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RESUMO

SANTOS, Karine Falcdo dos. INFLUENCIA DO BUTIRATO EM PROCESSOS
RELACIONADOS AO METABOLISMO AUTOFAGICO EM CELULAS DE
Saccharomyces cerevisiae. 2025. 122p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica,
Quimica Medicinal e Bioldgica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ. 2025.

O butirato € um metabdlito gerado a partir da fermentacao de fibras alimentares
por bactérias intestinais, podendo ser utilizado em diferentes em vias metabdlicas de
células eucaridticas. A autofagia € uma das principais vias de degradacgao intracelular
e consiste no processo de remogao de componentes citoplasmaticos prejudiciais as
células, e disfungbes nessa via estdo correlacionadas ao surgimento e a progressao
de diversas patologias, como o cancer e doengas neurodegenerativas. Neste estudo
buscou-se avaliar a influéncia do butirato em etapas do processo autofagico usando
células de Saccharomyces cerevisiae deficientes em proteinas importantes para a
manutengao da autofagia (Aatg8, Agcn4 e Apep4). A analise da toxicidade do butirato
na cepa controle demonstrou através de curvas de crescimento e viabilidade celular
que entre 50 yM e 200 yM nao houve qualquer efeito toxico. Nos ensaios com cepas
mutantes na concentragao de 100 yM de butirato, as células das cepas Agcn4 e Apep4
tiveram uma reducédo da atividade metabdlica. Com a inducdo de autofagia por
privagao de nitrogénio, observou-se que apos 4 h ndo houve alteragao da viabilidade
celular com a exposigao ao butirato. Entretanto, apos 24 h, as cepas Agcn4 e Apep4
apresentaram uma reducdo na viabilidade celular, comportamento associado ao
aumento da frequéncia de colbnias pequenas (petite) e dos niveis elevados de
oxidagao intracelular. Esses resultados demonstraram que, embora o butirato ndo seja
citotdxico para S. cerevisiae em condigdes nutricionais adequadas, sua metabolizacao
sob estresse nutricional revela o papel essencial de proteinas-chave como a Gen4p e
Pep4p. Essa observacao ressalta a importancia das vias de regulacao de estresse e
de degradacdo autofagica para a resposta adaptativa e sobrevivéncia celular da

levedura em condi¢des nutricionais adversas.

Palavras chaves: Autofagia. Butirato. Disfungcdo. Estresse oxidativo.

Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

SANTOS, Karine Falcdo dos. INFLUENCE OF BUTYRATE ON PROCESSES
RELATED TO AUTOPHAGIC METABOLISM IN Saccharomyces cerevisiae
CELLS. 2025. 122p. Dissertation (Master's in Chemistry, Medicinal and Biological
Chemistry). Institute of Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ),
Seropédica, RJ. 2025.

Butyrate is a metabolite generated from the fermentation of dietary fibers by
intestinal bacteria, and can be used in different metabolic pathways of eukaryotic cells.
Autophagy is one of the main pathways of intracellular degradation, consisting of the
process of removing cellular components that are harmful to cells. Dysfunctions in this
pathway are correlated with the onset and progression of various diseases, such as
cancer and neurodegenerative disorders. In this study, we sought to evaluate the
influence of butyrate on steps of the autophagic process using Saccharomyces
cerevisiae cells deficient in proteins important for the maintenance of autophagy
(Aatg8, Agcn4, and Apep4). Analysis of butyrate toxicity in the control strain
demonstrated through growth curves and cell viability that concentrations between 50
MM and 200 uM had no toxic effect. In assays with the mutant strains at a concentration
of 100 uM of butyrate, cells of the Agcn4 and Apep4 strains showed a reduction in
metabolic activity. When autophagy was induced by nitrogen starvation, it was
observed that after 4 h, there was no change in cell viability with butyrate exposure.
However, after 24 h, the Agcn4 and Apep4 strains showed a reduction in cell viability,
a behavior associated with an increased frequency of petite colonies and high levels
of intracellular oxidation. These results demonstrated that, although butyrate is not
cytotoxic to S. cerevisiae under adequate nutritional conditions, its metabolism under
nutritional stress reveals the essential role of key proteins such as Gen4dp and Pep4p.
This observation highlights the importance of stress regulation and autophagic
degradation pathways for the adaptive response and cell survival of yeast under

adverse nutritional conditions.

Keywords: Autophagy. Butyrate. Dysfunction.  Oxidative  stress.

Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUGAO

A geracao de proteinas, metabdlitos e organelas € indispensavel para a
manutengdo de diversos processos bioldgicos importantes no desenvolvimento de
células e tecidos, participando de eventos como crescimento, sobrevivéncia e morte
celulares. Entretanto, o acumulo de enzimas disfuncionais, agregados proteicos e
organelas danificadas e/ou envelhecidas pode resultar em uma perturbacdo de
processos celulares, podendo gerar danos as células e até mesmo induzir a apoptose
ou necrose celulares. Como forma de contornar esses danos e manter um estado de
homeostase citoplasmatica, as células desenvolveram vias de depuracgao intracelular
que permitem conservar o equilibrio entre a sintese e a degradacdo desses

componentes citoplasmaticos.

Filogeneticamente antiga e evolutivamente conservada, a autofagia é
considerada uma das principais vias de degradacao e reciclagem celular, sendo
encontrada em todas as células eucaritticas; desde organismos unicelulares, como
leveduras, até organismos mais complexos, como mamiferos. Esse processo celular
€ formado por multiplos mecanismos nos quais o conteudo citoplasmatico disfuncional
€ sequestrado para o interior de vesiculas citosoélicas de dupla membrana, chamadas
de autofagossomos, que sao translocadas para organelas como vacuolos/lisossomos
onde ocorre a degradacao. Os metabdlitos gerados no processo de degradagao sao
liberados de volta para o citosol e reutilizados como fonte de energia ou como blocos
de construgdo para a sintese de macromoléculas. Apesar de ocorrer de forma
constitutiva em um nivel basal na maioria das células eucaribticas, existem fatores
que podem induzir o processo autofagico, como o estresse nutricional ocasionado
pela restricdo de nitrogénio. Em resposta a essa condi¢do, as células induzem a
reciclagem de nutrientes pela via autofagica como um mecanismo adaptativo, uma
vez que a auséncia de nitrogénio pode comprometer a biossintese de biomoléculas

importantes, como as proteinas.

A disfuncao da autofagia ocasionada por defeitos genéticos tem sido implicada
na patogénese de diversas doengas, incluindo neurodegeneragdo, tumorigénese,
doenca de Crohn, doencas cardiovasculares e doencas metabdlicas, como a diabetes.
Diante disso, a investigacado das propriedades quimicas e bioldgicas de compostos

dietéticos ou produzidos pela microbiota intestinal que auxiliem na regulagdo da
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autofagia se torna relevante. A compreensao do impacto desses compostos nas
diferentes etapas da autofagia pode fornecer informagdes essenciais para decifrar
suas agdes biologicas e, futuramente, auxiliar no desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas para doengas relacionadas a disfun¢des nessa via.

O butirato € um metabdlito primario presente em diversos liquidos e tecidos
biolégicos e pode ser gerado por meio da fermentacdo anaerdbica de fibras
alimentares pelo metabolismo de bactérias entéricas. Este acido graxo de cadeia curta
€ capaz de atuar como mediador sistémico, através da inducdo de respostas
metabdlicas que auxiliam na homeostase celular de diferentes tipos celulares.
Conhecido pela sua capacidade em inibir a desacetilagao de histonas, o butirato é
capaz de atuar em importantes vias metabdlicas desempenhando diversas atividades
benéficas para a saude celular. Dentre os metabolismos que podem ser regulados
pela acdo do butirato estdo a progressaol/inibicdo do ciclo celular, apoptose e

autofagia.

Este estudo tem como intuito avaliar a influéncia do butirato em processos
relacionados ao metabolismo autofagico em células de Saccharomyces cerevisiae
durante a indugao da autofagia por privagao de nitrogénio. O foco desse estudo esta
relacionado a investigacdo da influéncia do butirato sobre etapas do metabolismo
autofagico em leveduras, a partir da deficiéncia de genes que expressam as proteinas
Gcendp, Atg8p e Pep4p, cujos ortdlogos séo encontrados em eucariotos superiores. A
proteina Gend4p € um ativador transcricional de genes responsaveis por modular
multiplas vias diferentes de resposta ao estresse, incluindo a autofagia. A Atg8p é uma
proteina essencial para formacao e maturagao do autofagossomo. Ja a Pep4p € uma
protease vacuolar importante para a maturacdo de varias hidrolases vacuolares e
participa da degradacéo da carga autofagica. A auséncia dessas proteinas ocasiona
a perda da capacidade de induzir o processo autofagico, e a incapacidade de
formacao e degradagcao do autofagossomo, respectivamente (Alao et al., 2023;
Ohsumi et al., 2014; Kerstens et al., 2018).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada como organismo
modelo para o estudo da autofagia, principalmente devido a sua via autofagica ser a
mais elucidada na literatura, possuindo muitos genes e proteinas analogas
pertencentes a vias conservadas em humanos, refletindo o alto grau de conservagao

geral da via. Além disso, a levedura trata-se de um modelo eucariético simples e que
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permite facil modificagdo genética, possibilitando o estudo de disfungdes pontuais do
processo autofagico e possuindo uma gama de métodos estabelecidos que permitem

monitorar a autofagia.

Estudos recentes demonstraram que o butirato foi capaz de induzir a autofagia,
e até mesmo restaurar o fluxo autofagico em células com a autofagia prejudicada
devido a exposi¢ao a inibidores dessa via (Mohamed et al., 2018; Zhou et al., 2021).
Entretanto, pouco se sabe sobre como tal composto em baixas concentracbes pode
afetar as diferentes etapas do processo autofagico; portanto, a investigagdo de como
o butirato pode atuar nas cepas deletadas em GCN4, ATG8 e PEP4 torna-se
importante para a analise do seu provavel papel sobre 0 metabolismo autofagico. Para
esse fim utilizou-se experimentos de viabilidade celular, viabilidade celular em
resposta a autofagia induzida por privagdo de nitrogénio, analise de formacao de
colénias petite e oxidagao intracelular, com o objetivo de averiguar a influéncia do
butirato sobre o processo autofagico em células de Saccharomyces cerevisiae sob a

inducado da autofagia mediada pela privagdo de aminoacidos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Autofagia

A conservacado da homeostase celular por meio de um equilibrio harménico
entre a construgcédo e a degradacao de componentes citoplasmaticos € fundamental
para o desenvolvimento de células eucaridticas saudaveis (Yin et al., 2020).
Evolutivamente conservada em todos os eucariotos, a autofagia € uma via catabdlica
importante de reaproveitamento celular capaz de reciclar nutrientes (Sturgeon et al.,
2019), promovendo a remogdo de macromoléculas citoplasmaticas e organelas
envelhecidas e/ou danificadas, onde estes componentes presentes no citoplasma séo
translocados até o lisossomo/vacuolo para serem degradados (Tyler et al., 2018;
Leary et al., 2022).

Estudos sugerem que o processo autofagico evoluiu como um mecanismo
celular presente em organismos unicelulares para a sobrevivéncia mediante a
escassez de nutrientes, e ao longo da evolugdo esta foi aprimorada para
desempenhar fung¢des celulares adicionais (Kourtis et al., 2009; He et al., 2018). Em
condigdes normais a autofagia é responsavel por regular fungdes fisioldgicas
intracelulares, como a renovacgao citoplasmatica que inclui proteinas e organelas para
a manutengao da homeostase celular. Entretanto, o processo autofagico pode ser
intensificado mediante a sua indugdo devido a inumeras condicoes de estresse
ocasionados por estimulos ambientais, atuando como um mecanismo citoprotetor
(Kuchitsu et al., 2018). Adicionalmente, defeitos na via autofagica estédo associados a
condi¢cbes patolégicas como cancer e doengas neurodegenerativas; e, por isso,
compreender seu funcionamento é fundamental para entender como disfuncoes

nessa via podem impactar a homeostase celular (Khandia et al., 2019).

O termo “autofagia” deriva da palavra grega “autophagos”, que significa
“autodevorador”. Esse termo, juntamente com a sua definicdo, foi descrito pela
primeira vez por Christian de Duve em 1963 no Simpédsio da Fundagéo CIBA sobre
lisossomo, onde a partir de suas observagdes microscopicas de organelas em células
de figado de rato verificou a degradagdo de componentes citoplasmaticos em uma
nova organela, denominada de lisossomo (Deter et al., 1967; Ichimiya et al., 2020;
Pandarathodiyil et al., 2021). Apesar da autofagia ser investigada durante décadas, o

modo como componentes citoplasmaticos eram entregues ao lisossomo/vacuolo e
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quais biomoléculas estavam envolvidas nesse transporte permaneceram sem
identificacdo até a década de 90. No inicio dos anos 90, um grupo de pesquisa
liderado por Yoshinori Ohsumi foi responsavel pela identificagdo dos autofagossomos
e por uma triagem genética em células de levedura, que resultou no isolamento de 15
mutantes de levedura que apresentavam defeitos na autofagia (Tsukada et al., 1993;
Mizushima, 2017). Essa pesquisa desencadeou a descoberta de uma gama de genes
relacionados a autofagia, os quais, em 2003, foram unificados e nomeados como
‘autophagy-related genes’, abreviados como ATGs (Klionsky et al., 2003). Como
esses genes mostraram-se com alto grau de conservagado entre os eucariotos, a
expansdo do estudo da autofagia progrediu rapidamente em muitos outros

organismos modelos; permitindo a descoberta de diferentes tipos de autofagia.

2.2. Tipos de autofagia

A autofagia pode ser classificada pelas vias de entrega de componentes
citoplasmaticos ao lisossomo/vacuolo. Esse processo abrange trés principais tipos de
autofagia: a macroautofagia, a microautofagia e a autofagia mediada por chaperonas
(CMA). A macroautofagia é a principal via autofagica e é onde grandes por¢des do
citoplasma e organelas sao envoltas pelo autofagossomo, que apds sua maturagao é
fundido ao lisossomo/vacuolo para a degradagdo dos componentes citosélicos
sequestrados (Shaid et al., 2013). J& na microautofagia e no CMA a carga autofagica
€ incorporada diretamente ao lisossomo/vacuolo, sendo o sequestro promovido pela
propria superficie da organela ou pela entrega de proteinas soluveis diretamente a
receptores de sua membrana, respectivamente (Figura 1) (Yang et al., 2010). E valido
ressaltar que, entre esses tipos de autofagia, somente a autofagia mediada por

chaperonas nao esta presente em fungos (Metur et al., 2024).
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Figura 1: As trés principais vias de autofagia: macroautofagia:, microautofagia e autofagia
mediada por chaperonas. Apesar de apresentarem mecanismos distintos, todas as vias
convergem na entrega da carga autofagica ao lisossomo/vacuolo, entretanto a via autofagica CMA
nao estad presente em fungos. Disponivel em: <https://biospective.com/resources/autophagy-
neurodegenerative-diseases>. Acesso em: 16 abr. 2025.

Além dessa classificagdo, a macroautofagia pode ser dividida entre autofagia
seletiva e autofagia inespecifica (Figura 2). A autofagia seletiva consiste na
identificacdo de uma carga-alvo por receptores especificos responsaveis por
sequestra-la e direciona-la aos autofagossomos para sua degradagado, visando
especificamente a degradacéo de organelas danificadas ou patégenos intracelulares
(Shaid et al., 2013; Zaffagnini et al., 2016). Este processo tem sido bem caracterizado
e pode ser classificado de acordo com o tipo de carga-alvo, por exemplo, mitofagia
(mitocéndrias), pexofagia (peroxissomo) ou xenofagia (patégenos invasores) (Feng et
al., 2014). Na autofagia inespecifica uma parte aleatdria do citosol € capturada durante
a formacao do autofagossomo, e eventualmente degradada com o intuito de renovar
completamente o citoplasma sob condi¢des de estresse nutricional (Feng et al., 2014;
George et al., 2000). Portanto, este estudo tem como foco principalmente a

macroautofagia inespecifica, que sera referida neste trabalho como autofagia.
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Figura 2: Diferenga entre a autofagia inespecifica e a autofagia seletiva. A macroautofagia pode
ser dividida em autofagia seletiva e autofagia inespecifica de acordo com o estado nutricional ou com
a necessidade de degradacdo de componentes citoplasmaticos especificos. Fonte: Elaborada pelo

autor.

Existem diferengas substanciais entre a autofagia realizada por eucariotos
superiores multicelulares, como os mamiferos, e os eucariotos inferiores. Isso pois,
ao longo da evolugado, a medida que células eucaridticas superiores desenvolveram
redes mais complexas de sinalizagao e especializagcbes no maquinario autofagico; os
eucariotos inferiores, como as leveduras, evoluiram para um sistema autofagico mais
simplificado (King et al., 2012). Talvez a diferenga mais 6bvia seja a organela destino
da carga autofagica, que em células de eucariotos superiores, exceto em plantas, séo
os lisossomos, enquanto em células eucarioticas inferiores a degradagao costuma ser
em vacuolos (Klionsky et al., 2013). Apesar das diferengas, a autofagia é altamente
conservada e muitos dos mecanismos autofagicos presentes em eucariotos inferiores
estdo preservados em eucariotos superiores, possibilitando correlagcdes entre esses
organismos (Delorme-Axford et al., 2015). Por apresentarem um processo autofagico
mais simples, eucariotos inferiores como a Saccharomyces cerevisiae tornaram-se
organismos modelo que possibilitam estudos mais aprofundados visando uma melhor

compreensao do processo autofagico.
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2.3. Saccharomyces cerevisiae: Um organismo modelo para o estudo da

autofagia

O uso da levedura Saccharomyces cerevisiae como um modelo biolégico para
o estudo de processos celulares basicos, que também estdo presentes em
organismos multicelulares complexos, como os humanos, foi extremamente util para
importantes descobertas bioldgicas. Este eucarioto unicelular, pertencente ao reino
fungi e ao filo Ascomycota, foi o primeiro eucarioto a ter seu genoma completamente
sequenciado, e € o que mais apresenta informagdes detalhadas de seus genes em
bancos de dados, recebendo atualizagbes continuas até os dias de hoje (Goffeau et
al., 1996; Bharadwaj et al., 2020). Apos o sequenciamento de seu genoma, métodos
de manipulagao genética permitiram desde modificagdes no seu genoma a delegao
de genes por recombinagcdo homodloga, possibilitando a criagdo de conjuntos de

levedura com delegdes (Torggler et al., 2017; Cazzanelli et al., 2018).

Além da facilidade de manipulagdo do genoma, outros fatores colaboram para
a escolha da Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo. Por se tratar de um
eucarioto unicelular, a levedura possui uma estrutura e organizagdo celular
preservada, que se assemelha a de células eucarioticas superiores (Liu et al., 2017).
Além disso, quando comparadas a outros organismos mais complexos, € possivel
perceber a semelhanca entre sequéncias de aminoacidos e as fungdes de algumas
proteinas conservadas entre os organismos (Cazzanelli et al., 2018). Ademais, seu
ciclo de vida curto, condi¢gdes de crescimento simples e a proliferacdo em meios de
cultivo ndo-complexos facilitam seu custo de manutengdo em laboratério, tornando-a
um organismo modelo acessivel para o estudo de funcbes biolégicas e vias

metabdlicas (Guarienti et al., 2010).

Uma das vias metabdlicas a qual a Saccharomyces cerevisiae foi empregada
como organismo modelo foi a via autofagica. Estudos nesse microrganismo levaram
a identificacdo de fatores especificamente envolvidos no processo autofagico; como
as proteinas ATGs e a caracterizacdo dos mecanismos moleculares relacionados a
regulacdo e execucdo da via (Cebollero et al., 2009; Glick et al., 2010). A triagem
genética realizada nessa levedura possibilitou a identificagcdo de mais de 40 genes
associados ao processo autofagico e, significativamente, muitos desses genes
mostraram-se conservados em diversos organismos, como plantas e mamiferos,

possibilitando a comparagao entre os organismos (Metur et al., 2024).
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Embora essas descobertas tenham servido de base para estudos em células
de mamiferos, a levedura ainda permanece como um organismo modelo altamente
relevante para o estudo da autofagia devido os beneficios em se trabalhar com esse
organismo. Dentre os beneficios de utilizar a levedura como organismo modelo esta
a facilidade em aplicar procedimentos genéticos nas leveduras, permitindo a criagéao
de um conjunto de leveduras deletadas em genes de proteinas relacionadas ao
sistema autofagico; e a insergédo de plasmideos para promover a superexpressao de
genes relacionados a autofagia (Cazzanelli et al., 2018; Noda et al., 2008). Isso
possibilita a compreensao da fungdo bioquimica da proteina-alvo de analise e os
impactos ocasionados pela sua auséncia ou excesso na autofagia. Outra vantagem é
a preservacao das principais cascatas de sinalizacdo que modulam o processo
autofagico, como a via TOR, permitindo o estudo da regulacdo da autofagia por essas
vias de sinalizagcao na levedura (Cebollero et al., 2009). Por fim, ha uma diversidade
de métodos experimentais e reagentes especificos que estdo disponiveis para o
estudo da autofagia em Saccharomyces cerevisiae que permitem avaliar € monitorar
varios estagios da autofagia (Vanderwaeren et al., 2022; Matthew et al., 2015; Shintani
et al., 2004).

