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RESUMO

Ribeiro, MAC. Plasticidade mitocondrial na doenca de Chagas. [Tese (Doutorado em
Biologia de Sistemas)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2022.

A doenca de Chagas, que afeta 8 milhdes de pessoas no mundo, é causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. A infeccdo parasitaria causada pelo T. cruzi causa
disfuncdo mitocondrial na célula hospedeira, tanto na fase aguda, quanto na fase
cronica da doenca. ApOs a infeccdo € possivel observar aumento do tamanho e
densidade mitocondrial na célula hospedeira. Essas alteracdes acompanham a
elevacdo da carga parasitaria e co-localizacéo entre parasita e mitocéndria da célula
hospedeira. Entretanto, a real contribuicdo da mitocondria da célula hospedeira no
processo de infeccdo, bem como na degeneracéao tecidual causada pela doenca de
Chagas, ainda nédo foi elucidada. Sabendo que a mitocondria é uma organela
dindmica, capaz de alterar seu numero, tamanho e densidade de acordo com a
demanda metabdlica tecidual, hipotetizamos que tanto a infec¢éo pelo parasita quanto
a degeneracao tecidual oriunda da infeccdo dependem da reorganizacdo morfologica
e funcional da mitocondria da célula hospedeira para atender uma demanda
energética aumentada do parasita. Além disso, propomos que uma modulacao desses
processos seja capaz de controlar e/ou prevenir a infecgao e/ou progressao da doenca
de Chagas. Dessa forma o objetivo da presente proposta € investigar o papel da
plasticidade mitocondrial da célula hospedeira na infecgéo pelo T. cruzi e degeneracao
tecidual.

Nossos resultados mostram que de fato a rede mitocondrial da célula hospedeira
(fibroblastos em cultura) sofre mudanca frente infeccdo com T. cruzi. Observamos
aparecimento de agregados mitocondriais prOXimos aos parasitas e aumento nos
niveis de proteinas relacionas a fusdo mitocondrial. Utilizando fibroblastos nocautes
para proteinas especificas envolvidas nos processos de fissao e fusdo mitocondrial,
observamos que a auséncia da proteina Opal (envolvida na fusdo da membrana
interna mitocondrial e formacao de supercomplexos) aumenta tanto o nimero de
células infectadas quanto o numero de parasitas por célula (carga parasitaria). A
auséncia da proteina Opal também aumenta a evasdo parasitaria, sugerindo um
importante papel dessa proteina no processo de invasdo-diferenciacdo-evasao
parasitaria. Entretanto, as células nocautes para Opal apresentam metabolismo
celular semelhante as selvagens 24h apds infeccdo, excluindo o componente
bioenergético nesse fenoétipo dependente de Opal. Também observamos que
fibroblastos com auséncia da Mfnl (envolvida na fusdo de membrana externa
mitocondrial) e Mff (envolvida na fissdo mitocondrial) apresentam reduzida taxa de
infeccdo, sem diferencas na diferenciacéo e evasao.

Nossos dados apontam para papel importante da dinamica mitocondrial na infec¢éao
pelo t. cruzi, uma vez que a auséncia de proteinas relacionadas a fusdo mitocondrial
na célula hospedeira facilitou o parasita completar seu ciclo de vida, e a auséncia de
proteinas relacionadas a fissdo mitocondrial impds dificuldade ao parasita para
completar seu ciclo de vida.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Controle de qualidade mitocondrial. T. cruzi.
Fus&o mitocondrial. Fisséo mitocondrial.



ABSTRACT

Ribeiro, MAC. Mitochondrial plasticity in Chagas disease. [Ph.D. Thesis (System
Biology)]. Sédo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2022.

Chagas disease (CD) which affects 8 million people worldwide, is caused by the
protozoan Tryoanosoma cruzi. The parasitic infection caused by T. cruzi causes
mitochondrial dysfunction in the host cell, both in the acute and chronic phases of the
disease. Post infection, it is possible to observe an increase in mitochondrial size and
density in the host cell. These changes follow the increase in parasite load and
colocalization between parasite and host cell mitochondria. However, the real
contribution of host cell mitochondria in the infection process, as well as in tissue
degeneration caused by CD, has not yet been elucidated. Knowing that mitochondria
is a dynamic organelle, capable of changing its number, size and density according to
tissue metabolic demand, we hypothesized that both parasite infection and tissue
degeneration resulting from infection dependence on the morphological and functional
reorganization of the host cell mitochondria to meet the increased energy demand of
the parasite. Furthermore, we propose that a modulation of these processes is capable
of controlling and/or prevent progression of Chagas disease. Thus, the objective of the
present proposal is to investigate the role of host cell mitochondrial plasticity in T. cruzi
infection.

