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RESUMO

Mutacbes no gene nuclear humano C10orf2, que codifica a helicase mitocondrial
Twinkle, sdo apontadas como causa da forma autossdOmica dominante da doenca
Oftalmoplegia Progressiva Externa (adPEOQ), associada a multiplas delegcdes no DNA
mitocondrial (DNAmt), e de outras doencas humanas. Duas mutagdes na Twinkle
analogas aquelas encontradas em pacientes humanos (W441C e A442P) e uma
mutacdo no sitio ativo (K388A) foram modeladas em Drosophila melanogaster,
levando a defeitos na replicagdo do DNA mitocondrial, danos no processo de
fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) e desordens no desenvolvimento. A expresséo
transgénica da oxidase alternativa mitocondrial (AOX) tem se mostrado eficiente em
células animais no combate a disfungcbes mitocondriais causadas por defeitos
geneéticos, principalmente por contornar os complexos Ill e IV da cadeia respiratoria
(CR). Assim, o objetivo deste trabalho foi testar se a expressdo da AOX poderia
melhorar os efeitos deletérios causados por mutacdes na Twinkle no
desenvolvimento de D. melanogaster. Dados fenotipicos mostraram que a expressao
da AOX nos mutantes K388A e A422P da Twinkle foi incapaz de prevenir o fenotipo
letal ainda em estagio larval ou pupal e também néo alterou a deplecdo do DNAmt
nessas moscas. Os mutantes W441C, na presenca ou auséncia da AOX, nédo
tiveram problemas no desenvolvimento e nem mudangas no numero de cépias de
DNAmt. As linhagens superexpressando Twinkle tipo selvagem (WT) e AOX tiveram
viabilidade normal e um aumento no nimero de cépias de DNAmt em adultos, ndo
atribuido a presenca da AOX. Ao medir a atividade de OXPHOS em tecidos nao
relacionados a metamorfose, prejuizos associados a expressao das Twinkles
mutantes ou WT néo foram detectados, nem alteracdo significativa pela presenca da
AOX. Portanto, nossos dados evidenciam que a utilizacdo da AOX como estratégia
de terapia génica para remediar casos de mutacdes na Twinkle apresenta certas
limitacdes e que talvez o papel da helicase mitocondrial na fisiologia animal seja bem

mais complexo do que mostrado até entao.

Palavras-chave: Twinkle. AOX. Disfungdes mitocondriais. adPEO. Drosophila

melanogaster.



ABSTRACT

Mutations in the human nuclear gene C10orf2, which encodes the mitochondrial
replicative helicase Twinkle, are associated with cases of autosomal dominant
Progressive External Ophthalmoplegia (adPEO) with multiple deletions in the
mitochondrial DNA (mtDNA), and other diseases in humans. Two mutations
analogous to those found in human patients (W441C and A442P) and an active site
mutation (K388A) were modeled in Drosophila melanogaster. The expression of the
mutant enzymes led to defects in mtDNA replication, impairment of mitochondrial
oxidative phosphorylation (OXPHOS), and developmental disorders in flies.
Transgenic expression of the mitochondrial alternative oxidase (AOX) has been
shown to be efficient in animal cells in combatting mitochondrial dysfunctions caused
by genetic defects, mainly due to the bypass of complex Il and IV. Thus, our aim was
to test whether AOX expression can rescue the deleterious developmental effects
caused by Twinkle mutations in D. melanogaster. Phenotypic data has shown that
AOX expression in Twinkle mutants K388A and A422P was unable to prevent the
lethal phenotype at the larval or pupal stage, and AOX was not effective against the
mtDNA depletion of these flies. The W441C mutants, in the presence or absence of
AOX, did not show developmental problems, nor changes in mtDNA copy number.
Lines overexpressing the wild-type Twinkle (WT) and AOX had normal viability, in
addition to an increase in mtDNA copy number in adults, not attributed to AOX. By
measuring OXPHOS activity in tissues unrelated to metamorphosis, we detected no
dysfunctions associated with the expression of mutant or WT Twinkle, nor a
significant alteration by the presence of AOX. Our data indicate that the use of AOX
as a gene therapy strategy to help cases of Twinkle mutations has limitations, and
that perhaps the role of the mitochondrial replicative helicase in animal physiology is

much more complex than previously thought.

Keywords: Twinkle. AOX. Mitochondrial disorders. adPEO. Drosophila melanogaster.
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1 INTRODUCAO

A replicacdo do DNA mitocondrial (DNAmt) em animais é conduzida por um
conjunto minimo de trés proteinas codificadas no genoma nuclear, que trabalham
diretamente na forquilha de replicacdo, constituindo o chamado replissomo
mitocondrial. A frente desta maquinaria, a helicase do DNAmt, também conhecida
como Twinkle, transloca-se em uma das fitas do DNA no sentido 5'-3', hidrolisando
trifosfato de adenosina (ATP) e promovendo a abertura do DNA dupla-fita parental. A
DNA polimerase y (Pol y) pode entdo promover a sintese de DNAmt per se, usando
como molde o DNA simples-fita gerado pela acado da Twinkle. Este DNA simples-fita
€ protegido contra nucledlise através da ligacdo com a proteina ligante a DNA
simples-fita mitocondrial (MtSSB), que também é responsavel por coordenar as
fungbes da Twinkle e da Pol y (revisado em MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013;
OLIVEIRA; KAGUNI, 2010).

Mutacbes no gene humano C10orf2, que codifica a Twinkle, foram pela
primeira vez descritas em 2001 como causa da forma autossémica dominante da
Oftalmoplegia Progressiva Externa (adPEO) associada a multiplas dele¢bes no
DNAmt de pacientes (SPELBRINK et al., 2001). Atualmente, ha mais de 40
mutacdes identificadas neste gene que estdo associadas a diversas doencas
neurodegenerativas, tais como a Sindrome de Perrault, Ataxia Espinocerebelosa de
Inicio Infantil (IOSCA), Epilepsia, Sindromes de Inicio Infantil associadas a
Deplecbes do DNAmt (MDS) e Tubulopatia Renal (FERNANDEZ-MILLAN et al.,
2015). Muitas das mutacdes encontradas no gene da Twinkle ja foram testadas
bioquimicamente e/ou em células em cultura, mas apenas algumas foram
selecionadas para serem expressas em animais modelos transgénicos e avaliadas
de um ponto de vista fisiologico mais completo (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012;
TYYNISMAA et al., 2005). Por exemplo, linhagens de Drosophila melanogaster que
expressam o0s mutantes da Twinkle K388A, W441C e A442P apresentaram
diferentes graus de severidade em relacdo a reducdo do nivel de DNAmt, mau
funcionamento da cadeia respiratdoria (CR), aumento da apoptose e letalidade
(SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012), constituindo-se um modelo interessante para o
entendimento das disfungdes associadas a estas mutacoes.

A expressdo da oxidase alternativa (AOX) proveniente do tunicado Ciona

intestinalis (Ascidiacea) em modelos experimentais tem ajudado a provar a premissa
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de que a adicdo de uma via alternativa de transporte de elétrons na mitocondria
pode ser eficaz no combate a doencas de causa mitocondrial. Isso se deve ao fato
da AOX poder realizar a oxidagcdo do ubiquinol a ubiquinona e a reducgao
coordenada do oxigénio molecular a 4gua, contornando entdo os complexos Il e IV
da CR (Figura 1). Desse modo, estudos propdem a aplicacdo da AOX como forma
de terapia génica para doencas mitocondriais, baseados na demonstracdo de que
esta enzima melhora consideravelmente os diversos fendtipos associados a
deficiéncias do complexo IV da CR em drosdfila (KEMPPAINEN et al., 2014a) e
células humanas em cultura (DASSA et al., 2009; HAKKAART et al., 2005). Além
disso, a AOX pode remediar defeitos locomotores de moscas-modelo da doenca de
Parkinson (mutante do gene dj-718) (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009) e disfungbes
mitocondriais e neurodegenerativas causadas por falhas na replicacdo do DNAmt
devido ao knockdown da Pol y (HUMPHREY et al., 2012) ou pela produgédo de [3-
amiloide em modelos experimentais do mal de Alzheimer (EL-KHOURY et al., 2016).

Problemas de replicacdo do DNAmMt geram uma deplecdo das subunidades
dos complexos da CR que sédo codificadas no DNAmt, acarretando assim uma
diminuicdo na producdo de ATP e um aumento significativo na producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (OLIVEIRA; GARESSE; KAGUNI, 2010). Se os
complexos Il ou IV possuem defeitos genéticos (como aqueles causados por
Twinkle mutantes), os elétrons podem ser transferidos diretamente para o oxigénio
molecular formando ROS em abundancia. Se AOX estiver presente, estes elétrons
podem simplesmente entrar em uma nova rota que leva a reducdo coordenada do
oxigénio molecular, evitando a formacdo abundante de ROS. A via alternativa de
transporte de elétrons introduzida pela AOX fornece entdo uma valvula de escape

gue ameniza os efeitos deletérios da elevada producédo de ROS.
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Figura 1 — Reproducdo esquemética da CR mitocondrial e a via adicional de transporte de elétrons
fornecida pela oxidase alternativa (AOX). O destino dos elétrons provenientes do NADH e FADH: é
indicado por setas vermelhas. CI-V representam complexos I-V; Q, ubiquinol (forma reduzida da
ubiquinona); C, citocromo c¢; ME, membrana externa da mitocéndria; Ml, membrana interna da
mitocondria; EIM, espaco intermembrana.

Q... ............’... .... .......O .... ...‘....O..‘....

R L hh ] LR R ER TR Ry e

.... ................ .........................‘.‘....

Matriz ADP  ATP
CI Cl1 CIII CIv Cv

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente projeto de mestrado foi testar se a expressao da AOX
pode aliviar ou neutralizar os efeitos negativos causados por mutantes da Twinkle no

desenvolvimento de D. melanogaster.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram: (1) analisar fenotipicamente por meio de
ensaios de desenvolvimento e (2) bioquimicamente através de respirometria de alta
resolucdo linhagens de droséfila que expressam no mesmo individuo as formas
mutantes da Twinkle e a AOX; e (3) avaliar a quantidade relativa de DNAmt nessas

linhagens via PCR quantitativo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura e funcao das mitocéndrias

No final do século XIX, o pesquisador Richard Altmann reconheceu pela
primeira vez a ocorréncia ubiqua de estruturas no interior do citoplasma, as quais
foram denominadas por ele como “bioblastos”. Segundo Altmann, tais estruturas
eram semelhantes a “organismos elementares”, cuja contribuicdo teria papel vital
para a célula (ERNSTER; SCHATZ, 1981). Posteriormente, Carl Benda remeteu-se
a aparéncia dessas organelas durante a espermatogénese para nomea-las com o
termo de origem grega “mitocondria”, que significa: “estruturas em granulos ou
filamentos” (BERNARD et al., 2007; GIEZEN, 2011). As ideias de Altmann foram
revividas por Lynn Margulis no século XX, vinculadas a proposta da teoria
endossimbidtica. O conceito retne evidéncias de que o surgimento das mitocondrias
teria ocorrido ha cerca de 2 bilhées de anos, através do englobamento de uma a-
proteobactéria por uma célula ancestral precursora as eucariéticas. A relacao estavel
e positiva entre ambos os organismos envolvidos explicaria o surgimento das
mitocondrias em células eucaridticas, abrangendo desde fungos e protozoarios
basais, a plantas e animais complexos. Tal interacéo teria disponibilizado a energia
necessaria para o surgimento das variacdes evolutivas encontradas nos eucariotos,
nos quais podem-se caracterizar organismos multicelulares, assim como tecidos e
células altamente especializadas (revisado em GUSTAFSSON; FALKENBERG;
LARSSON, 2016; LANE; MARTIN, 2010). Embora inUmeras mudancas tenham
ocorrido ao longo da evolugdo, principalmente no que tange a forma e funcéo
mitocondrial, o compartilhamento de algumas caracteristicas entre eucariotos e
procariotos serviram como principais bases para a elaboracdo da teoria
(FRIEDMAN; NUNNARI, 2014).

As mitocbndrias sdo compostas por dois compartimentos distintos (matriz
mitocondrial e espaco intermembrana) cercados por dupla membrana (membrana
mitocondrial externa e membrana mitocondrial interna) (Figura 2) (NELSON; COX,
2014; PIMENTEL, 2013). A membrana externa possui diversos poros ao longo de
sua constituicdo, os quais a confere alta permeabilidade a moléculas pequenas (até
10 kDa) e a ions, que sao capazes de migrar do citoplasma para o interior da

organela ou vice-versa. Seus poros sdo formados pela familia de proteinas integrais
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de membrana denominadas “porinas” (NELSON; COX, 2014). A entrada de
substratos através da membrana interna é mediada por diversos transportadores
especificos, tais como carreadores de anions e céations. Logo, a membrana interna
possui maior seletividade quando comparada a externa, permitindo basicamente a
livre passagem de Oz, CO. e agua, além de outras pequenas moléculas por
transporte ativo (SOUZA, 2005). A diferenga funcional observada entre as duas
membranas mitocondriais € consequéncia direta de sua composicdo bioquimica: a
membrana externa possui 50% de lipidios e 50% de proteinas, enquanto na
membrana interna ha somente 20% de lipideos e 80% de proteinas, conferindo-a
seletividade (PIMENTEL, 2013).

