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RESUMO 

 

O fator de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) é altamente conservado em arqueas e 

eucariotos e sofre uma modificação pós-traducional única e essencial chamada hipusinação. 

Embora tenha sido sugerida inicialmente uma função para eIF5A no início da tradução, foi 

na etapa de elongação que sua função foi melhor demonstrada. Estudos prévios mostraram 

que eIF5A tem algum papel na translocação de proteínas pela via co-traducional e que 

mutantes desse fator possuem níveis aumentados de proteínas envolvidas com o estresse de 

retículo endoplasmático (RE). Desta forma, nesse trabalho, foi estudada a correlação entre 

eIF5A e a via de resposta ao estresse de RE (Unfolded Protein Response - UPR). 

Considerando que o fator de transcrição Hac1 é um elemento essencial da via UPR em 

Saccharomyces cerevisiae, foi inicialmente verificado se eIF5A afetava o splicing 

citoplasmático do mRNA de HAC1, o qual é dependente da ativação de Ire1, um sensor de 

proteínas desenoveladas no interior do RE. Para isto, foi realizada a quantificação dos 

níveis de mRNA maduro e imaturo de HAC1 por meio de ensaios de qPCR e RT-PCR 

semiquantitativa, análises estas que não revelaram qualquer diferença de comportamento do 

mutante hyp2-3 de eIF5A em relação ao selvagem. Por outro lado, diferentes mutantes de 

eIF5A mostraram sensibilidade a DTT e resistência a tunicamicina, um comportamento 

ainda não descrito na literatura e que difere de mutantes da via de SRP (via co-traducional 

de translocação de proteínas para o RE). Além disso, este comportamento de mutantes de 

eIF5A não foi modificado pela superexpressão dos componentes de SRP. Ainda, o fenótipo 

de mutantes de eIF5A frente ao DTT e à tunicamicina difere daquele de linhagens que 

apresentam nocaute de proteínas ribossomais, nocaute de um fator de biogênese de 

ribossomo ou de um mutante dominante-negativo de eEF2 (translation elongation factor 2). 

Assim, estes resultados sugerem que a sensibilidade ao DTT e a resistência à tunicamicina, 

com a diminuição da função de eIF5A, não esteja diretamente relacionada com a via de SRP 

ou a um defeito geral na tradução. Também foi demonstrado que o fenótipo de resistência a 

tunicamicina dos mutantes de eIF5A não depende de Ire1 ou Hac1. Para entender melhor 

estes fenótipos dos mutantes de eIF5A, foi realizada uma determinação do perfil proteômico 

(utilizando a estratégia de Synthetic Genetic Array e a coleção GFP de S. cerevisiae) do 

mutante hyp2-3 na presença de DTT, tunicamicina ou na condição controle sem tratamento. 

A análise destes resultados revelou proteínas que estão diminuídas no mutante hyp2-3 em 

relação ao selvagem e que podem contribuir para explicar os fenótipos observados. Por fim,   

a análise deste perfil proteômico, assim como de outros dados obtidos nesse trabalho, não 

sugerem uma pré-ativação de UPR perante a diminuição da função de eIF5A em S. 

cerevisiae, como observado em um trabalho recente com células HeLa. 

 

Palavras-chave: Ribossomo. Via secretória. Unfolded Protein Response. DTT. 

Tunicamicina. Synthetic Genetic Array. 



ABSTRACT 

 

The eukaryotic translation factor 5A (eIF5A) is highly conserved in archaea and eukaryotes 

and undergoes a unique and essential post-translational modification called hypusination. 

Although a function for eIF5A was initially suggested at the initiation of translation, it was 

in the elongation step that its function was best demonstrated. Previous studies have shown 

that eIF5A has a role in protein translocation by the co-translational pathway and that mutants 

of this factor have increased levels of proteins involved with endoplasmic reticulum (ER) 

stress. Therefore, in this work, the correlation of eIF5A with the stress response 

pathway of ER (the Unfolded Protein Response - UPR) was studied. Considering that the 

Hac1 transcription factor is an essential element of the UPR pathway in Saccharomyces 

cerevisiae, it was first verified whether eIF5A affects the cytoplasmic splicing of the HAC1 

mRNA, which is dependent on the activation of Ire1, a sensor of unfolded proteins in the 