Mediante a estes beneficios, o uso desse microrganismo nos estudos da
autofagia facilita a compreensdo dos mecanismos moleculares do processo
autofagico, possibilitando assim um maior entendimento de como a via é regulada e

os impactos da disfungdo autofagica na homeostase celular.

24. Mecanismo molecular da autofagia: Indugdo da biogénese do

autofagossomo e a sua degradagao

A autofagia inicia-se com o recrutamento de proteinas da via autofagica para a
estrutura pré-autofagossébmica, onde uma membrana de dupla camada lipidica,
conhecida como fagoéforo, comeca a ser formada. Esse fagoforo € expandido para
englobar organelas e outros conteudos citosélicos até tornar-se uma vesicula
membranosa, denominada autofagossomo. O autofagossomo carregado funde-se
com o lisossomo/vacuolo e sua carga € degradada por proteases acidas, onde as
biomoléculas resultantes dessa degradacdo sio transportadas de volta para o
citoplasma e podem ser reaproveitadas na construgdo de macromoléculas ou
utilizadas no metabolismo celular (Figura 3) (Glick et al., 2010; Child et al., 2022;
Reggiori et al., 2013).
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Figura 3: Esquema simplificado do processo autofagico e suas diferentes etapas. A autofagia
compreende as seguintes etapas: indugdo, iniciagdo, nucleagdo, expansdo, fusdo e

degradacgéao/reciclagem. Fonte: Elaborada pelo autor.

O funcionamento da autofagia envolve a formagédo de diversos complexos
proteicos importantes e duas etapas de conjugacao que se assemelham ao processo
de conjugacgao da ubiquitina, onde a jungao das proteinas é catalisada por diversas
enzimas (Kaushik et al., 2011). Essas proteinas envolvidas nessa via sao codificadas
por genes relacionados a autofagia, conhecidos como ATGs, e desempenham papéis
essenciais em todas as diferentes fases do processo autofagico (Ornatowski et al.,
2020). O mecanismo geral do processo autofagico ocorre por meio de varias etapas,
podendo ser discriminadas da seguinte forma: indugdo do processo autofagico;
iniciacao e nucleagao do fagoforo; expanséo e fechamento do fagoéforo, que culmina
na formagao do autofagossomo; fusao entre o autofagossomo e o lisossomo/vacuolo;
e degradacao e reciclagem dos componentes citoplasmaticos sequestrados. Estes
estagios sado preservados desde leveduras até células de mamiferos superiores. A
principal diferenga, no entanto, reside na organela responsavel pela degradagdo: em
eucariotos superiores, essa organela é o lisossomo, enquanto em plantas e leveduras,
€ o vacuolo (Chang, 2020). A seguir, essas etapas sdo descritas com maiores detalhes
com foco direcionado ao mecanismo autofagico da Saccharomyces cerevisiae, 0

organismo modelo escolhido para esse estudo.
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2.4.1. Indugao do processo autofagico

A autofagia pode ocorrer naturalmente nas células eucaridticas em niveis
basais. Esse processo € conhecido como autofagia constitutiva e tem como intuito a
manutengdo da homeostase celular (Delorme-Axford et al., 2015). Entretanto, durante
a fase de indugdo, a autofagia €& regulada positivamente aumentando o fluxo
autofagico como uma forma de resposta aos diferentes estimulos intrinsecos e
extrinsecos que as células possam sofrer, resultando em uma mudanga da autofagia
constitutiva basal para a autofagia induzida (Pakos-Zebrucka et al., 2016). Existem
diversos estimulos fisiolégicos que podem ocasionar a indugdo do processo
autofagico; como, por exemplo, estresse oxidativo (Li et al., 2016; Chen et al., 2009),
infecc&o por patogenos (Datan et al., 2016), utilizacdo de compostos sintéticos, como
a rapamicina (Delorme-Axford et al., 2015), e o estresse nutricional pela falta de

nutrientes, como aminoacidos e glicose (Kuchitsu et al., 2018; Kim et al., 2022).

As privagdes nutricionais sao os estimulos mais comuns que desencadeiam a
autofagia. A remogédo de fontes de carbono, aminoacidos auxotréficos ou acidos
nucleicos podem induzir a autofagia (Mizushima, 2007). No entanto, a restricdo de
nitrogénio € o estimulo mais utilizado no estudo do processo autofagico em
Saccharomyces cerevisiae, devido a sua eficiéncia em provocar a resposta autofagica
de maneira mais ampla e rapida que as demais privagdes (Cebollero et al., 2009).
Pelo fato do nitrogénio estar presente na constituicdo de biomoléculas e em vias vitais
para o funcionamento celular, como em biossinteses de aminoacidos, nucleotideos e
proteinas; a auséncia da disponibilidade de fontes de nitrogénio no ambiente celular
pode ocasionar uma diminuicdo drastica da concentracdo de aminoacidos e o
consequente comprometimento na sintese total de proteinas, podendo levar a morte
celular em periodos longos de privagao (Metur et al., 2023; Metur et al., 2024).
Portanto, as células desenvolveram centros de detecgdo metabdlica que permitem
orquestrar sistemas intrincados de expressao génica e regular respostas metabdlicas,
como a autofagia, por meio de vias de sinalizagdo baseadas na concentragao de
nutrientes (Khandia et al., 2019).
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O complexo alvo da rapamicina (TOR) consiste em uma proteina quinase
serina/treonina, que funciona como um sensor central de fatores de crescimento,
sinalizacdo de nutrientes e estado energético (Alao et al., 2023). Nas leveduras
existem dois complexos de TOR distintos: 0 TORC1p e o TORC2p, sendo o TORC1p
conhecido por sua fungéo primaria na regulagao do crescimento celular e da autofagia
mediada pela disponibilidade de nutrientes (Jewell et al., 2013). Em condigdes ricas
em nutrientes, a TORC1p é ativada e promove a hiperfosforilagdo da proteina
autofagica Atg13, impedindo a formagao do complexo Atg1p e com isso reprimindo o
inicio da autofagia (Figura 4a) (Noda, 2017; Alers et al., 2012). Durante a privacao de
nitrogénio, a TORC1p é inativada mediante a fosforilagdo ocasionada pela acao de
quinases, como a Gcn2p e a Snflp, resultando na desfosforilagdo de Atg13p e
permitindo a formagdo do complexo Atg1p mediada pela regulagdo da Snf1p, um
ortdlogo da AMPK de mamiferos em leveduras (Figura 4b) (Yuan et al., 2017; Coccetti
et al., 2018). A formacao do complexo Atg1p e seu recrutamento para o sitio de

montagem do fagéforo (PAS) da inicio ao processo autofagico.

a. + Nutrientes b. — Nutrientes
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@

Figura 4: Regulagdo da autofagia mediada pela agdo da quinase TORC1p. Em ambientes com
abundancia de nutrientes (a), a TORC1p ativada impede a formagao do complexo Atg1p ao fosforilar
excessivamente a Atg13p, bloqueando a autofagia. Em contrapartida, sob escassez de nutrientes (b),
a inativacdo da TORC1p possibilita a montagem do complexo Atg1p e sua ligagcado ao PAS, deflagrando

0 processo de autofagia em leveduras (Farré et al., 2016 - ADAPTADA).
2.4.2. Iniciagao e nucleacgao do fagoéforo

Em células de Saccharomyces cerevisiae, a autofagia € iniciada em uma regiao

especifica denominada de sitio de montagem do fagéforo, também conhecida como
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estrutura pré-autofagossémica (PAS). Localizado préximo ao vacuolo, esta regido €
lugar de recrutamento de todos os componentes proteicos e de membrana
fundamentais para a biogénese do autofagossomo (Stanley et al., 2014). O complexo
ternario Atg17p, Atg29p e Atg31p, pertencentes ao complexo Atg1p, séo intrinsecos
a regidao do PAS independente das condi¢gdes nutricionais. Na inanicdo, a
desfosforilagdo da Atg13p permite a sua interagdo proteica com a quinase Atg1 e o
complexo Atg17p-Atg29p-Atg31p, formando o complexo Atg1p na regido do PAS
(Figura 4) (Mao et al., 2013). Este complexo € essencial para o recrutamento da
maquinaria autofagica e organizagcdo do PAS. Posteriormente a formacao de Atg1p,
um pequeno numero de vesiculas lipidicas geradas no complexo de Golgi e no reticulo
endoplasmatico (RE), contendo a proteina transmembrana Atg9p, séo transportadas
ao PAS e recrutadas pelo complexo Atg1p (Figura 5) (Tyler et al., 2018; Maruyama et
al., 2021).

Vesiculas de Atg9
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Figura 5: Recrutamento dos componentes proteicos e de membrana na etapa de nucleagao. Apos

a formacdo do complexo Atg1p na regido do PAS, ha o recrutamento de vesiculas de Atg9p e do
complexo | da fosfatidilinositol-3 quinase para iniciar a etapa de nucleacdo (Farré et al., 2016 -
ADAPTADA).

Apos essa etapa de iniciagdo da autofagia, os dominios altamente curvos
formados pela interacdo do complexo Atg1p e as vesiculas de Atg9p favorecem o
recrutamento ao PAS do complexo | da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), que consiste
em Vps34p, Vps15p, Vps30p/Atgbp e Atg14p; sendo a interacédo entre o Atg14p e
componentes do complexo Atg1p responsaveis pelo seu ancoramento no PAS
(Figura 5) (Ornatowski et al., 2020). Este complexo é responsavel pelo inicio da etapa

de nucleacgao e pela geracao de trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3), um fosfolipidio
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necessario para a formagao do fagoforo (Pierzynowska et al., 2018). O aumento da
concentracao desse fosfolipideo no local de montagem do fagéforo ira desencadear o
recrutamento de dois complexos proteicos para as etapas de expansao e maturagao
do fagéforo (Kitada et al., 2021; Yu et al., 2018).

2.4.3. Expansao e fechamento do fagé6foro

O estagio de expansdo ou alongamento do fagéforo, compreendendo sua
extensdo até seu fechamento completo culminando na formagéo do autofagossomo,
€ mediado por meio de dois sistemas de conjugagao conservados e separados e que
se assemelham ao processo de ubiquitinagdo (Derlome-Axford et al., 2015). O
primeiro complexo de conjugacéo a ser recrutado é o Atg12p, constituido por Atg12p,
Atg5p e Atg16p. Esse complexo se conecta a superficie externa do fagéforo com o
intuito de estabilizar a curvatura da membrana e inibir a fusdo prematura deste com
vesiculas ou vacuolos durante o processo de alongamento (Khandia et al., 2019;

Pierzynowska et al., 2018).

A formacéao deste complexo envolve primeiramente a conjugacao das proteinas
Atg12p e Atg5p e requer a participagcao de enzimas especificas (Figura 6). Em um
primeiro momento, a glicina C-terminal da proteina Atg12p é ativada pela enzima
Atg7p (E1) por meio de uma ligagao tioéster dependente de ATP (Ohsumi et al., 2014).
Apos sua ativagao, a Atg12p é transferida para a enzima Atg10p (E2), antes de
finalmente formar uma ligacao isopeptidica com o residuo de lisina em Atg5 (Figura
6) (Chen et al., 2023). O Atg5p liga-se covalentemente com a Atg16p formando assim
o complexo Atg12p- Atg5p-Atg16p (Pierzynowska et al., 2018).

Além do seu papel estrutural na formagcdo da membrana do fagéforo, este
complexo € responsavel pelo recrutamento da proteina Atg8p e por promover a
ligacao entre o lipideo fosfatidiletanolamina (PE) e a Atg8p, comportando-se como

uma ligase na conjuncao desse complexo (Metur et al., 2023; Farré et al., 2016).
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Figura 6: Esquema da formacgao dos sistemas de conjugacao responsaveis pela expansao do
fagéforo. Aformacao dos complexos Atg12p (Atg12p-Atg5p-Atg16p) e Atg8p-PE envolve enzimas que
atuam de maneira semelhante as enzimas do processo de ubiquitinacdo. Uma E1 ativa a proteina com
ATP, transferindo-a para a E2, que por fim a direciona para uma E3 ligase, onde é conectada a um
substrato (Chen et al., 2023 - ADAPTADA).

O segundo sistema de conjugacao é formado pela conjugacao entre a proteina
Atg8p e o lipideo fosfatidiletanolamina (PE). O complexo Atg8p-PE esta presente em
ambos os lados da membrana do fagoforo e é o principal responsavel pela biogénese
do autofagossomo, atuando na expansao da membrana do fagéforo e na formagéao do

autofagossomo (Maruyama et al., 2021).

Assim como ocorre no primeiro sistema de conjungéo, a proteina Atg8p é
convertida em sua forma lipidada (Atg8p-PE) apds seu processamento mediado por
trés enzimas e o complexo Atg12p (Figura 6). Inicialmente a proteina Atg8p é
sintetizada sob sua forma precursora contendo uma arginina C-terminal, e por isso é
processada pela protease-cisteina Atg4p, que promove a clivagem no C-terminal
expondo um residuo de glicina (Metur et al., 2024). Apds esse processamento, as

etapas assemelham-se com o primeiro sistema de conjugacéao a partir da ativacao de
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Atg8p dependente de Atg7p (E1), seguida de sua transferéncia para a enzima Atg3p
(E2) e, por fim, a conjugagao ao PE por meio de uma ligagao amida (Figura 6) (Feng
et al., 2014). A conjugacédo de Atg8p-PE é realizada pelo complexo Atg12p que
funciona como uma enzima, direcionando a ligagdo de PE ao residuo de glicina de
Atg8p. O complexo Atg8p-PE pode sofrer uma etapa de desconjugacédo por agao
proteolitica da Atg4p, que cliva a ligagao amida entre Atg8p e PE, liberando Atg8p da
membrana e permitindo que ela retorne ao processo de conjugacao (Reggiori et al.,
2013).

Conforme o Atg8p-PE sofre os processos descritos anteriormente, a membrana
isoladora do fagéforo € expandida em volta da carga citoplasmatica até que o fagoforo
se sele completamente para formar uma vesicula de dupla membrana totalmente
fechada, denominada de autofagossomo (Figura 7) (Farré et al., 2016). Uma vez

formado, o autofagossomo esta pronto para ser transportado e se fundir ao vacuolo.
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Figura 7: Expansao do fagéforo e formagao do autofagossomo. Os sistemas de conjugacéo Atg12p
e Atg8p-PE atuam na expansao da membrana do fagéforo em volta dos componentes citosoélicos até

que a membrana se feche, ocorrendo a formagéo do autofagossomo (Farré et al., 2016 - ADAPTADA).

2.4.4. Fusao do autofagossomo com o vacuolo, degrada¢ao da carga

autofagica e reciclagem de nutrientes

Uma vez formado, o autofagossomo intacto desloca-se em diregdo ao vacuolo,
onde é promovida a fusdo entre a membrana externa do autofagossomo com a
membrana vacuolar (Farré et al., 2016). Esse processo € mediado por um maquinario

proprio de fusdo de membranas que conta com a presenga de proteinas SNAREs
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(receptores de proteina de ligagdo do componente sensivel a N-etilmaleimida soluvel),
formando estruturas que se entrelagam nas membranas e as fundem (Figura 8) (Yu
et al., 2018). Como resultado dessa fusdo, a membrana interna remanescente do
autofagossomo, juntamente com a carga de componentes citoplasmaticos que ela
envolve, é liberada dentro do lumen do vacuolo, tornando-se um corpo autofagico
(Parzych et al., 2018). A degradacéo inicia-se com a lise da membrana do corpo
autofagico pela agdo de lipases, seguida da digestdo da carga autofagica por
proteases e hidrolases vacuolares e, por fim, os produtos resultantes da degradagao
retornam ao citosol por meio de permeases para serem reutilizados em processos
metabdlicos (Lei et al., 2022; Parzych et al., 2018). Entretanto, apesar do vacuolo
possuir enzimas capazes de degradar os principais tipos de macromoléculas, os
canais de efluxo foram identificados apenas para aminoacidos e carboidratos.
Portanto, ainda sdo desconhecidos os mecanismos pelos quais os acidos nucleicos e
os lipidios podem ser liberados do vacuolo para posteriormente serem reutilizados no
citosol (Inoue et al., 2010; Derlome-Axford et al., 2015).

Vacuolo
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Corpo y \
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Figura 8: Fusdo do autofagossomo com o vacuolo e sua degradagdo. Apds formado, o
autofagossomo é fundido ao vacuolo por intermédio de proteinas SNAREs. Dentro do lumen do
vacuolo, o corpo autofagico € degradado pela agéo de lipases, hidrolases e proteases. Os aminoacidos

e carboidratos gerados retornam ao citosol por meio de permeases (Farré et al., 2016 - ADAPTADA).
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2.5. Disfungao do processo autofagico e seu impacto na saude

A autofagia € uma via catabdlica essencial para a manutencgéo das fungdes de
estruturas celulares, entretanto sua natureza complexa contendo multiplas etapas
torna-a suscetivel a falhas em diferentes pontos do processo. Disfungdes nessa via
podem comprometer a capacidade das células em degradar componentes
citoplasmaticos danificados e/ou disfuncionais, resultando no acumulo de substancias
téxicas, desequilibrios metabdlicos e resposta inadequada a fatores de estresse; e
qgue consequentemente levam a disfungdes em células e 6rgaos, contribuindo para o

surgimento de patologias (Khandia et al., 2019; Yin et al., 2020; Ichimiya et al., 2020).

Os disturbios no processo autofagico podem ser categorizados como primario
ou secundario. Os defeitos primarios sao ocasionados por alteragdes genéticas, como
delecbes génicas, mutagdes ou polimorfismos, em genes que codificam proteinas
pertencentes ou associadas a autofagia, resultando no funcionamento inadequado da
via (Fraiberg et al., 2020). Os defeitos secundarios da autofagia surgem de disturbios
metabdlicos normalmente associados a doengas, como o0 acumulo de proteinas
agregadas ou disfungao de organelas, ocasionando prejuizos na cascata autofagica
(Schneider et al., 2014).

Uma forma de investigar os processos envolvidos no comprometimento desta
via é através do uso de organismos modelo modificados geneticamente; seja pela
insercdo de plasmideos que permitem a expressdo controlada de proteinas
disfuncionais associadas a doengas ou a propria via autofagica; ou pelo uso direto de
cepas deficientes em algum gene correlacionado a proteinas que atuam em algum
ponto especifico do processo autofagico que se pretende estudar (Bharadwaj et al.,
2020; Mao et al., 2020; Klionsky et al., 2021). Por meio de pesquisas com esses
organismos modelo € possivel identificar a fungdo primaria de genes individuais;
compreender o impacto de marcadores de doengas da via autofagica; reconhecer o
efeito dessas disfungbes dos genes no organismo; buscar por alvos terapéuticos para
patologias associadas a esses defeitos; e compreender a acdo de compostos
biologicamente ativos em diferentes etapas da via autofagica (Collier et al., 2021,
Derlome-Axford et al., 2015; Lipatova et al., 2012; Schneider et al., 2014).

Portanto, nesse estudo foi priorizado o uso de trés cepas gene deletadas em
etapas cruciais da via autofagica, que sao ausentes das proteinas Gcn4p, Atg8p e
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Pep4p; e para compreender o impacto da auséncia dessas proteinas no metabolismo
autofagico de S. cerevisiae, faz-se necessaria a descricdo do papel de cada uma

destas proteinas em etapas do processo autofagico.

2.5.1. Gendp: Um fator de transcrigao essencial para iniciar a autofagia

Diversas proteinas estao envolvidas no processo autofagico da levedura, sejam
relacionadas as cascatas de sinalizagdo que desencadeiam a autofagia ou
participando do processo de biossintese do autofagossomo e de sua degradagéo,
como as Atgs e as proteinas vacuolares. O ziper de leucina Gendp € um exemplo de
proteina envolvida nas vias de sinalizagao do processo autofagico. Este polipeptideo
€ muito conhecido por ser um regulador central do sistema de biossintese de
aminoacidos (GAAC), além de regular a expressao de genes envolvidos em varias
vias que permitem a adaptagao celular por meio de respostas metabdlicas em
condi¢cbes de estresse, como a privagao de nitrogénio, purinas ou glicose (Alao et al.,
2023; Postnikoff et al., 2017).