Figura 2 — Esquema simplificado da mitocdndria. Ml: membrana interna. ME: membrana externa; EIM:
espaco intermembrana; CM: crista mitocondrial; MM: matriz mitocondrial. Circulos imersos na matriz
mitocondrial representam o DNAmt.

Fonte: Adaptado de MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013, p. 309.

Invaginacdes no sentido da matriz mitocondrial sdo observadas na membrana
interna, e sdo conhecidas como “cristas mitocondriais”. Estas sao estabilizadas por
dimerizacdo ou multimerizacdo do complexo ATP-sintase. Nas regifes de crista,
encontram-se proteinas integrais de membrana que sdo os grandes complexos da
CR (FREY; MANNELLA, 2000; FRIEDMAN; NUNNARI, 2014) (ver item 3.2). O
espaco delimitado entre as membranas externa e interna é denominado espaco
intermembrana, essencial para a formagdo do gradiente eletroquimico durante o
processo de fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) (NELSON; COX, 2014) (ver item 3.2).
A matriz mitocondrial, delimitada pela membrana interna, é o local onde se encontra

o DNAmt, herdado maternalmente, além das enzimas do ciclo de Krebs, da [-
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oxidagdo, RNAs transportadores (tRNAs), RNAs mensageiros (mRNAs), RNAs
ribossémicos (rRNAs), chaperonas e, por fim, proteinas constituintes da maquinaria
replicativa do DNAmMt (NELSON; COX, 2014; SOUZA, 2005).

As mitocondrias podem variar tanto em tamanho quanto em morfologia entre
os diferentes tecidos. Podem ser mais alongadas, como nos tubulos de Malpighi e
glandulas salivares de insetos, ou mais arredondadas, como no caso do intestino e
figado de mamiferos (PIMENTEL, 2013). Além disso, foi demonstrado que a
membrana mitocondrial interna passa por mudancas conformacionais segundo o
gradiente osmotico que a circunda ou mudancas metabdlicas (FREY; MANNELLA,
2000). Em outras palavras, mitocondrias isoladas podem adquirir conformacéo
‘condensada’, isto €, a membrana interna se afasta da membrana externa, com isso,
a matriz mitocondrial se contrai. Em contrapartida, mitocondrias in situ estédo
frequentemente na conformagao “ortodoxa”, em que ha grande volume de matriz
mitocondrial e a membrana interna esta préoxima a externa, com um pequeno espaco
intermembrana (FREY; MANNELLA, 2000; SCALETTAR; ABNEY; HACKENBROCK,
1991). Desse modo, as mitocondrias possuem potencial para se ajustarem as
demandas energéticas do meio que a circunda, uma vez que pode haver aumento
ou ndo da superficie de contato entre a matriz e as cristas mitocondriais.

Um dos papéis primordiais das mitocondrias € a geracdo de energia na forma
de ATP, moeda energética celular, a partir dos produtos da oxidacdo completa de
carboidratos, proteinas e lipideos advindos da dieta de organismos aerdbios
(NELSON; COX, 2014). Entretanto, estas organelas também participam de outros
processos vitais, tais como: morte celular programada (apoptose), sinalizacédo
intracelular, sinalizacéo de calcio, producao de intermediarios em diversas vias (ciclo
de Krebs, ciclo da ureia, B oxidacdo de acidos graxos), metabolismo de
aminoécidos, lipideos, colesterol, nucleotideos, entre outros (CHINNERY, 2006;
MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013).

As mitocbndrias sdo as maiores geradoras de espécies reativas de oxigénio
(ROS) dentro da célula animal. De todo o O2 que o organismo aerobico consome, de
80 a 95% é destinado ao processo de OXPHOS e cerca de 0.2 a 2% dessa
porcentagem é convertido em ROS pelas mitocéndrias, principalmente na forma de
anions superoéxido (HARPER et al., 2004). A funcdo das ROS ainda é controversa,
pois, ao passo que em baixas concentragcfes atuam na sinalizagdo celular, em

grandes concentracdes causam sérios danos ao DNA nuclear, mitocondrial e em
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outras biomoléculas, estando relacionadas a uma série de doengas humanas
(HARPER et al., 2004).

3.2 Cadeia respiratdria mitocondrial

A cadeia respiratoria (CR), também conhecida como cadeia transportadora de
elétrons, € um grupo formado por cinco complexos multienzimaticos inseridos na
membrana mitocondrial interna (Figura 1) (CHINNERY; SCHON, 2003). De modo
geral, o processo de OXPHOS é responsavel pela sintese de grande parte do ATP
utilizado pelos organismos aerébios. Os carreadores de elétrons NADH e FADH>,
provenientes da oxidacdo de carboidratos, proteinas e lipideos a partir do ciclo de
Krebs e da B-oxidacdo, chegam, respectivamente, nos complexos | e Il da CR
(CHINNERY, 2006). O complexo I (CI) (NADH-ubiquinona oxidorredutase) possui 42
polipeptidios, sendo o maior dentre os cinco complexos. O par de elétrons ricos em
energia que reduzem o CIl sédo provenientes da oxidacado do cofator NADH a NAD".
Com isso, o ClI torna-se ativo para 0 bombeamento de quatro protons através da
membrana interna para o espaco intermembrana. Além disso, ocorre também a
catélise da transferéncia de elétrons para a ubiquinona (denominada ubiquinol,
guando em estado reduzido). Esses elétrons seguirdo para os complexos Il e IV,
onde serao utilizados para reduzir oxigénio molecular a agua, juntamente com a
utilizacdo de proétons provenientes da matriz mitocondrial (NELSON; COX, 2014;
revisado em SAZANOV, 2015).

O complexo 1l (Cll) (succinato-desidrogenase) é formado por quatro
subunidades proteicas (A, B, C e D), sendo duas inseridas na membrana interna (C
e D) e duas voltadas para a matriz mitocondrial (A e B). Este complexo fornece uma
porta de entrada a mais a elétrons energéticos na CR. Isso porque ele participa
diretamente de uma das etapas do ciclo de Krebs, oxidando o substrato succinato e
reduzindo o centro FAD (que constitui o Cll) a FADH2. Desse modo, os elétrons
provenientes da oxidacdo do FADH. a FAD serdo transferidos para a ubiquinona,
assim como ocorre no ClI, e seguirdo fornecendo energia aos demais complexos da
CR. Diferentemente dos complexos I, 11l e IV, o Cll ndo bombeia prétons através da
membrana interna (NELSON; COX, 2014; SAZANOV, 2015).

O CIllI (citocromo bci) catalisa a oxidacdo do ubiquinol & ubiquinona,

transferindo os elétrons provenientes dos Cl e Cll ao citocromo ¢, ao passo que
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também realiza 0 bombeamento de quatro prétons para o espaco intermembrana. O
complexo IV (CIV, citocromo c oxidase) € responsavel por transferir os elétrons do
citocromo c¢ para o aceptor final de elétrons da CR, o oxigénio molecular, que sera
reduzido a 4gua na matriz mitocondrial. Os elétrons passam por trés centros ativos
dentro do CIV responsaveis por realizar reacdes de 6xido-reducdo e catalisar a
formacdo da molécula de agua. A energia produzida pelas reacfes redox é utilizada
para bombear um proton para o espaco intermembrana. O saldo final de todo este
bombeamento de prétons até o espaco intermembrana acarreta na formacdo do
gradiente eletroquimico, isto é, diferenca na concentracao de prétons entre a face da
membrana interna voltada para o0 espago intermembrana e para a matriz
mitocondrial (NELSON; COX, 2014; SAZANQV, 2015).

Por fim, o complexo V (ATP-sintase) acopla o fluxo de prétons do espaco
intermembrana para a matriz mitocondrial a fosforilagdo do difosfato de adenosina
(ADP) em ATP (utilizando fosfato inorganico - Pi). A chegada do Pi na matriz
mitocondrial € mediada pelo co-transporte pela proteina fosfato translocase,
presente na membrana interna da mitocondria (NELSON; COX, 2014). Através da
proteina translocadora antiporte ANT (adenina nucleotideo translocase), o ATP
formado na matriz ultrapassa a membrana mitocondrial interna e chega aos outros
compartimentos celulares, ao passo que o ADP é levado a matriz (CHINNERY;
SCHON, 2003). A sintese de ATP é dependente do funcionamento correto e
acoplado de todos os complexos da CR, ou seja, do bombeamento de protons pelos
complexos, do fluxo de elétrons provenientes da oxidacdo dos alimentos ingeridos,
bem como da sintese da molécula de agua pelo CIV. Qualquer dano aos complexos
gue impeca sua funcdo esperada pode acarretar em diminuicdo da afinidade
bioquimica entre estes e os carregadores de elétrons (ubiquinona e citocromo c),

bem como na formacao excessiva de ROS prejudiciais a célula.

3.3 DNA mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas singulares por serem as Unicas dentro da
célula animal que possuem uma molécula de DNA independente do genoma
nuclear, com maquinaria replicativa prépria (CIESIELSKI; OLIVEIRA; KAGUNI,
2016). O DNAmt localiza-se proximo a membrana interna da mitocéndria, dentro de

estruturas denominadas nucleodides, havendo uma estreita relacdo entre seu
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posicionamento e a existéncia de uma CR funcional. Uma das hipGteses para
explicar tal proximidade refere-se a regulacdo local da expressédo génica sobre este
DNA exercida pela mudanca do potencial de membrana e/ou pelo estado de 6xido-
reducéo criados pela OXPHOS (GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016).

De modo geral, o DNAmt de animais € uma molécula circular dupla-fita
compacta de aproximadamente 16 kb, composta por 37 genes. E responsavel por
codificar 13 proteinas essenciais ao funcionamento correto da CR, dois rRNAs e 22
tRNAs. O sistema OXPHOS é formado por cerca de 90 polipeptidios codificados
pelo genoma nuclear e mitocondrial. Assim, estas proteinas podem ser traduzidas
tanto nos ribossomos citosélicos quanto naqueles presentes na matriz mitocondrial
(GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016; SPINAZZOLA; ZEVIANI, 2005).
O DNAmt contribui com sete subunidades do Cl da CR (ND1-6, e NDA4L); uma
subunidade do CIll (citocromo b); trés do CIV (COX1-3); e duas da ATP-sintase
(ATPase 6 e 8) (Figura 3). O CIlI é codificado inteiramente pelo genoma nuclear
(SOUZA, 2005; ZEVIANI; DONATO, 2004). Embora o DNAmt codifique uma minoria
das proteinas constituintes da CR, estas constituem subunidades centrais parea o
funcionamento dos complexos e mostram-se essenciais, pois, quando na auséncia
da expressdo do DNAmt em camundongos, por exemplo, ha falha grave na
OXPHOS e inviabilidade dos organismos (LARSSON et al., 1998). Acredita-se que
existam aproximadamente 1.200 proteinas diferentes nas mitocéndrias, sendo
diversas delas necessarias a replicacdo, manutencdo e expressdao do DNAmt
(GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do DNAmMt humano. Sao mostrados os genes que codificam
as proteinas da OXPHOS, os rRNAs (12S e 16S) e os tRNAs (representados por simbolos de uma
letra). O sitio D-loop consiste na regido ndo codificadora do DNAmt. As setas dentro dos genes
indicam a diregéo da transcricdo. Gene CYTB: codifica o citocromo b; ND1-6 e ND4L, subunidades 1-
6 e 4L do complexo I; COI-Il, subunidades I-1ll do complexo IV; ATP6 e 8, subunidades 6 e 8 da ATP-
sintase; On, origem da sintese da fita continua heavy; OL, origem da sintese da fita descontinua light
de acordo com o modelo strand-displacement de replicacéo.

Human mtDNA
16,569 bp

Fonte: MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013, p. 309.

Assim como o genoma nuclear, o DNAmMt também necessita ser replicado
fielmente para que nao haja danos a célula. Ha trés proteinas principais que
realizam esta funcdo dentro das mitocondrias, constituintes do replissomo
mitocondrial: a helicase Twinkle, a Pol y e a mtSSB (Figura 4) (MCKINNEY;
OLIVEIRA, 2013). Durante a replicacdo do DNAmt, a enzima Twinkle move-se no
sentido 5-3° sobre uma das fitas do DNA promovendo a abertura e
desenovelamento da dupla fita, hidrolisando ATP para tanto. Esta Ultima
caracteristica a torna membro da familia de ATPases AAA* (ATPases Associated
with diverse cellular Activities), cujos dominios conservados sdo essenciais para sua
atividade catalitica ao longo dos mais variados taxons (KAGUNI; OLIVEIRA, 2016).
Cada subunidade da enzima Twinkle possui trés regides distintas: dominio N-
terminal (zinc binding-like domain e RNA polymerase-like domain, relacionados a
atividade primase em bacteriéfago T7); regido intermediaria (linker), envolvida com a
interacdo entre subunidades e hidrolise de ATP; e dominio C-terminal, relacionado a
atividade de helicase (abertura da dupla fita de DNA) (Figura 5A). O estado
oligomérico desta enzima é variavel, podendo apresentar seis ou sete subunidades

(heptamero mostrado nas Figuras 5B e C), dependendo das concentracdes ibnicas
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do meio, bem como das variacbes de temperatura e de ATP (ZIEBARTH et al.,
2010). A Twinkle é uma proteina essencial no processo replicativo, comprovada pela
letalidade em camundongos knockout para esta enzima (MILENKOVIC et al., 2013),
e pela incidéncia de patologias humanas relacionadas ao seu inadequado
funcionamento (FERNANDEZ-MILLAN et al., 2015; OLIVEIRA; KAGUNI, 2010).

