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RESUMO

A fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) é um processo mitocondrial chave ao metabolismo
celular e a outros processos celulares. E dependente de um sistema que realiza a
transducdo da energia quimica estocada nos nutrientes em energia para a sintese de
trifosfato de adenosina (ATP), através de diversas vias metabdlicas e uma série de
reacoes de transferéncia de elétrons que utilizam o oxigénio como aceptor final.
Dentre os componentes do sistema de transferéncia de elétrons mitocondrial (ETS),
os complexos |, lll e IV realizam, além de éxido-reducéo, bombeamento de prétons da
matriz para o espaco inter-membranas, gerando um gradiente de prétons (ApH),
utilizado pela ATP-sintase para producdo de ATP. A energia ndo aproveitada para
este fim é dissipada como calor metabdlico. A oxidase alternativa (AOX) € uma enzima
do ETS, encontrada na maioria dos eucariotos, capaz de substituir parcialmente a
atividade dos complexos Ill e IV, sem bombear prétons para o espaco inter-
membranas. Vertebrados e insetos perderam o0 gene que codifica AOX, mas a
expressdo xenotopica a partir do gene de Ciona intestinalis em camundongos,
Drosophila melanogaster e em outros modelos biolégicos, gerou melhorias em
condicbes associadas a disfungdes mitocondriais, 0 que representa um potencial
terapéutico para doencas humanas. Mostramos anteriormente que AOX mitiga efeitos
do estresse térmico causado pelo frio em Drosophila, sob a hipétese de termogénese.
Considerando a dinamicidade do ETS em resposta aos nutrientes disponiveis e a
outras condi¢cdes do meio, buscamos avaliar se a AOX atua diferentemente, de acordo
com a via que fornece elétrons ao ETS. Neste trabalho descrevemos efeitos
biogquimico-metabdlicos e fenotipicos acarretados pela expressédo xenotopica de AOX
em larvas de D. melanogaster, principalmente sob temperatura baixa. Associamos
efeitos fenotipicos a investigacdo da fisiologia mitocondrial e do metabolismo
intermediario larval. Mostramos que AOX causa um aumento na respiracao via
complexo |, mas um decréscimo através da glicerol-3-fosfato desidrogenase
mitocondrial, via pela qual AOX mais diminui a eficiéncia de acoplamento mitocondrial.
Essa configuragdo é termogénica, é correlacionada com diminuicdo dos niveis de
glicerol-3-fosfato e causa cataplerose em larvas, evidenciada pela diminuicdo dos
niveis de intermediérios do ciclo do &cido tricarboxilico. Em conjunto, essas altera¢gbes
sdo funcionalmente importantes para o0 crescimento, acumulo de biomassa

principalmente no frio, o que leva também ao aumento da mobilidade. Uma vez que



os tecidos larvais sédo altamente proliferativos, muitas vezes comparados a tumores
de mamiferos do ponto de vista metabdlico, discutimos os impactos da AOX nesse

contexto e reforcamos a necessidade de cautela para a sua aplicagéo terapéutica.

Palavras—chave: Mitocondria. AOX. Metabolismo larval. Controle respiratorio.



ABSTRACT

Oxidative phosphorylation (OXPHOS) is a key mitochondrial process in cellular
metabolism and other cellular activities. It relies on a system that converts the chemical
energy stored in nutrients to energy for the synthesis of adenosine triphosphate (ATP)
through various metabolic pathways and a sequence of electron transfer reactions
which lead the oxygen reduction to water. Among the mitochondrial electron transfer
system (ETS), the complexes I, lll, and IV not only perform oxidation-reduction but also
pump protons from the matrix to the inter-membrane space. This action generates a
proton gradient utilized by ATP synthase to produce ATP, while any energy not used
for this purpose is dissipated as metabolic heat. Alternative oxidase (AOX), an ETS
enzyme found in most eukaryotes, can bypass complex Il and IV activities, but without
pumping protons into the inter-membrane space. Vertebrates and insects have lost the
gene encoding AOX, but xenotopic expression of the Ciona intestinalis gene in mice,
Drosophila melanogaster and other biological models has shown improvements in
conditions associated with mitochondrial dysfunction, presenting therapeutic potential
for human diseases. We previously showed that AOX mitigates effects of effects of
cold-induced thermal stress in Drosophila, supporting a thermogenesis
hypothesis.Considering the dynamic nature of the ETS in response to available
nutrients and environmental conditions, we aimed to assess whether AOX functions
differently depending on the pathway supplying electrons to the ETS. In this work we
describe biochemical-metabolic and phenotypic effects caused by the xenotopic
expression of AOX in D. melanogaster larvae, mainly at low temperatures. We
associate phenotypic effects with an exploration of mitochondrial physiology and larval
intermediary metabolism. Our findings indicate that AOX increases respiration via
complex | but decreases it via mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase, the
route through which AOX most significantly reduces mitochondrial coupling efficiency.
This configuration exhibits thermogenic properties, is correlated with decreased
glycerol-3-phosphate levels, and induces cataplerosis in larvae, as evidenced by lower
levels of tricarboxylic acid cycle intermediates. These changes are functionally
important for growth and biomass accumulation, especially in cold conditions, leading
to increased mobility. Considering the highly proliferative nature of larval tissues, often
compared to mammalian tumors metabolically, we discuss the implications of AOX in

this context and emphasize the need for caution in its therapeutic application.



