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RESUMO

A mitocondria possuil inegavel papel na manutencdo da homeostase. Além de sua
funcao basica - mas essencial - de respiracdo celular, a organela também esta
presente nos mais diversos processos como apoptose, termogénese, balanco redox,
entre outros. Atualmente, técnicas in vitro, como a respirometria de alta
resolucdo, sdo utilizadas para avaliar o desempenho das atividades mitocondriais
e, mais ainda, conferem imenso poder de interpretacdo. E dos muitos fatores que
podem influenciar o funcionamento da mitocondria, a temperatura tem se
tornado proeminente. Coletivamente, estudos em diversas areas apontam que a
temperatura pode afetar profundamente as atividades mitocondriais. Ainda,
estes efeitos a nivel celular podem servir como base para explicacdo de fenomenos
sistémicos que a temperatura suscita, possuindo relevancia para grandes topicos,
como patologia e ecologia. Entao, através de uma revisao da literatura, o objetivo
deste trabalho foi apresentar as formas pelas quails a temperatura impacta o
funcionamento mitocondrial e como estes efeitos podem influenciar a homeostase

dos organismos de maneira geral.

Palavras-chave: Metabolismo Energético, Hipotermia, Hipertermia, Teoria

Metabdlica da Ecologia.
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ABSTRACT

The mitochondrion has an undeniable role in maintaining homeostasis. Besides
its basic - but essential - function of cellular respiration, this organelle is also
present in countless other processes, such as apoptosis, thermogenesis, redox
balance, etc. Currently, in vitro methods, like high-resolution respirometry, are
useful tools for evaluating mitochondrial activity. They also provide high
Interpretative power. And among the many factors that can impact mitochondrial
activity, temperature is a prominent one. Collectively, several studies in different
areas point out that temperature can utterly affect mitochondrial functioning.
Moreover, these underlying cellular effects can serve as a basis for understanding
the systemic phenomena that temperature evokes, being relevant for many great
topics, such as pathology and ecology. Thus, by reviewing the current literature,
the aim of this project was to present the ways by which temperature can impact
mitochondrial functioning, and how these effects may be reflected in the

whole-organism homeostasis.

Key-words: Energy Metabolism, Hypothermia, Hyperthermia, Metabolic Theory
of Ecology.
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INTRODUCAO

As mitocondrias sdo o principal sitio da respiracao celular, na qual
substratos sao transformados em grandes quantidades de energia utilizando
oxigénio. A respiracao celular ocorre majoritariamente no interior dessa organela
e tal processo é responsavel pela maior parte da energia sintetizada nos
organismos. De maneira geral, a mitocondria nao s6 executa essas atividades
essencials para a manutencao da homeostase energética, mas também é peca
central nos mais diversos processos - tals como: biossintese de compostos
celulares, termogénese, apoptose, detoxificacdo, neurotransmissao, proliferacao
celular, etc - os quais sdo sofisticadamente regulados e indispensaveis para a vida
(VOET & VOET, 2011; LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Em contrapartida, estudos acerca dos efeitos da temperatura sobre
multiplos componentes celulares vém surgindo progressivamente nos ultimos
anos. Via de regra, a temperatura é um agente universal, que influencia desde os
processos simples até os mais complexos (BROWN, SIBLY & KODRIC-BROWN,
2012).

De maneira especifica, a atuacido da temperatura sobre a mitocondria tem
se mostrado bastante expressiva. A temperatura pode afetar varias etapas do
funcionamento mitocondrial, como a taxa de respiracdo celular, a producao de
calor, de radicais livres, e até mesmo os mecanismos mitocondriais envolvidos
com a morte celular. Adicionalmente, condigdes térmicas distintas podem
influenciar as atividades mitocondriais de forma desigual. Os varios efeitos
provocados na mitocondria, entdao, podem repercutir de maneira sistémica,
afetando o funcionamento dos organismos (BROWN, SIBLY & KODRIC-BROWN,
2012).

Assim, faz-se necessario entender como a temperatura, agindo a partir de
processos moleculares, pode incutir efeitos diversos, como adaptagbes a curto
prazo ou danos a longo prazo. Inimeras patologias apresentam desregulacao
mitocondrial - como disfun¢ées genéticas, cancer e a Doenca de Alzheimer, por

exemplo - e uma parcela de casos pode possuir a temperatura como fenémeno
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interferente, agindo tanto de forma benéfica, quanto de modo prejudicial.
Ademais, em face das mudancas climaticas, temperaturas extremas
potencialmente afetardo a satude e sobrevivéncia dos organismos, possivelmente
por meio de alteracées mitocondriais (BROWN, SIBLY & KODRIC-BROWN,
2012).

Sob esta perspectiva, o presente trabalho visou compreender como as
variagbes na temperatura influenciam o funcionamento mitocondrial e, de que
maneira alteracdoes mitocondriais causadas pela temperatura podem estar
relacionadas a variados topicos complexos, como a medicina e a ecologia.

Enquanto objetivos especificos, pretendeu-se revisar os principios do
funcionamento mitocondrial, desde sua atividade basica no metabolismo
energético até mecanismos mais particulares, como a apoptose, homeostase
redox, detoxificacido e termogénese; além de apresentar os métodos atuais in vitro
e in vivo que sdo usuals para avaliacdo dessas funcées. Foi proposto também
explorar os amplos efeitos da temperatura na atividade mitocondrial, revelando
0os mecanismos pelos quals a temperatura pode afetar universalmente a
homeostase dos organismos, seja de forma direta ou indireta.

Apesar de sua relevancia, poucas linhas de pesquisa atualmente se
encontram voltadas para este quadro. Justifica-se a presente investigacao,
portanto, ao considerar-se que muitos dos efeitos da temperatura a nivel celular
podem ser refletidos a uma escala sistémica. Nesta perspectiva, identificar estes

efeitos consiste no primeiro passo para interpreta-los.
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METODOLOGIA

Esta investigacdo foi realizada através de uma extensa revisio da
literatura. Por meio da busca em bancos de dados (Google Scholar, PubMed),
seguiu-se a analise de artigos pertinentes aos topicos "Mitochondria" +
"Temperature", "Mitochondrial Functioning"/"Activity" + "Hypothermia"
/Hyperthermia", "Metabolic ~ Theory  of  Ecology", "Respiration"  +
"Ectotherm"/"Endotherm" + "Temperature", entre outros.

A revisdo contou com uma selecdo bibliografica (mais de 40 artigos de
revisdo, 70 artigos originais e alguns livros didaticos base ja familiares) nestes
diversos ambitos como referéncia. Nao houve restricdo relativa ao periodo de
publicacao.

Além disso, o trabalho foi segmentado de modo que o primeiro grande
topico se concentrou em explorar a mitocondria e suas especificidades; e num
segundo capitulo, onde foram abordados os efeitos celulares e sistémicos da

temperatura.
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1. A mitocondria e suas funcoes

1.1 Aspectos Gerais

As descobertas acerca da mitocondria podem ser divididas temporalmente
em dois aspectos: um estrutural e outro bioquimico. No contexto estrutural, as
primeiras observacgoes de componentes celulares, que provavelmente eram
mitocondrias, datam por volta de 1840 (Pagliarini e Rutter, 2013). Foi somente
depois do inicio do século XX, entretanto, que a bioquimica mitocondrial comecgou
a ser desvendada.

Em 1913, Warburg auxiliou na concepcado da natureza
compartimentalizada da respiracdo celular ao descobrir as "enzimas
respiratorias" mitocondriais, hoje denominadas citocromos (Ernster e Schatz,
1981). Krebs, em seu artigo de 1937 acerca do metabolismo de acidos cetonicos
(Krebs e Johnson, 1937; Pagliarini e Rutter, 2013), elaborou o popular ciclo do
acido citrico (CAC). Em 1953, dividiu o prémio Nobel com Lipmann, o qual
descobriu a coenzima A e a importancia dela para o metabolismo intermediario
(The Nobel Prize in Physiology or Medicine, 1953; Pagliarini e Rutter, 2013). E, a
partir de 1948, a abordagem bioquimica pode enfim deslanchar. Lehninger e
outros estudiosos comprovaram a existéncia da cadeia respiratoria e fosforilacao
oxidativa (OXPHOS), além do fato de que as enzimas do CAC, da beta-oxidagao
de acidos graxos e da OXPHOS ficam localizadas na mitocondria (Ernster e
Schatz, 1981; Pagliarini e Rutter, 2013). Em 1961, Peter Mitchell formulou a
teoria quimiosmoética, base da bioenergética mitocondrial (ERNSTER & SCHATYZ,
1981; PAGLIARINI & RUTTER, 2013).

Tantas décadas de extensa investigacdo levariam entdo a nogdo de que a
mitocondria seria a "usina de energia das células", por ser a maior responsavel
pela sintese aerdbica de combustivel celular, na forma da molécula carreadora de
energia universal, a adenosina trifosfato (ATP) (SCHEFFLER, 2008).

Neste interim, sempre foram largamente descritas observacoes acerca da
similaridade estrutural entre mitocondrias e bactérias. A saber, em 1890, Richard

Altmann ja teria notado que a organela possui tamanho e formato similares aos
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de bactérias (Figura 1) (Tzagoloff, 1982; Pagliarini e Rutter, 2013). Outro
aspecto evidente é que mitocondrias, analogamente as bactérias gram-positivas,
sao formadas por duas membranas: a Membrana Externa Mitocondrial (MEM) e
a Membrana Interna Mitocondrial (MIM); as quais sdo banhadas por dois espacos
aquosos (0 espaco intermembranas e a matriz mitocondrial) (Pallen, 2011;
Boguszewska et al., 2020). Além de tudo, a maquinaria genética das mitocondrias
e das bactérias é parecida: seus DNAs sdo circulares e compartilham tanto

semelhancas estruturais como funcionais (PALLEN, 2011).

Figura 1. Estrutura da Mitocondria. Micrografia obtida a partir de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET). Pode-se observar as duas membranas, matriz e espago intermembranas.
Nota-se a similaridade estrutural com uma bactéria. Fonte: Alberts, 2010. Biologia Molecular da

Célula, 5 edicao, fig. 14-8.
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Em termos fisiolégicos, a respiracdo celular aerdbica é outra grande
similaridade: a fosforilagido oxidativa desempenhada pela mitocondria é analoga a
sintese de ATP bacteriana e as duas ocorrem nas suas respectivas membranas
internas (Boguszewska et al., 2020). Além disso, a mitocondria realiza o processo
de fissdo, o qual se assemelha a fissdo binaria, a divisdo celular bacteriana
(Boguszewska et al., 2020). Mitocondrias, portanto, sdo capazes de dividir de
modo a controlar sua distribuicdo dentro da célula (Scheffler, 2008; Mishra e
Chan, 2014). Apesar de ausente em bactérias, nas mitocondrias também ocorre o
processo de fusdo, onde duas ou mais mitocondrias se unem em uma maior
(Pallen, 2011; Boguszewska et al., 2020). Desta forma, quantidade, formato e
disposicao das mitocondrias estao sob intenso controle da dinamica de fusao e
fissao mitocondrial (SCHEFFLER, 2008; MISHRA & CHAN, 2014).

E foi somente apdés o advento de técnicas sofisticadas de biologia molecular
que se tornou possivel de fato sequenciar o DNA mitocondrial (mtDNA)
(Anderson et al., 1981). Sua revelacido fez ratificar ainda mais a teoria da
endossimbiose, até aquele momento rejeitada. Hoje, ela é amplamente aceita no
principio da origem dos organismos eucariotos. De acordo com Scheffler (2008) e
Archibald (2011), em 1970, a jovem bidloga Lynn Margulis reuniu evidéncias e
formulou a seguinte teoria: em certo momento do periodo Pré-Cambriano,
Iniciou-se uma relacdo simbidtica entre um organismo procarionte com
capacidade de realizar fosforilacdo oxidativa e um proto-eucarionte. O
procarionte, isto €, a "proto-mitocondria", teria invadido a célula hospedeira (de
maneira analoga ao comportamento de uma bactéria invasora atual), ou até
mesmo sido fagocitado (Gray, 2017). De qualquer modo, esta relacdo teria se

tornado obrigatéria, gerando assim o primeiro organismo eucarionte capaz de

respiracao aerédbica (SCHEFFLER, 2008; GRAY, 2017).

Se este argumento for sustentado [de que todas as células eucaridticas ou
possuem, ou ja possuiram e posteriormente perderam, mitocondrias],
entdo a possessao de mitocondrias podera ter sido fator sine qua non da
condigdo eucaridtica. Isto ndo pode ser dito de nenhuma outra organela.
(LANE, 2007, p.13, traducgéao livre)
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Nesta perspectiva, a mitocondria é de fato um componente celular pivo,
nao apenas em seres humanos, bem como em outros organismos complexos. Até
as ultimas décadas, porém, a 1mportancia da mitocondria esteve
majoritariamente atrelada a sua capacidade de realizar a respiracao aerdbica. O
retorno de sua popularidade, por outro lado, esteve ligado ao avango na area de
protedmica mitocondrial (Pagliarini e Rutter, 2013). Estudos nesse ambito vieram
a indicar que a mitocondria atua em muitos outros processos celulares, cruciais

para a manutencao da vida. Ademais, a perturbacao destes processos pode levar

a uma gama de transtornos e até a morte (PAGLIARINI & RUTTER, 2013).