Sob condig¢des privativas de nitrogénio, a sintese da Gen4p é regulada por um
mecanismo de controle translacional composto pela proteina quinase Gcn2p e seu
substrato conhecido como fator de iniciacao 2 (elF2). Mediante a auséncia de
aminoacidos, as células apresentam um acumulo de tRNAs n&o carregados que
possuem a capacidade de interagir com o dominio regulador de Gcn2p, ativando-a
(Iriger et al., 2003; Tsoi et al., 2009). Uma vez ativada, a Gen2p fosforila o elF2
ocasionando uma redugéo global na tradugdo de mRNA, exceto para alguns mRNAs,
como o de Gcn4p que é preferencialmente traduzido (Vachova et al., 2024). Nessas
condigbes, a concentragao de Gen4dp no ambiente celular € aumentada e com isso é
estimulada a expressdo de genes que codificam enzimas de diferentes vias
relacionadas a biossintese e ao transporte de aminoacidos, a biossintese de
organelas, bem como ao ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e a via autofagica (Figura
9) (Steffen et al., 2008; You et al., 2011; Gulias et al., 2023).
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Figura 9: Esquema do controle translacional de sintese de Gen4p. Sob condi¢des privativas, a
sintese do Gcndp é regulada pela proteina quinase Gen2 e seu substrato conhecido como fator de
iniciacdo 2 (elF2). O aumento da concentracdo de Gen4p induz a expressao de genes relacionados a

biossintese de aminoacidos, proteinas do ciclo TCA e a via autofagica. Fonte: Elaborada pelo autor.

A proteina Gendp possui a capacidade de induzir a autofagia através da
regulacao transcricional de genes de proteinas ATGs relacionados as etapas iniciais
da via autofagica. Durante a privagao de aminoacidos, o ziper de leucina regula
positivamente a expressao dos genes ATG1, ATG13 e ATG14 (Metur et al., 2024,
Postnikoff et al., 2017). Estes genes transcrevem proteinas integrantes do complexo
Atg1 (Atg1p e Atg13p) e do complexo | de fosfatidilinositol-3 quinase (Atg14p), que
sdo essenciais para as etapas de iniciagdo e nucleagdo do fagoforo, como
demonstrado na segédo 2.4.2 (p. 27). Além disso, a Gcndp pode potencializar a
degradagdo de proteinas transportadas para o vacuolo por meio da indugdo da
producao da aminopeptidase vacuolar (Lap4p) e da alanina-arginina aminopeptidase
(AAPI) (Hinnebush et al., 2002; Ecker et al., 2010).

A auséncia do gene GCN4 ocasionaria a desregulagao da resposta celular a
estresses nutricionais, impactando na expressdo de genes de diversas vias
metabdlicas (Gulias et al., 2023). Na via autofagica, sua auséncia resultaria na perda

da expressao de genes de proteinas essenciais para as etapas iniciais da autofagia,
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0 que ocasionaria prejuizo na capacidade das células em produzir o autofagossomo

em resposta a falta de aminoacidos e nitrogénio (Metur et al., 2024).

2.5.2. Atg8p: Fundamental para a formagao do autofagossomo

Existem diversas proteinas relacionadas a autofagia evolutivamente
conservadas em eucariotos que estdo envolvidas diretamente na biogénese do
autofagossomo. A proteina Atg8 € a principal responsavel pela expansao e formagao
do autofagossomo. Essa proteina hidrofilica esta presente no citosol na sua forma
inativa, e mediante a restricao de nutrientes € processada e recrutada para o processo
autofagico (Ohsumi, 2014). O seu processamento, como detalhado na se¢ao 2.4.3 (p.
29), culmina na ligagao com o substrato lipidico fosfatidiletanolamina (PE), permitindo
a formacao da dupla membrana que da origem ao autofagossomo (Maruyama et al.,
2021). A conjungéo com o lipideo faz com que a Atg8p seja a unica proteina capaz de
se ligar firmemente a membrana do autofagossomo durante sua formagao até a
degradacdo no vacuolo, possibilitando o seu uso como um bom marcador da
membrana autofagossémica em ensaios de monitoramento da autofagia (Wesch et
al., 2020; Maruyama et al., 2021).

A Atg8p modificada por lipidagdo (Atg8p-PE) é determinante para o bom
funcionamento da via autofagica. Além de impulsionar a expansao do fagoéforo, sua
presenca € responsavel por delimitar o tamanho do autofagossomo, e interagir com
proteinas de transporte e de fusdo com o vacuolo; revelando-se importante para a
regulacdo da morfologia vacuolar (Ohsumi, 2014; Liu et al., 2018; Kraft et al., 2024).
Ademais, a Atg8p-PE também demonstrou ser fundamental na autofagia seletiva,
devido a sua interagdo direta com os receptores seletivos de autofagia (SARSs)
capazes de ancorar cargas especificas, como organelas danificadas e proteinas
disfuncionais, na membrana autofagossémica para sua degradagao (Nieto-Torres et
al., 2021; Lu et al., 2014, Farré et al., 2016).

A deficiéncia ou inibicdo da expressao do gene da Atg8p pode levar ao
comprometimento do processo autofagico ao impossibilitar a expansao e formagao
adequada das membranas do autofagossomo, originando a formagao de vesiculas
autofagicas menores (Nieto-Torres et al., 2021; Rogov et al., 2014). Sua auséncia
compromete o sequestro seletivo de componentes citoplasmaticos especificos e a

fusdo vacuolar, levando a um processo autofagico ineficiente ou bloqueado. Como



36

consequéncia, ha um acumulo de material indesejado nas células e um desequilibrio
na homeostase celular (Collier et al., 2021; Kraft et al., 2024; Farré et al., 2016).

2.5.3. Pep4p: Proteinase importante para a degradacao

O vacuolo da levedura € uma organela dinamica que abriga diversas
peptidases, sendo estas as principais responsaveis pela sua fungao de degradacéo.
Dentre as proteases vacuolares caracterizadas, a Pep4p, conhecida também por
proteinase A, € uma aspartil endoprotease e destaca-se por ser uma “protease
mestre”; uma vez que € necessaria para a iniciagdo da cascata de ativacdo das
demais proteases vacuolares que sao conhecidas pela degradagdo massiva de
proteinas e/ou organelas envelhecidas ou danificadas, e que foram translocadas para

dentro do vacuolo por via autofagica (Kerstens et al., 2018; Mdller et al., 2015).

Essas proteases, incluindo a Pep4p, sdo entregues ao vacuolo em suas formas
precursoras inativas, denominadas zimogénios, e sé serdo ativadas através da
remocgao do peptideo inibitério por protedlise (Hecht et al., 2014). A Pep4p é capaz de
sofrer autoativacédo dentro do vacuolo por fatores como pH acido e alta concentracéo
de polifosfatos e cations divalentes. Uma vez ativa, a Pep4p inicia uma cascata
proteolitica de proteases e hidrolases vacuolares por meio da promog¢ao da clivagem
direta dos residuos peptidicos inibitorios, promovendo a maturagao dessas proteases
e hidrolases presentes no vacuolo (Figura 10) (Boutouja et al., 2019). Esse processo
€ fundamental para a degradacdo dos corpos autofagicos, conforme discutido na
secao 2.4.4 (p. 31).

Esta aspartil endoprotease também participa de mecanismos de respostas ao
estresse celular, tanto pelo seu envolvimento na protegcao contra formas proteicas
perigosas e regulacao de expressao génica, quanto na morte celular programada por
meio da degradagao de nucleoporinas (Carmona-Gutiérrez et al., 2011; Aufschnaiter
et al., 2017; Kerstens et al., 2018). Devido a sua multipla funcionalidade, sua delegao
pode ocasionar a reducdo da atividade das demais proteases, gerando um
aglomerado de zimogénios dentro do vacuolo, um aumento da carga autofagica de
degradagdo e o aumento apoptotico e de necrose durante o envelhecimento
cronoldgico das células (Lemus et al., 2022; Juarez-Montiel et al., 2022; Sudharshan
et al., 2022).
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Figura 10: Esquema da cascata proteolitica de hidrolases e proteases iniciada por Pep4p. Apos
sofrer autoativagao no vacuolo, a Pep4p promove a maturagéo das proteases e hidrolases por clivagem

do peptideo inibitério. Fonte: Elaborada pelo autor.

2.5.4. Doengas associadas a disfuncao autofagica e a busca por compostos

com potencial terapéutico

Uma série de doengas tém sido relacionadas a disfungdo autofagica de
diversas formas. Essa relacdo normalmente é impulsionada por meio da identificagao
de defeitos genéticos em proteinas que fazem parte do funcionamento ou regulagao
da via autofagica, e que podem estar associadas as causas ou ao agravamento de
determinadas doencas (Fraiberg et al., 2020). Esses disturbios podem afetar as mais
variadas etapas do processo autofagico, desde a iniciagdo, passando pelo
reconhecimento da carga autofagica até sua degradagao final, desencadeando

consequéncias distintas e necessitando de implicagdes terapéuticas.

Dentre as patologias que podem ser relacionadas aos defeitos na via autofagica
temos as doengas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (Li et al., 2017)
e a Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) (Fraiberg et al., 2020); ataxias cerebelares
(Kim et al., 2016); doencas neuromusculares, como a doenca de Danon (Nishino et
al., 2000) e cardiomiopatias (Schneider et al., 2014); doenga de Crohn (Hampe et al.,
2007); lupus eritematoso sistémico (Meas et al., 2017); sindromes metabdlicas, como

a diabetes (Klionsky et al., 2021); e diversos tipos de carcinomas (Kim et al., 2011; Liu
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et al., 2013). Devido a associagao da disfungado autofagica a esta vasta gama de
doengas, tornou-se necessaria a busca por compostos capazes de modular a
autofagia, utilizando-a como estratégia terapéutica para ajudar a restaurar a

homeostase celular.

Compostos biologicamente ativos presentes na dieta ou produzidos por
metabolizagdo da microbiota intestinal com potencial para regular a autofagia servem
como uma estratégia para reduzir os impactos das disfungdes da via. Dietas ricas em
compostos fendlicos, como os flavonoides, podem induzir processos autofagicos e
apoptéticos pela inibicdo da via TOR em modelos de camundongos, tanto em
neurogliomas quanto em células de cancer colorretal; ao mesmo tempo que podem
inibir o processo em modelos de glioblastomas (Lou et al., 2016; Raina et al., 2013;
Chakrabarti et al., 2016; Giampieri et al., 2019). Uma dieta contendo um alto teor de
carboidratos dietéticos desencadeia como consequéncia a geragao de acidos graxos
de cadeia curta (AGCCs), por meio da fermentagdo bacteriana da microbiota
intestinal. Esses acidos graxos de cadeia curta apresentam uma atividade antitumoral
em células de hepatomas e de cancer colorretal por intermédio da ativagao da via de
sinalizacao AMPK e da inibicdo da via TOR, estimulando assim a autofagia e a morte
celular por apoptose (Peng et al., 2009; Kazmierczak-Siedlecka et al., 2022). Dentre
os acidos graxos de cadeia curta, o butirato possui uma ampla gama de efeitos
benéficos a saude e surge como uma substéncia promissora para a modulagao
autofagica e de suporte para doengas relacionadas ao processo autofagico

desregulado.

2.6. Butirato

O Butanoato, conhecido como butirato, esta presente em diversos tecidos e
liquidos bioldgicos e consiste em um anion de acido graxo de quatro carbonos que é
base conjugada do acido butirico, obtido pela desprotonacdo do grupo carboxila
(Figura 11) (Abdel-Latif et al., 2020). Este acido graxo de cadeia curta, juntamente
com o acetato e o propionato, € um metabdlito primario produzido através da
fermentacdo bacteriana anaerdbica de fibras alimentares e polissacarideos
complexos n&o digeridos ou parcialmente digeridos no lumen do intestino grosso
(Kazmierczak-Siedlecka et al., 2022; Singh et al., 2023).
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Formula molecular: C4,H,O,~ Peso molecular: 87,10 g/mol

Figura 11: Féormula molecular, peso molecular e estrutura bidimensional e tridimensional do
butirato. Na estrutura 3D, os atomos sao representados nas seguintes cores: oxigénio — vermelho;
carbono - cinza; e hidrogénios - branco. Disponivel em:

<https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Butanoate>. Acesso em: 7 mai. 2025.

Embora seja menos abundante que outros acidos graxos de cadeia curta, o
butirato tém se destacado por seus diversos efeitos fisioldgicos benéficos a saude.
Este é capaz de impactar diversas vias metabodlicas de diferentes tipos celulares
dependendo de sua concentragdo no ambiente intracelular, podendo atuar como fonte
de energia; regulador epigenético; regulador da fungdo mitocondrial; sinalizador e
agente protetor em células do cdlon intestinal, imunes, neurénios, entre outros (Zhang
et al., 2016; Zaiatz-Bittencourt et al., 2023; Donohoe et al., 2012). Dentre os
metabolismos influenciados pela acdo do butirato destacam-se o metabolismo
energético, metabolismo de glicose e lipideos e a via autofagica (Clark et al., 2017;
Liu et al., 2018; Donohoe et al., 2011). Devido a seus multiplos efeitos na homeostase
celular, compreender como esse acido graxo de cadeia curta origina-se e é
metabolizado pelas células é extremamente importante para o entendimento das
funcdes regulatorias exercidas por ele e seu impacto em vias metabdlicas, como a

autofagia.

2.6.1. Microbiota intestinal e a biossintese do butirato

O intestino hospeda uma complexa comunidade de microrganismos (bactérias,
fungos, virus, fagos e archaea) em simbiose com o hospedeiro, denominada
microbiota (O'Riordan et al., 2022). Essa microbiota desempenha fungdes metabdlicas
cruciais para a saude, incluindo o estimulo e amadurecimento do sistema imunologico,
protecdo contra patdogenos (Chen et al., 2020; Clark et al., 2017), manutengéo da

barreira intestinal pela producéo de mucinas (Liu et al., 2020; Krasinskas et al., 2011)
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e influéncia no desenvolvimento e funcdo de 6rgaos distantes, como o cérebro,
através de metabdlitos (Colombo et al., 2021; O'Riordan et al., 2022). Entre as fung¢des
da microbiota intestinal, destaca-se seu papel no metabolismo energético do cdlon.
As enterobactérias despolimerizam carboidratos complexos ndo digeriveis em
monossacarideos e promovem sua fermentacéo, gerando produtos finais reduzidos
como o butirato, que pode atuar como aceptor final de elétrons em ambientes com

pouco oxigénio (Guilloteau et al., 2010).

A produgédo de acidos graxos de cadeia curta lineares, com destaque para o
butirato, ocorre no coélon proximal pela agdo de bactérias sacaroliticas dos filos
Bacteroidetes e Firmicutes (Figura 12) (Salvi et al., 2021; Guilloteau et al., 2010). O
butirato € sintetizado a partir da associacao de duas moléculas de acetil-CoA, derivado
da (glicolise e fermentacbes bacterianas, formando acetoacetil-CoA, que
posteriormente é reduzido a butiril-CoA (Louis et al., 2017). A conversao final de butiril-
CoA em butirato se da principalmente pela via butiril-CoA:acetato-CoA transferase,
gerando butirato e acetil-CoA (Figura 12). Uma via alternativa € através da catalise
por butirato quinase, que envolve fosfotransbutirilase e butirato quinase (Abdel-Latif et
al., 2020; Liu et al., 2018; Louis et al., 2017; Guilloteau et al., 2010).
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Figura 12: Biossintese do butirato durante a fermentagao bacteriana no intestino. As duas vias
de producgao de butirato a partir de butiril-CoA, sendo a 1 pela via fosfotransbutirilase e butirato quinase

e a 2 pela via butiril-CoA:acetato-CoA transferase. Fonte: Elaborada pelo autor.

Estima-se que a concentragao de acidos graxos de cadeia curta produzidos por
enterobactérias no lumen do intestino humano varia entre 7,0 e 140mM (Sun et al.,
2017; Liu et al., 2018). Essa variagédo ocorre em detrimento da dieta e da composi¢éo
da microbiota do hospedeiro com producdo em proporgdes distintas, sendo 15%
desse valor correspondente ao butirato (Kazmierczak-Siedlecka et al., 2022). No
entanto, considera-se que uma parte das moléculas de butirato fique retida no muco-
gel formado de mucinas produzido por células caliciformes; enquanto outra seja
absorvido pelas células epiteliais do célon intestinal, conhecidas como colondcitos,
que estao mais na superficie, gerando um gradiente de concentragdes de butirato ao
longo do eixo lumen-cripta (Figura 13) (Salvi et al., 2021; Stein et al., 2023). Portanto,
estima-se que a concentragdo que chega a base das criptas varie entre 50 e 800uM,
demonstrando que a concentracio de butirato dentro das células do epitélio coldnicas
€ bem menor que a concentragdo de butirato presente no lumen (Donohoe et al.,
2012).
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Lumen intestinal

Figura 13: Gradiente de concentragao decrescente de butirato do liimen colénico para a cripta.
O gradiente ocorre pela retencdo da molécula no limen e pela sua metabolizagdo pelos colondcitos
mais proximos ao lumen intestinal (Stein et al., 2023 — ADAPTADA).

ApOs sua producgao, o butirato € prontamente absorvido e subsequentemente
metabolizado pelos colonécitos, onde desempenha a fungao de principal substrato
energético (Salvi et al., 2021). Por conta dessa metabolizagdao, uma menor quantidade
atinge a circulagdo geral, sendo mais alta na circulagdo portal e mais baixa na
circulagao periférica, onde pode chegar a 4,0umol/L (O'Riordan et al., 2022). Sua
concentracao fisiolégica em tecidos cerebrais é de 17,0pmol/mg e no liquido
cefalorraquiadiano € estimado em uma concentracdo maxima de 2,8uM (Silva et al.,
2020). Apesar de sua baixa concentragdo no sistema nervoso central, o butirato
demonstra significativas propriedades neuroativas. Nesse contexto, a disbiose da
microbiota intestinal, ao acarretar a redugéo na producao desse composto, pode estar
implicada na exacerbagao de doengas neurodegenerativas, a exemplo da doenga de
Parkinson e da doenca de Alzheimer. Em contrapartida, o aumento nos niveis de
butirato emerge como uma potencial estratégia para a atenuagao dessas condigdes
patoldgicas (Hill et al., 2014; Ho et al., 2018; Li et al., 2017; Liu et al., 2017).

Embora muitos estudos empreguem concentragdes suprafisiolégicas de
butirato, seja para mimetizar as elevadas concentragées luminais intestinais ou para
saturar as vias metabdlicas e assim destacar seus efeitos em determinados processos
in vitro, tais niveis nao refletem as concentragdes fisiologicamente encontradas no
organismo (Stein et al., 2023). A utilizagado de baixas concentra¢des de butirato, além

de reproduzir os niveis fisioldgicos, pode elucidar mecanismos moleculares distintos
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daqueles observados em doses elevadas. Tais concentragdes fisioldgicas podem
induzir efeitos como a proliferagcao celular, autofagia e citoprotegao, representando
assim um campo promissor para estudos com potenciais aplicacdes terapéuticas
(Zhang et al., 2016; Guilloteau et al., 2010; Salimi et al., 2017).

2.7. Metabolizagcao do butirato

O butirato é capaz de interferir em diversos metabolismos celulares e
sistémicos dependendo do tipo celular e da concentracao utilizada. Esse acido graxo
de cadeia curta pode exercer influéncias sobre o metabolismo celular através de dois
mecanismos conservados em eucariotos: por ativagao dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs); e através do transporte para o interior celular por transportadores
de monocarboxilato, onde exerce multiplos efeitos intracelulares (Figura 14) (Pérez-
Escuredo et al., 2016).
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Figura 14: A interferéncia do butirato no metabolismo celular pela interagao com os GPCRs ou
por transportadores monocarboxilatos. O butirato extracelular pode ativar os GPCRs ou pode
adentrar no ambiente intracelular através dos transportadores de monocarboxilatos. Fonte: Elaborada
pelo autor.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sao uma grande familia de
proteinas transmembrana essenciais para a comunicagdo celular, atuando como
sensores na superficie da célula que reconhecem diversas moléculas bioativas

extracelulares (de Mendoza et al.,, 2014). Ao se ligarem a esses ligantes,
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desencadeiam cascatas de sinalizagado intracelular permitindo respostas celulares
rapidas a estimulos externos (Oz-Arslan et al., 2024). Essa familia de receptores é
amplamente distribuida em eucariotos com diversos tipos em tecidos de mamiferos,
como Gprd1p e Gprd3p, sensiveis a acidos graxos de cadeia curta (Park et al., 2021;
Carretta et al., 2021). Leveduras possuem um numero menor de GPCRs, incluindo
Ste2p, Ste3p (para feroménios) e Gpr1p (deteccédo de agucares), sendo este ultimo o
mais provavel de interagir com o butirato (Wang et al., 2020; Lengger et al., 2020;
McCrory et al., 2024).

