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RESUMO

A oxidase alternativa (AOX) € uma enzima com fun¢&o de quimica redox semelhante
aos complexos Ill e IV da cadeia respiratéria (CR), porém, sem bombeamento de
prétons para o espaco intermembranas da mitocondria. Assim, ela ndo contribui a
forca préton-motriz que leva a producdo de ATP e a energia € dissipada em forma
de calor. AOX est4d presente na maioria dos metazoarios, mas ausente em
vertebrados e insetos, os quais perderam independentemente ao longo da evolucéo
0 gene gue a codifica. Quando foi expressa transgenicamente em Drosophila
melanogaster e outros modelos experimentais, AOX de Ciona intestinalis
proporcionou melhoria nas condi¢gdes associadas a disfun¢gdes mitocondriais,
apresentando-se com potencial terapéutico. Os efeitos benéficos, entretanto,
contrastam-se com a falta de investigacdo aprofundada da biologia da AOX em
animais, principalmente em condicfes laboratoriais que mimetizam as da natureza.
Considerando isso e 0 conhecimento sobre sua fungcédo termogénica em plantas, o
presente trabalho objetivou investigar os efeitos da expressdo de AOX em D.
melanogaster sob variacdo térmica, testando a hipétese de que ela gera um
aumento na temperatura corpérea do organismo. Linhagens expressando AOX em
diferentes niveis foram submetidas a variadas temperaturas, incluindo condi¢cdes
severas de estresse térmico para andlises durante o desenvolvimento e a fase
adulta dessas moscas. AOX promoveu um aceleramento dose-dependente no
desenvolvimento, aumentou significativamente a viabilidade dos ovos/larvas em
baixas temperaturas (12 e 15°C), além de maior resisténcia ao frio (0°C) e
recuperacdo mais rapida apos exposicdo a este tipo de estresse em adultos.
Imagens de termografia de infravermelho em larvas também apontaram um aumento
na temperatura corpérea larval. Embora os dados sejam consistentes com a
hipotese de producédo de calor, analises in vitro de respirometria em extratos larvais
nao evidenciaram efeitos bioquimicos significativos da expressdo da AOX no
consumo de oxigénio mitocondrial, 0s quais pudessem explicar qualquer mecanismo
termogénico. Portanto, a AOX mitiga os efeitos do frio, através de um complexo

papel no metabolismo animal, o qual ainda precisa ser melhor elucidado.

Palavras—chave: Oxidase alternativa. Cadeia respiratoria. Termogénese.

Mitocdndria. Drosophila melanogaster.



ABSTRACT

Alternative oxidase (AOX) is an enzyme that catalyzes a redox reaction similarly to
complexes Il and IV of the respiratory chain (RC), but without the proton pumping
into the mitochondrial intermembrane space. It therefore does not contribute to the
proton-motive force that leads to ATP production and so the energy is dissipated as
heat. AOX is present in most metazoans, but not in vertebrates and insects, which
independently lost throughout evolution its coding gene. When the enzyme was
expressed transgenically in Drosophila melanogaster and other experimental models,
AOX improved in the deleterious conditions associated to mitochondrial dysfunctions,
presenting with a therapeutic potential. The beneficial effects, however, contrast with
the lack of in-depth information about the biology of AOX in animals, especially in
nature-like laboratory conditions. Considering this and the knowledge about its
thermogenic function in plants, we aimed at investigating the effects of AOX
expression in D. melanogaster under varying thermal conditions, testing the
hypothesis that the enzyme generates an increase in organismal body temperature.
We submitted different AOX-expressing lines to various temperatures, including
severe stress conditions for analysis during development and during the adult stage.
AOX promoted dose-dependent acceleration in development, significantly increased
viability of eggs/larvae at low temperatures (12 and 15°C). It also promoted higher
resistance to cold (0°C) and faster recovery after cold exposure in adults. Infrared
thermography images of larvae showed an increase in larval body temperature.
Although the data are consistent with the heat generation hypothesis, in vitro
respirometry analysis in larval extracts did not show significant biochemical effects of
AOX expression on mitochondrial oxygen consumption, which could explain any
thermogenic mechanism. Therefore, AOX attenuates the effects of cold, through a

complex role in animal metabolism, which warrants further investigation.

Keywords: Oxidase alternative. Respiratory chain. Thermogenesis. Mitochondria.
Drosophila melanogaster.
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1 INTRODUCAO

Na cadeia respiratéria (CR) da maioria dos eucariotos, incluindo certos
fungos, protozoarios, plantas e varios metazoarios (MCDONALD; VANLERBERGHE,
2004; MCDONALD; VANLERBERGHE; STAPLES, 2009), séo encontradas enzimas
alternativas capazes de substituir parcialmente o complexo | (i. e., NADH
desidrogenases alternativas, ANDH) ou os complexos IlI-IV (i. e., oxidase alternativa,
AOX). Estas enzimas, embora desempenhem reacfes redox, como 0S respectivos
complexos, ndo bombeiam prétons para o espaco intermembranas, reduzindo,
assim, o potencial eletroquimico utilizado para a producdo da principal molécula
energética das células, o trifosfato de adenosina (do inglés, ATP).

A AOX oxida o ubiquinol (o qual carrega elétrons provenientes dos complexos
[, 1l, glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial, ETF:Q oxidorredutase ou outras
desidrogenases) e reduz o oxigénio a agua, semelhantemente a atividade redox do
segmento do citocromo ¢ da CR (JUSZCZUK; RYCHTER, 2003). As funcbes dessa
enzima, principalmente em metazoarios ndo sdo bem esclarecidas. No entanto, em
plantas termogénicas sabe-se que a AOX desempenha um papel importante na
producdo de calor em Orgaos especificos (MEEUSE, 1975; MOORE et al., 2013;
RASMUSSON; SOOLE; ELTHON, 2009;), como € o caso da flor-de-I6tus Nelumbo
nucifera (Magnoliophyta: Nelumbonaceae), onde cerca de 75% dos elétrons da CR
sao desviados para a via da AOX com dissipacdo de energia que pode aumentar a
temperatura das flores em até 20°C acima da temperatura ambiente (WATLING et
al., 2006).

Embora amplamente presentes na maioria dos grupos do reino animal,
vertebrados e insetos perderam independentemente os genes que codificam as
enzimas alternativas ao longo da evolugdo (MCDONALD; VANLERBERGHE, 2004,
MCDONALD; VANLERBERGHE; STAPLES, 2009). Porém, o gene da AOX
proveniente de Ciona intestinalis (Tunicata: Ascidiaceae), representante de um
grupo-irmao de Vertebrata, foi expresso transgenicamente nas mitocondrias de
moscas Drosophila melanogaster (linhagens/moscas AOX) e em outros modelos
bioldgicos com sucesso (DASSA et al. 2009; FERNANDEZ-AYALA et al.,, 2009
HAKKAART et al. 2006; KEMPPAINEN, et al., 2014; SZIBOR et al. 2017). A ideia

era testar se a via alternativa conferida pela AOX poderia atuar em condicbes de
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estresse respiratorio ou sobrecarga dos complexos Il e IV, reduzindo o nivel de
espécies reativas de oxigénio (do inglés, ROS) e consequentemente
reestabelecendo o consumo de oxigénio. Este conceito tem sido explorado com
certo sucesso desde entdo em busca de estratégias terapéuticas para o tratamento
de doencas mitocondriais (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; KEMPPAINEN, et al.,
2014).

Notavelmente, efeitos negativos da expressdo de AOX ja foram observados,
como defeitos reprodutivos em drosdéfilas machos. Estes ndo acumulam
eficientemente espermatozoides maduros na vesicula seminal, o que os coloca em
desvantagem quando testados em competicdo de esperma com machos controles
(SAARI et al., 2017). Embora muitos desses efeitos fenotipicos estejam
provavelmente envolvidos a diversidade de papeis que a mitocondria exerce no
organismo, 0s processos bioldgicos basicos desencadeados pela expressao da AOX
nao estdo precisamente elucidados, o que salienta a necessidade de uma
investigacdo aprofundada da biologia da enzima em metazoarios. E destacavel,
portanto, a importancia de averiguar se AOX é capaz de produzir calor a nivel
subcelular também em animais, e como estes respondem fisiologica e
bioguimicamente a temperaturas adversas, jA que o possivel aumento de
temperatura pode constituir um efeito colateral indesejavel se AOX vier a ser usada

em futuras terapias.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos de diferentes temperaturas, incluindo condigbes severas

de estresse térmico, em linhagens de D. melanogaster expressando o gene da AOX

de C.

intestinalis. A hip6tese geral do trabalho € a de que parte da energia dos

elétrons que sdo desviados para a via da AOX é dissipada como calor, aumentando

a temperatura interna das drosofilas e promovendo vantagens em temperaturas

frias.

2.1 Objetivos especificos:

a)

b)

d)

investigar os efeitos de baixas e altas temperaturas no desenvolvimento das
moscas AOX para testar a hipotese de que AOX altera a faixa de temperatura
que proporciona as condicbes Otimas de desenvolvimento para D.
melanogaster, acelerando o tempo de desenvolvimento e aumentando a

viabilidade de ovos, larvas e pupas em temperaturas mais baixas;

analisar os efeitos de tratamentos no frio (0°C) em individuos adultos
expressando AOX para testar a hipdtese de que moscas AOX sao mais

resistentes a e se recuperam mais rapidamente de tal estresse térmico;

aferir a emissédo de raios infra-vermelhos produzidos por linhagens AOX
através de termografia para testar a hipétese de que as possiveis respostas
fisiologicas conferidas & D. melanogaster ocorrem devido a producéo de calor

corporeo pela AOX;

medir o consumo de oxigénio mitocondrial e inferir parametros respiratérios
para analisar bioquimicamente os efeitos metabdlicos da AOX em diferentes
temperaturas e testar a hipotese de que em baixas temperaturas a via

alternativa da AOX contribui significativamente para a respiracdo mitocondrial;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Temperatura e sua influéncia no metabolismo animal

Todo o arredor de um organismo, incluindo os componentes fisicos, quimicos
e bidticos, pode ser definido como o ambiente, o qual propicia desafios a vida,
levando a adaptacbes ou a extingdes. Dentre esses componentes, trés condigdes
fisico-quimicas sédo consideradas “pilares” para a diversidade de vida na Terra: a
temperatura, o oxigénio e a agua. Tais parametros variam ao longo dos mais
diversos ambientes, o que leva a variacdo da forma como os organismos lidam com
Isso, adaptam-se e diversificam-se (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

A temperatura consiste numa medida de intensidade da agitacdo dos atomos
e moléculas em um determinado material. Atomos e moléculas se movimentam
constantemente, porém, quanto maior a temperatura, maior é a intensidade dessa
agitacao e vice-versa. O oxigénio (O;) é consumido durante processos de conversao
energética pelo organismo, 0s quais constituem o metabolismo. Sendo assim, a taxa
de consumo de O, de um animal € utilizada para estimar a taxa metabdlica. A partir
da metabolizacdo de compostos organicos séo liberados elétrons, e mecanismos
bioguimicos, envolvendo reacdes de oOxido-reducao, levam a transferéncia desses
elétrons até a reducdo do O, gerando agua. Além de ser o solvente universal
(importante a composicdo dos liquidos corporais), a agua € juntamente a
temperatura, necessaria para a manutencao das propriedades quimicas e funcionais
das macromoléculas dos sistemas biologicos (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Notavelmente, a temperatura € um fator abidtico que influencia fortemente o
metabolismo animal. As reac¢bes quimicas, principalmente as enzimaticas, séo
dependentes da temperatura, sendo que as baixas desaceleram-nas, diminuindo a
taxa metabdlica e as altas aceleram-nas, aumentando a taxa metabolica (RANDALL;
BURGGREN; FRENCH, 2000). As membranas celulares também tém a fluidez
alterada em decorréncia a variacdo térmica, o que pode influenciar algumas funcdes
celulares, incluindo os processos de transporte e a permeabilidade celular, além de
outros processos essenciais ja que, além da membrana plasmatica, varias organelas
de eucariotos sdo envoltas por membranas. (FARKAS et al., 1984; QUINN, 1988;
HAZEL et al., 1995).
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3.1.1 Estresse térmico e termorregulagéo

Quando submetidos a temperaturas abaixo ou acima do espectro 6timo para
o funcionamento do organismo, os animais podem sofrer estresse térmico e gerar
respostas comportamentais, fisiolégicas e bioquimicas para se adequarem a esta
condicdo (RANDALL; BURGGREN; FRENCH, 2000). Uma resposta ao estresse,
incluindo o térmico, muito conservada entre 0os seres vivos consiste no aumento da
sintese de proteinas de choque térmico (do inglés, HSP), também conhecidas como
chaperonas. Estas lidam com os danos causados pelo estresse em outras proteinas,
atuando no dobramento, desdobramento, montagem e transporte de proteinas, vias
de sinalizacao, ativacdo de enzimas e receptores, e até mesmo na degradacdo de
proteinas agregadas. Isso auxilia a manutencédo das funcdes celulares, mesmo em
uma condicao térmica adversa. (FEDER; HOFMANN, 1999; PARSELL; LINDQUIST,
1993; SORENSEN; KRISTENSEN; LOESCHCKE, 2003).