1.2 Funcoes mitocondriais

Em vista disso, faz-se necessario explorar as maultiplas funcées
desempenhadas pela mitocondria. Sob um panorama geral, essa organela esta
envolvida ndo s6 em inimeros processos bioquimicos basicos, tal qual a sintese de
ATP; como também em atividades complexas e interligadas, como apoptose,
neurotransmissao, proliferacao celular e termogénese.

Um exemplo de func¢do mitocondrial menos conhecida é a sua participacao
na biossintese e reciclagem de diversos compostos como os aminoacidos, acidos
graxos, esteroides, nucleotideos, grupo heme e até mesmo no fornecimento de
intermediarios para o CAC e gliconeogénese (sintese de glicose) (SPINELLI &
HAIGIS, 2018).

Outro papel fundamental desempenhado pela mitocondria é no
metabolismo de cdlcio. O calcio age como segundo mensageiro em inumeras
atividades celulares (Graier, Frieden e Malli, 2007) e os niveis de Ca?*
intracelulares sao regulados por mecanismos executados pela mitocondria, em
conjunto com o reticulo endoplasmatico e a membrana plasmatica (Devine e
Kittler, 2018). Mais ainda, esta funcdo mitocondrial é especialmente relevante
para a neurotransmissdo. Isto porque, além de prover o ATP necessario para a
formacéo e trafego de vesiculas contendo os neurotransmissores - cuja liberacao é

dependente de calcio - ela maneja as concentracées de Ca?* (Devine e Kittler,
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2018). Assim, a regulacido de Ca?* por parte da mitocondria é essencial para que
haja a comunicag¢ao neuronal (DEVINE & KITTLER, 2018).

Diante da ampla atuacao mitocondrial, a presente revisdo destacou
algumas fungdes mitocondriais a serem descritas com maior profundidade. Sao

elas: a respiracao celular, a apoptose, o balanco redox e a termogénese.

ARESPIRACAO CELULAR

Praticamente todos os organismos utilizam a glicose como principal
substrato energético (Fothergill-Gilmore e Michels, 1993). Assim, a glicolise é o
processo de quebra da glicose (um carboidrato de seis carbonos), no qual se
formam duas moléculas de piruvato (composto de trés carbonos), gerando-se ATP
no citosol (Voet e Voet, 2011; Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Este conjunto de
reacoes nao necessita da presenca de oxigénio, contudo, culmina numa produgao
de ATP bem limitada: para cada molécula de glicose, ha um ganho liquido de dois
ATPs (VOET & VOET, 2011; LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Certos organismos, em situacoes de aerobiose, ou seja, em que ha oxigénio
disponivel, ainda conseguem continuar o processo de oxidacdo. Desta forma, o
piruvato e intermediarios da glicdlise sao oxidados a CO: e H:O a fim de gerar
mais moléculas carreadoras de energia (Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Em
termos bioquimicos, este catabolismo que utiliza O: e gera CO: é o que chamamos
de respirac¢do celular (Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Além disso, estas
transformacgoes - o CAC e a OXPHOS - sao mais rentaveis, no sentido de que

muito mais ATP é produzido. Ademais, ambas ocorrem essencialmente no interior

da mitocondria (Figura 2) (VOET & VOET, 2011).
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Figura 2. Resumo do Metabolismo Energético Mitocondrial. Substratos energéticos sao
transformados em acetil-CoA no interior da mitocondria. Essa, por sua vez, entra no Ciclo do
Acido Citrico (CAC). Ao final deste processo, moléculas carreadoras de energia sdo abastecidas e
doam elétrons para uma série de complexos mitocondriais, na chamada Cadeia Transportadora de
Elétrons (CTE). O acoplamento desta cadeia com a producdo de ATP recebe o nome de
Fosforilagdo Oxidativa (OXPHOS). Fonte: Alberts, 2010. Biologia Molecular da Célula, 5* edicéo,
fig. 14-10.

De forma simplificada, em organismos aerdbicos, a primeira etapa apés a
glicolise é a formacdo de acetil-CoA. Uma vez no interior da mitocondria, o
piruvato, produto final da glicélise, é oxidado a acetil-CoA e CO: e esse processo é
catalisado pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase (PDC) (Voet e Voet,
2011; Lehninger, Nelson e Cox, 2017). A partir do piruvato, pode-se iniciar a via
de respiracdo celular, sintese de acidos graxos, esterois, ou aminoacidos
(Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Para tanto, ele precisa ser transportado para a
mitocondria através de um transportador especifico, pois a MIM é extremamente
seletiva e impermeavel a substancias carregadas (Gray, Tompkins e Taylor, 2013).
Isto ocorre a fim de manter um gradiente eletroquimico no espacgo
intermembranas - essencial para a OXPHOS (GRAY, TOMPKINS & TAYLOR,
2013).
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Assim, a acetil-CoA é a molécula que ira abastecer o CAC. Ele consiste
numa sequéncia de reacoes que, de forma ciclica, permitem oxidar a acetil-CoA
em duas moléculas de diéxido de carbono, fornecendo um fosfato de alta energia e
quatro moléculas carreadoras reduzidas (Figura 3) (Voet e Voet, 2011; Lehninger,
Nelson e Cox, 2017). O CAC funciona como um grande centro anaplerético, onde
anabolismo e catabolismo operam de maneira refinada em associacdo com
inumeras outras vias (LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

A acetil-CoA entra no CAC e passa por oito reagoes de rearranjo e
oxidacdo. A cada ciclo, apenas uma molécula de ATP é gerada (fosforilacdo a nivel
de substrato pela succinil-CoA sintetase). Contudo, quatro das oito reagdes do
ciclo irdo reduzir os cofatores doadores de elétrons: o NAD" (nicotinamida
adenina dinucleotideo) e o FAD (flavina-adenina dinucleétido) (Voet e Voet, 2011).
Essas moléculas, uma vez reduzidas, serdo utilizadas como doadores de elétrons

na cadeia transportadora de elétrons (a CTE) que, finalmente, levara a geracéo de

uma grande quantidade de ATP (LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Acetil-CoA
Citrato
Oxaloacetato Isocitrato
NADH -
Cl'cl.o co, NADH
do acido
itri
Malato S a-Cetoglutarato
Co,
Fumarato Lokt
FADH, Succinil-CoA
Succinato
GTP
(ATP)

Figura 3. O Ciclo do Acido Citrico. As reagoes estdo indicadas pelas setas azuis. Os produtos e
intermedidrios obtidos em uma volta do CAC estdo em preto e laranja (circulos). Fonte:

Lehninger, Nelson e Cox, 2014. Principios de Bioquimica de Lehninger. 6 edicdo, fig. 16-14.
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A OXPHOS é a ultima etapa da respiracao celular (Figura 4). Nela, o
oxigénio atua como aceptor final de elétrons, e forma-se agua. Estes elétrons
advem das moléculas de NADH e FADH:, provenientes das oxidac¢oes ocorridas no
CAC (Voet e Voet, 2011; Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Neste processo, o fluxo
de elétrons gera um gradiente eletroquimico entre as membranas mitocondriais;
o gradiente entao, ira permitir o acoplamento da CTE a sintese de ATP (VOET &
VOET, 2011; LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Para compreender como a OXPHOS culmina na sintese de ATP, é preciso
considerar a teoria quimiosmotica. Essa teoria foi formalmente proposta por
Peter Mitchell em 1961 (Rich, 2008; Pagliarini e Rutter, 2013), mas muito mais se
esclareceu apoés novas evidéncias acerca da estrutura de proteinas da CTE, como
a ATP sintase e complexos I e IV (MORELLI et al., 2019).

De acordo com Morelli et al. (2019), a teoria quimiosmotica original parte
de 3 pressupostos basicos. O primeiro afirma que "ha uma cadeia transportadora
de elétrons, a qual prové a transferéncia de energia em forma de H" de um lado da
membrana para outro", sendo que o gradiente se da de modo que os proétons sao
bombeados da matriz mitocondrial para o espac¢o intermembranas. O segundo
prevé a existéncia da ATP sintase, complexo o qual "sintetiza e hidrolisa ATP ao
translocar estes protons". Por fim, é necessario que a MIM seja "impermedvel a
espécies 10nicas, incluindo-se os prétons", de maneira que eles possam ser
bombeados somente através dos complexos mitocondriais embebidos nesta
membrana (MORELLI et al., 2019).

Em vista disso, o primeiro passo para a OXPHOS é a CTE. Nela, os
elétrons dos cofatores reduzidos (NADH e FADH:) sao transferidos para uma
série de carreadores de elétrons ou "centros redox", os quais, em sua maioria, sio
complexos proteicos integrais da MIM (Voet e Voet, 2011; Lehninger, Nelson e
Cox, 2017). De forma geral, a transferéncia de elétrons se da a partir de
moléculas doadoras de elétrons para diversas proteinas com capacidade redutora
- a "ubiquinona (Q), os citocromos (cit), proteinas Fe-S e, finalmente, para o O."
(Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Logo, é de se esperar que os potenciais de
reducdo dos componentes da cadeia encontrem-se em ordem crescente

(Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Deste modo, os elétrons fluem livremente de
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regioes com menor potencial redutor para regiées de maior potencial redutor
(VOET & VOET, 2011; LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Os elétrons sdo transferidos por entre complexos proteicos
supramoleculares embebidos na MIM (Lehninger, Nelson e Cox, 2017). O
Complexo I mitocondrial (CI), também chamado de NADH Desidrogenase,
catalisa duas reacées que irdo culminar na transferéncia de um H" mais o ion
hidreto do NADH para a Q, e também no bombeamento de quatro prétons da
matriz para o espaco intermembranas. Assim, os produtos sao o ubiquinol (QH:) e
o NAD* (LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

O Complexo II (CII) é a Succinato Desidrogenase, a tinica proteina do CAC
que esta fixa na membrana (Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Este complexo
catalisa a oxidacdo do succinato e a reducdo da Q. A transferéncia se da da
seguinte maneira: do succinato para o FAD, dele para os centros Fe-S e por fim
para a Q. Os CI e CII, entao, atuam paralelamente a fim de transferir elétrons
para a ubiquinona a partir de doadores diferentes (NADH ou FADH.)
(LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Em contrapartida, o Complexo III (CIII - Complexo citocromo bc:) catalisa
a transferéncia de elétrons das moléculas de ubiquinol obtidas para outra
proteina, o citocromo c¢ (cit ¢) (Lehninger, Nelson e Cox, 2017). O cit ¢, contudo,
nao se encontra no interior do complexo, pois se movimenta livremente entre o
CIII e CIV no espac¢o intermembranas. Além disso, o CIII acopla a transferéncia
de elétrons com o bombeamento de mais prétons para o espaco intermembranas
(LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

O Complexo IV (CIV - Citocromo ¢ Oxidase), no ultimo passo da CTE,
catalisa a transferéncia de elétrons para o aceptor final de elétrons, o O:
(Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Desta forma, o oxigénio é reduzido com os
elétrons provenientes do cit ¢, culminando na formacao de H:O. Nesse processo,
dois prétons sdo consumidos e dois sdo bombeados para o espaco intermembranas
(LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

O ultimo passo da respiracao celular, a OXPHOS propriamente dita, é o
acoplamento da transferéncia de elétrons a fosforilacdo oxidativa. Segundo a

teoria quimiosmotica, o bombeamento de prétons para o espaco intermembranas
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resulta num gradiente eletroquimico (AYm) (Figura 4). Elétrico (A¥Y), pois a
matriz mitocondrial se encontra mais negativa do que o espago intermembranas
(Lehninger, Nelson e Cox, 2017). E quimico (ApH), porque a matriz é mais
alcalina do que o espaco intermembranas (Lehninger, Nelson e Cox, 2017). A
soma destes dois componentes gera o gradiente A¥m, o qual chamamos de forca
proton-motriz da sintese de ATP, ou potencial de membrana mitocondrial
(LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

O A¥Ym é mantido fisiologicamente a niveis relativamente constantes
(Zorova et al., 2018). Apesar de variacdoes pequenas serem comuns, alteracoes
prolongadas no A¥m, como o seu aumento (hiperpolariza¢do) ou decréscimo
(despolarizagcdo), podem ocasionar danos celulares irreversiveis (ZOROVA et al.,
2018).

Finalmente, o Complexo V (CV - ATP sintase) possui um poro especifico,
por onde estes protons podem retornar passivamente (Lehninger, Nelson e Cox,
2017). Isto permite, enfim, acoplar o retorno a sintese de ATP a partir de ADP
(Adenosina Difosfato) + Pi (Fosfato Inorganico), um processo essencialmente

endergoénico (VOET & VOET, 2011; LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).
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Figura 4. A Fosforilagdo Oxidativa. Os complexos mitocondriais (coloridos) estdo embebidos na
membrana interna mitocondrial (MIM). Os elétrons sdo transportados por eles ao mesmo tempo
que os protons sdo bombeados para fora. A forca préton-motriz (A¥m) gerada é capaz de fornecer
energia para a sintese de ATP. Fonte: Lehninger, Nelson e Cox, 2014. Principios de Bioquimica de

Lehninger. 6% edicio, fig. 19-19.
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Vale ressaltar que, na presenca de compostos ou estruturas que aumentem
a permeabilidade 16nica da MIM, o gradiente eletroquimico é dissipado - pois os
protons sao capazes de retornar sem o acoplamento a sintese de ATP (Voet e Voet,
2011). Este processo de desacoplamento libera energia em forma de calor, a
chamada termogénese mitocondrial, que sera explorada adiante (VOET & VOET,
2011).