RE. To test it, we did the quantification of the mature and immature mRNA levels of HAC1 

by means of qPCR and semi-quantitative RT-PCR assays, which did not reveal any 

difference in the behavior of the eIF5A mutant hyp2-3 in comparison to the wild-type. On 

the other hand, different mutants of eIF5A show sensitivity to DTT and resistance to 

tunicamycin, a behavior not yet described in the literature and that differs from mutants of 

the SRP pathway (co-translocation pathway for RE) and also this behavior of eIF5A mutants 

was not modified by overexpression of SRP. In addition, the eIF5A mutant phenotype in 

DTT and tunicamycin differs from that of knockout strains of ribosomal proteins, knockout 

of a ribosome biogenesis factor or a dominant-negative mutant of eEF2 (translation 

elongation factor 2). Thus, these results suggest that the sensitivity to DTT and resistance to 

tunicamycin upon decreased eIF5A function is not an effect related to the SRP pathway or a 

general translation defect. Furthermore, the tunicamycin resistance phenotype of the eIF5A 

mutants has been shown to be Ire1 or Hac1 independent. To better understand these UPR- 

related eIF5A phenotypes, we determined the proteome profile (using the Synthetic Genetic 

Array strategy and the S. cerevisiae GFP colection) of the hyp2-3 mutant on treatment with 

DTT, tunicamycin or in the untreated control condition. Analysis of these results revealed 

proteins that are decreased in hyp2-3 when compared to the wild-type and that could 

contribute to explain the phenotypes observed for this mutant. Finally, analysis of this 

proteomic profile and other data from this study do not suggest a pre-activation of UPR with 

the decrease of eIF5A function, as observed in a recent work using HeLa cells. 

 

Keywords: Ribosome. Secretory Pathway. Unfolded Protein Response. DTT. Tunicamycin. 

Synthetic Genetic Array. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Tradicionalmente, a síntese proteica em eucariotos é dividida em três etapas: início, 

elongação e término. Resumidamente, na etapa de início, o ribossomo é posicionado no 

códon de início com o Met-tRNAMet iniciador posicionado no sítio P através da ação de 

uma série de proteínas denominadas fatores de iniciação de tradução eucarióticos (eIFs). 

Durante a fase de elongação (Figura 1), fatores de elongação eucarióticos (eEFs) facilitam 

a entrega de aminoacil-tRNAs ao ribossomo, bem como a translocação deste ao longo 

do mRNA. Quando o ribossomo alcança um códon de parada, os fatores de liberação 

eucarióticos (eRFs) liberam a cadeia polipeptídica juntamente com as subunidades 40S e 

60S (MATEYAK; KINZY, 2017). 

O processo de tradução, assim como outros processos básicos da expressão gênica, 

apresenta componentes conservados ao longo da evolução (OUZOUNIS; KYRPIDES, 

1996; OLSEN; WOESE, 1997). O fator de tradução de eucariotos 5A (eIF5A – eukaryotic 

translation initiation factor 5A) corresponde a um exemplo desses fatores conservados 

evolutivamente (BENNE; HERSHEY, 1978) (Figura 2), estando este presente tanto em 

eucariotos quanto em arqueas, mas não em eubactérias (KLIER et al., 1993; PARK et al., 

1993; PARK et al., 1997), cujo homólogo estrutural e funcional é o fator de elongação P 

(EF-P) (BLAHA et al., 2009; ROSSI; KUROSHU, et al., 2014). Um exemplo dessa 

conservação evolutiva entre eucariotos é que a proteína eIF5A de Saccharomyces 

cerevisiae e as duas isoformas de humano compartilham mais de 60% de identidade 

(SCHNIER et al., 1991; CHEN; LIU, 1997). Além disso, ambas isoformas de humanos 

são capazes de substituir a proteína de levedura, o que atesta que estas não são apenas 

conservadas em sua sequência, mas também funcionalmente (SCHWELBERGER et al., 

1993). 



Figura 1 - Esquema dos mecanismos de elongação e terminação da tradução. 
 