Os animais que usam fontes de calor enddgenas para termorregulacao
(endotérmicos), como os mamiferos, capazes de manter a temperatura do corpo
constante mesmo sob oscilacfes térmicas ambientais, tém um gasto energético
metabdlico para tal. J& aqueles que usam fontes de energia externas ao organismo
para regular a temperatura corporal (ectotérmicos), estdo sujeitos a alteracdes na
taxa metabdlica correspondentes as flutuacbes de temperaturas do ambiente
(RANDALL; BURGGREN; FRENCH, 2000).

Entretanto, em resposta a variacdo térmica a longo prazo, até mesmo 0s
ectotérmicos podem regular a capacidade metabdlica de seus tecidos, de tal forma
que algumas reacfOes permanecam relativamente constantes, mesmo quando a
temperatura corporal varia (processo denominado como aclimatagdao). Animais
aclimatados a um ambiente frio tém a atividade de enzimas mitocondriais
aumentadas, para que haja uma compensacdo da capacidade aerdbica que fica
mais restrita pela influéncia da temperatura do ambiente (GUDERLEY, 2004;
SEEBACHER, 2005; ST-PIERRE; CHAREST; GUDERLEY, 1998). Insetos
aclimatam-se a temperatura em que se desenvolvem, alterando a faixa de
preferéncia térmica nos adultos: quando passam o desenvolvimento em
temperaturas frias, os adultos preferem temperaturas mais baixas em relagéo
agueles que se desenvolveram em temperaturas mais altas. Os ectotérmicos podem

também ajustar comportamentalmente a temperatura corporal, como por exemplo,
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através de vaivém entre sombra e sol. No caso de insetos que sdo colocados em um
gradiente térmico de laboratorio, estes tendem a se locomoverem para as regides
cujas temperaturas sdo mais proximas da faixa otima para o funcionamento do seu
organismo. Nesse sentido, os efeitos da temperatura em ectotérmicos atingem mais
profundamente a fisiologia, a ecologia e 0 sucesso reprodutivo. Mesmo que a
variacdo de temperatura esteja dentro dos limites tolerados, 0s quais ndo sao téao
prejudiciais ou até mesmo letais, geram-se consequéncias na performance do
animal, que podem ter, portanto, uma mudanca de valor adaptativo (DILLON et al.,
20009).

Considerando a dependéncia da temperatura para manutencdo das
atividades vitais e a necessidade de adaptacdo ao ambiente para sobrevivéncia, 0s
organismos desenvolveram termorregulacdo, que constitui um conjunto de
mecanismos pelos quais estes realizam a percepc¢ao da temperatura do ambiente,
gerando uma resposta apropriada para manter o meio interno relativamente estavel
(NAKAMURA; MORRISON, 2008; SEEBACHER, 2009). Os processos
termorregulatérios sdo mais bem compreendidos entre o0s vertebrados,
principalmente mamiferos, devido a interesses clinicos (SEEBACHER, 2009).
Nesses animais 0 sistema nervoso exerce um papel na regulacdo do metabolismo
celular, intermediando a percepcdo do meio externo com o metabolismo celular e
induzindo respostas que aumentam a expressdo de reguladores de genes
metabdlicos (MORRISON; NAKAMURA; MADDEN, 2008). Proteinas denominadas
“canais ibnicos receptores de potencial transitorio” (do inglés, TRP) presentes em
neurbnios sensoriais atuam na deteccdo de temperaturas altas e baixas,
consequentemente na termorregulacdo e na modulacdo do metabolismo (WANG,;
SIEMENS, 2015). Uma vez que a mitocondria € a principal responsavel pela
conversdo de energia quimica (ver secdo 3.3) e producédo de calor, fatores de
transcricéo regulam o metabolismo oxidativo e assim, dependendo das condi¢des do
meio, atuam aumentando a biogénese mitocondrial e a expressdo de genes que
atuam em vias metabdlicas, como a fosforilagdo oxidativa (do inglés, OXPHOS).
Neste contexto, em resposta a estimulos, incluindo exercicios e temperatura, uma
das proteinas reguladoras mais importantes € a coativadora 1a do receptor ativado
por proliferador de peroxissomos (PGC-1a). E postulado que esta tenha um papel
crucial no metabolismo mitocondrial, coordenando a biogénese desta organela e a

expressdo de proteinas que participam da oxidacdo de acidos graxos e respiracao
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mitocondrial (GERHART-HINES et al.,, 2007; LIN, 2009; LIN; HANDSCHIN;
SPIEGELMAN, 2005; PUIGSERVER et al., 1998)

Entretanto, todos grupos de seres vivos, que se distribuem entre os mais
diversos ambientes, também precisam termorregular e certamente ainda ha muito
para se entender acerca desses aspectos. Os insetos, por exemplo, incluem grupos
gque se mantém ativos em temperaturas tdo baixas quanto -16°C (KOHSHIMA,
1984), bem como termorreguladores que ao voarem apresentam temperatura
corporal acima daquela de vertebrados até entdo considerados 0s mais quentes ja
encontrados (HEINRICH, 1989; HEINRICH, 1995). Estudos com abelhas mostraram
ainda mecanismos de termorregulacdo para manutencdo da temperatura em
colénias, um processo importante para o desenvolvimento das larvas as quais so se
desenvolvem numa faixa estrita de temperatura (33-36°C). Alguns individuos
produzem calor através do musculo do voo torécico e quando ocorre resfriamento da
colénia, o numero de individuos que realizam esse processo aumenta,
principalmente no ninho (STABENTHEINER; KOVAC; BRODSCHNEIDER, 2010).
Em Drosophila, um conjunto de sensores moleculares andlogos as TRPs de
mamiferos ja foram identificados, os quais sdo essenciais para responderem a
estimulos de temperaturas, demonstrando que alguns mecanismos sédo conservados
entre os grupos (DILLON et al. 2009; SOKABE; TOMINAGA, 2009).

Interessantemente um estudo recente demonstrou que o lagarto teit Salvator
merianae (Reptilia: Teiidae), vertebrado de aproximadamente 2 kg considerado até
entdo ectotérmico, realiza endotermia durante a estacdo reprodutiva: isolado em
uma toca, este animal pode gerar um calor capaz de aumentar endogenamente sua
temperatura corporal em aproximadamente 6°C em relagcdo a temperatura do
ambiente (TATTERSALL et al., 2016). O fato € interessante porque o teil apresenta
um baixo isolamento corporal, um dos principais critérios usados pela ciéncia para
explicar a ectotermia. Considerando que o calor € subproduto de todas as reacdes
energéticas do organismo, todos os animais acabam por gerar calor, porém, nos
ectotérmicos a producdo de calor ocorre em taxas muito menores que nos
endotérmicos e 0s primeiros apresentam elevadas condutancias térmicas, ou seja,
nao conseguem aquecer 0 proprio corpo com o calor produzido (RANDALL;
BURGGREN; FRENCH, 2000; HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). Este nao foi o
primeiro achado sobre endotermia durante a fase reprodutiva, pois um fenémeno de

producdo de calor por tremor ja tinha sido descrito com a cobra piton diamante,
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Morelia spilota (Reptilia: Boidae), durante a incubacdo dos ovos (SLIP; SHINE,
1988). Tais trabalhos vém a fornecer evidéncias para a compreenséo da evolugao
convergente da endotermia nos animais. No entanto, nem todos 0s mecanismos
moleculares pelos quais isso acontece sao conhecidos (FARMER, 2016;
TATTERSALL et al., 2016;).

3.2 Producéao de calor nos animais

Embora alguns estudiosos da termodinamica considerem o calor como um
processo de transferéncia de energia, ele pode ser definido como uma energia
resultante do movimento aleatério de atomos e moléculas que compdem uma
determinada matéria, ou seja, € uma energia cinética molecular (HILL; WYSE;
ANDERSON, 2012).

Para se compreender a producdo de calor nos organismos, faz-se importante
entender que nem todas as formas de energia sdo capazes de realizar trabalho
biolégico, isto é, sintetizar macromoléculas, transportar ions, gerar contracdo
muscular, etc. Nesse sentido, os tipos de energia podem ser classificados em
energias de alta graduacédo (que produzem trabalho), sendo elas energia quimica,
mecanica ou elétrica, por exemplo, e em energias de baixa graduac¢ao (incapazes de
realizar trabalho biolégico), como o calor (BIANCO, 2000; HILL; WYSE;
ANDERSON, 2012). Ao contrario de um sistema termodinamico artificial, no qual o
calor pode ser convertido em trabalho quando ha diferenca na temperatura de um
local para o outro dentro do mesmo, num sistema biolégico isso ndo € possivel.
Levando-se em conta as diferencas de temperatura pequenas dentro de uma célula,
o calor teoricamente ndo é aproveitado para realizar trabalho. Isso ndo significa que
o calor ndo tenha importancia nos sistemas bioldgicos. Muito pelo contrério, ele
influencia as taxas metabdlicas e a conformagcdo das macromoléculas,
desempenhando um papel fundamental a manutencdo das atividades vitais dos
organismos (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Nos organismos, 0s processos de transformacdo energética de alta
graduacdo ndo sao totalmente eficientes, de tal modo que parte dessa energia é
liberada como calor. Por isso, o calor € uma consequéncia do metabolismo
energético, ao mesmo tempo que ele influencia a taxa metabdlica, acelerando-a.

Uma vez que a geracdo de calor se relaciona com a transformacdo da energia, do



21

ponto de vista bioquimico, ela pode ser resultante das reagfes de hidrélise ou estar
relacionada ao processo que leva a sintese da principal molécula energética
utilizada pelos organismos eucariotos para exercerem suas atividades celulares, o
ATP (BIANCO, 2000; MOYES; SCHULTE, 2010).

No caso da hidrélise, por exemplo, a célula muscular transforma parte da
energia quimica do ATP (cerca de trinta por cento) em trabalho durante a contragcéo
muscular, e o restante € liberado como calor. Em alguns insetos e vertebrados
endotérmicos, este mecanismo foi adaptado primariamente a producédo de calor, o
qual é denominado termogénese por tremor. Neste contexto, as contracdes sao
ineficientes devido a ativacdo de um conjunto de musculos antagonistas, causando
apenas tremor, e praticamente toda a energia proveniente da hidrolise do ATP é
liberada como calor (BIANCO, 2000; RANDALL; BURGGREN; FRENCH, 2000;
HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Outro sistema que leva a producao de calor, presente no masculo esquelético
animal, envolve um ciclo de célcio (Ca™) dependente de ATP entre o reticulo
sarcoplasmatico (RS) e o citosol da célula. Uma enzima Ca*?-ATPase presente na
membrana do RS bombeia Ca*® para o limen desta organela, utilizando a energia
proveniente da hidrélise do ATP. Isso leva ao acimulo de Ca*?, o que gera um
gradiente eletroquimico através da membrana do RS. Tal gradiente (energia
osmotica) pode ser transformado em energia quimica e usada pela Ca**-ATPase
para realizar o ciclo catalitico reverso, no qual o retorno do Ca*® para o citosol pode
ser acoplado a sintese de ATP a partir de ADP + Pi (fosfato inorganico). A producdo
de calor nesse sistema relaciona-se tanto com o influxo quanto com o efluxo de
Ca*2. No primeiro caso, somente uma parte da energia da hidrélise é utilizada para
bombear o Ca*? para o interior do RS, a outra parte é perdida como calor. No
segundo caso, o retorno do Ca*? para o citosol, pode ser também desacoplado da
sintese de ATP, de tal modo que a energia osmatica que seria utilizada para isto
também é liberada como calor. Além disso, com a hidrélise de ATP, resultante desse
ciclo, hd& um aumento de ADP citosolico, o que estimula a respiragdo mitocondrial,
amplificando ainda mais a termogénese (MEIS, 2001).

