipusinacdo evidencia uma atividade
biologica fundamental para este fator. A importancia da hipusinacéo para a atividade
de elF5A no processo de traducao foi mostrada a partir da observacao de que elF5A
humana recombinante, ndo hipusinada, foi incapaz de estimular a sintese in vitro de
metionil-puromicina. Entretanto, quando este precursor foi modificado in vitro para a
forma hipusinada, a proteina resultante tornou-se ativa neste ensaio (Park, 1989;
Smit-Mcbride et al., 1989).

Além da hipusinacao, elF5A também sofre acetilacdo, mas o papel desta
modificacdo ainda nao é totalmente conhecido. Em células HEK 293T foi observado
que a supressdo de PCAF (coativador transcricional associado a p53) reduziu
significativamente a acetilacdo de elF5A, sugerindo que a PCAF é uma importante
acetiltransferase de elF5A. Além disso, as mesmas células foram tratadas com
inibidores de histonas deacetilase (HDACs) para identificar quais estavam
envolvidas com a desacetilacdo de elF5A, o que apontou HDAC6 e SIRT2 (sirtuina
deacetilase 2) como suas principais desacetilases (Ishfaq et al., 2012). Em outro
estudo, que investigou o efeito da modificacdo da hipusina e acetilacdo na
localizacdo subcelular da proteina constatou que elF5A exdgeno superexpresso é
pobremente modificado por DHS e DOHH enddgenos (Lee et al., 2009).

A inibicdo das desacetilases de elF5A ou a hipusinacao prejudicada gera o
aumento da acetilacdo de EIF5A, ocasionando seu acumulo no nucleo. Como elF5A
€ constitutivamente hipusinado em condicdes fisiologicas, foi demonstrado que a
acetilacdo reversivel desempenha um papel importante no controle de sua
localizagéao subcelular (Ishfaq et al., 2012). Outro estudo, realizado em células HeLa
demonstrou, por meio de técnicas de fluorescéncia, que a forma néo hipusinada de
GFP-elF5A esta localizada principalmente no ndcleo, enquanto que a forma
hipusinada localiza-se preferencialmente no citoplasma, sugerindo que a

hipusinacdo determina a distribuicdo subcelular de elF5A (Lee et al., 2009).
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As estruturas tridimensionais de homoélogos de elF5A de trés espécies de
arqueas (Kim et al., 1998; Peat et al., 1998; Yao et al., 2003), de dois protozoarios
(IXTD e 1X60), de S. cerevisiae (3ERO) e de humanos (3CPF) foram determinadas
e revelaram varias caracteristicas comuns. elF5A apresenta dois dominios
predominantemente compostos por folhas beta. A comparagéo destes dominios com
outras proteinas de estruturas tridimensionais conhecidas revela que o dominio N-
terminal, o qual contém a hipusina, possui um dobramento classificado como
translation protein SH3-like motif, o qual também esta presente em algumas
proteinas ribossomais. O dominio C- terminal, por sua vez, é similar ao dobramento
presente em proteinas que se ligam a acidos nucleicos de fita simples (single-
stranded oligonucleotide binding fold), e desempenham diferentes fungdes celulares
(Gough et al., 2001). De fato, dois estudos tentam correlacionar a funcao de elF5A
com a ligacdo a mRNAs, porém estes ainda necessitam ser ampliados para se
estabelecer um papel de elF5A na interacao fisica direta com mRNAs (Xu e Chen,
2001; Xu et al., 2004).

elF5A foi inicialmente considerado um fator de inicio da traducdo em
eucariotos por estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina (Benne e Hershey,
1978). Apesar disso, a supressao de EIF5A na reacdo nao alterou o padréo de
sintese de globina in vitro, divergindo, assim, de resultados obtidos na auséncia dos
outros fatores de inicio de traducdo também avaliados: elF1, elF1A, elF3, elF5B e
elF5 (Benne e Hershey, 1978). Assim, apesar de EIF5A ter sido denominado
inicialmente um fator de inicio de traducao, a sua funcdo como tal ndo foi claramente
demonstrada.

