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RESUMO

A oxidase alternativa mitocondrial (AOX) € naturalmente ausente em vertebrados e
insetos, mas presente em tunicados como Ciona intestinalis. A expressao xenotopica
de AOX de C. intestinalis em Drosophila melanogaster e camundongos tem
mostrado resultados promissores no combate a disfuncées mitocondriais, exibindo
potencial para um futuro uso terapéutico. A AOX é uma enzima que pode contornar
os complexos lll e IV do sistema de transporte de elétrons mitocondrial (ETS),
fornecendo um caminho adicional para a reducdo de oxigénio e a reoxidacdo da
coenzima Q (CoQ), permitindo a continuacdo do fluxo metabdlico em situacdes de
disfuncbes da ETS. No entanto, em moscas que expressam AOX, ha evidéncias
sugerindo que essa enzima ndo consegue acessar a CoQ reduzida pelo complexo I,
mas consegue acessar prontamente CoQ reduzidas pela glicerol-3-fosfato
desidrogenase mitocondrial (MGPDH). A hipdtese é que isso ocorra pelo fato do
complexo | estar frequentemente formando supercomplexos (SCs) com o0s
complexos Il e IV, o que supostamente sequestra moléculas de CoQ,
proporcionando condi¢cdes que permitem que AOX se interaja funcionalmente e
preferencialmente com enzimas fora de SCs, como mGPDH. No Capitulo 1 dessa
dissertacdo, utilizamos linhagens transgénicas de D. melanogaster para modular os
niveis de expressédo de Gpol, gene que codifica a isoforma ubiqua de mGPDH, e
avaliamos um fenétipo caracteristico de moscas AOX, que é a letalidade pupal
induzida por limitagdo nutricional. Apesar de termos observado um resgate dessa
letalidade quando Gpol foi superexpressa, notamos que varias das linhagens
usadas nao apresentaram as caracteristicas genético-moleculares necessarias para
termos confianca nos dados. No Capitulo 2, buscamos verificar como a ETS de
Drosophila esta organizado na presenca e auséncia de AOX e em condicdes
nutricionais distintas, utilizando a etroforese em gel de poliacrilamida azul nativa
(BN-PAGE). Observamos mudancas no padrdo de distribuicdo e nos niveis dos
complexos mitocondriais: 1) larvas apresentam maior abundancia de complexos de
maior peso molecular e SCs do que individuos adultos; 2) a presenca de AOX
aumenta uma das formas mais comuns de SC em larvas; e 3) a restrigcdo nutricional
promove aumento dos niveis dos complexos mitocondriais e SCs,
independentemente da expressdo de AOX em larvas. Nossos resultados indicam
gue o contexto molecular da membrana interna mitocondrial influencia a atividade de
AOX.
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ABSTRACT
Mitochondrial alternative oxidase (AOX) is naturally absent in vertebrates and
insects, but present in tunicates such as Ciona intestinalis. The xenotopic expression
of AOX from C. intestinalis in Drosophila melanogaster and mice has shown
promising results in combating mitochondrial dysfunction, showing potential for future
therapeutic use. AOX is an enzyme that can bypass complexes Ill and IV of the
mitochondrial electron transport system (ETS), providing an additional pathway for
oxygen reduction and coenzyme Q (CoQ) reoxidation, allowing continued metabolic
flux in situations of ETS dysfunction. However, in flies expressing AOX, there is
evidence suggesting that this enzyme cannot access CoQ reduced by complex I. but
can readily access CoQ reduced by mitochondrial glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (MGPDH). The hypothesis is that this occurs because complex | is
frequently forming supercomplexes (SCs) with complexes Il and IV, which
supposedly confine CoQ molecules, providing conditions that allow AOX to interact
functionally and preferentially with enzymes outside of SCs, as mGPDH. In Chapter 1
of this dissertation, we used transgenic lines of D. melanogaster to modulate the
expression levels of Gpol, a gene that encodes the ubiquitous isoform of mGPDH,
and we evaluated a characteristic phenotype of AOX flies, which is pupal lethality
induced by nutritional limitation. Although we observed a rescue of this lethality when
Gpol was overexpressed, we noticed that several of the strains used did not present
the genetic-molecular characteristics necessary to be confident in the data. In
Chapter 2, we sought to verify how the Drosophila ETS is organized in the presence
and absence of AOX and in different nutritional conditions, using native blue
polyacrylamide gel etrophoresis (BN-PAGE). We observed changes in the
distribution pattern and levels of mitochondrial complexes: 1) larvae have a greater
abundance of higher molecular weight complexes and SCs than adult individuals; 2)
the presence of AOX increases one of the most common forms of SCs in larvae; and
3) nutritional restriction promotes an increase in the levels of mitochondrial
complexes and SCs, independently of AOX expression in larvae. Our results indicate
that the molecular context of the mitochondrial inner membrane influences AOX