Os mecanismos de producéo de calor relacionados com o0 processo que leva
a sintese de ATP e que sao intimamente associados ao funcionamento mitocondrial,
mais especificamente & CR, receberdo maior atencdo neste trabalho (ver préximos

itens).
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3.3 Mitocbndrias

Antes de se detalhar como a CR atua na producdo de ATP e o seu papel em
processos termogénicos, faz-se importante contextualiza-la, discorrendo sobre a
organela onde a OXPHOS ocorre: a mitocéndria. Presente nas células eucarioticas,
as mitocOndrias apresentam-se em quantidades variadas, de acordo com o0s tipos
celulares, sendo em maior numero naqueles com alta demanda energética ou em
tecidos especializados a termogénese, como sera visto posteriormente. A sua
distribuicdo € aleatéria dentro das células, porém, podem se concentrar mais em
regides que precisam de muita energia, como em filamentos contrateis de células
musculares, que exigem muito ATP (EL-HATTAB et al., 2018; PIMENTEL, 2013)
Intimamente envolvida com a conversado de energia quimica, esta organela participa
também da homeostase de calcio, apoptose e regulacdo do ciclo celular, se
relacionando ndo somente com doencas metabdlicas, mas também com o
envelhecimento e cancer (GRANDEMANGE; HERZIG; MARTINOU, 2009;
SCHECKHUBER et al., 2007; SUKHORUKOV et al., 2012). Assim, disfuncdes
mitocondriais podem comprometer funcdes do sistema nervoso, muscular
esquelético e cardiaco, endécrino e até mesmo funcgdes reprodutivas, dentre outras
(EL-HATTAB et al., 2018; PIMENTEL, 2013;).

A mitocdndria tem genoma proprio (MtDNA) que codifica uma pequena parte
das proteinas mitocondriais (cerca de 13 polipeptideos). O DNA nuclear codifica a
maioria das proteinas que compdem esta organela, sendo assim, controlada por
dois genomas de padrbes de heranca distintos (EL-HATTAB et al., 2018). Com uma
estrutura caracteristica e formato alongado (na maioria das vezes, ver paragrafo
abaixo), a mitocondria é composta por duas membranas, a externa (ME) e a interna
(MI), que se distinguem a nivel estrutural e funcional e delimitam o espago
intermembranas (EIM), o qual quimicamente se assemelha ao citosol
(HACKENBROCK, 1968; PALADE, 1952). A ME é mais permeéavel por ser
enriguecida de porinas, permitindo que moléculas de até 5000 daltons adentrem ao
EIM. As maquinarias proteicas que nela se inserem sdo determinantes a forma da
mitocondria e atuam na comunicagdo organelar com a célula. Ja a Ml € mais
impermeavel e tem estrutura peculiar por formar invagina¢gdes, denominadas cristas,
além de regibes adjacentes a ME, tendo, portanto, dois dominios. S8o nas cristas

que estao inseridos preferencialmente os complexos multienzimaticos que compdem
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a CR, sendo um deles a ATP sintase (Complexo V). No dominio de MI adjacente a
ME, concentram-se transportadores e outras enzimas envolvidas no metabolismo
mitocondrial (EL-HATTAB et al., 2018; FREY; MANNELLA, 2000; PFANNER et al.,
2014; PIMENTEL, 2013; WERNER; NEUPERT, 1972)

O espaco circundado pela MI é denominado matriz mitocondrial, onde estédo
ribossomos, copias do mtDNA, RNAs transportadores, metabolitos intermediarios e
centenas de enzimas. Dentre estas estdo as responsaveis pela oxidacdo de
moléculas energéticas resultantes da glicolise, beta-oxidacéo, vias de metabolizacéo
de aminoacidos, e ciclo do &cido citrico (do inglés, TCA).

Apesar dessa estrutura bem caracteristica, sempre descrita pela literatura,
estudos mais recentes tém se referido as mitocdndrias como uma “rede” de
organelas membranosas extremamente dinamicas (SEDLACKOVA et al., 2018) e
até mesmo como reticulo mitocondrial, pelo fato de formarem filamentos tubulares
gue se interconectam em redes ramificadas. Tal arranjo reticular pode ser observado
através de microscopia de fluorescéncia. No entanto, sabe-se que a morfologia
mitocondrial é determinada por um equilibrio entre processos de fusao e fissdo, os
quais sdo complexos e envolvem multiplas proteinas. As cristas também tém o
tamanho e o comprimento alterados em resposta a estimulos metabdlicos, o que
gera consequéncias na eficiéncia da CR. Além disso, a mitocondria tem uma via de
degradacdo propria, a mitofagia, capaz de selecionar organelas com perda de
funcdo. Defeitos nesta via causam defeitos estruturais e alteracfes na sintese de
ATP, comprometendo as fungBes mitocondriais (SEDLACKOVA et al., 2018;
SUKHORUKOV et al., 2012).

No que diz respeito a funcdo bioenergética, faz-se importante entender que,
para a conversdao da energia quimica de biomoléculas (proteinas, carboidratos e
lipideos) provindas da alimentagdo em energia utilizavel pela célula, essas sao
degradadas a aminoacidos, monossacarideos e acidos graxos. Depois, elas séo
oxidadas parcialmente, gerando principalmente acetil-CoA. Este metabdlito entra no
TCA, onde os produtos finais gerados serdo o CO, (liberado da matriz para o
citosol), o trifosfato de guanosina (GTP, que depois sera convertido em ATP) e os
carreadores de elétrons dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NADH) e flavina-
adenina (FADH;), que séo as principais fontes alimentadoras da CR (ALBERTS et
al., 2010; NELSON;COX, 2014; PIMENTEL, 2013).
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3.3.1 Cadeia respiratoéria e producao de calor via desacoplamento mitocondrial

A CR é formada principalmente por cinco complexos multienzimaticos (1, II, I,
IV e V) inseridos na MI, os quais através da transferéncia de elétrons entre si,
propiciada por reacfes de reducdo, desempenham a OXPHOS. Esta depende da
energia dos elétrons gerados pelas vias que levam a oxidacdo de moléculas
provenientes da alimentacdo, tais como glicélise, ciclo do &cido citrico e beta-
oxidacdo. Os elétrons, os quais sédo carreados por NADH e FADH,, entram na CR
através dos complexo | (NADH desidrogenase) e Il (succinato desidrogenase),
respectivamente, ou por outras vias, incluindo a glicerol-3-fosfato desidrogenase
mitocondrial (G3PDH) e ETF:Q oxidorredutase. Todos os elétrons convergem entédo
a coenzima-Q (ubiquinol, em seu estado reduzido), sédo transferidos ao complexo Il
(citocromo bcl) e por intermédio do citocromo ¢ chegam ao complexo IV (citocromo
c oxidase), que reduz o oxigénio molecular a agua. Na medida em que ocorrem
essas reacdes de oxido-reducdo, ocorre também o bombeamento de prétons pelos
complexos I, lll e IV da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas, gerando
assim um potencial eletroquimico, cuja energia sera disponivel para a sintese de
ATP pelo complexo V, a partir de ADP e Pi, conforme os prétons voltam para a
matriz mitocondrial (LAROSA; REMACLE, 2018; MITCHELL, 1961). Este processo
através do qual é gerado um circuito de prétons através da Ml, ficou conhecido como
teoria quimiosmotica, estabelecendo que a fosforilacdo do ADP seja acoplada a
oxidacao de substratos, de tal forma que a energia quimica advinda da alimentacéo,
passa por transformacdes até ser conservada na forma de ATP (JASTROCH, 2010;
NELSON; COX, 2014).

Entretanto, a eficiéncia dessas transformacgfes energéticas ndo € completa.
Em geral, apenas cerca de 70% da energia das ligagdes quimicas da molécula de
glicose é incorporada nas ligacdes fosfato-fosfato do ATP em condi¢des aerdbicas, e
o restante é dissipada como calor (BIANCO, 2000; HILL; WYSE; ANDERSON,
2012). Isto é, o processamento da energia pela OXPHOS na MI pode ndo ser
perfeitamente acoplado a sintese de ATP. Acontece que os prétons podem retornar
do EIM a matriz mitocondrial por vias adicionais ao complexo V, sem realizacéo de
trabalho, através de um “vazamento de prétons” ou “proton leak” (do inglés),
gerando o desacoplamento mitocondrial. Desse modo, embora a transferéncia de

elétrons e consequentemente o consumo de O, continuem, parte da energia que
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seria acumulada para a sintese de ATP ¢ perdida em forma de calor, constituindo
um dos mais tradicionais mecanismos termogénicos (BIANCO, 2000; JASTROCH,
2010).

O vazamento protdnico é resultante de dois processos: 1) constitutivo, o qual
ocorre através da condutancia basal de prétons, dependente da composicdo de
acidos graxos e da abundancia de translocases de nucleotideos de adenina (ANT)
na Ml; e 2) regulado/induzido, no qual a condutancia de protons € catalisada por
proteinas especificas como as desacopladoras (do inglés, UCPs), que também
podem ser constituintes da MI (DIVAKARUNI; BRAND, 2012; JASTROCH, 2010).
Por exemplo, no tecido adiposo marrom de certos mamiferos, inclusive nos
humanos, ha uma elevada quantidade de mitocondrias expressando UCP1 (também
chamada de termogenina), o que torna este 6rgdo especializado em producao de
calor através da combinacdo da oxidacdo de moléculas de gorduras com a
ineficiéncia na producéo de ATP. Esta termogénese € muito importante para eutérios
durante periodos muito frios e para manter a temperatura dos recém-nascidos.
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; NELSON; COX, 2014; RANDALL; BURGGREN;
FRENCH, 2000).

Em busca da compreensao da importancia do desacoplamento mitocondrial,
outras UCPs, homologas a UCP1 foram identificadas: em mamiferos, constituem
uma familia que inclui UCP2, UCP3, UCP4 e UCP5 (KRAUSS; ZHANG; LOWELL,
2005; RAMSDEN, et al., 2010). Além de exercerem a funcdo de termogénese em
certos tecidos, as proteinas desacopladoras contribuem para que potencial
eletroquimico da membrana mitocondrial esteja em boas condicdes para o
funcionamento da OXPHOS (BIANCO, 2000).

Apesar das UCPs identificadas e mais estudadas até entdo serem de
mamiferos (RICQUIER; BOUILLAUD, 2000) e plantas (LALOI, et al. 1997), elas
estdo presentes também em artrépodes (SLOCINSKA et al., 2011; SLOCINSKA et
al., 2012; DA-RE et al., 2014) e em plantas (HANAK; JEZEK, 2001). Em D.
melanogaster, ja foram encontradas quatro UCPs (UCP4A, 4B, 4C e 5), dentre as
quais UCP4C mostrou-se fundamental para o desenvolvimento das moscas sob
baixa temperatura (15°C), por promover respiracdo mitocondrial desacoplada da
producdo de ATP. Foi mostrado que linhagens de moscas que tiveram a expressao
dessa proteina reduzida por knockdown apresentaram problemas no

desenvolvimento, havendo uma reducéo drastica no numero de larvas de terceiro
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instar (L3) e auséncia de adultos. Em contrapartida, nas linhagens com a expressao
normal de UCP4C ndo foram observados esses fendtipos e as suas larvas L3
apresentaram temperatura 0,5°C acima da apresentada pelo meio circundante a
14°C, contrariamente as linhagens com knockdown da proteina. Ao que tudo indica,
a producdo de ATP de Drosophila € mantida majoritariamente pela glicolise durante
0s estégios larvais, j& que UCP4C desacopla a mitocdndria da larva. Acredita-se que
este seja um mecanismo evoluido como uma adaptacdo transitoria, de modo a
favorecer o desenvolvimento das larvas em baixas temperaturas. Uma vez que estas
sdo bem menos moveis que os adultos e confinam-se em seus nichos especificos, o
ATP necessério seria compensado pela glicélise, enquanto que o desacoplamento
na CR assumiria fungéo termogénica (DA-RE et al., 2014).