Our results show that, in fact, the mitochondrial network of the host cell (fibroblast in
culture) undergoes change in the face of infection with T. cruzi. We observed the
appearance of mitochondrial aggregates close to the parasite and an increase in the
levels of proteins related to mitochondrial fusion. Using knockout fibroblast for specific
proteins involved in mitochondrial fission and fusion processes, we observed that the
absence of the Opal protein (involved in mitochondrial inner membrane fusion and
supercomplex formation) increases both the number of infected cells (parasitic load).
The absence of the Opal protein also increases parasite evasion, suggesting an
important role of this protein in the parasite invasion-differentiation-evasion process.
However, Opal knockout cells show similar cell metabolism to wild-type cells 24h after
infection, excluding the bioenergetic component in this Opal-dependent phenotype.
We also observed that fibroblast lacking Mfnl (involved in mitochondrial outer
membrane fusion) and Mff (involved in mitochondrial fission) have a reduced infection
rate with no differences in differentiation and evasion.

Our data point to an important role of mitochondrial dynamics in T. cruzi infection, since
the absence of proteins related to mitochondrial fusion, specially Opal, in host cell
facilitated the parasite to complete its life cycle, and the absence of proteins related to
mitochondrial fission made it difficult to the parasite to complete its life cycle.
Keywords: Chagas disease. Mitochondrial quality control. T. cruzi. Mitochondrial
fusion. Mitochondrial fission.



1. INTRODUCAO

1.1 Controle de qualidade mitocondrial (CQM)

A mitocondria € uma organela critica para a manutencéo da fisiologia celular,
uma vez que a maior parte do ATP celular é produzido através de um processo
chamado de fosforilagdo oxidativa, que ocorre no interior da mitocondria. Além disso,
a mitocondria desempenha um importante papel na manutencdo da homeostase
redox e morte celular. Por conta de suas mudltiplas funcbes, a mitocondria é
considerada uma central, para onde convergem sinais intracelulares, conectando
sensores, e apresentando respostas, como a regulacdo da expressdo de genes
nucleares, frente a estimulos fisiol6gicos e patoldgicos [1]. Devido ao seu papel central
na regulacdo da homeostase, as células eucaridticas desenvolveram uma série de
mecanismos de seguranca, capazes de manter a integridade e a funcionalidade da
mitocdndria em situacdes de estresse [2, 3].

Esse sistema de controle de qualidade pode ser dividido em trés niveis. O
primeiro nivel envolve uma rede de sistemas capazes de combater a toxicidade
mitocondrial mediada pelo acumulo de EROs e aldeidos reativos. O segundo nivel
envolve proteases e chaperonas responsaveis pela manutencdo da proteostase
mitocondrial. JA4 o terceiro nivel envolve o controle do nimero e da morfologia
mitocondrial através de dois processos interligados: dinamica mitocondrial (fusédo e
fissdo) e mitofagia (remocdo mitocondrial). Em conjunto, esses sistemas sao capazes
de regular o estado redox, o equilibrio proteostatico e o contetdo, tamanho e nimero
de mitocondrias (biogénese mitocondrial), que diretamente afetam o funcionamento
mitocondrial perante condi¢cdes basais e estressoras [4]. De fato, falhas no CQM e a

consequente disfuncdo mitocondrial resultam em diferentes patologias [5, 6].

1.2 Primeiro nivel de defesa: Sistema de detoxificacdo mitocondrial

O sistema de detoxificagdo é um importante mecanismo de controle de
qualidade mitocondrial que promove protecdo contra espécies reativas de oxigénio
(EROs) e aldeidos.

O termo estresse oxidativo descreve situacfes que resultam de um
desbalanco entre a geracdo de EROs e sua detoxificagdo. Organismos aerobicos

desenvolveram uma série de sistemas antioxidantes, enziméaticos e ndo enzimaticos,
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gue reagem diretamente com agentes oxidantes, neutralizando-os. Minimizando,
assim, os danos celulares promovidos pelo estresse oxidativo [7].