Figura 4 — Representacdo esquematica do replissomo do DNAmt humano, mostrando a estrutura
qguaternaria da Twinkle (mtDNA helicase), Pol y e mtSSB. A representacdo esta em escala, mas nao
mostra as interacGes proteina-proteina especificas que ocorrem durante a replicacdo do DNAmt. As
estruturas da Pol y e mtSSB foram baseadas nas estruturas cristalograficas publicadas para tais
proteinas. A representacdo da Twinkle € baseada na estrutura da helicase DnaB de Bacillus
stearothermophilus.

Fonte: CIESIELSKI; OLIVEIRA; KAGUNI, 2016, p. 257.
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Figura 5 — Representagdo esquematica e modelo estrutural da Twinkle humana. (A) Representagéo
dos motivos conservados de sequéncias de aminoacidos da Twinkle. Acima, mutacdes modeladas
em Drosophila melanogaster: K388A (localizada no motivo conservado 1 da Twinkle); W441C e
A442P (homologas as encontradas em Oftalmoplegia Progressiva Externa em humanos). Abaixo,
modelo estrutural de um protémero da Twinkle, destacando sua arquitetura modular organizada em
dominios. (B) Modelo heptamérico, mostrando o canal central por onde DNA simples-fita poderia
passar. (C) Imagem de microscopia eletrdnica da Twinkle recombinante, mostrando sua configuracao
heptamérica.

Mutac¢ao no {K388A Wa41C A442p CausamBED

sitio ativo
A
[ [0 [ffef[ ™ PIWTT TR R[]
Zinc binding- RNA polymerase-  Linker C-terminal helicase
like domain like domain domain

Fonte: Adaptado de KAGUNI; OLIVEIRA, 2016, p. 16.

A Pol y é incapaz de realizar sua atividade de polimerase na auséncia da
Twinkle, pois ela utiliza a fita simples gerada pela helicase mitocondrial como molde
para a sintese das fitas filhas. A Pol y humana é um heterotrimero com uma
subunidade catalitica (Pol yA) e duas subunidades acessorias (Pol yB). Esta enzima
contém um dominio de atividade exonucleasico 3’-5’ que permite a alta fidelidade

durante a replicacdo das fitas filhas, apresentando uma frequéncia de erro menor
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que 1 x 10% (LONGLEY et al, 2001). Ha também nesta subunidade atividade 5’-3’
liase, cuja contribuicdo no reparo da excisdo de bases lesionadas eleva ainda mais a
fidelidade replicativa do DNAmt (PINZ; BOGENHAGEN, 2006). As subunidades
acessorias Pol yB aumentam a interacdo entre a fita molde do DNAmMt e o
replissomo mitocondrial, potencializando a atividade de sintese e reparo das
subunidades Pol yA. Em D. melanogaster, a Pol y consiste de somente uma
subunidade Pol yB e uma Pol yA, e em Saccharomyces cerevisiae a subunidade Pol
yB foi perdida e a Pol yA é monomérica, mostrando as variacdes existentes entre 0s
eucariotos (GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016). A proteina mtSSB
liga-se ao DNA simples fita como um tetrAmero, conferindo-o estabilidade. Além
disso, estimula e potencializa a atividade de sintese de DNA da Pol y e a atividade
de abertura do DNA dupla-fita da Twinkle (OLIVEIRA; KAGUNI, 2010, 2011).

3.3.2 Modelos de replicacdo do DNA mitocondrial

Em vertebrados, uma das fitas do DNAmt € conhecida por fita pesada (heavy
strand) devido a alta proporcdo do nucleotideo guanilato, enquanto a outra é
chamada de fita leve (light strand) por causa do acumulo de citidilatos. Atualmente,
sdo propostos trés modelos de replicacdo do DNAmt: strand-displacement, RITOLS
(RNA incorporado ao longo da fita descontinua) e strand-coupled (fita acoplada)
(Figura 6) (GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016; MCKINNEY;
OLIVEIRA, 2013). No modelo strand-displacement, a sintese da fita pesada inicia-se
dentro da regido nao codificadora D-loop, na origem de replicacdo Oy (Figuras 3 e
6). Apos cerca de dois tercos da fita pesada ja ter sido replicada, inicia-se a sintese
da fita leve na origem de replicacdo OL. O processo de sintese das fitas filhas &
unidirecional, continuo, assimétrico e ndo envolve formacdo de fragmentos de
Okazaki. O modelo RITOLS propde a existéncia de extensos segmentos de RNA
incorporados a fita leve durante a replicacdo, que é unidirecional e acoplada entre as
fitas, iniciando-se a partir da regido D-loop. Os segmentos de RNA incorporados
seriam, posteriormente, processados em DNA. O modelo strand-coupled parece
acontecer quando as células estdo se recuperando de uma deplecdo do DNAmt
induzida, por exemplo, por brometo de etideo. A principal caracteristica desse

modelo s&o os indicios de replicacdo acoplada entre a fita continua e descontinua,
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assim como ocorre em DNA bacteriano (GUSTAFSSON; FALKENBERG;
LARSSON, 2016; MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013).

Figura 6 — Modelos representativos da replicagdo do DNAmt em vertebrados. (A) Modelo strand-
displacement: a direcdo da seta partindo do sitio O indica o local de inicio e o sentido da replicagcdo
da fita continua heavy. Ap0s parte desta fita ser sintetizada, inicia-se a replicacdo da fita descontinua
light a partir do sitio O.. (B) Modelo RITOLS: observa-se a inser¢éo de diversos fragmentos de RNA
ao longo da fita descontinua (seta pontilhada). (C) Modelo strand-coupled: ocorre a sintese acoplada
das fitas filhas. Em todos os modelos propostos as setas indicam sintese de DNA/RNA no sentido 5’-
3.

A

O,
1
Oy

o

Oy l ‘ o) Oy
of of [o) (o} O 0.
Strand-displacement RITOLS Strand-coupled

Fonte: MCKINNEY; OLIVEIRA, 2013, p. 310.

Ja em invertebrados, sdo reconhecidos dois modelos de replicacdo do DNAmt
distintos daqueles citados anteriormente, sdo esses: rolling circle e strand-coupled
theta. No mecanismo rolling circle, ap0s clivagem da fita parental por uma
endonuclease, inicia-se a sintese das fitas filhas de modo unidirecional através do
‘rolamento” das fitas parentais e da formacédo de uma espécie de “calda”’ contendo a
fita recém sintetizada. Caracterizado no nematoide Caenorhabditis elegans, o
modelo rolling circle consiste, resumidamente, na elongacdo das fitas filhas
conforme descrito acima e provavel resolucdo dos produtos multiméricos e
circularizacdo do genoma a partir de recombinacdo homéloga envolvendo a regido
ndo codificadora do DNAmt (LEWIS et al., 2015). Este mecanismo de replicacdo é
encontrado também em DNAmt de fungos e plantas, e para alguns tipos de

bacteri6fagos. Em D. melanogaster descreve-se o modelo strand-coupled theta,
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caracterizado como uma replicacdo unidirecional e acoplada entre as fitas leve e
pesada, além de ser iniciada dentro de regides ndo codificadoras ricas em adenilato
e timidilato (JOERS; JACOBS, 2013). H4 também descrito um modelo de strand-
displacement para D. melanogaster parecido com aquele descrito para vertebrados,
exceto pelo fato da iniciagdo da sintese das duas fitas filhas serem bem distintas
temporalmente (RUBENSTEIN; BRUTLAG; CLAYTON, 1977).

3.4 Doencgas mitocondriais

Doencas ou desordens mitocondriais sdo sindromes clinicas relacionadas a
anormalidades que ocorrem na OXPHOS como consequéncia de mutacdes no DNA
nuclear e/ou mitocondrial (GORMAN et al., 2016; ZEVIANI; DONATO, 2004). Assim,
disfungcbes mitocondriais podem apresentar origens variadas, desde heranca
autossbmica ou ligada ao cromossomo X para mutacdes no DNA nuclear (heranca
mendeliana) a heranca materna para mutacées no DNAmt (heranca citoplasmatica).
Diferentemente das disfuncdes de heranca autossémica, em que a combinacao de
dois alelos pode desencadear a doenca, a expressao do fenotipo associado a
mutacdes no DNAmt é regido pelo nivel de heteroplasmia dentro da célula. Uma vez
gue o DNAmt possui multi-copias dentro da célula, a proporcdo de DNAmMt mutado
para DNAmt selvagem € determinante no acarretamento ou agravamento da
disfuncéo mitocondrial (GORMAN et al., 2016).

Existe uma variedade de expressdes fenotipicas de doencas relacionadas ao
DNAmt, variando desde manifestacées neuroldgicas a sistémicas (KORHONEN et
al., 2004). Sao relatadas lesdes no nervo Optico, como ocorre na neuropatia
hereditaria de Leber (LHON), danos na coclea causados por surdez hereditaria
maternamente, miopatias, encefalomiopatias, cardiopatias, entre outras
complicagBes clinicas. As disfuncbes que podem ter inicio na infancia geralmente
sdo: epilepsia, ataxia, apneia, faléncia hepatica, diabetes, anemia, dentre outras. Na
fase adulta, as caracteristicas podem ser: enxaqueca, distirbios na fala, deméncia,
surdez sensorioneural, constipacao, insuficiéncia cardiaca, pneumonia, insuficiéncia
ovariana, oftalmoplegia, catarata e outras (GORMAN et al., 2016; TAYLOR,
TURNBULL, 2005; ZEVIANI; DONATO, 2004).

MutacBes em genes nucleares responsaveis por manter e codificar proteinas

constituintes do replissomo mitocondrial resultam em substituicbes de nucleotideos,
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delecBes e duplicacdes que levam a perda da integridade do DNAmt. Além disso,
danos quantitativos no DNAmt que alteram o numero de moléculas deste genoma
nas diferentes células podem impactar o nivel de transcricdo dos genes do DNAmt e,
consequentemente, o bom funcionamento mitocondrial (SPINAZZOLA; ZEVIANI,
2005). A doenca Oftalmoplegia Progressiva Externa de heranga autossomica
dominante (adPEO) é causada, entre outros fatores, por falhas no processo de
replicacdo do DNAmt, sendo associadas com a presenca de multiplas dele¢des no
DNAmMt (SANCHEZ-MARTINEZ et al.,, 2012). Este distarbio pode ter diferentes
origens genéticas, por exemplo, mutacdes no gene da Pol yA ou no gene C10orf2,
cujo produto € a enzima Twinkle. As mutacdes na Twinkle sdo responsaveis por 30%
dos casos de adPEO. Mutagbes nas enzimas Pol yA e Twinkle estdo associadas
também a neuropatia, disartria e oftalmoplegia sensério-atatica (SANDO) e ataxia
espinocerebelar de inicio infantil (IOSCA) (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012).

3.5 Enzimas alternativas

As mitocondrias de diversos protozoarios, fungos, plantas e alguns animais
podem apresentar uma via alternativa de transferéncia de elétrons que contornam os
complexos | ou lll e IV durante a OXPHOS (NELSON; COX, 2014). Estas vias
alternativas podem se dar pelas enzimas NADH-desidrogenase alternativa (ANDH) e
oxidase alternativa (AOX). A presenca da ANDH foi relatada em todos os dominios
da vida, enquanto que a AOX parece ndo estar presente apenas em Archaea.
Dentro do reino animal, ha estudos sugerindo a presenca de ANDH somente em
metazoarios mais basais (Placozoa e Cnidaria) e em dois grupos de
deuterostomados (Echinodermata e Tunicata) (MATUS-ORTEGA et al.,, 2011),
embora este estudo tenha sido conduzido apenas com dados genémicos. ANDH
pode transferir os elétrons ricos em energia do carreador NADH diretamente a
ubiquinona, sem bombear prétons para o espaco intermembrana. Assim, os elétrons
nao necessariamente chegariam ao Cl e, com isso, este ndo realizaria o
bombeamento de protons através da membrana mitocondrial interna (NELSON;
COX, 2014).

A enzima AOX possui papel analogo aos complexos lll e IV da CR, pois,
respectivamente, realiza a oxidacdo do ubiquinol a ubiquinona e reduz oxigénio

molecular a agua (Figura 1), sem o bombeamento de prétons através da membrana
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interna pelos complexos 1l e IV. Desse modo, esses complexos podem ser
contornados pela presenca da AOX e, logo, o bombeamento de prétons por eles
poderia ser afetado. Como consequéncia, teoricamente ocorreria uma diminui¢do do
gradiente eletroquimico formado no espacgo intermembrana e na capacidade de
producédo de ATP (MACDONALD; VANLERBERGHE; STAPLES, 2009; MOORE;
SIEDOW, 1991). A AOX € uma enzima associada & membrana mitocondrial interna,
cuja estrutura homodimérica possui quatro a-hélices justapostas ao centro ativo di-
ferro de cada mon6mero. Os residuos glutamato e histidina (E239, H242, E344,
H347) que estabilizam e coordenam o centro di-ferro séo altamente conservados em
eucariotos (ANDJELKOVIC et al., 2015; MCDONALD, 2008).