O desacoplamento mitocondrial pode ainda ser explorado através de outras
vias que convergem ao sistema de transferéncia de elétrons da CR. Insetos
popularmente conhecidos como mamangaba-de-cauda amarela (Bombus terrestris)
voam mesmo a temperaturas baixas e para isso pré-aquecem os musculos do véo.
Foi mostrado que a G3PDH de fibras musculares de B. terrestris apresenta
sensibilidade relativamente baixa a temperatura mais fria e na presenca de seu
substrato, o glicerol 3-fosfato (G3P) o consumo de O, é elevado mesmo na auséncia
de ADP (substrato do complexo V). A respiragdo desacoplada mantida
exclusivamente por G3P foi aproximadamente 20 vezes maior do que aquela
desacoplada também, mas suportada por intermediarios que geram substratos ao
complexo | da CR (piruvato e malato). Esse mecanismo € conhecido como “leak
respiration” (do inglés), pelo fato de haver “préton leak”, como explicado
anteriormente. Isto €, os prétons retornam do EIM para a matriz mitocondrial sem ser
através da ATP sintase, ha um aumento na atividade de transferéncia de elétrons, o
que resulta no aumento da liberacdo de calor e favorece o aquecimento dos
musculos desses insetos (MASSON et al., 2017).

Notavelmente, a transferéncia de elétrons, fundamental & OXPHOS, também
gera espécies reativas de oxigénio (ROS) - moléculas e radicais livres derivados do
oxigénio que podem reagir com as macromoléculas que compbem a célula
(proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucleicos), comprometendo funcdes
celulares. Assim, quando produzidas em excesso sdo toxicas a célula e séo
consideradas uma das causas do envelhecimento. Dentre outros fatores que

influenciam a produgdo de ROS estdo condigdes de “sobrecarga” em algum dos
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complexos respiratorios, favorecendo o estresse oxidativo, ou seja, a quantidade de
ROS excede a capacidade celular de gerar uma resposta antioxidante (AON;
CORTASSA; O'ROURKE, 2010; LAROSA; REMACLE, 2018; RAY; HUANG,; ISUJI,
2012; SHEN; PERVAIZ, 2009). Nesse sentido, 0s mecanismos que auxiliam o fluxo
de elétrons, como o vazamento de proétons, impedindo um elevado potencial
eletroquimico, ajudam a evitar a formacao de ROS. Entretanto, o nivel destas media
funcdes importantes na sinalizacdo celular, atuando como mensageiros secundarios
em processos apoptoéticos, expressdo génica, respostas imunes e cicatrizacao
(DUNNILL et al., 2017; PERILLO et al, 2014; SHEN; PERVAIZ, 2009;
TRACHOOTHAM et al., 2008)

3.3.2 Enzimas alternativas da CR mitocondrial

Como ja foi introduzido, enzimas alternativas da CR, presentes na maioria dos
eucariotos, incluindo plantas, protozoarios e varios metazoarios (MCDONALD;
VANLERBERGHE, 2004; MCDONALD; VANLERBERGHE, STAPLES, 2009),
exercem funcdes de quimica redox semelhantes ao complexo | (no caso da ANDH)
ou aos complexos IlI-IV, (no caso da AOX), porém sem realizarem bombeamento de
prétons para 0 espaco intermembranas, nao contribuindo assim a forca proéton-
motriz que leva a producdo de ATP. Diferentemente dos principais complexos que
realizam transferéncia de elétrons na CR, as enzimas alternativas consistem de um
anico polipeptideo, o qual é codificado exclusivamente pelo DNA nuclear (SAARI et
al., 2018).

AOX oxida o ubiquinol e reduz o oxigénio a agua (Figura 1), podendo assim
substituir parcialmente o segmento do citocromo ¢ da CR (JUSZCZUK; RYCHTER,
2003). Sua estrutura descrita para Trypanosoma brucei e semelhantemente em
plantas, estabelece que ela € uma proteina dimérica, com sitio ativo contendo um
centro diferro e semi-integral de membrana, no caso, insere-se na Ml. (ROGOV et
al., 2014; SHIBA et al., 2013). Através de métodos de alinhamento de sequéncias e
modelagem molecular, foi encontrada similaridade da AOX de C. intestinalis com
essa estrutura também (ANDJELKOVIC et al., 2015).
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Figura 1. Representacdo esquematica da cadeia respiratoria mitocondrial na
presenca de AOX. Setas vermelhas indicam a direcao da transferéncia de elétrons
de NADH, succinato, G3PDH e ETF:Q para o O,. Setas pontilhadas indicam
bombeamento de protons para El. CI-CV, complexos I-V; Q, ubiquinol; AOX, oxidase
alternativa; cit, citocromo c; MIl, membrana interna; El, espaco intermembranar, ME,
membrana externa.

| Jhin |1 HERE | | jiny | ||| | | I ME

fumarate succinato

NAD* NADH ADP+Pi ATP

Matriz
Acil-CoA  T-enoil-
graxo CoA

CI CII CIII CcIv cv

Fonte: Adaptado de Camargo et al. (2018).

A importancia da AOX, principalmente em metazoarios ndao €é bem
esclarecida. No entanto, em plantas sabe-se que ela atua evitando a formacéo de
ROS e na manutencdo da homeostase redox em situacdes estressantes (DAHAL et
al., 2017; HUANG et al., 2016;). Outro papel bem estabelecido da AOX ocorre em
plantas termogénicas, para as quais sua via alternativa de transferéncia de elétrons
contribui & geracdo de calor em Orgéos especificos. Parte da energia dos elétrons
gue chegam a CR, que seria conservada para produzir ATP, & perdida como calor
(MEEUSE, 1975; MOORE et al., 2013; RASMUSSON; SOOLE; ELTHON, 2009). Na
flor-de-l6tus N. nucifera, em especial, cerca de 75% dos elétrons da CR convergem
a via da AOX, fazendo com que a energia do transporte destes seja dissipada na
forma de calor, possivelmente contribuindo para a volatilizacdo de compostos
importantes para a atracdo de insetos polinizadores (WATLING et al., 2006).
Semelhantemente, membros da familia Araceae aumentam sua temperatura interna
durante o florescimento (SEYMOUR et al., 2001; WAGNER et al., 2008)
Symplocarpus foetidus (Liliopsida: Araceae), por exemplo, tem suas espadices

aguecidas durante frio intenso, de modo a derreter o gelo em seu entorno e liberar
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um odor fétido que atrai besouros (KNUTSON et al., 1974). Além disso, sabe-se que
0 estresse ao frio ativa a AOX, mesmo em plantas consideradas nao-termogénicas,
tais como tubérculos de batata que, quando submetidos a 5°C, apresentaram um
aumento de dez vezes na atividade da enzima em relacdo a condicdo controle de
25°C (BORECKY; VERCESI, 2005).

De um modo geral, a regulacdo da AOX, quer seja metabdlica ou a nivel de
expressao génica também ndo € totalmente entendida nos eucariotos, a excecao
das plantas. Sabe-se até entdo que o acumulo de ubiquinol (seu substrato) leva a
sua ativacao e, teoricamente, em condicdes fisioldgicas ndo estressantes, AOX néo
esta enzimaticamente ativa, pois a afinidade do complexo Ill pelo mesmo substrato é
muito maior. Em varios organismos, AOX é ativada alostericamente por metabdlitos,
tais como o piruvato, que se acumulam sob situacbes de estresse
respiratorio/metabdlico causado por defeitos na OXPHOS (SAARI et al., 2018).

Embora presentes na maioria dos grupos do reino animal, os genes que
codificam as enzimas alternativas ndo sado encontrados em vertebrados e insetos,
pelo fato de terem sido perdidos independentemente ao longo da evolucéo
(MCDONALD; VANLERBERGHE, 2004; MCDONALD; VANLERBERGHE;
STAPLES, 2009). Porém, o gene da AOX proveniente de C. intestinalis,
representante de um grupo-irmao de Vertebrata, foi expresso transgenicamente nas
mitocondrias de moscas D. melanogaster (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009;
KEMPPAINEN, et al. 2014), camundongos (EL-KHOURY, et al., 2013; SZIBOR et
al., 2017) e diversas células humanas em cultura (HAKKAART, G.A et al., 2005;
DASSA et al., 2009) com bastante sucesso. A ideia era testar se a via alternativa
conferida pela AOX poderia atuar como uma valvula de escape de elétrons em
condicdes de estresse respiratério ou sobrecarga dos complexos Il e IV, reduzindo
o nivel de ROS e reestabelecendo o consumo de oxigénio. Este conceito tem sido
explorado desde entdo em busca de estratégias terapéuticas para o tratamento de
doencas mitocondriais (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; KEMPPAINEN, et al.
2014). Em D melanogaster, as linhagens expressando AOX n&o apresentaram
problemas notaveis na viabilidade dos estagios de desenvolvimento e reproducédo a
temperatura padrdo de laboratério (25°C), sobreviveram a niveis toxicos de
antimicina A e cianeto (inibidores dos complexos Il e IV, respectivamente)
(FERNANDEZ-AYALA et al., 2009), e tiveram fendtipos relacionados a deficiéncias
no complexo IV resgatados (KEMPPAINEN et al., 2014). Além disso, linhagens de
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moscas mutantes para o gene dj-78 (modelo para a doenca de Parkinson) tiveram
defeitos locomotores mitigados (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009) e linhagens que
expressam peptideos beta-amildéides humanos (modelo para a doenca de Alzheimer)
tiveram um aumento na longevidade, a qual na auséncia de AOX é bem curta (EL-
KHOURY et al.,, 2016). A expressdo da AOX nos demais sistemas heterélogos,
principalmente em células humanas em cultura (DASSA et al., 2009; EL-KHOURY,
et al., 2013; HAKKAART, et al., 2005), também gerou resultados muito similares e
promissores no que diz respeito a remediacado de defeitos mitocondriais em modelos
experimentais.

Outros efeitos positivos inesperados da expressdo da AOX foram
encontrados, tais como a prevencdo de disfuncdes ontogenéticas, incluindo o
fendtipo de fenda toracica em D. melanogaster, correspondente ao fenétipo de labio
leporino em humanos (ANDJELKOVIC; KEMPPAINEN; JACOBS, 2016). Em
contrapartida, disfun¢cdes mitocondriais claras resultantes de mutacdes que levam a
falhas na replicacdo do DNA (RODRIGUES et al.,, 2018) ou na sintese proteica
intramitocondrial (KKEMPPAINEN; KEMPPAINEN; JACOBS, et al., 2014) n&o foram
amenizadas pela AOX, demonstrando que ha limitacdes de seu uso. Além disso,
efeitos negativos da expressdo de AOX ja foram observados, como defeitos
reprodutivos em droséfilas machos. Estes ndo acumulam eficientemente
espermatozoides maduros na vesicula seminal, o que os coloca em desvantagem
guando testados em competicdo de esperma com machos controles (SAARI et al.,
2017). E plausivel que muitos desses efeitos fenotipicos estejam provavelmente
envolvidos a diversidade de papeis que a mitocéndria exerce no organismo. Porém,
0s processos bioldgicos basicos desencadeados pela expressdo da AOX nédo estao
precisamente elucidados, o que salienta a necessidade de uma investigagao
aprofundada da biologia desta enzima em metazoarios, principalmente em

condi¢cbes que mimetizam a natureza.