activity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A mitocdndria € uma organela essencial para a maioria dos seres Vivos,
desempenhando um papel central no metabolismo. Um dos principais processos
executados pela mitocondria é a fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), que utiliza a
energia resultante da oxidacéo de nutrientes para a producdo de adenosina trifosfato
(ATP) nas mitocondrias. O primeiro estagio desse processo consiste na reducao da
coenzima Q (CoQ) na membrana interna mitocondrial, podendo ser catalisado por
varias enzimas distintas, complexo I(Cl), complexo II(Cll) que oxidam carreadores de
elétrons NADH e FADH gerados no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA).Além destes
complexos também temos a glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial (InGPDH),
a flavoproteina de transferéncia de elétrons-ubiquinona oxidorredutase, prolina
desidrogenase, entre outras que também estdo contidas na membrana interna da
mitocondria. Em seres humanos, outros vertebrados e insetos, a reoxida¢ao da CoQ
€ executada pelo complexo Ill (Clll), que transfere os elétrons para o citocromo c.
Este altimo, por sua vez, € reoxidado pelo complexo IV (CIV), ao mesmo tempo em
que o oxigénio (O2) é reduzido a agua. Além das reacgfes de 6xido-reducdo, ClI, CllI
e CIV promovem o bombeamento de prétons para o0 espaco intermembrana ao
mesmo tempo que executam a transferéncia de elétrons pela ETS. A ATP sintase
pode, entdo, aproveitar o gradiente de protons gerado pelo bombeamento de
prétons para fosforilar a adenosina difosfato (ADP) em ATP, a medida que o0s
prétons retornam a matriz mitocondrial (NOLFI-DONEGAN; BRAGANZA; SHIVA,
2020) (Revisado em 3.2). Os CI, Clll e CIV podem interagir fisicamente através das
subunidades peptidicas que compdem estes complexos formando conjuntos
supramoleculares denominados supercomplexos (SC) (MILENKOVIC et al., 2017,
VERCELLINO; SAZANOV, 2021). O SC ClI-lll2-IV é como a grande maioria do ClI
esta organizada nas mitocondrias de mamiferos (GREGGIO et al., 2017,
SCHAGGER; PFEIFFER, 2001) o que possivelmente ajuda a transferéncia de
elétrons do NADH para o Oz e na prevengdo do acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Juntamente com os oligbmeros da ATP sintase, os SCs também
foram relacionados a estabilizacdo das cristas mitocondriais (BAKER; PATEL;
KHACHO, 2019), ajudando a organela a ter sua aparéncia caracteristica (Revisado
3.3).
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A natureza unica de CI e CIII/IV por serem, respectivamente, 0s Unicos pontos
onde a CoQ sofre reducéo por elétrons vindos de NADH e reoxidacdo de CoQ por
O2 nas mitocondrias de mamiferos, torna o sistema da cadeia respiratoria
mitocondrial vulneravel a disfun¢es (causadas por mutagdes ou inibicdo quimica)
gue podem levar a doencas como cardiomiopatia mitocondrial, doenca de Parkison,
entre outras condi¢des deletérias (RUSSELL et al., 2020).

A maioria dos organismos (incluindo a maioria dos taxons de animais, com
excecdo de vertebrados e insetos) possuem em seu ETS enzimas adicionais,
estruturalmente mais simples, de subunidade Unica, que também podem catalisar de
forma semelhante as reacBes de reducdo e reoxidacdo de CoQ descritas acima,
mas sem bombeamento de protons. Essas enzimas alternativas (EAs) podem
fornecer flexibilidade metabdlica ramificando a cadeia respiratéria e mantendo o
fluxo metabdlico quando CI e/ou ClII/IV estédo bloqueados ou ndo funcionais, mesmo
qgue isso possa afetar a eficiéncia da producdo de ATP (ANTOS-KRZEMINSKA,;
JARMUSZKIEWICZ, 2019; MCDONALD; GOSPODARYOV, 2019; MCDONALD;
VANLERBERGHE; STAPLES, 2009)

