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RESUMO

O fator de traducéo de eucariotos 5A (elF5A) € uma proteina altamente conservada
em eucariotos e arqueas, essencial para viabilidade celular, e esta envolvido no
controle da proliferacdo celular, e em processos tumorogénico e inflamatério. elF5A
possui um aminoacido exclusivo, chamado hipusina, formado por uma modificacao
poés-traducional. A biossintese da hipusina é espermidina-dependente e envolve
duas etapas enzimaticas. A primeira etapa, a enzima desoxi-hipusina sintase
participa desse processo adicionando um grupo 4-aminobutil, oriundo da
espermidina, para um residuo altamente conservado de lisina presente em elF5A.
Em seguida ocorre uma hidroxilagdo pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase,
levando a maturacdo de elF5A. A atividade de elF5A € inibida pela molécula N1-
Guanyl-1,7-diaminoheptane (GC7), um analogo estrutural da espermidina que
compete pela ligacdo ao sitio ativo da enzima desoxi-hipusina sintase. elF5A e GC7
foram relacionados ao processo de autofagia, que é um processo catabdlico de
degradacédo lisossomal/vacuolar essencial para reciclagem de componentes
citoplasmaticos e organelas danificados ou desnecessarios. Na literatura, ha
controvérsia a respeito do efeito de elF5A e GC7 quanto a regulacdo da autofagia.
No presente estudo, foi investigada a relacdo de elF5A e GC7 na autofagia
utilizando como modelo a levedura Saccharomyces cerevisiae. Analisamos 0s
efeitos celulares de dois mutantes relacionados a via de hipusinacdo - dysl-1
(mutacdo na desoxi-hipusina sintase) e hyp2-3 (mutacdo em elF5A) - e do
tratamento celular com GC7 na autofagia, por meio de dados de rastreamento em
larga escala e analises de western blot. Devido a importancia de elF5A na célula,
uma disfuncédo nesta proteina leva a um efeito global e prejudicial a célula, porém,
algumas vias serdo mais afetadas e outras menos afetadas. No caso, a via de
autofagia é afetada diante uma mutacdo em elF5A. No entanto, este efeito pode ser
brando e reversivel, uma vez que ao analisarmos outro mutante da via dysl-1 e o
tratamento com GC7 indicam que ha uma inducdo de autofagia, o que
provavelmente ocorre por um efeito independente da inibicdo de hipusinacdo, que é
0 acumulo de poliaminas.

Palavras-chave: elF5A. GC7. Autofagia. Mitofagia. Atgs. GFP-ATGS.



ABSTRACT

The eukaryotic translation factor 5A (elF5A) is a highly conserved protein in
eukaryotes and archaea, essential for cellular viability and it is involved in the control
of cell proliferation and inflammatory and tumorigenic processes. elF5A contains a
unique amino acid-specific for its activity: hypusine, which is formed by post-
translational modification. The hypusine biosynthesis is spermidine-dependent and
involves two enzymatic steps. In the first stage, the deoxyhypusine synthase enzyme
catalyzes the transfer of the 4-aminobutyl portion of spermidine to a highly conserved
and specific lysine residue on the elF5A side chain. It is then hydroxylated by the
enzyme deoxyhypusine hydroxylase, leading to the maturation of elF5A. The activity
of elF5A is inhibited by N1-Guanyl-1,7-diaminoheptane (GC7), a structural analog of
the polyamine spermidine which competes for binding to the active site of the
deoxyhypusine synthase. elF5A and GC7 appear to be related to the autophagy
process, which is a lysosomal/vacuolar degradation catabolic process essential for
recycling cytoplasmic components and damaged or unnecessary constituents. In the
literature, there are controversies regarding the effect of elF5A and GC7 on the
regulation of autophagy. In the present study, the relationship of elF5A and GC7 in
autophagy was investigated using the yeast Saccharomyces cerevisiae as a model.
We analyzed the cellular effects of two mutants related to the hypusination pathway -
dysl1-1 (mutation in deoxyhypusine synthase) and hyp2-3 (mutation in elF5A) - and
GC7 cell treatment in autophagy, using tracking data in large scale and western blot
analyzes. Due to the importance of elF5A in the cell, dysfunction of this protein leads
to a global and harmful effect on the cell, but, some pathways will be more affected
and others less affected. The autophagy pathway is affected by an elF5A mutation.
However, this effect can be mild and reversible, since when analyzing the dysl-
1 mutant and treatment with GC7, it indicates that there is an induction of autophagy,
which probably occurs due to an effect independent of the inhibition of hypusination,
which is the accumulation of polyamines.

Keywords: elF5A. GC7. Autophagy. Mitophagy. Atgs. GFP-ATGS.
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1. INTRODUCAO

A expressao génica resulta na decodificacdo de um RNA mensageiro
(mRNA) e, assim, na sintese de proteinas. Este processo é catalisado por
ribossomos com a participacdo de aminoacil-tRNAs e fatores de traducdo nas
seguintes etapas: inicio, elongacdo, terminacéo e reciclagem dos ribossomos (Figura
1). Em eucariotos, a subunidade menor do ribossomo 40S e a subunidade maior
60S compde o ribossomo 80s no qual o tRNA (RNA transportador) percorre trés
sitios de ligacao: o sitio aminoacil (A), o peptidil (P), e o de saida (E). No inicio da
traducado, fatores de iniciagcdo (chamados de elF’s em eucariotos) orientam a
montagem adequada do ribossomo 80S no cdédon de inicio (AUG) com o iniciador
Met-tRNAM® ligado ao sitio P (Em bactérias, mitocondrias e cloroplastos é o inciador
fMet-tRNAI™® - N-formilmetionil-tRNA) (SCHULLER; GREEN, 2018; SHIROKIKH:
PREISS, 2018).

Seguindo para elongacdo do polipeptideo, fatores de elongacdo (eEFS)
facilitam a ligacdo do aminoacil-tRNA no sitio A, de maneira codon-dependente,
enquanto o tRNA no sitio A é translocado para o sitio P formando um estado
“hibrido” em relagédo as subunidades do ribossomo (Figura 2), e com concomitante
translocacao do ribossomo pelo mRNA. A traducéo é finalizada quando o ribossomo
encontra um codon de parada, e fatores de liberacdo (eRFs) induzem a hidrélise do
polipeptideo em formacdo do tRNA do sitio P. De forma associada ao fator de
liberacdo do peptideo (terminador da traducédo) eRF1, em eucariotos, existe a acao
da ATPase ABCEL1 (RIlil em Saccharomyces cerevisiae) , que interage e estabiliza
eRF1, e assim, induzindo a separacao das subunidades 40S e 60S (DEVER; KINZY;
PAVITT, 2016; SCHULLER; GREEN, 2018).

10



Figura 1. Representacdo esquemaética da sintese proteica em eucariotos.
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Figura 2. Etapa de elongag&do. Esquema do movimento do tRNA através do
ribossomo durante a elongacgéo do polipeptideo.
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Os fatores proteicos requeridos medeiam e regulam a traducéo. Ao longo da
evolucdo, varios fatores foram conservados, principalmente aqueles da etapa de
elongacédo da traducdo. Um exemplo destes fatores € elF5A (eukaryotic translation
initiation factor 5A), uma proteina altamente conservada de arqueas a eucariotos.
Embora tenha sido denominada como um fator de inicio de traducdo,
posteriormente, verificou-se que, na verdade, € um fator de elongac¢éo da traducdo.
Em bactérias, ha um homodlogo de elF5A, chamado EF-P (elongation factor P), que
apesar de ser menos conservado, possui a mesma funcdo de elF5A na traducao

(ROSSI et al., 2014).
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elF5A possui um amino&cido Unico e exclusivo, chamado hipusina (hidroxi-
putrescina-lisina). Ele € formado por uma modificacdo pés-traducional em que um
residuo de lisina conservado, da cadeia lateral de elF5A, é transformado em
hipusina por uma reacdo dependente da poliamina espermidina. A reagado ocorre em
duas etapas enzimaticas (Figura 3): a primeira pela enzima desoxi-hipusina sintase
(Dysl em S. cerevisiae), a qual transfere um residuo 4-aminobutil da poliamina
espermidina para o residuo de lisina, formando o intermediario elF5A-desoxi-
hipusina (etapa NAD dependente). A segunda etapa é hidroxilacdo pela enzima
desoxi-hipusina hidroxilase (Lial em S. cerevisiae), levando ao produto final: elF5A
hipusinada (MANDAL; MANDAL; PARK, 2014). A hipusinagcdo é uma modificacao
que leva a maturacdo de elF5A, em um processo irreversivel, em que a elF5A
permanece modificada até a sua degradacédo (PARK et al., 2010; DE ALMEIDA et
al., 2014).

Figura 3. Modificacdo pos-traducional de elF5A. Esquema simplificado da
biossintese do residuo de aminoacido hipusina em elF5A. A enzima
desoxi-hipusina sintase (Dysl em levedura) catalisa a transferéncia da
porcdo 4-aminobutil da poliamina espermidina para um residuo de lisina
altamente conservado da cadeia lateral de elF5A formando o
intermediario  elF5A-desoxi-hipusina  (etapa NAD  dependente).
Posteriormente, este ¢é hidroxilado pela enzima desoxi-hipusina
hidroxilase (Lial em levedura), levando ao produto final: elF5A
hipusinada. Dys1 € inibida pelo composto N1-guanil-1,7-diamino-heptano
(GC7).
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Fonte: DE ALMEIDA et al., 2014 modificado.
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elF5A tem aproximadamente 17 kDa, com dois dominios bem definidos,
compostos principalmente por folha-B. Na regidao N-terminal estd contido o sitio de
hipusinagcdo em uma longa alca bastante exposta. Em humanos, elF5A possui duas
isoformas geradas a partir de genes distintos, elF5A-1 e elF5A-2, expressas pelos
genes EIF5A1 e EIF5A2, respectivamente. A isoforma elF5A-1 é considerada
constitutiva e predominantemente expressa na maioria dos tecidos; enquanto que
elF5A-2 possui uma expressdo mais restrita e estd presente em certos locais
especificos como cérebro e testiculos, por exemplo (PARK, 2006). elF5A-2 tem sido
apontada como um candidato a oncogene por ser altamente expresso em alguns
tipos de canceres, entretanto, a expresséo elevada de ambas isoformas é utilizada
como um marcador tumoral de diagnéstico e/ou prognéstico (MATHEWS;
HERSHEY, 2015; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016).