A ativacao dos receptores transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs)
pelo butirato ocorre através da ligagao desta molécula a regido N-terminal extracelular
desses receptores (Figura 14) (Melhem et al., 2019). Essa interacéo butirato-GPCR
induz uma mudanca na conformacdo da proteina de membrana, possibilitando a
ativagao da proteina G intracelular (Weis et al., 2018). Uma vez ativada, a proteina G
desencadeia cascatas de sinalizacao intracelular capazes de impactar diversas vias
metabdlicas, incluindo metabolismos de lipideo e glicose, e a modulagdo na via
autofagica (Oz-Arslan et al., 2024; Liu et al., 2018).

Além de interagir com GPCRs, o butirato é transportado para o interior celular
por transportadores de monocarboxilato (MCTs), uma familia de proteinas
transmembrana que cotransportam moléculas organicas contendo um unico grupo
carboxila (monocarboxilato) juntamente com um préton (H*) para o interior celular
(Figura 14) (lacono et al., 2007). Essenciais para a homeostase e altamente
conservados em eucariotos, os MCTs transportam metabdlitos como lactato, piruvato
e outros acidos graxos (Pérez-Escuredo et al., 2016). Eles se dividem com base na
espécie ibnica cotransportada com o monocarboxilato: em MCTs classicos
(cotransporte com H*) e SMCTs (cotransporte com soédio para sais de
monocarboxilatos) (Wei et al., 2023; Vijai et al., 2014).

O butirato, um acido graxo de cadeia curta classificado como monocarboxilato,
possui a caracteristica de apresentar-se em duas formas distintas, dependendo do pH
do meio circundante. Em condi¢des de pH fisioldgico, o butirato encontra-se
majoritariamente na sua forma ionizada (&nion butirato), geralmente associado a
cations como o sédio, favorecendo o seu transporte para o interior celular através de
SMCTs (Salvi et al., 2021; Liu et al., 2018). Entretanto, em ambientes de pH mais

acidos (pH < 4,8), a forma protonada do butirato, conhecida como acido butirico, torna-
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se mais abundante, sendo o transporte celular mediado principalmente por
transportadores acoplados a protons (MCTs) (Figura 14) (Portincasa et al., 2022,
Salvi et al.,, 2021). O mecanismo de transporte de butirato mediado por essas
proteinas transmembranais ocorre através de cotransporte, no qual a molécula de
butirato € transportado simultaneamente com prétons ou ions sodio por meio da
membrana celular (Mayorga-Ramos et al., 2022; Liu et al., 2018). Esse processo
explora o gradiente eletroquimico preexistente desses ions, com maior concentragao
no meio extracelular, para impulsionar a entrada do butirato para o citoplasma (Figura
14) (Portincasa et al., 2022).

Uma vez internalizado pelas células, o butirato demonstra versatilidade
funcional, podendo ser empregado como substrato energético via B-oxidagao (Clark
et al., 2017); exercer um papel de modulador epigenético ao influenciar na modulagao
da acetilagdo de histonas (Hatayama et al., 2007; Donohe et al., 2012); e regular
importantes vias de sinalizacao intracelular, a exemplo da AMPK e da TOR, as quais
desempenham funcdes essenciais no controle de processos celulares fundamentais
como a autofagia (Zhou et al., 2021; Pant et al., 2017).

2.7.1. Regulagao epigenética impulsionada pelo butirato

A regulacdo da expressdo génica em eucariotos depende da dinamica
estrutural do nucleossomo, controlada por diversas proteinas (Hatayama et al., 2007).
Um mecanismo chave é a acetilacdo e desacetilacdo de histonas, reguladas pela
enzima histona acetiltransferase (HAT) e pela histona desacetilase (HDAC). A
acetilacdo das histonas catalisada pela HAT relaxa a cromatina facilitando a
transcricdo génica, enquanto a desacetilacdo pela HDAC compacta a cromatina,

geralmente reprimindo a expressao génica (Adom et al., 2013; Gerhauser, 2018).

O butirato exerce influéncia no metabolismo celular ao induzir a hiperacetilacdo
de histonas. Este acido graxo de cadeia curta promove o aumento da acetilacdo de
histonas por duas vias distintas, sendo o mecanismo predominante dependente de
sua concentracao no citoplasma. Em baixas concentragdes, o butirato € metabolizado
através da 3-oxidagao, seguido pela etapa inicial do ciclo do acido tricarboxilico (TCA),
resultando na formacdo de citrato. Esse citrato é entdo transportado para o
citoplasma, e a enzima ATP-citrato liase (ACL) o converte em acetil-CoA. O aumento

na concentragdo de acetil-CoA estimula a atividade das histonas acetiltransferases
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(HAT), levando a hiperacetilagdo das histonas (Figura 15) (Donohoe et al., 2012; Das
et al., 2017). Em contraste, concentragdes mais elevadas de butirato, que excedem a
capacidade metabdlica do ciclo do TCA, causam o acumulo do acido graxo no nucleo.
Nesse compartimento o butirato interage diretamente com as histonas desacetilases
(HDACSs), inibindo sua atividade e, consequentemente, resultando também em um

aumento global da acetilagao de histonas (Figura 15) (Gerhauser, 2018).

Apesar de ambas as concentragcdes de butirato levarem a hiperacetilagao de
histonas, este fato impacta de forma diferente nas regides do genoma e,
consequentemente, induzem padrdes distintos de expressdo génica. Enquanto
concentragbes baixas de butirato tipicamente favorecem a ativacdo de genes
envolvidos na proliferacdo celular, concentragdes elevadas frequentemente resultam
na supressao da proliferagdo e no desencadeamento do apoptose (Liu et al., 2018;
Luo et al., 2019; Salimi et al., 2017).
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Figura 15: Vias de regulagdo da acetilacio das histonas pelo butirato em diferentes
concentragées. Em baixas concentragbes, o butirato € metabolizado elevando a concentragao de
acetil-CoA, que ativa a HAT e promove a acetilagdo de histonas. Em altas concentragdes, o butirato
inibe a HDAC, enzima que remove grupos acetil das histonas, também resultando em maior acetilagéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2.7.2. B-oxidagao do butirato: uma fonte de energia celular

A B-oxidacdo é uma via catabodlica complexa que promove a degradagao de
acidos graxos. O termo " B-oxidacao" refere-se a oxidagado do carbono 3 em relagéo
ao grupo carboxilico do acido graxo. Em eucariotos, a B-oxidagdo degrada acidos
graxos em quatro etapas sequenciais, tanto em mitocdndrias quanto em
peroxissomos, removendo unidades de dois carbonos sob a forma de acetil-CoA
(Vasiljevski et al., 2018). Este acetil-CoA segue para o ciclo do TCA, onde gera ATP
tornando a p-oxidagao uma via essencial para a producao de energia celular (Houten
et al., 2016).

O butirato, sendo um acido graxo de cadeia curta, pode ser metabolizado via
da B-oxidacao dentro das mitocdndrias ou peroxissomos. Apesar de um mecanismo
basico similar compartilhado, as organelas diferem em detalhes, como as enzimas
especificas, produtos finais e objetivos metabdlicos (Demarquoy et al., 2015; Fransen
et al., 2017). Uma vez no interior da matriz mitocondrial ou peroxissomal, o butirato é
ativado pela acil-CoA sintase, que utiliza a a energia do ATP para acoplar o acido
graxo a coenzima A (CoASH), formando butiril-CoA (Figura 16) (Sandhir, 1999). Esse
butiril-CoA sofre B-oxidagao, sendo quebrado em duas moléculas de acetil-CoA.

A B-oxidagao do butirato comega com a remogéao de hidrogénios do butiril-CoA,
catalisada por acil-CoA desidrogenase (mitocondria) ou acil-CoA oxidase
(peroxissomo) (Corthals et al., 2011). Essa desidrogenacgao cria uma dupla ligagao
entre os carbonos a e B, liberando elétrons que reduzem a coenzima flavina adenina
dinucleotideo FAD a FADH: (Vasiljevski et al., 2018). Na mitocéndria, o FADH:2
alimenta a cadeia respiratoria para produzir ATP (Feher, 2012). Nos peroxissomos, o
FADH2 doa elétrons diretamente ao oxigénio, formando H202, que é entado
neutralizado pela catalase (Demarquoy et al., 2015).

A B-oxidagdo prossegue com a adicdo de uma molécula de agua (H20) a
ligagdo dupla (formada na etapa anterior) entre os carbonos a e 3, gerando 3-
hidroxibutiril-CoA. Essa hidratagcdo ocorre tanto na mitocdndria quanto no
peroxissomo, mas com enzimas diferentes. A terceira etapa € uma segunda
desidrogenagado, removendo atomos de hidrogénios do 3-hidroxibutiril-CoA para
formar 3-cetobutiril-CoA (Figura 16) (Le Borgne et al., 2012). Novamente, enzimas
especificas atuam em cada organela, transferindo os hidrogénios para NADY,

produzindo NADH. Na mitocdndria, o NADH doa elétrons a cadeia respiratoria para
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gerar ATP (Corthals et al., 2011). A etapa final é a clivagem tiolitica, catalisada pela
tiolase, que quebra a ligagcao entre os carbonos a e  do 3-cetobutiril-CoA e adiciona
CoASH, liberando duas moléculas de acetil-CoA (Demarquoy et al., 2015). Esse

acetil-CoA pode entrar no ciclo do TCA na mitocéndria para gerar CO2z ou ser liberado

no citosol.
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Figura 16: Esquema da B-oxidagao do butirato no peroxissomo e na mitocéndria. A (3-oxidacéo
do butirato, que ocorre tanto em peroxissomos quanto em mitocondrias seguindo quatro passos
(desidrogenacdo com FAD, hidratacdo, segunda desidrogenacéo e clivagem com CoA), gera duas

moléculas de acetil-CoA. Fonte: Elaborada pelo autor.

A produgdo de ATP, resultante da beta-oxidagdo do butirato possui a
capacidade de modular importantes vias de sinalizagao celular, como a via AMPK.
Essa modulagao permite o controle preciso de processos metabdlicos relacionados a

energia e também da via autofagica (Pant et al., 2017; Chen et al., 2020).

2.8. Butirato e a autofagia

Em diversos estudos com células o butirato destaca-se como um potencial
ativador da autofagia (Tang et al., 2011; Zhang et al., 2016; Lee et al., 2012). Essa
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capacidade de induzir a autofagia manifesta-se através do aumento da sintese de
proteinas cruciais para a formag¢ao do autofagossomo, como Atg8p e Atg5p (Li et al.,
2022; Pant et al., 2017). Os multiplos mecanismos pelos quais o butirato influencia a
autofagia frequentemente convergem na inibicdo do complexo TORC1p, como
demonstrado nas vias de sinalizagao AMPK e PI3K/Akt/TOR.

A proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK)
desempenha um papel crucial na manutengcdo da homeostase bioenergética celular,
atuando como um sensor sensivel as variagées nos niveis de ATP intracelular (Tang
et al.,, 2011; Li et al., 2022). Geralmente, a AMPK ¢é ativada por fosforilagdo em
resposta a um desequilibrio na razdo AMP/ATP dentro da célula (Stein et al., 2000).
Além disso, outros disturbios metabdlicos, como o estresse oxidativo e a privagao de
glicose (estresse nutricional), também podem desencadear sua ativagdo (Hardie et
al., 2012). Uma vez ativada, a AMPK pode iniciar uma série de eventos de sinalizagao
dentro da célula, sendo notavel sua capacidade de promover a autofagia por meio de
dois mecanismos principais: a inibicdo do complexo TORC1p e a fosforilagdo e

ativagao do complexo Atg1p (Figura 17) (Wang et al., 2022; Johnson et al., 2013).

O butirato é reconhecido como um ativador da AMPK e pode induzir sua
fosforilagdo por meio de diferentes mecanismos. Inicialmente, sua oxidagcao pode
elevar os niveis de ATP seguida por uma queda, gerando um desequilibrio na razao
AMP/ATP que ativa a AMPK (Clark et al., 2017; Tang et al., 2011; Singh et al., 2023).
Além disso, o butirato pode aumentar a produ¢ao de espécies reativas de oxigénio
intracelulares, que em altas concentragdes podem levar a inibicdo da sintese de ATP
mitocondrial, com consequentes aumentos nos niveis de AMP e ADP e assim ativando
a AMPK (Hardie et al., 2012). Independentemente do mecanismo de ativacado, a
indugédo da autofagia, como mencionado anteriormente na descrigdo das etapas do

mecanismo autofagico.

Outra via de sinalizacdo influenciada pela acdo do butirato é a via
PI3K/Akt/TOR. Esta via possui um papel crucial na regulagdo do crescimento celular
em resposta a disponibilidade de nutrientes (Pant et al., 2017; Giannattasio et al.,
2013). Ativada por receptores acoplados a proteina G (GPCRs) em condigbes
nutricionais favoraveis, a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) converte fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3), induzindo a
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fosforilarilagdo da Aktp, resultando na ativagao do complexo TORC1p e consequente
inibicdo da autofagia (Figura 17) (Oz-Arslan et al., 2024; lksen et al., 2021; Chalhoub
et al., 2009). A inibigdo dessa via, por outro lado, esta ligada a indu¢do da autofagia
(Zhou et al., 2021).

O butirato demonstra a capacidade de impulsionar o processo de autofagia
através da inibicdo do complexo TOR por meio da supressao da via de sinalizagao
PI3K/Akt/TOR (Huang et al., 2019). Esse comportamento esta associado a indugéo
do aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular
ocasionado pelo butirato em determinados tipos celulares (Ding et al., 2023; Gao et
al., 2023). Em concentracdes elevadas, essas espécies reativas de oxigénio podem
interferir negativamente no processo de fosforilagdo e, consequentemente, na
ativagao da proteina quinase Aktp (também conhecida como proteina quinase B), um
componente chave da via PISK/Akt/mTOR (Pant et al., 2017). A inativagao da Aktp
desativa a sinalizacao a jusante para o complexo TOR, o que possibilita o inicio do
processo autofagico (Zhou et al., 2021). Embora na literatura exista uma associagao
entre o butirato e modulagao dos niveis de EROs nas células, o mecanismo molecular
preciso pelo qual o butirato induz essa variagdo nos niveis de espécies reativas de

oxigénio ainda nao esta completamente esclarecido.
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Figura 17: O butirato influencia a autofagia através da modulagdo das vias PI3K/Akt/TOR e
AMPK. A ativacdo da AMPK por desequilibrio energético (via B-oxidagéo do butirato) ou pelo aumento
de espécies reativas de oxigénio (EROs) inibe TORC1p e ativa Atglp, iniciando a autofagia.
Paralelamente, o butirato pode aumentar EROs, inibindo a Aktp, o que também inativa TORC1p e

promove a autofagia. Fonte: Elaborada pelo autor.

Embora o butirato seja reconhecido por ativar vias de sinalizagao que levam a
autofagia, seus efeitos em baixas concentragdes sobre esse processo ainda n&o sao
completamente compreendidos (Donohoe et al., 2012). Diante dessa lacuna, torna-se
essencial investigar como o butirato de sddio influencia etapas cruciais da autofagia,
como a regulagao génica, a formacao do autofagossomo e a degradagao vacuolar.
Este estudo propde-se a examinar a agao do butirato em linhagens de Saccharomyces
cerevisiae com genes especificos deletados em 3 cepas (Aatg8, Apep4 e Agcn4),
buscando estabelecer uma possivel correlagdo entre a resposta autofagica induzida

pelo butirato e a fungao dessas proteinas durante a metabolizagcdo desse acido graxo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar a influéncia do butirato em baixas concentragbes nas diferentes

etapas do processo autofagico em células de Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos especificos

1) Determinar as concentragcdes n&o citotoxicas de butirato em células de
S. cerevisiae;

2) Investigar a influéncia do butirato nos mecanismos autofagicos
relacionados as proteinas Gcn4p, Atg8p e Pep4p;

3) Estabelecer o efeito do butirato sobre a funcionalidade mitocondrial nas
cepas Aatg8, Agcn4 e Apep4;

4) Relacionar a acao biologica do butirato com os niveis de oxidagao

intracelular nas cepas Aatg8, Agcn4 e Apep4.
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4, MATERIAIS E METODOLOGIAS
4.1. Materiais

4.1.1. Preparo da solugcao de Butirato de sédio

O butirato de sddio (B) foi adquirido pela Sigma-Aldrich Chemie (Brasil). Para o
preparo da solugao estoque de butirato de sddio na concentragdo de 20,0 mM pesou-
se 0,0220 g deste solido e solubilizou-se em 10 mL de agua destilada estéril. Desta
solugdo, retirou-se uma aliquota de 1,0 mL que foi adicionada a 9,0 mL de agua estéril
para a geragcao da solugdo final de butirato de sédio a 2,0 mM utilizada nos

experimentos diarios.

4.1.2. Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Nesse estudo foram utilizadas quatro cepas de Saccharomyces cerevisiae. A
cepa utilizada como controle foi a BY4741 (gendtipo: Mata; his3A1; leu2A0; met15A0;
ura3A0). As cepas mutantes isogénicas de BY4741 empregadas no estudo foram
Aatg8, Agcn4 e Apep4. A cepa BY4741 foi obtida pela companhia Euroscarf
(http://www.euroscarf.de/), com sede em Frankfurt (Alemanha), enquanto as cepas
mutantes deficientes nos genes ATG8, GCN4 e PEP4 foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Claudio Akio Masuda (UFRJ). Todas as cepas foram armazenadas em meio

YPD 2 % solido e conservadas sob refrigeragao (4 °C).

4.1.3. Meios de cultivo

Para os experimentos in vivo propostos foram utilizados os seguintes meios de
cultura: o meio YPD 2 % composto por 1 % de extrato de levedura (Difco, EUA), 2 %
de peptona (Difco, EUA) e 2 % de glicose (Vetec, Brasil); o meio YPD 2 % sélido
constituido por 1 % de extrato de levedura (Difco, EUA), 2 % de peptona (Difco, EUA);
2 % de glicose (Vetec, Brasil) e 2 % de agar (Himedia, India); o meio SD composto
por 2 % de glicose, 0,67 % de base nitrogenada de levedura (Difco, EUA) sem
suplementacdo de aminoacidos e 0,2 % de dropout de aminoacidos; € o meio de
privagdo de nitrogénio SD-N composto por 2 % de glicose e 0,17 % de base
nitrogenada de levedura sem aminoacidos e sulfato de aménio (Difco, EUA). Tais
meios de cultivo juntamente com os materiais de manipulagdo celular foram

previamente esterilizados em autoclave a 121 °C a 1 atm por 15 minutos.
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4.2. Metodologias

4.2.1. Condigodes de cultivo

Em uma cabine de fluxo laminar vertical com filtro HEPA (Marca ESCO®),
iniciou-se o cultivo celular a partir do preparo de um repique, que consiste na
transferéncia da cultura estoque de levedura auxiliada por alga de inoculagéo
(LOOPS) para um tubo viale contendo meio YPD 2 % sdlido inclinado. Este foi
submetido a uma incubagao a 28 °C por 24 h em uma estufa incubadora refrigerada
(BOD, Marca SOLAB®).

Para o preparo dos indculos calculados, uma pequena amostra celular foi
transferida por meio de uma alga de in6culo (LOOPS) para um tubo tipo falcon
contendo 10 mL de agua destilada estéril. O volume necessario para inocular cerca
de 4 pg de suspensdo celular foi obtido através do calculo para encontrar a
concentracdo celular a partr da medida da absorbancia (570 nm) em
espectrofotdbmetro (UV/Vis, Marca Biospectro®). Com o volume determinado, uma
aliquota correspondente a 4 ug foi inoculada em um erlenmeyer (250 mL) contendo
50 mL de meio YPD 2 %. Para cada cepa houve o preparo de um indculo

correspondente.

Os indculos foram incubados em uma incubadora tipo shaker (Incubadora
orbital refrigerada, Marca NOVATECNICA®) a 160 rpm/28 °C por 22 h. Apos esse
periodo, a concentracdo celular do indculo foi determinada através da medida da
absorbancia (570 nm) em espectrofotdbmetro por meio da conversado de suspenséo
celular em massa celular (mg de peso seco de células/mL de meio de cultura). A
suspensao celular foi recolhida para os experimentos em primeira fase do crescimento
exponencial (fermentativa), que corresponde a faixa de concentragéo entre 0,6 mg/mL

e 1,2 mg/mL.

4.2.2. Curva de crescimento

Apods 22 h de crescimento celular a concentragcado da suspensao de células foi
determinada, e uma aliquota contendo uma massa correspondente a 1 mg de células
foi transferida para erlenmeyers (50 mL) com 10 mL de meio YPD 2 %, gerando
indculos cuja concentragéo inicial corresponde a 0,1 mg/mL. A estes indculos
contendo a cepa controle foram adicionados diferentes volumes da solugéo de butirato

de sédio (2 mM), a fim de que tivéssemos concentragées de 0 uM, 50 uM, 100 uM,
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150 uM e 200 uM; e em seguida as suspensdes celulares foram incubadas em uma
incubadora tipo shaker a 160 rpm/28 °C por 24 h para a verificagdo da citotoxicidade
do butirato. Para a construgéo da curva de crescimento, uma aliquota de cada inéculo
foi retirada nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 22 e 24 horas para a leitura da turbidez
com o auxilio de um espectrofotbmetro na densidade Optica de 570 nm. A
concentracdo das suspensdes celulares foi determinada multiplicando-se a

absorbancia lida pelo fator de diluicdo e pelo fator éptico do préprio espectrofotdmetro.