As EAs animais mais bem estudadas sdo a NADH desidrogenase alternativa
(NDX) e a AOX de Ciona intestinalis (Lineu, 1767), uma ascidia (Chordata: Tunicata)
que tem sido usada como modelo animal em ecologia de espécies marinhas
invasoras e em embriologia de cordados (BLUM et al., 2007; SATOH et al., 2003).
No entanto, o contexto em que foram estudados é de aplicacdo biomédica como
potenciais terapias para doencas mitocondriais humanas, como cardiomiopatia
mitocondrial, e deficiéncias nos complexos que possuem fung¢des que podem ser
contornadas por EAs. Como o NDX pode ignorar a funcdo do CI, teoricamente
poderia ajudar a manter o fluxo de elétrons do NADH para a cadeia respiratéria em
casos de mutacdes genéticas que afetam qualquer uma das numerosas
subunidades e fatores de montagem do Cl. Da mesma forma que a AOX, recebendo
elétrons diretamente da CoQ reduzindo Oz para H20, assim, contornando CIIl/IV, a
AOX poderia ajudar na reoxidacdo da CoQ em caso de defeitos em qualquer um
desses dois complexos. Esta ideia foi testada extensivamente em diferentes
organismos modelos que naturalmente ndo possuem EAs, como células humanas,
camundongos e moscas, com resultados diversos. Em geral, As NDX e AOX de
Ciona promovem, respectivamente, respiracao resistente a rotenona e antimicina

Alcianeto, inibidores de CI e CIIl/IV, para esses modelos e evitam a producao
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excessiva de ROS, as enzimas alternativas podem prevenir a producao excessiva de
ROS através dos complexos | e lll, diminuindo o estado excessivamente reduzido
dos componentes OXPHOS. As EAs também s&o capazes de mitigar ou resgatar o
fendtipo deletérios relacionados a condicbes deletérias como knockdown de
subunidades de subunidades dos CI e CIlll/IV e modelos de mal Parkinson (EL-
KHOURY et al., 2013; FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; GOSPODARYOV et al.,
2014; HAKKAART et al., 2006; SZIBOR et al., 2016).

Um aspecto interessante, € que o consumo de oxigénio catalisado por AOX
nao ocorre quando substratos do Cl sdo fornecidos para mitocéndrias de células que
expressam AOX, a néo ser que CllIl e/ou CIV sejam inibidos (FERNANDEZ-AYALA
et al., 2009; SZIBOR et al., 2016). Entretanto, interacdes funcionais entre AOX e
outras desidrogenases que reduzem CoQ ja foram reportadas na literatura,
indicando que a presenca de AOX pode reorganizar significativamente a estrutura e
funcionamento da cadeia respiratdria mitocondrial. Em plantas, quando a atividade
da mGPDH é inibida, a atividade de AOX é consequentemente diminuida (SHEN et
al., 2006), e em camundongos, a AOX é rapidamente ativada quando substratos do
Cll séo utilizados como fonte oxidavel sob condi¢cGes de alto potencial de membrana,
especialmente quando CI é inibido (SZIBOR et al.,, 2020). Estas interacoes
funcionais certamente ndo envolvem nenhuma interacdo proteina-proteina entre e
AOX e as desidrogenases (SHEN et al., 2006; SZIBOR et al., 2020) e, portanto,
indicam que a difusdo de CoQ pela membrana interna mitocondrial é a peca-chave
deste fendbmeno.

Um fator interessante da AOX quando expressa em Drosophila melanogaster,
(Meigen, 1830) (Diptera: Drosophilidae) é que o efeito desacoplador da AOX esteja
causando desvantagens na ETS, nosso laboratério descreveu que o
desenvolvimento de moscas que expressam a AOX é comprometido quando estas
sdo cultivadas em um meio com baixa disponibilidade de nutrientes.
Aproximadamente 70% dos individuos ndo completam o seu desenvolvimento até a
fase adulta nesta condi¢do, morrendo no estagio de pupa, enquanto a viabilidade de
moscas controles que ndo expressam AOX ndo é modificada pela dieta pobre em
nutrientes. As moscas AOX precisam de ingredientes mais complexos que Sao
encontrados no meio de cultivo padréo (rico em nutrientes), tais como melaco de
cana ou farinha de milho, para completarem normalmente o seu desenvolvimento,

indicando que existem alteragbes no metabolismo mitocondrial decorrentes da
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presenca da AOX que acarretam em uma demanda diferente por nutrientes (SAARI
et al., 2019b).