Além de tudo, alguns tecidos sdo capazes de quebrar nao s6 a glicose mas
também acidos graxos a fim de obter energia. Este processo, a f-oxidagcdo de
dcidos graxos, é mitocondrial, podendo ocorrer também nos peroxissomos
(Koolman e Rohm, 2004; Lehninger, Nelson e Cox, 2017). Como consequéncia,
moléculas de acetil-CoA sao retiradas do acido graxo ciclicamente e depois sofrem
oxidagdo no CAC. Finalmente, os elétrons obtidos a partir da B-oxidacdo sdo
utilizados na CTE para sintetizar ATP (KOOLMAN & ROHM, 2004;
LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

APOPTOSE

A funcao mitocondrial de respiracao celular foi uma das primeiras a serem
descobertas e a mais explorada durante muitas décadas. Todavia, com o
desenvolvimento da proteomica, muitas outras funcoes foram identificadas. Um
dos primeiros estudos a elucidar os papeis paralelos da mitocondria dizia respeito
ao seu envolvimento na morte celular programada, ou apoptose (KIBERSTIS,
1999; PAGLIARINI & RUTTER, 2013).

Pesquisadores como Green e Reed (1998) ajudaram a esclarecer como a
mitocondria também possui papel central no processo de apoptose, pelo menos em
grande parte dos organismos. De modo geral, a mitocondria participa da apoptose
por trés mecanismos: pela interrupcdo da CTE; pelo aumento da producio das
espécies reativas de oxigénio (ROS) ou ao liberar proteinas mitocondriais no
citosol da célula que sao capazes de ativar a cascata de apoptose (Green e Reed,
1998). E importante real¢ar que os dois primeiros mecanismos sio caracteristicos

da fase final, ou late apoptosis, de modo que a principal forma que a mitocondria
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possul para iniciar eventos apoptoticos é a liberac¢do do citocromo ¢ para o citosol
(GREEN & REED, 1998; PAGLIARINI & RUTTER, 2013).

O cit ¢, portanto, é a principal proteina mitocondrial capaz de ativar e
reagir com proteases citosélicas, as chamadas caspases (Green e Reed, 1998). As
caspases sao as efetoras do processo de morte celular programada (Green e Reed,
1998). De maneira simplificada, o cit ¢ liberado no citosol ira fazer parte do
"apoptossomo" que, por sua vez, ativara a caspase-9, dando inicio a cascata

apoptotica (GREEN & REED, 1998).

HOMEOSTASE REDOX E DETOXIFICACAO

Para manter a homeostase redox, a célula necessita de mecanismos que
equilibrem a producédo e a detoxificacido de substancias reativas. A mitocondria é
a maior responsavel por estes dois processos. Em vista disso, ela é um dos
principais sitios para a manutencao do balanco redox (GEORGIEVA et al., 2017).

Os produtos secundarios do metabolismo energético mitocondrial podem
possuir fungoes celulares, mas também podem ser toxicos (Spinelli e Haigis,
2018). Desta forma, a mitocondria é equipada com mecanismos para lidar com
estes compostos. Um exemplo é a amonia. Ela resulta do metabolismo de
aminoacidos, nucleotideos e também da microbiota; contudo, precisa ser
eliminada, uma vez que é toxica para alguns animais (Spinelli e Haigis, 2018).
Por isso, na mitocondria hepatica, acontecem algumas reagoes do ciclo da ureia,
no qual a amoénia é metabolizada em ureia, e esta pode finalmente ser excretada
(SPINELLI & HAIGIS, 2018).

Ha também a questao das ROS. Dentre as ROS mais relevantes, a maior
parte é derivada do superdxido (O:) (Sena e Chandel, 2012). Elas sao
primariamente produzidas a partir do escape de elétrons dos componentes da
CTE mitocondrial para o oxigénio molecular (Handy e Loscalzo, 2012; Spinelli e
Haigis, 2018). Mais ainda, estudos mostram que as ROS podem possuir um papel

dual na fisiologia celular (SENA & CHANDEL, 2012).
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Em niveis baixos, as ROS sio essenciais para uma célula animal normal,
tendo papel vital em processos, tais como a ativagao de células imunes, migracao
e diferenciacao celular (Sena e Chandel, 2012; Spinelli e Haigis, 2018). Em
concentracoes um pouco maiores, as ROS sido indispensaveis na sinalizacido e
adaptacdo ao estresse - situacoes como hipdxia, mudancas no A¥m,
disponibilidade de substratos, entre outros (Sena e Chandel, 2012; Spinelli e
Haigis, 2018). Além disso, nessas concentrag¢ées nio tao altas, somadas a um
aumento no A¥m, pressupbe-se que a mitocondria também atua promovendo a
proliferacdo celular (RUSTIN, 2002; ARCIUCH et al., 2012; SPINELLI &
HAIGIS, 2018).

No entanto, altos niveis de ROS podem nitidamente induzir dano celular.
Dentre eles, as ROS podem danificar as estruturas de lipidios, proteinas e DNA
(Sena e Chandel, 2012; Schieber e Chandel, 2014). A homeostase redox da célula,
entdo, depende de mecanismos enzimaticos eficientes para detoxificar as ROS
(SPINELLI & HAIGIS, 2018).

Acredita-se, assim, que disfuncoes nos mecanismos redox mitocondriais
possam levar a apoptose, uma vez que mitocondrias com funcionamento
prejudicado comprometem fortemente o desempenho celular. De acordo com a
revisao realizada por Rustin (2002), a morte celular por apoptose pode ser
induzida quando o aumento no A¥Ym vem atrelado de uma exacerbagao dos niveis
de producao de ROS até um ponto irreversivel (RUSTIN, 2002).

Por fim, células proliferativas com carater tumoral apresentam um grau de
producdo de ROS muito mais préximo ao danoso, além de uma diminuicdo na
OXPHOS (Rustin, 2002; Arciuch et al., 2012). Em contrapartida, o metabolismo
glicolitico nestas células é mais acentuado. Isto ocorre, possivelmente, pela maior
necessidade de aquisigao facilitada de nutrientes, do que de uma alta producao de
ATP, como na maioria das células (Vander-Heiden, Cantley e Thompson, 2009).
Este efeito incomum de dependéncia glicolitica é chamado de efeito Warburg
(Vander-Heiden, Cantley e Thompson, 2009; Arciuch et al., 2012) e, em um
contexto clinico, pode ser um importante marcador de células tumorais. Ainda,
evidéncias apontam que a inibicdo mitocondrial pode ser uma estratégia

terapéutica eficaz contra o cancer (AHN & METALLO, 2015).
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TERMOGENESE

Certos agentes sao capazes de desacoplar a oxidacao da fosforilacdo na
CTE mitocondrial e por isso, sdo chamados de desacopladores mitocondriais
(Koolman & Rohm, 2004). Dentre eles estao moléculas exdégenas como o DNF
(2,4-dinitrofenol) e o CCCP (carbonilcianeto-m-clorofenil-hidrazona) (Voet e Voet,
2011; Evinova et al., 2020). Além disso, as mitocondrias de tecidos especificos sao
equipadas naturalmente com as chamadas proteinas desacopladoras
mitocondriais (UCP) (KOOLMAN & ROHM, 2004; VOET & VOET, 2011;
LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

As UCPs sao canais i6nicos (Koolman & Rohm, 2004) que se localizam na
MIM (Voet e Voet, 2011). Sua func¢éo é permitir que os protons bombeados pela
CTE para o espago intermembranas retornem para a matriz sem passar pela ATP
sintase (Koolman & Rohm, 2004; Voet e Voet, 2011). Desta forma, a energia
proveniente da oxidacao é dissipada, ndo para produzir ATP, e sim liberada em
forma de calor (Figura 5) (KOOLMAN & ROHM, 2004; VOET & VOET, 2011;
LEHNINGER, NELSON & COX, 2017).

Este processo, chamado de termogénese sem tremores, é realizado pela
UCP1, localizada nas mitocondrias do tecido adiposo marrom (BAT) (Voet e Voet,
2011). De modo geral, este fenomeno é especialmente valioso para mamiferos
pequenos e recém nascidos (pois sua razao entre area de superficie e volume é
baixa, o que faz com que eles percam calor com maior facilidade), e também
animais que hibernam (LEHNINGER, NELSON & COX, 2017; LEE et al, 2019).

Contudo, estudos notaram a presenca de outras UCPs em outros tecidos
(Koolman & Rohm, 2004; Voet e Voet, 2011). A UCP2 pode ser encontrada
também no tecido adiposo branco e a UCP3 encontra-se até em musculos (Voet e
Voet, 2011). Assim, estes achados sao particularmente importantes para estudos
do metabolismo. Ativadas por sinais hormonais como a tiroxina, essas UCPs
podem aumentar a taxa metabdlica (TM) basal (Koolman & Rohm, 2004),

atuando como fatores regulatérios do metabolismo.
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Figura 5. A Termogénese Sem Tremores. Proteinas desacopladoras podem permitir o retorno dos
prétons do espaco intermembranas, desacoplando a CTE a sintese de ATP, de maneira a dissipar
sua energia na forma de calor. Fonte: Lehninger, Nelson e Cox, 2014. Principios de Bioquimica de

Lehninger. 6* edigdo, fig. 19-36.

1.3 Metodologias para analise do funcionamento mitocondrial

Em virtude desta gama de funcdes mitocondriais, torna-se indispensavel
entender como a organela normalmente se comporta. Logo, uma série de
metodologias podem ser empregadas para medir o funcionamento mitocondrial e
entender até que ponto ele pode ser comprometido sob condi¢ées atipicas. As
abordagens sao amplas, e incluem pesquisas in vitro (mitocondrias isoladas,

células permeabilizadas e células intactas) e in vivo (tecidos e organismos vivos).

ABORDAGENS IN VITRO

Nos ultimos anos, técnicas in vitro tém se consolidado como poderosas
ferramentas para avaliacdo do funcionamento mitocondrial. Sua vantagem é que,
além de possuirem baixo custo e serem de facil manipulacgao, elas também trazem
uma interpretacao mecanicista dos fenomenos que afetam a mitocondria (Lanza e
Nair, 2010). Como ponto negativo, elas ndo abordam todo o contexto que modelos
in vivo propoem (Perry et al., 2013). Além disso, o funcionamento mitocondrial

possuil heterogeneidade entre os tecidos e células (Kuznetsov e Margreiter, 2009).
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Portanto, a escolha de modelos in vitro deve atender aos requisitos da
investigacao e estar atrelada a no¢ao de que ha certas limitagées fisioldgicas.

Os métodos in vitro geralmente abrangem o uso de mitocondrias isoladas,
de células inteiras permeabilizadas ou de células intactas provenientes de
culturas (imortalizadas ou primarias) (PERRY et al., 2013).

As mitocondrias isoladas podem ser obtidas através de centrifugacio
diferencial a partir de tecidos ou células (Perry et al., 2013). A vantagem de
usa-las reside na facilidade de estudar os mecanismos bioenergéticos e
integridade mitocondrial sem influéncia de componentes celulares (Kuznetsov et
al., 2008; Brand e Nicholls, 2011). Mas, como consequéncia, essa técnica pode
afetar a estrutura mitocondrial; uma grande quantidade de células e tecidos deve
ser usada; e o contexto de interacoes celulares normais entre mitocondria e citosol
é omitido (KUZNETSOV et al., 2008; PERRY et al., 2013).

A técnica de permeabilizacao de células traz uma alternativa a algumas
dessas desvantagens. Com adi¢ido de agentes quimicos - saponinas - a membrana
plasmatica perde sua integridade, o que permite uma interagao entre o ambiente
intracelular e o meio de incubacao (Kuznetsov et al., 2008), culminando no acesso

de substratos a mitocondria (Perry et al., 2013). Com esta técnica, também é

D~

possivel investigar a integridade da MEM. Se houver dano a MEM, o cit ¢
liberado, depletado e, portanto, a CTE é inibida. A adi¢do de mais cit ¢, entdo, faz
com que a respiracido seja estimulada novamente (KUZNETSOV et al., 2008,
PERRY et al., 2013).

Por fim, a utilizacdo de células intactas possui maior relevancia fisiolégica
(Brand e Nicholls, 2011), uma vez que se aproxima mais das condi¢oes
encontradas in vivo. Apesar disso, o cultivo destas células é muito mais complexo
(Brand e Nicholls, 2011); algumas linhagens imortalizadas possuem maior
metabolismo anaerodbio (glicolitico) (Perry et al., 2013); e a membrana plasmatica
integra dificulta a absorcio de substratos de interesse (BRAND & NICHOLLS,
2011).

Neste cenario, as técnicas in vitro mais relevantes consistem na andlise da
respirac¢do mitocondrial. Elas, em geral, se utilizam de eletrodos do tipo Clarke

(Perry et al., 2013), os quais permitem detectar a variacao do fluxo de oxigénio em
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determinado meio. Assim, assume-se que as mudancas na concentracdo de O:
ocorrem devido a atividade biolégica de respiracao celular das células (Chance e
Williams, 1955; Perry et al., 2013). Ou seja, a diminuicao na concentracao de
oxigénio observada com o passar do tempo é inversamente proporcional ao
consumo de oxigénio por parte da mitocondria (Chance e Williams, 1955; Perry et
al., 2013). Atualmente, a técnica mais precisa para mensurar esse consumo de
oxigénio é a respirometria de alta resolu¢do (ex: OROBOROS instruments)
(PERRY et al., 2013).

