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RESUMO

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

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

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

Mitocdndria. Drosophila melanogaster.



ABSTRACT

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

complex role in animal metabolism, which warrants further investigation.

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

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

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

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

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

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

em futuras terapias.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

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

encontrada na natureza).
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