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RESUMO

As mitocondrias sdo organelas importantes para diversos processos celulares, como
por exemplo a producdo de energia através do processo de fosforilagdo oxidativa. Elas sdo
formadas por uma membrana externa, uma membrana interna que possui invaginacdes
projetadas para o interior, chamadas de cristas mitocondriais, e a matriz mitocondrial
localizada internamente a membrana interna. A mitocondria é a Unica organela da célula
animal que possui um genoma proprio, que fica dentro da matriz mitocondrial. A
manutencdo do DNA mitocondrial, que se divide em replicacdo e reparo, € de extrema
importancia, pois 0 himero de copias e a integridade do mtDNA devem ser mantidos para
proteger a funcdo mitocondrial. A mosca Drosophila melanogaster € um organismo modelo
interessante para estudar a manutencdo do DNA mitocondrial devido ao seu genoma
mitocondrial ser semelhante ao dos vertebrados em sua estrutura geral e modo de
organizacgdo. Neste estudo foram realizadas anélises a partir de dados transcriptémicos de
expressao de genes de manutencéo e reparo do DNA mitocondrial e de genes presentes no
processo OXPHOS de D. melanogaster, para que fossem investigados mecanismos e
correlacdes entre eles. Foram encontrados padrGes de correlagdes bastante inesperados,
negativamente entre PolG2 e os outros genes envolvidos na replicagdo do mtDNA, e
positivamente entre PolG2 e genes envolvidos na transcricdo do mtDNA. Os resultados

sugerem papéis adicionais aos ja relatados para PolG2.

Palavras-chave: mitocéndria, Drosophila melanogaster, transcriptoma, expressao génica.
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ABSTRACT

Mitochondria are important organelles for several cellular processes, such as energy
production through the process of oxidative phosphorylation. They consist of an outer
membrane, an inner membrane with invaginations projecting towards the interior, known as
mitochondrial cristae, and the mitochondrial matrix located inside the inner membrane.
Mitochondria are the only organelles in animal cells that have their own genome, which is
located within the mitochondrial matrix. The maintenance of mitochondrial DNA, which
involves replication and repair, holds significant importance, as the number of copies and
the integrity of mtDNA must be preserved to protect mitochondrial function. The fly
Drosophila melanogaster serves as an interesting model organism for the study of
mitochondrial DNA maintenance, due to its mitochondrial genome's structural similarity and
organization to that of vertebrates. In this study, analyses were conducted using
transcriptomic data on the expression of mitochondrial DNA maintenance and repair genes,
and OXPHOS related genes in D. melanogaster, so that mechanisms and correlations
between them could be investigated. Quite unexpected patterns of correlations were found,
negatively between PolG2 and the other genes involved in mtDNA replication, and
positively between PolG2 and genes involved in mtDNA transcription. These results suggest
additional roles to those previously documented for PolG2.

Keywords: mitochondria, Drosophila melanogaster, transcriptome, gene expression.



INTRODUCAO

As mitocbndrias sdo as Unicas organelas da célula animal que possuem um genoma
préprio, denominado DNA mitocondrial (MtDNA), que é altamente conservado entre a
maioria das espécies animais. Entre os animais multicelulares, 0 mtDNA quase sempre é
uma molécula circular fechada, de dupla fita, contendo 37 genes e é herdado maternalmente
(BOORE, 1999).

Mutag6es no mtDNA sdo uma das principais causas de doengas genéticas. A heranca
exclusivamente materna e a presenca de até milhares de copias de mtDNA em cada célula
de mamifero resultam em uma complexidade no controle destas muta¢fes (ELLIOTT et al.,
2008). A maioria das mutacdes patogénicas do mtDNA sdo heteroplasmicas (presenca de
dois ou mais genomas mitocondriais diferentes dentro de uma célula), e com quantidades
diferentes de mtDNA mutado em cada célula (ELLIOTT et al., 2008; TUPPEN et al., 2010).
A expressdo fenotipica da doenca depende da proporcédo de mtDNA mutado em relagdo ao
de tipo selvagem. O defeito s6 é desencadeado quando um nivel critico é excedido, e este
nivel varia de mutacdo para mutacdo (ELLIOTT et al., 2008).

Manter a estabilidade do DNA mitocondrial, com relagédo a quantidade e a qualidade,
é importante para que as mitocondrias possam continuar a realizar as diversas fun¢des que
desempenham na geragdo de ATP, no metabolismo, na morte celular programada por
apoptose, etc. Muitos dos mecanismos de manutencdo do MtDNA nd&o sdo bem
compreendidos ainda (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021; BOORE, 1999; DAHAL;
DUBEY; RAGHAVAN, 2018).