Segundo Chance e Williams (1955), os experimentos de respirometria com
mitocondrias isoladas possuem estados definidos (Figura 6), apés titulagdo com
diversos substratos. Deste modo, o FEstado 1 ocorre apdés a adicao das
mitocondrias ao meio de ensaio, sem adicao de substratos ou ADP. O consumo de
O: aqui é quase nulo. O Estado 2, por sua vez, se inicia com a adi¢do de
substratos energéticos, que sdo oxidados e ha a formacdo do A¥Ym, o que
ligeiramente aumenta o consumo de O.. Ja o Estado 3 vem apés adicionar-se
também ADP, possibilitando o acoplamento da respiracao (OXPHOS) e um alto
consumo de O:. Por fim, o Estado 4 reflete a taxa de respiracao apos deplecao do
ADP adicionado (transformado em ATP). Esta fase também é chamada de Leak,
uma vez que representa o vazamento de protons - componente nao fosforilativo
relacionado a geracao de calor (CHANCE & WILLIAMS, 1955; PERRY et al.,
2013; BIOBLAST, 2021).

Ademais, o termo razdo de controle respiratério (RCR) equivale ao
quociente [Estado 3/Estado 4], e ¢é utilizado como indice do acoplamento
mitocondrial (entre consumo de O: e sintese de ATP) (CHANCE & WILLIAMS,
1955; PERRY et al., 2013).
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Figura 6. Representacdo Esquematica dos Parametros Inferidos a Partir de Dados
Obtidos no Respirometro de Alta Resolucdo (Mitocondrias Isoladas). RCR: Razdo de Controle

Respiratorio.

Com relagao a células intactas, os parametros obtidos na respirometria sao
levemente diferentes (Figura 7). Em virtude da integridade plasmatica,
substratos e ADP nao penetram as células; entretanto, inibidores e
desacopladores mitocondriais podem atravessar e permitir a parametrizacao de
estados respiratérios (HUTTER et al., 2006).

O primeiro estado, chamado ROUTINE, reflete a respiracao basal apods
adicao das células ao equipamento. Depois desta medida, geralmente adiciona-se
um inibidor do CV (ex: oligomicina). Este irda produzir um estado similar ao
Estado 4 em mitocondrias isoladas: onde a Respira¢do Acoplada & Sintese de ATP
(ATP) é eliminada, restando o Vazamento de Prétons (LEAK) e Consumo de
Oxigénio Residual Nao-Mitocondrial (ROX) (HUTTER et al., 2006; EVINOVA et
al., 2020).

Depois, a adicdo de desacopladores mitocondriais (ex: CCCP) induz o
estado de respiracdo MAXIMAL, um processo nao fisiologico onde a CTE esta
desacoplada a sintese de ATP - operando, assim, a nivel maximo do fluxo de

elétrons, com intenso consumo de oxigénio. Quando se subtrai a respiracéo basal
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(Routine) deste parametro (Maximal), é possivel obter a Capacidade de Reserva
Respiratoria (SPARE). Esta, portanto, reflete o quanto o consumo de O:
mitocondrial pode ser incrementado em resposta a diversos estimulos (HUTTER
et al., 2006; EVINOVA et al., 2020).

A RCR, por sua vez, pode ser obtida na razao entre respiracdo maxima e
respiracao apos adicao de oligomicina (HUTTER et al., 2006; EVINOVA et al.,
2020).

Por fim, para inferir a ROX, ao final da corrida adiciona-se inibidores do
restante da CTE, como a rotenona (inibidor CI) e a antimicina-A (inibidor CIII). A
ROX reflete o consumo de O: utilizado por outros mecanismos enzimaticos nao

mitocondriais, como o das oxidases (HUTTER et al., 2006; EVINOVA et al., 2020).

Consumo de Oxigénio por célula
(pmol 02 /s/milhdo de células)

4

adigao de
inibidor CI/CII -

| rotenona,/

antimicina

adicdo das células adigio de desacoplador - CCCP -

adicdo de inibidor CV - |
oligomicina

Capacidade de Reserva Respiratoria
(Spare)

Respiragio Niio -
Mitocondrial
(ROX)

Respiracio
Miaxima
(Maximal)

Respiragio Acoplada i Sintese
de ATP (ATP)

Respiracio Basal (Routine)

Tempo
(minutos)

Figura 7. Representacdo Esquematica dos Parametros Inferidos a Partir de Dados Obtidos no
Respirometro de Alta Resolucgdo (Células Intactas). Routine: Respiracdo Basal. ATP: Respiracéo
Acoplada a Sintese de ATP. Leak: Vazamento de Prétons. Maximal: Respiracdo Maxima. Spare:

Capacidade de Reserva Respiratéria. ROX: Consumo de Oxigénio Residual Nao-Mitocondrial.

Adicionalmente, outras técnicas in vitro utilizadas se baseiam em:
> Avaliagdo da eficiéncia do acoplamento mitocondrial. Este parametro
também pode ser obtido através da razdo P/O. Ela equivale ao nimero de
moléculas de ATP produzidas por atomo de oxigénio reduzido na CTE (Hinkle,
2005). Apesar de existir um debate acerca dos valores normais para P/O (Salin et

al., 2015), esta funcao (que pode ser obtida por meio da respirometria) é utilizada
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para inferir acerca da eficiéncia do acoplamento da CTE a producdo de ATP
(HINKLE, 2005; SALIN et al., 2015).

> Avaliagdo da produ¢cdo de ROS mitocondrial. Utilizando-se sondas
fluorescentes para espécies reativas diferentes (MitoSOX Red - O:; Peroxy Green

H:0:) é possivel observa-las nas células sob microscopia (DEDKOVA &
BLATTER, 2012; PERRY et al., 2013);

> Mensurag¢do do potencial de membrana mitocondrial (4¥m). Medidas
qualitativas do AYm podem ser obtidas através de microscopia e citometria de
fluxo utilizando corantes como a rodamina 123 (Rhol23) (Dedkova e Blatter,
2012; Perry et al., 2013). Métodos eletrofisiologicos - usualmente realizados em
mitocondrias isoladas - permitem obter medidas quantitativas do A¥m, ao
utilizar eletrodos sensiveis a sondas cationicas (BRAND & NICHOLLS, 2011;
PERRY et al., 2013);

> Mensuracdo da concentragcdo de substancias mitocondriais (ATP, Ca* e
Na"). A reagao do ATP com a luciferina possibilita a detec¢do da producao de ATP
da amostra utilizando um luminémetro (Lanza e Nair, 2010). O contetido de ATP
também pode ser avaliado pela técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (Jeger et al., 2013). As concentragoes de Ca? e Na’
mitocondriais, intimamente relacionadas, podem ser medidas a partir de sondas
fluorescentes (DEDKOVA & BLATTER, 2012; PERRY et al., 2013; GLANCY,
2020);

> Determinacdo do ATP glicolitico e mitocondrial. Este método consiste
numa utilizacdo simples do efeito Pasteur (Merlo-Pich et al., 2004). O efeito
Pasteur ocorre em algumas células quando um decréscimo na OXPHOS induz
compensacao glicolitica, ou seja, o nivel de ATP é mantido por um aumento na
glicolise (Merlo-Pich et al., 2004). Este aumento pode ser refletido nos niveis de
lactato, que aumentam proporcionalmente (Merlo-Pich et al., 2004). Desta forma,
pode-se distinguir o ATP glicolitico do mitocondrial pela diferenca na producéao de
lactato (MERLO-PICH et al., 2004).

> Avaliagcdo de enzimas e complexos mitocondriais. A expressao, atividade e

concentracao de enzimas do CAC, proteinas da CTE (como CI e CIV) e substratos
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especificos podem ser facilmente avaliadas com técnicas imunolégicas ou com kits
comerciais (BRAND & NICHOLLS, 2011; GLANCY, 2020);

> QObservagcdo da morfologia mitocondrial. Forma, estrutura e dinamica
(fissdo, fusdo, interacdo com outras organelas) da mitocondria podem ser
analisadas sob microscopia de luz ou eletronica; esta, porém, impossibilita
observar células vivas, dado que o feixe de elétrons as destrér (DEDKOVA &

BLATTER, 2012; GLANCY, 2020).

ABORDAGENS IN VIVO

As metodologias de avaliacdo do funcionamento mitocondrial in vivo tém
avancado consideravelmente (Lanza e Nair, 2010). Elas permitem investigar de
maneira nao invasiva e segura a capacidade mitocondrial, de modo relevante
para a fisiologia (Lanza e Nair, 2010). Contudo, vale salientar que este ganho de
especificidade é equilibrado com uma perda na interpretatividade dos resultados
(BRAND & NICHOLLS, 2011).

Sendo assim, as técnicas in vivo atualmente em voga sio:

> Espectroscopia por Ressondncia Magnética (MRS) - também chamada de
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR). A MRS de fésforo (**P-MRS) é capaz de
monitorar os niveis de fosfatos energéticos, como o ATP e a fosfocreatina
muscular (Lanza e Nair, 2010; Brand e Nicholls, 2011; Perry et al., 2013). Desta
maneira, a *P-MRS é utilizada para avaliar a capacidade oxidativa e taxas
basais de sintese de ATP em tecidos vivos e organismos inteiros (Perry et al.,
2013). Ja a MRS de carbono (**C-MRS), avalia a eficiéncia bioenergética da
mitocondria ao identificar a razao entre o consumo de componentes carbonicos no
CAC e a sintese de ATP (LANZA & NAIR, 2010; PERRY et al., 2013).

> FKEspectroscopia no Infravermelho Préoximo (NIRS). Esta técnica permite
detectar a oxigenacao tecidual a partir da medigdo dos niveis de grupos oxi e
desoxi-heme (Lanza e Nair, 2010). A NIRS, portanto, ajuda a determinar as taxas

de consumo de O: teciduais, sendo especialmente relevante para estudos com

musculo esquelético (LANZA & NAIR, 2010).
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> Tomografia por Emissdo de Pésitrons (PET). A PET permite medir os
niveis de captacao da glicose no organismo o que, em grande parte, pode refletir a
OXPHOS mitocondrial (Brand e Nicholls, 2011). No entanto, como mencionado,
essa interpretacdo nio pode ser feita de maneira direta.

> FEspectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica. Esta é a técnica
mais direta para detectar radicais livres in vivo (Perry et al., 2013). Contudo, sua
especificidade quantitativa é limitada, pois ela nao é capaz de identificar ROS
nao-radicalares, como o peréxido de hidrogénio (PERRY et al., 2013).

> Fluorimetria. Estudos mostram que utilizando a técnica fluorimétrica
também pode-se monitorar aspectos mitocondriais em tecidos in vivo (Mayevsky e
Rogatsky, 2007; Williams et al., 2017). Com sondas que marcam o NADH, é
possivel ter acesso ao estado redox mitocondrial (Mayevsky e Rogatsky, 2007).
Isto porque, altos niveis de NADH indicam maior estado reduzido do cofator (pois
pouco esta sendo reoxidado pelo CI) e consequentemente de toda a CTE
(Mayevsky e Rogatsky, 2007). Além disso, técnicas mais recentes utilizam sondas
fluorescentes para componentes mitocondriais especificos (Williams et al., 2017).
A proteina mt-Keima, por exemplo, tem como alvo a matriz mitocondrial e é
utilizada para monitorar a mitofagia (Williams et al., 2017). Logo, mitocondrias
marcadas e que estdao sendo degradadas no lisossomo ficam vermelhas
(WILLIAMS et al., 2017).

> Respirometria Cutanea - PpIX-TSLT. Esta técnica inovadora foi testada
em cerca de 30 voluntarios e compromete-se a avaliar a tensao e consumo de O:
mitocondrial pela pele (Harms, Stolker e Mik, 2016). Apesar de faltarem
evidéncias que comprovem sua efetividade, a PpIX-TSLT tem potencial
relevancia em termos clinicos, pois pode ser um modo de avaliar biomarcadores
de disfuncgées mitocondriais em pacientes (FINSTERER &
ZARROUK-MAHJOUB, 2018).
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2. A temperatura como um fator que interfere no

funcionamento mitocondrial

Uma vez posto este carater plural da mitocondria, muitos fatores também
podem atuar como interferentes em suas atividades. Diante disso, optou-se por
investigar especificamente a influéncia da temperatura, e de quais maneiras ela

pode afetar o funcionamento mitocondrial.

2.1 A Temperatura

A temperatura é um fator abidtico, o qual é capaz de afetar processos
fisicos e quimicos de maneira ubiqua (Storch, 2012). De modo geral, um aumento
na temperatura precede um aumento na velocidade de reagdes quimicas. Isso
ocorre pois, segundo a teoria da termodinamica, ndo apenas a energia cinética
total do sistema aumenta, como também a energia de ativagdo de determinada
reacao é ultrapassada mais rapidamente (TATTERSALL et al., 2012).