A respeito da funcdo de elF5A na célula, inicialmente, assim como EF-P,
elF5A foi caracterizado como um fator de inicio do processo de traducdo, por
estimular a sintese de metionil-puromicina em ensaios in vitro que avaliam a
formacdo das primeiras ligacdes peptidicas. Neste ensaio, mede-se a metionina
radiotiva proveniente do tRNAM® presente no sitio P do ribossomo, que é
incorporada a puromicina pela catalise mediada pelo centro de peptidil transferase
do ribossomo (PTC). Esta reacdo é analoga a sintese da primeira ligacéo peptidica,
mas também, pode refletir a formacdo da primeira ligacdo peptidica durante a
elongacdo da traducdo (ROSSI et al., 2014). O estudo de Saini et al. (2009)
evidenciaram a participacdo de elF5A na etapa de elongacédo da traducdo. Neste
estudo, foram tracados os perfis polissomais, com e sem tratamento de
cicloheximida (CHX — inibidor da elongacéo da traduc¢do), para: um mutante do fator
de inicio de traducdo elF3, um mutante de elF5A e a linhagem selvagem. Como
resultado, obtiveram que no perfil polissomal do mutante de elF5A ha um aumento
das fracdes polissomais em relacdo a 80S, indicando stalling (paradas/atraso) do
ribossomo durante a elongacéo, ao contrario do mutante de elF3 e comparavel a
linhagem selvagem com CHX. Sendo assim, apesar de ter-se mantido o nome
elF5A, este é um fator que promove a elongacao da traducédo (GREGIO et al., 2009;
SAINI et al., 2009).

Além disso, a demonstracdo do papel de elF5A como um facilitador na
13



sintese de poliprolinas corroborou seu papel na elongacéo da traducgéo. E proposto
qgque a rigidez estrutural das prolinas dificulta sua adicdo consecutiva aos
polipeptideos, o que seria facilitado pela interagéo fisica de EF-P (em bactérias) e de
elF5A (em eucariotos) com o ribossomo, ajudando no correto posicionamento do
peptidil-tRNA no PTC (GUTIERREZ et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4. Modelo de elF5A promovendo a formacdo de sequéncias
consecutivas de prolinas. A sequéncia de di-prolina causa uma parada
ribossomal com o diprolil-tRNA"™ no sitio P e o Pro-tRNA"™ no sitio A.
elF5A liga-se entre o sitio P e E posicionando a alca de hipusina préxima
ao diprolil-tRNA"™ no centro peptidil transferase (PTC) do ribossomo
facilitando a formacéo da ligacédo peptidica de poliprolinas.
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Por outro lado, o estudo de Schuller et al. (2017) mostra também que a
deplecédo de elF5A gera defeitos de elongacdo ndo apenas em prolinas consecutivas
(Figura 5A) . Durante a elongacéao, elF5A atua também para aumentar a eficiéncia
de formacéo de ligacdo peptidica pelo ribossomo em determinadas sequéncias de
trés ou mais residuos que formam motifs peptidicos que tendem a induzir stalling
ribossomais, entre eles sequéncias consecutivas de prolinas, mas nao apenas.
Estas sequéncias podem causar uma conformacdo estrutural do polipeptideo em
crescimento (ligado ao peptidil- tRNA) que € desfavoravel para sua liberacdo do
complexo ribossomal causado pela rigidez estrutural do aminoacido ou por outros

motivos ainda nao elucidados (SHIN et al., 2017). No término da traducéo, também
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h& auxilio de elF5A ao estimular a hidrélise da ligacdo peptidil-tRNA mediada por
eRF1 (Figura 5B). Esses papéis expandidos para elF5A ajudariam a explicar sua
natureza essencial e grande abundéncia em eucariotos (PELECHANO; ALEPUZ,
2017; SCHULLER et al., 2017). No entanto, ainda ndo esta claro exatamente quais
proteinas requerem mais elF5A para sua traducdo, uma vez que apenas a presenca
de motifs descritos na Figura 5A, néo € fator determinante para a parada ribossomal,
como discutiremos posteriormente a respeito do estudo que avaliou o efeito de

elF5A sob a traducéo da proteina relacionada a autofagia ATG3.

Figura 5. Papel expandido para elF5A na traducéo. (A) Os 29 principais motifs
associados a stalling do ribossomos em células com deplecdo de elF5A.
Aléem dos motifs peptidicos de poliprolinas, ha outros em que a presenca
de elF5A alivia a parada ribossomal. (B) Além de elF5A aliviar stalling
ribossomais também estimula a hidrélise de peptidil-tRNA mediada por

eRF1 na terminacao da traducéo.
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Fonte: SCHULLER et al., 2017.

Diversas estratégias foram exploradas para elucidar as fun¢des celulares de
elF5A, como: silenciamento de elF5A via RNA de interferéncia (SiRNA) em célula de
mamiferos; geracdo de mutantes de elF5A ou das enzimas da via de hipusinacao
em S. Cerevisiae; ou utilizacdo de inibidores de uma das etapas enzimaticas da
biossintese da hipusina. A inibicdo de Dysl-1 tem sido apontada em diversos
estudos como uma estratégia promissora para o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas, principalmente em relacdo a desordens de proliferacdo celular e a

processos inflamatérios (KAISER et al., 2007; CHAWLA et al., 2010). Um dos mais
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citados e potente inibidor descrito € o N1-guanil-1,7-diaminoheptano (GC7 - Figura
1). GC7 € um composto sintético e um analogo estrutural da espermidina que inibe a
desoxi-hipusina sintase ao competir com 0 substrato espermidina pela ligacdo ao
sitio ativo (KAISER et al., 2007).

Os estudos de Lou et al. (2013) e Fang et al. (2018) indicaram que, uma vez
que elF5A-2 é um potencial alvo terapéutico, por ser um oncogene e associado a
guimiorresisténcia, combinar terapias com GC7 pode ser uma alternativa terapéutica
eficiente e segura para o tratamento de pacientes com cancer.

Interessantemente a via de poliaminas, que esta interligada a hipusinacao
devido ao requerimento de espermidina na formagcdo da hipusina, pode ser um
indicativo de cancer, pois, foi notado que os niveis de poliaminas estdo muito
elevados em pacientes com cancer. Estudos apontam que o circuito de poliamina-
hipusina € um alvo de alta prioridade para a terapéutica do cancer (NAKANISHI;
CLEVELAND, 2016).

As poliaminas sdo pequenos polications organicos que desempenham
funcdes basicas essencias na célula, relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia
celular. A espermidina, molécula precursora da hipusina, compde a classe das
poliaminas que regulam a expressao génica. Assim como a espermidina esta
envolvida na regulacdo da traducdo por atuar na modificacdo pos-traducional de
elF5A, 25 poliaminas atuam na traducao contribuindo para a eficiéncia e fidelidade
da sintese proteica (DEVER; IVANOV, 2018; IVANOV et al., 2018).

Os niveis intracelulares de poliaminas sao altamente regulados, por meio de
sua biossintese, catabolismo e/ou transporte, também, ha a regulacédo traducional
das principais enzimas da biossintese de poliaminas, a fim de que seja mantida a
homeostase de poliaminas na célula. Uma vez havendo um desequilibrio intracelular
de poliaminas, processos celulares como transcricdo, traducdo, regulacdo da
expressdo génica, autofagia e resisténcia ao estresse sdo afetados (MILLER-
FLEMING et al., 2015; DEVER; IVANOV, 2018). No estudo de Ivanov e
colaboradores (2018), foi observado que, em células de mamiferos, a reducao de
hipusinacdo mimetiza um efeito de acimulo de poliaminas (IVANOV et al., 2018).

Assim como um desequilibrio que leva o0 aumento dos niveis de poliaminas
na célula relaciona-se com autofagia (ZHANG et al., 2019), a inativacao da atividade

de elF5A e o tratamento células com GC7 também foram relacionados ao processo
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de autofagia. A autofagia € um processo catabdlico de degradacado lisossomal (em
mamiferos) ou vacuolar (em leveduras e plantas) o qual € essencial por promover a
reciclagem de componentes citoplasmaticos e de constituintes danificados ou
desnecessarios, mantendo a sintese macromolecular e homeostase da energia
durante condicOes estressantes, como privacdo de nutrientes ou de oxigénio, e
baixo status energético celular (FRANKEL; LUBAS; LUND, 2017). Em células
eucarioticas, € um processo altamente conservado desde eucariotos simples, como
S. cerevisiae, a células de mamiferos, por exemplo. Células de levedura induzem
autofagia em condicdes de escassez de nutrientes (starvation), por exemplo. A fase
inicial consiste na formacao de estruturas de dupla camada de membrana chamadas
de fagdforos, os quais sequestram componentes intracelulares até formar uma
estrutura fechada e esférica, o autofagossomo, o qual se funde com o vacuolo para
hidrolise acida da carga capturada. A formacdo e maturacdo adequada do
autofagossomo sdo mediadas por um grupo de proteinas relacionadas a autofagia
(nomeadas de Atg), a maioria inicialmente identificada em leveduras (OLIVERIO et
al., 2014; LUBAS et al., 2018). Em S. cerevisiae, a autofagia € iniciada
proximamente ao vacuolo, local de montagem da estrutura pré-autofagossomal
(PAS). A elongacdo da membrana do fagoforo envolve a regulacdo por duas
reacdes similares a de ubiquitinacéo: a proteina Atgl2 é conjugada a Atg5 por Atg7,
gue atua como a enzima de ativacdo de ubiquitina E1, e pela Atgl0, que atua de
forma similar a enzima de conjugacao de ubiquitina E2. Formado o complexo Atg5-
Atgl2, entdo, este interage de maneira nao covalente com Atgl6, resultando em um
complexo ternario associado ao fagéforo, mas que é dissociado no autofagossomo
completo. A segunda reacdo envolve um sistema de conjugacdo de Atg8, que é
requerido para expanséo e fechamento da membrana do fagoforo. Atg8 é convertida
na forma lipidica Atg8-fosfatidil-etanolamina (Atg8-PE) através da protedlise na
regido C-terminal por Atg4, ativacao dependente de Atg7, e conjugacao mediada por
Atg3. Atg8-PE associa-se em ambos os lados da superficie do fag6foro, seguindo
para formacdo e maturacdo do autofagossomo, Atg8 na superficie externa é
removida pela desconjugacéo catalisada por Atg4. O autofagossomo formado funde-
se ao vacuolo, o que leva a degradacdo do conteudo, gerando um efluxo de
nutrientes para o citoplasma (Figura 6) (CARLSSON; SIMONSEN, 2015; DELORME-
AXFORD et al., 2015).
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Figura 6. Mecanismo de autofagia em S. cerevisiae. Este esquema envolve o0s
principais estidgios de autofagia: Inducdo e nucleagdo, expansao,
maturacao, fusédo ao vacuolo, degradacéo e efluxo de nutrientes.
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Atg16. 0G
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1) o \: O Vacuole
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Fonte: DELORME-AXFORD et al., 2015.