A mitocondria é a principal fonte celular de EROs, bem como possui a maior
capacidade antioxidante [8]. O acumulo de EROs mitocondrial é critico para situagcfes
patologicas, como o dano de isquemia e reperfusdo na disfuncéo cardiaca[1, 9, 10] e
também para situacdes fisioldgicas, como no processo de envelhecimento [11]. O uso
de modelos animais de experimentacao auxiliou no entendimento do papel do sistema
antioxidante como a primeira linha de defesa contra a patologia de diversas doencas,
como doencas cardiacas, metabdlicas, neurodegenerativas e musculares. Deficiéncia
na SOD foram ligadas ao acumulo excessivo de EROs e disfuncédo mitocondrial, no
coracao, contribuindo com o estabelecimento da hipertrofia ventricular e a disfuncao
cardiaca em camundongos [12-14], no musculo esquelético, causando denervacgao de
fiboras musculares, atrofia e prejuizo contratil [15] e no cérebro, onde causa dano
neuronal e prejuizo funcional [16]. Por outro lado, a super expressédo de Cu-ZnSOD
atenuou os danos promovido pela isquemia e reperfusdo no coragdo, e contra 0s
efeitos neurotéxicos de beta amildide, em neurdnios [17-19].

De forma geral, 0 aumento da atividade enzimatica antioxidante (ex. catalase,
glutationa, peroxidase, tiorredoxina e peroxirredoxina) ou aumento dos niveis de
antioxidantes ndo enzimaticos (ex. glutationa, N-acetilcisteina, ubiquinol, alpha-
tocopherol, &cido ascorbico e &cido lipoic) reduzem o estresse oxidativo em diversos
tecidos através da manutencgédo dos niveis de EROs em uma escala de nanomolar [16,
20, 21]. Entretanto, em relacéo ao tecido cardiaco, esses dados ndo se reproduziram
em testes randomizados em humanos [22, 23]. Uma possivel explicacdo para o
fracasso dos testes em humanos esta ligada a inabilidade desses antioxidantes de
atacar devidamente o0 estresse oxidativo mitocondrial. Estudos recentes
demonstraram que o desenvolvimento de antioxidantes que atuam dentro da
mitocondria atenua os danos oxidativos presentes no local [24-26]. Por fim, excesso
de estimulo antioxidante pode prejudicar a sinalizagéo redox intracelular [27].

Além do acumulo de EROs, critico em diversas patologias, estudos recentes
revelaram que o acumulo de aldeidos toxicos enddgenos desempenha importante
papel na progressdo de doencas em diversos sistemas [28-31]. O 4-hidroxinonenal
(4-HNE), o produto final da peroxidagao lipidica das membranas mitocondriais, € um
aldeido altamente reativo que rapidamente forma adutos proteicos [32]. Os efeitos
deletérios do acumulo de 4-HNE, como disfungdo mitocondrial, ocorrem de forma

dose-dependente, ou seja, quanto maior a formacdo de adutos, maior o dano
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celular/tecidual [9, 33-35]. A formagao excessiva de adutos de 4-HNE impacta na
fisiologia mitocondrial/celular causando reducdo de sua atividade ATPase e prejuizo
a proteostase, reducdo do consumo de oxigénio, prejuizos funcionais, como reducao
da contratilidade cardiaca e muscular esquelética e iniciando morte celular por
apoptose de forma prematura [9, 36]. Ainda, o0 aumento na formacdo de adutos
proteicos foi reportada na disfuncéo cardiaca e muscular em humanos [36-38]. Os
dados sugerem que o acumulo de 4-HNE pode servir como marcadores para a
deteccado da progressao de diversas doencgas.

A aldeido desidrogenase 2 (ALDH2), membro da familia das aldeido
desidrogenases [39, 40], € uma enzima mitocondrial tetramérica responsavel pela
conversdo de aldeidos téxicos, como o 4-HNE, em acidos mais fracos [41-44]. A
ALDH2 se mostrou uma enzima importante na protecdo de miécitos cardiacos,
neurdnios e células do pulmao contra a sobrecarga de aldeidos [43, 45-47]. A ativacao
farmacolégica da ALDH2 utilizando uma molécula chamada Alda-1 protege contra os
danos de isquemia e reperfusdo em diversos tecidos [47-51].