Drosophila melanogaster € um organismo modelo promissor para estudar o mtDNA,
devido as suas caracteristicas e a quantidade de ferramentas genéticas disponiveis. Além
disto, seu genoma mitocondrial se assemelha ao dos vertebrados e um conjunto semelhante
de enzimas e fatores para a manutencdo do mtDNA esta presente tanto nas mitocondrias de
drosofila como nas dos vertebrados (GONZALEZ DE COZAR et al., 2019; JOERS;
JACOBS, 2013).

Os resultados obtidos e mostrados neste trabalho foram publicados no artigo

“Mitochondrial DNA maintenance in Drosophila melanogaster”, de Rodrigues et al. (2022).



OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho é coletar dados transcriptémicos tecido-especificos
de expressdo de genes relacionados a manutencdo do DNA mitocondrial de D. melanogaster
disponiveis em banco de dados publicos, para inferir mecanismos e padrfes através da
correlacdo de seus niveis de expressao.

Os objetivos especificos sdo construcdo do conjunto de dados do transcriptoma de D.
melanogaster com transcritos associados ao mtDNA; identificacdo de genes ortdlogos entre
Homo sapiens e D. melanogaster; rotulacéo e classificacao do perfil genético da manutencéo
do genoma mitocondrial através da expressdo génica em diferentes tecidos e idade

fisiologica de D. melanogaster.



REVISAO DE LITERATURA

Mitocondrias

As mitocondrias sdo organelas importantes para diversos processos celulares, sendo
um dos principais a producdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP, do inglés
adenosine triphosphate) através do processo de fosforilacdo oxidativa (OXPHQOS, do inglés
oxidative phosphorylation) durante a respiracdo celular. Estruturalmente, sdo formadas por
uma membrana externa, uma membrana interna que possui invaginacdes projetadas para o
interior, chamadas de cristas mitocondriais, e a matriz mitocondrial localizada internamente

a membrana interna (Figura 1) (VAKIFAHMETOGLU-NORBERG; OUCHIDA;
NORBERG, 2017).

Figura 1 - Representacio esquematica da estrutura da mitocdndria.

Matriz mitocondrial ~ ESPaco inter-membranas

Membrana externa

Membrana interna

Crista mitocondrial

Ribossomo mitocondrial

Fonte: adaptado de (ANDRIEUX et al., 2021).

Segundo a teoria endossimbidtica, as mitocondrias se originaram de procariotos que
foram internalizados por células eucaridticas primitivas, e por isto € a Unica organela da
célula animal que possui um genoma proprio. O DNA mitocondrial estd presente dentro da
matriz mitocondrial, sendo que cada mitocondria pode possuir até 10 copias do mtDNA,
podendo chegar a até milhares de cdpias por célula (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021;
CIESIELSKI; OLIVEIRA; KAGUNI, 2016; PEARCE et al., 2017).

O genoma original do procarioto endossimbionte sofreu reducdo ao longo da

evolucéo, pois varios genes foram transferidos para o ndcleo ou foram perdidos devido a
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redundancia. Atualmente o mtDNA da maioria das espécies animais é circular e é composto
por 37 genes que codificam 13 proteinas da cadeia respiratoria, 22 RNA transportadores e 2
RNA ribossomais (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021; PEARCE et al., 2017). Apesar de
conter a mesma quantidade de genes, 0 mtDNA de humanos e de drosoéfilas difere na
quantidade de pares de bases (bp, do inglés base pair), sendo que o de humanos possui
16.569 bp (Figura 2) (ANDERSON et al., 1981), enquanto o de drosdéfila possui 19.517 bp
(Figura 2) (LEWIS; FARR; KAGUNI, 1995).

Figura 2 - Representacéo esquematica dos genomas mitocondriais de D. melanogaster e H. sapiens. As
regides ndo codificantes sdo mostradas em cinza; os genes codificados nas cadeias pesada e leve sdo mostrados
em preto e azul, respectivamente. Os genes de RNA de transferéncia sdo indicados por simbolos de uma letra
e 0s genes de RNA ribossémico pequeno e grande por 12S e 16S, respectivamente.
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Fonte: (RODRIGUES et al., 2022).

%
Rzpe

Manutencédo do DNA mitocondrial

Qualquer genoma esta sob a pressdo de diversos fatores que podem levar a danos ao
material genético se ndo reparados (DAHAL; DUBEY; RAGHAVAN, 2018). Como a
mitocondria esta envolvida na respiracdo celular, na geracdo de ATP e na OXPHOS, ela é
exposta continuamente a espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species), 0 que eleva os niveis de dano oxidativo ao DNA mitocondrial (ALLKANJARI;
BALDOCK, 2021).