Por outro lado, os processos biolégicos - sejam eles bioquimicos,
comportamentais ou fisiologicos - possuem uma curva de performance térmica
(TPC) (Figura 8). Ela apresenta nao s6 um estagio exponencial - em que a taxa
de performance cresce exponencialmente conforme ha o aumento na temperatura
a partir de uma temperatura critica (Terit) minima; mas também tem uma fase
plato, na qual se atinge uma faixa que compreende a temperatura étima (Topt); e
por ultimo uma fase final onde ha um declinio acentuado, na qual as taxas dos
processos diminuem drasticamente com o aumento exacerbado da temperatura,
chegando a uma Terit mdxima, em que a performance é zero (SCHULTE, 2015).

Finalmente, o quanto uma reagdo quimica ou processo biolégico é
dependente da temperatura pode ser expresso pelo coeficiente de temperatura
(Qu) (Mundim et al., 2020). Este termo reflete o quanto a taxa de uma reacao
varia ao se alterar a temperatura em 10 unidades (°C ou K) (Chaui-Berlinck et
al., 2002). Desta forma, o Qu pode ser um bom preditivo da primeira fase
(exponencial) da TPC (Schulte, 2015). Albert Bennett (1984) sumarizou algumas

informacgoes que podem ser extraidas da variavel: um Qo igual a 1 indica
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independéncia térmica; ja a medida que Qu cresce, maior é a dependéncia que a
temperatura exerce sobre o processo; por fim, um Qo menor que 1 reflete uma
relacdo inversa, ou seja, quanto menor a temperatura, maior a taxa em que
ocorre tal processo (BENNETT, 1984).

Grande parte dos processos bioldgicos possui Qu entre 2 e 3. Isto é, a cada
aumento de 10°C, a taxa de performance do processo aumenta de 2 a 3 vezes
(Adamson, Gandy e James, 1965; Reyes, Pendergast e Yamazaki, 2008). No
entanto, reconhece-se que existem excegoes e limitacdes do Qo (ADAMSON,
GANDY & JAMES, 1965; XIAO, 2000; GILLOOLY et al., 2001;
CHAUI-BERLINCK et al., 2002; HALSEY et al., 2015; MUNDIM et al., 2020).
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Figura 8. Uma Curva de Performance Térmica (TPC). O primeiro estdgio possul carater
exponencial, e sua inclina¢do pode ser explicada pelo Qu. Apds atingir a Topt, ha um rapido
declinio na performance conforme aumenta-se a temperatura. Os dois extremos sdo pontos em

que a performance é igual a 0, as chamadas temperaturas criticas (Tcrit). Fonte: Adaptado de

Schulte, 2015.

2.2 Efeitos Bioquimicos

Toma-se como ponto de partida dessa discussido, entdo, os efeitos
bioquimicos da temperatura. De acordo com Tattersall et al. (2012), além do efeito
direto da temperatura nas velocidades de reacdo, ha o fator adicional das

enzimas. Elas também afetam a velocidade das reagoes devido a sua propriedade
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de catalise. Mais ainda, elas igualmente podem ser afetadas pela temperatura - a
qual é capaz de modificar estruturas proteicas (BLIER, LEMIEUX & PICHAUD,
2014).

Proteinas isoladas possuem comportamento nao-linear condizente com
TPCs: sob maiores temperaturas, as proteinas se tornam mais flexiveis, o que
permite que mudancas conformacionais ocorram mais rapidamente, aumentando
a velocidade das reagdes até uma Topt (Tattersall et al., 2012; Schulte, 2015).
Entretanto, apds certo momento, ha um decréscimo de atividade, causada pela
desnaturacao proteica que é induzida por temperaturas extremas (TATTERSALL
et al., 2012; SCHULTE, 2015).

Medir esta sensibilidade térmica enzimatica, contudo, é um desafio. Gracas
a caracteristica tempo-dependente da desnaturacio proteica, quanto mais tempo
as enzimas sao submetidas a temperaturas altas, maior a chance delas se
desnaturarem, o que pode culminar numa Topt aparente menor (Schulte, 2015).
Além disso, a Topt de algumas enzimas se encontram muito abaixo de suas
temperaturas de desnaturacao (SCHULTE, 2015).

Algumas teorias e modelos conseguem esclarecer o comportamento das
TPCs enzimaticas levando em consideracdo outros pontos especificos.
Primeiramente, pode ser que existam estados de inativacao proteica antes mesmo
da desnaturacdo, o que explicaria esse declinio na curva (Schulte, 2015). Além
disso, a dinamica observada pode ser um reflexo de processos muito mais
complexos. Estudos recentes mostram que a temperatura pode influenciar ndo as
conformacées em si, mas sim a probabilidade de microestados que aquela
proteina pode exibir (Schulte, 2015). H4 também modelos que tentam explicar as
TPCs enzimaticas sem cair nos impasses da desnaturacado. Desta forma, alguns
estudos apontam para o fato de que a temperatura, inesperadamente, afeta
fun¢bes bioquimicas basicas das proteinas, como a energia livre de ativacao de
Gibbs (4GY) e a constante de Michaelis (km) (SCHULTE, 2015).

K necessério também atentar-se para outro aspecto bioquimico, pertinente
ao ambiente enzimatico, sobretudo ao examinar os efeitos da temperatura sobre a
respiragao celular. Geralmente, as discussbées sdo realizadas com enzimas

presentes em um ambiente aquoso. No entanto, in vivo, muitas das enzimas
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essenciais para o metabolismo energético se encontram inseridas na membrana
mitocondrial (Schulte, 2015). Assim, as propriedades da membrana também sao
indispensaveis, pois afetam diretamente as enzimas nela embebidas e seus
respectivos km (Schulte, 2015). A fluidez da membrana é altamente dependente
tanto da proporcao lipidica (lipideos saturados ou insaturados) quanto da
temperatura. Evidéncias apontam que temperaturas muito altas interferem nas

interagoes lipideo-proteina e consequentemente afetam a respiracdo mitocondrial

(SCHULTE, 2015).

2.3 Efeitos Mitocondriais (Celulares)

Até os dias atuais, poucos estudos tratam da dependéncia térmica da
mitocondria em especial. Menos estudado ainda, é como se da esse efeito da
temperatura nas mitocondrias de animais endotérmicos (vide secdo posterior).

Tratando-se de mamiferos, ha uma falta de consenso: existem estudos que
afirmam que a dependéncia térmica da mitocondria de mamiferos é maior sob
efeito das temperaturas altas (Newell e Walkey, 1966); e outros que dizem o
contrario, que o Quo de certos tecidos em baixas temperaturas é maior
(MICHENFELDER & MILDE, 1992; LANIER, 1995).

Ja estudos sobre diferentes animais explicitaram que a temperatura pode
influenciar a taxa de consumo de O: invariavelmente, a qual comporta-se como
uma TPC tipica (Rottenberg, 1978; Dufour et al., 1996; Jorjani e Ozturk, 1999;
Paital e Chainy, 2014; Anderson e Gillooly, 2018). Outros, em concordancia,
mostram que de fato a temperatura é capaz de "explicar a mailor parte das
variacoes nas taxas de respiracdo mitocondrial nos animais vertebrados",

possuindo em média um Qo de 2 (ANDERSON & GILLOOLY, 2018).

ANIMAIS ECTOTERMICOS x ENDOTERMICOS

Em virtude da escassez de estudos acerca de animais endotérmicos, é
necessario fazer aqui uma distin¢do entre temperatura ambiente (Ta) e
temperatura interna corporal (Tc) ao aplicar os conceitos de dependéncia térmica

a animais endotérmicos.

42



Organismos ectotérmicos sdo aqueles que dependem primordialmente da
Ta como fonte de calor corporal (Clarke e Portner, 2010; Tattersall et al., 2012).
Como consequéncia, inimeros processos biologicos dos animais ectotérmicos sao
influenciados pela Ta. A temperatura pode atuar em aspectos ontogenéticos, como
desenvolvimento e crescimento (Anderson-Teixeira, Smith e Morgan Ernest,
2012). Esses, por sua vez, influenciam a massa corporal. Ja essa variacdo da
massa corporal pode gerar alteragdoes em processos metabdlicos, fisiologicos e/ou
ecologicos nestes animais (ANDERSON-TEIXEIRA, SMITH & MORGAN
ERNEST, 2012).

Animais endotérmicos, em contrapartida, sao aqueles em que a fonte
principal de calor é proveniente de uma alta taxa metabolica (TM), alcancada as
custas de mecanismos termogénicos (Clarke e Portner, 2010; Tattersall et al.,
2012). Assim, eles em geral mantém sua Tc relativamente constante, a despeito
da Ta (Clarke e Portner, 2010; Tattersall et al., 2012; Anderson-Teixeira, Smith e
Morgan Ernest, 2012). Em vista disso, grande parte das atividades biolégicas de
animais endotérmicos ira depender principalmente da Tc.

Entretanto, o metabolismo dos animais endotérmicos é um dos poucos
processos que a Ta também pode perturbar de maneira consideravel
(Anderson-Teixeira, Smith e Morgan Ernest, 2012). De fato, com relacao ao Qu
mitocondrial, segundo Berner (1999), as mitocondrias de um animal endotérmico
possuem Qo mais alto do que as de um animal ectotérmico. O valor mais alto de
Q0 obtido para mitocondrias de rato foi de 5,46 (Berner, 1999). Ainda, como em
ectotérmicos, muitas de suas atividades fisiologicas obedecem uma TPC
(OSWALD & ARNOLD, 2012).

Em segundo lugar, a homeostase térmica dos animais endotérmicos (ou
seja, a manutencao da Tc) em ambientes com temperaturas variaveis é alcancada
por meio de mecanismos termorregulatorios, sejam eles de defesa ao calor ou ao
frio (Oswald e Arnold, 2012). Porém, nos dois extremos (Ta extremamente altas
ou extremamente baixas), a termorregulacio e consequentemente o metabolismo
de endotérmicos também podem ser prejudicados (OSWALD & ARNOLD, 2012).

Assim sendo, em ambientes muito quentes, os animais endotérmicos saem

de sua faixa de Tc normotérmica, o que ira causar um aumento passivo na sua
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TM (Anderson-Teixeira, Smith e Morgan Ernest, 2012). Por outro lado, para
sobreviver em locais onde a temperatura é extremamente baixa, eles também
precisam aumentar drasticamente sua TM, a fim de manter a Tc (TEULIER et
al., 2010; ANDERSON-TEIXEIRA, SMITH & MORGAN ERNEST, 2012).

Frente a i1sso, toma-se como principio que a temperatura (tanto Ta quanto
Te) é de fato capaz de influenciar o metabolismo energético de animais

ectotérmicos e endotérmicos, mesmo que de forma distinta.

EFEITOS DIRETOS

Diante deste panorama, as consequéncias da temperatura diretamente
sobre as func¢oes mitocondriais dos animais podem ser diversas. E vélido ressaltar
que variacoes sdo comuns, a medida que os estudos sdo feitos em diferentes
organismos, tecidos, tempos e faixas de exposi¢do. Aqui reunidos se encontram
artigos acerca de hipotermia, hipertermia, animais ectotérmicos, endotérmicos,
humanos, exposicdo aguda ou cronica. Apesar disto, muitas destas pesquisas
apresentam concordancia no que tange o carater TPC do funcionamento
mitocondrial'. A seguir, faz-se uma sintese de alguns destes achados, os quais se
encontram resumidos na Tabela 1.

Estudos em mitocondrias isoladas e células de ratos (White et al., 2012;
Jarmuszkiewicz et al., 2015) sumarizam os efeitos do estresse térmico
(hipertermia) sobre as mitocondrias. Em conjunto, os resultados mostram que
temperaturas acima das toleradas induzem aumento em praticamente todas as
taxas relacionadas a respiracido mitocondrial. Contudo, este aumento vem
atrelado a uma diminuicdo da eficiéncia, explicitada pelo aumento do
desacoplamento e por uma diminuicdio na RCR. (WHITE et al., 2012;
JARMUSZKIEWICZ et al., 2015).