(A) A elongação da tradução ocorre por intermédio do fator de elongação eEF1A, que 

carrega os tRNAs aminoacilados para o ribossomo, e do fator eEF2, que promove a 

translocação do ribossomo ao longo do mRNA. (B) Quando o códon de terminação é 

atingido, o fator de liberação eRF1 se liga no sítio A do ribossomo, o fator eRF3 estimula a 

hidrólise de GTP e a liberação da cadeia polipeptídica, juntamente com as subunidades 40S 

e 60S. Fonte: DEVER; GREEN, 2012. 



Figura 2 - Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos de eIF5A de diferentes 

organismos. 

Sequências de aminoácidos da proteína eIF5A dos eucariotos Saccharomyces cerevisiae 

(Sce), Schizosaccharomyces pombe (Spo), Drosophila melanogaster (Dme), Mus musculus 

(Mmu), Homo sapiens (Hsa—isoformas I e II), Leishmania mexicana (Lme), Leishmania 

braziliensis (Lbr) e Caenorhabditis elegans (Cel), respectivamente. O grau de conservação 

entre os resíduos é representado por cores diferentes, conforme indicado pelo número (escala 

arbitrária) dentro das caixas coloridas. Fonte: BARBOSA et al., 2016. 



Em Saccharomyces cerevisiae, a proteína eIF5A possui 17 kDa e é codificada por dois 

genes homólogos TIF51A (HYP2) e TIF51B (ANB1), expressos em condições aeróbias e 

anaeróbias, respectivamente. Estas proteínas apresentam 90% de identidade e são 

intercambiáveis funcionalmente (SCHWELBERGER et al., 1993). Sabe-se ainda que a 

expressão de pelo menos uma delas é essencial para a viabilidade celular (SCHNIER et 

al., 1991; WOHL et al., 1993; VALENTINI et al., 2002). 

Outro fato curioso sobre eIF5A é que este fator sofre uma modificação pós- traducional 

específica chamada hipusinação (Figura 3) (CHEN; LIU, 1997; PARK et al., 1997), que 

ocorre através da transferência de um grupo aminobutil da espermidina para o grupo amino 

livre de uma lisina específica (K51 em S. cerevisiae; K50 em humano), pela desoxi-hipusina 

sintase (Dys1 em S. cerevisiae; DHPS em humano). Em seguida, a hidroxilação deste grupo 

pela desoxi-hipusina hidroxilase (Lia1 em S. cerevisiae; DOHH em humano) termina a 

maturação de eIF5A (PARK et al., 2010). O alto grau de conservação dos resíduos 

flanqueadores do sítio de hipusinação de eIF5A nas diferentes espécies confirma a grande 

importância deste aminoácido incomum (MAGDOLEN et al., 1994; CHEN; LIU, 1997). 

Além disso, ambas enzimas modificadoras de eIF5A são também conservadas evolutiva e 

funcionalmente (CHEN; LIU, 1997). 

 
Figura 3 - Via da biossíntese do resíduo de hipusina no precursor de eIF5A. 

Esquema simplificado da modificação pós-traducional de eIF5A. A porção 4-aminobutil 

proveniente da poliamina espermidina (região sombreada) é transferida para o resíduo de 

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

(Dys1 em S. cerevisiae). O intermediário resultante é posteriormente hidroxilado pela 

enzima desoxi-hipusina hidroxilase (Lia1 em S. cerevisiae). Fonte: PARK, 2006. 



O homólogo estrutural de eIF5A em bactéria (EF-P) também possui efeito 

estimulatório na formação de ligações peptídicas (GLICK; GANOZA, 1975). Apesar de EF- 

P não ser totalmente essencial para a viabilidade celular (BULLWINKLE et al., 2012), este 

também é capaz de estimular a síntese de metionil-puromicina in vitro e tem sua função 

alterada por inibidores da atividade peptidiltransferase do ribossomo (GANOZA et al., 

2002), assim como eIF5A (ZANELLI et al., 2006; FRIGIERI et al., 2008). Vale destacar   

ainda que foi sugerido que EF-P está envolvido no correto 

posicionamento do tRNAMet iniciador, atuando na formação da primeira ligação peptídica 

(BLAHA et al., 2009), e de outros tRNAs, como tRNAPro e tRNAGly, auxiliando assim na 

elongação de sequências específicas, ricas em prolina (PPP e PPG) (DOERFEL et al., 

2013; UDE et al., 2013). 