Embora tenha sido relatado um aumento de mais de 50 vezes de mutagdes no

mtDNA, quando comparado com o DNA nuclear, 0 mecanismo de reparo associado a ele
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ndo é bem estudado, sendo que se acreditava que as mitocéndrias eram desprovidas de tais
mecanismos, por conta da auséncia dos genes relacionados ao reparo de DNA. Porém,
estudos sugeriram que a maioria das proteinas envolvidas no reparo do mtDNA séo
importadas para as mitocondrias a partir do citoplasma ou do nucleo (DAHAL; DUBEY;
RAGHAVAN, 2018).

A diminuicdo do genoma mitocondrial, a perda de copias funcionais de mtDNA ou
0 acumulo de mutactes estdo relacionados com o envelhecimento e diversas doencas e
sindromes, como a doenca de Parkinson e cancer (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021;
CHEN, 2013; DAHAL; DUBEY; RAGHAVAN, 2018). Estes danos podem ser reparados
na mitocondria a partir de alguns processos, como o0 reparo por excisao de base (BER, do
inglés base excision repair), a recombinacdo homdloga (HR, do inglés homologous
recombination) e a juncdo final mediada por micro homologia (MMEJ, do inglés
microhomology-mediated end joining) (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021).

A manutencdo do DNA mitocondrial, que se divide em replicagdo e reparo, é de
extrema importancia, pois o numero de copias e a integridade do mtDNA devem ser
mantidos para proteger a funcao mitocondrial. (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021).

Replicacdo do DNA mitocondrial

A sintese e multiplicacdo rigorosas do genoma mitocondrial sdo requisitos
fundamentais para o funcionamento normal de um organismo. Portanto a replicacdo do
mtDNA tem sido intensamente estudada ha décadas (JOERS; JACOBS, 2013).

Na bifurcacdo da forquilha de replicacdo, a helicase replicativa do DNA mitocondrial
Twinkle desenrola 0 DNA de fita dupla, liberando DNA de fita simples, que é estabilizado
e protegido da nucledlise pela proteina mitocondrial de ligacdo ao DNA de fita simples
(mtSSB). O DNA de fita simples é entdo usado como molde pela DNA polimerase gamma
(Pol y) para a sintese de uma nova fita de DNA (Figura 3) (CIESIELSKI; OLIVEIRA;
KAGUNI, 2016; MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013). Estudos especulam que além de
mutacdes nos componentes do replissoma, a desregulagdo de seus niveis, alterando a
estequiometria na forquilha de replicacéo, tambem é prejudicial e pode resultar na formacéo
de delecdes de mtDNA (CIESIELSKI et al., 2018; OLIVEIRA; PONTES; CIESIELSKI,
2020).
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Figura 3 - Proteinas na forquilha de replicagdo do DNA mitocondrial.
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Fonte: adaptado de (OLIVEIRA; PONTES; CIESIELSKI, 2020).

A Pol y de vertebrados ¢ uma replicase heterotrimérica que compreende uma
subunidade catalitica (Pol y-a, POLG ou PolGA) e duas subunidades acessorias (Pol y-f,
POLG2 ou PolGB) (Figura 4), enquanto a de insetos é um heterodimero formado por um
polipeptideo Pol y-a e um tnico Pol y-B. O nlcleo catalitico realiza as atividades 5'-3' DNA
polimerase e 3'-5' exonuclease da holoenzima, e a subunidade acesséria atua como um fator
de processividade, aumentando as interagdes entre a holoenzima e o substrato de DNA
(CIESIELSKI; OLIVEIRA; KAGUNI, 2016; OLIVEIRA; HAUKKA; KAGUNI, 2015).
MutacBes patogénicas nos genes que codificam as subunidades catalitica e acessoria da Pol
v (genes POLG e POLG2 em humanos, respectivamente) associam-se com inUmeras
doencas humanas. Por exemplo, uma atividade exonucleotidica prejudicada causa
envelhecimento precoce em camundongos e outros modelos de mamiferos (TRIFUNOVIC
et al., 2004).
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Figura 4 - Representacao de superficie da estrutura da Pol y humana. Rosa escuro (a) indica o dominio
responsavel pela atividade de exonuclease; rosa médio (b) indica a regido espacadora, que conecta o dominio
exonuclease ao dominio polimerase da Pol y-a; rosa claro (c) representa 0 dominio responsavel pela atividade
de polimerase; branco (d) e preto (e) representam a Pol y-p proximal e distal, respectivamente.