Para investigar se elF5A esta realmente envolvido na sintese de proteinas in
vivo, os efeitos na sintese proteica de células de S. cerevisiae depletadas de elF5A
foram analisados. Para isso, o gene codificador de elF5A de leveduras (TIF51A) foi
clonado em um sistema de expressao condicional utilizando o promotor GAL em
combinacdo com elementos desestabilizadores de proteina. Quando a expressédo do
gene TIF51A foi inibida, pela transferéncia da cultura para meio contendo glicose, as
proteinas de fusédo pré-existentes contendo os elementos desestabilizadores foram
eliminadas durante a primeira geracdo. A analise de perfil polissomal e taxa de
sintese proteica, durante a deplecdo rapida de elF5A, revelaram que as células
conseguem manter a sintese proteica geral numa taxa de 70% (Kang e Hershey,

1994). Esses resultados séo indicativos de que o EIF5A néo esta envolvido com a
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sintese proteica geral e, dessa forma, passou a nao ser considerado um fator geral
de inicio de traducédo geral. Entretanto, como a sintese proteica diminuiu em torno de
30% nas células depletadas de elF5A, foi proposto seu envolvimento na traducao de
um subgrupo de mMRNAs (Kang and Hershey 1994). Outros estudos que
demonstraram a associagcdo de elF5A com ribossomos ativamente engajados na
traducéo fortalecem o envolvimento desta proteina na sintese proteica (Jao e Chen,
2006).

Ensaios de co-purificacdo seguidos de identificacdo por espectrometria de
massas revelaram que elF5A interage com as proteinas ribossomais PO, S5 e L11 e
com eEF2, componentes da maquinaria de traducdo (Zanelli et al., 2006). Além
disso, defeitos observados em mutantes sensiveis a temperatura, quando cultivados
na temperatura ndo permissiva, sugerem um papel para elF5A na elongacédo da
traducdo por apresentarem defeitos claros na sintese de proteinas (Dias et al., 2008)
e um aumento nas fracées polissomais, em relacéo as fracdes de 80S (Gregio et al.,
2009; Saini et al., 2009), semelhante ao que ocorre para um mutante dominante
negativo de eEF2 (Gregio et al., 2009). Nestes estudos foi ainda verificado que os
mesmos mutantes apresentam um atraso significativo no tempo de transito
ribossomal. Adicionalmente, mutantes de elF5A ndo apresentaram formacédo de P-
bodies (agregados de mRNA e proteinas, onde também ocorre a degradacédo do
MRNA) na temperatura ndo permissiva, caracteristica semelhante a observada para
células tratadas com ciclo-heximida, um inibidor da elongacédo da traducdo. Este
efeito sobre os P-bodies também é consistente com a funcédo de elF5A na fase de
elongacédo de traducédo (Gregio et al., 2009). Além desses resultados, um mutante
condicional de elF5A teve seus defeitos de crescimento, sintese proteica e perfil
polissomal suprimidos pelo aumento da expresséo de eEF2, revelando uma relacéo
funcional proxima entre estes fatores (Dias et al., 2012).

Em 2013 foi demostrado que elF5A atua na traducdo de sequencias ricas
em poliprolina (Doerfel et al., 2013; Gutierrez et al., 2013). Isto se deve ao fato de
elF5A ser capaz de causar um alivio da estagnacao ribossémica que ocorre durante
a traducdo de sequéncias PPG ou PPP. O mesmo fato foi observado em seu
ortélogo bacteriano, o fator de elongacdo P (EF-P), que também promove a
formacado da ligagcdo peptidica e estabiliza 0 RNA transportador (tRNA) presente no

