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RESUMO 

Apesar dos efeitos benéficos mostrados quando a oxidase alternativa mitocondrial (AOX) 

de Ciona intestinalis (Tunicata: Ascidiacea) é expressa xenotopicamente em modelos de 

mamíferos e de insetos, resultados prejudiciais importantes também foram relatados, 

levantando preocupações quanto à sua implantação como uma futura enzima terapêutica 

voltada a doenças mitocondriais humanas. Por causa de sua atividade de oxidase 

terminal não-bombeadora de prótons, AOX pode contornar o segmento do citocromo c 

da cadeia respiratória e aliviar a possível sobrecarga de elétrons que ocorre após 

disfunção da fosforilação oxidativa (OXPHOS), não contribuindo, porém, para a força 

próton-motriz necessária à síntese de ATP mitocondrial. Nosso laboratório mostrou 

anteriormente que moscas que expressam AOX apresentam uma queda dramática na 

viabilidade pupal quando cultivadas em uma dieta pobre em nutrientes (LN), indicando 

que AOX interfere no metabolismo normal do desenvolvimento. Aqui, aplicamos análises 

de transcriptômica e metabolômica para mostrar que a interação entre LN e a expressão 

ubíqua de AOX em altos níveis causa uma mudança funcional do sistema digestivo e 

uma alteração geral do metabolismo de aminoácidos em larvas. Estas também 

armazenam menos nutrientes, o que causa letalidade no final do estágio de pupa, com 

uma regulação negativa geral do metabolismo mitocondrial e uma clara assinatura que 

os indivíduos estão passando por inanição (starvation). Curiosamente, lactato 

desidrogenase, lactato e 2-hidroxiglutarato estão elevados em moscas AOX 

independentemente da dieta, apontando para um importante papel tanto desta enzima 

chave do metabolismo, quanto desses metabólitos, na regulação das mudanças 

fisiológicas induzidas pela função de AOX em larvas. Discutimos nossos resultados com 

base na disponibilidade de aminoácidos essenciais na LN e seus papéis no metabolismo 

do desenvolvimento de drosófila. Compreender como a AOX pode alterar as condições 

metabólicas normais em animais complexos e como contorná-las será de importância 

crucial aos possíveis tratamentos futuros de doenças humanas. 

 

Palavras-chave: mitocôndria, restrição de nutrientes, metabolismo de amino ácidos, 

fosforilação oxidativa. 



 

ABSTRACT 

Despite the beneficial effects shown when the mitochondrial alternative oxidase AOX from 

Ciona intestinalis (Tunicata: Ascidiacea) is expressed xenotopically in mammalian and 

insect models, important detrimental outcomes have also been reported, raising concerns 

regarding its deployment as a therapy enzyme for human mitochondrial diseases. 

Because of its non-proton pumping terminal oxidase activity, AOX could bypass the 

cytochrome c segment of the respiratory chain and alleviate the possible overload of 

electrons that occurs upon oxidative phosphorylation (OXPHOS) dysfunction, not 

contributing though to the proton-motive force needed for mitochondrial ATP synthesis. 

Our lab has shown previously that AOX-expressing flies present a dramatic drop in pupal 

viability when cultured on a low-nutrient diet, indicating that AOX interferes with normal 

developmental metabolism. Here, we applied transcriptomics and metabolomics analyses 

to show that the interaction between low-nutrient diet and AOX expression causes 

functional changes in the larval digestive system and a general alteration of larval amino 

acid metabolism. The larvae show reduced nutrient storage, which stalls development at 

the late pupa stage with a general downregulation of mitochondrial metabolism and a clear 

signature for starvation. Interestingly, lactate dehydrogenase, lactate and 2-

hydroxyglutarate are elevated in AOX-expressing flies, irrespective of diet, pointing to an 

important role for this key metabolic enzyme and metabolites in regulating the 

physiological changes induced by AOX function in larvae. We discuss our results based 

on the availability of essential amino acids in the low-nutrient diet and their roles in the 

developmental metabolism of flies. Understanding how AOX may change normal 

metabolic conditions in higher animals and how to circumvent it will be of crucial 

importance for possible future treatments of human diseases. 