Fonte: adaptado de (OLIVEIRA; HAUKKA; KAGUNI, 2015).

A proteina Twinkle possui grande similaridade com a proteina do gene 4 do
bacteriofago T7 (T7 gp4), que contém atividades cataliticas de helicase e primase, sendo que
a sequéncia de aminoacidos do dominio helicase de T7 gp4 é bem conservada na Twinkle,
enquanto a do dominio primase ndo é, o que sugere que ela funciona como uma helicase do
mtDNA. Twinkle forma hexameros in vitro, semelhantes aos encontrados em T7 gp4, sendo
0 hexamero a forma funcional da enzima (MATSUSHIMA; KAGUNI, 2007; SPELBRINK
etal., 2001).

Proteinas de ligacdo ao DNA de fita simples, incluindo mtSSB, sdo essenciais no
metabolismo do DNA, pois tém a funcdo de ligar e proteger o DNA de fita simples durante
a replicacdo, reparo e recombinacdo. A mtSSB coordena as interacfes no replissoma,
estimulando a funcdo de Pol y e Twinkle. A proteina mtSSB é homologa aos SSBs
homotetraméricos de eubactérias, o que indica que a mtSSB dos metazoarios é
homotetramérica (CIESIELSKI; OLIVEIRA; KAGUNI, 2016; MCKINNEY; OLIVEIRA,
2013).

Transcricdo do DNA mitocondrial
A maquinaria de transcricdo mitocondrial sintetiza os iniciadores de RNA
necessarios para o inicio da sintese da cadeia principal de DNA. A transcri¢cdo mitocondrial

em humanos € realizada pela RNA polimerase mitocondrial (POLRMT) e inicia-se a partir
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de dois promotores na regido reguladora em cada fita do genoma mitocondrial, resultando
em longos transcritos que sdo processados em suas unidades primarias individuais por
enzimas (HOLT, 2019; PAJAK et al., 2019; WANROOLJ et al., 2008).

Todos os genes do mtDNA sdo transcritos como RNAs precursores longos de dois
promotores principais dentro da matriz mitocondrial, e esses transcritos primarios sofrem
clivagem de forma coordenada. Assim, diferentes RNAs, incluindo mRNAs, rRNAs e
tRNAs e uma variedade de RNAs nao codificantes e RNAs antisenso sdo geradas. Uma
maquinaria de degradacdo tem que distinguir entre eles, para garantir a expressao genética
controlada (CLEMENTE et al., 2015).

O degradossoma minimo para a degradacdo do RNA compreende uma exonuclease
e uma helicase. A RNA helicase SUV3 dependente de ATP interage com uma fosforilase
para formar o degradossomo mitocondrial. Além disso, foi demonstrado que o SUV3
desenrola fitas duplas de DNA e RNA, bem como heteroduplex de RNA/DNA
(CLEMENTE et al., 2015; PAJAK et al., 2019).

Reparo do DNA mitocondrial

O reparo por excisdo de base € a principal via para reparar pequenas modificacdes no
DNA, removendo bases danificadas ou inadequadas. Ele comega com o reconhecimento e a
remocao da base alvo por uma DNA glicosilase, gerando um sitio abasico. O BER pode
ocorrer de duas maneiras: BER de via curta ou longa. A via curta do BER envolve a
incorporagdo de um unico nucleotideo na lacuna pela Pol vy, seguida pela ligacéo da fita pela
DNA ligase Ill. A via longa do BER envolve a incorporacdo de varios nucleotideos (dois a
sete) pela Pol vy, seguida pela remocdo do retalho restante por proteinas acessorias como a
flap endonuclease 1 (FEN1) e ligacdo pela DNA ligase 111 (ALLKANJARI; BALDOCK,
2021; GREDILLA et al., 2020; SEKELSKY, 2017).

Entre as milhares de lesdes que ocorrem no genoma mitocondrial, as quebras de fita
dupla (DSBs) séo as mais prejudiciais e a recombinacdo homdéloga € uma das vias de reparo
de DSB mais importantes (CHEN, 2013; DAHAL; DUBEY; RAGHAVAN, 2018). No
nacleo, HR é um mecanismo de reparo de DNA limitado as fases S e G2 do ciclo celular,
pois € quando ha a disponibilidade de um modelo de DNA na cromatide irma, necessario
para a recuperacéo de informacao do DNA danificado. Na mitocondria, a presenca de muitas
copias do genoma mitocondrial faz com que a recombinacdo homdloga possa ocorrer
independentemente do ciclo celular (ALLKANJARI; BALDOCK, 2021; CHEN, 2013).
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Outra via para o reparo de DSBs a é unido de extremidades ndo homdlogas (NHEJ),
que é menos preciso do que HR, pois ocorre pela unido final do DNA quebrado. O NHEJ
ocorre no nucleo da célula, mas é indetectavel nas mitocondrias. Uma via alternativa de
NHEJ, que ocorre na mitocondria, é a juncao de extremidade mediada por micro homologia
(DAHAL; DUBEY; RAGHAVAN, 2018).