Ha dois tipos de autofagia: autofagia ndo seletiva e autofagia seletiva. Esta
tltima tem como alvo mitocondrias (mitofagia), reticulo endoplasmatico (RE-fagia),
nacleo (nucleofagia), e ribossomo (ribofagia) (TATEHASHI; WATANABE; TAKAGI,
2016).

Na literatura, ha controvérsias a respeito do efeito de elF5A e GC7 com
relacdo a autofagia. No estudo de Patel et al. (2009) é apontado que a mutacdo no
homologo de desoxi-hipusina hidroxilase de Drosophila (nero) e knockdown de
elF5A via RNA de interferéncia (siRNA) causam fendtipos celulares similares, em
particular, na autofagia, em que aumentam a sua indu¢do. Enquanto o trabalho de
Oliverio et al. (2014) descreve que o efeito na inducao de autofagia basal celular ndo
aparece em células com deplecdo de elF5A (também via siRNA), mas que o
tratamento com o inibidor de hipusinacdo GC7 resulta nesta indug¢édo, o que sugere

ser um efeito do GC7 independente de elF5A.

Em um trabalho mais recente, de Lubas et al. (2018), os pesquisadores
realizaram um rastreamento de siRNA para identificar proteinas que afetam o
processo de autofagia basal ou induzida pelo composto Torin-1, em cultura de célula

de tumor de mama MCEF-7. O fator elF5A foi identificado como um efetor necessario
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para a autofagia em ambas condi¢ces. Foi demonstrado que a auséncia de elF5A
inibe a formacdo de autofagossomo, uma vez que elF5A é necesséria para a
traducao eficiente da proteina ATG3. Mais especificamente, foi identificado que Atg3
possui 2 motifs previamente identificados em S. cerevisiae como dependentes de
elF5A: DDG e PPPP. Curiosamente, foi demonstrado que o motif DDG €
determinante para a dependéncia da traducédo de Atg3 por elF5A, enquanto que o
PPPP nao se mostrou determinante para esta dependéncia (LUBAS et al., 2018).

Outro fator importante é que um defeito ou auséncia da atuacdo de elF5A
pode estar interferindo de maneira global na célula, por exemplo, upstream a
formacédo do autofagossomo em mecanismos de regulacdo da via de autofagia. A
autofagia € regulada tanto por modos regulatorios transcricionais quanto pos-
traducionais. Um dos componentes essencias de regulacdo da via, em levedura, € o
complexo TORCL1 (target of rapamycin complex 1). Este € um complexo formado por
trés subunidades: Tor (target of rapamycin), Lst8 e Raptor (Kogl). Tor é uma
quinase evolutivamente conservada que atua como controle central do crescimento
celular, ativando processos anabdlicos como sintese de proteinas, biogénese de
ribossomo e inibindo processos catabodlicos como autofagia. Entdo, nutrientes séo
importantes reguladores da atividade de TORC1 em células eucaridticas. Para a
ativacao da atividade catalitica de TORC1 é necessaria a ligacao de Lst8 no dominio
guinase de Tor e Kogl é um essencial scaffold para essa ligacdo (HARA et al., 2002;
MAEGAWA et al., 2015; COUSO et al., 2019).

Além da regulacdo de TORC1, a sinalizacdo pela via de RAS/cCAMP-
dependente da proteina quinase A (PKA - Protein kinase A) também regula a
autofagia. A via RAS/PKA é importante para regulacdo do crescimento em resposta
a nutrientes extracelulares e compreende duas pequenas GTPases, Rasl e Ras2, e
trés subunidades cataliticas, Tpkl, Tpk2 e Tpk3. Ao ocorrer a ligacdo do cAMP a
subunidades cataliticas, ativa PKA que € um regulador negativo da via de autofagia
(YORIMITSU et al., 2007).

Sch9 pertence a uma familia de quinases AGC que é fosforilada em
multiplos sitios por TORC1. Em condi¢cdes normais da célula o complexo TORC1

permanece ativo, atuando como regulador de autofagia em diferentes pontos da via.
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Por exemplo, o complexo ao fosforilar Sch9, torna-a ativa. Interessantemente,
estudos mostram que a autofagia é regulada cooperativamente via Sch9 e PKA, isto
€, a autofagia € induzida pela inativacdo simultdnea de ambas Sch9 e PKA, pois
estas possuem um papel paralelo na célula, e também a regulacdo desses
dependem de TORC1 (YORIMITSU et al.,, 2007). Sch9 inibe a proteina quinase
ativada por mitégeno Slt2, a qual, quando ativada, inibe PKA por fosforilagcao
(CHEN; KLIONSKY, 2011). A inativacdo de Sch9 induz, também, a autofagia pela
regulacdo da proteina quinase Rim15 (um regulador positivo de autofagia) e os
fatores de transcricdo Msn2/Msn4. Riml5 ativado, sob condi¢des escassas de
nutrientes, inibe por fosforilacdo o fator de transcricdo Ume6, permitindo a
transcricao e traducdo de Atg8 (REGGIORI; KLIONSKY, 2013).

O “controle geral de via de nutrientes” (GCN) regula a biossintese de
aminoacidos e também modula a autofagia. A proteina quinase Gcn2 esta envolvida
na deteccdo dos niveis de aminoacidos intracelulares, sob condicbes de starvation
de nutrientes, Gcn2 encontra-se desfosforilada (CHERKASOVA; HINNEBUSCH,
2003), ativando por fosforilagao o fator de traducéo elF2a, que regula a tradugao do
fator de transcricdo Gcn4, resultando na ativagao transcricional de genes envolvidos
na sintese de aminoacidos e no aumento da transcricdo de genes especificos de
ATG. Outro ponto € uma regulacdo negativa de Gcn4 que ocorre através de sua
degradacédo mediada pela fosforilacdo dependente do complexo Pho85-Pcl5 (Pho85
€ uma quinase dependente de ciclina que quando complexada com a ciclina Pcl5
regula negativamente a autofagia) (REGGIORI; KLIONSKY, 2013).

Sabe-se também que a proteina Snfl (Sucrose NonFermenting 1) € uma
proteina quinase requerida para manter a homeostase energética, principalmente
para adaptacao celular de S. cerevisiae em condi¢cdes de estresse por deprivacao de
fontes de carbono. Por outro lado, em condi¢cdes de limitacdo de nitrogénio sua
atividade é basal. Snfl é regulada negativamente por TORC1 em condi¢cdes normais
de nutrientes. Mas, quando ha limitacbes nutricionais, Snfl atua como regulador
positivo de autofagia, apds ser fosforilada por um complexo de trés quinases Sakl,
Tos3 e Elm1. Entretanto, o0 mecanismo pelo qual Snfl atua, demostrado até hoje, é
referente a uma autofagia especifica, a mitofagia. Em condi¢cdes de starvation

(privacao) de glicose, Snfl medeia a fosforilagdo de Mecl, a qual recruta Atgl para
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a modulacdo sobre a superficie da mitocéndria, durante a inducdo de mitofagia
(CHEN; KLIONSKY, 2011; Yl et al., 2017).

O complexo TORC1 pode regular diretamente a autofagia pelo complexo
Atgl, ou também por uma regulacdo em cascata de Tap42, em que Tap42 é um
efetor de TOR que esta complexada com a proteina fosfatase do tipo 2
Pph21/Pph22. Na literatura, tem-se que a superexpressao de Pph21 ou Pph22 inibe
a autofagia, pois estas desfosforilam Atgl. A inativacdo de Tap42, em linhagem
mutante de Tap42 sensivel a temperatura, induz a autofagia, sem que fosse
necessaria a inibicdo de TORC1. A superexpressdo da proteina Tip4l, que inibe
Tap42, resulta numa inducédo de autofagia (YORIMITSU et al., 2009; REGGIORI;
KLIONSKY, 2013). Para resumir essas informacdes, as Figuras 7 e 8 contém um
esquema da regulacéo sob condigdes normais celulares e condi¢cdes de starvation

de nutrientes.

Outro ponto interessante a ser discutido é como os fatores de transcricédo e a
maquinaria citosdlica coopera para determinar o tamanho e o numero de
autofagossomos, sendo esses dois fatores essenciais para a atividade de autofagia.
Por exemplo, a transcricdo de Atg8 € reprimida por Ume6, e a de Atg9 por
Pho23.

Quando as quantidades de Atg8 e Atg9 sado limitantes, o autofagossomo

formado € menor e a taxa de formacéo é mais lenta, respectivamente.