Resultados semelhantes foram observados para mutantes de eIF5A em S. cerevisiae, 

em que foi demonstrado que repórteres contendo PPP e proteínas com sequências extensas 

e/ou múltiplas de poliprolinas, como Bni1, Eap1, Ldb17 e Vrp1, têm sua tradução 

dependente de eIF5A e de hipusinação (GUTIERREZ et al., 2013; MÉMIN et al., 2014). 

Porém, um estudo mais recente mostrou que a depleção de eIF5A gera defeitos de elongação 

e de término da tradução global (PELECHANO; ALEPUZ, 2017; SCHULLER et al., 2017), 

da seguinte forma: a) na elongação, esse fator alivia o stalling (atraso ou parada) dos 

ribossomos em vários motifs peptídicos além das poliprolinas (Figura 4), facilitando a 

formação de ligações peptídicas que seriam mais difíceis para serem formadas pelo centro 

peptidiltransferase do ribossomo; b) no término da tradução, eIF5A estimula a hidrólise da 

ligação peptidil-tRNA mediada por eRF1. Sendo assim, eIF5A foi inicialmente caracterizado 

como um fator de início de tradução, porém, após 40 anos de estudo sabe-se que ele se liga 

a ribossomos com o sítio E vazio (Figura 5), podendo assim participar do início, elongação 

e término da tradução. Esses papéis expandidos para eIF5A ajudariam a explicar sua 

natureza essencial e alta abundância em eucariotos (PELECHANO; ALEPUZ, 2017; 

SCHULLER et al., 2017). 



Figura 4 - eIF5A alivia o stalling dos ribossomos em vários motifs peptídicos além das 

poliprolinas. 
 
 

 

29 principais motifs associados a pausa de ribossomos em células com depleção de eIF5A. 

Fonte: SCHULLER et al., 2017. 

 
 

Figura 5 - Papel expandido para eIF5A na tradução. 

eIF5A se liga a ribossomos com o sítio E vazio, podendo assim participar do início, 

elongação e término da tradução. Fonte: SCHULLER et al., 2017. 



O interesse em pesquisas sobre eIF5A vem crescendo devido ao fato de que essa 

proteína é altamente expressa em diferentes tipos de câncer (MATHEWS; HERSHEY, 2015; 

NAKANISHI; CLEVELAND, 2016) e a evidências de um papel importante para eIF5A na 

modulação da replicação de vírus, principalmente do HIV-1 (OLSEN; CONNOR, 2017). 

Além disso, a depleção de eIF5A resulta em fenótipos pleiotrópicos, relacionados a múltiplos 

processos celulares, como, por exemplo, progressão do ciclo celular, apoptose, migração 

celular e metástase, translocação de proteínas pela via co- traducional e ativação da UPR 

(Unfolded Protein Response) (ZANELLI; VALENTINI, 2005; MARRA et al., 2007; PARK 

et al., 2010; ROSSI; GALVAO, et al., 2014; FUJIMURA et al., 2015; MATHEWS; 

HERSHEY, 2015; MANDAL et al., 2016; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016; 

STRNADEL et al., 2017). No entanto, ainda não está claro se eIF5A atua de forma direta ou 

indireta, através da tradução, para afetar os processos citados. 

Vale ressaltar ainda que já foram identificadas diversas interações genéticas com 

eIF5A utilizando-se S. cerevisiae como organismo modelo (VALENTINI et al., 2002; 

ZANELLI; VALENTINI, 2005; FRIGIERI et al., 2007; FRIGIERI et al., 2008; DIAS et 

al., 

2012). Neste contexto, uma interação genética interessante, que correlacionou eIF5A com a 

via secretória, é a letalidade sintética causada pela mutação de ambos eIF5A e Ypt1 

(FRIGIERI et al., 2008), proteína esta essencial para a fusão de vesículas do retículo 

endoplasmático (RE) ao Golgi (SEGEV, 2001). Embora tenha sido demonstrado que eIF5A 

não atue diretamente no tráfego de vesículas, esse fator foi encontrado associado a 

ribossomos ligados a membranas, implicando assim em uma função para o mesmo na 

tradução no RE (FRIGIERI et al., 2008). Além disso, considerando-se os dados 

manualmente curados e de larga escala sobre as interações genéticas de mutantes eIF5A, 

foram identificados vários genes envolvidos com a via secretória e membrana plasmática 

(http://www.yeastgenome.org/locus/S000000760/interaction). 