Recentemente 0 nosso grupo demonstrou que a reducédo da carga de aldeidos
através da ativacdo da ALDH2 é o suficiente para melhorar a funcao ventricular
cardiaca através do melhoramento da bioenergética cardiaca e reducdo da geracao
de EROs [33, 34]. Além disso, o tratamento com Alda-1 também foi eficaz em reduzir
a carga de aldeidos e melhorar a funcdo do érgao em outros tecidos submetidos a
isquemia e reperfusdo, como o cérebro, pulmao, figado e intestino [47, 51-53]. Esses
achados sugerem gque a ALDH2 desempenha um papel fundamental nha manutencéo
do controle de qualidade mitocondrial, e destaca o potencial valor terapéutico dos
ativadores da ALDH2 no combate dos efeitos deletérios dos aldeidos em diversas

patologias.
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Mitocondria

Figura 1: Esquemaiilustrativo do sistema de detoxificacdo mitocondrial. A formacdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio leva a aumento da peroxidacado lipidica e consequente formacéo do 4-
HNE, um aldeido altamente reativo gue forma adutos com proteinas. O acimulo de adutos de 4-HNE
causa disfuncdo mitocondrial e contribui para a propagacdo do estresse celular relacionado com
diversas condicdes. A aldeido desidrogenase 2 (ALDH?2), localizada na matriz mitocondrial, € a enzima
responsavel pela conversao do 4-HNE em &acido fraco.

1.3 Segundo nivel de defesa: Manutencédo da proteostase mitocondrial

O enovelamento correto de proteinas € critico para a homeostase celular em
todos os compartimentos celulares. Em casos onde as proteinas sdo mal enoveladas,
ou sofrem danos, se faz necessério a reciclagem e remocéo dessas proteinas, para
evitar o acumulo de agregados proteicos, que podem se deletérios as células. Em
condicdes patoldgicas ocorre a formacao exacerbada de agregados de proteina que
podem acumular no citosol, nicleo e mitocondria [2].

De acordo com a teoria da endossimbiose, a mitocéndria, que era uma
proteobactéria de vida livre, foi incorporada por uma célula precursora da célula
eucariodtica aproximadamente 1,5 bilhdes de anos atras [54]. Durante 0 processo
evolutivo, a maior parte do genoma mitocondrial foi transferido para o genoma nuclear.
Aproximadamente 1100 proteinas mitocondriais sdo codificadas pelo nucleo,
traduzidas no citosol e importadas para a mitocéndria [2, 55]. Essas proteinas
trabalham em sincronia com as 13 proteinas codificadas pela mitocondria (todas
subunidades da cadeia de transporte de elétrons) para manutencdo da producéo de

ATP [56]. Mudancas no balanco estequiométrico entre as proteinas codificadas pelo
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ndcleo e mitocdndria, devido a prejuizo na importacdo de proteinas para o interior da
mitocondria e danos na conformacdo proteica, bem como mutacbes no DNA
mitocondrial, afetam a proteostase da organela, causando danos na integridade e
funcionalidade das mitocondrias. Portanto, a rede de chaperonas e a proteostase
mitocondrial s&o essenciais para a manutencdo da homeostase proteica da organela.

Chaperonas e chaperoninas mitocondriais, incluindo mtHsp70, Hsp60 e
Hspl0, sdo partes do sistema de qualidade mitocondrial. Tais proteinas auxiliam a
magquinaria de importagdo de proteina, o enovelamento proteico, a montagem da
cadeia de transporte de elétrons, e a prevencédo da formacao de agregados proteicos
de proteinas mal enoveladas [2, 57]. A reducdo da expressdo de chaperonas
mitocondriais foi observada em diversas condi¢cfes patoldgicas, incluindo doencas
cardiovasculares, neurolégicas diabetes mellitus 1 e 2 [58-61]. A elevacdo da
expressao de Hsp60 e Hspl0 foi reportada na insuficiéncia cardiaca em humanos, o
gue sugere uma resposta compensatlria por conta do prejuizo na proteostase
mitocondrial [62, 63]. De fato, a super expressao, individual ou combinada, de Hsp60
e HsplO protegem a funcdo mitocondrial e previnem a morte de cardiomidcitos,
induzida pela hip6xia e reoxigenacao ou tratamento com doxorrubicina [64-66].