A regulacao citoplasmatica de autofagia engloba varias proteinas Atgs, por
exemplo, o complexo quinase Atgl que inclui a proteina Atgl, Atgl3 e um
subcomplexo ternario Atgl7-Atg31-Atg29, o qual também se encontra nas Figuras 7
e 8. Como se pode notar, ha muitos fatores que atuam sobre o complexo Atgl numa
regulacdo upstream, tais como fatores que participam da regulacdo de fosforilacédo
da proteina Atgl3, a qual é essencial para ativacdo do complexo. Em condicdes
ricas de nutrientes, via TORC1, Sch9 ou PKA (as duas ultimas vias também séo
influenciadas pela regulacdo por TORC1), a proteina Atgl3 é hiperfosforilada e o
complexo Atgl é inativado, pois, ha baixa afinidade entre Atgl3 e Atgl, nao
ocorrendo a interacdo de Atgl com Atgl3-Atgl7-Atg31-Atg29, conseguentemente,

nao ha inducdo de autofagia. Sob a condi¢cdo de starvation, Atgl3 é rapidamente
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desfosforilada, resultando numa alta afinidade por Atgl, o que modula a atividade de
quinase de Atgl. Assim, a interacdo entre as Atgs desse complexo forma-se, Atgl é
autofosforilada, seguindo com a inducédo de autofagia. Atgl7 liga-se diretamente a
Atgl3, interagindo também com Atg31l e Atg29. Assim, formam um arcabouco
proteico que € necessario para maxima atividade de quinase de Atgl. Atgl7 também
tem um papel importante em regular o recrutamento de proteinas para a formacgéo
da estrutura pré-autofagossomal (PAS), em condi¢cdes de starvation. Assim como,
Atgl é necessaria para recrutar Atg2 para o PAS e, também, para esse
recrutamento € necessaria Atg8. Atgl e Atg2 sao requeridas para que ocorra a
interacdo de Atg9 e Atgl8 (REGGIORI et al.,, 2004; CHEN; KLIONSKY, 2011,
REGGIORI; KLIONSKY, 2013). Foi proposto que Atgl7 € uma das primeiras a
serem recrutadas para PAS em condicdo de inducdo de autofagia. Atg29 é uma
fosfoproteina que contém um dominio C-terminal inibitério, o qual precisa ser
fosforilado para interromper a inibicdo. Atgl autofosforila-se em Thr266 no loop de
ativacao, sendo necessaria essa modificagcdo para sua atividade. Atg9 tem sido

identificada como um dos alvos diretos de Atgl em levedura.

Figura 7. Regulacdo de autofagia em condicdes normais de nutrientes. O
esquema mostra como estdo os reguladores de autofagia em uma
condicdo normal de nutrientes. Em verde encontram-se as proteinas
ativas na via; em laranja as que estdo inibidas na via. As setas
tracejadas indicam ac¢0es de ativacao/inibicdo que ndo ocorrem sob essa

condicao.
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Figura 8. Regulacédo de autofagia em condi¢des de starvation de nutrientes. O
esquema mostra como estdo os reguladares de autofagia em uma
condicao de starvation de nutrientes. Em verde encontram-se as proteinas
ativas na via; em laranja as que estao inibidas na via. As setas tracejadas

indicam acdes de ativacdo/inibicdo que ndao ocorrem sob essa condicao.
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Outro complexo auxiliar da nucleagdo no PAS é o PI3K. Formado por Vps34,
que €& uma fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) em levedura, Vpsl5 (quinase
regulatéria), Atg6, Atgld e Atg38. Poucas proteinas Atgs interagem com P13K,
sugerindo que sua principal funcao € no recrutamento de proteinas para a formacéo
do fagofaro e autofagossomo ao gerar fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) no PAS
recrutando proteinas de ligagcdo a PI13P, como Atgl8 (REGGIORI; KLIONSKY,
2013; JIN; KLIONSKY, 2014).

Figura 9. Complexo Atgl sob condig¢des ricas em nutriente ou ativagdo de TOR
e em starvation de nutrientes ou inativacao de TOR. O complexo Atgl é
ativado em condi¢cdes de starvation de nutriente sob a modulagdo de
TORC1 o qual leva a hiperfosforilagdo de Atgl3, logo, impede a interacéo
de Atgl3 e Atgl. Em condi¢cdes que Atgl3 esta desfosforilada, interage
com Atgl, assim, podendo induzir a autofagia. O subcomplexo Atgl7-
Atg31-Atg29 atua como arcabouco para a interacao entre Atgl3 e Atgl.

Nutrient-rich or Starvation or
TOR activation TOR inactivation

Yeast

Fonte: CHEN; KLIONSKY, 2011 modificado.

Outro ponto interessante da via € Atg9, uma proteina transmembrana que
possui um padrao de localizacao unico. Diferente das outras proteinas Atgs que ou
estdo difusas no citosol ou estdo no PAS, Atg9 esta, curiosamente, presente em
varias estruturas, uma delas € o PAS, mas o0s outros locais estdo préximos a
mitocdndria em forma de aglomerados tubulovesiculares, sendo 0 movimento entre

essas localizacdes acopladas a vesiculas. O movimento de Atg9 da regido proximal
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a mitocondria para o PAS depende de Atgll, Atg23, Atg27 e do complexo Arp2/3. O
complexo Atgl7-Atg31- Atg29 recruta as vesiculas de Atg9 para a formacgéo e
organizacdo do fagoéforo inicial. A fungdo de Atg9 ainda ndo foi estabelecida, mas
propde-se uma participagdo na entrega da membrana ao PAS e na diregcdo desse
processo (REGGIORI et al., 2004; JIN; KLIONSKY, 2014). O trafego retrogado de
Atg9 para a regido periférica, para sua reciclagem, depende de Atg2-Atgl8, e Atgl-
Atg13, como no modelo proposto da Figura 9.

Figura 10. Modelo de reciclagem de Atg9 a partir do PAS/Autofagossomo. O
complexo Atgl-Atgl3 promove a associagdo de Atg2 e a proteina Atgl8
(ligada a PI13P), com Atg9. Uma vez que a funcdo de Atg9 estiver

concluida, forma-se esse complexo para recuperacao de Atg9.
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Fonte: REGGIORI et al., 2004 modificado.
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2. OBJETIVOS

Investigar a atuacdo de elF5A e de GC7 na autofagia, utilizando como
modelo S. cerevisiae, visando encontrar sobre quais pontos da via de autofagia ha
alteracdes na auséncia de elF5A funcional, tanto em linhagens mutantes quanto no

tratamento com GC7.

2.1. Objetivos Especificos

2.1.1. Identificar os genes relacionados a autofagia nos dados de rastreamento em
larga escala por RNA-seq

A partir dos dados em larga escala, de expressao génica relativa, gerados
por RNA-seq pode ser avaliado dentre os genes diferencialmente expressos quais
estao relacionados a autofagia e averiguar qual o perfil destes genes na linhagem

mutante de elF5A em relacdo a linhagem selvagem.

2.1.2. Verificar o impacto de GC7 e mutante de elF5A na autofagia basal e induzida

A medida do fluxo autofagico € ponto importante para entender o mecanismo
e a regulacdo de autofagia. Neste trabalho, avaliaremos o efeito de mutacdo em
elF5A e do GC7 na autofagia por meio do ensaio denominado GFP-Atg8 (NAIR et
al., 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas

A manutencdo e cultivo das linhagens de S. cerevisiae, bem como a
composicao e o preparo dos meios de cultura e das solugdes, e os protocolos das
técnicas que foram utilizados neste trabalho seguirdo os procedimentos padrdes
descritos nos manuais de laboratério: (AUSUBEL et al., 2012).

Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho

Linhagem Genétipol Origem
MATa canlpr::TDH3pr-
VZL1417 (BY) E2Crimson::HphMx::can1A::STE2pr- Colecio d
LEU2. lypl. his3. leu2. ura3 olegao do
SEEE =T, laboratério
metl5. HYP2::natMX4 [GFP-
ATGS8/URA3]
MATa canlpr::TDH3pr-
E2Crimson::HphMx::can1A::STE2pr- .
) Colecgéo do
VZL1418 (BY) LEU2. Iypl.cr;;ifsc.;llf;;. ura3 \aboratdrio
(Mutante - hyp2-3) met15 hyp2-3 ’ :natMXxX4
[GFP-ATG8/URAS]
SVL613 (FY) MATa leu2 trpl ura3 his3 dys1::HIS3 CElepi en
laboratorio
(Selvagem - WT) [DYS1/TRP1/CEN - pSV520]
MATa leu2 trpl ura3 his3 dysl1::HIS3
SVL614 (FY) Colecao do
[dys1 WT75R, TL1BAALATT e bt /SEN - ¢ .
(Mutante — dys1-1) laboratério
pSV730]
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MATa canlpr:: TDH3pr-

5 E2Crimson::Hph::can1A::STE2pr- Colecao do

Colecéo TAP .
LEU2** lypl his3 leu2 ura3 metl5 laboratorio

HYP2::natMX4 ATG1-TAP::HIS3
MATa canlpr:: TDH3pr-

E2Crimson::Hph::can1A::STE2pr- Colecéo do

Colecéo TAP .
LEU2** lypl his3 leu2 ura3 metl5 laboratério

HYP2::natMX4 ATG33-TAP::HIS3

Fonte: Da Autora

1STE2pr-LEU2 corresponde ao gene selvagem LEU2 de S. cerevisiae, controlado
pelo promotor do gene STE2 de S. cerevisiae, que é ativo apenas em linhagens do
tipo MATa; HphMX corresponde ao cassete contendo o gene hph de Klebsiella
pneumonia, que confere resisténcia para higromicina B em S. cerevisiae; NatMX4
corresponde ao cassete contendo o gene natl de Streptomyces noursei, que confere
resisténcia para nourseotricina (GOLDSTEIN; MCCUSKER, 1999; COSTANZO;
BOONE, 2009; KAINTH et al., 2009).