3.4 Uso de Drosophila melanogaster como organismo-modelo

D. melanogaster € um pequeno inseto que desde o inicio do século passado
tem sido muito utilizado como organismo modelo em biologia, propiciando grandes
avangos em conjunto com varias técnicas de biologia celular e de manipulagéo

genética que foram desenvolvidas. Desde o ano 2000 esse organismo tem o0 seu
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genoma completamente sequenciado, revelando que muitos dos seus genes sao
ortélogos aos de mamiferos, tais como os que codificam proteinas mitocondriais
(FERNANDEZ-MORENO et al., 2007)

Além disso, D. melanogaster tem um ciclo de vida curto, com estagios de
desenvolvimento bem definidos, sendo relativamente facil obter um grande nimero
de individuos, levando-se em conta que cada fémea ovipde cerca de 100 ovos por
dia. Estes passardo por um processo de embriogénese, subdividido em 17 estagios
que duram cerca de 24 horas a temperatura de 25°C (CAMPOS-ORTEGA;
HARTENSTEIN, 1985; FERNANDEZ-MORENO et al., 2007). O dultimo estagio
perdura até a eclosdo do embrido, originando as larvas de primeiro instar (L1). L1
alimentam-se na superficie da dieta onde os ovos foram colocados e crescem de
forma que apds mais 24 horas, aproximadamente, sdo larvas de segundo instar (L2),
adentram-se ao meio de cultivo até atingirem o proximo instar, L3. Quando as larvas
L3 estdo maduras, comecam a sair da dieta, em busca de um substrato seco (em
laboratorio consiste na parede do frasco onde é feito o cultivo), fase que sao
denominadas L3 errantes, para entdo transformarem-se em pupas num espaco de
tempo variavel entre 24 a 48 horas. As pupas sdo imdéveis e inicialmente
apresentam-se com coloracdo branco amarelado, tornando-se progressivamente
mais escuras, conforme as larvas vao se metamorfoseando. O estagio pupal dura
aproximadamente 100 horas e € subdividido em 15 estagios (P1 a P15). No ultimo
dia de pupa, ja é possivel notar a mosca adulta formada no interior da pupa (imago),
que logo ap6s atingirem P15 emergem, alcancando, portanto um tempo médio de
desenvolvimento de ovo a adulto de 10/11 dias (BAINBRIDGE; BOWNES, 1981,
FERNANDEZ-MORENO et al., 2007; TYLER, 2000).

Por se constituir um inseto holometabolo (i.e. que passa por metamorfose
completa), as suas diversas fases de desenvolvimento implicam em alteragbes
metabdlicas intensas, uma vez que 0 organismo passa de larvas alimentadoras a
adultos extremamente ativos, voadores e reprodutores. Durante a fase de pupa,
para que a metamorfose ocorra, ha histolise e reestruturacdo de tecidos,
arquitetando todo o organismo o qual, posteriormente, originara a mosca. Embora se
imagine que a metamorfose consuma uma elevada quantidade de energia, sabe-se
gue a taxa metabdlica na fase pupal é relativamente baixa. Assim, quando medida
durante larva, pupa e adulto, ela forma uma curva em “U” (curva metabdlica em U),

indicando que a restricAo energética € inerente ao ciclo do organismo para o
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sucesso da metamorfose. As reservas energéticas adquiridas pela alimentacdo das
larvas abastecem todo o desenvolvimento e sustentam até o adulto recém-emergido,
ja que este passa as suas primeiras oito horas sem se alimentar (CHIANG, 1963;
MERKEY et al., 2011).

As larvas, entdo, armazenam muita energia, apresentando um crescimento
acelerado, através de um metabolismo majoritariamente glicolitico, ou seja, elas
utilizam glicolise aerobica para producdo da maior parte do ATP. Ja foi mostrado
gue, em torno de 12 horas previamente ao fim da embriogénese, € desencadeada
uma “programagdo metabdlica®, onde o receptor relacionado ao estrogénio de
Drosophila (dERR) leva a sobrerregulacdo transcricional de varios genes que
codificam enzimas atuantes na glicélise (TENNESSEN et al., 2014). E importante
ressaltar, que a mitocéndria também exerce uma funcéo importante nesse contexto,
garantindo que sejam gerados precursores de vias biossintética. Através da CR,
carreadores de elétrons sdo reoxidados, 0s quais sdo cruciais para o funcionamento
do TCA, ciclo que processa parcialmente os precursores que serdo utilizados para
biossintese de lipideos, aminoacidos e nucleotideos. Interessantemente esse
metabolismo (larval) é tipico de células proliferativas, como as cancerigenas e é
conhecido também como efeito Warburg (TENNESSEN et al., 2014; TENESSEN et
al., 2011; VANDER HEIDEN CANTLEY; THOMPSON, 2009; WARBURG 1956).
Diante desse panorama, somado as limitacdes impostas pelos estudos com células
em cultura (os quais ndo permitem respostas sistémicas), a larva de D.
melanogaster tem sido cogitada como um modelo animal importante, permitindo que
o crescimento e a proliferacdo celular sejam explorados a nivel genético e
regulatério e entendidos no contexto da fisiologia animal (TENNESSEN et al., 2014,
TENNESSEN et al., 2011).

Embora a D. melanogaster seja mais conhecida como modelo nos campos de
estudos em neurobiologia, regulacdo e expressdo (génica, longevidade,
comportamento, genética de populacdes, dentre outros (FERNANDEZ-MORENO et
al., 2007), ela tem ocupado um espaco importante em estudos termorregulatorios de
ectotérmicos (DILLON et al., 2009). Muito do que se sabe sobre a termorregulacéo
em ectotérmicos foi estudado em répteis, principalmente em lagartos, que sao
animais de monitoramento e mensuracdo da temperatura corpérea relativamente
faceis no campo. Porém, este grupo de organismos apresenta algumas limitacdes,

principalmente no que diz respeito a correlacdo da termorregulacdo com a aptidao
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para inferéncia do valor adaptativo, uma vez que estuda-los a nivel populacional
seria dificultoso e levaria muito tempo. Neste caso, insetos se mostram muito mais
interessantes para estudos desse tipo, uma vez que séao criados facil e rapidamente
em laboratérios, tém o desenvolvimento bem compreendido, e permitem-se
averiguar efeitos de genes especificos (DILLON et al., 2009).

Considerando a variedade de ferramentas moleculares hoje existentes e o
conjunto de conhecimentos amplamente construido sobre D. melanogaster, este
organismo também se mostra muito Gt para estudos relacionados a
termorregulacdo. A literatura aponta que varias bases neurobioldgicas da sensacdo
térmica sdo bem caracterizadas em Drosophila, assim como muitas respostas
comportamentais, fisiolégicas e bioquimicas a variacdo térmica. E importante
lembrar ainda que o seu desenvolvimento é diretamente influenciado pela
temperatura, o que o torna um modelo interessante para averiguar efeitos térmicos.
Portanto, D. melanogaster se constitui um sistema bioldgico lider para as mais

diversas investigac6es em biologia de metazoarios (DILLON et al., 2009)

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens

As linhagens de moscas utilizadas foram desenvolvidas e/ou cedidas pelo
laboratério do Prof. Dr. Howard T. Jacobs (Universidade de Tampere, Finlandia) e

foram retrocruzadas no background genético w''*®

por pelo menos 6 geragdes. Elas
foram mantidas e os experimentos realizados em dieta padrdao do Laboratério de
Biologia Mitocondrial do Departamento de Tecnologia, FCAV/UNESP, composta por
3,5% de extrato de levedura, 3% de glicose, 3% de melago, 1,5% de sacarose (p/v),
1,5% de farinha de milho, 1% de farinha de soja, e 1% de agar, 1% de gérmen de
trigo, 0,5% de acido propidnico e 0,1% de nipagin (FERNANDEZ-AYALA et al.,
2009). A expressao de AOX foi obtida com diferentes sistemas de expresséo
transgénica:

a) sistema constitutivo tubulina-AOX (KEMPPAINEN, et al., 2014), no qual as
moscas expressam o transgene da AOX sob controle do promotor da a-tubulina em
niveis que variam de baixos a moderados, de acordo com o numero de copias do

transgene (Quadro 1);



34

b) sistema induzivel UAS/GAL4 (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009), através
do qual moscas que apresentam o transgene da AOX controlado pelo promotor UAS
(UAS-AOX) séo cruzadas com moscas que expressam o fator de transcricdo GAL4
(daGAL4), proveniente do levedo Saccharomyces cerevisiae. GAL4 ativa o promotor
UAS na prole gerada, levando a expressao ubiqua da AOX em niveis moderados e
altos (Quadro 1).

Quadro 1: Descricdo resumida das linhagens transgénicas utilizadas que
expressam a AOX funcional (linhagens AOX). Linhagens com os sistemas de
expressao, tubulina-AOX e UAS/GALA4, apresentam uma constru¢cdo em homozigose
nos cromossomos indicados, contendo a sequéncia do promotor a-tubulina e UAS,
respectivamente, fundida ao gene da AOX de C. intestinalis.

Sistema de Genotipo Insercao Nivel relativo de
expressao transgénica expressao de
AOX*
Constitutivo tubAOX>> cromossomo X baixo
tubulina-AOX
tubAOX* 2 cromossomo 2 baixo
tubAOX’ Cromossomo 3 baixo
2xtubAOX cromossomos 2 e 3 moderado
3xtubAOX cromossomos X, 2 moderado
e3
Induzivel UAS-AOXwt®! cromossomo 2 moderado
UAS/GAL4 /daGAL4
UAS-AOX™®/ Cromossomo 2 alto
daGAL4

* Niveis descritos de acordo com Fernandez-Ayala et al. (2009); Kemppainen, et al. (2014);
Andjelkovic et al. (2015); Saari et al. (2017).

Como controles experimentais foram utilizadas, respectivamente, as
linhagens w1118 e UAS-AOXmut®" /daGAL4. Esta Gltima carrega uma verséo néo-

funcional da AOX, com mutacdes no sitio ativo da enzima (ANDJELKOVIC et al.,
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2015). E importante ressaltar que as linhagens com o sistema induzivel UAS/GAL4
foram utilizadas apenas nos testes de resisténcia ao frio, mas ndo nos ensaios de
desenvolvimento. Isso foi determinado porque o funcionamento do proprio fator de
transcricdo GAL4 varia de acordo com a temperatura, apresentando uma atividade

minima a 16°C e méxima a 29°C (DUFFY, 2002), o que inviabilizaria as andlises.

4.2 Analises fenotipicas

4.2.1 Ensaios de desenvolvimento

Ovos das diversas linhagens foram coletados durante < 24 horas em frascos
contendo 20 fémeas pré-acasaladas e 10 machos, em dieta padrao, a 25°C. Apés
descarte dos adultos, os ovos foram submetidos as temperaturas de 12, 15, 18, 25,
29 e 31°C, onde eles se desenvolveram com fotoperiodo controlado (12h claro/12h
escuro) e controle manual de umidade. Os ensaios foram feitos em triplicatas,
exceto para os experimentos a 12 e 15°C, que foram realizados em duplicatas. Cada
repeticdo foi composta por quatro frascos de cada linhagem contendo de 40 a 170
ovos, cujo desenvolvimento foi monitorado diariamente. Os parametros analisados
foram:

a) o tempo médio de desenvolvimento de ovo até pupa e desta até o estagio
adulto, através da contagem diaria do nimero de pupas e adultos surgidos por
frasco de cultura;

b) a viabilidade dos ovos e larvas, através do célculo da porcentagem de ovos
que alcancaram o estagio pupal por frasco de cultura;

c) a viabilidade das pupas, através do calculo do numero de adultos que

emergiram em relacdo ao numero de pupas contabilizadas por frasco de cultura.

4.2.2 Tratamento com gelo

Para testar a resisténcia ao frio, 4 frascos sem dieta, contendo 10 individuos
adultos, foram submetidos ao gelo (0°C) e o tempo levado para que todas as
moscas de cada frasco fossem totalmente imobilizadas foi contabilizado. Para
computar o tempo de recuperagdo apOs estresse causado pelo gelo, 2 frascos

contendo 5 individuos adultos cada foram submetidos a 1 e 2h a 0°C e entao
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transferidos a 25°C, até que cada mosca conseguisse se manter em pé novamente.
Os individuos amostrados em ambos o0s testes tinham a mesma idade
(aproximadamente 4 dias pos-emergéncia), estavam aclimatados a 25°C, e foram
coletados com pelo menos 48 horas de antecedéncia ao experimento para evitar
possiveis alteracdes metabdlicas causadas pela anestesia por CO,, método utilizado
para selecdo e coleta dos adultos (COLINET; RENAULT, 2012). Os testes foram
feitos em triplicatas, e em cada teste de resisténcia também foram feitas trés

repeticdes técnicas.