Junto com as chaperonas, as protases mitocondriais S0 essenciais para o
controle de qualidade da organela. As proteases mitocondriais sdo necessarias para
degradar proteinas mal enoveladas, danificadas e ndo enoveladas, que ndo podem
ser re-enoveladas por chaperonas. Lon e ClpXP sao proteases sollUveis localizadas
na matriz mitocondrial. Lon degrada proteinas desnaturadas e oxidadas, entretanto os
substratos de CIpXP ainda precisam ser identificados. Outra classe de proteases esta
localizada na membrana interna da mitocondria. Essas AAA metaloproteases
(ATPases associadas com varias atividades celulares) expbem seus sitios cataliticos
para a matriz mitocondrial (m-AAA protease) ou para o espaco intermembrana (i-AAA
protease) e estdo envolvidas no processamento de degradacéo de proteinas [67-70].

Ambas as proteases, i-AAA e m-AAA, degradam proteinas mal formadas do
espaco intermembrana mitocondrial [2]. Problemas nas proteases i-AAA e m-AAA
afetam a morfologia, proteostase e bioenergética mitocondrial [67, 71]. Defeitos
nessas proteases estao relacionadas com diversas patologias e no processo de
envelhecimento. Em camundongos idosos ocorre uma redugéo na expressao de Lon,
em condi¢des basais, 0 que aponta para uma reducéo na capacidade de lutar contra
estresses proteostéticos [72]. Em alguns casos, a perda da maquinaria de CQM causa

problemas bem cedo na vida de uma crianga, como mutagdes em ClpP, que foram
10



associadas com a sindrome de Perrault, causando perdas auditivas [73]. Ainda, Wai
e colaboradores demonstraram que a remocao da protease YMEL1L1 (m-AAA),
especificamente no coracéo, altera o metabolismo e morfologia mitocondrial e causa
disfuncdo cardiaca em camundongos [74].

Uma vez que a maior parte das proteinas mitocondriais sdo codificadas no
ndcleo, a comunicacao entre mitocondria e nucleo € extremamente importante para o
controle de qualidade mitocondrial. Essa comunicagcdo, que € conhecida como
sinalizacdo mitocondrial retrograda, regula a proteostase mitocondrial através do
aumento de expressao de genes mitocondriais presentes no nucleo [75]. Inicialmente
identificado em células de mamiferos [76], esse processo foi caracterizado e bem
explorado no nematoide Caenorhabditis elegans, onde prejuizos na resposta a
proteinas mitocondriais ndo enoveladas (UPRmt) prejudica a funcdo mitocondrial e
afeta negativamente a longevidade [77].

De forma resumida, a perda da proteostase mitocondrial ativa a UPRmt, que
culmina no acumulo de peptideos mitocondriais no citosol e translocagcdo do fator
transcricional ATFS-1 para 0 ndcleo. Em associagdo com outros fatores
transcricionais (UBL-5 e DVE-1), a ATFS-1 promove a expressao de genes envolvidos
com a proteostase mitocondrial (ex. chaperonas e proteases), o metabolismo
glicolitico, detoxificacdo e resposta imune inata, aliviando assim o estresse e re-
estabelecendo a homeostase mitocondrial [78-80].

Recentemente, Fiorese e colaboradores descreveram como a UPRmt é
regulada em mamiferos [81]. Eles sugerem que a ATF5, um fator de transcricdo em
mamiferos, desempenha papel protetor na disfungcdo mitocondrial através da

regulacéo da sinalizagcdo da UPRmt, similar ao que ocorre com ATFS-1 em vermes.
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Mitocondria

Figura 2: Esquema .ilustrativo da manutencdo da proteostase mitocondrial. O acumulo de
proteinas mal enoveladas resulta em aumento de protedlise e liberacdo de peptideos mitocondriais no
citosol. Esses peptideos podem ativar fatores de transcricdo, como ATFS-1, UBL-5 e DVE-1, que uma
vez no nucleo promovem regulacdo positiva de genes envolvidos com a proteostase mitocondrial
(chaperonas e proteases), aliviam o estresse e reestabelecem a homeostase mitocondrial.

1.4 Terceiro nivel de defesa: dinamica mitocondrial e mitofagia

As mitocondrias geralmente formam uma rede altamente dindmica que desempenha
um papel crucial na bioenergética celular. A manutencédo do tamanho, forma, nimero
e localizacdo mitocondrial depende de um mecanismo de controle de qualidade bem
conservado, que inclui a maquinaria mitocondrial de fusdo e fissdo e mitofagia [82-
84]. Problemas nesses processos resultam em acumulo de mitocondrias néo

saudaveis, que sao frequentemente associadas com diversas patologias [85-87].