4.2.3. Calculo da taxa de crescimento celular maxima (Mmax)

A taxa de crescimento celular maxima (umax.) foi obtida a partir do
monitoramento da variagdo da concentracdo das suspensdes celulares de BY4741
tratadas com butirato (0 uM, 50 uM, 100 pM, 150 uM e 200 pM) durante 24 h, conforme
0 ensaio de curvas de crescimento celular previamente descrito. A concentragao foi
aferida pela densidade éptica a 570 nm (DOs70). A taxa de crescimento especifica

(umax) foi entdo calculada utilizando a seguinte equagao:

Equacdo 1: Equagédo para o calculo da taxa de crescimento.
X = XO . e“t

Onde X corresponde a concentracéo celular no instante t, Xo € a concentragao
celular inicial, e 0 ymax € a taxa de crescimento especifica, como demonstrado no
grafico abaixo (Do Nascimento et al., 2018) (Figura 18). A taxa de crescimento
especifica foi calculada para a fase exponencial da curva de crescimento de

Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 18: Determinagcdo da taxa de crescimento celular especifica (u) a partir da curva de
crescimento de Saccharomyces cerevisiae. A curva de crescimento da levedura pode ser dividida
em 5 partes: fase lag, fase exponencial (fermentagéo), desvio diduxico, fase pés-diauxica (respiragéo)
e fase estacionaria. A taxa é calculada na fase exponencial. Fonte: Elaborada pelo autor com base em
(Pires, 2017).

4.2 4. Viabilidade celular da curva de crescimento

Para monitorar a citotoxicidade a partir das concentracdes de butirato de sédio
utilizadas na construcdo da curva de crescimento, avaliou-se a possibilidade de
formacgao de colbnias. Para isso, retirou-se aliquotas de suspensao celular com massa
correspondente a 40 ug nos tempos de 2, 6 e 24 horas. Em seguida, essas aliquotas
foram submetidas a uma diluicdo seriada em agua destilada estéril. Ao final dessa
diluicdo, uma massa de aproximadamente 0,04 ug de suspenséo celular foi inoculada
em placas de Petri contendo meio YPD 2 % sdlido, utilizando-se uma alga de Drigalski
para o espalhamento. Essas placas foram entao incubadas em uma estufa incubadora
refrigerada a 28 °C e as col6nias contabilizadas apds trés dias. Cada resultado

individual foi obtido em experimentos com duplicata.

4.2.5. Ensaio de viabilidade com resazurina

O protocolo descrito por Fai et al. (2009) foi utilizado como base para o
experimento. In6culos das cepas BY4741, Agcn4, Aatg8 e Apep4 foram feitos
conforme descrito anteriormente. Retirou-se uma aliquota da suspensao celular
correspondente a 10 mg de células, centrifugou-se (6000 rpm/5 min), desprezou-se 0

sobrenadante e as células foram lavadas com agua destilada estéril. Em seguida, as
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células foram ressuspensas em solu¢ao tampao de fosfato de potassio (50 mM, pH
6,0), e separadas em células que seriam expostas a solugao de butirato de sédio com
concentracdo de 100 yM em contato com a suspensao celular, e células que nao
passariam por esse tratamento utilizadas como parametro para controle. Apds 24 h
sob agitagdo em uma incubadora tipo shaker a 160 rpm/28 °C, as suspensdes
celulares foram centrifugadas, lavadas duas vezes com agua deionizada e
ressuspensas em solugdo tampdo de fosfato de potassio (50 mM, pH 7.4),
previamente preparada em agua deionizada. Dessa suspensdo, uma aliquota
correspondente a 1,5 mg das células foi transferida para uma placa de 96 pogos preta
em triplicata, adicionou-se aos pogos uma solugcédo do reagente sal sédico 7-hidroxi-
3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido, conhecido como resazurina, a 12,5 uM de
concentragdo em solucédo tampéo de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,4). O ensaio
baseia-se na reagao redox do corante ndo toxico resazurina (azul — baixa
fluorescéncia) que é reduzido a resorufina (rosa — alta fluorescéncia) pela acao de
enzimas redutases presentes no metabolismo celular através da geracao de poder

redutor intracelular (Figura 19).
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Figura 19: Principio do ensaio da resazurina. Redugio da resazurina (azul) a resorufina (rosa)

frente a agdo do metabolismo celular ativo.

As células expostas ao reagente resazurina foram incubadas durante 40
minutos, e apds esse periodo realizou-se a quantificacdo da fluorescéncia através de
um leitor de microplacas CHAMELEON V (HidexOy®), onde utilizou-se um conjunto
de filtro de lentes correspondente aos comprimentos de onda de 534 nm (excitagao)
e 590 nm (emissao). A quantificacéo é baseada na promoc¢ao de incidéncia de luz de
excitacao sobre os pocos contendo as amostras e na luz de emissao detectada pelos
filtros do aparelho. Os dados coletados foram expressos em porcentagem relativos ao
controle (BY4741) com o intuito de se obter uma clara compreensao dos resultados.
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4.2.6. Viabilidade celular em resposta a autofagia induzida por privagao de

nitrogénio

O ensaio de indugédo autofagica por privagao de nitrogénio realizado nesse
estudo adaptou-se ao protocolo proposto por George et al. (2000). Apds o crescimento
celular por 22 h, foram retiradas aliquotas das suspensdes celulares de BY4741,
Aatg8, Agcn4 e Apep4 correspondentes a 10 mg de células. Estas foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado, as células lavadas com agua destilada
estéril e ressuspensas em 10 mL de meio indutivo de autofagia por privagao de
nitrogénio (SD-N) e em meio em condi¢des nutricionais sem restricdes (SD), a fim de
obter uma concentracéo final correspondente a 1,0 mg/mL. As culturas foram divididas
em células sem tratamento para termos um controle frente as células tratadas com
100 uM de solucgao de butirato de sodio. O tratamento foi realizado simultaneamente
a exposicdo aos meios SD e SD-N. As suspensdes foram incubadas em uma
incubadora tipo shaker a 160 rpm/28 °C durante 4 h e 24 h. Apds esses periodos as
amostras de cada cultura foram plaqueadas em meio YPD 2 % solido, conforme
descrito anteriormente e em duplicata, e as colénias contabilizadas apos trés dias em

estufa incubadora refrigerada a 28 °C.

4.2.7. Quantificagado de coldnias petite

Apobs o plaqueamento realizado no ensaio de viabilidade autofagica, a detecgao
e quantificacdo das mutantes “petite” foi realizada a partir da observagao da variagcéao
de tamanho das col6nias. As células das colénias petite sdo0 menores do que as das
colénias padrao observadas nas placas da cepa controle, possibilitando a distincao
entre estas. A partir do 5° dia de plaqueamento, as placas foram fotografadas com o
auxilio de um fotodocumentador (Gel Doc XR+ Gel Documentation System, Biorad®)
e foram contabilizadas (Qi et al., 2024; Whittaker et al., 1979).

4.2.8. Niveis de espécies reativas de oxigénio totais

As cepas BY4741, Aatg8, Agcn4 e Apep4 foram separadas em grupos de
células tratadas com solugao de butirato de sédio na concentragdo de 100 uM e em
grupos de células sem tratamento; e submetidas simultaneamente a indugdo do
processo autofagico através da exposi¢gao ao meio de privagéao de nitrogénio (SD-N)
e ao meio sem restricdo de nitrogénio (SD), como descrito no ensaio de viabilidade
autofagica. Apos 4 h e 24 h de incubacdo, uma aliquota de 1,0 mg da suspenséao
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celular de cada amostra foi retirada, as células lavadas e ressuspensas em tampao
de fosfato de sodio (50 mM, pH 7,8), e em seguida foram expostas a 20 uL da sonda
fluorescente sensivel a EROs 2°,7’- diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA,
Life Technologies, EUA), e as suspensdes incubadas por 40 min na incubadora tipo
shaker a 160 rpm/28 °C. Apds a incubacgao as células foram centrifugadas e uma
aliquota do sobrenadante foi transferida para uma placa de 96 pogos preta em
triplicata e a intensidade da fluorescéncia foi medida usando o leitor de microplacas
CHAMELEON V nos comprimentos de onda de 485 nm (excitacdo) e 530 nm

(emissao) (Eruslanov et al., 2009).

4.2.9. Analise estatistica

Os resultados representam a média e o desvio padrdo de ao menos trés
experimentos independentes. O tratamento estatistico foi realizado através do
software GraphPad Prism 8 (Prism Software, Irvine, EUA) utilizando-se do teste de
analise de variancia (One Way, ANOVA), seguido do pés-teste de Tukey com o intuito
de comparar os resultados obtidos pelas diferentes médias. Os dados foram

considerados diferentes estatisticamente significativos para P < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagao de citotoxicidade do butirato em células de Saccharomyces

cerevisiae

5.1.1. Cepa BY4741: Analise da taxa especifica de crescimento e viabilidade

celular

Os ensaios de citotoxicidade s&o ferramentas essenciais para a triagem e
avaliagao da toxicidade de compostos e suas respectivas concentragées em culturas
celulares (Mori et al., 2013). Embora existam varios métodos para verificar a
citotoxicidade, os mais comuns baseiam-se na medida da capacidade de crescimento
celular (através da taxa especifica de crescimento), viabilidade celular ou da atividade
metabalica (Longo-Sorbello et al., 2006; Assad et al., 2019).

A taxa especifica de crescimento (umax) mede o aumento da densidade
populacional de células ao longo do tempo, indicando se um composto afeta a
proliferagao celular (Bhatia, 2015). Para calcula-la, geralmente sdo construidas curvas
de crescimento monitorando a concentragcdo da suspensao celular em intervalos de
tempo regulares (Olivares-Marin et al., 2018; Guinn et al., 2022). Durante o
monitoramento do crescimento celular, a taxa é obtida nas fases de crescimento
exponencial, onde a taxa € diretamente proporcional a concentracdo da biomassa
celular (Stanbury et al., 2017).

Neste estudo, para avaliar a citotoxicidade do butirato de sédio em
concentragcdes que assemelham-se as encontradas no colon intestinal (50 uM a 800
M) (Donohoe et al., 2012), investigou-se a influéncia de diferentes concentragdes de
butirato (50 uM, 100 uM, 150 uM e 200 uM) sobre a taxa especifica de crescimento
(umax) da cepa BY4741 (Tabela 1). Para isso, a concentragdo das suspensodes
celulares foi monitorada por 24 h, até que estas atingissem a fase estacionaria. A taxa
de crescimento especifica foi calculada utilizando-se apenas as densidades celulares
obtidas durante a fase exponencial do crescimento (Figura 20). E importante ressaltar

que, na presenca de toxicidade observa-se alteracdo nessa taxa.
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Tabela 1: Taxa especifica de crescimento (umix) da cepa BY4741 exposta a diferentes
concentragées de butirato de sédio ao longo de 24 h. As letras diferentes significam resultados
estatisticamente diferentes entre si para P < 0,05.

Taxa especifica de crescimento (Umax.)

0 uM 0,793 + 0,06 2
50 M 0,801 + 0,05 2
100 pM 0,774 + 0,06 2
150 uM 0,777 + 0,07 2
200 uM 0,778 + 0,04 2
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Figura 20: Curva de crescimento celular da cepa BY4741. O crescimento celular foi monitorado pela
leitura da densidade 6ptica (DO) em 570 nm de suspensdes celulares ao longo de 24 h de proliferagdo
das células na presenca de diferentes concentragées da solugédo de butirato de sédio (50, 100, 150 e
200 uM).

Os resultados obtidos na afericdo da taxa especifica de crescimento celular
(umax) demonstram que a faixa de concentragao entre 50 e 200 uM nao afeta o
crescimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo, portanto,
considerada nao-toxica e passivel de ser usada nos proximos ensaios que visam a
influéncia do butirato sobre etapas do metabolismo autofagico. A auséncia de
citotoxicidade nesse estudo era esperada, visto que as concentracbes utilizadas

nesse experimento sao inferiores aquelas demonstradas na literatura utilizando
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células de S. cerevisiae. Por exemplo, um estudo observou toxicidade apenas na
concentragdo de 15,04 mM (1,5x10* uM), um valor significativamente superior ao
empregado nesse estudo. A discussdo dos autores aponta que a toxicidade pode
surgir do uso de concentragdes elevadas de butirato. Nessas condi¢des, o composto
foi capaz de acidificar o ambiente celular e, por sua natureza lipofilica, seu acumulo
pode comprometer a integridade da membrana plasmatica, resultando em uma maior
permeabilidade (Mota et al., 2024 ). Além disso, em concentragdes elevadas o butirato
€ conhecido como um inibidor da enzima histona desacetilase (HDAC), o que poderia
suprimir a proliferacdo celular e até induzir a apoptose nas células de levedura
(Nguyen et al., 2011).

Estudos anteriores em outros modelos celulares como linhagens de hepatoma
(SK-Hep1 e SMMC-7721) também demonstraram que o butirato ndo € toxico em
concentragbes abaixo de 500 uM apds 24 h de exposigao (Jiang et al., 2012). De
forma semelhante, Carretta et al. (2016) observaram a auséncia de efeitos citotdxicos
em neutrofilos bovinos expostos a butirato em concentragdes inferiores a 1000 uM.
Esses estudos convergem com os resultados obtidos nesse trabalho, refor¢ando a
ideia de que o butirato apresenta baixa toxicidade nas faixas de concentragao

utilizadas.

Embora as curvas de crescimento possibilitem o calculo da taxa especifica de
crescimento (Umax), elas sdo consideradas limitadas por se basearem na leitura de
turbidez das suspensdes celulares ao longo do tempo. Essa caracteristica
impossibilita a diferenciagao entre células vivas das mortas, o que pode ocasionar
uma superestimagao da populagao viavel (Krishnamurthi et al., 2021). Para contornar
essa limitagcao e obter uma avaliagdo mais precisa da citotoxicidade, realizou-se um

ensaio complementar de viabilidade celular.

O ensaio de viabilidade celular concentra-se na analise do numero de células
com o metabolismo proliferativo ativo em uma amostra, permitindo verificar o efeito
citotéxico de um composto. A exposi¢ao das culturas celulares a substancias toxicas
ocasiona uma diminuicdo da viabilidade funcional e metabdlica, fornecendo uma
analise mais precisa do impacto do composto nas células (Stoddart et al., 2011;
Kamiloglu et al., 2020).
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Com o intuito de determinar se a exposi¢cao ao butirato afeta o metabolismo
proliferativo das células de S. cerevisiae (BY4741), avaliou-se a viabilidade celular de
culturas expostas a diferentes concentragdes de butirato (50 uM, 100 M, 150 uM e
200 pM). O monitoramento da viabilidade celular foi realizado através do
plaqueamento das suspensdes celulares apos periodos de 2 h, 6 h e 24 h de
exposicao das células a solugao de butirato de sddio (Figura 21). Este método baseia-
se na contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). E valido ressaltar que,
na auséncia de citotoxicidade, a viabilidade das células tratadas deve permanecer

semelhante a das células nao expostas ao butirato.
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Figura 21: Andlise da toxicidade do butirato de sédio por viabilidade celular. Percentual de
viabilidade celular baseado na contagem de colénias apds incubacao por 2, 6 e 24 h das suspensdes
celulares com solugéo de butirato de sédio (50, 100, 150 e 200 uM) em comparagéo com células sem

incubacgédo (controles negativos). One Way Anova (ns - ndo significativo para P > 0,05).

Como esperado, os resultados indicaram que nao houve reducdo na
porcentagem de colbnias e, consequentemente, na viabilidade celular das células
tratadas com butirato de sddio nas concentragdes testadas (50 a 200 uyM). Isso
demonstra que as células mantiveram-se tao viaveis quanto as amostras controle néo
tratadas com butirato. Esse comportamento corrobora as conclusbées da analise
anterior da taxa de crescimento, reforcando a evidéncia da auséncia de citotoxicidade

do butirato em baixas concentragdes em células de levedura.

Estudos que avaliam o impacto do butirato em baixas concentracbes na

viabilidade celular em modelos de levedura sdo escassos na literatura. Contudo, ha
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pesquisas utilizando outros modelos celulares, como as células de adenocarcinomas
de colon humano (HT29), as quais demonstraram que concentragdes de butirato
proximas a 500 uM ocasionaram uma redugdo de viabilidade menor que
concentragbes mais elevadas, como 5,0 mM (Chiang et al., 2021). Essa observagéo
€ corroborada por Li et al. (2015), que nao encontraram efeito citotoxico na viabilidade
celular na linhagem celular embrionaria humana (HEK293) em uma concentragao de
100 uM, uma das concentragdes utilizadas no presente estudo (Figura 21). Esses
dados da literatura convergem com os resultados obtidos nesse trabalho,
demonstrando que as concentracbes empregadas nesse experimento ndo foram
elevadas o suficiente para que promovesse danos metabdlicos as células capazes de

reduzir sua viabilidade por citotoxicidade.

Dentre as concentracdes testadas, a concentracido de 100 yM de butirato
destaca-se devido a sua capacidade de influenciar processos metabdlicos
importantes. Estudos anteriores revelaram que essa concentracao foi suficiente para
promover o aumento da citocina imunossupressora multifuncional TGF-B1 em
fibroblastos de murinos (Castro et al., 2021). O TGF-31 é essencial para a regulagéo
da proliferacédo celular e participa da depuragao de proteinas amiloides no cérebro
(Wollmer et al., 2010). Além disso, a concentracdo de 100 uM também foi capaz de
contribuir para a homeostase intestinal ao promover a elevacdo de expressao de
genes MU2 e MUCS5AC que estao relacionados a produgao de mucinas (Giromini et
al., 2022). Essas mucinas séo fundamentais para a formagado da camada muco-gel
que protege a mucosa gastrointestinal e permite uma maior adesao da microbiota no
lumen intestinal (Liu et al., 2020; Krasinskas et al., 2011). Por todas essas razdes, a
concentracédo de 100 uM de butirato foi definida como a concentragao padrao para os
experimentos subsequentes, visando investigar sua influéncia no processo

autofagico.

5.1.2. Cepas mutantes em Aatg8, Agcn4 e Apep4: Avaliagdo da atividade

metabodlica

Conforme discutido na revisao bibliografica na Sec¢éao 2.1. (p. 19), o processo
autofagico é essencial para a renovagao de componentes citoplasmaticos e, por essa
razado, atua em niveis basais em todos o0s organismos eucarioticos,
independentemente de fatores externos (Levine et al., 2019; Kuchitsu et al., 2018). A

delecao de genes importantes para essa via, como nas cepas Agcn4, Aatg8 e Apep4,
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pode desregular a autofagia e, consequentemente, impactar o metabolismo celular
mesmo quando essas células ndo sdao submetidas a estressores conhecidos por
aumentar o fluxo autofagico, como a privagao de nitrogénio (Mizushima et al., 2007,
Gulias et al., 2023; Boutouja et al., 2019; Maeda et al., 2017).

Devido aos fatores citados, € importante estabelecer a atividade metabdlica
basal das cepas mutantes em genes autofagicos na auséncia de indugao da autofagia
e em exposig¢ao ao butirato. Essa avaliagdo inicial € fundamental para identificar se as
linhagens Agcn4, Aatg8 e Apep4 ja apresentam alteragdes metabdlicas pré-existentes
e se o butirato, por si s6, compromete a atividade metabdlica dessas cepas.
Realizando essa etapa prévia, pode-se inferir que as observacgodes feitas durante a
inducao da autofagia possam ser atribuidas de forma precisa a disfungéo autofagica,
e ndo a alteragdes metabdlicas ja presentes nas linhagens disfuncionais durante

exposic¢ao ao butirato.

Para uma avaliagéo preliminar do impacto da exposi¢ao a 100 yM de butirato
na atividade metabdlica basal da cepa BY4741 e de suas mutantes isogénicas Agcn4,
Aatg8 e Apep4 durante 24 h, empregou-se 0 ensaio colorimétrico com o reagente
resazurina (Figura 22). O método da resazurina € amplamente reconhecido para
avaliar a atividade metabdlica celular e baseia-se na capacidade de enzimas
metabdlicas, como as desidrogenases presentes em células ativas e saudaveis, de
reduzir a resazurina (azul) em resorufina (rosa e fluorescente) utilizando poder redutor
gerado no metabolismo celular (Petiti et al., 2024). Células mortas ou com
metabolismo comprometido ndo realizam essa conversdo, o que resulta na
manutencdo da cor azul da resazurina e em uma leitura de menor intensidade de

fluorescéncia, indicando baixa ou nenhuma atividade metabdlica.
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Figura 22: Fluorescéncia da resorufina na cepa BY4741 e em suas mutantes isogénicas Agcn4,
Aatg8 e Apep4 com e sem exposicdo ao butirato de sédio por 24 h. Através dos valores da
fluorescéncia da resorufina obtidos na cepa BY4741 e nas mutantes Agcn4, Aatg8 e Apep4 com ou
sem exposigao ao butirato, pode-se avaliar o impacto do butirato na atividade metabdlica das células.
Andlise estatistica: One Way Anova (*** P < 0,001; **** P < 0,0001).