! Aponta-se aqui uma ressalva: de acordo com o comportamento TPC da respiracio celular, o que se
espera de forma geral é um aumento da performance mitocondrial até Topt, a partir da qual os processos
comecam a declinar. Aqui, condi¢des de "hipertermia" equivalem a uma temperatura de exposi¢do acima da
normotérmica exibida naturalmente pelo animal. Porém, nem todos os artigos necessariamente estudaram
os efeitos acima de Topt, a partir da qual os componentes mitocondriais exibem declinio na performance,
muitos revelando somente o carater exponencial da curva. Analogamente, "hipotermia" condiz meramente
com a temperatura de exposi¢do abaixo da normotérmica do animal.
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Animal

Efeito Mitocondrial

Faixa Térmica

Autores

Moluscos 1OXPHOS, 1ROS, |RCR, tLeak Hipertermia Abele et al., 2002 (mitocondria isolada de marisco)

Crustaceos 1OXPHOS, |RCR, 1Leak, tLactato Hipertermia Iftikar, MacDonald e Hickey, 2010 (células de duas
(glicolise) espécies)

Peixes 1OXPHOS, 1ROS, |RCR, 1Leak, Hipertermia Iftikar e Hickey, 2013 (células)
tProdugéo de ATP, tLiberacao do Christen et al., 2018 (mitocondrias isoladas)
cit ¢, tLactato (glicélise)

Anfibios tConsumo de O:, T Producdo de Hipertermia Roussel e Voituron, 2020 (mitocondria isolada de sapos)
ATP, t1ROS, 1Desacoplamento

Aves TROS, tAtividade de Enzimas Hipertermia Yang et al., 2010 (mitocondria isolada de figado de galinha)
Antioxidantes, |Atividade de
Enzimas da CTE

Ratos TOXPHOS, 1/|ROS, |RCR, tLeak, Hipertermia Zukiene et al., 2010 (mitocondria isolada de coragéo)
tConsumo de O:, T Atividade de White et al., 2012 (células de cérebro)
Complexos, 1Produgao de ATP, Jarmuszkiewicz et al., 2015 (mitocondria isolada de
|A¥m, tDesacoplamento musculo esquelético)

Insetos JOXPHOS, |Produgao de ATP, Hipotermia Colinet, Renault e Roussel, 2017 (mitocondria isolada de
|RCR Drosophila)

Caninos 1 Consumo de O: Hipotermia Michenfelder e Milde, 1992 (cérebro)

Camundongos | |OXPHOS, 1A¥Ym, 1ROS Hipotermia Ali et al., 2010 (mitocondria isolada de cérebro)

Camundongos | |OXPHOS, |Atividade de Hipotermia Pamenter, Lau e Richards, 2018 (células permeabilizadas
Complexos, 1Acoplamento de cérebro)

Humanos JOXPHOS, |ROS, Hipotermia Hendriks et al., 2019 (células e mitocondrias isoladas de
|Consumo de O: (Qu = 2,2) rim)

Aves 1OXPHOS Hipotermia Teulier et al., 2010 (mitocondria isolada de musculo

(aclimatacéao) esquelético de patos)

Mamiferos JOXPHOS, |Producao de ATP, Hipotermia Polymeropoulos, Oelkrug e Jastroch, 2017 (mitocondrias
|Oxidagéao de substrato, | Leak (adaptacao) isoladas de porco-espinho)

Ectotérmicos, | Componentes da respiracgao Toda Rottenberg, 1978 (mitocondria isolada de figado de rato);

Endotérmicos | mitocondrial possuem Dufour et al., 1996 (mitocondria isolada de figado de rato);
comportamento "TPC" Jorjani e Ozturk, 1999 (linhagens de células de mamiferos);

Paital e Chainy, 2014 (mitocondria isolada de caranguejo);
Anderson e Gillooly, 2018 (meta-andlise, in vitro e in vivo)
Ratos "TPC", Dependéncia térmica de Toda Lemieux, Tardif e Blier, 2010 (mitocondria isolada de

proteinas mitocondriais (Qu = 4)

coragao)

Tabela 1. Resumo de Estudos Selecionados que Demonstram o Efeito da Temperatura nas

Atividades Mitocondriais. Ha artigos que se voltam para os mecanismos compensatérios que as

mitocondrias de certos animais (aclimatados ou adaptados) podem apresentar. Alguns artigos também

examinam o comportamento da atividade mitocondrial sob ambos os extremos, compreendendo toda a

faixa térmica ao redor de Topt. 1A¥Ym: Hiperpolarizagao. |A¥m: Despolarizacio.
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Entao, coletivamente, o que se observa (Tabela 1) nas mitocondrias dos
diversos animais a medida que a temperatura cresce é: um aumento nas taxas
respiratérias (OXPHOS, consumo de O: producao de ATP, atividade de
complexos, Leak) e na producdo de ROS (também na atividade de enzimas
antioxidantes), associados a uma diminuicido na eficiéncia respiratoria (aumento
do desacoplamento mitocondrial e despolarizacdo do A¥Ym), e um aumento na
producao de lactato pela via glicolitica (para lidar com a demanda de ATP), além
da liberacao do cit c.

Além disso, uma vez ultrapassada a Topt, o declinio nas taxas respiratérias
comeca a aparecer: estudos com mitocondrias de coragao de rato sob extremo
estresse térmico (a partir de 40°C) mostraram que elas realmente exibem
diminuicdo na OXPHOS, na atividade de enzimas da CTE e na capacidade de
producao de ATP (RCR) (ZUKIENE et al., 2010; POWER et al., 2014).

Tais resultados podem ser derivados das alteracoes na integridade da
membrana mitocondrial e na conformacdo de proteinas, provocadas pelo calor
(Iftikar, MacDonald e Hickey, 2010). Segundo Lepock et al. (1987),
Jarmuszkiewicz et al. (2015) e Salin et al. (2015), a medida que a temperatura
aumenta, a MIM comec¢a a apresentar alteracbes e isso pode induzir tanto um
aumento na sua permeabilidade a prétons, quanto mudancas conformacionais
nas proteinas nela embebidas. Nao somente, conforme a temperatura passa de
Topt e atinge Tcrit maxima, a diminui¢do na respiragdo mitocondrial pode ser
explicada puramente pela desnaturacao de suas proteinas (LEPOCK et al., 1987).

Ja no que se refere a hipotermia, o artigo de Ali e colaboradores (2010) é
capaz de explicitar muito do que acontece. Quando células de camundongo foram
submetidas a temperaturas baixas, o resultado foi diminui¢do em grande parte
dos componentes relacionados a respiragcdo mitocondrial (OXPHOS, Leak,
producao de ATP) e um aumento inesperado na produc¢do de ROS (ALI et al.,
2010).

Assim, conforme apresentado nos estudos sobre diversos animais (Tabela
1), as consequéncias da hipotermia geralmente sdo: uma diminuicao das taxas
ligadas a respiracdo mitocondrial, uma diminuigao das atividades dos complexos

mitocondriais, um aumento (hiperpolarizacdo) do A¥Ym e do acoplamento
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mitocondrial e um aumento ou maior proporcao de ROS. Apesar disso, artigos
mostram que mecanismos compensatorios podem aumentar a eficiéncia
mitocondrial na hipotermia: Teulier et al. (2010) demonstraram um aumento na
OXPHOS apés aclimatacdo ao frio; Polymeropoulos, Oelkrug e Jastroch (2017)
evidenciaram também uma diminuicao no leak (como mecanismo adaptativo para
manter a eficiéncia respiratoria sob baixas temperaturas).

Acerca das alteracbes nos niveis de ROS que foram observadas, Ali e
colaboradores (2010) e Blier, Lemieux e Pichaud (2014) levantam algumas
hipoteses. Segundo eles, temperaturas fora da faixa ideal para o animal (no caso,
roedores) podem néao s6 afetar a CTE, mas também aumentar a producdao de ROS
(ALI et al., 2010; BLIER, LEMIEUX & PICHAUD, 2014).

Um argumento é que sob temperaturas extremas (tanto em altas quanto
em baixas) a mitocondria eleva sua producdo de ROS devido a uma reducao da
capacidade respiracdo em detrimento da oferta de substratos (Blier, Lemieux e
Pichaud, 2014). Como possivel explicacdo, sob temperaturas altas, ha o aumento
exacerbado da capacidade catalitica de elementos relacionados ao fornecimento
de substratos e ao CAC, o que pode aumentar a oferta de O: e induzir o aumento
da formacao de ROS no Estado 3 (BLIER, LEMIEUX & PICHAUD, 2014).

Sob temperaturas baixas, em contrapartida, a mitocondria sofre uma
reducdo da atividade da CTE e sintese de ATP, o que pode estar relacionada com
um decréscimo da atividade do CV (ATP sintase) induzido pela hipotermia (Ali et
al., 2010; Blier, Lemieux e Pichaud, 2014). Este decréscimo na atividade da ATP
sintase pode ocasionar um aumento no AYm (Ali et al., 2010). A hiperpolarizacéo
por si s6 ja esta relacionada ao aumento na producao de ROS (Ali et al., 2010).
Mas, somando-se a isso, a reducdo da atividade da ATP sintase causa também
uma diminui¢do no consumo de O, possibilitando um aumento local de O: e
consequentemente da producdo de ROS (Al et al., 2010; Blier, Lemieux e
Pichaud, 2014). Como resultado, em temperaturas baixas também é possivel
observar um aumento no conteido mitocondrial a fim de lidar com o excesso de
ROS (BLIER, LEMIEUX & PICHAUD, 2014).

Outro ponto importante é que o aumento dos niveis de ROS em resposta a

hipotermia nao é necessariamente patoldgico. Segundo Ali et al. (2010), as ROS
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podem possuir papel sinalizador para inducdo da atividade de UCPs, o que
culminaria num aumento da termogénese sem tremores no animal, em virtude
das baixas temperaturas (ALI et al., 2010).

Salienta-se, também, que nem todos os resultados obtidos sdo uniformes. A
producao de ROS na hipotermia, por exemplo, também pode diminuir (Tissier et
al., 2013; Jarmuszkiewicz et al., 2015; Hendriks et al., 2019). Mas, é possivel que
essa diminui¢do nao acompanhe o grande decréscimo na respiracao, e justamente
esse desequilibrio é o que pode causar danos celulares ou eliciar respostas
fisiolégicas (HENDRIKS et al., 2019).

Entrando num escopo mais especifico, como a mitocondria possui varios
"blocos funcionais" distintos, a temperatura também pode afetar
diferencialmente cada etapa respiratéria, por fim influenciando a integridade
funcional da mitocondria (BLIER, LEMIEUX & PICHAUD, 2014).

Segundo Hardewig, Portner e Peck (1999), o Estado 3 da respiracao
mitocondrial em peixes possui um Qo de aproximadamente 2,5. Por sua vez, o
Estado 4 possul Qo bem mais alto para a mesma faixa de temperatura (valor em
torno de 4). Essa diferenca entre as sensibilidades térmicas dos processos pode
levar a um "desacoplamento mitocondrial e eficacia comprometida da OXPHOS,
se a Tc deste animal aumentar" (HARDEWIG, PORTNER & PECK, 1999).

Neste segmento, um estudo feito com mitocondrias de coragdo de ratos
revelou caracteristicas importantes sobre a sensibilidade térmica de diferentes
componentes mitocondriais, e como temperaturas extremas podem levar a danos
celulares (Lemieux, Tardif e Blier, 2010; Blier, Lemieux e Pichaud, 2014). O
trabalho de Lemieux, Tardif e Blier (2010) investigou a dependéncia térmica de
diferentes estados e proteinas mitocondriais. Seus resultados demonstram que no
animal endotérmico (rato), a atividade dos complexos CI a CIII se comporta como
uma TPC tipica, onde Topt esta em torno de 30°C e ha um declinio em 40°C.

Contudo, destaca-se que na faixa de 5 a 15°C (isto é, hipotermia), o Qo do
Estado 3 é em torno de 4 e a Unica proteina que possul este mesmo valor e

atividade é a PDC? (Lemieux, Tardif e Blier, 2010; Blier, Lemieux e Pichaud,

2 A atividade do complexo piruvato desidrogenase (PDC) constitui um passo fundamental na
respiracdo mitocondrial, pois limita a entrada de substratos no CAC. Assim, ela é capaz de influenciar a taxa
méaxima da OXPHOS (LEMIEUX, TARDIF & BLIER, 2010; BLIER, LEMIEUX & PICHAUD, 2014).

48



2014). Desta maneira, hipotetiza-se que a PDC tenha papel fundamental na
sensibilidade térmica da respiracdo mitocondrial no frio, agindo como uma
proteina "gatekeeper" (Lemieux, Tardif e Blier, 2010; Blier, Lemieux e Pichaud,
2014). Ja na faixa normotérmica do animal (25 a 35°C), a atividade do Estado 3
possui similaridade ndo s6 com a da PDC como também de outros processos e
componentes (Estado 4, CI-CIV). Este fato sugere que em temperaturas as quais
o animal esta adaptado (normotermia) existam varias proteinas agindo como
pontos de controle da respiracao mitocondrial (LEMIEUX, TARDIF & BLIER,
2010; BLIER, LEMIEUX & PICHAUD, 2014).

EFEITOS INDIRETOS

Adicionalmente, a temperatura também pode ser capaz de afetar outros
processos celulares fundamentais que, de modo indireto, interferem no
funcionamento mitocondrial.

A temperatura pode afetar a disponibilidade de O limitando suas
concentracgoes (Portner e Knust, 2007). Em resumo, isso ocorre porque, além da
temperatura alta diminuir a solubilidade do O: em meio celular, ela aumenta a
demanda por oxigénio (pois a mitocondria precisa lidar com o aumento da
respiracdo celular) (PORTNER & KNUST, 2007).

Por ultimo, cascatas de sinalizacdo em resposta as variacoes térmicas
também podem influenciar a atividade mitocondrial. O sinal térmico é conduzido
principalmente por canais termossensiveis (familia dos canais receptores de
potencial transitorio - TRP), os quais possuem diversos subtipos e ativados por
diferentes faixas de temperatura (Pedersen, Owsianik e Nilius, 2005). Eles estao
presentes em inumeras células e estudos recentes mostram que alguns podem, de
fato, regular proteinas mitocondriais (Kumar et al., 2018). Por exemplo, a
ativacao do canal TRPV4 - o qual é ativado por temperaturas moderadas (acima
de 27°C) - pode provocar mudancas na respiracao celular, no AYm e na morfologia

mitocondrial (KUMAR et al., 2018).
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2.4 Efeitos Sistémicos

O ultimo ponto a ser levantado refere-se aos possiveis efeitos sistémicos da
temperatura. Curvas TPC e dependéncias térmicas (Qu) de processos fisiolégicos
sistémicos podem ser equivalentes as TPCs e dependéncias térmicas das
atividades celulares que constituem estes fenomenos. Neste sentido, Tattersall et
al. (2012) afirmam que as "sensibilidades térmicas de atividades biolégicas e
fisiolégicas a nivel celular resultam em sensibilidades térmicas similares de
sistemas e organismos inteiros". Corkrey e colaboradores (2012) ainda postulam
que "a estabilidade térmica das proteinas é uma propriedade unificadora na
evolucao e adaptacao da vida na Terra".