 

Key-words: mitochondrion, nutrient deprivation, amino acid metabolism, oxidative 

phosphorylation.
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1 INTRODUÇÃO 

Embora as mitocôndrias tenham muitos papéis importantes nas células 

eucarióticas, a produção em massa de ATP via fosforilação oxidativa (OXPHOS) é 

tradicionalmente vista como um de seus principais processos contribuintes para a função 

celular. Complexos multienzimáticos e enzimas desidrogenases presentes na membrana 

mitocondrial interna, como a NADH desidrogenase (ou complexo I, CI), succinato 

desidrogenase (ou complexo II, CII), entre outras desidrogenases, iniciam o transporte 

de elétrons da OXPHOS ao oxidarem substratos presentes na matriz mitocondrial ou no 

espaço intermembranas e reduzir convergentemente o pool de ubiquinona (ou coenzima 

Q, CoQ) a ubiquinol (CoQH2) (Figura 1A). Os elétrons de CoQH2 passam então pelo 

complexo III (citocromo bc1), pelo citocromo c e chegam ao complexo IV, que irá utilizá-

los para reduzir o oxigênio molecular a H2O. No decorrer do transporte de elétrons, os 

complexos CI, CIII e CIV bombeiam prótons para o espaço intermebranas mitocondrial, 

formando um gradiente eletroquímico.  Esse gradiente será eventualmente utilizado pela 

ATP sintase, que retorna os prótons do espaço intermembranas para a matriz 

mitocondrial, ao passo que sintetiza ATP a partir de ADP e fosfato inorgânico (Pi) (Figura 

1A).  
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Figura 1. Reprodução esquemática da cadeia respiratória mitocondrial (A) e a via adicional provida pela 
oxidase alternativa mitocondrial (AOX) (B). Os complexos I (NADH desidrogenase) e II (succinato 
desidrogenase) recebem, respectivamente, elétrons presentes nos carreadores reduzidos dinucleotídeo de 
nicotinamida-adenina (NADH) e dinucleotídeo de flavina-adenina (FADH2), resultantes dos processos de 
glicólise, ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e β-oxidação dos ácidos graxos, principalmente. Juntamente 
com a oxidação de outros substratos promovido pela atividade de outras enzimas desidrogenases 
representadas na figura, os elétrons resultantes chegam à cadeia respiratória e são convergidos no pool 
de ubiquinona (coenzima Q) que é reduzindo a ubiquinol. Em seguida, os elétrons chegam ao complexo III 
(citocromo bc1) e então ao complexo IV (citocromo c oxidase), o qual irá reduzir o oxigênio molecular à 
água. No decorrer destas reações, os complexos I, III e IV bombeiam prótons da matriz mitocondrial ao 
espaço intermembranas (IMS), formando um gradiente eletroquímico de prótons que é eventualmente 
utilizado pelo complexo V (ou ATP sintase) para a fosforilação do difosfato de adenosina (ADP) através do 
fosfato inorgânico (Pi), gerando ATP de maneira acoplada ao influxo de prótons do IMS de volta à matriz 
mitocondrial. O destino dos elétrons provindos do NADH, FADH2 e outros substratos é indicado por setas 
vermelhas. O bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o IMS é indicado pelas setas 
tracejadas, assim como o retorno destes para a síntese de ATP pelo complexo V. IM representa a 
membrana mitocondrial interna; OM, membrana mitocondrial externa; IMS, espaço mitocondrial interno; CI-
V, complexos multienzimáticos I-V; Q, pool de ubiquinonas/ubiquinol; C, citocromo c; mPGDH, glicerol-3-
fosfato desidrogenase mitocondrial; DHODH, di-hidroorotato desidrogenase de classe 2; SQOR, quinona 
sulfeto oxirredutase; ChDH, colina desidrogenase mitocondrial; ETFDH, flavoproteína transferidora de 
elétrons desidrogenase. Fonte: adaptado de CAMARGO et al. (2018); MCDONALD e GOSPODARYOV 
(2018).  
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Notavelmente, o gradiente eletroquímico, a produção de ATP e EROs (Espécies 

Reativas de Oxigênio) e a reoxidação de carreadores de elétrons tanto da matriz 

mitocondrial quanto do citosol, são cruciais para a regulação da homeostase do 

metabolismo celular. Por exemplo, a função de OXPHOS afeta diretamente o ciclo do 

ácido tricarboxílico (TCA) tanto no catabolismo quanto no anabolismo, dependendo de 

fatores como tecido/tipo de célula, estágio de desenvolvimento, temperatura e/ou 

disponibilidade nutricional, entre outros (JACOBS, GEORGE, KEMPPAINEN, 2020). 

Dessa forma, é vastamente sabido que disfunções da OXPHOS está relacionada a várias 

condições de doenças humanas, podendo ser a causa de inúmeros tipos de doenças 

mitocondriais, cujo início e gravidade variam amplamente, e a maioria das quais ainda 

não tem tratamento eficaz (GORMAN et al., 2016; RUSSELL et al., 2020). 