Os resultados mostraram que, entre as cepas mutantes com delecdo no
sistema autofagico, a Aafg8 ja apresentava uma atividade metabdlica basal
naturalmente menor, com cerca de 20 % inferior a cepa controle (BY4741). No
entanto, a sua exposi¢cdo ao butirato de sédio ndo a comprometeu ainda mais. As
cepas Agcn4 e Apep4 nao demonstraram uma reducgao significativa de atividade
metabdlica quando comparadas a controle (BY4741). Contudo, o tratamento com 100
MM de butirato reduziu a atividade metabdlica das cepas Agcn4 e Apep4 em 16 % e
20 %, respectivamente. Na literatura, a avaliagdo da atividade metabdlica em cepas
mutantes em Agcn4, Aatg8 e Apep4, como as utilizadas neste estudo, € pouco
explorada. Porém, €& possivel correlacionar os resultados obtidos com
comportamentos ja descritos, que explicam como o butirato pode afetar e reduzir a

atividade metabdlica observada.

A atividade metabdlica reduzida das células da cepa Aafg8 € provavelmente
uma consequéncia direta da sua incapacidade de formar autofagossomo, dada a
auséncia da proteina Atg8p. No processo autofagico basal, é indispensavel a
formacao do autofagossomo. Sem essa capacidade, a célula ndo consegue realizar a
depuracado de componentes citoplasmaticos danificados, resultando em um acumulo

de organelas ineficientes e compostos téxicos (Mizushima et al., 2007; Nieto-Torres
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et al., 2021). Esse acumulo, por sua vez, compromete a homeostase celular e,
consequentemente, diminui a atividade metabdlica. Por outro lado, o butirato nao
pareceu intensificar os danos resultantes da perda da capacidade autofagica, ja que
a exposigao do composto as células de Aatg8 nao ocasionou uma reducgdo adicional

de sua atividade metabdlica.

Como mencionado na revisao bibliografica, a cepa Agcn4 apresenta uma
incapacidade de gerar de forma constitutiva respostas transcricionais adaptativas
devido a auséncia no fator de transcricdo Gen4p, e isso pode torna-las mais sensiveis
a metabolizagao do butirato pelas células. Um exemplo disso seria que o butirato, em
baixas concentragdes, pode ser degradado pelas células por meio da B-oxidacgao,
podendo gerar impactos na fungdo mitocondrial (Lacroux et al., 2022; Donohoe et al.,
2011). Como o Gcen4p é um fator de transcrigdo capaz de regular genes relacionados
a funcdo mitocondrial, sua auséncia resultaria em uma resposta adaptativa
inadequada a presenca do butirato e de seus metabdlitos (Gulias et al., 2023). Isso
levaria a um estresse metabdlico, justificando a reducédo da atividade metabdlica

observada nas células da cepa Agcn4 expostas ao butirato.

Em células da cepa Apep4, ja foi demonstrado que a exposi¢gao a um acido
graxo de cadeia curta, como o acetato, pode ocorrer a indu¢gao de danos celulares
(Pereira et al., 2010). Devido a auséncia de Pep4p, uma protease crucial no processo
degradativo, a capacidade de degradacdo € comprometida resultando em prejuizos
na manuteng¢ao da homeostase metabdlica intracelular (Jones et al., 1982). De forma
similar, essa dinamica também pode ocorrer com o butirato, mesmo que em
concentracdes mais baixas. A exposi¢ao a esse composto pode levar ao acumulo de
danos celulares. Consequentemente, a inaptiddo da cepa Apep4 em realizar a

degradacao eficiente pode ocasionar uma redugao na atividade metabdlica.

Com base nos resultados desse ensaio, pode-se constatar que, previamente,
a exposicao das células a 100 yM de butirato de sédio pode comprometer a atividade
metabdlica das células mutantes das cepas Agcn4 e Apep4. Contudo, é fundamental
investigar se esse impacto persiste durante o crescimento dessas cepas em um meio
que induz a autofagia, como o meio privativo de nitrogénio (SD-N). Essa etapa €&
importante para determinar se esse comportamento observado esta diretamente

relacionado a disfungdo no processo autofagico.
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5.2. Investigagao da influéncia do butirato no metabolismo autofagico

O funcionamento adequado da via autofagica durante estresses metabdlicos,
como o estresse nutricional, € essencial para a sobrevivéncia celular (Khandia et al.,
2019). Em células de leveduras, o estresse nutricional induzido pela privagado de
nitrogénio no meio de crescimento celular é o indutor mais potente e frequentemente
utilizado para induzir o processo autofagico (Cebollero et al., 2009). Como detalhado
na secao 2.6 (p. 39) da revisao bibliografica, o butirato € conhecido por sua
capacidade de modular diversas vias metabdlicas, incluindo a autofagica. Portanto,
expor cepas mutantes com delegdo génica em ATG8, GCN4 e PEP4 ao butirato em
meio privativo de nitrogénio permitira investigar como esse composto influencia estes

mecanismos relacionados a autofagia.

5.2.1. Avaliagao da viabilidade celular em resposta a autofagia induzida por

privacao de nitrogénio

O ensaio de determinacido direta da viabilidade celular por formagao de
colénias para o monitoramento da autofagia tem como intuito avaliar a capacidade
das células permanecerem viaveis e com metabolismo proliferativo ativo, mesmo apos
serem expostas a condigdes privativas de nitrogénio (George et al., 2000). Esse
método € uma forma confiavel de medir a sobrevivéncia celular apds a inducédo da
autofagia por estresse nutricional, permitindo quantificar a capacidade de formacéao
de células-filhas apos indugao autofagica (Klionsky et al., 2021). Cabe ressaltar que
células com a fungéo autofagica comprometida exibem uma alteragcédo da viabilidade

em relagdo a cepa controle (Noda, 2008).

Ao combinar este ensaio com a exposi¢gao a compostos como o butirato, pode-
se verificar se ele atenua ou agrava a perda de viabilidade induzida pela privagao de
nitrogénio. Essa analise sera feita tanto na cepa controle (BY4741) quanto nas cepas
com delecdes especificas em diferentes etapas do processo autofagico (Aatg8, Agcn4
e Apep4). Isso permitira analisar o impacto do butirato em baixa concentragao sobre
a viabilidade dessas cepas disfuncionais no processo autofagico (Sturgeon et al.,
2019; Nadal et al., 2010).

5.2.1.1.Cepa BY4741

Com o objetivo de avaliar a influéncia do butirato em uma cepa com a via

autofagica integra e funcional sob condi¢dées que induzem autofagia, investigou-se o
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impacto do tratamento com 100 yM de butirato de soédio na cepa controle (BY4741)
utilizando o ensaio de viabilidade celular em resposta a autofagia induzida por
privagado de nitrogénio. Para fins comparativos, as células mantiveram-se em meio
sintético suplementado com aminoacidos (SD) e em meio sintético com restricdo de
nitrogénio (SD-N) sob as mesmas condi¢des de crescimento, sendo incubadas com

solugao de butirato de sddio por um periodo de 4 h e 24 h (Figuras 23a e 23b).
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Figura 23: Viabilidade celular da cepa controle (BY4741) em resposta a autofagia induzida por
privagao de nitrogénio. Células da cepa BY4741 tratadas com solu¢do de butirato de sédio (B) na
concentracdo de 100 uM por 4 h (a) e 24 h (b); mantidas previamente nos meios suplementado por
aminoacidos (SD) e com restricao de nitrogénio (SD-N). Andlise estatistica: One Way Anova (ns - ndo
significativo para P > 0,05; **** P < 0,0001).

Os resultados mostram que o crescimento das células da cepa BY4741 nao foi
afetado mediante o tratamento com a solugédo aquosa de butirato de sédio (100 pM)
nas diferentes condi¢des nutricionais e nos tempos estipulados, revelando que nao
houve influéncia da exposicdo do butirato nessa concentragao na viabilidade celular
da cepa controle (Figura 23). Esse comportamento observado era esperado por estar
de acordo com os ensaios anteriores, que ja indicavam a natureza nao-citotéxica do
butirato para a cepa BY4741. A auséncia de redugao na viabilidade celular, mesmo
sob condi¢cdes de inducado da autofagia, pode ser justificada pela integridade dos
mecanismos de defesa da cepa. A propria via autofagica age como uma resposta
adaptativa eficaz, minimizando o estresse metabdlico causado pela exposicao a

compostos exégenos, como o butirato (Suzuki et al., 2011).
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Além disso, independentemente do tratamento com o butirato, observou-se que
apos 24 h houve um aumento de cerca de 120 % da viabilidade das células onde foi
induzida a autofagia por restricao de nitrogénio (SD-N) comparado com as células em
meio nao restritivo (SD) (Figura 23b). Essa observacao torna-se relevante quando
analisada no contexto da literatura. Zhang et al. (2015) demonstraram que em uma
concentracdo similar a utilizada nesse estudo, 100 uM de butirato, trouxe indugao de
autofagia em células de carcinomas colorretais. Apesar dessa indugédo, ndo houve
morte celular significativa causada pela intensificagdo massiva do processo
autofagico. Isso sugere que a autofagia pode ser induzida sem necessariamente
ocasionar uma reducao da viabilidade autofagica, um achado consistente com o que
observamos nesse estudo. Corroborando essa perspectiva, Evans et al. (2017)
também exploraram os efeitos combinados de privacao nutricional e a exposi¢ao de
células epiteliais gengivais (Ca9-22) ao butirato. Os autores constataram que apenas
em concentragdes superiores a 625 PM houve uma intensificagdo do processo
autofagico, tdo pronunciada que culminou em impactos na morte celular. Em conjunto,
os resultados obtidos nessa dissertacéo e na literatura sugerem que a autofagia pode
ser estimulada pela presenca do butirato no ambiente celular, porém isso néo implica,
necessariamente, em um comprometimento ou redugao na viabilidade celular (Zhang
et al., 2015; Evans et al., 2017).

O aumento da viabilidade celular observado apds 24 h em meio privativo de
nitrogénio (SD-N) converge com estudos anteriores em leveduras. An et al. (2014)
relataram um comportamento semelhante na cepa controle de Saccharomyces
cerevisiae (SEY6210), onde o meio SD-N pareceu estimular o crescimento celular
apods 4 e 24 h, em comparacado com o meio YPD. No entanto, enquanto os resultados
obtidos em 24 h nessa dissertagado sdo consistentes, eles divergem dos resultados de
4 h do estudo citado, onde ndo houve um aumento de viabilidade ligada a
diferenciagcao do meio.

Os dados obtidos no presente estudo apds 4 h levam a hipotese de que, na
fase inicial da privagdo de nitrogénio, o consumo de aminoacidos direcionado a
sintese proteica como uma resposta adaptativa excede em muito os niveis de
aminoacidos livres derivados da autofagia. Isso promove uma queda abrupta do pool/
de aminoacidos, podendo resultar na estagnacao do crescimento celular. Contudo,

apos 24 h ha uma reducédo da quantidade de aminoacidos livres em paralelo a um
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aumento da taxa de sintese proteica. Isso denota uma adaptacdo as condig¢des
restritivas, onde as células em exposicdo prolongada a privagao de nitrogénio
estimulam a autofagia (Onodera et al., 2005; Degenhardt et al., 2006).
Consequentemente, a autofagia pode atenuar o estresse metabdlico pela remogéao de
organelas e proteinas disfuncionais, promovendo a sobrevivéncia das células e

resultando em um aumento da viabilidade celular, como observado na Figura 23b.

5.2.1.2. Cepa Agcn4

Com o intuito de averiguar a influéncia do butirato em células com deficiéncias
na resposta adaptativa transcricional a estresses metabdlicos e com o sistema de
biossintese de aminoacidos prejudicado sob condi¢des que induzem a autofagia,
avaliou-se o impacto do tratamento com 100 uM de solucéo de butirato de sédio na
cepa mutante Agcn4 utilizando o ensaio de viabilidade celular em resposta a autofagia
induzida por privagcado de nitrogénio. Para essa analise, a cepa Agcn4 foi exposta as
mesmas condigdes de crescimento utilizadas anteriormente para a linhagem BY4741,
€ as suas respectivas viabilidades comparadas com a da cepa controle por um periodo
de 4 e 24 h (Figuras 24a e 24b).
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Figura 24: Viabilidade celular da cepa Agcn4 em resposta a autofagia induzida por privagao de
nitrogénio. Células de Agcn4 tratadas com solugao de butirato de sodio (100 uM) (Agcn4 + B) por 4 h
(a) e 24 h (b); mantidas previamente nos meios suplementado por aminoacidos (SD) e com restri¢ao
de nitrogénio (SD-N). Analise estatistica: One Way Anova (ns - ndo significativo para P > 0,05; **** P <
0,0001).

Os resultados obtidos para o horario de 4 h indicaram que a exposi¢cao a

solugao de butirato de sédio (100 uM) nao impactou o crescimento das células da
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cepa Agcn4 em nenhuma das condigdes nutricionais. Isso sugere que, nesse periodo,
o butirato ndo influenciou a viabilidade celular da cepa Agcn4 (Figura 24a).
Entretanto, diferentemente do observado as 4 h, a exposigéo prolongada ao butirato
em 24 h, sob condi¢des privativas de nitrogénio que impulsionam a autofagia, resultou
em uma reducgdo de cerca de 13 % na viabilidade da cepa Agcn4 em comparagao com
a mesma cepa sem tratamento com butirato (Figura 24b). Isso demonstra que a
exposicao prolongada ao butirato pode agravar o estresse metabdlico de uma célula
ja naturalmente prejudicada na resposta adaptativa ao estresse, culminando na

reducao da viabilidade da cepa Agcn4 quando exposta ao butirato.

A diminuicdo da viabilidade observada na cepa Agcn4 em exposigcao
prolongada ao butirato pode ser justificada pela forma como este composto é
metabolizado dentro das células. Estudos sugerem que, em baixas concentragdes, o
butirato pode ser processado por leveduras pela via p-oxidagao (Donohoe et al., 2012;
Guilloteau et al., 2010). Os produtos dessa oxidagao podem ser utilizados em diversas
vias de sintese, como a producdo de lipideos ou glicose, porém comumente s&o
direcionados para o metabolismo energético produzindo ATP (Zhang et al., 2021,
Donohoe et al., 2012; Donohoe et al., 2011). Como demonstrado na sec¢éo 2.7.2. (p.
48) da revisdo bibliografica, tanto durante a p-oxidagdo quanto o caminho
subsequente para o ciclo do acido tricarboxilico (TCA) geram espécies reativas de
oxigénio (EROs), e se a homeostase redox nao for mantida, este excesso de EROs

pode desencadear um estresse oxidativo nas células.

O fator de transcricdo Gcndp é fundamental para regular as respostas
adaptativas ao estresse, incluindo o estresse oxidativo (Stovall et al., 2021). Sua
presenca esta relacionada a resisténcia a hiperperoxidos e também a mediagcao da
transcricdo de genes responsaveis pela biossintese de enzimas antioxidantes
(Mascarenhas et al., 2008; Lian et al., 2021; Gulias et al., 2023). A auséncia desse
fator de transcricdo pode, portanto, diminuir a eficacia desta resposta a um possivel e

provavel aumento do estresse oxidativo.

Embora a curto prazo, como em exposi¢oes de 4 h, as células deficientes em
Gcndp possam demonstrar alguma capacidade de adaptagéo e até mesmo ativar vias
compensatoérias, como a via transducional de sinal Msn2p/Msn4p, para lidar com o
estresse provocado pelo butirato; a exposicéo prolongada agrava significativamente
essa condi¢cao (Carmona-Gutierrez et al., 2010). Com o tempo, o esgotamento dos
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nutrientes, somado a inducao de estresse oxidativo pelo aproveitamento do butirato
pelo metabolismo energético, pode comprometer drasticamente o funcionamento das
células da cepa Agcn4. Esse cenario pode acarretar em morte celular, o que explicaria
a reducao da viabilidade em 24 h.

5.2.1.3. Cepa Aatg8

Para investigar como o butirato afeta células com a formacédo do
autofagossomo comprometida durante a indugéo da autofagia, analisou-se o efeito da
exposicado de células mutantes de Aatg8 a solugdo de butirato de sddio (100 pM)
usando o ensaio de viabilidade celular em resposta a autofagia induzida por privagao

de nitrogénio durante um periodo de 4 e 24 h (Figuras 25a e 25b).
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Figura 25: Viabilidade celular da cepa Aatg8 em resposta a autofagia induzida por privacao de
nitrogénio. Células da cepa Aatg8 tratadas com solugéo de butirato de sédio (100 uM) (Aatg8 + B) por
4 h (a) e 24 h (b); mantidas previamente nos meios suplementado por aminoacidos (SD) e com restrigao

de nitrogénio (SD-N). Andlise estatistica: One Way Anova (ns - nao significativo para P > 0,05).

A analise dos resultados referentes a cepa Aatg8 sugere que seu crescimento
nao se alterou apds a sua exposicao a solugcdo aquosa de 100 uM de butirato de sodio,
independentemente da disponibilidade de nutrientes e do tempo de exposi¢cao
(Figuras 25a e 25b). Isso demonstra que o tratamento com butirato ndo foi capaz de
impactar significativamente a viabilidade da cepa Aatg8.

Para compreender a razdo do butirato nao afetar a viabilidade celular da cepa
Aatg8, é necessario entender a interagdo entre a agao do butirato na autofagia e o

impacto da auséncia da proteina Atg8p nessa via. Conforme mencionado na seg¢ao



74

2.8 (p. 48) da revisao bibliografica, o butirato estimula a autofagia ao interagir com as
vias de sinalizacdo AMPK/TORC1 e PI3K/Akt/TORC1. A resposta dessas interagdes
culmina na inativagdo do complexo TORC1, o que permite a formagao do complexo
Atg1p (Coccetti et al., 2018; Pant et al., 2017). Esse complexo, ent&o, é recrutado para
o PAS (sitio de montagem do fagéforo), dando inicio a formagao do autofagossomo
(Yuan et al.,, 2017). Nesse processo, a presenca de Atg8p é importante para a
expanséao e formagao do autofagossomo; e sua auséncia compromete o processo e
interrompe o fluxo autofagico, pois ndo ha vias compensatérias conhecidas para suprir

a perda de sua fungao (Nieto-Torres et al., 2021).

Assim, mesmo que o butirato ative as vias de sinalizagdo que normalmente
promovem a autofagia, a falta de um componente essencial como Atg8p impede que
essa acao resulte em um alivio do estresse metabdlico ocasionado pela perda da
funcao autofagica, o que, de outra forma, aumentaria a viabilidade celular. Da mesma
forma, o butirato também nao parece causar mais danos as células da Aatg8, o que
se manifestaria em uma diminuigdo da viabilidade. Isso explica por que a exposicao
ao butirato ndo altera a viabilidade da cepa Aatg8: a auséncia dessa proteina
inviabiliza o fluxo autofagico e, consequentemente, uma possivel atuagcao do butirato

nessa via.

A hipétese de que a auséncia de Atg8p impede a agéo do butirato no processo
autofagico & corroborada por estudos como os de Wen et al. (2024) e Jiang et al.
(2020). Embora esses estudos ndo utilizem S. cerevisiae como modelo, eles
demonstraram que baixas doses de butirato aumentaram a expressao da proteina
LC3p (a homologa de Atg8p em mamiferos) e sua isoforma ativa, LC3-llp, em
hipocampos de ratos Sprague—Dawley e em células epiteliais gengivais humanas,
respectivamente. Além disso, a literatura ja estabeleceu que o acumulo de LC3p,
induzido pelo butirato, esta ligado a interacdo desse composto com as vias de
sinalizagcdo AMPK/TORC1 (Wang et al., 2020). Juntos, esses dados e os resultados
obtidos reforcam a ideia de que, sem a presencga da Atg8p, o butirato ndo consegue

influenciar o fluxo autofagico.

5.2.1.4. Cepa Apep4

Com o proposito de averiguar o efeito do butirato sobre células com a

degradagao da carga autofagica disfuncional, investigou-se o impacto da exposi¢céao
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de uma solugao de butirato (100 uM) sob células mutantes Apep4 mediante o uso do
ensaio de viabilidade celular em resposta a autofagia induzida por privagao de

nitrogénio apds um periodo de 4 e 24 h (Figuras 26a e 26b).
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Figura 26: Viabilidade celular da cepa Apep4 em resposta a autofagia induzida por privagao de
nitrogénio. Células da cepa Apep4 tratadas com solugéo de butirato de sédio (100 uM) (Apep4 + B)
por 4 h (a) e 24 h (b); mantidas previamente nos meios suplementado por aminoacidos (SD) e com
restricdo de nitrogénio (SD-N). Andlise estatistica: One Way Anova (ns - ndo significativo para P > 0,05;
**P < 0,01, *** P <0,0001).