No passado, pensava-se que AOX estava restrita apenas a plantas, fungos e
protozoarios, contudo, sua presenca foi recentemente confirmada também no reino
animal. Foram relatadas 28 espécies de animais representantes de nove filos que
possuem o0 gene da AOX, sendo eles: Porifera, Placozoa, Cnidaria, Mollusca,
Annelida, Nematoda, Echinodermata, Hemichordata e Chordata (MACDONALD;
VANLERBERGHE; STAPLES, 2009). Artrépodes e vertebrados claramente
perderam este gene durante a evolugdo dos animais, visto que grupos irmaos de
ambos o possuem (Nematoda e Tunicata, respectivamente). Considerando que
diversos animais dentro de artropodes e vertebrados séo fisicamente ativos (nadam,
correm e/ou voam), uma das hipdteses que explica esta perda evolutiva é baseada
na diminuicdo da producdo de ATP, pois o gradiente eletroquimico gerado no
espaco intermembrana seria reduzido pela presenca da AOX (FERNADEZ-AYALA et
al., 2009).

Entretanto, h4 uma série de beneficios fisiologicos inerentes a presenca
natural da AOX, tais como: termogénese, manutencdo do fluxo de transporte de
elétrons na CR, controle da geracdo de ROS, eliminacdo de excesso de Oq,
resisténcia a metal e substancias toxicas (MCDONALD, 2008). Por exemplo,
observa-se producédo de calor em algumas espécies de plantas da familia Araceae
como consequéncia do processo de reducdo da molécula de oxigénio a agua,
catalisada pela AOX. Algumas espécies dessa familia sdo conhecidas por liberar no
meio odores de esterco e carne em putrefacdo com a finalidade de atrair
polinizadores. Desse modo, a termogénese confere valor adaptativo a estas plantas,
pois ajuda a volatilizar moléculas atrativas pelo ar (WAGNER et al., 2008). Outro

exemplo se trata da expressdao da AOX no protozoario parasita intestinal de
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humanos e de outros animais, Cryptosporidium parvum. Acredita-se que a oxidase
alternativa seja responsavel por garantir a baixa concentracdo de oxigénio ideal a
sobrevivéncia do animal dentro do hospedeiro (PUTIGNANI et al., 2004).

No mesmo sentido, a expressado transgénica da AOX em organismos que
perderam esta enzima evolutivamente, tais como camundongo e droséfila, ou células
de humanos em cultura, tem se mostrado eficaz na atenuacao de diversos fenétipos
potencialmente letais. Ao submeter células humanas embrionérias de rim em cultura
a inibidores dos complexos Il (antimicina A) e IV (cianeto), aquelas expressando
AOX apresentaram respiracao resistente aos inibidores, ou seja, mantiveram
elevados os niveis de consumo de oxigénio mitocondrial e a viabilidade celular
(DASSA et al., 2009). Para fibroblastos em cultura provenientes de um paciente
apresentando cardiomiopatia hipertrofica fatal, cuja causa da doenca é uma mutagao
deletéria no gene COX15 do CIV, foi observada uma melhora significativa no
crescimento dessas ceélulas expressando AOX quando expostas a cianeto (DASSA
et al., 2009).

O gene DJ1 em humanos participa do sistema de controle de qualidade
mitocondrial, responsavel por detectar danos dentro da organela. A ocorréncia de
mutacdes neste gene esta relacionada ao mal de Parkinson, caracterizado pela
progressiva destruicdo dos neurdnios que controlam os movimentos. A linhagem dj-
18 de D. melanogaster possui mutacdo homéloga aquela que leva a doenca de
Parkinson em humanos. Contudo, quando AOX foi expressa nesta linhagem, houve
reducdo na formacdo de ROS e melhoras significativas nas disfuncées locomotoras
(FERNANDEZ-AYALA et al., 2009).

Defeitos no complexo IV da CR em pacientes humanos geralmente estao
ligados a diversos danos em 6rgdos do sistema nervoso central, musculo cardiaco
ou esquelético e figado. Além disso, também pode haver relacdo entre disfuncbes
neste complexo e o mal de Alzheimer. A partir do knockdown de importantes
subunidades constituintes do CIV, em diferentes tecidos, foi observado que
drosdfilas expressando AOX foram capazes de superar a letalidade na fase pupal e
aliviar danos locomotores (HUMPHREY et al., 2012). A adicdo de uma via alternativa
para o fluxo de elétrons poderia prevenir a elevada producdo de ROS, que se da,
principalmente, pela transferéncia de elétrons ao oxigénio molecular de forma néo

catalisada por uma oxidase, tornando-se, portanto, substancias toxicas para a célula.
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3.6 Drosophila melanogaster como organismo modelo

A utilizacdo de Drosophila melanogaster como organismo modelo vem se
popularizando cientificamente ha pouco mais de um século, principalmente ap6s seu
uso na descoberta da hereditariedade cromossémica por Thomas Morgan, rendendo
a ele o Prémio Nobel de Medicina em 1933 (revisado em ROBERTS, 2006).
Drosdfilas tém caracteristicas essenciais para serem aplicadas em pesquisas na
area da genética, evolucdo, fisiologia, biomedicina, dentre outras, pois sao
cultivadas facilmente em laboratério, possuem ciclo de vida curto (Figura 7) e, além
disso, 75% de doencas genéticas que ocorrem em humanos possuem
compatibilidade no genoma dessas moscas (revisado em PROKOP, 2013). E de
extrema importancia considerar a fisiologia da drosofila para a correta conducéo dos
experimentos. Por exemplo, sabe-se que as fémeas possuem a capacidade de
armazenar esperma em seu aparelho reprodutor por um longo periodo, portanto,
devem ser coletadas fémeas virgens a fim de que se torne possivel planejar com

guais machos estas se acasalardo (PROKOP, 2013).

Figura 7 — Fases do ciclo de vida de Drosophila melanogaster a 25°C, um inseto holometabolo (de
metamorfose completa). Da fertilizacdo do ovo, passagem pelos estagios larvais (L1, L2 e L3),
estagios pupais e emergéncia do adulto, tem-se um periodo de 10-14 dias.

1dia
embrido
1dia

&R".

12 instar larval
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y .'/'
P il
22 instar larval
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LSO~ S

32 instar larval

Fonte: adaptado de PROKOP, 2013, p. 02.
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D. melanogaster possui trés pares de cromossomos autossomicos e um par
de cromossomos sexuais (fémea XX e macho XY). Para representar seu genotipo, é
adotada a separacdo dos alelos em cromossomos homdlogos por uma barra e dos
genes nos cromossomos distintos (sexuais, 2 e 3; 0 4 é geralmente ignorado por seu
tamanho muito pequeno em relacdo aos outros cromossomos) por ponto e virgula
(PROKOP, 2013). Uma importante ferramenta genética criada pelos cientistas foram
0s cromossomos balanceadores em drosoéfila (KLUG et al., 2010). Estes
cromossomos possuem multiplas inversbes e sdo letais em homozigose pela
presenca de alelos mutantes recessivos. Entretanto, quando em heterozigose, tais
inversbes proporcionam a n&o ocorréncia do evento de crossing-over entre o
balanceador e seu homélogo (KLUG et al., 2010). Com isso, é possivel transmitir ao
longo de geragbes determinado gene de interesse em seu contexto
cromossOmico/gendmico, sem que eventos de recombinagdo homologa leve a
alteracoes do loco de interesse. Alem disso, pode-se inferir também o gendtipo de
determinada mosca, uma vez que os cromossomos balanceadores carregam um
gene marcador dominante que expressa no fenoétipo caracteristicas como mudanca
na coloracdo dos olhos, curvatura das asas, tipo de cerdas toracicas, comprimento
das pupas e larvas, dentre outras (KLUG et al., 2010). Tais caracteristicas foram

muito empregadas nesta dissertacédo (APENDICE A).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criagao das linhagens de drosdfilas carregando dois transgenes

As linhagens transgénicas mutantes da Twinkle foram desenvolvidas pelo
laboratorio do Prof. Dr. Rafael Garesse, Universidade Autbnoma de Madri, Espanha,
e cedidas pelo Dr. Alvaro Sanchez-Martinez, Universidade de Sheffield, Inglaterra.
As linhagens AOX foram desenvolvidas e cedidas pelo laboratério do Prof. Dr.
Howard T. Jacobs, Universidade de Tampere, Finlandia. Por meio de cruzamentos
genéticos (APENDICE A) foram desenvolvidas as linhagens experimentais UAS-
AOX; UAS-Twinkle, contendo os transgenes da AOX e da Twinkle no mesmo
individuo (Tabela 1). Moscas UAS-AOX; UAS-Twinkle homozigotas viaveis foram
obtidas apenas para as linhagens Twinkle K388A e W441C, enquanto que as
linhagens Twinkle A442P e tipo selvagem (WT) foram mantidas balanceadas com o
cromossomo TM6B-GFP.

Como controle para AOX foram construidas duas linhagens de grande
importancia: UAS-AOXmut?"d; UAS-Twinkle e UAS-empty?"d; UAS-Twinkle (Tabela
1). A primeira expressa, além de uma das formas da Twinkle, uma versado nao
funcional da AOX (E239A/H242A/E343A/H346A), enquanto que a segunda contém
apenas o promotor UAS, sem o gene da AOX (ANDJELKOVIC et al., 2015). Duas
linhagens expressando AOX funcional foram usadas: quando a expressdo €
induzida, a linhagem UAS-AOX™ apresenta altos niveis de AOX funcional,
comparada a linhagem UAS-AOXwt®! (ANDJELKOVIC et al., 2015; FERNANDEZ-
AYALA et al., 2009). Entretanto, vale ressaltar que tanto o gene UAS-AOX quanto o
UAS-Twinkle s6 s@o expressos ha presenca do fator de transcricdo GAL4 (ver Figura

8), por este se tratar de um sistema induzivel de expressao transgénica.



Tabela 1 — Gendtipo resumido das linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle criadas em laboratério. As linhagens Twinkle K388A e W441C sdo homozigotos para
0s genes da AOX e da Twinkle, e as linhagens Twinkle WT e A442P encontram-se balanceadas com o cromossomo TM6B-GFP. Todas as linhagens
representadas carregam, simultaneamente, os transgenes UAS-AOX e UAS-Twinkle no segundo e no terceiro cromossomo de D. melanogaster,

respectivamente.

UAS-Twinkle WT
(Twinkle WT)

UAS-Twinkle W441C
(mutante W441C)

UAS-Twinkle A442P
(mutante A442P)

UAS-Twinkle K388A
(mutante K388A)

AOX ausente
(controle)

AOX mutada
(controle)

AOX funcional
(baixo nivel)

AOX funcional
(alto nivel)

UAS-empty?"d: UAS-
Twinkle WT/TM6B-GFP

UAS-AOXmut?%; UAS-
Twinkle WT/TM6B-GFP

UAS-AOXwt81; UAS-
Twinkle WT/TM6B-GFP

UAS-AOXF®; UAS-
Twinkle WT/TM6B-GFP

UAS-empty?": UAS-
Twinkle W441C

UAS-AOXmut?"d: UAS-
Twinkle W441C

UAS-AOXwt81: UAS-
Twinkle W441C

UAS-AOXF8: UAS-
Twinkle W441C

UAS-empty?": UAS-Twinkle

A442P/TM6B-GFP

UAS-AOXmut?d; UAS-

Twinkle A442P/TM6B-GFP

UAS-AOXwt81; UAS-

Twinkle A442P/TM6B-GFP

UAS-AOXF8: UAS-Twinkle

A442P/TM6B-GFP

UAS-empty?": UAS-
Twinkle K388A

UAS-AOXmut2"d:
UAS-Twinkle K388A

UAS-AOXwt?1: UAS-
Twinkle K388A

UAS-AOXF8: UAS-
Twinkle K388A
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4.2 Anélise fenotipica por ensaios de desenvolvimento

Para inducéo da expressdo de AOX e Twinkle, moscas fémeas virgens das
diferentes linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle (Tabela 1) foram cruzadas com
machos das linhagens daGAL4 ou w!!® A linhagem daGAL4 fornece o fator de
transcricdo GAL4 de Saccharomyces cerevisiae, que reconhece especificamente o
promotor UAS fundido aos transgenes de interesse, constituindo, assim, um sistema
induzivel de expresséao transgénica (Figura 8). A linhagem daGAL4 foi utilizada por
induzir expressdo transgénica ubiqua no organismo. Cruzamentos com machos
w8 foram considerados controle, pois a expressao dos transgenes néo é induzida

nestas condicdes.

Figura 8 — Representacdo do sistema induzivel UAS/GAL4. O gene ativador transcricional é
responsavel por codificar o fator de transcricio GAL4 (elipses em cinza), que se liga
especificadamente ao sitio UAS (Upstream Activation Sequence, elipses em branco). Apds tal
interacdo, os transgenes de interesse (representados pelas caixas em branco W441C e AOX) serédo
transcritos, levando a producdo das proteinas de interesse.