Fosforilagdo oxidativa (OXPHOS)

As mitocbndrias sdo um centro de atividade metabdlica, encarregadas de produzir a
maior parte do substrato energético da celula. O metabolismo celular utiliza carboidratos,
gorduras e proteinas para sintetizar energia. As moléculas derivadas dos processos de
catabolismo da glicose, acidos graxos e aminodacidos sao utilizadas no ciclo do &cido citrico
para gerar substratos que entram na cadeia transportadora de elétrons para a OXPHOS
(HAHN; ZURYN, 2019; NOLFI-DONEGAN; BRAGANZA; SHIVA, 2020).

A OXPHOS ocorre na bicamada lipidica da membrana interna mitocondrial e é
composta por cinco complexos enzimaticos (I — V) e dois transportadores de elétrons
(coenzima Q e citocromo c) (Figura 5). A principal funcdo deste sistema é o transporte de
elétrons e protons, levando a producgdo de ATP, pois esta passagem de elétrons libera energia
que é armazenada na forma de um gradiente de prétons através da membrana mitocondrial
(SMEITINK; VAN DEN HEUVEL; DIMAURO, 2001).

Figura 5 — Representagdo esquematica dos complexos da OXPHOS.

Espaco inter-membranas He 0w @ W w W
t ® WUDW B,

Diregdo do gradiente

NADH + He+

Fumarate + 2H°

Matriz mitocondrial Succinate ® 9

Fonte: adaptado de (ANDRIEUX et al., 2021).
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O modelo D. melanogaster

D. melanogaster, no Brasil mais comumente conhecida apenas como drosofila, é um
inseto da familia Drosophilidae que tem sido usado como modelo genético ha mais de 100
anos. Por serem de facil e barata manutencdo, se reproduzirem rapidamente, possuirem
tamanho pequeno, alta fertilidade, vida curta, facilidade de amostragem, de criacdo em
laboratério e de manipulacdo e seus desenvolvimento e fisiologia serem bem
compreendidos, esta espécie se tornou um dos modelos mais poderosos para investigar a
genética e outros aspectos da evolucéo e adaptacdo, de modo que uma grande quantidade de
tecnologias genéticas foram criadas ao longo do século passado (BOLUS et al., 2020;
FLATT, 2020).

Droséfila possui extensa similaridade genética com humanos, o que a torna um
modelo util para estudo dos processos celulares e moleculares que levam ao
desenvolvimento de doencas. Nas Ultimas décadas muitas doengas humanas foram
modeladas nestas moscas (BOLUS et al., 2020). Aproximadamente 65% dos genes que
causam doencas humanas possuem um homdlogo em drosofilas, e boa parte desses
homologos € expressa em tecidos das moscas que desempenham funcdo equivalente do
tecido humano (UGUR; CHEN; BELLEN, 2016).

Esta espécie também é um organismo modelo interessante para estudar a manutencao
do mtDNA devido ao seu genoma mitocondrial ser semelhante ao dos vertebrados em sua
estrutura geral e modo de organizacdo. Um conjunto semelhante de enzimas e fatores para a
manutencdo do mtDNA estd presente tanto nas mitocéndrias de drosofila como nas dos
vertebrados (GONZALEZ DE COZAR et al., 2019; JOERS; JACOBS, 2013).



MATERIAIS E METODOS

Obtencéo dos dados de expressdo dos genes

17

As analises foram feitas a partir dos dados de expressao de genes de manutencao e

reparo do DNA mitocondrial (Tabela 1) e de genes presentes no processo OXPHOS (Tabela

2) de D. melanogaster. Os dados de Allkanjari e Baldock (2021) sobre as proteinas de reparo

do DNA mitocondrial humano foram utilizados para gerar uma lista de homologos de

drosoéfila.