4.3 Analises de respirometria

Através do sistema de respirometria de alta resolugdo Oxygraph-2k (O2k,
Oroboros Instruments), foi avaliado o consumo de oxigénio mitocondrial e a razéo
ADP/O de homogeneizados de larvas L3 a 12, 15 e 25°C. Os procedimentos
experimentais foram precedidos da lavagem das 2 camaras do sistema pelo menos
3 vezes com alcool anidro (99,5%) e uma vez com agua deionizada, e da
estabilizacdo do sinal a temperatura adequada apés adicdo do tampao de ensaio
(120mM KCI, 5mM KH,PO,4, 3mM Hepes, 1ImM EGTA, 1mM MgCl,, 2% BSA, pH
ajustado a 7,4). O homogeneizado foi preparado por maceragcdo de 20 larvas L3
errantes em 1000ul de tamp&o de isolamento (250mM sacarose, 5mM Tris HCI,
2mM EGTA, pH ajustado a 7,4) com o uso de um homogenizador de vidro manual.
Para avaliar o consumo de oxigénio mitocondrial, 200ul do homogeneizado de larvas
foram adicionados em cada uma das camaras contendo 1800ul do tampao de
ensaio. O restante de cada amostra (~600 ul) do homogeneizado foi armazenado a -
20°C para posterior quantificagdo proteica (ver item 3.3 abaixo). Apds o fechamento
das camaras, foram fornecidos substratos oxidaveis para suprir elétrons a CR: 5ul
2M piruvato/prolina (concentragéo final de 5mM), 7,5ul 0,4M malato (1,5mM) e 80ul
0,65M glicerol-3-fosfato (26mM). A respiracdo maxima acoplada foi estimulada pela
adicdo de 4pl 0,5M adenosina difosfato (ADP, 1mM), substrato da ATP-sintase, e
posteriormente inibida na seguinte ordem. Na camara A, 2ul 0,05M antimicina A
(0,05mM) e 4pl 0,1M propilgalato (0,2mM) foram usados para inibir primeiramente o
complexo Il e depois AOX, o que permitiu inferir o consumo de oxigénio realizado
exclusivamente pela AOX, através da diferenga entre o consumo de oxigénio “apds
adicdo de antimicina A” e “apos a adigdo de propilgalato”. Ja na cédmara B,
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procedeu-se inversamente: primeiramente, foi adicionado o inibidor da AOX, para
averiguar se e quanto esta enzima poderia participar na respiracdo mitocondrial
guando a CR esta funcional. Para isso, subtraiu-se o valor de consumo de oxigénio
“apos adicao de propilgalato” do valor “apds a adicao de antimicina A”. Todos os
valores de respiragdo obtidos foram normalizados pela subtragédo do valor de
consumo de oxigénio apos inibigdo final do complexo | com 1ul 0,01M rotenona
(0,005mM).

Para calcular a razao ADP/O e inferir a sintese de ATP, foram usados 1900pl
de tampédo de ensaio e 100ul do homogeneizado de larvas. Apos adicdo dos
mesmos substratos oxidaveis descritos acima, nas mesmas concentracoes, foi
adicionada uma quantidade limitante de ADP (32ul 5mM estoque; 160 nmol final)
para ser totalmente fosforilado pela ATP sintase. O valor da variagdo nha
concentracdo de oxigénio antes e apos a fosforilagcdo do ADP foi entdo multiplicado
pelo numero de atomos de oxigénio (2) e pelo volume da camara (2ml) para inferir
guantas moléculas de ADP sao fosforiladas por oxigénio consumido.

O nivel de acoplamento entre a respiracdo e a fosforilacdo do ADP foi
estimada através do célculo da taxa de controle respiratério (do inglés, RCR), onde o
valor do consumo de oxigénio gerado pela adicdo dos mesmos substratos oxidaveis
descritos acima e de 4pl 0,5M ADP (1mM, saturagédo), denominado de respiragao
mitocondrial de estado 3, foi dividido pelo valor do consumo apoés inibicdo da ATP-
sintase com 1ul 25uM oligomicina (0,0125uM), denominado respiracdo mitocondrial
de estado 4 (MORTON; BARNES; ZYSKOWSKI, 1996). Em todos os valores de
respiracdo foi subtraido o valor de consumo de oxigénio apdés inibicdo dos
complexos | e |, respectivamente com 1ul 0,01M rotenona (0,005mM ) e 2ul 0,1M
cianeto de potassio KCN (0,1mM).

4.3.1 Quantificacao proteica

A quantificacdo proteica foi feita através do método de Bradford
(BRADFORD, 1976), que permite determinar a concentracdo de proteinas totais das
amostras, fornecendo valores que foram utilizados pelo programa do oxigrafo O2k
para estimar o consumo de oxigénio por mg de proteinas totais.

O método exige que seja feita uma curva padrdo, por meio de uma diluicdo

seriada de albumina do soro bovino (do inglés, BSA) com agua Mill-Q, nas
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concentracodes 0,5, 0,25, 0,125 e 0,0625mg/ml, das quais utilizou-se uma amostra de
10ul de cada. Como branco, foram utilizados 10ul do tampao de isolamento. As
amostras de homogeneizados de larvas foram diluidas 10X em agua Milli-Q e delas
foram utilizados 10l em duplicatas. Em todas as amostras foram adicionados 200pl
do reagente de Bradford e a quantificacdo foi feita utilizando o iMark™ Microplate

Absorbance Reader, a 595nm de comprimento de onda.

4.4 Termografia de infravermelho

Uma camera termografica sensivel a radiacdo infravermelha (Flir SC660;
Suica) pertencente ao laboratério da Profd. Dr2, Kénia Cardoso Bicego, do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/UNESP, foi utilizada para
gerar dados diretos de producédo de calor. Cada experimento foi composto por 20
larvas L3 de cada linhagem indicada, aclimatadas a 25°C, as quais foram
transferidas dentro de placas de Petri encapadas por fita crepe (para evitar reflexdo
do material) para uma incubadora com a temperatura controlada de 12°C. Em
seguida iniciou-se a captura de imagens de 5 em 5 segundos por um periodo de 1
hora. Os dados foram analisados com auxilio do software Therma Cam Researcher
2.10.

4.5 Analises estatisticas

As anadlises estatisticas foram processadas através do software SAS
University Edition para a realizacdo do teste a posteriori de Tukey, precedido da
analise de variancia ANOVA simples. Testes t de Student foram feitos através da

ferramenta de analises de dados do Microsoft Excel.

5 RESULTADOS

5.1 A expressao de AOX aumenta as taxas de viabilidade dos ovos/larvas e

pupas em baixas temperaturas

Para iniciar os testes sobre o papel termogénico da AOX em D. melanogaster,

analisamos as linhagens de expressdo constitutiva tubAOX durante o



39

desenvolvimento de ovo até a fase adulta, através do calculo da viabilidade dos
ovos/larvas (Figura 2A) e pupas (Figura 2B). O intuito foi averiguar se, nas
temperaturas baixas, as linhagens transgénicas se mostrariam com taxas de
viabilidade mais altas em relacdo a linhagem controle, enquanto que em
temperaturas altas o inverso pudesse ser observado. Claramente, notamos que a
expressdo da AOX foi capaz de amenizar efeitos do estresse térmico, principalmente
o frio (Figura 2), de tal forma que as taxas de viabilidade cairam menos com a
variacdo da temperatura. As temperaturas de 18°C e 25°C, as taxas de viabilidade
dos ovos/larvas e das pupas foram relativamente altas e ndo se diferenciaram
substancialmente dentre todas as linhagens. Assim, nestas temperaturas
consideradas favoraveis ao cultivo de droséfilas, a expressao da enzima AOX nao
levou a uma resposta fenotipica aparente positiva ou negativa ao desenvolvimento
das linhagens, das quaispudessem ser inferidas alteracdes metabdlicas.

Quando submetidas a 15°C, as linhagens AOX com duas e trés copias do
gene tiveram as taxas de viabilidade dos ovos/larvas significativamente mais altas
(0,65 + 0,11) do que o controle w8 (0,44 + 0,11). As linhagens com apenas uma
copia do gene da AOX, apresentaram taxas intermediarias, que ndo se
diferenciaram estatisticamente das demais (APENDICE A e B). Além disso, nos
observamos uma queda na viabilidade pupal de todas as linhagens (Figura 2),
exceto 2xtubAOX e 3xtubAOX, que tiveram taxas superiores ou préoximas a 0,80,
relativamente altas para tal condicdo térmica.

Interessantemente, o resultado a 12°C se mostrou com um padrdo
semelhante ao de 15°C, porém mais intenso para a viabilidade dos ovos/larvas:
todas as linhagens AOX tiveram taxas de viabilidade superiores a 0,40, sendo que
2xtubAOX e 3xtubAOX tiveram mais vantagens, com taxas proximas a 0,55. A
linhagem controle sofreu mais com o estresse térmico pelo frio e apresentou uma
taxa de 0,29. No entanto, nenhum individuo de nenhuma linhagem atingiu o estagio
adulto, sendo a viabilidade pupal igual a O..

Ao contrario do esperado, os resultados da viabilidade dos ovos/larvas
obtidos a temperaturas altas indicaram certa vantagem as linhagens AOX (Figura
2A). As taxas destas foram mais altas a 29°C, sendo que algumas foram
estatisticamente diferentes de w'''® (APENDICE A). Quanto as pupas, todas se
mostraram com viabilidades muito semelhantes (Figura 2B), com cerca de 80%
emergindo a adultos. A 31°C é aparente que a linhagem controle manteve-se com a
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viabilidade dos ovos/larvas tao baixa quanto a 29°C. A maioria das linhagens AOX
tiveram taxas elevadas, em torno de 0,65, porém a taxa de 3xtubAOX foi tdo baixa
qguanto a do controle. J4 a viabilidade pupal foi praticamente nula para todas as
linhagens, com pouquissimas moscas chegando ao estagio adulto. Isso demonstrou
que tal condicdo térmica ja é extremamente limitante ao desenvolvimento de D.

melanogaster.

Figura 2. Viabilidades dos ovos/larvas (A) e das pupas (B) as temperaturas
indicadas. As taxas foram calculadas como o numero de pupas/ nimero de ovos e
namero de adultos/nimero de pupas, respectivamente. Os valores representam a
media +/- desvio padréo (DP) de 2-4 repeticGes bioldgicas, com 4 frascos de cada
linhagem por repeticao
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Em conjunto, os dados de viabilidade indicaram que a expressao de AOX
mitiga os efeitos do estresse térmico causado pelo frio em D. melanogaster, o que
estaria de acordo com a hipotese de que AOX produz calor. Porém, em altas
temperaturas este possivel efeito termogénico nédo afetou negativamente as taxas de
viabilidade, uma vez que a 31°C AOX também concedeu vantagens a certas
linhagens. De um modo geral, AOX amenizou os efeitos causados por ambos

extremos de temperaturas para o desenvolvimento das moscas.

5.2 AOX acelera o desenvolvimento de maneira dose-dependente em baixas

temperaturas

Como a temperatura afeta diretamente o desenvolvimento em insetos,
medimos o tempo médio de desenvolvimento das linhagens tubAOX nas seis
temperaturas, com a hipétese de que em baixas temperaturas, as linhagens AOX se
desenvolveriam mais rapidamente. De fato, nossos resultados mostram que quanto
mais baixa a temperatura, mais a AOX acelerou o desenvolvimento das moscas:
isso ocorreu de maneira dose-dependente (Figura 3) e foi testado estatisticamente
(APENDICE C e D).