GAL4 .
Gene transcrito
—(%)— WA441C jmmm
UAS
Gene ativador
transcricional
GAL4
“@SE Gene transcrito
AOX |
UAS

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os cruzamentos foram montados em tubos com cerca de 15 moscas fémeas
virgens e sete machos. De duas a trés repeticdes bioldgicas foram realizadas, com
cerca de oito tubos para cada repeticdo. A viabilidade dos individuos expressando
AOX e Twinkle e dos controles foi calculada como a razdo entre 0 numero de
individuos adultos emergentes pelo nimero de pupas existentes em cada tubo, e os
resultados foram expressos como média e desvio padrdo em torno da taxa de
emergéncia. Quando a Twinkle mutante causava letalidade na fase larval, os

resultados foram analisados qualitativamente, por meio de acompanhamento diario e
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registros fotogréaficos dos individuos em desenvolvimento. Por causa da presenca do
balanceador TM6B-GFP, nos cruzamentos envolvendo Twinkle WT e A442P, o

fendtipo das pupas também foi observado para os calculos da taxa de emergéncia.

4.3 Manutencdo das linhagens experimentais em laboratorio

As linhagens foram mantidas integralmente em uma incubadora a 25°C, com
fotoperiodo controlado (12h/12h). A alimentacdo das droséfilas baseou-se em uma
dieta padrdo contendo glicose, sacarose, melaco de cana-de-agUcar, farinha de soja
e de milho, germe de trigo, agar e fermento (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009). A
umidade dos tubos foi mantida diariamente por meio da adicdo manual de algumas

gotas de agua destilada autoclavada sobre a dieta.

4.4 Extragcao de DNA total

A extracdo do DNA total seguiu um protocolo ja publicado (JOERS et al,
2013) e foi realizada a partir de larvas L3, com aproximadamente 5 dias de
desenvolvimento apOs oviposicdo, para as linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle
K388A, A442P e WT, e de adultos machos (1-3 dias apés emergéncia) para as
linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle W441C e WT. Entre 5 e 10 adultos/larvas foram
macerados no gelo em 500 ul de tampéo de lise (75 mM NaCl, 50 mM EDTA, 20 mM
HEPES, pH 7,8), seguido por adicédo de 10 pyl de SDS 10%. Apds centrifugacao a
1200 gmax por 5 min, foram adicionados 10 pl de proteinase K (10 mg/mL) ao
sobrenadante, seguido por incubacéo de 2 horas a 50°C. O DNA foi precipitado com
412 pL de isopropanol (100%) overnight a -20°C. As amostras foram equilibradas a
4°C por 1h, centrifugadas também a 4°C a 16000 gmax por 30 min e lavadas com 1
mL de etanol 70% gelado. ApGs secagem em temperatura ambiente por 15 horas, 0s
pellets de DNA foram ressuspensos em 100 yl de tampao TE (10 mM Tris/HCI, 0,1
mM EDTA, pH 7,5) e incubados por cerca de 7 horas a 55°C para completa
ressuspensao do material, antes de serem estocados a -20°C. As amostras foram
guantificadas por absorbancia a 260 nm utilizando NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific).
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4.5 Quantificagcdo do nivel de DNAmt via PCR em tempo real

O fato do numero de coOpias do DNA nuclear ser relativamente constante
dentro da célula permite que este seja utilizado como referéncia para a quantificacéo
relativa do numero de cépias de DNAmt em linhagens expressando diferentes
variacoes da AOX e Twinkle. Para tanto, foram amplificadas uma regido do DNAmt
(gene 16S rRNA, primers 5-AAAAAGATTGCGACCTCGAT-3 e 5'-
AAACCAACCTGGCTTACACC-3’) e uma regiao do DNA nuclear (gene RpL32, primers
5-AGGCCCAAGATCGTGAAGAA-3 e 5-TGTGCACCAGGAACTTCTTGAA-3), usando
protocolos ja estabelecidos para Drosophila (FUKUOH et al, 2014). As reacgGes
foram realizadas utilizando o kit SYBR Green JumpStart™ Tag ReadyMix™ (Sigma-
Aldrich) para o sistema de PCR em tempo real StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Life Technologies). A reagao foi realizada em 20 ul, contendo 10 yM de
cada primer, 10 yl SYBR Green mix e 15 ng de DNA total. As condi¢bes do
programa para amplificacdo foram: 95°C por 2 min, 40 ciclos de 95°C por 3 s e 60°C
por 30 s, seguido da curva de dissociagao (“melting curve”). A quantidade de DNAmt

relativa entre as amostras foi calculada usando o método do AACH.

4.6 Preparacéo de extrato mitocondrial cru

A obtencdo do extrato mitocondrial cru (EMC) foi realizada a partir de uma
mistura de pupas e larvas L3 cultivadas a 18°C. Cerca de 60 larvas/pupas foram
maceradas em 200 ul de tampéao de isolamento (200 mM sacarose, 5mM Tris /HCI,
2mM, EGTA pH 7,5, 2 mM DDT, pH 8,0) no gelo e centrifugadas a 4°C por 3 min a
200 gmax. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 4°C por 10 min a 9000 Qgmax
e o pellet contendo o EMC foi ressuspenso em 25 ul de tampao de isolamento. A
guantidade total de proteinas das amostras foi quantificada utilizando o NanoDrop
2000 (Thermo Scientific).

4.7 Western blotting
Aproximadamente 100 ug das amostras de EMC foram usadas na corrida de

géis de SDS-PAGE (Precast Any kD Criterion TGX, Bio-Rad) por 2 horas a 80V. O

conteudo dos géis foi transferido a membranas PVDF, que foram inicialmente
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blogueadas por 2 h em solu¢cdo de PBS/Tween 20 contendo 5% de leite em po
desnatado. As membranas foram entdo incubadas com os anticorpos primérios (anti-
AOX policlonal de coelho, 1:10.000; anti-Dm helicase policlonal de coelho 1:5.000; e
anti-ATP5A monoclonal de camundongo, 1:10.000) por 1h 30 min, seguido por
lavagens com PBS/Tween 20 e posterior incubagdo com 0s anticorpos secundarios
(anti-lgGs de coelho e camundongo conjugados a HRP) por 2 h e lavagens como
descrito acima. As membranas foram incubadas com o sistema de deteccdo de
luminol Immun-Star HRP (Bio-Rad) e reveladas em filmes de raio-X Fuji Medical
(Fuijifilm).

4.8 Consumo de oxigénio mitocondrial

Para avaliar a atividade dos complexos da CR em linhagens UAS-AOX; UAS-
Twinkle, foi medida a taxa de respiragcdo mitocondrial via oxigrafo O2k (Oroboros
Instruments). A atividade dos complexos | e IV foi inferida através do consumo meédio
de oxigénio de tecidos larvais, por meio da adicdo de substratos especificos ou de
inibidores da CR (Tabela 2) (GNAIGER, 2012). Primeiramente, foram dissecadas 5
larvas L3 com aproximadamente 5 dias de desenvolvimento apds oviposicéo,
provenientes de cruzamentos com machos daGAL4 ou w8 em solucdo PBS 1X,
obtendo-se somente a parede corporea destas, constituida primariamente de tecido
muscular e nervoso. O material dissecado foi pesado e macerado manual no gelo
em 100 pl de tampéo de isolamento (250 mM sacarose, 5 mM Tris-HCIl, 2 mM
EGTA, 1% de BSA, pH 7.4). Este foi entdo adicionado a 2000 ul de tampédo de
ensaio (120 mM KClI, 0,5 mM KH2PO4, 3 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 1%
de BSA, pH 7.2) nas camaras do oxigrafo a 25°C. O consumo de oxigénio ligado a
oxidacdo de substratos pelo CI foi calculado como a diferenca média da respiracéo
mitocondrial (em pmol/s* mg de tecido) apds adicdo de piruvato, prolina, malato e
ADP, seguido por inibicdo com antimicina A e rotenona. Para a atividade da AOX
(respiracéo resistente a antimicina A), considerou-se a respiracdo média apos adicéo
de piruvato, prolina, malato, ADP e antimicina A, seguido por inibicdo com propil-
galato. Por fim, para o CIV considerou-se a diferenga média de consumo de oxigénio
apos adicdo de TMPD e ascorbato, seguido por inibicdo com cianeto de potassio

(KCN). Os testes foram realizados em duplicata.
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Tabela 2 — Relacdo dos substratos e inibidores utilizados e sua agdo sobre os complexos da CR
mitocondrial. Os reagentes foram adicionados em cada experimento segundo a ordem em que estdo

apresentados na tabela.

Reagente

Acéo

Piruvato (5 mM)
Prolina (5 mM)
Malato (1,5 mM)

ADP (1 mM)

Antimicina A (0,025 mM)

Propil-galato (0,2 mM)

Rotenona (0, 005mM)

TMPD (1,875 mM)
Ascorbato (4 mM)

Cianeto de Potéassio (0,1 mM)

Estimulam o ciclo de Krebs, gerando substrato
(NADH) para o CI.

Substrato para o CV (ATP-sintase) e ANT; permite
avaliar a capacidade OXPHOS da CR mitocondrial.

Inibe o CIll, proporcionando testar a atividade da
AOX.

Inibe a AOX.

Inibe o CI, extinguindo por completo a entrada de
elétrons na CR.

TMPD é o substratos para o CIV, ja o ascorbato
age evitando a auto oxidacao deste substrato.

Inibe o CIV.

4.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas via analise de variancia simples

(one-way ANOVA), seguido por teste a posteriori de Tukey, utilizando o software

SAS University Edition.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagéo das linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle

Para investigar se AOX pode aliviar os efeitos causados por disfun¢des da
Twinkle, trés linhagens que superexpressam mutacfes nesta enzima e uma
linhagem que superexpressa a Twinkle WT foram usadas para criar linhagens duplo
transgénicas UAS-AOX; UAS-Twinkle (Tabela 1). As mutagbes W441C e A442P da
Twinkle de droséfila sdo andlogas as mutacbes humanas W474C e A475P que
causam adPEO (MATSUSHIMA; KAGUNI, 2007; SANCHEZ-MARTINEZ et al.,
2012), e a versdo UAS-Twinkle K388A possui mutacdo no dominio helicase da
Twinkle, que reside em um dos sitios propostos de ligacdo ao ATP, conservado em
diversos organismos (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012). As novas linhagens foram
primeiramente cruzadas com daGAL4 e um extrato mitocondrial cru de larvas e
pupas da prole resultante foi analisado via teste preliminar de western blot (Figura 9),
no qual a presenca da AOX funcional foi confirmada em todas as linhagens
contendo UAS-AOXwt®! ou UAS-AOXF®. Conforme descrito anteriormente
(ANDJELKOVIC et al., 2015), as linhagens UAS-AOXF® apresentaram maiores niveis
de AOX do que as linhagens UAS-AOXwt?. Ndo se observou AOX nas linhagens
UAS-empty?", como esperado, j4 que estas carregam somente o promotor UAS
sem um transgene associado. Também nao foi observada a presenca de AOX nas
linhagens UAS-AOXmut?", apesar de uma banda tdo intensa quanto aquela das
linhagens UAS-AOXwt3! ser esperada (ANDJELKOVIC et al., 2015). Por este ter
sido um teste preliminar, pode ser que o preparo do extrato proteico ndo tenha sido
feito corretamente e, portanto, o experimento devera ser repetido com extrema
cautela.

A expressao de Twinkle WT foi bem documentada pelo western blot (Figura
9), mas o anticorpo anti-Dm helicase (MATSUSHIMA; KAGUNI, 2007) parece ter
reagido inespecificamente com outras proteinas das amostras de Twinkle K388A e
W441C. Apesar disso, € aparente a presenca da banda referente a estas proteinas
mutantes nas amostras, e 0s proximos experimentos deverdo mostrar iSSO com
clareza. ATP5A, uma subunidade do CV e um marcador mitocondrial classico,
também ndo foi detectado homogeneamente em todas as amostras.

Interessantemente, as amostras que tiveram a maior propor¢cao de larvas,



40

especialmente as linhagens expressando Twinkle K388A, apresentaram altos niveis
de reacéo cruzada utilizando o anticorpo anti-Dm helicase e falta ou baixa detecc¢éo
de ATP5A (Figura 9). Os proximos western blots serdo realizados somente com

amostras de pupas para evitar tais problemas, e incluirdo extratos de linhagens
expressando Twinkle A442P.

Figura 9 — Expressdo de AOX e Twinkle nas linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle. Teste de western
blot confirma a co-expressdo de AOX funcional e Twinkle WT, K388A e W441C, apesar da

inespecificidade do anticorpo contra Twinkle (anti-Dm helicase) e da auséncia do sinal para o
marcador mitocondrial ATP5A em algumas amostras.
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5.2 AOX néo ajuda nos defeitos de desenvolvimento causados por mutantes da
Twinkle

De modo geral, as linhagens superexpressando Twinkle WT néao
apresentaram alteragcbes em nenhuma das fases do desenvolvimento analisadas
(Figura 10A). Mesmo que para a linhagem expressando AOX em altos niveis (UAS-
AOX™) tenha ocorrido uma diminui¢do na taxa de emergéncia em torno de 20%, isto
nao parece ser causado pela expressao da Twinkle WT, visto que o0 mesmo padrao
de emergéncia foi observado para o controle UAS-AOXF®; TM6B-GFP, no qual o
gene da Twinkle est4 ausente (APENDICE B). Provavelmente, tal diminui¢do na taxa
de emergéncia seja devido a superexpressao da AOX ou ao local de insercao do
transgene no genoma, apesar desta caracteristica ndo ter sido reportada
anteriormente (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009). Quando as linhagens Twinkle WT

foram cruzadas com machos w'!® ndo foi observada nenhuma alteragdo na taxa de
emergéncia da prole (Figura 10B).
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Figura 10 — Viabilidade pupal em linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle. (A) Expressdo de AOX nos
mutantes mais severos da Twinkle (A442P e K388A) néo é capaz de melhorar a letalidade fenotipica
observada nas fases larval/pupal. (B) Prole resultante de cruzamento controle com machos w8
apresenta taxa de emergéncia normal (~90-100%). AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel
e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos gendtipos: UAS-empty?"®; UAS-AOXmut?"?;
UAS-AOXwt®1; UAS-AOX combinados as diferentes formas de Twinkle indicadas na imagem
(Tabela 1).