Analisando os resultados obtidos para o periodo de 4 h, observa-se que, assim
como nas cepas mutantes anteriores, o tratamento com 100 uM de solucéo de butirato
de sddio nao alterou o crescimento celular da cepa Apep4 em nenhuma das condicoes
nutricionais testadas (Figura 26a). Esse padrdo, comum a todas as cepas avaliadas,
sugere que 4 h é um tempo insuficiente para que a influéncia do butirato se manifeste
na viabilidade, seja na cepa Apep4, na BY4741, ou em outras mutantes isogénicas

como a Agcn4 e a Aatg8.

Durante o periodo de 24 h, a viabilidade celular da cepa Apep4 mostrou-se
sensivel tanto a presenca de aminoacidos no meio de crescimento quanto a solugao
de butirato (100 uM) (Figura 26b). Em meio SD, a exposi¢ao ao butirato resultou em
um aumento de aproximadamente 24 % na viabilidade da cepa Apep4 quando
comparada a mesma cepa nao tratada. Por outro lado, quando as células de Apep4
foram cultivadas em meio SD-N, induzindo o processo autofagico por estresse
nutricional, o tratamento com butirato causou uma reducédo de cerca de 16 % na

viabilidade da cepa Apep4 em comparagdo a mesma cepa sem butirato. Esses
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resultados indicam que o efeito do butirato na cepa Apep4 depende do meio
nutricional: ele é benéfico em condigdes nutricionais ricas em aminoacidos,
aumentando a viabilidade da cepa mutante; no entanto, em situacdes de estresse
nutricional que induzem a autofagia o efeito sera prejudicial, culminando na perda da

viabilidade da cepa Apep4.

Para entender o porqué do butirato atuar de forma diferente em células Apep4
sob distintas condigdes nutricionais e como isso se relaciona com a autofagia, é
fundamental compreender o impacto da auséncia de Pep4p nesses dois cenarios.
Como explicado na secédo 2.5.3 (p. 37) da revisao bibliografica, a Pep4p é uma
protease de cascata fundamental para a degradacado do autofagossomo no vacuolo.
Quando essa proteina € deletada, a degradacédo torna-se ineficiente devido a
inativacdo de outras proteases e hidrolases vacuolares. Consequentemente, isso
pode levar a um acumulo de autofagossomos tanto no vacuolo quanto no citoplasma,
tornando essas células metabolicamente estressadas de forma inerente, ja que a
autofagia basal continua ocorrendo mesmo sem estimulos externos (Button et al.,
2017; Carmona-Gutiérrez et al., 2011).

Em condi¢gdes de abundancia de nutrientes, o aumento de viabilidade das
células a cepa Apep4 apos a exposig¢ao ao butirato sugere que este composto estq,
de alguma forma, promovendo a proliferagao celular e compensando parcialmente a
disfungao autofagica causada pela auséncia de Pep4p. Sabe-se que o butirato, ao ser
metabolizado pelas células de levedura, principalmente via B-oxidagdo, pode modular
diversas vias celulares (Strijbis et al., 2010; Pérez-Escuredo et al., 2016). E possivel
que este composto possa estar regulando vias de sinalizagdo pro-sobrevivéncia
(Donohoe et al., 2012); atenuando o estresse metabdlico basal naturalmente presente
nas células (Li et al., 2022; Hu et al., 2020); ou até mesmo apenas servindo como
fonte de energia para a produgao de ATP (Guilloteau et al., 2010; Tang et al., 2011).
Esses fatores, somados a disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo, podem
induzir uma resposta adaptativa ao estresse metabdlico inerente as células da cepa
Apep4, resultando no aumento de viabilidade observado em meio sintético rico em
aminoacidos na presenca do butirato em 24 h.

Em condicdes de privagdo de nitrogénio, o processo de autofagia é
intensificado nas células Apep4. No entanto, como a degradacao e a reciclagem de

nutrientes nessas células ¢é ineficiente, elas nado conseguem gerar a energia e 0s
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nutrientes necessarios a partir da autofagia, o que agrava o estresse metabdlico ja
existente (Carmona-Gutiérrez et al., 2011; Tsukada et al., 1993). A adi¢ao do butirato
nesse cenario de estresse severo pode estimular ainda mais a via autofagica atraves
das vias de sinalizagdo AMPK/TORC1 e PI3K/Akt/TORC1, resultando em um aumento
na produgcao e no consequente acumulo de autofagossomos néo degradados (Clark
etal., 2017; Huang et al., 2019). Esse acumulo pode se tornar toxico as células (Button
etal., 2017). Além disso, pesquisas indicam que a metabolizagao de acidos graxos de
cadeia curta, como o butirato, pode levar a um aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs), intensificando o estresse oxidativo nas células Apep4 (Oliveira et al.,
2015; Alugoju et al., 2018; Pereira et al., 2010). Com a degradacdo comprometida e o
aumento do estresse oxidativo somado ao acumulo de autofagossomos néo
degradados ao longo do tempo, os danos celulares podem se tornar irreversiveis,
culminando na morte celular e na consequente perda de viabilidade, conforme

observado nos resultados desse estudo.

5.2.2. Formagao de col6nias petite durante a viabilidade celular

Durante o ensaio de viabilidade celular em resposta a autofagia induzida por
privacao de nitrogénio realizado anteriormente, verificou-se a presencga de colbnias de
tamanho reduzido, conhecidas como petite, independente do tempo de crescimento
celular e das condig¢des de crescimento estabelecidas. Descritas pela primeira vez por
Ephrussi et al. em 1955, essas colbnias petite caracterizam-se por apresentar um
tamanho marginalmente menor do que as col6nias padrdao de suas linhagens
ancestrais (Figura 27) (Hess et al., 2009; Whittaker et al., 1979).
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Figura 27: Diferenga entre as coldonias com tamanho padrao e as coldnias petite. Comparagao
entre o crescimento de colénias em placas de Petri contendo meio YPD 2 % sélido. As colbnias petite

apresentam um didmetro menor do tamanho caracteristico comum.

Essas pequenas colbnias surgem por deficiéncias no metabolismo energético
que resultam na perda da funcdo respiratoria aerdbica, tornando as células
dependentes da respiracdo anaerobica. Consequentemente, elas apresentam uma
taxa de crescimento muito mais lenta e formam colénias menores (Qi et al., 2024;
Lipinski et al., 2010). Devido a essa caracteristica fisiolégica e genética distinta,
mesmo que essas células apresentem metabolismo proliferativo ativo, elas ndo sao
metabolicamente competentes por terem essa disfungao respiratéria (Epstein et al.,
2001; Vowinckel et al., 2021). Portanto, inclui-las em ensaios de viabilidade celular

pode superestimar o numero de células realmente viaveis.

Sendo assim, a contabilizacdo separada das colbnias petite é fundamental para
uma avaliagdo mais precisa da saude metabdlica e funcionalidade da populagao de
leveduras. Essa analise sera feita tanto na cepa controle (BY4741) quanto nas cepas
com autofagia disfuncional (Aatg8, Agcn4 e Apep4) nos tempos de 4 h e 24 h. Isso
permitiu investigar o impacto do butirato em baixa concentragdo na formagao dessas
variantes petite nas diferentes cepas, fornecendo informagdes importantes sobre a

funcao respiratoria e a capacidade de resposta ao estresse celular.
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5.2.2.1. Influéncia do butirato na formagao de petite em 4 h

Para avaliar a influéncia da exposi¢cao a uma solugéo de butirato de sédio (100
MM) nas cepas BY4741, Agcn4, Aatg8 e Apep4 durante um periodo de 4 h,
quantificou-se as colbnias petite a partir da diferenca do tamanho entre as colénias

para cada uma das cepas (Figura 28).
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Figura 28: Formacao de coldnias petite das cepas BY4741 e mutantes no processo autofagico
tratadas com 100 pM de butirato de sé6dio apés 4 h. Formacado de colbnias petite das cepas a:
BY4741; b: Agcn4; c: Aatg8; e d: Apep4 durante a viabilidade celular em resposta a autofagia induzida
por privagao de nitrogénio mediante a exposi¢do ao butirato e em meio SD e SD-N apos 4h. Analise

estatistica: One Way Anova (ns - ndo significativo para P > 0,05).

Os resultados indicaram que a exposi¢ao ao butirato de sédio por 4 h nao

alterou a quantidade de colbnias petite em nenhuma das cepas testadas. Além disso,
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nao houve diferenca estatistica entre os diferentes meios de crescimento, sugerindo
que a inducao da autofagia por restricdo de nitrogénio nesse curto periodo nao foi
suficiente para influenciar a formagao de colbnias petite. Contudo, as cepas mutantes
apresentaram o dobro do numero de coldnias petite em relacdo a cepa controle em

ambos os meios de cultivo.

Como observado nas analises de viabilidade celular em resposta a autofagia
induzida por privagédo de nitrogénio, esse comportamento pode ser atribuido ao curto
periodo de 4 h, que parece ser um tempo insuficiente para gerar uma resposta
adaptativa significativa as condi¢des estressantes aplicadas. Isso se aplica a todas as
cepas testadas (BY4741, Agcn4, Aatg8 e Apep4), impedindo um impacto perceptivel
na quantidade de colbénias petite quando comparadas as mesmas cepas nao tratadas.
Vale ressaltar que essa falta de alteragao perceptivel nesse tempo pode estar ligada

a sensibilidade do ensaio aplicado (Aslantlrk et al., 2018).

No entanto, foi possivel notar que as cepas deficientes em diferentes etapas do
processo autofagico apresentaram uma tendéncia de formagéo de petite superior a
cepa controle (BY4741), denotando que as cepas Agcn4, Aatg8 e Apep4 ja poderiam
apresentar uma disfungao na sua funcao respiratoria em niveis basais (Hess et al.,
2009).

5.2.2.2. Influéncia do butirato na formagao de petite em 24 h

Com o intuito de determinar a influéncia da exposi¢cdo a uma solugcdo aquosa
de butirato de sddio (100 uM) nas cepas BY4741, Agcn4, Aatg8 e Apep4 durante um
periodo de 24 h, quantificou-se as coldnias petite a partir da diferenga do tamanho
entre as colbnias para cada uma das cepas em um periodo de tempo mais prolongado
(Figura 29).
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Figura 29: Formacao de coldnias petite das cepas BY4741 e mutantes no processo autofagico
tratadas com 100 pM de butirato de sédio apds 24 h. Formacgao de colbnias petite das cepas a:
BY4741; b: Agcn4; c: Aatg8; e d: Apep4 durante a viabilidade celular em resposta a autofagia induzida
por privagdo de nitrogénio mediante a exposi¢ao ao butirato e em meio SD e SD-N apds 24 h. Analise
estatistica: One Way Anova (**** P < 0,0001).

A analise dos resultados de formacédo de colbnias petite apds 24 h revelou
padroes distintos entre as cepas, mesmo na auséncia de tratamento com butirato.
Somente as cepas BY4741 e Apep4 mantiveram uma quantidade similar de variantes
petite no meio sintético indutor de autofagia (SD-N), em comparagdo com suas
respectivas culturas em meio sintético suplementado com aminoacidos (SD) (Figuras
29a e 29d). Por outro lado, as cepas mutantes Agcn4 e Aatg8 apresentaram um
aumento significativo na porcentagem de colbnias petite em meio SD-N (Figuras 29b
e 29c¢). Esse aumento foi de aproximadamente 53 % para Agcn4 e 58 % para Aatg8,
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quando foram comparadas as mesmas cepas em meio SD, onde a autofagia nédo é

induzida.

Esses resultados indicam que as cepas BY4741 e Apep4 conseguem, de algum
modo, gerenciar melhor o estresse metabdlico e a perda da fungéo respiratéria
causados pela restricao nutricional em um periodo mais prolongado, em comparagao
com as cepas Agcn4 e Aatg8. Na cepa BY4741, o controle desse estresse pode ser
atribuido a propria autofagia, que, em equilibrio com a biogénese mitocondrial, permite
a depuragcédo de mitocondrias disfuncionais por meio da mitofagia (Qi et al., 2024;
Palikaras et al., 2015). Isso ajuda a manter a fungao respiratoria intacta, resultando

em uma menor quantidade de petite.

No entanto, essa mesma justificativa n&o se aplica a cepa Apep4, pois assim
como as cepas Agcn4 e Aatg8, ela também apresenta disfungbes no processo
autofagico. A diferenga para o seu comportamento divergente reside no fato de que
as mutagcdes em Agcn4 e Aatg8 podem inviabilizar a biogénese do autofagossomo,
enquanto a mutagdo em Apep4 afeta a etapa de degradacédo que ocorre apds a
formacgao do autofagossomo (Gulias et al., 2023; Nieto-Torres et al., 2021; Lemus et
al., 2022). Quando a degradacéo de mitocéndrias disfuncionais é necessaria, ocorrem
cascatas de sinalizagdo que as enderegcam para os autofagossomos (Doblado et al.,
2021). Nas cepas Agcn4 e Aatg8 sem a formacao dessa organela, essas mitocéndrias
com a funcio respiratéria comprometida permanecem no citoplasma. Ja na cepa
Apep4, essas mitocodndrias disfuncionais estariam contidas dentro de corpos
autofagicos e, mesmo que nao sejam degradados eficientemente, essa caracteristica
pode resultar em uma menor quantidade de colbnias petite, pois as mitocéndrias
danificadas estarao isoladas ao invés de ficarem livres no citoplasma aumentando a
possibilidade de geracédo de maiores danos as estruturas celulares e no ambiente

intracelular.

A analise da influéncia da exposi¢ao das células a solucéo de butirato de sodio
(100 pM) revelou que, de forma semelhante ao observado na viabilidade celular em
resposta a autofagia induzida, o tratamento com butirato ndo afetou a formacgao de
variantes petite nas cepas BY4741 e Aatg8. No entanto, o butirato pareceu influenciar
na formacao de petite nas cepas Agcn4 e Apep4 sob a indugao da autofagia em meio
restrito em nitrogénio (SD-N). Em células da cepa Agcn4 e Apep4, o butirato dobrou

a quantidade de colbnias petite comparada com as mesmas células sem tratamento.
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O aumento de colbnias petite em células Agcn4 expostas ao butirato revela que
esse composto pode intensificar o dano as mitocdndrias na auséncia de Gcn4p
durante o processo autofagico. A Gendp é importante para a expressao de genes
relacionados a biossintese de aminoacidos e enzimas antioxidantes (Li et al., 2024).
A falta de Gen4p em um meio privado de aminoacidos nas células desencadeia um
desequilibrio no metabolismo de aminoacidos, e uma forma de compensar isso &
através da ativacio de vias biossintéticas que utilizam o ciclo do TCA para fornecer
esqueletos de carbono para a sintese de aminoacidos (Gulias et al., 2023). Isso, por
sua vez, eleva o conteudo redutor que desencadeia uma alta atividade respiratoria
mitocondrial que esta associada a uma alta produgdo de EROs (Giorgi et al., 2018).
Na auséncia de Gecn4p as células tém uma capacidade comprometida de responder a
estresses metabdlicos, como o estresse oxidativo, tornando-as mais vulneraveis; e
por isso apresentam uma maior formagao de colbnias petite mesmo sem o tratamento

com butirato em meio SD-N (Shenton et al., 2003; Mascarenhas et al., 2008).

O butirato, ao ser metabolizado via p-oxidagao, gera subprodutos que podem
alimentar o ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e intensificar ainda mais a atividade
respiratoria (Bhat et al., 2015). Em células da cepa Agcn4, que ja possuem dificuldade
em lidar com o estresse oxidativo, a exposicdo ao butirato pode causar uma
sobrecarga de EROs, ocasionando danos mitocondriais e comprometimento da
funcdo respiratéria, o que resulta em mais colbnias petite. Paralelamente a esse
aumento de petite, observa-se uma perda da viabilidade celular, como descrito
anteriormente. Isso pode indicar que os danos mitocondriais tornaram-se tao severos
que ativam sinais pré-apoptaticos, desencadeando a apoptose que se reflete na perda
da viabilidade celular (Marchi et al., 2012).

Assim como em células de Agcn4, o aumento de coldnias petite na cepa Apep4
exposta ao butirato sob indugcdo da autofagia indica uma intensificagdo dos danos
mitocondriais, culminando na perda da funcido respiratéria. Como discutido nos
resultados anteriores, as células de Apep4 podem acumular autofagossomos nao
degradados no citoplasma e no vacuolo. A exposi¢cao ao butirato pode aumentar a
taxa de formagao dessas organelas, intensificando esse acumulo caracteristico
(Lemus et al., 2022; Button et al., 2017).

A formagéo continua desses corpos autofagicos, impulsionada pelo butirato,

consome recursos vitais como membranas, proteinas e energia (ATP), sem o
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beneficio da reciclagem desses componentes, ja que a etapa de degradacgao esta
comprometida devido a auséncia de Pep4p (Mandic et al., 2024; Maruyama et al.,
2021; Metur et al., 2024). Essa demanda elevada por recursos, como o ATP, pode
forgar as mitocdndrias a aumentar a geragdo de ATP; o que, a longo prazo, pode
resultar em influxo exacerbado de elétrons para a cadeia transportadora de elétrons,
causando danos mitocondriais (Zhao et al., 2019). Essas mitocondrias disfuncionais,
por sua vez, sao sinalizadas e necessitam da formagcao de autofagossomos para sua
degradagao por mitofagia, criando um ciclo vicioso (Doblado et al., 2021). Contudo,
sem a degradacéao restaurada, ocorre um acumulo dessas estruturas, aumentando o
estresse oxidativo e, em ultima instancia, resultando em danos mitocondriais e,
consequentemente, na perda da fungéo respiratoria (Button et al., 2017; Yun et al.,
2020). Essa perda reflete no aumento da quantidade de colbnias petite vista na cepa

Apep4 quando exposta ao butirato.

5.2.3. Influéncia do butirato sobre a oxidagao intracelular nas cepas mutantes

no processo autofagico

Como demonstrado pelos dados anteriores, pode estar ocorrendo
metabolizagdo do butirato e isso pode impactar a fungao respiratéria de duas formas:
via p-oxidagdo, onde é reaproveitado no metabolismo energético; ou pela indugao de
processos que exigem maior demanda de ATP, como a formagao de autofagossomos.
Essa perda da fungao respiratoria esta diretamente ligada a produgéo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Zhao et al., 2019). Embora as EROs possam
ser produzidas em varios compartimentos celulares em resposta a estimulos
enddégenos e exdgenos, a maior parte dessas espécies € gerada nas mitocéndrias,
dada a sua importante fungdo no metabolismo energético para a produgdo de ATP
(Hong et al., 2024; Sun et al., 2016).

Apesar da sua importdncia para a sinalizacdo de processos celulares
importantes, como crescimento e apoptose, a produgao e o acumulo excessivo dessas
espécies reativas de oxigénio comprometem a homeostase celular, resultando no
estresse oxidativo (Wrzaczek et al., 2013; Zhang et al., 2016). Esse desequilibrio entre
a produgdo de EROs e os mecanismos de defesa antioxidantes endégenos pode
danificar diversas biomoléculas e organelas importantes para o funcionamento celular,
inclusive a mitocondria (van der Pol et al., 2019). Isso leva a um comprometimento da

funcao respiratéria que, em casos severos, pode resultar na morte celular.
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Diversos ensaios permitem avaliar o estado redox das células, sendo uma
técnica comum o uso de sondas fluorescentes capazes de medir a presenga de
espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelulares (Eruslanov et al., 2010). Nesse
estudo, a anadlise da oxidagao intracelular da cepa BY4741 e de suas mutantes
isogénicas Agcn4, Aatg8 e Apep4 foi realizada com a sonda diacetato de 2’,7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) apés 4 e 24 h de exposi¢cdo das células ao
butirato. Isso permitiu analisar o estresse oxidativo intracelular ocasionado pelo

butirato durante a indug&o do processo autofagico.