*[GFP-ATG8/URAZ3] corresponde ao plasmideo depositado no Addgene identificacdo
49425; cedido pelo Dr. Agustin Hernandez Lopez.

A linhagem VZL1418 possui a mutacdo hyp2-3, caracterizada anteriormente
em nosso grupo de pesquisa, no trabalho de Valentini e colaboradores (VALENTINI
et al.,, 2002). Neste mutante foram feitas duas substituicbes de residuos de
aminoacidos em elF5A, uma cisteina por uma tirosina na posi¢cao 39, e uma glicina
por um aspartato na posi¢cao 118. Estas modificacdes resultaram em uma linhagem
mutante sensivel a temperatura, em que elF5A é depletada conforme o aumento da
temperatura. Entdo, é importante ressaltar que o efeito da mutacdo hyp2-3 sob a
funcdo de elF5A é gradativo com o aumento da temperatura a partir de 25°C e que
mesmo a 25°C sdo observados efeitos da mutacdo em comparacdo com o selvagem
(VALENTINI et al., 2002; DIAS et al., 2008) (dados ndo mostrados). Além disso, 0
perfil sempre observado, em ensaio de western blot, caracterizado pelo trabalho de
Valentini e colaboradores (VALENTINI et al.,, 2002) é diferente da linhagem

selvagem, em que a banda fica correspondente de elF5A fica levemente mais alta.

A linhagem mutante SVL614 foi caracterizada por Galvao et al., (2013), sendo
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denominada de dysl-1, a qual é possui trés substituicbes de aminoacidos em
relacdo a proteina selvagem Dysl1: um triptofano por uma arginina, na posi¢ao 75;
uma treonina por uma alanina, na posicédo 118; e, uma alanina por uma treonina, na
posicao 147. Este mutante mostrou uma forte deplecdo da proteina Dysl, o que
levou a uma alta diminuicdo da hipusinacdo. O grupo caracterizou que no mutante

dys1-1, houve uma diminuicdo de aproximadamente 60% da hipusinacgao.

3.2. Concentracao de GC7

A concentracdo de GC7 (Biosearchtech G-1000-100), foi padronizada, em
todos os ensaios para 1 mM, baseado nos ensaios desenvolvidos previamente em
Nosso laboratorio (Luis Camacho Iglesias, acesso em:
https://repositorio.unesp.br/handle/11449/76982). Para os ensaios de GC7, foi feito
um controle com acido acético 0,1 mM, que é o veiculo no qual GC7 esta disperso.
Também, ao utilizar GC7, foi adicionado aminoguanidina (AG) 1 mM, a qual previne

a degradacao de GC7 por amina oxidases.

3.3. Analise dos dados de RNA-seq

O ensaio de RNA-seq foi realizado pelo grupo, com as seguintes linhagens
de Saccharomyces cerevisiae: SVL613 e SVL614, as quais foram descritas no
trabalho de Galvao et al., (2013), e 0 gendtipo apresentado na tabela 1. Os dados
brutos foram analisados na dissertacdo de mestrado de Fernanda Manaia Demarqui,
disponivel em http://hdl.handle.net/11449/191901, em que foi utilizado uma

plataforma publica, Galaxy (https://usegalaxy.org/). A partir das ferramentas

disponiveis na plataforma, foi feita a confirmacdo da qualidade das reads, a
guantificacdo, e a contagem das reads foi convertida em RPM (reads per million).
Foram mantidos somente 0s genes que tiveram a mediana da contagem das reads
das trés replicas maior do que 10 em todas as condic¢des, a partir disso, a tabela de
contagens filtrada para esse quesito continha dados de 5.334 genes. Para
normalizacdo dos dados e identificacdo dos genes diferencialmente expressos foi
utilizado o pacote anota2seq do software R (OERTLIN et al., 2017), determinou-se

um limite de p-value ajustado de 0,05.
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A partir dos dados de RPM, pode-se determinar a taxa do encaminhamento
dos transcritos encaminhados para traducdo, isto é a translational efficiency (TE), da
linhagem selagem e da linhagem mutante, e assim, comparar a TE do mutante em
razdo a TE do selvagem (ATE = TE do mutante/TE do selvagem). Neste trabalho
consideramos que um aumento de transcritos encaminhados para a traducédo na
linhagem mutante em relacéo a selvagem é representado por valores de ATE acima
de 2, ou seja, em que a TE do mutante € duas vez maior do que a TE do selvagem.

34. Ensaio de GFP-Atg8

Foi utilizada a linhagem VZL1417 (selvagem — WT) e VZL1418 (mutante de
elF5A — hyp2-3) as quais contém a construcdo GFP-Atg8, tabela 1. Ainda, a
linhagem WT foi utilizada em dois contextos: com e sem tratamento com GC7. Os
niveis de GFP no vacuolo foram medidos, como descritos anteriormente, na forma
de GFP livre por analise de western blot, e correlaciona-lo com a taxa de autofagia.
O procedimento foi realizado conforme o esquema da Figura 11, baseado no
protocolo de Nair et al. (2011); e realizado, de forma independente, em duas
diferentes temperaturas: 30°C e 37°C.

Foi feito pré-indculo a partir de colénias cultivadas das linhagens: selvagem
VZL1417 (WT) e mutante de elF5A VZL1418 (hyp2-3), utilizando meio de cultura
sintético (SC) sem uracila e com 100ug/ml de nourseotricina (Meio SC—Ura+Nat),
deixando-o crescer em shaker de agitacdo, overnight, a 25°C. A partir desses pré-
inoculos foram feitos trés inoculos, dois de WT e um de hyp2-3. Para um dos
inéculos de WT, o pré-indculo foi diluido para uma DOgoonm de 0,2, para que apos 4
horas de crescimento a 25°C, ao atingir o inicio da fase logaritmica (DOgoonm~0,4),
fosse divido em trés diferentes tratamentos: WT; WT com o veiculo (4cido acético
0,1 mM); WT com o GC7 (GC7 1mM e AG 1mM). As culturas foram crescidas
durante 10 horas a 25°C mais 2 horas a 30°C/e 37°C, totalizando 12 horas de
crescimento, que Sao necessarias para conseguir observar o fenétipo de inibicdo de
hipusinacao, ja que o tempo de meia vida de Dysl sdo 10,9 horas e elF5A séo 9,1
horas (CHRISTIANO et al., 2014).

Apés as 12 horas, de cada inb6culo foi retirado um volume celular
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correspondente a uma quantidade de células de DOgoonm igual a 1,5. Este volume foi
centrifugado (4000 rpm, 25°C, Eppendorf Centrifuge 5804R), o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado em agua Milli-Q. As células foram ressuspendidas em
dois diferentes meios (pré-aquecidos a 30°C/e 37°C): o meio seletivo SC-Ura + Nat
e 0 meio cultura para inducao de autofagia por starvation de nitrogénio - composto
de 0,17% de YNB (yeast nitrogen base) sem aminoacidos e sulfato de aménio e 2%
glicose — mais nourseotricina (meio SD—N + Nat). Foram crescidas por mais 3 horas,
a 30°Cl/e 37°C, para inducao de autofagia. Ao final, foram centrifugadas (4000 rpm,
4°C, Eppendorf Centrifuge 5804R) e os pellets foram armazenados a -80°C para

posterior andlise por western blot.

Figura 11. Esquema dos procedimentos realizados no ensaio de GFP-Atg8. Os
procedimentos esquematizados foram realizados trés vezes a fim de

obter- se uma triplicata bioldgica para as analises estatisticas.
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+ Nat + Nat
— 25°C 25°C B =
Pré-indculo 1 Pré-inéculo
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L= = -
Inéculo WT Inéculo WT Inéculo hyp2-3
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2 horas
WT WT WT
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MM+ Amir ' W 30°C/37°C
| 3 horas
25°C
10 horas
SC-Ura SD-N
+ Nat + Nat
30°C/37°C
2 horas
Centrifugacao e
armazenamento -80°C
W 30°¢/37°C oy
3 horas
] Western blot
SC-Ura SD-N
+ Nat + Nat

Centrifugagao e
armazenamento -80°C

l

Western blot

Fonte: Da Autora.

De forma semelhante foram realizados os procedimentos referentes a
linhagem mutante hyp2-3. Neste caso, realizou-se a mudanca de temperatura para
30°C/e 37°C ao final da fase logaritmica (DOgoonm ~ 0,8), para que houvesse a
deplecdo de elF5A, deixando em crescimento por 2 horas. Iniciou-se a inducao de
autofagia por meio de starvation de nitrogénio da mesma forma descrita

anteriormente e esquematizada na Figura 10.

3.5. Lise celular mecéanica

As células coletadas por centrifugacdo e armazenadas a -80°C foram lisadas
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mecanicamente por agitagdo em vortex, durante 10 minutos, com a adigdo de
tampéo de lise (Tris HCI pH 7,5 20 mM; DTT 2 mM; PMSF 2 mM; coquetel de
inibidor de protease plac; EDTA 2mM) e de perolas de vidro.

O extrato celular foi clarificado por centrifugagédo (10.600 xg, a 4°C, 15

minutos) e a concentracao de proteina total foi determinada pelo método Lowry.

3.6. Quantificacdo pelo método de Lowry

A solucdo de BSA (Bovine Serum Albumin) foi preparada em uma
concentracédo de 3 mg/mL. Para a curva padrao, foram feitas 4 diluicbes seriadas da
solucdo de BSA, em uma razao 1:1 (100 pL de solucédo de BSA : 100 pL de agua
Milli-Q). Para cada ponto de diluicdo da curva foi preparada as reacdes seguindo as
recomendacdes kit utilizado: Protein Assay Bio-Rad, Catalog number Reagent A:
500-0113; e Reagent B: 500-0114. As leituras foram realizadas em comprimento de
onda de 280 nm. Para as amostras foi feita uma diluicdo 10x, e nesse caso o branco

foi o tampao de lise.