A UAS-AOX; UAS-Twinkle X daGAL4

1,00 + OAOQOX ausente
_ mAOX mutada
©
g. 0,75 - mAOX baixo nivel
3 mAOX alto nivel
S
3 0,50 -
=
]
> 0,25 -

0,00 T

w441C Ad442P K388A

B UAS-AOX; UAS-Twinkle x w1118

1,00 -
©
g
a 0,75 -
()
T
(1]
g 0,50 -
=
3
> 0,25 -

0,00

WT w441C A442P K388A

Assim como observado nas linhagens Twinkle WT, a expressdo da mutacao
W441C ndo gerou prejuizo na taxa de emergéncia da prole (80-97%), isto €, a

maioria dos individuos provenientes dos cruzamentos com machos daGAL4
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passaram por todas as fases do desenvolvimento de insetos holometabolos,
chegando a adultos (Figura 10A). A presenca ou auséncia de AOX funcional (em
maior ou menor nivel) mostrou-se indiferente nestas linhagens. Esses resultados
concordam com aqueles que descrevem a mutacdo W441C da Twinkle como nao
prejudicial ao desenvolvimento de drosofilas, apesar de causar diminuicdo
significativa na longevidade dos adultos (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012).

Para os individuos expressando, simultaneamente, alguma forma da enzima
AOX e a mutagéo severa K388A na Twinkle, foi observado que a prole néo foi capaz
de passar por todas as etapas de desenvolvimento (Figuras 10A e 11A). Quando
comparados ao cruzamento controle (Figura 11B), os mutantes K388A
permaneceram por cerca de 9 dias a mais do que era esperado na fase larval, como
larvas L3 ativas e aparentemente normais, mas sem progredirem a fase de pupa.
Entretanto, alguns poucos individuos foram capazes de entrar em fase de pré-pupa,
morrendo imediatamente nesta (Figura 11A). Como controle, pode-se observar que
a prole proveniente do cruzamento entre fémeas carregando os transgenes de
interesse e machos w''*® ndo expressa o fendtipo prejudicial a formacéo das pupas
e a emergéncia dos adultos, que por sua vez variou entre 90-100% (Figuras 10B e
11B).

Figura 11 - Desenvolvimento de linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A. (A) Linhagens
expressando a mutacdo severa K388A e o tipo de AOX indicado permanecem como larvas ou
morrem imediatamente na fase de pré-pupa. (B) Linhagens controles que carregam os transgenes da
AOX, conforme indicado, e a mutagdo K388A cruzadas com machos da linhagem w8 entram na
fase de pupa e eventualmente chegam a fase adulta (Figura 10B). AOX ausente, AOX mutada, AOX
em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos gendtipos: UAS-empty?";
UAS-AOXmut?; UAS-AOXwt®!; UAS-AOX™® combinados a mutagdo K388A na Twinkle.

UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A x daGAL4 UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A x w8
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As linhagens A442P provenientes do cruzamento com machos daGAL4, na
auséncia de AOX funcional, tiveram dois problemas de desenvolvimento: a taxa de
emergéncia dos adultos foi gravemente afetada (Figura 10A); e o numero de larvas
gue se tornam pupas ficou abaixo da expectativa mendeliana de 1:1 (Figura 12). A
expressédo de AOX funcional em maior ou menor quantidade n&o afetou o resultado
da taxa de emergéncia, mas interessantemente parece ter agravado o numero de
larvas que se desenvolvem a pupa, chegando a zero na linhagem que expressa
AOX em altos niveis (UAS-AOX®; UAS-Twinkle A442P). Com isso, a mutagio
A442P na Twinkle parece ser letal em 100% dos individuos ainda nas fases larvais
guando associada a superexpressdao de AOX. N&o houve prejuizo na taxa de
emergéncia da prole UAS-AOX; UAS-Twinkle A442P (Figura 10B) ou UAS-AOX;
TM6B-GFP (APENDICE B) nos cruzamentos controles com machos w8,

Figura 12 — Viabilidade larval em linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle A442P. Observa-se uma
aparente queda gradual na formacdo de pupas A442P associadas ao aumento da expressdo de AOX
nas linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle A442P provenientes de cruzamentos com machos daGAL4,
guando comparadas ao cruzamento controle w8, AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e
AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos gendtipos: UAS-empty?™; UAS-AOXmut"®;
UAS-AOXwt®l; UAS-AOXF® combinados a mutacdo A442P na Twinkle. Letras a-d representam
diferentes classes estatisticas (p < 0,05), de acordo com uma ANOVA simples, seguido por teste de
Tukey.
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5.3 A quantidade relativa de DNAmMt em mutantes da Twinkle ndo muda na

presenca de AOX

Diferentemente do DNA nuclear, que geralmente possui duas copias do
genoma, o DNAmt pode expandir ou retrair em niumero de moléculas para se ajustar
as condicdes metabdlicas da célula e este fenbmeno é dependente do processo de
replicagcdo do DNAmt, dentre outros. Danos na maquinaria replicativa do DNAmt, em
especial pela expressdao de Twinkles mutantes, podem causar variagbes em
diferentes niveis na quantidade relativa de DNAmt, com implicac6es diretas na
viabilidade dos organismos afetados (SANCHEZ-MARTINEZ et al.,, 2012). A
superexpressao da Twinkle WT em D. melanogaster causou um aumento no niumero
de copias de DNAmt em adultos, quando comparado aos controles (Figura 13),
corroborando dados de camundongos (IKEDA et al., 2015; TYYNISMAA et al.,
2004), de células de drosdfila em cultura (MATSUSHIMA; KAGUNI, 2007) e até
mesmo adultos de drosdfilas (SANCHEZ-MARTINEZ et al, 2012).
Interessantemente, a superexpressao de Twinkle WT néo causa nenhuma alteracao
no namero de copias de DNAmt de larvas L3 (Figura 14), resultado consistente com
aquele publicado anteriormente para estas linhagens (SANCHEZ-MARTINEZ et al.,
2012), e que indica uma modulacdo da quantidade de DNAmt pela Twinkle
dependente do estagio de desenvolvimento. Na associacdo entre a expressao de
Twinkle WT e AOX, ndo houve alteracdo significativa no namero de copias de
DNAmt tanto em adultos quanto em larvas (Figuras 13 e 14), apesar da alta

variabilidade observada entre as repeticdes bioldgicas.
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Figura 13 — Linhagens expressando Twinkle WT apresentam aumento aparente no nivel relativo de
DNAmt em adultos, mas AOX néo interfere neste aumento. A quantidade relativa de DNAmt foi
calculada a partir dos resultados de AACt usando como referéncia o DNA total de um pool de adultos
w8 Todos os valores foram normalizados pela quantidade de DNAmt na linhagem UAS-empty2"®:
UAS-Twinkle WT x w!' AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel
correspondem, respectivamente, aos gendtipos: UAS-empty?"d; UAS-AOXmut?; UAS-AOXwte;
UAS-AOX™® combinados a superexpressdo de Twinkle WT. Os dados representam médias de trés
repeticdes biologicas e as barras de erro, o desvio padrédo. Letras de a-d representam diferentes
classes estatisticas (p < 0,05), de acordo com uma ANOVA simples, seguida por teste de Tukey.
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Figura 14. Larvas expressando Twinkle WT ndo apresentaram variacdo no nivel relativo de DNAmt na
presenca ou auséncia de AOX. A quantidade relativa de DNAmt foi calculada a partir dos resultados
de AACt usando como referéncia o DNA total de um pool de adultos w*'!8, Todos os valores foram
normalizados pela linhagem UAS-empty?™®; UAS-Twinkle WT x w8, AOX ausente, AOX mutada,
AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos genétipos: UAS-
empty?"d: UAS-AOXmut'd; UAS-AOXwte!; UAS-AOX™ combinados a superexpressdo de Twinkle
WT. Os dados representam médias de trés repeticBes bioldgicas e as barras de erro, o desvio
padrao. Letra “a” representa a mesma classe estatistica (p < 0,05), de acordo com uma ANOVA
simples, seguido por teste de Tukey.
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Para as linhagens W441C, associada as diferentes formas da AOX, o nimero
relativo de copias de DNAmt em adultos ndo variou entre as moscas expressando tal
mutacdo e os cruzamentos controle (Figura 15). Esse resultado é consistente com o
fen6tipo dessas moscas, que aparentam ter desenvolvimento tdo normal quanto as
linhagens Twinkle WT. Apesar de mais repeti¢cdes técnicas e bioldgicas precisarem
ser feitas para garantir os resultados da Figura 15, estes no momento mostram que
os niveis de DNAmt ndo sobem nas linhagens que expressam W441C, assim como
ocorre para a superexpressao da Twinkle WT em larvas. AOX expressa em grandes
quantidades (UAS-AOX™; UAS-Twinkle W441C x daGAL4) parece reduzir o niimero

de cépias do DNAmt, mas esta diferenca ndo € estatisticamente significativa.

Figura 15 — Adultos Twinkle W441C nao apresentaram variacdo no nimero relativo de copias de
DNAmt, na presenca ou auséncia de AOX. A quantidade relativa de DNAmt foi calculada a partir dos
resultados de AACt usando como referéncia o DNA total de um pool de adultos w''*®. Todos os
valores foram normalizados pela linhagem UAS-empty?"d; UAS-Twinkle W441C x w8, AOX ausente,
AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos
genotipos: UAS-empty?™d; UAS-AOXmut?™d; UAS-AOXwtél; UAS-AOXF® combinados & mutagédo
W441C na Twinkle. Os dados representam médias de trés repeti¢cdes bioldgicas e as barras de erro,

o desvio padrdo. Letra “a” representa a mesma classe estatistica (p < 0,05), de acordo com uma
ANOVA simples, seguido por teste de Tukey.
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Larvas L3 expressando a mutacdo A442P na Twinkle tiveram uma deplecéo
significativa no nimero de cépias de DNAmt e, assim como para Twinkle WT, AOX
nao interferiu nos resultados (Figura 16). No caso do mutante severo K388A, no
entanto, ndo foi constatada a diminuigdo esperada do numero relativo de copias de

DNAmt para larvas provenientes do cruzamento com daGAL4 (Figura 17), quando
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os dados foram normalizados pela quantidade de DNAmt em UAS-empty?™: UAS-
Twinkle K388A x w8, Quando os valores foram normalizados pelos dados de UAS-
empty?"d: UAS-Twinkle WT x w8 é observado entdo que os niveis de DNAmt nas
linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A sdo extremamente baixos, mesmo nos
cruzamentos com w18 (Figura 18). Novos experimentos precisam ser conduzidos
para confirmar se as linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A x w!l!® realmente
tém um namero de cépias do DNAmt tdo baixo quanto aquelas cruzadas com
daGAL4, o que parece ser inconsistente com o fato do desenvolvimento destas

linhagens controles nao ser prejudicado (Figura 11).