Enquanto que a 25, 29 e 31°C o tempo de desenvolvimento foi semelhante
entre todas as linhagens, a 18°C as larvas das linhagens 2xtubAOX e 3xtubAOX se
desenvolveram mais rapidamente em pupas (Figura 3A), tendéncia que acabou
sendo refletida no tempo de desenvolvimento dos adultos (Figura 3B). A 15°C, isso
foi mais evidente: larvas 2xtubAOX e 3xtubAOX se desenvolveram com 2 dias de
antecedéncia, aproximadamente, o que refletiu também no desenvolvimento dos
adultos. Embora a 12°C nenhum adulto tenha emergido em qualquer uma das
linhagens, as pupas daquelas com duas e trés copias do gene da AOX se
desenvolveram cerca de 9 dias mais rapidamente do que o controle. Mais uma vez,
estes resultados demonstram que AOX mitiga os efeitos do frio durante o
desenvolvimento de D. melanogaster, mas que nao interfere em temperaturas

elevadas.
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Figura 3. Tempo de desenvolvimento de ovo até pupa (A) e de ovo até adulto
(B) das linhagens AOX e controle as temperaturas indicadas. Os valores
representam médias +/- DP de 2-4 repeticbes com 4 frascos de cada linhagem por
repeticao.
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Fonte: Adaptado de Saari et al. (2018)

5.3 AOX proporciona maior resisténcia e acelera a recuperagdo apos

exposicao prolongada ao gelo

Em adultos de linhagens AOX verificamos se estes poderiam exibir algum
fendtipo capaz de indicar o aumento da temperatura interna. Para isso, medimos o
tempo levado para que machos e fémeas ficassem totalmente imobilizadas em frio
intenso (0°C), com a hipdtese de que a expressédo de AOX aumentaria esse tempo.
Os resultados para as linhagens tubAOX foram evidentes (Figura 4): enquanto w*'*®
(controle) foi imobilizada em menos de dois minutos em média, as linhagens tubAOX
exibiram o fendtipo caracteristico de imobilizagdo devido ao estresse causado pelo

frio em aproximadamente trés minutos.
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Figura 4: Tempo levado para completa imobilizacdo no gelo das moscas tubAOX (A) e
UAS-AOX/daGAL4 (B) adultas e seus respectivos controles. Os valores representam as
médias +/- DP de trés repeticbes bioldgicas, com trés repeticbes técnicas cada. Foram
usados grupos de 10 moscas por frasco do sexo e genotipo indicados, em um total de 4
frascos. As letras “a-b” indicam classes estatisticas diferentes (P <0,05), de acordo com o
teste a posteriori de Tukey, precedido de uma ANOVA simples.
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Averiguamos posteriormente o tempo de recuperacao individual das moscas
apos serem expostas ao frio intenso (Figura 5). Apds permanecerem 1 e 2h a 0°C,
as moscas que expressavam AOX se recuperaram de forma mais acelerada, com
um adiantamento de aproximadamente 1 e 1,5 min, respectivamente, em relacdo a
linhagem controle. Com tais resultados, que ainda devem ser testados
estatisticamente, ficou explicito que AOX alivia efeitos do estresse ao frio também
durante o estagio adulto. Os mecanismos pelos quais isso ocorre demandam maior
investigacdo, mas os dados fenotipicos em geral estdo de acordo com a hipotese de

geracéo de calor pela AOX em D. melanogaster.
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Figura 5. Tempo levado para completa recuperacdo das moscas apos
imobilizagdo no gelo durante os tempos indicados. Os valores representam as
médias +/- DP do tempo de recuperacao individual de machos dos gendtipos
amostrados em trés repeticdes bioldgicas compostas por 2 frascos sem dieta e com
5 individuos cada. Asteriscos (*) indicam diferencas significativas (P< 0,01)
comparadas com o controle para cada tempo de exposi¢cao, de acordo com o teste t
de student.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.4 Termografia de infravermelho detecta temperaturas mais elevadas em

larvas que expressam AOX

Partindo dos resultados de que a AOX gera efeitos fenotipicos significativos
nas drosofilas em baixas temperaturas, principalmente durante o desenvolvimento
das larvas, avaliamos por meio da termografia de infravermelho se a temperatura
corpOrea delas € aumentada pela expressdao de AOX. Apds estarem aclimatadas a
25°C e entdo serem submetidas a 12°C, as larvas de drosofilas tendem a perder
calor a uma taxa relativamente rapida, chegando aos 12°C em cerca de 9 min
(resultados n&@o apresentados). Detectamos uma diferenca significativa na
temperatura corpérea média das larvas durante este intervalo (Figura 6), tendo
aquelas que expressam AOX temperaturas entre 0,1 e 0,2°C mais elevadas do que

as controles.
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Figura 6. Termografia de infravermelho mostra pequenas diferencas de

temperatura entre as larvas de 3xtubAOX e w

. (A) Imagens obtidas apds as

larvas L3 serem submetidas a 12°C por 45 segundos (45s) e 8 minutos e 25
segundos (8min 25s). (B) Temperatura média +/- DP de 10 larvas de cada gendétipo,
calculada a partir das imagens em A. (*) Diferencas significativas (P<0,01) em
comparacdo com o controle, de acordo com o

teste

t de student.
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5.5 Parametros do funcionamento mitocondrial ndo sdo substancialmente

afetados em baixas temperaturas devido a expressédo de AOX

A termografia de infravermelho em conjunto com os dados fenotipicos
indicaram que larvas expressando AOX apresentam temperaturas mais elevadas
que a linhagem controle. A proxima etapa entdo consistiu em verificar se essa
enzima tinha uma participagéo efetiva no consumo de oxigénio mitocondrial e o
guanto este poderia ser alterado com a variacdo térmica. As analises indicaram que
a respiracdo mitocondrial maxima acoplada das larvas nédo é significativamente
afetada pela AOX tanto a 25°C quanto nas temperaturas baixas de 15 e 12°C
(Figura 7), e que a adig&o de propilgalato (inibidor da AOX) nao altera o consumo de
oxigénio significativamente. Além disso, a proporcdo de respiracao resistente a
antimicina A, que inibe o complexo Il e permite que todo fluxo de elétrons chegue a
AOX, manteve-se semelhante nas temperaturas avaliadas (~33% da respiracéo

méaxima acoplada).

Figura 7. Consumo de oxigénio mitocondrial de homogeneizados de larvas L3
dos genétipos indicados em diferentes temperaturas. A respiracdo maxima
acoplada foi obtida usando piruvato, prolina, malato, glicerol-3-fosfato e ADP.
Propilgalato foi usado como inibidor de AOX. Antimicina-A foi usado como inibidor do
complexo lll. Os dados representam médias +/- DP de 3 repeti¢cdes bioldgicas. “ns”
indica diferencas nao significativas (P>0,05) de acordo com o teste t de student.
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Ainda através da respirometria, analisamos se a sintese de ATP poderia ser
afetada pela expressdo da AOX na CR das drosofilas. Com isso, testamos a
hipétese de que o consumo de oxigénio sem bombeamento de protons pela AOX
diminuiria a sintese de ATP, gerando um menor acoplamento entre a fosforilacdo do
ADP e o consumo de oxigénio. Entretanto, ao calcularmos a RCR, que estima o
nivel de acoplamento (Figura 8A), notamos que o este parametro ndo muda na
presenca de AOX, mesmo nas temperaturas mais baixas. Encontramos resultados

muito semelhantes para a razdo ADP/O (Figura 8B).

Figura 8. AOX néo altera a sintese de ATP mitocondrial de larvas. A taxa de
controle respiratério (RCR) (A) e a razdo ADP/O (B) de homogeneizados de larvas
L3 dos gendtipos indicados nas diferentes temperaturas foram calculados assim
como descrito nos Materiais e Métodos. Os valores representam a média +/- DP de
pelo menos 3 repeti¢cdes bioldgicas.
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6 DISCUSSAO

A combinacdo dos resultados de viabilidade, tempo de desenvolvimento e
testes de resisténcia ao frio das diferentes linhagens de moscas AOX sugere que
guando esta enzima é expressa em D. melanogaster, ela mitiga efeitos do estresse
térmico, principalmente aqueles causados pelo frio. Dentro da faixa de preferéncia
térmica reportada na literatura para Drosophila, de 18 a 25°C (DILLON et al., 2009;
SOKABE; TOMINAGA, 2009), a viabilidade e o tempo de desenvolvimento se
mantiveram praticamente os mesmos entre as linhagens controle e AOX. Porém, as
taxas de viabilidade das linhagens AOX foram significativamente maiores a 15 e
12°C, além de seu tempo de desenvolvimento ter sido em torno de 10 e 23% mais
acelerado, respectivamente, nas linhagens com maior nivel de expressdo da
enzima.

A temperatura baixa de 12°C é considerada critica ao desenvolvimento de D.
melanogaster (SCHOU et al., 2017) e isso nos levou a adota-la como a minima
utilizada para avaliar o desenvolvimento. Porém, em moscas adultas podemos
observar efeitos de temperaturas tdo frias quanto 0°, que levam a um fendtipo
caracteristico de imobilizagdo completa: o “coma induzido pelo frio” (chill coma). Este
€ gerado principalmente pela incapacidade fisiol6gica dos insetos de manterem o
potencial de repouso muscular (HOSLER; BURNS; ESCH, 2000; MACDONALD et
al., 2004). Ao explorarmos o chill coma para inferir a resisténcia ao frio em drosofilas
adultas, observamos que todas as linhagens AOX foram mais resistentes ao frio
intenso (0°C) e também capazes de se recuperarem mais rapidamente apos 1 e 2h
expostas a esta temperatura.

E plausivel considerarmos que a producéo de calor pela acdo da AOX gera as
vantagens descritas acima em temperaturas frias, pois evidéncias de termogénese
pela AOX em células de animais em cultura ja existem. Chrétien et al., (2018)
mostraram que células humanas que expressam AOX tratadas com cianeto (inibidor
do complexo IV da CR) mantiveram o consumo de oxigénio e a taxa de producéo de
calor gerada pela respiracéo significantemente alta, mesmo sem producéo de ATP.
O pequeno tamanho de insetos como D. melanogaster e o fato destes dissiparem
calor muito facilmente por resfriamento convectivo (DIGBY, 1955; CHURCH, 1960)
resultam em uma temperatura corporea sempre abaixo da temperatura ambiente,

dificultando sua mensuracdo. Quando nds analisamos imagens termogréaficas de
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larvas L3 a 12°C, detectamos um singelo, mas significativo, aumento na temperatura
daquelas que expressam AOX (0,1-0,2°C). Esse achado demonstra que a
temperatura corporea desses organismos esta sendo aumentada, quer seja por um
mecanismo direto da atividade da AOX, como em algumas plantas (MOORE et al.,
2013), ou por outras consequéncias indiretas geradas em seu metabolismo.

N6s buscamos explicar estes mecanismos através de analises de
respirometria, pelas quais hipotetizamos primeiramente encontrar indicativos de que
a participacdo da AOX era maior no consumo de oxigénio as temperaturas mais
baixas, o que seria correlacionado com os dados fenotipicos. A 25°C, nédo
encontramos diferencas nos parametros respiratorios avaliados, em concordancia
com as indiferencas obtidas nessa temperatura para as taxas de viabilidade e tempo
desenvolvimento. Isso é corroborado por estudos anteriores que mostraram que a
AOX nao contribui para a respiracdo quando a CR esta totalmente funcional
(CHRETIEN et al., 2018; DASSA et al., 2009; FERNANDEZ-AYALA et al., 2009;
HAKKAART et al., 2006; SZIBOR et al., 2017;). Entretanto, a 15 e 12°C, o consumo
de oxigénio maximo acoplado ndo decresceu significativamente quando AOX foi
inibida, demonstrando que esta ndo tem uma participacdo efetiva na respiracao
fosforilativa mitocondrial quando o segmento do citocromo ¢ da CR esta ativo, ao
contrario do esperado. Também buscamos indicios de desacoplamento mitocondrial
na presenca de AOX através da analise da RCR e da razdo ADP/O, mas nao
encontramos. Interessantemente para adultos de Drosophila simulans, a RCR e a
razdo ADP/O sao alteradas em funcdo da temperatura, de acordo com o substrato
fornecido a respiracdo. A 12°C, por exemplo, a RCR aumentou em relacdo a
temperaturas mais altas, quando a respiracao foi mantida por substratos que suprem
o CI com elétrons. Entretanto, a mesma taxa diminuiu quando foi utilizado o G3P
(substrato para G3PDH). Ou seja, houve maior condi¢cdo de desacoplamento quando
esta via foi utilizada (PICHAUD et al., 2010). Isso nos demonstra a necessidade de
testarmos separadamente as diferentes vias de elétrons que convergem a
coenzima-Q, em busca de uma melhor compreenséo do funcionamento da AOX na
CR.

Além disso, a divergéncia entre os resultados de PICHAUD et al. (2010) e os
nossos, pode ser decorrente das andlises terem sido feitas, respectivamente, com
tecidos de adultos e de larvas, ou com mitocéndrias isoladas e homogeneizados

totais. Essa observacdo pode ser extremamente importante, jA que em resposta a
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diminuicdo da capacidade aerdbica devido ao frio, os animais tendem a ter um
aumento na densidade mitocondrial, dentre outros “ajustes” (PORTNER, 2002).