3.7. Western blot

As amostras proteicas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) e transferidas para uma membrana
de nitrocelulose (através de transferéncia semi-seca). A membrana foi bloqueada,
sob agitacdo, a temperatura ambiente por 40 minutos em tampao PBST (PBS 1X,
0.25% Tween-20) contendo 10% de leite desnatado. Seguindo para o protocolo
padrdo de Western blot, a membrana foi incubada com uma diluicdo adequada de
anticorpo primario em PBST 1X, por 16 horas a 4°C, sob agitacdo. Apds esse
periodo, as membranas foram lavadas quatro vezes com PBST 1X, por 5 minutos
em cada lavagem. Entéo, foram incubadas em uma diluicdo de anticorpo secundario
em PBST 1X, por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas
foram lavadas novamente quatro vezes com PBST 1X, por 5 minutos. Ao final, foram
tratadas com reagentes quimioluminescentes (kit Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent da GE Healthcare) por 2 minutos e reveladas utilizando o
equipamento C-Digit Blot Scanner (LI-COR 3600).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacao dos motifs de stalling ribossomal descritos na literatura para
a proteina Atg3

Como foi citado, no trabalho de Lubas et al. (2018) identificaram, em células
de humano, a presenca de motifs, na proteina Atg3, que foram classificados como
motifs que requerem elF5A para serem traduzidos, sdo eles: PPPP e DDG.
Entretanto, o grupo concluiu que o motif determinante para o recrutamento de elF5A
e, portanto, a traducdo de Atg3, foi o DDG. No entanto, os motifs PPPP aparecem
somente na Atg3 de humano, e DDG aparece na Atg3 de humano, e na sequéncia
de Atg3 de Drosophila melanogaster. Em outros organismos, como em S. cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe e Caenorhabditis elegans, especificamente, estes
motifs ndo estao presentes na proteina Atg3 (Figura 12). Neste caso, o recrutamento
de elF5A para a traducéo de Atg3 seria diferente do que ocorre para as proteinas
forminas, descrita na literatura (MUNOZ-SORIANO et al., 2017), em que 0s motifs
gue requerem elF5A conservaram-se ao longo da evolucdo; Atg3 ndo possui um
padrao de motif conservado durante a evolucdo, desta forma, seria esperado que a
necessidade de elF5A para a eficiéncia da traducdo pode variar entre diferentes
organismos. No caso das forminas existe uma presenca muito frequente de varios
motifs de prolinas subsequentes em todos seus ortologos (LI et al., 2014; NGUYEN
et al., 2015; MUNOZ-SORIANO et al., 2017).

Este € um importante exemplo de que apenas a presenca de um motif de
possivel stalling do ribossomo néo € suficiente para prever sua dependéncia de
elF5A para traducéo. Isto é, os trabalhos publicados que identificaram motifs que
frequentemente requerem elF5A para sua traducdo (SAINI et al., 2009;
PELECHANO; ALEPUZ, 2017) ndo determinaram se todos estes motifs requerem
elF5A para a traducdo em todas as proteinas/organismos em que aparecem.
Portanto, outros estudos sdo necessarios para relacionar a ocorréncia desses motifs
e quais contextos induzem maior ou menor dependéncia de elF5A. Assim como tem
sido estudado para EF-P, em bactérias, em que foi proposto que residuos de
aminoacidos presentes antes e apds os motifs de stalling, assim como a posi¢céao dos
motifs em relacdo a extensdo do mMRNA, entre outros fatores, determinam a

dependéncia de um polipeptideo por EF-P, durante sua traducdo (LASSAK;
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WILSON; JUNG, 2016; WITZKY et al., 2018). O posicionamento do motif na ORF,
por exemplo, na Atg3 de humano, nota-se que o motif que foi determinante para o
stalling foi o DDG o0 qual se encontra no inicio da sequéncia de aminoacidos, e 0
outro motif — que o grupo Lubas et al., (2018) analisou — PPPP encontra-se no final
da sequéncia de aminoacidos (Figura 12).

Figura 12. Alinhamento multiplo de sequéncias da proteina Atg3. Alinhamento
multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina Atg3 de
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Homo sapiens. Os
motifs que foram descritos, por SCHULLER et al. (2017), como
dependentes de elF5A (em S. cerevisiae) estao destacados.
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S.cerevisiae @ = ------ MIRSTLSSWREYLTPITHKSTFLTTGQITPEEFVQAGDYLCHMFPTIWKWNEESS 54
S.pombe ---MAQRLTSAFLNWREHITPASKTSOFENTGMISPEEFVLAGDYLVSKFPTWSWECG-- 55
C.elegans MONLVMNNLKSAALQIGETFTPVLRESKFRETGVLTPEEYVAAGDHLVHHCPTIWKWAGASD 69
D.melanogaster MQSVLNTVKGTALNVAEYLTPVLKESKFRETGYLTPEEFVAAGDHLVHHCPTINQHAAG-D 59
H.sapiens-I MONVINTVKGKALEVAEYLTPVLKESKFKETGVITPEEFVAAGDHLVHHCPTIWQWATG-E 59
H.sapiens-II NQ(‘NIHTVKGKALEVAEYLTPVLKESKFKETGVITPEEFVAAGDHLVQ-!HCPTI\Q.IATG E 59
> * 3" :** K*:l‘***x*** ’G’It*
S.cerevisiae DISYRDFLPKNKQFLIIRKVPCDKRAEQCVEVEGPDVIMKGFAE-= === ======m==== 2°8
S.pombe -DRIRGFLPKDKQYLVTRHVFCVQRNINIGVNEE - == === === === === mmu- VWDIETD 95
C.elegans PSKIRTFLPIDKQFLITRNVPCHKRCKQMEYDEKLEKIINEEDGEYQTSDETGUVDTHHY 120
D.melancgaster ETKTKPYLPKDKQFLITRNVPCYRRCKQMEYVGE-ETLVEEESG-- -~~~ DGGUWVETHQL 112
H.sapiens-I ELKVKAYLPTGKQF LVTKNVPCYKRCKQMEYSDELEAIIEEDDG-- -~~~ DGGWVDTYHN 113
H.sapiens-II ELKVKAYLPTGKQFLVTKNVPCYKRCKQVEYSDELEAIIEEDDG ------ DGGUVDTYHN 113
. tx . » *. * ® %
S.cerevisiae @ = ------- DGDEDDVLEYIGSETEH------- VQSTPAGGTKDSSID-~---~ DIDELIQDM 139
S.pombe DTRNKDDDQDDDAISSIHSDTSD--IA-----~ SAERLKGQ----======-~ SKELSDSG 136
C.elegans EKEHE--KNEE----------- K-===-- EQSTAPPPAAPEDSDDDDEEPLDLDELG- -~ 158
D.melanogaster NDDGT - - TQLEDKICELTMEETKEEMHTPDSDKSAPGAGGQAEDEDDDEAIDMDDFEESG 17e
H.sapiens-I --TGI--TGITEAVKEITLENKDN-IRLQ----DCSALCEEEEDEDEGEAADMEEYEESG 164
H.sapiens-II --TGI--TGITEAVKEITLENKDN- IRLQ----DCSALCEEEEDEDEGEMDP EEYEESG 164
S.cerevisiae EIKEEDENDDTEEFN--==--=========-= AKGGLAKDMAQERYYDLYIAYSTSYRVPKM 184
S.pombe PLPLKDEEDDDQ---~--~~~ MVSPVI-=====mmuu- KEDEGRYYDLYIVYDKYYRTPRL 177
C.elegans LDDD---EEDPNRFVV-~--EKKPLA--AGN--DNSGEVEKVRTYDLHICYDKYYQVPRL 207
D.melanogaster MLELVDPAVATTTRKPEPEAKASPVAAASGDAEASGDSVLHTRTYDLHISYDKYYQTPRL 23e
H.sapiens-I LLETDEATLDTRKIVE-=-=--==-~-~-~ ACKAKTDAGGEDAILQTRTYDLYITYDKYYQTPRL 215
H.sapiens-II LLETDEATLDTRKIVE-==-=-===-=-~ ACKAKTDAGGEDAILQTRTYDLYITYDKYYQTPRL 215
* ’(*t * x e Hoew
S.cerevisiae YIVGFNSNGSPLSPEQMFEDISADYRTKTATIEKLPFYKNSVLSVSIHPCKHANVMKILL 244
S.pombe FLRGWNAGGQL L TMKDIYEDVSGEHAGK TVTMEPFPHYHSHNTMASVHPCKHASVLLKLI 237
C.elegans FLMGYDENRRPLTVEQTYEDF SADHSNKTITVEAHPSVD- -LTMPTVHPCKHAEMKRLI 265
D.melanogaster VIVWGYDEQRKPLTVEQMYEDVSQDHAKKTVTMESHPHLPG-PNMASVHPCRHADIMKKII 289
H.sapiens-I VILFGYDEQRQPLTVEHMYEDISQOHVKKTVTIENHPHLPP-PPMCSVHPCRHAEVIMKKII 274
H.sapiens-II HLFGYDEQRQP LTVEHMYEDI SQDHVKKTVTIENHPHLPP- PPMCSVHPCRHAEVMKKII 274
19 ’t**:: *t*K = :ﬁ*t X% 52

S.cerevisiae DKVRVWVRQRRRKELQEEQELDGVGDWEDLQDDIDDSLRVDQYLIVFLKFITSVTPSIQHD 304
S.pombe KQHR--====crecccccccccccccecaa" ERNDPIRVDQYMVLFLKFVSTMLPYFEID 27e
C.elegans NQYA------cceccccmc e cee e ESGKVLGVHEYLFLFLKFVQAVIPTIEYD 298
D.melanogaster QTVE------cccccmcmccccccccaacas EGGGQLGVHLYLIIFLKFVQTVIPTIEYD 322
H.sapiens-I ETVA-===ecccccccccccccccccannn" EGGGELGVHMYLLIFLKFVQAVIPTIEYD 307
H.sapiens-II ETVA--===cccccccccccccccccnnna" EGGGELGVHI’YPSLWRLVAKNLLTIFFL 387
S.cerevisiae YTMEGW- - 310

S.pombe YTIQA--- 275

C.elegans YTRAIKL- 385

D.melancgaster FTQNFNMS 330

H.sapiens-I YTRHFTM- 314

H.sapiens-II RN--LV-- 311

Além de analisarmos a questdo dos motifs que requerem elF5A , a estrutura
da ORF em que eles estdo inseridos, e quais sdo as proteinas. Outra questéo
interessante seria: qual o cenario celular em uma situacdo de inibicdo da atividade

de elF5A pela inibicdo de sua modificacdo pos-traducional.