centro catalitico do ribossomo (Doerfel e Rodnina, 2013; Doerfel et al., 2013).
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Atualmente, elF5A é mostrado estar envolvido na etapa de iniciacdo da
traducdo, além de participar nos processos de elongacdo e término da traducgéo
(Schuller et al.,, 2017), além de ser correlacionada com diferentes processos
celulares, tais como: diferenciacdo e proliferacdo celular (Kang e Hershey, 1994;
Park et al., 1997; Luchessi et al., 2009; Parreiras-E-Silva et al., 2010; Wang et al.,
2019), e decaimento de mMRNAs (Zuk e Jacobson, 1998; Hoque et al., 2017). O
elF5A também foi correlacionado com diferentes processos fisiologicos, inflamacéo
(De Almeida et al., 2014), progresséo do diabetes (Imam et al., 2014; Imam et al.,
2019), tumorigénese e metastase (Rigger et al.; Memin et al., 2014; Fujimura et al.,
2015; Mathews e Hershey, 2015; Wang et al., 2019), além de ter sido envolvido com
o transito de macromoléculas pelo complexo do poro nuclear (NPC), destacando-se
sua participacdo como cofator da proteina REV do virus HIV-1(Ruhl et al., 1993; Shi
et al., 1996; Shi et al., 1997; Schatz et al., 1998; Rosorius et al., 1999; Lipowsky et
al., 2000; Hofmann et al., 2001). Também foi demonstrada a atividade antirretroviral
de farmacos que induzem a apoptose preferencial de células infectadas por HIV-1,
através da inibicdo da reacdo de hidroxilacdo associada ao processo de hipusinacao
de elF5A (Hanauske-Abel et al., 2013). Além disso, sugere-se que a inibicdo da
hipusinacdo e redugdo do contetdo de poliaminas pode ser utilizado como terapia
antiviral contra HIV-1, ebola (EBOV) e flavovirus (Olsen e Connor, 2017; Olsen et al.,
2018).

O estudo de elF5A em mamiferos vem sendo estudado pelo grupo do Dr.
Augusto Luchessi. Inicialmente foi demonstrado que a inibicdo da hipusinacéo afeta
o crescimento tumoral em camundongos (Jasiulionis et al., 2007). Experimentos
utilizando encéfalos de ratos revelaram associacdo de elF5A com o processo de
traduc@o dendritica, desenvolvimento e envelhecimento encefélico (Luchessi et al.,
2008). A seguir, foi demonstrado que elF5A é essencial no processo de
diferenciacdo de células-tronco presentes na musculatura esquelética de ratos e que
participa do processo de embriogénese de camundongos (Luchessi et al., 2009;
Parreiras-E-Silva et al., 2010).

Desde sua descoberta, os trabalhos envolvendo elF5A1 focam no estudo da
isoforma B sendo sua funcdo atribuida ao fato de ser hipusinada. Todavia,
validamos que a variante A de EIF5A1 apresenta um codon alternativo estando
associado a producdo de isoforma proteica alternativa (isoforma A), a qual poderia

apresentar funcdes ainda nao caracterizadas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados aqui mostram que um codon de iniciacao
alternativo é utilizado para produzir a isoforma A de elF5A1, caracterizada por
possuir 30 residuos de aminoacidos adicionais na extremidade N-terminal. Os
resultados também indicam que a variante A est4 envolvida com a producdo de
ambas as isoformas, diferentemente do que registrado na base de dados do NCBI.
Apesar disso, foi demonstrado que as células HeLa expressam a isoforma A, porém
o requerimento da isoforma B é superior. Ainda, a isoforma A também é passivel de
hipusinacao, indicando que sua atividade poderia ser regulada pelo processo de
hipusinacdo. Andlises de co-purificacdo e in silico fundamentaram a hipétese desta
isoforma estar envolvida em atividades mitocondriais, revelando que o uso dos
cédons de iniciacdo alternativos de EIF5A1, poderia representam uma estratégia
interessante para sincronizar o metabolismo citosolico e mitocondrial em fungéo de
sua atividade.

Ademais, é mostrado que a isoforma A participa do shift metabdlico e que
sua supressdo é capaz de impactar na viabilidade celular. Notadamente, a
respiracdo mitocondrial foi fortemente estimulada apds a supressdo da isoforma A.
Adicionalmente, a geracdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio foi também
aumentada nessas células. As andlises de microscopia eletrénica de transmissao
mostraram que a deplecdo da isoforma A leva a um aumento do nimero de cristas
mitocondriais, além de aumentar a fissdo mitocondrial, demonstrando que
provavelmente a supressdao da isoforma A leva ao comprometimento do
metabolismo oxidativo mitocondrial levando as células a apoptose.

Finalmente, é possivel constatar que ha um numero relevante de dados
experimentais anteriores envolvendo EIF5A1 humana, sem considerar a isoforma A,
assim, os resultados apresentados neste trabalho mostram pela primeira vez a
importancia da isoforma A no metabolismo energético, o que torna de extrema
relevancia os dados obtidos aqui, mostrando a importancia de novos estudos acerca

dessa isoforma.
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