As larvas de D. melanogaster tém um metabolismo em que predomina a
glicOlise aerdbica, onde a maior parte do ATP € gerada no citoplasma na via
glicolitica e as mitocéndrias primariamente geram precursores de vias biossintéticas
de lipideos, aminoacidos e nucleotideos (TENNESSEN et al., 2014; TENNESSEN,
et al., 2011). Este € um processo tipico de tecidos proliferativos, tais como aquele
gue ocorre no cancer, conhecido também como efeito Warburg (WARBURG, 1956;
VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009; TENNESSEN, et al., 2014). A
respiracdo mitocondrial exerce uma funcdo essencial, pois através das reacdes
realizadas pela CR, carreadores de elétrons necessarios ao funcionamento do ciclo
do acido citrico sdo reoxidados, e esta via por sua vez € crucial para que 0s
precursores das vias biossintéticas sejam parcialmente processados. Podemos
especular entdo que o aumento na viabilidade das larvas e a aceleragdo do tempo
de desenvolvimento em baixas temperaturas ocorrem, pois a AOX auxilia nesta
reoxidacao de carreadores de elétrons, afrouxando limitac6es impostas ao TCA e ao
funcionamento mitocondrial pela reducéao da temperatura.

Sabe-se que dentre as adaptacles fisioldgicas de ectotérmicos para
manutencdo da homeostase celular em ambientes frios, esta a alteracdo na fluidez
da membrana mitocondrial (FARKAS et al, 1984; HAZEL et al, 1995).
Notavelmente, estudos com D. melanogaster ja mostraram que as moscas que se
recuperavam do chill coma mais rapidamente (similarmente aos nossos resultados
com 3xtubAOX), apods selecionadas por varias geracdes, apresentavam grandes
qguantidades de lipideos de membrana insaturados (GOTO et al. 2010). Ja foi visto
também que a suplementacdo da dieta das moscas com &cidos graxos poli-
insaturados leva a uma maior resisténcia ao frio (HOLMBECK; RAND, 2015). Ainda
gue bastante especulativo, ndo podemos excluir a possibilidade de AOX estar
contribuindo & biossintese de lipideos, favorecendo assim a remodelacdo da
membrana mitocondrial e de outras membranas celulares.

Os dados de viabilidade obtidos em temperaturas altas nos reforcam a ideia
de que mesmo que todos os efeitos da AOX observados em temperaturas frias
estejam envolvidos com producdo de calor, ha outros mecanismos envolvidos e/ou
contornando-0s, uma vez que as taxas ndo foram afetadas negativamente pela

presenca da enzima. A temperatura de 29°C é considerada acima da faixa de
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preferéncia térmica reportada na literatura para drosofilas, porém ndo se constitui
uma situacao tdo estressante, jA que o metaboloma de D. melanogaster analisado
por Schou et al. (2017) nesta temperatura ndo apresentou mudancgas significativas
guando comparadas a 25°C. Dessa forma, a influéncia de AOX a 29°C poderia nao
ser tdo explicita quanto em temperaturas mais extremas. Realizamos entdo ensaios
a 31°C, que é uma temperatura alta critica ao desenvolvimento, mas também né&o
encontramos indicios claros de que a expressdo da AOX esteja prejudicando as
moscas. Contrariamente a hipotese, AOX promoveu vantagens a maioria das
linhagens com excecdo de 3xtubAOX que apresentou taxas de viabilidade
semelhantes ao controle. O tempo de desenvolvimento em altas temperaturas nao

mostrou alteracdes entre as linhagens AOX e w''*®

, 0 que nao indica nada a respeito
de termogénese, pois ja foi mostrado que acima de 25°C ele € muito pouco
acelerado em D. melanogaster, mantendo-se muito semelhante a medida que a
temperatura € aumentada (SCHOU et al., 2017).

Portanto, ndo devemos deixar de considerar novas hipoteses sobre os
diversos papéis da AOX no metabolismo que beneficiam as linhagens AOX diante
de temperaturas extremas baixas e altas. Interessantemente, alteracdes térmicas
propiciam a formacdo excessiva de ROS (ABELE et al., 1998; ABELE et al., 2002),
moléculas que na presenca de AOX séo reduzidas em abundéancia (EL-KHOURY et
al., 2013; FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; SANZ et al., 2010;). E possivel que
AOX exerca um papel no estresse oxidativo causado pelos estresses térmicos que
avaliamos aqui. Ja foi relatado para a mosca-da-fruta oriental Bactrocera dorsalis
(Diptera: Tephritidae) que em combate as ROS geradas por temperaturas
estressantes, enzimas antioxidantes tém sua atividade aumentada. Entretanto, isso
nao ocorre diante de exposi¢ao prolongada ao frio ou calor, havendo diminuigéo da
atividade dessas enzimas, onde consequentemente a capacidade antioxidante é
afetada e o nivel de estresse oxidativo é elevado (JIA et al. 2011). Levando em
conta que o0s ensaios de desenvolvimento realizados em nosso trabalho séo
condicdes de exposicdo prolongada as temperaturas estressantes, a ideia de que as
vantagens conferidas pela AOX séo relacionadas a diminui¢do da producao de ROS
pode ndo ser apenas uma especulacao e devera ser investigada, juntamente com as

outras hipoteses levantadas até o presente.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Observamos que a expressdo da AOX em D. melanogaster ameniza os
efeitos do estresse térmico, principalmente o frio, nas diversas fases de
desenvolvimento. Em aspectos gerais, ndo conseguimos mostrar através da
respirometria um mecanismo termogénico o qual pudesse explicar os papeis da
AOX refletidos em nossos dados fenotipicos. Assim, enfatizamos a necessidade de
estudos mais minuciosos com o auxilio dessa técnica, analisando as vias de
transferéncia de elétrons da CR separadamente, bem como um olhar mais amplo
para outros processos metabdlicos e estresse oxidativo. Consideramos que o
arsenal de papéis benéficos e negativos da AOX em metazoarios, ja relatados pela
literatura pode ser resultante de processos possivelmente néo triviais, no entanto a
temperatura € um fator a ser atrelado aos estudos com esta enzima, uma vez que
mostramos que o organismo responde diferentemente a variagdo térmica (condicéo

encontrada na natureza).
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APENDICE A: Taxas de viabilidade dos ovos/larvas e classes estatisticas

Tabela A.1. Valores de viabilidade dos ovos/larvas (OV) calculados como a proporcdo de ovos desenvolvidos em pupas nas

temperaturas indicadas.

Média OV =DP (classe estatistica*)

Genatipo 12°C 15°C 18°C 25°C 29°C 31°C

wiie 0,26+0,05() 044+0,11(a) 0,69+0,11(ab) 061+0,20(a) 041+008(a) 0,42+0,11 (a)
tubAOX®*®  0,44+0,11 (a,b) 0,50+0,22 (ab) 061+022(ab) 0,71+0,16() 059+0,17(b) 0,67 0,12 (b)
tubAOX™?  0,40+0,13 (a,b) 0,48+0,13(a,b) 059+0,13(a) 0,65+0,19(a) 0,53+0,13(a,b) 0,45+0,12 (a)

tubAOX’  0,40+0,20 (a,b) 0,56+0,10 (a,b) 0,81+0,10() 0,71+020() 0,73+0,16 (b,c) 0,65+ 0,08 (b)

2XtubAOX  054+0,16 (b)  0,67+0,09(b) 0,71+0,08(ab) 0,67+0,20() 0.57%013(b,c) 0,62x£0,12(b)
3XtubAOX 055+0,14(b) 0,65+0,11(b) 0,76+0,11(ab) 0,73+0,14(a) 0,67+0,12(b,c) 0,39 0,11 (a)

* p < 0.05, de acordo com ANOVA simples, seguido do teste a posteriori de Tukey, calculado para cada temperatura.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela B.1. Valores de viabilidade pupal (PV) calculados como a proporcao de pupas desenvolvidas em adultos nas temperaturas

indicadas.

APENDICE B: Taxas de viabilidade pupal e classes estatisticas

Média PV £DP (classe estatistica*)

Gendtipo

12°C

15°C

18°C

25°C

29°C

31°C

W1118

tubAOX®

tubAOX ™2
tubAOX’

2XtubAOX

3XtubAOX

0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

0,69 + 0,12 (a)
0,66 + 0,11 (a)
0,74 £ 0,13 (a)

0,68 + 0,09 (a)

0,93 + 0,09 (b)

0,82 % 0,07 (a,b)

0,93 + 0,05 (a,b)

0,92 + 0,09 (a)

0,92 + 0,07 (a)

0,93 + 0,06 (a,b)

0,99 + 0,02 (b)

0,90 + 0,06 ()

0,94 + 0,06 (a)
0,96 + 0,04 (a)
0,95 + 0,08 (a)
0,97 + 0,04 (a)
0,96 + 0,05 (a)

0,95 + 0,03 (a)

0,82 + 0,09 (a)
0,78 + 0,12 (a)
0,82 + 0,11 (a)
0,87 + 0,08 (a)
0,86 + 0,14 (a)

0,87 + 0,09 (a)

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

Fonte: Elaborado pelo autor.

* p < 0.05, de acordo com ANOVA simples, seguido do teste a posteriori de Tukey, calculado para cada temperatura.
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APENDICE C: Tempo de desenvolvimento das pupas e classes estatisticas

Tabela C.1. Valores de tempo desenvolvimento de ovos até pupas (TDP) calculados como a média do tempo em dias.

Média TDP =DP (classe estatistica*)

Genotipo 12°C 15°C 18°C 25°C 29°C 31°C
wiis 4223+785() 19,87+273(a) 12,05+1,38(a) 6,66+ 0,80 (a) 6,07 + 0,76 (a) 6,53 + 0,80
tubAOX®* 38,036 +9,17 (b) 19,29+3,06 (a,b) 12,31+1,82(b)  6,32+0,76 (b) 5,63 + 0,64 (b) 6,22 + 0,65
tubAOX™?  38,34+757 (b) 19,29+3,20(a,b) 12,68+1,96(c) 6,46+ 0,85 (c) 5,80 + 0,62 (c) 6,82 + 0,89
tubAOX’ 36,53+7,79 (b,c) 18,83+3,00(b) 12,14+1,75(ab) 6,63+ 0,96 (a) 6,02 + 0,66 (a) 6,52 + 0,80
2XtubAOX 34,95+7,50(c) 17,80+274(c) 11,92+186(a) 6,56+0,83(ac) 5,43+ 0,60 (d) 6,08 + 0,80
3XtubAOX 32,08+ 8,25(d) 17,59+268(c) 11,65+226(d) 6,47+0,94(c) 591+0,66(ac) 6,94+1,04

* p < 0.05, de acordo com ANOVA simples, seguido do teste a posteriori de Tukey, calculado para cada temperatura.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE D: Tempo de desenvolvimento dos adultos e classes estatisticas

Tabela D.1. Valores de tempo de desenvolvimento de ovos até adultos (TDA) calculados como a média do tempo em dias.

Média TDA =DP (classe estatistica*)

Gendtipo

12°C

15°C

18°C

25°C

29°C

31°C

1118
w

tubAOX®

tubAOX ™2
tubAOX’

2XtubAOX

3XtubAOX

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

32.15 + 2.55 (a)

31.05 + 3.30 (b,c)

30.54+ 3.23 (b,c)
31.28 + 3.20 (C)
29.61 + 3.01 (d)

30.45 + 2.42 (b)

20.31 +1.28 (a)
20.79 + 1.97 (b)
21.30 £ 2.11 (c)
20.78 + 1.94 (b)
20.29 +2.09 (a)

19.98 + 2.92 (d)

10.42 £ 0.77 (a)
10.35 + 0.69 (a)
10,60 + 0.87 (b)

10.73 + 0.92 (b)

10.39 £ 0.72 (a,c)

10.46 + 0.95 (a,c)

9.37 £ 0.62 (a)
9.01 + 0,36 (b)
9.14 + 0.57 (c,e)
9.32 +0.37 (a,d)
9.03 +0.19 (b,c)

9.23 + 0.64 (d,e)

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

Fonte: Elaborado pelo autor.

* p < 0.05, de acordo com ANOVA simples, seguido do teste a posteriori de Tukey, calculado para cada temperatura.
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