4.2. Analise do perfil transcricional e traducional de mutantes da via de
hipusinacdo sob os fatores de transcricdo e proteinas da via de
autofagia

A partir de experimentos de expressao génica em larga escala realizados em
nosso laboratério (dados ndo publicados), analisamos cada componente da via de

autofagia, com a finalidade de tentar entender e prever quais as possiveis alteracdes
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que poderiam ocorrer nesta via metabolica em linhagens mutantes da via de
hipusinacdo. Os dados utilizados aqui sdo de perfil transcricional e traducional do
mutante dysl-1, e de perfil transcricional do mutante hyp2-3 (Natalia Moreira
Barbosa, disponivel em http://hdl.handle.net/11449/183579), o0 mesmo mutante que

foi utilizado no ensaio GFP-Atg8 apresentado a seguir. Os dados transcricionais
foram obtidos por sequenciamento de RNA mensageiro (mRNA), e os traducionais
foram obtidos por perfil polissomal e posterior sequenciamento. E importante
ressaltar que os dados traducionais tratam-se de um rastreamento de perfil
polissomal, logo um aumento na expressao de um gene pode néo significar que tal
gene encontra-se mais traduzido, podendo ser um indicativo de uma parada

ribossomal.

No rastreamento da linhagem dys1-1. As proteinas Pph22 (somente no perfil
traducional), Tpkl e Tpk2 (transcricional e traducional) estédo diminuidas, sendo que
em condi¢bes normais de nutrientes atuam como inibidores do complexo Atgl e do
fator de transcricdo Ume6, inibidor de Atg8. Entretanto, quanto a Ume6 encontra-se
diminuido no perfil transcricional, enquanto que Atg8 esta aumentada em ambos 0s
perfis. Gen4, um fator transcricional positivo para a expressao génica de proteinas
autofagicas, esta aumentado no perfil traducional e transcricional. Essas evidéncias
poderiam levar-nos a pensar que talvez houvesse uma regulacdo positiva sob as
proteinas relacionadas a autofagia nesse mutante. Sendo alvos interessantes para
se aprofundar.

Foram também analisados os dados transcricionais de RNA-seq da
linhagem mutante de elF5A hyp2-3. Ao contrario do mutante dysl-1, tem-se que
inibidores do complexo Atgl estdo aumentados: Pph21, Pph22 e Ume6. Apesar de
Ume6 estar aumentado neste perfil, um aumento na expressao de Atg8 é observado,
indicando que pode haver algum problema na traducdo de Ume6, ja que esta nao
esta inibindo a transcricdo de Atg8 e, como indicado na tabela 2, Ume6 possui motifs
de parada ribossomal demonstrados por Schuller et al. (2017) por recrutarem elF5A
durante sua traducdo (Tabela 2). Mas, o mais interessante a ser destacado aqui €
gue ha diferencas nos perfis dos diferentes mutantes, corroborado pelo fato de que
mesmo sendo mutantes relacionados a mesma via, podem possuir alguns efeitos

celulares diferentes. Uma vez que, por exemplo, no mutante dysl-1 pode haver um
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acumulo de poliaminas (que sera explicado no proximo topico) o qual ndo é

encontrado no mutante hyp2-3, pois neste, a espermidina est4 sendo utilizada pela

enzima Dysl, entdo, possivelmente ndo ha acumulo de poliaminas. Neste caso, o

defeito da via se da na proteina elF5A que por ndo ser estavel é degradada.

Tabela 2. Proteinas relacionadas a autofagia, mencionadas neste trabalho,

gue apresentam ou ndo motifs de paradas ribossomais confirmadas em

levedura. Foi realizada uma reandlise dos dados de linhagem selvagem e
mutante elF5Ad (SCHULLER et al., 2017) obtidos no GEO (GSE49704 —
banco de dados disponivel no NCBI) afim de verificar quais ORFs do genoma

de S. cerevisiae possuem parada ribossomal de acordo com o que foi

descrito nesta referéncia.

Proteina
Atgl4
Atgl2
Atgl5
Atg9
Atg31
Umeb
Gcn4d
Atgl
Slt2
Atg7
Sch9
Tpkl
Arp3
Msn4
Atgl7
Msn2
Atgl6
Lst8
Atg4d
Atg2
Atg3
Atgb
Tpk2
Pho23
Gen2
elF2a

ID
YBR128C
YBR217W
YCRO68W
YDL14SW
YDRO022C
YDR207C
YELOO9C
YGL180W
YHR0O30C
YHR171W
YHR205W
YJL164C
YJRO65C
YKLO62W
YLR423C
YMRO037C
YMR159C
YNLOO6W
YNL223W
YNL242W
YNROO7C
YPL120W
YPL203W
YNLO97C-B
YDR283C
YJROO7W

Parada Ribossomal

Confirmada

Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada

Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada

Confirmada
Confirmada
Confirmada
Confirmada
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Rpd3 YNL330C Confirmada

Tpk3 YKL166C

Ras2 YNLO98C

Rasl YOR101W

Rim15 YFLO33C

Raptor YHR186C

Atg8 YBLO78C

Tor2 YKL203C Confirmada
Torl YJRO66W

Atgl3 YPR185W

Atg29 YPL166W Confirmada
Snfl YDR477W

Tos3 YGL179C

Sak1 YER129W

Tap42 YMR028W Confirmada
Tip4l YPRO40OW Confirmada
Pph21 YDL134C Confirmada
Pph22 YDL188C Confirmada
Pho85 YPLO31C Confirmada
Pcl5 YHRO71W

Atg23 YLR431C

Atg27 YJL178C

Atgll YPRO49C

Arp2 YDLO29W

Arp3 YJRO65C

Atgl8 YFRO21W

Atg38 YLR211C

Vps15 YBRO97W

Vps34 YLR240W

Atg5 YPL149W

Atgl0 YLLO42C

4.3. Efeitos da inibicdo da hipusinacdo no metabolismo celular

Uma vez que essa modificacdo envolve uma via biossintética importante
para diversas funcdes celulares, que € a via de poliaminas, quais possiveis impactos
na célula ao interromper a conexdo entre a via de poliaminas e hipusinacéao.
Referente a isso, em 2018, Ivanov e colaboradores observaram que, em células de
mamiferos, a reducao de hipusinacdo mimetiza um efeito de acimulo de poliaminas
(IVANOV et al., 2018)

No caso do mutante da desoxi-hipusina sintase, dysl1-1, ha uma ineficiéncia
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da via, devido a reducdo dos niveis proteicos de Dysl, leva a uma diminuicdo da
hipusinagdo, por consequéncia, semelhantemente ao trabalho de Ivanov e
colaboradores (2018) pode haver um acumulo de poliaminas. Muitos aspectos a
respeito de poliaminas ndo séo claros, como por exemplo, se elas desencadeiam ou
elas sdo a consequéncia de algumas patologias. Entretanto, o que alguns estudos
tém mostrado é que em certas situacles, entre elas a administracdo exdégena, as
poliaminas induzem autofagia. A indugéo da autofagia traz beneficios celulares: tais
como, a protecdo celular em situacdes de estresse e o favorecimento da
longevidade celular (EISENBERG et al., 2009; GUPTA et al., 2013).

Desta forma, assim como a administracao de espermidina € capaz de induzir
autofagia, a administracdo de GC7 possivelmente tem este mesmo efeito, aqui
considerado como um efeito secundario de GC7. Sendo assim, a presenca de GC7
na ceélula leva a trés cenarios celulares: os efeitos na traducdo de proteinas, devido
a inibicdo da hipusinacdo; o acumulo de poliaminas na célula devido ao efeito da
nao hipusinacao; e a presenca de um composto analogo a espermidina o qual pode
atuar de forma secundaria na célula. Diante dos possiveis cenarios e os dados da
literatura, os quais mostram fortemente uma relagcdo de acumulo de poliaminas e
autofagia, possivelmente o tratamento com GC7 induz a autofagia. Sendo assim,

buscou-se averiguar este feito.

Dentre as linhagens disponiveis em nosso laboratorio, foi possivel avaliar,
por analises de western blot, o efeito sob duas proteinas importantes para autofagia:
a proteina Atgl e Atg33 (figura 13). A proteina Atgl faz parte do complexo Atgl que
tem um papel central na regulacdo e sinalizacdo para a inducdo da formacédo do
autofagossomo, atuando, por exemplo, na macroautofagia e mitofagia. Como foi
visto, Atgl esta aumentada nos dados de rastreamento em larga escala, tanto no
perfil transcricional quanto no polissomal para o mutante dysl1-1, o qual possui um
contexto celular de aumenta de poliaminas o que se assemelha ao tratamento com
GC7. Ao analisarmos o efeito de GC7 por western blot, verificamos um aumento do

nivel proteico (figura 13-A e B). Desta maneira, sugerindo uma inducdo de autofagia.

A proteina Atg33 é uma proteina especifica da mitofagia, a qual é

interessante ser analisada uma vez que dados do grupo mostram que a mitocondria
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€ bastante afetada nas linhagens mutantes de elF5A (Fernanda Manaia Demarqui,
acesso em: http://hdl.handle.net/11449/191901; Natalia Moreira Barbosa, acesso
em: http://hdl.handle.net/11449/183579). Entretanto, interessantemente, o trabalho
de Melis et al. (2017) mostrou que o tratamento com GC7 atenua o quadro de andxia
celular, preservando as células da morte celular induzidas por andxicos. Como
observamos no western blot da figura 13-D, o nivel da proteina Atg33, que €
essencial para a mitofagia, estd aumentado no tratamento com GC7, indicando a
possibilidade de que a célula responde a um cenario celular de inibicdo de
hipusinacdo, que tem se mostrado prejudicial a mitocdndria, e a presenca de GC7
pode ter como um efeito secundario, induzindo mitofagia a fim de manter a

viabilidade celular.