Keywords: Mitochondria, AOX, Larval metabolism, Respiratory control.
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1 INTRODUCAO

As mitocondrias sdo organelas dindmicas que ajudam a célula a se ajustar as
suas necessidades metabdlicas em resposta a fatores diversos, tais como
temperatura, disponibilidade de oxigénio e/ou nutrientes, entre outros (CORMIER et
al., 2019; EFEYAN; COMB; SABATINI, 2015; SCOTT et al., 2019; SOKOLOVA, 2018).
O estudo de sua fisiologia constitui a base para a compreensao de condi¢cdes que
conferem adaptacdes aos organismos, assim como de diversas patologias (HERST et
al., 2017; SOKOLOVA, 2018; ZHANG et al., 2015; ZOROVA et al., 2018). As funcdes
mitocondriais sao variadas, mas em sua maioria decorrem do processo de fosforilagéo
oxidativa (OXPHOS), o qual integra a transducdo da energia quimica estocada em
nutrientes através de varias vias metabdlicas com um sistema de transferéncia de
elétrons mitocondrial (ETS) para a producédo da maior parte do ATP em eucariotos.
Diversas desidrogenases inseridas na membrana interna da mitocondria (MIM)
compdéem o ETS, como NADH desidrogenase (complexo I, CI), succinato
desidrogenase (complexo II, Cll) e glicerol-3-fosfato desidrogenase (mGPDH), as
quais catalisam a reoxidacdo de carreadores de elétrons ou outros metabdlitos
intermediarios e convergentemente reduzem moléculas de coenzima-Q (CoQ passam
para um estado reduzido, CoQHz ) (BANERJEE; PURHONEN; KALLIJARVI, 2021;
LAROSA; REMACLE, 2018). Reac¢0es redox em cadeia realizadas pelo complexo do
citocromo bcl (complexo lll, CIIl) e citocromo ¢ oxidase (complexo IV, CIV), por
intermédio da molécula de citocromo c, acoplam a reoxida¢cdo de CoQH:z a reducédo
de oxigénio (O2) a 4gua. Concomitantemente, Cl, Clll e CIV bombeiam prétons para
0 espaco intermembranas (EIM), gerando o potencial de membrana mitocondrial
(AWm) e a forga préton-motriz utilizada pela ATP-sintase para catalisar a fosforilagéo
do ADP em ATP (LAROSA; REMACLE, 2018; MITCHELL, 1961; ZOROVA et al.,
2018).

Notavelmente, a energia potencial ndo é totalmente transformada em trabalho
pela ATP-sintase, uma vez que os protons podem “vazar” através da MIM, liberando
energia como calor (DIVAKARUNI; BRAND, 2011; NICHOLLS, 2021; ZHAO et al.,
2019). O vazamento de protons € ocasionado por condutancia basal, que é
dependente da composicdo de acidos graxos da MIM e da abundancia de

translocases de adenina (ANTS); e/ou por processos regulados, cujo vazamento é
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catalisado por proteinas de desacoplamento (UCPs) (DIVAKARUNI; BRAND, 2011;
NICHOLLS, 2021).

O desacoplamento mitocondrial é o principal mecanismo de termogénese
independente de tremor, com funcéo fisiol6gica fundamental a resisténcia ao frio
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; MATTHIAS et al., 2000; NEDERGAARD et al.,
2001; NICHOLLS, 2021). Por exemplo, o tecido adiposo marrom de mamiferos é rico
em mitocondrias com altos niveis de UCP1, de modo que tais organelas produzem
muito mais calor do que ATP (CANNON; NEDERGAARD, 2004; MATTHIAS et al.,
2000; NEDERGAARD et al., 2001; PORTER, 2017), sendo de suma importancia para
0 papel que este tecido desempenha em toda fisiologia e metabolismo animal. Por
outro lado, disfun¢des que aumentem o vazamento de prétons em tecidos animais
com alta demanda energética, como 0 nervoso, podem gerar danos relacionados a
doencas complexas. (CHENG et al., 2017; GRIFFITHS et al., 2020; RUPPRECHT et
al., 2010). Por exemplo, mitocdndrias do prosencéfalo de camundongos, no qual o
gene Fmrl foi nocauteado, levando a sindrome do X fragil (uma das principais causas
genéticas do autismo), tém como caracteristica um aumento do vazamento de prétons
durante o pico sinaptogénico, acarretando defeitos no neurodesenvolvimento
(GRIFFITHS et al., 2020).