1.4.1 Fusdo mitocondrial

A fusdo mitocondrial € importante para a troca de DNA, membranas, proteinas
e metabolitos entre mitocdndrias vizinhas, assim auxiliando na manutencdo da
fosforilacdo oxidativa, potencial de membrana e replicacao/reparo de DNA [82]. A
fusdo mitocondrial requer a fusdo das membranas externa e interna de duas
mitocondrias [88]. Em células de mamiferos a fusdo & coordenada pelas proteinas
Mitofusina 1 (Mfn1) e Mitofusina 2 (Mfn2), que estdo localizadas na membrana externa
da mitocondria, e pela proteina Optic atrophy 1 (OPA1l). As mitofusinas, que

apresentam 80% de similaridade entre si [89] sdo dynamin-like GTPases que
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apresentam um dominio catalitico que se liga em GTP, na porcdo N-terminal da
proteina, e ficam ancoradas na membrana externa da mitocondria através do seu
dominio C-terminal transmembrar [90]. A fusdo das membranas externas se da
quando ocorre a hidrélise de GTP, que induz uma mudanca conformacional nas
proteinas, que colocam as membranas das mitocondrias vizinhas em contato uma
com a outra [91, 92]. Além do seu papel na regulacdo da dinamica mitocondrial, a
Mfn2 também conecta a mitocondria ao reticulo endoplasmatico, um processo
importante para o controle da captacdo de célcio e morte celular [93]. A proteina
OPAL, responsével pela fusdo da membrana interna da mitocéndria, € uma dynamin-
like GTPase que esta ancorada na membrana interna da organela através de um
dominio transmembranar na sua porcdo N-terminal [94]. OPAl1 é submetida a
processamento proteolitico por duas peptidases (OMAL1 e YME1L1) [95], e quando
isso leva a acumulo de sua forma curta acontece fragmentacédo da rede mitocondrial
e danos estruturais a crista mitocondrial [67, 96].

A fus@o mitocondrial é extremamente importante para a fisiologia de diversos
tecidos. A delecao de Mfnl ou Mfn2, em camundongos, leva a morte ainda no Utero
[97]. A remog&o combinada de Mfnl e Mfn2 no coragédo de camundongos levou a
insuficiéncia cardiaca [98]. Interessantemente, Hall e colaboradores recentemente
demonstraram que animais duplo knockout para Mfn1l/Mfn2 no coracdo, foram
protegidos contra o insulto agudo de isquemia e reperfusdo, através da reducéo do
contato entre mitocdndria e reticulo sarcoplasmético [99]. Esses achados sugerem
que Mfnl e Mfn2 podem desempenhar papel protetivo ou causar prejuizo de acordo
com a condicdo estressante. Problemas na dindmica mitocondrial causados pela
delecdo de OPA1, ou desbalanco em seu processamento, também causam
fragmentacdo mitocondrial, déficit bioenergético e insuficiéncia cardiaca em
camundongos [74, 100].

De forma geral, enzimas que controlam a fusdo mitocondrial sdo essenciais
para a manutencdo da bioenergética e viabilidade celular. Ainda, intervencao
farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas que modulem Mfnl, Mfn2 e OPA1 podem ter

efeitos protetores contra condigdes patologicas agudas e cronicas.