Figura 13. Analise dos niveis proteicos de Atgl e Atg33 com tratamento de
GC7. (A) Western blot da linhagem selvagem da colecdo TAP para
identificacdo do nivel proteico de de Atgl com o tratamento com GC7
(B) Quantificacao relativa do nivel proteico de Atgl (C) Quantificacao do
nivel proteico relativo de eiF5A-hipusinada. (D) Western blot da linhagem
selvagem da colecdo TAP para identificacdo do nivel proteico de Atg33
com o tratamento com GC7 (E) Quantificacédo relativa do nivel proteico
de Atg33 (F) Quantificacdo do nivel proteico relativo de eiF5A-
hipusinada. (B-C e E-F) Para todas as quantificacbes de bandas do
western blot utilizou-se com o software image-J e o nivel de intensidade
de cada proteina foi normalizado pelo nivel de Rpl5 (normalizador) e
plotados como unidades relativas. Os valores sdo mostrados como
média + SEM, n=2. [*] p-value<0,05 [**] p-value<0,01 [***] p-value<0,001
para t-student test. WT: Selvagem; AA: Selvagem com 0,1mM Acido
Acético (Veiculo de GC7); GC7: WT com 1mM de GC7 e 1mM de
Aminoguanidina. Extratos proteicos (25 ug). Os anticorpos utilizados
foram: anti-Rpl5 (normalizador; diluicdo de 1:20.000; 34 kDa); anti-TAP
(diluicdo de 1:4.000; 21 kDa; a proteina Atg33 esta fusionada a TAP,
assim o tamanho no gel é 41,4 kDa, e para Atgl, também fusionada &
123 kDa); anti-hipusina (diluicdo de 1:3.000; 17 kDa); o anticorpo
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secundério utilizado foi anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase
(1:20.000).
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De fato, quando analisamos a translational efficiency dos dados do
rastreamento em larga escala de dysl-1, ndo se observa muita variacdo nos valores
de ATE dentre os grupos de genes das proteinas relacionadas a autofagia e Atgs,
em comparacao a eficiéncia de traducédo de todos os genes de S. cerevisiae, 0 que
estd indicado na tabela 3. Refor¢cando, assim, a hipétese de que neste mutante
também haveria um acumulo de poliaminas e que devido a isto a autofagia ndo esta

sendo prejudicada.

Tabela 3. Translational efficiency do mutante dysl-1 em relacdo a linhagem

selvagem.
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ATE >2.0 (%) <2.0 (%)
Todas Autofagias 17 83
Macroautofagia 17 83
Mitofagia 13 88
Reticulofagia 21 79
Autofagia do Nicleo 17 83
Ribofagia 14 86
Atgs 21 79
Todos os genes 19 81

44, Efeito de elF5A e GC7 em autofagia analisando o ensaio de GFP-Atg8

Como ja explicado anteriormente, utilizamos o repérter GFP-Atg8 para
medida da taxa de autofagia. Entdo, uma vez que Atg8 é convertida na forma
lipidica, Atg8-PE compde a membrana do autofagossomo que, por fim, funde-se ao
vacuolo. Apos a fusédo, Atg8 é rapidamente degradada, mas a por¢cao GFP da fuséo
€ mais resistente a hidrolise vacuolar. Entdo, GFP livre pode ser quantificado como
uma medida do fluxo macroautofagico (NAIR et al., 2011; ARAKI; KIRA; NODA,
2017). Uma observacao importante sobre os controles é que ndo houve diferenca
significativa entre o WT e WT + acido acetico 0,1 mM. Esta concentracdo é bastante
baixa e ndo interfere na autofagia, o que era esperado, uma vez que na literatura ha
estudos que indicam nao haver interferéncia na inducéo de autofagia em células de
S. cerevisiae tratadas com 180 mM de acido acetico (PEREIRA et al., 2010).

Como podemos verificar na Figura 14 (A e B), nota-se que ndo ha uma
diferenca na inducdo de autofagia da linhagem tratada com GC7 1 mM em
comparacdo ao selvagem. Enquanto que na linhagem mutante hyp2-3 verifica-se
uma diminuicdo significativa da autofagia. Entretanto, esta diminuicdo em hyp2-3
ndo se da pela diminuicdo dos niveis totais de Atg8. Segundo os dados do
laboratério de RNA-seq (dados ndo mostrados), neste mutante a 30°C, Atg8 esta
aumentado transcricionalmente; no western blot, os niveis proteicos totais de Atg8

ndo apresentam diferenca significativa do mutante em comparacgao ao selvagem, ou
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seja, ndo esti havendo uma regulacéo negativa sobre a producédo de Atg8. Por outro
lado, este ndo esta sendo encaminhado para autofagia por algum outro problema na
via, para a linhagem mutante.

Tal resultado mostra que GC7 apresenta um efeito secundario na autofagia,
uma vez que sua agao tem um efeito independente de elF5A, assim como foi visto
por Oliverio et al. (2014).

Ao realizar esta mesma analise em uma temperatura restritiva (figura 15)
para o mutante hyp2-3, nota-se que se agrava a ndo inducdo de autofagia para
esta linhagem. Além disso, diferentemente da analise a 30°C, para a linhagem
selvagem tratada com GC7, a 37°C, nota-se uma diminuicdo da inducdo de
autofagia, provavelmente devido ao quadro de estresse de temperatura, a
deficiéencia de hipusinacdo e funcdo de elF5A torna-se um agravante. Mesmo
assim, em comparag¢ao ao mutante, com GC7 nao ocorre uma diminui¢ao drastica,
pois, possivelmente, o efeito de GC7 - independente de elF5A - auxiliou na
inducéo da autofagia.

Figura 14. Efeito do mutante hyp2-3 e de GC7 na autofagia basal por analises
de Western blot utilizando como repoérter GFP-Atg8, a uma
temperatura de 30°C. (A) Western blot: Extratos proteicos (10 pg). Os
anticorpos utilizados foram: anti-eEF2 (normalizador; diluicdo de
1:20.000; 94 kDa); anti-GFP (diluicdo de 1:10.000; 26,89 kDa); anti-
hipusina (diluicdo de 1:3.000; 17,1 kDa); o anticorpo secundario utilizado
foi anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase (1:20.000). A inducao
de autofagia foi por starvation de nitrogénio, durante 3 horas a 30°C. As
linhagens estdo apresentadas no western blot, como WT (selvagem);
WT veiculo (WT com 0,1 mM de acido acético — veiculo de GC7); WT
GC7 (ImM de GC7 e 1mM de aminoguanidina); e hyp2-3 (mutante de
elF5A). (B) Taxa de autofagia relativa: Quantificacdo relativa de GFP
livre em relacdo ao total (a presenca de GFP livre indica que esta
ocorrendo autofagia basal). (C) Quantificacdo do nivel proteico total da
proteina Atg8: A quantidade de proteina Atg8 total € referente a
guantificacdo da soma de GFP-Atg8 e GFP livre na célula, normalizadas

por eEF2. (D) Quantificacdo do nivel proteico relativo de eiF5A-
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hipusinada no ensaio de GFP-Atg8 a 30°C, para as amostras em que
foram induzidas starvation de nitrogénio. (B-D): A quantificacdo das
bandas foi realizada com o software image-J e o nivel de intensidade de
cada proteina foi normalizado pelo nivel de eEF2 (controle de
carregamento) e plotados como unidades relativas. Os valores sao
mostrados como média + SEM, n=3. [*] p-value<0,05 [**] p-value<0,01
[***] p-value<0,001 para t- student test.
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Figura 15. Efeito do mutante hyp2-3 e de GC7 na autofagia basal por analises
de Western blot utilizando como repérter GFP-Atg8, a uma
temperatura de 37°C. (A) Western blot: Extratos proteicos (10 pg). Os
anticorpos utilizados foram: anti-eEF2 (normalizador; diluicdo de
1:20.000; 94 kDa); anti-GFP (diluicdo de 1:10.000; 26,89 kDa); anti-
hipusina (diluicdo de 1:3.000; 17,1 kDa); o anticorpo secundario utilizado
foi anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase (1:20.000). A inducao
de autofagia foi por starvation de nitrogénio, durante 3 horas a 37°C. As

linhagens estdo apresentadas no western blot, como WT (selvagem);
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5. CONCLUSOES

Nota-se que a via de autofagia possui muitos pontos de regulacdo
especificos, e que a modulacdo da formacdo do autofagossomo € muito importante
para o estabelecimento da via. Assim, ao analisarmos os dados dos rastreamentos
em larga escala de mutantes de elF5A, pode-se entender que a desregulacao da via
ocorre por um efeito global e ndo especifico a apenas um ponto regulatério, devido a
importancia de elF5A na célula. O ensaio de GFP-Atg8 a 37°C realizado permite
observar que a auséncia de elF5A funcional, seja pela inibicdo de elF5A por GC7 ou
uma linhagem mutante, prejudica a inducéo de autofagia. Entretanto, a partir deste
ensaio realizado a 30°C e somado com as analises de western blot de Atgl e Atg33,
tem-se que o tratamento com GC7 pode desencadear um efeito secundario de GC7,
mimetizando um acumulo de poliaminas na célula e logo, uma inducdo de autofagia.
Assim como para o mutante dysl-1, os perfis dos rastreamentos e analise de
translational efficiency traz a hipétese, descrita por Ivanov et al. (2018), de que ha
um acumulo de poliaminas neste mutante, diferente do mutante hyp2-3, e assim, &

possivel que neste caso possa haver inducéo de autofagia.
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