Tabela 1 - Lista de genes de manutencdo do DNA mitocondrial de D. melanogaster utilizados neste

trabalho.
Gene Homologo
Simbolo Nome FlyBase ID humano
DNA2 DNA replication helicase/nuclease 2 FBgn0288690 DNA2
DNAlig3 DNA ligase 3 FBgn0286075 LIG3
Fenl flap endonuclease 1 FBgn0025832 FEN1
mtDNA-helicase mitochondrial DNA helicase FBgn0032154 TWNK
mTerf3 mitochondrial transcription termination factor 3 FBgn0037008 MTERF3
mTerf5 mitochondrial transcription termination factor 5 FBgn0038584 -
mtSSB mitochondrial single stranded DNA-binding protein FBgn0010438 SSBP1
mtTFB1 mitochondrial transcription factor B1 FBgn0261381 TFB1M
mtTFB2 mitochondrial transcription factor B2 FBgn0037778 TFB2M
mTTF mitochondrial transcription termination factor FBgn0028530 -

Pifl Pifl DNA helicase FBgn0031540 PIF1
PolG1 DNA polymerase gamma subunit 1 FBgn0004406 POLG
PolG2 DNA polymerase gamma subunit 2 FBgn0004407 POLG2

PolrMT RNA polymerase mitochondrial FBgn0261938 POLRMT
rnhl ribonuclease H1 FBgn0023171 RNASEH1

Suv3 Suv3 helicase FBgn0037232 SUPV3L1
TFAM mitochondrial transcription factor A FBgn0038805 TFAM
Topl topoisomerase 1 FBgn0004924 TOP1/TOP1MT
Top2 topoisomerase 2 FBgn0284220 TOP2A / TOP2B
Top3a topoisomerase 3a FBgn0040268 TOP3A
Top3p topoisomerase 33 FBgn0026015 TOP3B

Fonte: (RODRIGUES et al., 2022).



Tabela 2 - Lista de genes de OXPHOS de D. melanogaster utilizados neste trabalho.
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Gene

Simbolo Nome FlyBase 1D
ATPsynf ATP synthase, 3 subunit FBgn0010217
ATPsyny ATP synthase, y subunit FBgn0020235
COX5A cytochrome c oxidase subunit 5A FBgn0019624
COXTA cytochrome c oxidase subunit 7A FBgn0040529
Cyt-c-p cytochrome ¢ proximal FBgn0284248
kdn knockdown FBgn0261955
ND-20 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 20 kDa subunit FBgn0030718
ND-23 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 23 kDa subunit FBgn0017567
ND-30 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 30 kDa subunit FBgn0266582
0X oxen FBgn0011227
porin porin FBgn0004363
RFeSP rieske iron-sulfur protein FBgn0021906
sesB stress-sensitive B FBgn0003360

Fonte: préprio autor.

Os valores da expressao destes genes em 20 tecidos, em larvas e adultos machos e
fémeas das moscas foram obtidos dos bancos de dados FlyAtlas2
(https://flyatlas.gla.ac.uk/FlyAtlas?/index.html) (KRAUSE et al.,, 2022) e FlyBase
(http://flybase.org/) (LARKIN et al., 2021), em FPKM (Fragments Per Kilobase Million) e
RPKM (Reads Per Kilobase Million), respectivamente.

Os tecidos amostrados foram: cabeca (head), cérebro (brain), olho (eye), traqueia
(trachea), glandula salivar (SG), papo (crop), coracdo (heart), intestino médio (midgut),
intestino posterior (hindgut), tibulos de Malpighi (MT), células da guirlanda (GC), papilas
retais (RP), ganglio toracoabdominal (TAG), corpo gorduroso (FB), carcaca (carcass),
ovario (ovary), espermateca virgem (VS), espermateca acasalada (MS), testiculos (testis) e
glandulas acessorias (AG).

Para a normalizacdo dos dados obtidos, primeiramente foi realizada a razdo da
expressdo de cada gene pela expressao do gene normalizador Eukaryotic Translation
Initiation Factor 1A (elF1A, FBgn0026250), mantendo-se as subdivisdes de cada gene, ou
seja, o valor da expressdo de um gene foi divido pelo valor da expressdao do gene
normalizador no mesmo tecido, mesma fase da vida e mesmo sexo. A partir deste primeiro
resultado foi calculada a média, e entdo cada valor da razdo realizada anteriormente foi

dividido pela média. E, por ultimo, realizou-se o logaritmo de base 2.


https://flyatlas.gla.ac.uk/FlyAtlas2/index.html
http://flybase.org/
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Elaboracao dos materiais para anélise

Os dados das expressdes dos genes obtidos no FlyAtlas2 e normalizados foram
organizados em dois grupos, sendo o primeiro apenas com 0s genes de manutencao e reparo
do DNA mitocondrial, e o segundo adicionando os genes da OXPHOS.