1.4.2 Fissao mitocondrial

A fissdo € um processo altamente regulado, que se prejudicado pode alterar

0 metabolismo, a proliferacdo e a viabilidade celular [101, 102]. A fissdo mitocondrial
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€ critica para segregar mitocondrias disfuncionais, onde a por¢ao disfuncional pode
ser enderecada para recuperacao se fusionando com outra mitocéndria saudavel, ou
ser mandada para degradacdo através da mitofagia [103]. A fissdo mitocondrial &
iniciada pela proteina Drpl (dynamin-related protein 1). ApoOs ativacdo, a Drpl
transloca do citosol para a membrana externa da mitocondria, onde se liga com o
auxilio de proteinas adaptadoras (Mff e Fisl) e comprimi ambas membranas
mitocondriais, externa e interna [104, 105]. Prejuizos nesse processo foram
associados a doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer [102, 106]. De
fato, reducédo da fissdo mitocondrial, por conta de mutacdo no gene Dnm1l (Drpl)
causa progressiva deficiéncia na producao de energia e cardiomiopatia dilatada em
roedores [107]. No outro oposto, a fissdo excessiva também tem impacto negativo no
coragcao, durante o estabelecimento do dano de isquemia e reperfusédo [88]. Os
mecanismos que regulam a fissdo séo diferentes, de acordo com a sua finalidade. A
proliferacdo mitocondrial ocorre com o auxilio da proteina adaptadora Mff e o reticulo
endoplasmatico, e ocorre no meio da mitocondria. Ja a fissdo para degradacédo ocorre
com o auxilio da proteina adaptadora Fisl e o lisossomo e acontece nas pontas das
mitocondrias [108].

Inibicdo da fissdo mitocondrial de forma farmacoldgica, ou genética é capaz
de proteger diferentes tipos celulares em situacdes de estresse. A inibicdo da fissdo
usando um mutante dominante negativo para Drpl protege cardiomiécitos em cultura
contra o estresse de hipoxia e reoxigenacado [109]. J& a inibicdo farmacoldgica por
meio do uso da molécula mdivi-1 (mitochondial division inhibitor 1), que inibe a
atividade da Drpl, mostrou efeito protetor em modelo animal de isquemia cerebral
[110] e doenga de Alzheimer [111]. Outra ferramenta disponivel € um inibidor seletivo
da maquinaria de fisséo (peptideo p110, Qi et al 2013), que inibe a interacdo entre as
proteinas de fissdo Fisl e Drpl, reduz a fissdo mitocondrial e melhora a bioenergética
em diferentes modelos de danos de isquemia e reperfusao, incluindo cardiomiécitos
primarios, modelo de funcdo cardiaca ex vivo e em modelo in vivo de infarto do
miocardio [112]. Interessantemente, uma dose Unica do peptideo p110 durante a
reperfusdo apds a oclusdo transiente da artéria coronaria € suficiente para inibir a
excessiva fissdo mitocondrial, aumenta o consumo de oxigénio e melhora a fungéo
cardiaca no longo prazo [112]. Em conjunto esses estudos fornecem evidéncias que
bloguear a fissdo excessiva tem efeito protetor contra insultos estressores. Portanto,
terapias capazes de reduzir a excessiva fissdo mitocondrial podem ser uma valiosa

ferramenta contra diversas patologias.
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1.4.2 Mitofagia

O acumulo de mitocdndrias disfuncionais parece desempenhar papel critico
em diversas patologias. Portanto, a renovacdo mitocondrial € necessaria para a
manutencdo da homeostase celular. Mitocondrias disfuncionais podem ser ativamente
marcadas para eliminacdo através de um processo conhecido como autofagia
mitocondrial (mitofagia). Brevemente, em mitocéndrias saudaveis PINK1 é importada
para a membrana interna da mitocondria, onde é degradada. Durante o estresse,
ocorre dissipacéo do potencial de membrana mitocondrial, o que resulta em acumulo
de PINK1 na superficie mitocondrial, que fosforila/ativa a ubiquitina E3 ligase Parkin
[113]. Parkin ubiquitina proteinas-chave que podem ser degradas pelo proteassoma
ou reconhecidas por proteinas adaptadoras da autofagia. Essas proteinas
adaptadoras sdo capazes de atuar como receptores de carga, que 0s recrutam para
o autofagossomo [114]. Entdo, os autofagossomos se fundem com os lisossomos para
degradar as mitocéndrias sequestradas [115]. Este processo é conhecido como
macroautofagia. A mitocondria também pode ser engolfada através de invaginacoes
membranares do lisossomo, um processo chamado de microautofagia [116, 117].
Tanto a macroautofagia quanto a microautofagia sdo essenciais para a remocéo de
mitocondrias disfuncionais durante o estresse celular [88].