5.2.3.1. Oxidagao intracelularem 4 h

Para investigar se o butirato influenciaria a producéo de espécies reativas de
oxigénio em 4 h, foi realizado um ensaio de quantificacdo dos niveis de oxidagao
intracelular correlacionados com os niveis de espécies reativas totais em todas as

cepas nos meios SD e SD-N (Figura 30).
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Figura 30: Oxidagao intracelular da cepa BY4741 e das cepas mutantes na autofagia (4datg8,
Agcn4 e Apep4) tratadas com 100 pM de butirato de sédio apos 4 h. Niveis de espécies reativas
em células das cepas BY4741, Aatg8, Agcn4 e Apep4 tratadas com butirato de sédio (B) mantidas nos
meios suplementado por aminoacidos (SD) (a) e com restricdo de nitrogénio (SD-N) (b). Analise
estatistica: One Way Anova (**** P < 0,0001).
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Os resultados obtidos mostraram que a exposigao a solugéo aquosa de butirato
de sodio (100 uM) por 4 h nao alterou os niveis de oxidagao intracelular em nenhuma
das cepas quando cultivadas em meio sintético suplementado com aminoacidos (SD)
(Figura 30a). Nessa condigéo, todas as cepas apresentaram uma porcentagem de
oxidagao intracelular semelhante. Contudo, em meio privativo de nitrogénio o nivel de
oxidagao intracelular das cepas mutantes no processo autofagico triplicou em relagao
a cepa controle (Figura 30b). Notavelmente, apenas a cepa Aatg8 pareceu ser
influenciada pela exposi¢g&o ao butirato, apresentando um aumento de cerca de 30 %
a mais de oxidacdo em comparagdo com a mesma cepa nao incubada com o
composto.

Em condi¢bes nutricionais favoraveis, a auséncia de proteinas essenciais para
o metabolismo autofagico (Agcn4, Aatg8 e Apep4) ndo modificou os niveis de
oxidacéao intracelular em 4 h. Esse resultado é esperado porque, na presencga de
abundancia em nutrientes, as células tém menor demanda de ativacdo de
mecanismos de reciclagem, como a autofagia. Consequentemente, a relevancia de
recrutar essas proteinas especificas diminui, fazendo com que o comportamento das
cepas mutantes se assemelhe ao da cepa controle (Delorme-Axford et al., 2015). Além
disso, mesmo existindo comprometimento do processo autofagico, a manutengao da
homeostase redox intracelular pode ser controlada por mecanismos de defesa
antioxidante enddgenos ou pela biogénese de novas mitocondrias mediante a
disponibilidade de nutrientes (Birben et al., 2012; Atici et al., 2023).

Em condicbes de privacdo de nitrogénio, a autofagia € induzida como uma
resposta adaptativa ao estresse, promovendo reciclagem de nutrientes e a
degradagao de componentes disfuncionais que poderiam prejudicar a sobrevivéncia
celular (Sturgeon et al., 2019; Tyler et al., 2018). Nesse cenario, a deficiéncia em
proteinas como Gen4p, Atg8p e Pep4p, que sao importantes para essa via metabdlica,
prejudica a remocao de organelas danificadas. Isso ocasiona o acumulo de
componentes celulares disfuncionais, como a mitocondria, que continuam a gerar
EROs mesmo quando envoltas em autofagossomos; como no caso de Apep4,
resultando em um nivel um pouco mais elevado de espécies reativas de oxigénio
nessas células (Gulias et al., 2023; Suzuki et al., 2011; Button et al., 2017). Esse
comportamento ndo é observado na cepa controle (BY4741), que possui uma via

autofagica funcional, indicando que o estresse oxidativo nas cepas mutantes pode ser
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resultante da falha na depuragdo de mitocondrias disfuncionais (Bakula et al., 2020;
De Gaetano et al., 2021). No entanto, € importante notar que, entre as cepas
mutantes, somente a cepa Aatg8 apresentou um aumento adicional das espécies
reativas de oxigénio em resposta a exposi¢cao ao butirato, sugerindo que células sem
Atg8p podem ter uma maior sensibilidade a esse composto inicialmente, algo nao
observado nas outras cepas.

Mesmo com a elevagao nos niveis de oxidagéo intracelulares, principalmente
apos a indugéo da autofagia, esse resultado n&o influenciou a perda de viabilidade ou
da fungao respiratéria, que refletiria em uma reducao da viabilidade celular ou num
aumento de formacgao de colbnias petite, respectivamente. Os ensaios anteriores ja
haviam demonstrado que ndo houve alteracdo com a indugao autofagica e a adigéao
de butirato. Esse comportamento sugere que o periodo de exposig¢ao de 4 h foi muito
curto para que os niveis elevados de oxidagdo intracelular causassem danos
perceptiveis em testes de viabilidade celular. O aumento observado pode estar
relacionado a uma resposta inicial das células ao estresse nutricional (Olsen et al.,
2010; Albrecht et al., 1998).

5.2.3.2. Oxidagao intracelular em 24 h

Com o intuito de avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio pelas
cepas BY4741, Agcn4, Aatg8 e Apep4 mediante a exposicdo a 100 yM de solugao
aquosa de butirato de sdédio apds 24 h, quantificou-se os niveis de oxidagao
intracelular correlacionados com os niveis de espécies reativas totais nos meios SD e
SD-N (Figura 31).
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Figura 31: Oxidagao intracelular da cepa BY4741 e das cepas mutantes na autofagia (Aatg8,
Agcn4 e Apep4) tratadas com 100 pM de butirato de sédio apds 24 h. Niveis de espécies reativas
em células das cepas BY4741, Aatg8, Agcn4 e Apep4 tratadas com butirato (B) mantidas nos meios
suplementado por aminoacidos (SD) (a) e com restricdo de nitrogénio (SD-N) (b). Analise estatistica:
One Way Anova (ns - nao significativo para P > 0,05; * P < 0,05; ** P < 0,01; **** P < 0,0001).

Ao analisar os resultados, notou-se que, assim como anteriormente, ha uma
diferenca nos niveis de oxidacao intracelular entre os meios de cultivo. No meio SD,
o resultado permaneceu semelhante ao obtido em 4 h, onde a exposicao a solucéo
aquosa de butirato de sodio ndo alterou os niveis de oxidagéo intracelular em
nenhuma das cepas (Figura 31a).

Sob inducao da autofagia por privagcao de nitrogénio (Figura 31b), a exposi¢cao
ao butirato n&o variou os niveis de oxidacao intracelular nas cepas controle (BY4741)
e Aatg8. As cepas Agcn4 e Apep4 foram as unicas a serem influenciadas pelo butirato
durante a inducédo da autofagia, apresentando um aumento nos niveis de oxidagao
intracelular de cerca de 33 % e 46 %, respectivamente, quando comparadas as suas
respectivas cepas nao tratadas. Dentre todas as cepas, a BY4741 manteve o menor
nivel de oxidacao intracelular, sendo aproximadamente duas vezes menor que as
cepas mutantes. Contudo, essa cepa apresentou um aumento de cerca de 45 % em
seus proprios niveis de oxidagao intracelular quando comparada ao seu estado em 4
h.
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O comportamento das cepas cultivadas em meio suplementado em
aminoacidos (SD) por 24 h corrobora com a analise anterior realizada em 4 h. Ambas
indicam que, em condi¢cdes de abundancia de nutrientes, a demanda pela indug¢ao do
processo autofagico € menor, o que torna a auséncia das proteinas Gcn4p, Atg8p e
Pep4p que sao importantes na via autofagica menos relevantes. No entanto, esse
cenario muda quando ha um estresse nutricional. Durante o estresse nutricional
prolongado, a tendéncia observada em 4 h se inverte: a exposi¢ao ao tratamento com
butirato resultou no aumento dos niveis de oxidacao intracelular nas cepas Agcn4 e
Apep4; enquanto o efeito oxidativo que estava presente na cepa Aatg8 em 4 h
desapareceu.

O comportamento observado nas células de Aatg8 em ambos os periodos de
tempo sugere uma resposta inicial ao estresse seguida de adaptagdo e compensagéao
celular. Mitocondrias disfuncionais apresentam uma redugao na sintese de ATP e um
aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) dentro da prépria
organela, ocasionada por diversos fatores tais como o acumulo de NADH (Aran et al.,
2023; Murphy, 2013). Em células deficientes em Atg8p, a incapacidade de formar
autofagossomos impede a degradacao imediata de organelas danificadas, como as
mitocdndrias, que por sua vez, permanecem no citoplasma (Ichimiya et al., 2020).

Dada essa falha na mitofagia, a cepa Aatg8 ja possui mitocondrias
disfuncionais em condi¢des basais. Quando o butirato € degradado e aproveitado pelo
metabolismo energético, pode ocorrer um aumento imediato na produgdo de EROs
(Tang et al., 2011; Salimi et al., 2017). Apesar dessas células possuirem um sistema
de defesa antioxidante enddgeno integro, essa perturbacao inicial decorrente da
adicdo do butirato, somada ao acumulo preexistente de mitocéndrias disfuncionais,
pode sobrecarregar esse sistema de defesa. No entanto, em um periodo mais
prolongado, como em 24 h, € possivel que a célula se adapte a esses estresses,
estimulando a produgao de mais enzimas antioxidantes, o que resulta na redugao dos
niveis de oxidagao intracelular (Farrugia et al., 2012). Essa redugao de cerca de 43 %
entre 4 e 24 h indica uma possivel resposta adaptativa ao estresse inicial.

A influéncia do butirato nos niveis oxidacao intracelular das cepas Agcn4 e
Apep4 sugere que os danos ocasionados pela elevagdo da oxidacgao intracelular
podem nao ser imediatos, como observado em Aatg8, mas se desenvolvem com o

tempo. Como ja mencionado, a Gen4p € um fator de transcrigdo importante para a
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regulacdo de genes de proteinas autofagicas e enzimas antioxidantes (Gulias et al.,
2023). Na auséncia de Gecn4p, as células podem ativar vias compensatérias, como a
via transducional de sinal Msn2p/Msn4p para responder ao estresse metabdlico.
Essas vias auxiliam na resposta ao estresse oxidativo através da ativagdo de genes
relacionados a defesas antioxidantes, resultando em uma reducido dos niveis de
oxidagao intracelular a longo prazo (Carmona-Gutierrez et al., 2010; Farrugia et al.,
2012). Isso justificaria a diminuigdo de aproximadamente 28 % na oxidagao observada
na cepa Agcn4 nao tratada entre 4 e 24 h.

Em contrapartida, em um periodo mais prolongado a exposi¢gao ao butirato
parece ter um efeito inverso na cepa Agcn4, aumentando em cerca de 7 % 0s niveis
de oxidacao intracelular entre 4 e 24 h. Isso pode ser atribuido a metabolizacdo do
butirato e a disfungdo mitocondrial presente nessas células mesmo em condi¢cdes
basais. Sem Gcn4p, ha um prejuizo na transcricao de genes essenciais para a etapa
inicial da autofagia, impedindo a degradagao de mitocéndrias disfuncionais (Gulias et
al., 2023). Em um curto periodo de tempo como 4 h, a metaboliza¢ao do butirato pode,
de fato, elevar os niveis de oxidacdo intracelular. No entanto, os mecanismos de
defesa antioxidante basais das células, mesmo que enfraquecidos, podem ser
capazes de lidar com esse aumento inicial provocado pelo butirato (Lacroux et al.,
2022). Todavia, a exposicao prolongada ao butirato e o acumulo continuo de
mitocdndrias disfuncionais ndo degradadas no citoplasma podem levar a uma
elevacdo da oxidagdo intracelular que excede a capacidade dos mecanismos
antioxidantes (Klionsky et al., 2021; Gallis et al., 2011; Shefa et al., 2019). Essa
combinacdo, associada a metabolizagdo do butirato, pode induzir a longo prazo
producdo e acumulo exacerbado de EROs, culminando na sobrecarga do sistema
antioxidante e no aumento observado dessas espécies na cepa Agcn4 durante a
exposig¢ao prolongada ao butirato.

Células da cepa Apep4 acumulam naturalmente autofagossomos devido a
inativagcdo de proteases e hidrolases essenciais, ja que a auséncia de Pep4p
impossibilita a ativacdo dessas enzimas e a continuidade do processo degradativo
(Button et al., 2017). Esse acumulo, por si s6, pode induzir o aumento da produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), pois mitocéndrias danificadas permanecem
sem ser degradadas, mesmo quando envoltas por autofagossomo, e continuam a

produzir EROs (Yun et al., 2020; Ichimiya et al., 2020). No entanto, essas espécies
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atuam como moléculas sinalizadoras, ativando cascatas de sinalizagdo que
impulsionam a expressao de genes relacionados ao sistema de defesa antioxidante
(Wrzaczek et al., 2013; Farrugia et al., 2012). Esse mecanismo compensatério poderia
atenuar o estresse metabdlico ocasionado pelas EROs. Como resultado dessa
sinalizagao eficaz, observa-se uma redugao nos niveis de oxidagao intracelular na
cepa Apep4 apos 24 h em comparagao com o periodo de 4 h.

Como ja discutido, a exposicdo ao butirato estimula tanto o metabolismo
energético quanto o processo autofagico, por meio das vias de sinalizagado
AMPK/TORC1 e a PI3K/Akt/TORC1. Em células da cepa Apep4, ambos 0s processos
decorrentes da metabolizagado do butirato podem intensificar a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs). A inducédo do processo autofagico pelo butirato pode
aumentar a geragdo de ATP, um recurso fundamental para a formacdo do
autofagossomo (Mandic et al., 2024; Huang et al., 2002). No entanto, sem a
degradagao funcional, as mitocdndrias danificadas acumulam-se dentro dos
autofagossomos e do citoplasma. Isso gera um ciclo vicioso, pois mais
autofagossomos sdo demandados no citoplasma para iniciar um processo de
degradagao falho. A producao de EROs pelas mitocdndrias disfuncionais durante esse
processo, a curto prazo (4 h), pode ser controlada por defesas antioxidantes
endoégenas, fruto de uma resposta compensatoria a esse aumento do nivel oxidativo.
Contudo, essas defesas sao limitadas, principalmente pela limitagao nutricional. Sob
periodos prolongados, a sobrecarga do sistema antioxidante pode levar a um aumento
do nivel oxidativo no interior das células (van der Pol et al., 2019). Isso reflete-se no
aumento nos niveis de oxidacao intracelular na cepa Apep4 exposta ao butirato de
sédio entre 4 e 24 h, indicando um agravamento do estresse oxidativo das células.

O aumento dos niveis de EROs nas cepas de Agcn4 e Apep4 expostas ao
butirato também pode ser explicado pela intensificacdo do estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). A literatura cientifica demonstra que a disfungdo mitocondrial,
uma condigdo ja observada anteriormente nas cepas mutantes de autofagia pela
presenga de colbnias petite, pode induzir a supressao do sistema de degradacgao
associado ao RE (Leadsham et al., 2013). Esse processo, por sua vez, leva ao
acumulo da enzima NADPH oxidase (Yno1p), resultando em uma produgao excessiva
de EROs. A longo prazo, o acumulo dessas espécies pode sobrecarregar as defesas

antioxidantes, culminando no encurtamento da vida util replicativa das leveduras (Ayer
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et al., 2014). No entanto, a presenca do butirato pode agravar o estresse do RE ao
estar associada a um aumento nos niveis de calcio intracelular (Zhang et al., 2016).
Essa alteracdo de fluxo de calcio contribui para a acumulagdo de proteinas mal
dobradas, o que induz a ativagdo da resposta a proteinas ndo dobradas (UPR).
Contudo, a eficacia dessa resposta € comprometida nas células de Agcn4, uma vez
que esse fator de transcrigdo em conjunto com outros, como Hac1p, desempenha um
papel essencial na regulagdo da via UPR (Patil et al., 2004). Ja nas células de Apep4,
0 aumento dos niveis de calcio pode promover a iniciagdo da via autofagica. Esse
processo ocorre por meio da ativagao de quinases como a AMPK, que inibe a via TOR
e inicia autofagia (Zhang et al., 2016). Esse estimulo adicional, sem degradacao
eficiente, acentua ainda mais o acumulo de autofagossomos. Em ambas as cepas, 0
estresse crénico do RE agrava progressivamente o estresse oxidativo, explicando o
aumento dos niveis de oxidagao intracelular mais pronunciados dessas cepas apoés
24 h.

O contraste entre o aumento dos niveis de oxidagao intracelular das cepas
Agcn4 e Apep4 e a adaptagéo da cepa Aatg8 apds 24 h revela uma falha na resposta
celular ao estresse. A incapacidade de células Agcn4 em ativar uma resposta eficaz
ao estresse e de células de Apep4 de promover a degradagao de autofagossomos de
modo eficiente torna-as inaptas de se adaptarem ao estresse nutricional combinado
com a exposi¢ao ao butirato. A consequéncia dessa falha resultou na redugéo na
viabilidade celular e no aumento da formacao de colbnias petite apds 24 h. A presenca
dessas colbnias petite indicam perda da fungao respiratéria, que esta relacionada a
disfungdo mitocondrial. Esse comportamento ressalta a importancia das vias de
resposta ao estresse e de degradagao autofagica para a sobrevivéncia celular a longo

prazo, algo nao observado na cepa Aatg8.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo foi demonstrado que o butirato, em baixa concentragao, pode
impactar tanto a via autofagica quanto outras vias de estresse metabodlico em células
de levedura Saccharomyces cerevisiae. Essa resposta das células ao composto
mostrou-se dependente de proteinas do sistema autofagico, sendo mais pronunciada
nas células mutantes em Agcn4 e Apep4. Inicialmente, constatou-se que as
concentracdes entre 50 e 200 uM n&o foram citotdxicas para as células de levedura
com o processo autofagico integro em condigbes nutricionais favoraveis. A
concentracao de 100 uM foi selecionada com base na literatura cientifica, que aponta
seu potencial em promover a homeostase celular, entre eles a depuragao celular. Essa
concentragédo foi utilizada nas cepas mutantes de Aatg8, Agcn4 e Apep4, onde
constatou-se que a atividade metabdlica foi reduzida somente nas cepas Agcn4 e
Apep4, em contraste com o controle tratado com butirato. No entanto, permaneceu a
necessidade de investigar se esse padrao de resposta seria observado também
mediante indugao autofagica.

Ao investigar a influéncia do butirato nos mecanismos autofagicos, notou-se
que, sob inducdo da autofagia por privagcao de nitrogénio as proteinas Gcn4p ou
Pep4p mostraram-se necessarias para a modulacdo de uma resposta adaptativa ao
estresse ocasionado pela exposicdo prolongada ao butirato. A auséncia dessas
proteinas em células Agcn4 e Apep4 resultou em uma maior vulnerabilidade a
exposicao ao composto, refletindo-se em uma reducao da viabilidade celular em
resposta a autofagia induzida, e simultaneamente, no aumento da formacao de
coldnias petite, que estao associadas a uma perda da fungao respiratéria. Esse efeito
pode ser um resultado da elevagédo dos niveis de oxidagao intracelular ao longo do
tempo nessas células apos a exposicdo ao butirato, o que foi observado nessas
células.

Esses resultados indicam que a metabolizagdo do butirato, sob estresse
nutricional e indugdo da autofagia, demanda a presenga do fator de transcricao
Gcndp, para mediar a expressao de genes importantes tanto no processo autofagico
quanto para a resposta geral ao estresse metabdlico. A funcionalidade da degradacéao
vacuolar mediada pela Pep4p, proteina responsavel pela ativacdo de importantes
proteases envolvidas nesse processo, também mostrou-se relevante frente a

metaboliza¢do do butirato. Ambas as delegdes genéticas, de GCN4 e PEP4, tornaram
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as células mais sensiveis ao estresse promovido pelo butirato, destacando a
importancia dessas proteinas para o manejo do estresse metabdlico e para a
manutencdo da saude mitocondrial;, que pareceu mais disfuncional mediante a
exposicao ao butirato, refletindo em um aumento de colbénias petite e dos niveis de
oxidacédo intracelular. Em um curto periodo de tempo, essa exposi¢ao pareceu ser
atenuada por vias compensatorias. No entanto, o estresse metabdlico acumulado
durante uma exposicao prolongada ao butirato exacerbou-se, resultando na redugéo
da viabilidade das cepas Agcn4 e Apep4.

A cepa Aatg8 apresentou um aumento inicial na oxidagao intracelular quando
exposta ao butirato em um curto periodo de tempo. Contudo, essa elevagédo nao se
manteve em exposi¢des mais prolongadas e, mais importante, resultou na perda de
viabilidade ou aumento de coldnias petite. Esse achado sugere que, embora a
metabolizagdo do butirato por células que n&o possuem a proteina Atg8p, importante
na formacado do autofagossomo, possa inicialmente perturbar seu estado redox,
mecanismos compensatorios podem atenuar esse estresse adicional ao longo do
tempo. Consequentemente, a inibicdo completa da autofagia, devido a incapacidade
de formar autofagossomo em leveduras, pode impedir a influéncia do butirato sobre o
fluxo autofagico.

Por fim, este estudo demonstra que a influéncia do butirato no metabolismo
autofagico em células de Saccharomyces cerevisiae depende da presenca de
proteinas cruciais no processo autofagico, como Gcndp e Pep4p. Essas proteinas
mostraram-se essenciais para a tolerancia e manutengao da viabilidade celular sob
estresse combinado de butirato e indugdo autofagica, o que ocasiona implicagdes
para a saude mitocondrial e o estresse oxidativo. No entanto, sua influéncia sobre o
fluxo autofagico parece estar intrinsecamente ligada a formagao do autofagossomo,

visto que, na auséncia de Atg8p, seu efeito sobre a autofagia nao é perceptivel.
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