Estes grupos foram inseridos separadamente no programa EXPANDER
(http://acgt.cs.tau.ac.il/expander/) (HAIT et al., 2019), e nele foram realizados uma analise

hierarquica e um mapa de calor (heatmap) através do método de agrupamento completo
(complete linkage) e da medida de similaridade correlacdo de Pearson. No mesmo programa
também foi realizada uma Anélise de Componentes Principais (PCA).

Além disto, foram produzidos graficos de correlagcdo XY, desta vez utilizando os
dados obtidos no FlyBase também, através da plataforma Microsoft Excel 365,
correlacionando o gene PolG2 com PolrMT, mTTF e Suv3, além de correlacionar PolG1,
PolG2, mtDNA-helicase e mtSSB entre si. Nestes graficos foram também calculados R?, r de
Pearson e significancia F a partir de analises de regressdo linear (o programa R foi utilizado
para realizar o teste de Kolmogorov—Smirnov para verificar a distribuicdo dos dados e foi
calculada correlagéo p de Spearman para os dados que ndo seguem distribuicdo normal).

Por ultimo, utilizando os valores de expressdo absoluta obtidos no FlyAtlas 2,
assumindo que estes valores se correlacionam com os niveis de proteina dentro das
mitocondrias, foram calculadas as proporgdes entre os transcritos (e estimada as proporcoes
proteicas) de PolG2 (Pol y-B) e PolG1 (Pol y-a), PolG1 (Pol y-a) e mtSSB (mtSSB), PolG1

(Pol y-a) e mtDNA-helicase (Twinkle), em cada tecido amostrado.


http://acgt.cs.tau.ac.il/expander/
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise hierarquica e o heatmap dos genes de manutencdo e reparo do DNA
mitocondrial (Figura 6) demonstram que 0s genes se organizaram em dois grupos, sendo um
principalmente de fatores relacionados a transcricdo mitocondrial (grupo 1), e o outro de
fatores de replicacdo (grupo 2). Os genes do grupo 1 em geral possuem maior expressao no
intestino posterior, intestino médio, cérebro e ganglio toracoabdominal de adultos machos e
fémeas e no coracdo de machos adultos. Os genes do grupo 2 sdo expressos em niveis mais
baixos, exceto no cérebro de larvas, traqueia, carcaca e glandula salivar de larvas e fémeas
adultas.
Figura 6 - Andlise hierarquica e heatmap dos niveis relativos de expressédo dos genes de manutencao do

mtDNA de droséfila em diferentes tecidos. L, AM e AF indicam larvas, adultos machos e adultos fémeas,
respectivamente.
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Fonte: (RODRIGUES et al., 2022).

O coracdo e os ovarios de fémeas adultas apresentam expressédo alta de quase todos
0S genes, enquanto o intestino posterior, intestino médio, corpo gorduroso e tdbulo de
Malpighi de larvas, o testiculo e a glandula acesséria de machos adultos e a cabeca de

machos e fémeas adultos possuem baixos niveis de expressao de quase todos 0s genes.
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O que mais chama a atencdo nestes dados € o fato de que PolG2 ficou inserido no

grupo 1, junto com genes relacionados a transcri¢do, enquanto os outros genes do replissoma

do mtDNA pertencem ao grupo 2. A PCA também demonstra esta separacdo de PolG2 dos

outros fatores de replicacéo (Figura 7).

Figura 7 — Andlise de componentes principais dos niveis relativos de expressao dos genes de manutencéo

do mtDNA de drosoéfila.
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Fonte: (RODRIGUES et al., 2022).

Quando realizada andlise hierarquica e o heatmap incluindo os genes envolvidos na

OXPHOS (Figura 8), os genes dos grupos anteriores se juntaram, mantendo o0s genes da

OXPHOS separados em um terceiro grupo (grupo 3). Isto demonstra que as diferencas no

padrdo de expressdo entre 0s grupos 1 e 2 ndo sdo explicadas por correlagbes com a

expressdo dos genes que participam da OXPHOS.
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Figura 8 - Andlise hierarquica e heatmap dos niveis relativos de expressdo dos genes de manutenc¢ao e
OXPHOS do mtDNA de droséfila em diferentes tecidos. L, AM e AF indicam larvas, adultos machos e
adultos fémeas, respectivamente.
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Fonte: (RODRIGUES et al., 2022).

Os gréficos de correlagdo demonstram que a expressdo de PolG2 ndo esta
correlacionada com a expressao dos genes cujos produtos atuam na forquilha de replicacéo:
mtDNA-helicase, PolG1 e mtSSB (Figuras 9-A e 10-A), mas estes se correlacionam entre si
(Figuras 9-B e 10-B). Os niveis de transcricdo de PolG2 correlacionaram-se com os dos
genes do metabolismo de RNA mitocondrial: PolrMT, mTTF e Suv3 (Figuras 9-C e 10-C).