Figura 16 — Larvas expressando A442P apresentaram aparente deplecdo no namero relativo copias
de DNAmt. Observa-se que mesmo na presenca de AOX funcional, larvas expressando a mutacao
A442P ndo apresentaram melhora frente a deplecédo causada pela mutacdo na Twinkle. A quantidade
relativa de DNAmt foi calculada usando como referéncia o pool genético de moscas w*'!8, Todos os
valores foram normalizados pela linhagem UAS-empty?"%; UAS-Twinkle A442P x w18, AOX ausente,
AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos
gendtipos: UAS-empty?"d; UAS-AOXmut®d; UAS-AOXwt®!; UAS-AOXF® combinados a mutacéo
A442P na Twinkle. Os dados representam médias de trés repeticdes bioldgicas e as barras de erro, o
desvio padréo. Letras de a-c representam diferentes classes estatisticas (p < 0,05), de acordo com a
ANOVA simples, seguido por teste de Tukey.
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Figura 17 — Queda na quantidade relativa de DNAmt ndo foi observada para as linhagens
expressando a mutacdo severa K388A da Twinkle. A quantidade relativa de DNAmt foi calculada a
partir dos resultados de AACt usando como referéncia o DNA total de um pool de adultos w*'*8, Todos
os valores foram normalizados pela linhagem UAS-empty?™; UAS-Twinkle K388A x w18, AOX
ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos
genodtipos: UAS-empty?™; UAS-AOXmut?"d; UAS-AOXwt8!; UAS-AOXF® combinados a mutagédo
K388A na Twinkle Os dados representam médias de trés repeticfes bioldgicas e as barras de erro, o
desvio padrao. Letras “a@” e “b” representam diferentes classes estatisticas (p < 0,05), de acordo com

a ANOVA simples, seguido por teste de Tukey.
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Figura 18. Baixos niveis de DNAmt para as linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A quando
normalizadas pelo valor de UAS-empty?"®; UAS-Twinkle WT x w8 em larva. A quantidade relativa de
DNAmt foi calculada a partir dos resultados de AACt usando como referéncia o DNA total de um pool
de adultos w!''8, Todos os valores foram normalizados pela linhagem UAS-empty?"®; UAS-Twinkle
WT x w!'!® (Figura 14). AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel
correspondem, respectivamente, aos gendtipos: UAS-empty?"d; UAS-AOXmut®™; UAS-AOXwt8;
UAS-AOXF® combinados a mutacdo K388A na Twinkle. Os dados representam médias de trés
repeticoes bioldgicas e as barras de erro, o desvio padrdo. Letras “a” e “b” sdo diferentes classes
estatisticas (p < 0,05), de acordo com a ANOVA simples, seguido por teste de Tukey. Note a
diferenca entre os valores apresentados na Figura 14.
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5.4 A respiracdo mitocondrial ndo € afetada pela superexpresséo de Twinkle e

nem pela atividade da AOX

Embora a enzima AOX nao tenha sido eficaz na melhora do fenétipo causado
pelos mutantes mais severos da Twinkle (A442P e K388A) e néo tenha afetado o
namero de cépias do DNAmt, resolvemos testar se a sua acdo poderia afetar
bioquimicamente a CR, que € prejudicada nesses tipos de mutacbes (SANCHEZ-
MARTINEZ et al., 2012). Ao adicionar piruvato, prolina, malato e ADP as amostras
de larvas L3, h& a producdo de NADH, que fornece elétrons ao Cl da CR, iniciando-
se um fluxo de elétrons que leva ao consumo de oxigénio pelo CIV e formacédo de
ATP pela ATP-sintase (GNAIGER et al., 2012). Diferentemente do esperado, os
resultados para a respiracéo associada a oxidacao de substrato pelo Cl demonstram
gue a expresséao das diferentes formas da Twinkle, seja tipo selvagem ou mutante,
nao afeta significativamente a CR em drosofila na fase larval. AOX néo altera estes
parametros, apesar de ndo se poder ignorar o fato de haver um aparente aumento
no consumo de oxigénio quando AOX funcional é expressa, principalmente em

maiores niveis (Figura 20).

Figura 20 — Expressdo das diferentes variacdes da Twinkle ndo altera a respiracdo mitocondrial
relacionada ao Cl. Nota-se um aparente aumento na respiragéo ligado a expressdo de AOX funcional,
gue nédo é estatisticamente significativo. A respiracdo de larvas L3 provenientes de cruzamentos com
daGAL foi calculada como o consumo médio de oxigénio apds a adicdo de piruvato, prolina, malato e
ADP, seguido por inibicdo com antimicina A e rotenona. AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo
nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos gendtipos: UAS-empty?"d; UAS-
AOXmut?"9; UAS-AOXwt®!; UAS-AOX™® combinados as diferentes formas de Twinkle indicadas na
imagem.
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Conforme era esperado, apés inibicdo do Clll pela adicdo de antimicina A, o
consumo médio de oxigénio foi mantido em todas as linhagens expressando AOX
funcional (Figura 21), comprovando entdo sua acgdo enzimatica de oxidacdo do
ubiquinol e reducdo do oxigénio molecular a &gua (MACDONALD;
VANLERBERGHE; STAPLES, 2009; MOORE; SIEDOW, 1991). Além disso, embora
nao seja estatisticamente significativo, observa-se aparente tendéncia ao aumento
de consumo de oxigénio resistente a antimicina A naquelas linhagens que
expressam AOX em maiores niveis, apesar deste aumento ndo ser proporcional ao
nivel da enzima nas amostras (Figura 9 e Andjelkovic et al 2015). Ja as linhagens
gue nao expressam AOX funcional (AOX ausente ou mutada) ou que foram
cruzadas com machos controle w'*'® (APENDICE E) apresentaram consumo de

oxigénio praticamente nulo nessas condigoes.

Figura 21 — Atividade da AOX (respiracao resistente a antimicina A) em larvas L3 de linhagens
expressando AOX funcional (em baixo ou alto nivel), ou AOX nao funcional (ausente ou mutada),
provenientes de cruzamentos com machos daGAL. Os valores foram calculados como o consumo
médio de oxigénio apdés a adicdo de piruvato, prolina, malato, ADP e antimicina A, seguido por
inibicdo com propil-galato e rotenona. AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto
nivel correspondem, respectivamente, aos genotipos: UAS-empty?"d; UAS-AOXmut?; UAS-AOXwtS;
UAS-AOXF® combinados as diferentes formas de Twinkle indicadas na imagem.
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Interessantemente, a atividade respiratéria mitocondrial das linhagens
expressando AOX funcional em maior ou menor quantidade na auséncia ou
presenca de antimicina A foi muito semelhante (Figuras 20-22), indicando uma
manutencdo quase total do consumo médio de oxigénio pela presenca de AOX apés

o bloqueio do fluxo de elétrons pelo eixo do citocromo ¢ (Clil e CIV).



Figura 22 — Exemplo de experimento mostrando a manutencéo da respiracdo mitocondrial em uma linhagem expressando AOX apés bloqueio do fluxo de
elétrons pelos complexos Il e IV. Apos adicao de piruvato, prolina (PP), malato (M) e ADP, tem-se a respiracao relacionada ao Cl. Ao adicionar antimicina A,
esta taxa cai de modo acentuado naquelas linhagens que ndo expressam AOX funcional ou que sdo provenientes de cruzamentos com machos w8 (linha
em verde). Contudo, observa-se uma manutengdo no consumo de oxigénio pela presenca de AOX funcional (em maior ou menor nivel) apés adicao de
antimicina A em linhagens provenientes de cruzamentos com machos daGAL4 (linha em vermelho). Com a adicdo de propil-galato (PG) e o consequente
blogueio da atividade da AOX, o consumo de oxigénio torna-se nulo em ambas as linhagens. A adicdo de rotenona (ROT) bloqueia o Cl, abolindo totalmente
o fluxo de elétrons pela CR. Esses dados s&o referentes a linhagem UAS-AOXwt®!; UAS-Twinkle WT cruzada com machos controle w*'*® ou daGAL4,
entretanto, o mesmo padrdo de manutencdo do consumo oxigénio pela presenca de AOX funcional foi observado para as demais linhagens UAS-AOX; UAS-

Twinkle. Linhas azul e cinza: concentragdo de Oz (nmol/ml).
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Testamos também a atividade do CIV isoladamente pela adicdo de TMPD e
ascorbato e quantificacdo do consumo de oxigénio (Figura 23). Assim como para Cl,
foi observado que a superexpressao das Twinkles ndo afetou o CIV, visto que um
padrdo semelhante também foi encontrado para as linhagens provenientes de

machos controle w8 nas quais ndo ha expressdo da AOX ou da Twinkle
(APENDICE F).

Figura 23 — Atividade do CIV em larvas L3, provenientes de cruzamentos com machos daGAL, apés
inibicdo dos complexos |, lll e da AOX. Os valores foram calculados como o consumo médio de
oxigénio apos a adicdo de TMPD e ascorbado, seguido por inibicdo por cianeto de potassio. AOX
ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos
genotipos: UAS-empty?™:; UAS-AOXmut?"d; UAS-AOXwt®!; UAS-AOX™ combinados as diferentes
formas de Twinkle indicadas na imagem.
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6 DISCUSSAO

Alteracbes genéticas responsaveis por afetar diretamente o replissomo
mitocondrial estdo intimamente relacionadas a diminuicdes no numero de copias do
DNAmt, assim como observado nos mutantes A442P e K388A da Twinkle
associados as diferentes formas da AOX (Figuras 16 e 18). Tal deplecdo no DNAmt
poderia explicar a letalidade fenotipica encontrada tanto na fase larval do mutante
K388A (Figura 11A), quanto nas fases larval/pupal do mutante A442P (Figura 12),
como j& relatado anteriormente (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012). Isso se deve ao
fato do DNAmt codificar subunidades centrais para o funcionamento dos complexos
[, 11, IV e V da CR e que, portanto, sua correta replicacdo e manutencdo em numero
de copias mostra-se essencial a OXPHOS (SPINAZZOLA; ZEVIANI, 2005).
Corroborando esta ideia, Sanchez-Martinez et al. (2012), ao avaliar a oxidacdo do
citocromo c e o fluxo de elétrons pelo CIV, relataram uma deficiéncia no processo de
OXPHOS relacionada aos mutantes A442P e K388A da Twinkle, mostrando uma
das consequéncias causadas por danos na helicase mitocondrial que poderiam estar
prejudicando essas moscas. Ja as linhagens expressando a mutacdo W441C e
guaisquer uma das formas da AOX apresentaram taxa de emergéncia semelhante
as linhagens Twinkle WT, ndo havendo prejuizo em nenhuma das fases do
desenvolvimento (Figura 10A), corroborando dados anteriores (SANCHEZ-
MARTINEZ et al., 2012). Provavelmente isso se deve ao fato do mutante W441C
nao alterar significativamente o nimero de cépias do DNAmt, ndo prejudicando por
exemplo a OXPHOS, diferentemente do que foi observado nos outros mutantes da
Twinkle (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012). E interessante observar que a mesma
mutacao em humanos (W474C) esta relacionada ao
desenvolvimento/desencadeamento de doenca mitocondrial (SPELBRINK et al.,
2001), indicando que este residuo de triptofano tem papel diferente no
funcionamento das enzimas de drosdfila e de humanos, apesar de ser altamente
conservado em espécies animais (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012).

Em relacdo ao mutante K388A, cuja substituichio de aminoacido é
extremamente deletéria ao funcionamento da Twinkle (IKEDA et al., 2015;
MATSUSHIMA; KAGUNI, 2007), foi constatada queda no numero de cépias do

DNAmt apenas quando os dados sdo normalizados por UAS-empty?": UAS-Twinkle
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WT x w!!® (Figura 18). Esta queda foi observada inclusive para as linhagens
controles UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A x w!!8 e ndo ficou evidenciada para as
linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle K388A x daGAL4 quando os dados foram
normalizados por UAS-empty?"d; UAS-Twinkle K388A x w!'*® (Figura 17). Especula-
se que a construcdo UAS-Twinkle K388A possa ter uma expressdo basal mesmo na
auséncia de GAL4 (“promoter leak”), na qual a mutagdo K388A da Twinkle mesmo
em baixos niveis esteja afetando entdo o nimero de copias do DNAmMt, mas sem
prejudicar o desenvolvimento das linhagens (Figuras 10B e 11B). Tal fenémeno ja foi
visto em células humanas e de droséfila em cultura, em que houve reducédo no
namero de cépias de DNAmMt mesmo na auséncia do indutor de expressdo desta
mutacdo (MATSUSHIMA; KAGUNI, 2007; POHJOISMAKI; GOFFART; SPELBRINK,
2011). Porém, novas repeticdes bioldgicas e técnicas serao realizadas a fim de se
obter dados mais consolidados sobre a quantidade de DNAmt para o mutante
K388A associado as diferentes formas da AOX.

Devido a reducdo no numero de cépias de DNAmMt nos mutantes A442P e
K388A da Twinkle, esperava-se como consequéncia uma queda na funcdo da
OXPHOS, assim como foi observado em extrato mitocondrial proveniente de larvas
inteiras de drosofila (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2012). Contudo, ao dissecarmos
as larvas e utilizarmos a parede corpérea do organismo, contendo basicamente
tecidos muscular e nervoso, ndo encontramos danos no consumo de oxigénio
vinculado as atividades do Cl e CIV da CR, quando as Twinkles mutantes foram
expressas (Figuras 20 e 23). Tal resultado levanta a hipotese de que danos
causados por disfuncdes na Twinkle talvez ndo afetem necessariamente os tecidos
de alta demanda energética mais tradicionais, mas sim aqueles envolvidos nas vias
metabolicas enddcrinas de ativacdo da passagem da fase de larva para pupa,
considerando que as larvas mutantes continuam ativas por cerca de nove dias apos
o0 periodo em gque deveriam se tornar pupas. De acordo com tal hip6tese, dados
preliminares mostram que a expressdo de Twinkle A442P e K388A somente nos
tecidos muscular ou nervoso (através de cruzamentos com mhcGAL4 e elavGALA4,
respectivamente) promove um desenvolvimento normal dos individuos, que chegam

a fase adulta com taxas tdo altas quanto os controles (CAMARGO, 2017,
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comunicacdo pessoal'). Desse modo, ao dissecar a larva, removemos grande parte
da hemolinfa, discos imaginais, intestino e outros tecidos, como a glandula anelar e
células neurossecretoras do cérebro, responsaveis pela producdo dos hormdnios
desencaderadores da metamorfose (hormoénios juvenil e ecdisona, respectivamente)
(FLANAGAN et al., 1988). Muito provavelmente, as Twinkles mutantes nao causam
defeitos na OXPHOS de tecidos constituintes da parede corporea larval, explicando
os resultados fornecidos pelas figuras 20 e 23.