Neste sentido, uma teoria - a chamada teoria metabdlica da ecologia
(MTE), proposta por Brown e colaboradores (2004), foi elaborada para explicar
como a temperatura, agindo sobre componentes celulares - a saber, a mitocondria
- pode impactar processos sistémicos, como a TM dos animais e, em ultima
mstancia, afetar a sobrevivéncia das espécies (BROWN et al., 2004).

A MTE se baseila num modelo matematico, a dependéncia térmica
universal (UTD) (Gillooly et al., 2001; Brown et al., 2004). A UTD combina o

efeito da temperatura e massa corporal nas taxas biolégicas dos animais em uma

—E/KkT :
)?. Argumenta-se que este modelo "caracteriza os

Unica equacgao (B = ByM*“e
efeitos diretos da temperatura nao s6 na cinética de reacoes bioquimicas, como
também em processos a nivel de organelas e células, na TM de organismos
inteiros e em muitas outras atividades biolégicas controladas pela TM"
(GILLOOLY et al., 2006; BROWN & SIBLY, 2012).

Assim, a MTE prevé quantitativamente que a TM - a principio
influenciada pela temperatura e massa - é um dos fatores ecoldgicos unificadores

da biologia, tanto na organizacdo individual quanto a nivel ecossistémico

(BROWN et al., 2004; BROWN, SIBLY & KODRIC-BROWN, 2012).

3 "Onde B, a variavel dependente, é a taxa de algum processo ecolégico mediado biologicamente; Bo é
uma constante de normalizacio que tipicamente varia com a natureza do processo, tipo de organismo, e
contexto ambiental; M« é o termo da lei de poténcia da massa corporal (M sendo a massa corporal e “ é o
expoente de escalamento) e e”(~E/kT) é o termo exponencial da dependéncia térmica (onde E é a energia de
ativacdo, k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura em Kelvin" (BROWN, SIBLY &
KODRIC-BROWN, 2012).
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Os trés argumentos basicos da MTE sdo: 1) o metabolismo energético é um
processo fundamental, tanto nos organismos como nos ecossistemas, e a TM
equivale, na sua esséncia, a transformacao de energia e sintese de ATP. 2)
processos metabdlicos sdo cruciais para a ecologia, ja que as interacbes entre
organismos e sistema se da através de fluxos de energia. 3) é possivel utilizar
processos puramente quimicos e fisicos (como a temperatura) para modelar
quantitativamente processos biolégicos (como a TM), algo que se estende para boa
parte da ecologia (BROWN, SIBLY & KODRIC-BROWN, 2012).

Fortalecendo esta visdo, estudos mostram que a dependéncia térmica das
taxas de respiracdo em organismos inteiros (inter e intra especificos) séo
estatisticamente indistinguiveis daquelas de mitocondrias isoladas (Anderson e
Gillooly, 2018). Isto parece demonstrar - além do fato de que processos como a
adaptacao e aclimatacido parecem possuir pouco impacto nas taxas de respiracao
mitocondrial - que, em muitos dos casos, os efeitos da temperatura sobre
componentes celulares isolados podem ser escalados para nivel de organismo na
forma da TM (ANDERSON & GILLOOLY, 2018).

Sob este paradigma, pode-se afirmar que toda a MTE se baseia numa ideia
central: a de que os efeitos da temperatura observados nos organismos advém
primariamente dos efeitos termodinamicos que atuam sobre as reagoes quimicas,
as quais ocorrem majoritariamente no interior da mitocondria (GILLOOLY et al.,
2006).

Concomitantemente, desde sua publicacdo em 2004, a MTE tem recebido
sua parcela de criticas. Segundo Clarke (2004, 2006) e Clarke e Fraser (2004), os
efeitos da temperatura sao indiretos e nado podem ser preditos a partir de
principios como a UTD. O argumento é que as interacdoes bioquimicas e
termodinamicas no metabolismo sdo extremamente complexas, e que a teoria nao
considera a entropia que afeta os mecanismos enzimaticos (somente entalpia)
nem os trade-offs que ocorrem a nivel celular e evolutivo, como a aclimatacgao.
O'Connor e colegas (2007), analogamente, afirmam que o modelo mecanicista nao
pode ser testado, nao é adequado e nem universal.

A saber, mecanismos adaptativos, como a aclimatagio, podem realmente

deslocar as TPCs de mitocondrias dos animais, variando a Topt da respiragao
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celular (Somero, 2002). Por serem fatores capazes de causar uma variabilidade
nas TPCs de processos moleculares, eles podem entdo, ser refletidos de forma
distinta na fisiologia dos organismos (TATTERSALL et al., 2012).

Por fim, estudiosos concordam na conclusao de que, apesar de muitas das
suposicoes da MTE serem corroboradas na pratica, algumas ainda precisam de
reformulacdo para levar em conta certas variacoes que podem ser encontradas

(WHITE, PHILLIPS & SEYMOUR, 2005; PRICE et al., 2012).

IMPACTOS CLINICOS

A despeito da falta de estudos que tomem como premissa a MTE e facam a
ponte entre a atuacao da temperatura nos processos moleculares, celulares e
sistémicos, algumas linhas de pesquisa se voltam para estudo do impacto das
variacoes de temperatura (hipotermia e hipertermia) sobre os processos
biolégicos, com a atencio voltada para sua aplicabilidade clinica (Tabela 2).

Em resumo, a temperatura afeta distintamente varios processos
sistémicos. Nao obstante, grande parte desses efeitos aparenta ter conexao com o

funcionamento mitocondrial.

Efeito Sistémico Faixa Térmica
Conservacao de ()rgéos para Transplante Hipotermia
Tratamento de Lesoes Isquémicas Hipotermia
Tratamento da Obesidade (Inducdo da Termogénese) Hipotermia
Fator de Risco para Doengas Neurodegenerativas Hipotermia
Combate a Infecgoes (Febre) Hipertermia
Terapia Anti-Cancer Hipertermia
Inducio de Lesoes Teciduais Hipertermia

Tabela 2. Resumo de Alguns Efeitos da Temperatura (Hipotermia e Hipertermia) em

Fenoémenos Sistémicos.
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Os efeitos da hipotermia a nivel sistémico mostram-se complexos. Apesar
disso, muitos deles podem estar relacionados a altera¢ées mitocondriais. A curto
prazo, a hipotermia profunda possui carater protetor para tecidos que necessitem
uma diminui¢cio momentanea da TM, como é o caso de 6rgaos para transplante
(Hendriks et al., 2019) e tecidos que sofreram lesoes isquémicas (Lanier, 1995).
Conforme apresentado, a hipotermia diminui as velocidades de reacdo (Belzer e
Southard, 1988), desacelerando a respiracao mitocondrial e o consumo de O:, mas
mantendo o acoplamento (Lanier, 1995; Pamenter, Lau e Richards, 2018). Assim,
durante a hipotermia, tecidos como o cérebro toleram a degradacio enzimatica, o
estresse oxidativo e hipodxia/isquemia por mais tempo (BELZER & SOUTHARD,
1988; LANIER, 1995; PAMENTER, LAU & RICHARDS, 2018).

A hipotermia também possui propriedades que podem ser relevantes no
tratamento da obesidade. Como visto, a hipotermia pode culminar no aumento
das ROS, e estas podem servir como sinalizadoras para a ativacao das UCPs, que
induzem a termogénese e o gasto energético (Ali et al., 2010). Deste modo, iniciar
a cascata fisiologica de resposta ao frio nos endotérmicos pode ser interessante. E
possivel induzir esta resposta ao se ativar, por exemplo, os canais TRPMS, os
quais respondem a temperaturas baixas e também a farmacos como o mentol, que
mimetizam o frio (Ma et al., 2012). Assim, esta ativacdo pode levar a uma
resposta fisiolégica de defesa ao frio, a qual evoca a ativacio da termogénese no
BAT, consequentemente aumentando o gasto energético e a TM do organismo
(MOELLERING & SMITH, 2012).

Indo de encontro aos efeitos benéficos da hipotermia, exposi¢ées a longo
prazo podem se mostrar prejudiciais. Apesar de alguns estudos mostrarem que a
aclimatacdo de animais a temperaturas hipotérmicas auxiliam na resiliéncia da
respiracao mitocondrial (Teulier et al., 2010), outros apontam para o maleficio da
hipotermia. C)rgéos expostos a hipotermia podem ter uma propor¢ao de ROS
mitocondrial aumentada, o que tende a causar danos teciduais a longo prazo
(HENDRIKS et al., 2019).

A hipotermia também parece ter papel deletério em doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer (DA). O efeito da hipotermia é

o aumento de proteina tau fosforilada (levando a formacdo dos agregados
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neurofibrilares - marcadores da DA). Por isso, a hipotermia é sugerida como
modelo in vitro para o estudo desta doenca (Johnson, Htway e Hernandez, 2018).
Os agregados neurofibrilares - que podem ser induzidos pela hipotermia - afetam
forma e funcdo mitocondrial como a respiracdo celular, metabolismo de calcio,
biossinteses, mitofagia e producao de ROS. Isto favorece, assim, a disfuncao
neuronal na DA (EBNETH et al., 1998; PEREZ, JARA & QUINTANILLA, 2018).

Ainda num contexto neuropatolégico, disfun¢bes mitocondriais e
hipotermia podem atuar como uma via de mao dupla: de fato, descobriu-se que o
cérebro de pacientes com disfuncoes mitocondriais é hipotérmico (Rango et al.,
2014). Isto pode acontecer porque a mitocondria defeituosa exibe menor taxa de
respiracao celular (Rango et al., 2014) e, como a termogénese mitocondrial é a
grande responsavel pela manutencido da Tc, estes pacientes exibem hipotermia
cerebral. Apesar da diminui¢do metabdlica poder ser protetora em alguns tecidos,
ela acomete a atividade energética neuronal (Rango et al., 2014). Por isso, estes
pacientes geralmente apresentam neuropatias (RANGO et al., 2014).

Ja acerca da hipertermia, seu carater dual também ¢é evidente. Altas
temperaturas afetam a velocidade da OXPHOS mas, em geral, isto vem
acompanhado de um declinio na efetividade da respiracao celular. A curto prazo,
as proteinas do choque térmico (HSP), presentes em quase todos os organismos,
podem ser capazes de minimizar o efeito deletério da temperatura e proteger a
mitocondria (Heckathorn, Downs e Coleman, 1999). A longo prazo, porém, alguns
tecidos especificos, como por exemplo os testiculos, podem ser profundamente
afetados pela temperatura alta (Setchell, 2018). Mais ainda, os efeitos danosos
nesse tecido podem estar relacionados com o aumento de ROS e liberacgao do cit ¢
(SETCHELL, 2018).

Apesar de nao tao claro o envolvimento mitocondrial, em certas
circunstancias a hipertermia também pode ser beneficial: a febre, por exemplo, é
capaz de auxiliar no combate a patégenos (Vertrees et al., 2002; Lemieux, Tardif e
Blier, 2010); e, para eliminar células tumorais, a hipotermia terapéutica também

tem se mostrado eficaz para certos tipos de cancer (VERTREES et al., 2002).

54



IMPACTOS ECOLOGICOS

Para finalizar, o estudo da dependéncia térmica da mitocondria também
pode ser um relevante artificio para a conservacido e o manejo de espécies em face
das mudancas climaticas.

Em geral, acredita-se que espécies ectotérmicas serdo as mais afetadas
pelas mudancas climaticas (Boyer e Jetz, 2012; Anderson-Teixeira, Smith e
Morgan Ernest, 2012; O'Connor e Bruno, 2012). Estudos com estes animais
evidenciaram que o sucesso ecoldgico de uma espécie pode estar relacionado a
uma maior plasticidade da respiracao mitocondrial em resposta a temperaturas
extremas.

Aumentos na densidade de mitocondrias, na atividade basal de enzimas
gatekeeper (como a PDC) e nas taxas de respiracdo mitocondrial podem conferir
vantagem a espécies que lidam com o frio (Johnston et al., 1994; Fangue,
Richards e Schulte, 2009; Blier, Lemieux e Pichaud, 2014; Colinet, Renault e
Roussel, 2017). Ja sob altas temperaturas, o florescimento de certas espécies pode
resultar de uma maior estabilidade dos componentes mitocondriais, um aumento
na integridade da membrana mitocondrial e uma maior expressao de HSPs
(Johnston et al., 1994; Somero, 2002; Hilton, Clements e Hickey, 2010; Iftikar,
MacDonald e Hickey, 2010). Neste sentido, a prevaléncia de espécies invasoras,
por exemplo, pode estar intimamente ligada a sua maior capacidade de
resiliéncia e adaptagdo mitocondrial sob condi¢oes térmicas adversas (IFTIKAR,
MACDONALD & HICKEY, 2010).