A falta de correlagdo de PolG2 com os outros fatores de replicacdo do DNA
mitocondrial e sua forte correlagdo com fatores da transcricdo do mtDNA podem indicar um
segundo papel desconhecido de Pol y-p nas mitocondrias.
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Figura 9 — Graficos de correlagdo da expressao relativa dos genes PolG1, PolG2, mtDNA-helicase, mtSSB,
PolrMT, Suv3 e mTTF, obtidas no FlyAtlas. A mostra a falta de correlacdo de PolG2 com os outros genes
envolvidos na forquilha de replicagdo; B mostra a forte correlacdo de mtDNA-helicase, PolG1 e mtSSB entre

si; C mostra que PolG2 correlaciona-se mais com PolrMT, Suv3 e mTTF.
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Figura 10 - Graficos de correlacdo da expressao relativa dos genes PolG1, PolG2, mtDNA-helicase,
mtSSB, PolrMT, Suv3 e mTTF, obtidas no projeto modENCODE através do FlyBase. A mostra a pouca
correlacdo de PolG2 com os outros genes envolvidos na forquilha de replicacdo; B mostra a forte correlacéo
de mtDNA-helicase, PolG1 e mtSSB entre si; C mostra que PolG2 correlaciona-se mais com PolrMT, Suv3 e

mTTF.
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Fonte: (RODRIGUES et al., 2022).

Como discutido anteriormente, acredita-se que alteragcbes na estequiometria da

forquilha de replicacdo pode resultar na formacéo de delecdes de mtDNA (CIESIELSKI et
al., 2018; OLIVEIRA; PONTES; CIESIELSKI, 2020). Sendo assim, a fim de obter uma

estimativa da estequiometria entre 0os componentes proteicos do replissomo mitocondrial,

foram calculadas as proporgdes entre os transcritos e, assumindo que estes valores se

correlacionam com o0s niveis de proteina dentro das mitocondrias, foram estimadas as

proporcdes das proteinas que atuam na forquilha de replicacdo. Nestas proporcoes

calculadas, os niveis de Pol y-f sdo mais altos (~5,8 vezes, £2,7) do que os de Pol y-a em

quase todos os tecidos, sendo que os niveis de Pol y-a foram maiores que os de Pol y-B

apenas nos ovarios (tecido que possui expressdo elevada de quase todos os genes de

manutencdo do mtDNA devido aos altos niveis de replicagdo do mtDNA que ocorrem

durante a oogénese) (Tabela 3). Os motivos que levam os niveis de Pol y-B serem mais baixos
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neste tecido que possui alta produgdo de mitocondrias e mtDNA s&o desconhecidos e
merecem uma investigacdo mais aprofundada.

Ja o nivel de mtSSB € superior ao de Pol y-a ~1,8 vezes (x0,6), considerando que
mtSSB é uma proteina homotetramérica (Tabela 4). A ultima proporcao realizada indicou
um excesso de ~5,8 vezes (+£2,3) de Pol y-a sobre Twinkle, considerando que Twinkle € uma

proteina homohexamérica (Tabela 5).
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CONCLUSAO

As correlagfes do gene PolG2 demonstradas neste trabalho sdo realmente
inesperadas e merecem ser melhor investigadas. A falta de correlacdo de PolG1 e PolG2 ja
havia sido demonstrada anteriormente (LEFAI et al., 2000), pois suas expressdes sao
reguladas por diferentes mecanismos e, ainda segundo Lefai et al. (2000), a proteina Pol y-
B desempenha um papel fundamental no controle da replicacdo do mtDNA. Isto pode
explicar a quantidade extra de Pol y-p com relacéo a Pol y-a.

Ja a correlacdo significativa de PolG2 com Suv3 (um gene que codifica uma helicase
que participa da degradacdo de RNA mensageiros e RNA antisenso, da modulacdo da
poliadenilagdo de mRNA mitocondriais, é capaz de desenrolar DNA e RNA de fita dupla e
€ necessario para o processamento de tRNA mitocondriais (CLEMENTE et al., 2015;
PAJAK et al., 2019)) pode indicar um papel adicional para a proteina Pol y-p.

Ainda hd muito a se esclarecer sobre os mecanismos de manutencdo do DNA
mitocondrial, que tem se demonstrado muito diverso, e as moscas sdo modelos importantes
para isto (levando-se em consideracdo suas peculiaridades), devido a alta conservacdo do
mtDNA entre a maioria dos animais. Este trabalho levantou algumas hipoteses que poderao

ser estudadas e testadas experimentalmente no futuro.
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