Posteriormente, outro estudo do nosso grupo revelou que eIF5A afeta a translocação 

de proteínas para o RE apenas pela via co-traducional (Figura 6) (ROSSI; GALVÃO, et al., 

2014). Essas observações reforçam a hipótese de que eIF5A atue como um fator de tradução 

seletivo para um subgrupo específico de mRNAs (KANG; HERSHEY, 1994; PARK et al., 

1997), neste caso, os envolvidos com o processo de secreção e/ou estresse de RE. 

http://www.yeastgenome.org/locus/S000000760/interaction)


Figura 6 - Representação esquemática da translocação de proteínas para o retículo 

endoplasmático. 

(A) Via co-traducional. A sequência sinal sintetizada sinaliza para ligação com o complexo 

SRP (signal recognition particle), que executa uma parada temporária na elongação da 

tradução. Em seguida, SRP interage com seu receptor na membrana do RE e promove a 

interação ribossomo-translocon. Uma vez ligado ao translocon, o ribossomo re-inicia a 

elongação da tradução e a proteína recém-sintetizada é direcionada ao lúmen do RE, onde 

assume sua conformação tridimensional adequada. (B) Via pós-traducional. Chaperonas 

ligam-se à cadeia polipeptídica enquanto a mesma está sendo sintetizada. Após o término 

da tradução, o polipeptídeo é direcionado para o RE e, através do translocon, a proteína 

passa para o lúmem do RE onde é corretamente enovelada. Fonte: ROSSI; GALVAO, et 

al., 2014. 

 
De forma semelhante aos trabalhos anteriores do nosso laboratório (FRIGIERI et al., 

2008; ROSSI; GALVAO, et al., 2014), um estudo recente realizado em células de mamíferos 

HeLa correlacionou eIF5A com a via secretória, sugerindo uma ativação da via de resposta 

ao mal enovelamento de proteínas dentro do RE (Unfolded Protein Response – UPR) e 

aumento na expressão de chaperonas mediante a depleção de eIF5A (MANDAL et al., 



2016). Cabe aqui destacar que, em eucariotos superiores, o acúmulo de proteínas sem o 

correto dobramento dentro do RE promove a ativação de três vias paralelas que empregam 

mecanismos únicos de transdução de sinal e compreendem coletivamente a UPR (Figura 7), 

cujo intuito é reestabelecer a homeostase do RE (WALTER; RON, 2011). Os sensores trans- 

membrana residentes no RE que atuam como transdutores de UPR em eucariotos superiores 

incluem IRE1 (inositol-requiring transmembrane kinase and endonuclease), PERK (protein 

kinase RNA-like ER kinase) e o fator de transcrição com zíper de leucina ATF6 (activating 

transcription factor 6). IRE1 corresponde a um monômero inativo em condições celulares 

normais, mas forma aglomerados ativos na membrana do RE em resposta ao estresse de RE 

(KIMATA et al., 2007; KORENNYKH et al., 2009). Os oligômeros de IRE1 se auto- 

fosforilam para ativar seu domínio RNase. Este, por sua vez, cliva o pré-mRNA de XBP1 e 

uma RNA ligase liga os dois éxons, resultando assim no splicing citoplasmático de XBP1. 

Após esse processo, XBP1 é traduzida e translocada para o núcleo para ativar a transcrição 

de genes responsivos a UPR (YOSHIDA; MATSUI, et al., 2001; CALFON et al., 2002). 

PERK possui uma estrutura semelhante à de IRE1, porém, seu domínio citosólico contém 

apenas a função quinase. Em condições de estresse, PERK se oligomeriza e fosforila o fator 

de iniciação eIF2α, resultando na sua inativação e consequente atenuação da tradução, o que 

evita o acúmulo adicional de proteínas mal enoveladas no RE. Já ATF6 é constitutivamente 

sintetizado como uma proteína transmembrana no RE. Após a indução do estresse, esta se   

realoca no Golgi, onde sofre clivagem. O fragmento citoplasmático resultante, ATF6-p50, é 

direcionado para o núcleo para ativar a transcrição de seus genes alvo (YOSHIDA et al., 

2000; YOSHIDA; OKADA, et al., 2001). 