A mGPDH em insetos como D. melanogaster, mGPDH e glicerol-3-fosfato
desidrogenase citoplasmatica (cGPDH) tém grande importancia no musculo do voo,
formando uma lancadeira que reoxida NAD+ citoplasmatico para reutilizacdo na
glicdlise, reduzindo diretamente CoQ na membrana interna mitocondrial e
fornecendo elétrons para Clll e CIV. Disfun¢des ou mutacdes em qualquer uma das
duas enzimas GPDHSs prejudicam a capacidade de voo dos adultos (CARMON et al.,
2010); como também, em conjunto com a enzima lactato desidrogenase, esse
sistema é necessario ao desenvolvimento larval, pois as vias trabalham de maneira
compensatéria para manter o metabolismo regulado durante o desenvolvimento
larval (LI et al., 2019).

N&o existe nenhum trabalho até o momento que mostre a associacdo da
MGPDH com estruturas como os SCs (Figura 1.A), entretanto, resultados de
respirometria de alta resolucao do nosso laboratério recém submetidos a publicacéo
demonstram que a AOX parece ter acesso facilitado aos elétrons via mGPDH. A
AOX expressa transgenicamente em D. melanogaster oxida uma por¢ao significativa
do pool de CoQ que foi reduzido pela mGPDH, especialmente em condi¢cdes de alto
potencial de membrana mitocondrial. Entretanto quando apenas o Cl esta recebendo
substratos, em condicdes de alto potencial de membrana, a AOX sO consegue
acessar as CoQ reduzidas via Cl quando existe a inibicdo do CIIl com antimicina A,
0 que provoca um grande aumento da respiracdo dependente de AOX, indicando
gue os elétrons vindos do CI preferencialmente chegam ao Clll e s6 conseguem
acessar a AOX quando existe uma disrupcdo nesse sistema neste caso causada
pela inibicédo de CIIlI.

Provavelmente na membrana interna mitocondrial de moscas expressando
AOX, a mGPDH e a AOX se interagem funcionalmente, gerando um sistema
paralelo de transferéncia de elétrons que desacopla as mitocondrias (Figura 1.C).
Em contrapartida, a maior parte dos elétrons vindos do Cl chegam ao Clll e CIV por
causa da formacdo de SCs, garantindo a sintese de ATP por meio da oxidacdo do
NADH gerado na matriz mitocondrial. A nossa hipétese é que AOX interage
preferencialmente com CoQ reduzidas por desidrogenases ndo associadas a SCs

como a mGPDH.
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O aprisionamento de moléculas de CoQ nos SCs CI-CllI2-CIV evitaria a acao
da AOX quando esta molécula é reduzida pelo Cl, a ndo ser que CIll ou CIV sejam
bloqueados, liberando as CoQ pela membrana interna (SZIBOR et al., 2020). Dados
do nosso laboratério também apontam para possibilidade de que a Ciona intestinalis
assim como outros tunicados detentores de EAs podem néo formar SCs (ver Figura
1.B), pois nao possuem subunidades centrais para formacado e estabilizacdo deste

tipo de estrutura em seu genoma.
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Figura 1: HipGtese de organizagdes distintas da ETS em animais.

(A), ETS de mamiferos, outros vertebrados e insetos, mostrando enzimas flutuantes individualmente
(lado esquerdo) e supercomplexos (retangulo verde claro, lado direito). Este dltimo diminui a
producdo de ROS, facilitando a transferéncia de elétrons (setas vermelhas) do NADH para o Oo.
Observe os pools separados de coenzima Q (Q) e citocromo c¢ (C) criados pela formacgédo de
supercomplexos. (B), Arranjo putativo da cadeia respiratéria de tunicados, mostrando as enzimas
alternativas NDX e AOX, e sem SCs. As enzimas alternativas podem prevenir a producdo excessiva
de ROS através dos complexos | e lll, diminuindo o estado excessivamente reduzido dos
componentes OXPHOS. (C), Representacdo de como Ciona NDX e AOX estéo dispostos na ETS de
camundongo e D. melanogaster quando expressos xenotopicamente, excluidos dos supercomplexos.
MI, membrana mitocondrial interna; EIM, espaco intermembranar mitocondrial; CI-IV, complexos IIV;
ATP sin, ATP sintase; H+, prétons; setas pontilhadas, direcdo do bombeamento de prétons.
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Caso estes animais realmente ndo possuam SCs na sua OXPHOS, fortalece-
se a hipdtese de que a AOX de Ciona interaje de forma funcional preferencialmente
com desidrogenases que ndo se encontram na forma de SC na membrana interna,
como deve ser caso de mGPDH.