Uma descoberta recente também mostra que a mitocondria pode ser um
componente essencial na evolucio de adaptagoes a ambientes frios. Evidenciou-se
que a tuatara, réptil adaptado a ambientes frios, possui polimorfismo do mtDNA
(Macey et al., 2021). Em outras palavras, este vertebrado exibe dois materiais
genéticos mitocondriais coexistentes. Fora isso, as analises apontam para a
possibilidade de os eventos de sele¢cdo positiva (beneficial no contexto evolutivo)
terem ocorrido em sitios transmembranicos de complexos proteicos mitocondriais,
os CI, CII e CIV (Macey et al., 2021). Hipotetiza-se, entdo, que a pressao de

selecdo ambiental (baixas temperaturas) possa ter culminado na divergéncia do
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mtDNA, uma vez que esta consistiu numa vantagem adaptativa do metabolismo
energético frente ao frio (MACEY et al., 2021).

Finalmente, evidéncias mostram que a faixa a qual a mitocondria pode se
sujeitar a aclimatacdo esta diretamente ligada ao habitat natural e
consequentemente a temperatura que o organismo comumente suporta (Dahlhoff,
Somero e George, 1993). Animais ja adaptados a ambientes quentes possuem
uma performance proteica basal mais alta por conta da temperatura, e operam
mais proximo do seu limite de tolerancia térmica (Blier, Lemieux e Pichaud,
2014). Portanto, elevacoes excessivas na temperatura podem levar a uma
exacerbacdo da CTE, culminando em um excesso de ROS nestas espécies, o que
pode ser prejudicial (Blier, Lemieux e Pichaud, 2014). Isto implica que mudancas
muito drasticas na Ta podem causar impactos severos, mas distintos, na
sobrevivéncia de ectotérmicos adaptados a diferentes temperaturas (BOYER &
JETZ, 2012; ANDERSON-TEIXEIRA, SMITH & MORGAN ERNEST, 2012).

Agora, acerca dos animais endotérmicos, estes sdo de fato menos
influenciados pelas mudancas na Ta (Salin et al., 2015). No entanto, como vimos,
a temperatura influencia o metabolismo dos animais, inclusive dos endotérmicos.
Uma consequéncia do efeito direto da temperatura na TM é exemplificada no
tamanho do cérebro em varios grupos de vertebrados: as dimensoes cerebrais
correlacionam-se positivamente com a temperatura, provavelmente porque a
temperatura da espacgo para uma maior TM, a qual possibilita uma maior oferta
de energia cerebral (Gillooly e McCoy, 2014). Mas, uma vez que esta maior TM
implica em uma maior necessidade de aquisicao de energia, este aumento
depende da disponibilidade energética (a qual também ¢é limitada pela
temperatura) ANDERSON-TEIXEIRA, SMITH & MORGAN ERNEST, 2012).

Em adigdo, sob temperaturas extremas, a fisiologia dos endotérmicos
também pode ser perturbada. Apesar da existéncia de mecanismos
termorregulatérios comportamentais e evolutivos nestes animais, a rapidez e
intensidade com que as temperaturas extremas se apresentam podem afetar
similarmente a sobrevivéncia dos mesmos.

Evolutivamente, sabe-se que os ectotérmicos sao eficientes em se aclimatar

a temperaturas variaveis dentro de faixas bem amplas (Boyles et al., 2011).
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Alguns poucos endotérmicos possuem esta capacidade "reptiliana" de se adaptar
a ambientes com temperatura bastante variavel: estudos com um mamifero
(porco espinho) adaptado estes ambientes apontam que os mecanismos
compensatorios inerentes do animal podem ter sido essenciais para sua
adaptacdo de manter a eficiéncia da respiracdo mitocondrial sob temperaturas
adversas (Polymeropoulos, Oelkrug e Jastroch, 2017), o que permite que ele atue
como um generalista (mantendo sua performance dentro de faixas térmicas mais
largas) (Figura 9).

Muitos endotérmicos, contudo, sdo especialistas térmicos, e suas TPCs se
encontram restritas a faixas bastante estreitas (Boyles et al., 2011; Tattersall et
al., 2012). Este é o caso de animais que vivem em latitudes baixas
(Anderson-Teixeira, Smith e Morgan Ernest, 2012), pois regides tropicais
possuem menor variacdo térmica. Sendo assim, estas espécies podem ser
altamente afetadas por mudancas na temperatura. Entretanto, ser especialista
também pode conferir vantagem na performance: como sua faixa ideal é mais
curta, muitos especialistas térmicos possuem maior nivel de performance basal

do que generalistas (BOYLES et al., 2011; TATTERSALL et al., 2012).

Especialista

a

Generalista |/ |

Taxa de Performance

Temperatura Corporal

Figura 9. A Diferenca entre um Generalista e um Especialista Térmico. O generalista
opera bem dentro de uma larga faixa, enquanto que o especialista pode operar melhor ainda, mas

sob uma faixa térmica mais restrita.

Neste sentido, é plausivel que exista um trade-off evolutivo entre ser
especialista ou generalista térmico (Boyles et al., 2011). 1D possivel que as

mitocondrias de animais generalistas possam sofrer menos com variacgoes
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térmicas, mas as adaptacoes mitocondriais de especialistas talvez permitam que
eles florescam em locais com Ta média mais alta. Contudo, poucos estudos
analisam as divergéncias entre as TPCs dos dois grupos a nivel celular, avaliando
as dependéncias térmicas da performance respiratoria destes animais (Boyles et
al., 2011). Sobretudo, entender como os diferentes ambientes podem pressionar as
adaptacoes mitocondriais de cada grupo é crucial para o estudo da conservacao
dos mesmos.

Num contexto comportamental, processos termorregulatérios como o torpor
e a hibernacao estabilizam o metabolismo energético (por exemplo, ao diminuir a
respiracao mitocondrial) em condig¢bes térmicas desfavoraveis (Polymeropoulos,
Oelkrug e Jastroch, 2017). Processos de adaptacao fenotipica, como a
aclimatacdo, também podem ocorrer: animais bem aclimatados a ambientes
muito quentes podem ser capazes de continuar mantendo o metabolismo e Tc
normais apesar do aumento na Ta (BOYLES et al., 2011).

Desta maneira, espécies ectotérmicas ou endotérmicas equipadas com
melhores mecanismos termorregulatorios e plasticidade adaptativa mitocondrial
podem ter maior sucesso em detrimento de outras. Mas, embora eficazes, estes
processos conferem protecao até certo ponto (Boyles et al., 2011). Isto significa
que o aumento da temperatura do planeta pode ser prejudicial para as espécies,
em especial aquelas que ja sdo adaptadas a ambientes quentes ou aquelas que
vivem em faixas térmicas ideais muito restritas.

Como explorado, temperaturas altas acima do limite tolerado podem
induzir danos irreversiveis a mitocondria. Isto, por sua vez, é refletido na TM e
na homeostase dos organismos. Fica claro, deste modo, que a extensdo e a
velocidade das mudancas climaticas podem impedir que as espécies se adaptem.
Em suma, entender até que limite os mecanismos celulares dos organismos

conseguem acompanhar as mudancas térmicas torna-se cada dia mais essencial.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A presente revisao teve como intuito explorar os diversos meios pelos quais
a temperatura pode afetar uma tnica organela. Esta influéncia térmica, contudo,
¢é extremamente ampla e complexa, visto que a mitocondria participa nao s6 da
producdo de energia e regulacdo do metabolismo dos animais, mas também de
grande parte dos processos bioldgicos essenciais para a manutencao da vida, como
o balanco redox, termogénese e morte celular programada.

Os métodos para estudar o funcionamento mitocondrial variam conforme a
hipotese a ser testada. Entretanto, é certo que estudos in vitro conferem
vantagens no que toca a facilidade de manipulacao, isolamento das variaveis e,
sobretudo, na interpretabilidade dos resultados. A despeito disso, a escassez de
estudos in vitro que se voltam para a dependéncia térmica da mitocondria é de se
considerar.

Em linhas gerais, conclui-se que as consequéncias da temperatura no
metabolismo da célula sdo de natureza puramente termodinamica e bioquimica,
afetando desde a velocidade das reacgées, até as estruturas lipidicas e proteicas
(Figura 10). A temperatura afeta a performance das taxas mitocondriais de
forma nao-linear, mas previsivel. Conforme a temperatura cresce, a respiracao
celular, producao de calor e ROS, e ativacdo da cascata apoptdtica aumentam
proporcionalmente. Este aumento alcanca um nivel maximo, apdés o qual
temperaturas muito altas incitam o declinio das performances de modo geral.

Dado que a taxa metabdlica dos organismos é, em sua esséncia, um reflexo
do metabolismo energético mitocondrial, os impactos mitocondriais repercutem,
nao surpreendentemente, na manutencdo da homeostase dos animais.
Temperaturas extremas, entdo, podem afetar profundamente a salde e
sobrevivéncia das espécies. Em um contexto clinico, a hipotermia e hipertermia
podem servir como ferramentas terapéuticas que agem aumentando ou
diminuindo o metabolismo mitocondrial. Contudo, estas mesmas temperaturas

extremas podem causar danos celulares e teciduais, culminando em patologias.
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Sob uma oética ecoldgica, entende-se que o aumento da temperatura do
planeta pode acarretar sérias consequéncias para o sucesso evolutivo de todos os
animais, sejam eles ectotérmicos ou endotérmicos. Espécies mais bem adaptadas
as temperaturas extremas podem possuir vantagem sobre as demais. No entanto,
devido a velocidade em que as mudancgas climaticas caminham, a extensao dos

danos térmicos sobre os organismos pode ser vasta.

OXPHOS, Producao de ATP, Leak,

Lib o d
Atividade de Complexos iberagao do

citc

Respiracao Apoptose
Celular

@8@ —

Termodindmicos
e Bioquimicos

=

(velocidade de reagdes, Homeostase Processos Fisiologicos
cstrutﬁljmi\;{::r::}mcas e Termogénese Redox (Homeostase, Metabolismo,
pidicas Patologias, Ecologia)
Desacoplamento, Producao de
Sinalizacdo ROS

Figura 10. Como a Temperatura Pode Agir no Funcionamento Mitocondrial e Influenciar
Processos Sistémicos. A temperatura, por meio de efeitos termodinamicos e bioquimicos, é capaz
de atuar na mitocondria. Algumas das alteragées mitocondriais que sdo eliciadas pela
temperatura permeiam as fungdes de Respiracdo Celular, Apoptose, Termogénese e Homeostase
Redox. Como consequéncia, e indo ao encontro da MTE, as mudancas no funcionamento
mitocondrial podem provocar alteragdes em escalas maiores, influenciando processos fisiologicos

como Homeostase, Metabolismo, Patologias e Ecologia. Icones: flaticon.com e smart.servier.com.

Um ponto fundamental a ser levantado é o quao fidedigna é a extrapolacao
dos efeitos mitocondriais para os sistémicos. Para tanto, traz-se a teoria
metabodlica da energia como um paradigma atual promissor. Esta serve como um
modelo mecanistico que propoe capturar ndo as interagbes ecoldgicas
multi-detalhadas dos organismos, mas sim, de forma simplificada e quantitativa,
"os principios basicos dos fenomenos, os quais podem ser usados para
entendimento geral de padrbées empiricos e também para fazer predi¢ées a priori
e testaveis" (BROWN, SIBLY & KODRIC-BROWN, 2012).

As consequéncias da temperatura sio, acima de tudo, relativas. Varias

excecoes aos efeitos tipicos da temperatura, previstos na MTE, foram registradas.
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Algumas dependéncias térmicas a nivel celular ndo possuem paralelismo
sistémico, possivelmente por nio contarem com os efeitos compensatorios a curto
prazo ou as adaptacoes a longo prazo. Futuras investigacées devem se voltar a
compreender a fundo quais fenomenos estdo por tras de tais desvios e como
incorpora-los ao modelo, tornando-o mais amplo.

A principio, a MTE nao deve ser usada para além de seu intuito
mecanistico: o de acrescentar poder explicativo aos dados moleculares e nortear
as explicacbes para os efeitos a nivel de organismos inteiros. Além disso, as
observacgoes celulares podem indicar correlacdo com eventos sistémicos, mas
inferir causalidade s6 ¢é possivel depois dos testes serem minuciosamente
validados.

Indo ao encontro destas premissas, considera-se que eventos na escala
macro (como a saude e sobrevivéncia dos organismos) podem advir da atuacgao de
fatores basicos, como a temperatura, sobre os eventos na escala micro. Portanto, é
latente a necessidade de combinar as discussdes sobre os possiveis impactos
nestas escalas. Mas, em virtude dessa caréncia de estudos no ambito micro,
torna-se primordial entender as implicacbes da temperatura a nivel celular, a
curto e longo prazo, utilizando-se técnicas in vitro.

Em compensacao, a exemplo de inimeras descobertas na biologia, a chave
para entender como a temperatura afeta sistematicamente a vida na Terra pode
estar em pesquisar sob um pressuposto da ciéncia basica: ao buscar-se entender
os efeitos subjacentes da temperatura nas escalas elementares, como a molecular
e celular. Nesta perspectiva, sem necessariamente vislumbrar suas possiveis
aplicacées praticas, a finalidade pode consistir apenas em colaborar para o

desembaracar dos fendbmenos da natureza.
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