Figura 7 - Mecanismo de ação dos três principais braços da via UPR em eucariotos 

superiores. 

 
O acúmulo de proteínas mal enoveladas dentro do lúmen do RE desencadeia a UPR. Existem 

três principais sensores de estresse na membrana do RE: IRE1, PERK e ATF6. Esses 

sensores geram respostas específicas, coordenadas através da regulação de vários fatores de 

transcrição, como ATF4, XBP1s (spliced XBP1) e ATF6-p50. ERAD: Endoplasmic 

Reticulum associated degragation; RIDD: regulated Ire1-dependent decay. Fonte: 

PLUQUET et al., 2015. 



Dentre esses transdutores de sinal citados anteriormente, apenas IRE1 é conservado 

em Saccharomyces cerevisiae, sendo este o único responsável pela ativação da UPR neste 

organismo (COX et al., 1993; MORI et al., 1993), em um mecanismo semelhante ao descrito 

anteriormente, sendo que ao invés de XBP1, Hac1 é o efetor desta resposta (Figura 8). 

 
Figura 8 – Ativação da via UPR por Hac1 em Saccharomyces cerevisiae. 

 

 
(A) Em condições normais, o dobramento de proteínas no RE ocorre eficientemente. 

Monômeros de Ire1, uma proteína transmembrana, apresentam-se inativos e o mRNA de 

HAC1 não processado inibe sua própria tradução citoplasmática. (B) Em condições de 

estresse de RE, ocorre acúmulo de proteínas sem o correto dobramento no RE. Esse evento 

sinaliza para oligomerização e auto-fosforilação de Ire1. Uma vez ativa, Ire1 é capaz de 

clivar o íntron do mRNA de HAC1, e a proteína é sintetizada. No núcleo, Hac1 é capaz de 

ativar a transcrição de genes alvos da resposta ao estresse de RE. Fonte: NICCHITTA, 2009. 



Nexte contexto, considerando que: a) existem evidências do envolvimento de eIF5A 

na translocação de proteínas pela via co-traducional e que seus mutantes têm níveis 

aumentados de proteínas envolvidas no estresse de RE (ROSSI; GALVAO, et al., 2014); b) 

um estudo recente realizado em mamíferos sugeriu uma ativação da UPR e aumento na 

expressão de chaperonas mediante a depleção de eIF5A (MANDAL et al., 2016); e c) 

dados preliminares de nosso laboratório indicam uma redução no splicing de HAC1 em 

mutantes condicionais de eIF5A; é interessante investigar se há uma correlação entre eIF5A 

e a via de resposta ao estresse de RE em S. cerevisiae, na tentativa de explicar não somente 

os efeitos biológicos observados para mutantes de eIF5A, como também seu papel na 

tradução de subgrupos de mRNAs ligados à via secretória e/ou estresse de RE. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Os dados preliminares que sugeriam um papel para eIF5A na maturação do mRNA 

de HAC1 não foram confirmados. 

Os resultados apresentados mostraram um comportamento diferencial de mutantes 

de eIF5A com relação a diferentes indutores de estresses de RE e que estas respostas não 

estão diretamente relacionadas com a translocação co-traducional de proteínas mediada 

por SRP ou a um possível defeito geral na elongação da tradução de mutantes de eIF5A. 

A supressão do fenótipo de sensibilidade a tunicamicina dos nocautes de Hac1 ou 

Ire1 promovida pela inativação parcial da função de eIF5A na célula é independente de 

Hac1 ou Ire1. 

Os resultados obtidos no rastreamento em larga escala de sensibilidade a drogas 

indutoras de estresse de RE (DTT e tunicamicina) possibilitaram a indicação de uma série 

de proteínas cuja tradução pode estar comprometida em mutantes de eIF5A, o que 

explicaria o fenótipo de sensibilidade a DTT e resistência a tunicamicina observados 

nesses mutantes. 

Não foi verificada a ocorrência de uma pré-ativação de UPR em mutantes de eIF5A 

em S. cerevisiae, como ocorre em mamíferos. 
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