A utilizacado de D. melanogaster, um organismo modelo de facil manipulacdo
genética (ver topico 3.6), é propicia para se analisar esta possivel interacao
genética, uma vez que a funcdo de mGPDH ja esta bem caracterizada (LI et al.,
2019) (ver topico 3.5). (ver tdpico 3.5). A utilizacdo de moscas mutantes com niveis
alterados de mGPDH em conjunto com a expressdo da AOX, cultivadas em
condicBes de dieta rica e restrita em nutrientes, sendo este Ultimo onde ocorre o
fenétipo deletério de letalidade pupal pela expressdo da AOX. Hipotetizamos que
este fendtipo pode ser alterado pela decorrente das mudancas dos niveis de
MGPDH, intensificado quando mGPDH for superexpressa, ou diminuido/abolido
guando mGPDH for depletada ou estiver ausente, sendo um indicio na
potencializacdo ou amenizac¢ao do sistema paralelo de transporte de elétrons entre a
interacdo MGPDH-AQOX, indicando, deste modo uma interagdo genética entre estas
enzimas.

Dado o potencial terapéutico da AOX, € crucial compreender como ela
interage com outras enzimas da OXPHOS. Isso € essencial para avaliar os
beneficios e possiveis efeitos colaterais da expressdo da AOX em terapias
genéticas. No entanto, a literatura disponivel sobre SCs em D. melanogaster é
limitada, com a maioria dos estudos concentrando-se em organismos adultos, e ndo
h& dados relacionados aos estagios larvais. A dindmica da formacdo de SCs em
Drosophila € ainda pouco compreendida, quando comparada aos mamiferos e
existem dados conflitantes entre autores (SHIMADA et al., 2018; WEAVER,;
MCDONALD, 2023). Tratando se de um organismo modelo de tamanha importancia

para estudos biomédicos, isso é uma questdo fundamental a ser compreendida.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho demonstrou variacdes nos niveis de complexos e
supercomplexos mitocondriais de D. melanogaster decorrentes de diferencas de
estagios do desenvolvimento (adultos e larvas), da condicdo nutricional em larvas e
pela presenca ou ndo AOX. Analises mais robustas, como espectrometria de
massas para a obtencdo dos complexosomas e Cryo-ET para obtencdo de
estruturacdo das cristas mitocondriais, serdo necessarias para uma caracterizacao
mais refinada sobre a distribuicdo e os niveis exatos dos complexos e SCs em cada
uma das condicBes analisadas, assim como possiveis alteracdes estruturais na
mitocondria, especialmente em relacdo a organizacdo das cristas. Este projeto foi
agraciado com um Travel Grant da Boehringer Ingelheim Fonds para treinamento em
Cryo-ET na Universidade de Maastricht na Holanda, durante a realizacdo deste
travel grant também permitiu a obtencdo de tomografias de Cryo-ET de amostras de
larvas de D. melanogaster isso permitiu dar os passos iniciais da continuidade deste
trabalho que seréo seguidas em um projeto de doutorado subsequente.

Concluimos que embora ndo tenhamos conseguido demonstrar a interacao
entre mGPDH e AOX, este trabalho oferece contribuicbes significativas para a
ciéncia, pois nossos resultados sobre os niveis dos complexos e SCs em diferentes
condicbes oferecem insights significativos sobre a biologia mitocondrial de D.
melanogaster e dos impactos da AOX. Trazendo dados inéditos que permitem
visualizar diferencas na distribuicdo dos complexos da ETS entre adultos e larvas,
assim como os efeitos da condigdo nutricional na organizagdo e nos niveis de
complexos e SCs em larvas. Estes dados contribuem para conhecimento sobre a
fisiologia e 0 metabolismo larval deste poderoso organismo modelo. E por fim os
resultados obtidos sobre o impacto da AOX na distribuicdo de complexos e SCs
amplia a compreensdo dos impactos funcionais desta enzima sobre a ETS em
diferentes condi¢cdes nutricionais, contribuindo para os estudos desta enzima em

uma possivel terapia genica.
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