Embora na maioria dos estudos ja publicados a expressao transgénica da
AOX tenha se mostrado eficiente na melhora de diversos fendétipos deletérios
associados a disfungbes mitocondriais (DASSA et al., 2009; EL-KHOURY et al.,
2016; FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; HAKKAART et al., 2005; HUMPHREY et
al.,, 2012; KEMPPAINEN et al.,, 2014a), os resultados fenotipicos e moleculares
mostrados neste projeto de mestrado evidenciam que a expressdo de uma via
alternativa de elétrons ndo € capaz de ajudar os fenotipos causados por mutacdes
na Twinkle. E importante ressaltar também a possibilidade da expressdo da AOX
estar agravando a viabilidade dos mutantes A442P, pois quando AOX estava
presente em altos niveis (via UAS-AOXF®), ndo foi observada sequer a formagéo de
pupas (Figura 12), assim como em qualquer combinacdo da AOX no mutante
K388A. Sanchez-Martinez et al. (2012) propdem que as mutacbes na Twinkle
possam desencadear um processo de apoptose irregular na fase larval de drosofila,
pois os niveis de caspase 3 aumentam significativamente nos mutantes K388A
(~60%) e A442P (~10%). Desse modo, € possivel especular que a presenca de altos
niveis de AOX nos mutantes A442P possa aumentar o desencadeamento da
apoptose a niveis semelhantes a mutacdo severa K388A. Por ser uma enzima que
nao bombeia protons através da membrana interna da mitocéndria, AOX tem o
potencial de alterar o potencial de membrana mitocondrial, que influenciaria o
processo apoptético em mitocdndrias ja afetadas por Twinkle A442P.

Era esperado que a expressdo da enzima AOX funcional em drosofilas
mutantes da Twinkle fosse eficaz na melhora fenotipica, visto que em linhagens com
o0 knockdown da subunidade catalitica da Pol y, AOX foi capaz de remediar
disfuncdes na locomocdo, na degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos e no

envelhecimento precoce em drosoéfila (HUMPHREY et al., 2012). Em outras

1Comunicagsio pessoal do doutorando André Ferreira de Camargo, em mago de 2017, obtida por meio de
experimentos realizados em paralelo a este projeto de mestrado.
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palavras, mesmo afetando a DNA polimerase constituinte do replissomo mitocondrial
e, consequentemente, a producdo das proteinas codificadas pelo DNAmt, este
defeito mitocondrial foi amenizado significativamente pela presenca de AOX,
diferentemente do que se observa aqui para os mutantes A442P e K388A da
Twinkle. Sabe-se que a replicagdo do DNAmt ocorre in vitro utilizando um replissomo
mitocondrial minimo de apenas trés proteinas recombinantes, Pol y, mtSSB e
Twinkle (CIESIELSKI; OLIVEIRA; KAGUNI, 2016; OLIVEIRA; GARESSE; KAGUNI,
2010). Contudo, a replicacdo in vivo ocorre dentro de estruturas denominadas
“nucledides”, sendo um processo complexo e pouco compreendido, envolvendo a
associacdo do DNAmt a TFAM, enzimas metabdlicas, chaperonas, proteinas
intramitocondriais relacionadas a sintese proteica, dentre outras (SPELBRINK,
2010). Além disso, recentemente foi descoberto que Twinkle tem atividade de
recombinase in vitro, além de helicase (SEN; GAYATRI; PATEL, 2016), e que sua
superexpressdao em camundongos previne o acumulo de mutacbes no DNAmt
(POHJOISMAKI et al., 2013). Desse modo, a acdo da Pol y e da Twinkle no
funcionamento mitocondrial em geral e suas implicacdes na fisiologia animal podem
ser diferentes, apesar dessas enzimas estarem envolvidas no mesmo processo de
replicacdo do DNAmt. Entretanto, vale ressaltar que as estratégias usadas para
modelar defeitos na Pol y e na Twinkle foram diferentes: knockdown e
superexpressao de alelos mutantes, respectivamente. Portanto, os possiveis efeitos
da expressdao de AOX em linhagens com disfun¢cbes nos componentes do
replissomo mitocondrial deverdo ser quantificados em situacbes genéticas
equivalentes, para se ter uma conclusdo mais precisa sobre os limites de acdo desta
enzima alternativa.

Recentemente, foi mostrado que AOX também é incapaz de remediar o
fendtipo prejudicial causado por danos na maquinaria de sintese proteica
intramitocondrial (KEMPPAINEN et al., 2014b). Mutantes do gene tko (technical
knockout), responsavel por codificar uma proteina ribossémica mitocondrial S12
defeituosa, possuem sensibilidade a convulsdes induzidas e atraso no
desenvolvimento, além de fenotipos relacionados a doencas em humanos, tais como
problemas auditivos (LEE; WU, 2002; TOIVONEN et al., 2001). Uma das hip6teses
para explicar a ineficacia da AOX no resgate de moscas mutantes tko é baseada na

ideia de que o Cl da CR € aquele que mais sofre pela agcdo de um ribossomo
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mitocondrial defeituoso, pois 7 das 13 proteinas codificadas pelo DNAmt sdo
subunidades essenciais ao funcionamento correto deste complexo (KEMPPAINEN et
al., 2014b). J& que os mutantes K388A e A442P da Twinkle teoricamente estdo
prejudicando a replicagédo correta do DNAmt e, consequentemente, a transcrigéo e
sintese de proteinas constituintes da OXPHOS, é possivel que eles estejam
afetando o ClI do mesmo modo que se observa em moscas mutantes tko, porém,
com maior agravamento nos 0rgdos desencadeadores da metamorfose. Desse
modo, a adicdo de uma oxidase alternativa na cadeia transportadora de elétrons
contornaria somente os complexos Il e IV potencialmente prejudicados, e o CI
juntamente com sua atividade de NADH desidrogenase continuariam disfuncionais.
Neste caso, era de se esperar que problemas com a Pol y também n&o fossem
remediados pela presenca de AOX, mas, no entanto, estes o sdo (HUMPHREY et
al., 2012). O uso da energia da hidrélise do ATP para realizarem suas funcfes pode
ser um fator em comum entre a Twinkle e o ribosomo mitocondrial, ausente na Pol y.
Como discutido acima, o fato da AOX néo realizar o bombeamento de protons
através da membrana mitocondrial interna (MACDONALD; VANLERBERGHE;
STAPLES, 2009; MOORE; SIEDOW, 1991) poderia resultar na diminuicdo do
gradiente eletroquimico e, consequentemente, prejudicar a formacdo de ATP pelo
CV. Logo, a possivel queda nos niveis de ATP causada pela AOX, mesmo que
apenas marginalmente, poderia afetar enzimas que dependem da hidrolise desta
molécula energética para seu funcionamento, como no caso da Twinkle e do
ribossomo mitocondrial. Portanto, futuros estudos deveriam investigar estas
diferencas na eficacia da AOX, para que 0 uso desta como possivel enzima
terapéutica, assim como se tem sido proposto, seja implementado de forma

cautelosa e prudente.
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7 CONCLUSOES

Os resultados das analises fenotipicas, bioquimicas e moleculares descritas
neste trabalho apontaram que a expresséao transgénica da AOX em um organismo
modelo amplamente utilizado n&o foi capaz de melhorar satisfatoriamente os efeitos
prejudiciais causados pela acdo de uma Twinkle mutante, apresentando entao
certas limitacbes para o tratamento de determinadas disfungdes mitocondriais
usando AOX. Contudo, o aumento no nivel de DNAmt relacionado a superexpressao
de Twinkle WT em moscas adultas evidenciam um importante papel desta enzima
na fisiologia do organismo, que desperta forte interesse na continuacdo da pesquisa

com esta enzima.
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APENDICE

APENDICE A — Construcdo das linhagens UAS-AOX; UAS-Twinkle. Esquema
mostrando cruzamentos realizados utilizando cromossomos balanceadores para
construcéo das linhagens contendo um transgene da AOX no segundo cromossomo
de D. melanogaster, e um transgene da Twinkle no terceiro cromossomo. CyO e Sb
(TM3, Sb) representam balanceadores dos cromossomos 2 e 3, respectivamente.
Foi utilizado o mesmo raciocinio para os cruzamentos envolvendo as linhagens
UAS-AOX™8, UAS-AOXmut?, UAS-empty?™ e UAS-Twinkle WT, UAS-Twinkle
A442P e UAS-Twinkle K388A (Tabela 1).

@ UAS-AOXwt®1/UAS-AOXwt51; 3/3 Q 2/2; UAS-Twinkle W441C/UAS-Twinkle W441C
X X
d' 2/Cy0; 3/Sb d" 2/Cy0; 3/Sb
lCo|etar; lCoIetar:
Q UAS-AOXwt31/CyO; 3/Sb Q 2/Cy0; UAS-Twinkle W441C/Sb
X X
J' UAS-AOXwtB1/UAS-AOXwt1; 3/3 G 2/2; UAS-Twinkle W441C/UAS-Twinkle W441C

Q UAS-AOXwt81/UAS-AOXwt&1; 3/Sb X O 2/CyO; UAS-Twinkle W441C/UAS-Twinkle W441C

N v

Coletar e cruzar:
Q UAS-AOXwt&1/CyO; UAS-Twinkle W441C/Sb
X
d UAS-AOXwt&1/Cy0; UAS-Twinkle W441C/Sb

Selecionar e manter linhagens:
Q@ UAS-AOXwt81/UAS-AOXwt81; UAS-Twinkle WA41C/UAS-Twinkle W441C

T UAS-AOXwt81/UAS AOXwt 81, UAS-Twinkle WA41C/UAS-Twinkle W441C




69

APENDICE B — Viabilidade pupal em linhagens que ndo possuem o transgene da
Twinkle WT, mas carregam o transgene da AOX. A esquerda, encontram-se as
linhagens provenientes de cruzamentos com machos daGAL4 expressando apenas
uma das diferentes versdes da AOX e o balanceador TM6B-GFP. Nota-se que
mesmo na auséncia da Twinkle WT, também houve uma queda significativa na
viabilidade das linhagens que expressam AOX em altos niveis (via UAS-AOX®)
assim como na Figura 10A. A direita, estdo as linhagens provenientes de
cruzamentos controle com machos w'8, AOX ausente, AOX mutada, AOX em baixo
nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos genotipos: UAS-
empty?"d: UAS-AOXmut®?; UAS-AOXwt®!; UAS-AOXFS,

Auséncia de Twinkle WT (UAS-AOX; TM6B-GFP)

-
o
o

1

0,50 -

Viabilidade pupal

0,25

0,00

daGAL4 w18
OAOX ausente mAOX mutada mAOX baixo nivel mAOX alto nivel
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APENDICE C - Viabilidade pupal néo ¢ prejudicada em linhagens que ndo possuem
o transgene da Twinkle mutante A442P, mas carregam o transgene da AOX. A
esquerda, encontram-se as linhagens provenientes de cruzamentos com machos
daGAL4 expressando apenas uma das diferentes versdes da AOX e o balanceador
TM6B-GFP, ao invés da mutacdo A442P. A direita, estdo as linhagens provenientes
de cruzamentos controle com machos w8, AOX ausente, AOX mutada, AOX em
baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos genotipos:
UAS-empty?": UAS-AOXmut?"?; UAS-AOXwt8!; UAS-AOXFE,

Auséncia de Twinkle A442P (UAS-AOX; TM6B-GFP)

o
[-2]
o

L

0,40

Viabilidade pupal

0,20 -

0,00
daGAL4 w118

OAOX ausente ®mAOX mutada ®AOX baixo nivel ®mAOX alto nivel
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APENDICE D - Respiracdo mitocondrial relacionada ao Cl em larvas L3
provenientes de cruzamentos com machos controle w8, A respiracéo foi calculada
como o consumo medio de oxigénio apos a adicdo de piruvato, prolina, malato e
ADP, seguido por inibigdo com antimicina A e rotenona. AOX ausente, AOX mutada,
AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente, aos
gendtipos: UAS-empty?d; UAS-AOXmut?: UAS-AOXwtd1; UAS-AOXF® combinados
as diferentes formas de Twinkle indicadas na imagem.

Complexo |

30
05 OWT mW441C
£ 0 A442P D K388A
28
55 20
3 E
©w
E < 10 -
(]
§E
o L

0 T T T

AOX ausente  AOX mutada AOX baixo nivel AOX alto nivel

APENDICE E - AOX apresenta atividade nula em larvas L3 de linhagens
provenientes de cruzamentos controle com machos w8, Os valores foram
calculados como o consumo médio de oxigénio apos a adi¢cdo de piruvato, prolina,
malato, ADP e antimicina A, seguido por inibicdo com propil-galato e rotenona. AOX
ausente, AOX mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem,
respectivamente, aos genotipos: UAS-empty?"®: UAS-AOXmut?"d; UAS-AOXwt8?:;
UAS-AOX"® combinados as diferentes formas de Twinkle indicadas na imagem.

%0 AOX
o —~ OWT mW441C
)
5_-9 O A442P O K388A
o ©
.igzo_
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$E
=)
E= 10
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AOX ausente AOX mutada AOX baixo nivel AOX alto nivel
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APENDICE F — Atividade do CIV em larvas L3, provenientes de cruzamentos com
machos controle w!'!® apés inibicdo dos complexos I, Ill e da AOX. Os valores
foram calculados como o consumo médio de oxigénio apds a adicdo de TMPD e
ascorbado, seguido por inibicdo por cianeto de potassio. AOX ausente, AOX
mutada, AOX em baixo nivel e AOX em alto nivel correspondem, respectivamente,
aos gendtipos: UAS-empty?d;  UAS-AOXmut?"; UAS-AOXwt®!; UAS-AOXF®
combinados as diferentes formas de Twinkle indicadas na imagem.

Complexo IV

280
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