O prejuizo na mitofagia esta associado com o envelhecimento e diversas
patologias, como doencas neurodegenerativas, miopatias, desordens metabdlicas e
cancer [118]. Durante o envelhecimento ocorre reducdo da funcdo mitocondrial,
acompanhada do aumento da mitofagia [119]. Em doencas cardiacas os marcadores
de autofagia estdo aumentados [120, 121]. Entretanto, o acumulo dessas proteinas
pode significar tanto o aumento, quanto a reducéao do fluxo autofagico [122]. De fato,
durante a insuficiéncia cardiaca ocorre aumento de marcadores autofagicos e reducao
do fluxo autofagico, enquanto que 4 semanas de treinamento fisico forma suficientes
para elevar o fluxo autofagico [123]. De forma similar, em modelo de atrofia muscular
esquelética a mitofagia estava prejudicada, e treinamento fisico mostrou efeito
benéfico [124]. Estudos com animais geneticamente modificados mostram que a
autofagia € essencial para a manutencéo da homeostase cardiaca e neurologica [125-
127]. Em animais com knockout para genes relacionados a autofagia, em tecidos

especificos ocorre acumulo de mitocondrias desorganizadas e estresse oxidativo
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[128, 129], enquanto que a super expressado desses genes auxiliam na melhora da
cardiomiopatia [130].

Por fim, a mitofagia parece desempenhar um papel essencial durante o
estabelecimento do dano agudo da isquemia e reperfusdo no coragédo, um processo
caracterizado pelo acumulo de mitocondria danificadas e grave estresse oxidativo. O
aumento farmacoldgico da autofagia previne a morte celular que segue o dano de
isquemia e reperfusdo [116, 131, 132]. Entretanto, mais estudos se fazem necessarios
para avaliar se os efeitos cardioprotetores ocorrem por conta do aumento de remoc¢ao
de mitocondrias danificadas. De fato, a remocdo de Parkin ou p62/SQTSTM1 é
suficiente para abolir os efeitos cardioprotetores do precondicionamento isquémico e

do tratamento com sinvastatina em roedores [133, 134].

Balanco - . .
Fissao/Fusao @,p1> Mitofagia
—

Figura 3: Esquema ilustrativo da plasticidade (dindmica) mitocondrial. Alteracdes na demanda
bioenergética celular ou condicdes patoldégicas podem desencadear o processo de fissdo mitocondrial,
no gual a Drpl transloca-se para a mitocondria e se liga a Fisl. Essas mitocondrias menores podem
ser recuperadas ou removidas. As mitocondrias recuperadas entram novamente no ciclo de vida da
organela e se fundem com novas mitocdndrias. Mfnl e Mfn2 requlam a fusdo da membrana externa,
ao passo que a OPA1 é responsavel pela fusdo da membrana interna. As mitocondrias danificadas
podem ser removidas por mitofagia. Nesse processo, a mitocondria é identificada por marcadores
especificos, sequestrada pelo autofagossomo e a fusdo deste com o lisossomo permite a degradacédo

da organela.
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6. CONCLUSAO

Os diferentes componentes do controle de qualidade mitocondrial foram afetados
nas condi¢des avaliadas neste trabalho. Durante a infecgéo celular pelo parasita T.
cruzi observamos modulagdo da dindmica mitocondrial (um dos componentes do
controle de qualidade mitocondrial). Em células com prejuizo na maquinaria de fusao
mitocondrial a infec¢céo parasitaria foi exacerbada. Por outro lado, células com prejuizo
na magquinaria de fissdo mitocondrial apresentaram menor porcentagem de infecgao.

O sistema de detoxificacdo do controle de qualidade mitocondrial foi avaliado sob
duas diferentes condi¢cfes, na atrofia muscular causada pela constricdo crénica do
nervo isquiatico e durante o processo de envelhecimento. Em ambas as condicdes
observamos papel relevante da enzima aldeido desidrogenase 2.

A enzima ALDH2 participa no processo de disfuncdo muscular esquelética
causada pela CCI, e, portanto, € um bom alvo terapéutico para o tratamento de
condi¢cBes que causem atrofia e disfuncdo muscular esquelética.

Por fim, observamos que a enzima ALDH2 apresenta diferentes expressoes e
atividade em diferentes tecidos, e isso pode estar ligado as diferencas metabdlicas de
cada tecido. Além disso, durante o envelhecimento, o cérebro apresenta prejuizo na
atividade da ALDH2 e a modulacéo genética da atividade da enzima pode agravar os
efeitos deletérios causados durante o processo de envelhecimento.

Nossos resultados ressaltam a importancia do controle de qualidade mitocondrial
nas mais diferentes condi¢des fisioldégicas e/ou patoldgicas, uma vez que a modulacao

de componentes desse sistema pode causar consequéncias deletérias.
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