O processo de transferéncia de elétrons inerente a OXPHOS também gera
espécies reativas de oxigénio (ROS) (KOWALTOWSKI et al., 2009; LAROSA,
REMACLE, 2018; ZHAO et al.,, 2019), as quais sdo atuantes em processos de
sinalizacdo celular e tém importancia fisiolégica, mas em excesso podem ser
prejudiciais, uma condicdo muito comum em disfun¢cdes mitocondriais (RAY; HUANG,;
TSUJI, 2012; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016; SHEN; PERVAIZ, 2009;
TRACHOOTHAM et al., 2008). Altos niveis de ROS, geralmente séo atrelados a
elevado AWm, causam aumento no vazamento de prétons, e este por sua vez, tende
a ser um mecanismo que amenizam a producao elevada de ROS (CHENG et al., 2017,
KOWALTOWSKI et al., 2009). Entretanto, a regulacao fina entre esses parametros
para diferentes tecidos biolégicos ainda nao é totalmente compreendida. Ressalta-se
que nem sempre o aumento do vazamento de protons causa diminui¢do na eficiéncia
energeética, e sua regulacdo tem até mesmo sido cogitada como um dos alvos
terapéuticos para tratamento de doencas cardiovasculares, por exemplo (CHENG et
al., 2017).
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A maioria dos procariotos e dos eucariotos, incluindo fungos, protozoarios,
plantas e varios metazoarios (JUSZCZUK; RYCHTER, 2003; MCDONALD;
VANLERBERGHE, 2005, 2004b; MCDONALD; VANLERBERGHE; STAPLES, 2009;
MOORE et al., 2013; STENMARK; NORDLUND, 2003), possuem também outras
classes de enzimas no ETS, as denominadas enzimas alternativas (EA). Dentre
essas, a oxidase alternativa (AOX), tem atividade de quimica redox semelhante a CllI-
IV, isto €, oxida CoQH:z e reduz o oxigénio a 4gua, porém, sem bombeamento de
prétons. Assim, sua acao nao contribui a for¢ca préton-motriz que leva a producéo de
ATP (JUSZCZUK; RYCHTER, 2003), dissipando energia também em forma de calor.
E via AOX que algumas plantas conseguem gerar calor em 6rgdos especificos,
permitindo o florescimento sob condi¢cbes gélidas e a volatilizacdo de compostos
importantes para atracdo de polinizadores (INABA et al., 2019; MEEUSE, 1975;
WATLING; ROBINSON; SEYMOUR, 2006). Vertebrados e insetos perderam
independentemente os genes que codificam AOX ao longo da evolucéo, assim como
outras EA (MCDONALD et al.,, 2015; MCDONALD; VANLERBERGHE, 2004a;
MCDONALD; VANLERBERGHE; STAPLES, 2009). Porém, a ideia de que a
introducdo da via alternativa de transferéncia de elétrons conferida pela AOX poderia
ajudar em condicdes de estresse respiratorio ou sobrecarga dos Clll e CIV tem sido
cogitada como possivel tratamento para doencas mitocondriais, especialmente pelo
potencial desta enzima em diminuir o excesso de ROS, restabelecendo o consumo de
oxigénio em mitocondrias de pacientes, mesmo que a producéo de ATP néo seja tao
elevada quanto em uma pessoa sem doencas mitocondriais.

Esse conceito tem sido amplamente explorado através da expressao
xenotopica do gene da AOX proveniente de Ciona intestinalis (Tunicata: Ascidiaceae)
em moscas Drosophila melanogaster e em outros modelos bioldgicos (DASSA et al.,
2009; FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; GIORDANO et al., 2019; HAKKAART et al.,
2006; KEMPPAINEN et al., 2014; RAJENDRAN et al., 2019; SZIBOR et al., 2017).
Especialmente em D. melanogaster, as linhagens que expressam AOX (linhagens
AOX) sobrevivem a niveis toéxicos de antimicina A e cianeto de potéassio (inibidores
dos CIll e CIV, respectivamente) (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009) e tém diversos
fendtipos relacionados a deficiencias no CIV melhorados significativamente
(KEMPPAINEN et al., 2014). Além disso, outras diversas condi¢cdes patologicas
modeladas na mosca sdo melhoradas na presenca da AOX, incluindo Parkinson’s
(FERNANDEZ-AYALA et al., 2009 ) e Alzheimer's (EL-KHOURY et al., 2016) Até
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mesmo alguns efeitos inesperados foram mostrados, como a prevencéao de disfuncdes
ontogenéticas em D. melanogaster (ANDJEIKOVIC; KEMPPAINEN; JACOBS, 2016).

N&o obstante os resultados promissores, ainda sao levantadas questdes que
demandam um entendimento detalhado da fisiologia mitocondrial na presenca da AOX
em mamiferos e insetos. Os impactos metabdlicos e fisioldgicos da expressao de AOX
nesses animais com ETS totalmente funcional séo praticamente indetectaveis, mas é
importante ressaltar que estes sdo cultivados em condi¢cdes de laboratério com
nutricdo rica e abundante e temperaturas favoraveis (FERNANDEZ-AYALA et al.,
2009; SZIBOR et al., 2017). E relevante considerarmos também o contexto
bioenergético do tecido o qual AOX se insere, a propriedade termogénica inerente a
sua atividade e as condi¢cdes limitantes impostas pelo meio. Sabemos que em
camundongos, enquanto um fendtipo de cardiomiopatia letal é resgatado pela AOX
(RAJENDRAN et al., 2019), uma miopatia severa em musculo esquelético é agravada
por esta enzima (DOGAN et al., 2018). Em D. melanogaster, o desenvolvimento de
larvas AOX em uma dieta de baixa disponibilidade nutricional leva a letalidade na fase
de pupa (SAARI et al., 2019a, 2019b), e mesmo em uma dieta rica em nutrientes, as
moscas AOX adultas que emergem apresentam perda de peso precoce
(FERNANDEZ-AYALA et al., 2009). Ademais, claramente a AOX mitiga os efeitos do
frio, fazendo com que individuos adultos se recuperem mais rapidamente da
imobilizacdo causada pela exposi¢ao ao frio intenso (SAARI et al., 2019b) e com que
a viabilidade larval aumente e o desenvolvimento de embrido até pré-pupa seja
acelerado em até 10 dias sob a temperatura estressante de 12 °C (SAARI et al.,
2019b). Isso aponta para um papel significativo dessa enzima nos diferentes estagios
de desenvolvimento de Drosophila, papel este possivelmente relacionado a
termogénese, porém 0s mecanismos pelos quais isso ocorre ainda nao foram
esclarecidos.

Neste trabalho investigamos efeitos bioquimico-metabdlicos acarretados pela
expressdo constitutiva de AOX em larvas de D. melanogaster desenvolvidas em
condi¢cbes térmicas distintas: 25 °C e 12 °C. O estagio larval é caracterizado pelo
crescimento rapido, com um acumulo de biomassa de aproximadamente 200X, desde
o embrido até larvas de terceiro instar (L3) errantes, dentro de um periodo de 4-5 dias
a 25 °C, com um perfil metabolico comparavel ao de células tumorais (JACOBS;
GEORGE; KEMPPAINEN, 2020; TENNESSEN et al, 2014; TENNESSEN;
THUMMEL, 2011; VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). A hipotese
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geral do trabalho é de que AOX desacopla parcialmente as mitocéndrias, sendo capaz
de reconfigurar o ETS mitocondrial e gerar calor corporeo, impactando o organismo.
Analisamos fenotipicamente as larvas quanto a mobilidade, tamanho, acimulo de
biomassa, ingesta e temperatura corporea. Buscamos explicar os efeitos observados
através da avaliacdo da fisiologia mitocondrial, com enfoque em duas diferentes vias
do ETS: Cl e mGPDH. Por fim, avaliamos como o metabolismo intermediario é

impactado pela reconfiguragdo do ETS causado pela AOX.



85

7 CONCLUSAO

Concluimos que AOX aumenta a capacidade de respiracdo no estado Leak
via Cl, e leva a uma significativa diminuicdo da eficiéncia energética da OXPHOS via
MGPDH, mas esses efeitos sédo parcialmente compensados via estimulo da OXPHOS
sustentada por CIl. AOX possui entdo efeito termogénico em metazoarios,
funcionalmente importante em condi¢cbes de frio, capaz de aumentar a atividade
locomotora, a temperatura corpérea, o acimulo de biomassa e o crescimento larval.
Considerando a importancia terapéutica da enzima, e que o metabolismo larval
(glicolitico aerbdbico) € comparavel ao de tecidos proliferativos, alertamos a
necessidade de cautela a aplicacdo terapéutica dessa enzima, pois a reconfiguracao
gerada no ETS, em decorréncia do desacoplamento e da interagdo preferencial com
MGPDH, pode estimular a cataplerose e o crescimento tecidual, em concordancia com
a alteracdo do perfil metabdlico intermediario das larvas, uma caracteristica
extremamente ndo desejavel no contexto de tumores. Finalmente, reafirmamos a AOX
como uma ferramenta essencial ao aprimoramento do entendimento sobre o controle

respiratorio mitocondrial.
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