Protistas, fungos, plantas e a maioria dos metazoários, mas não vertebrados e 

insetos, possuem diversificações da OXPHOS que é canonicamente apresentada nos 

livros-textos. Uma delas é a via alternativa de transporte de elétrons fornecida por uma 

oxidase terminal chamada oxidase alternativa (AOX). A AOX se torna teoricamente ativa 

em momentos de sobrecarga de elétrons na OXPHOS, momentos esses em que o pool 

de ubiquinona (Q, CoQ) está sendo constantemente reduzido a ubiquinol (QH2, CoQH2) 

que é o substrato da enzima. A atividade de AOX é capaz de contornar o segmento do 

citocromo c (ou seja, a via do transporte de elétrons que abrange as atividades dos CIII 

e CIV) pois acopla diretamente a oxidação do pool de CoQH2 à redução do oxigênio 

molecular, formando H2O (Figura 1B). Entretanto, diferente de CIII e CIV, o transporte de 

elétrons realizado pela AOX não gera bombeamento de prótons para o espaço 

intermembranas, ou seja, não colabora diretamente para a produção de ATP 

mitocondrial. Pelo fato de essa enzima permitir uma "válvula de escape" ao excesso de 

elétrons que foi formado por alguma razão – seja por condições bióticas, abióticas ou por 

problemas na OXPHOS – seu papel tem sido associado à homeostase do fluxo de 

elétrons, do potencial redox e à neutralização de excesso da formação de EROs, 

condições semelhantes àquelas encontradas em células de pacientes humanos com 

doenças mitocondriais. Diante disso, a expressão transgênica de AOX foi testada com 

sucesso em diversos modelos biológicos e se mostrou benéfica para animais complexos 

com disfunções da OXPHOS.  
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No entanto, a extensão dos estudos com a expressão de AOX em organismos 

modelo ainda é limitada, portanto, as alterações que pode causar no metabolismo e na 

fisiologia animal ainda não são totalmente compreendidas (MCDONALD e 

GOSPODARYOV, 2018; DOGAN et al., 2018; SAARI et al., 2019a,b), especialmente sob 

condições de estresse ambiental ou desafio metabólico. Nosso laboratório tem usado 

linhagens de Drosophila melanogaster expressando AOX do tunicado Ciona intestinalis 

(Ascidiacea) para estudar as limitações no uso desta enzima em animais superiores e 

para entender como podemos ajustar sua expressão para prevenir efeitos colaterais 

prejudiciais. Até o momento, a reprodução e o desenvolvimento parecem ser dois dos 

fatores mais importantes da biologia da mosca que podem ser afetados pelo AOX (SAARI 

et al., 2017; SAARI et al., 2019a,b).  

Recentemente nosso laboratório reportou que a combinação entre a expressão de 

AOX em altos níveis e de maneira ubíqua – capaz de reverter total ou parcialmente 

fenótipos deletérios (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; KEMPPAINEN et al., 2014; EL-

KHOURY et al., 2016) –, quando combinada à exposição a uma dieta pobre em nutrientes 

(LN) é particularmente prejudicial ao desenvolvimento de drosófilas, causando uma 

queda de cerca de 80% na taxa de emergência dos indivíduos adultos (SAARI et al., 

2019a,b). Esse fenótipo não pode ser resgatado pela adição de açúcares simples, 

vitaminas, minerais e extrato de levedura extra à dieta LN, indicando que algum distúrbio 

além de um déficit bioenergético direto está ocorrendo (SAARI et al., 2019a). Nossa dieta 

LN tem uma receita simples; sua única fonte de nutrientes, 3,5% de extrato de levedura 

(p/v), é claramente o suficiente para que as moscas controles (que não expressam AOX) 

atinjam o estágio adulto. A dieta de laboratório padrão, por outro lado, contém 1,5% de 

sacarose, 3% de glicose, 3,5% de extrato de levedura, 1,5% de farinha de milho, 1% de 

gérmen de trigo, 1% de farinha de soja e 3% de melaço, dos quais a farinha de milho, o 

gérmen de trigo, a farinha de soja e o melaço podem resgatar a letalidade induzida por 

AOX quando individualmente adicionados à dieta LN (SAARI et al., 2019a). A 

espectrometria de massas revelou um conjunto complexo de metabólitos no melaço, rica 

em intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) entre outras moléculas. 

Entretanto, nenhum desses metabólitos testados individualmente até agora pode 

resgatar a letalidade de moscas que expressam AOX cultivadas em LN. 
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Nesse trabalho, lanço mão das abordagens ômicas para observar alterações 

transcricionais e metabólicas que ocorrem em larvas e pupas expressando AOX e 

cultivadas em dietas padrão ou LN, para melhor compreender as bases moleculares que 

subjazem a falha no desenvolvimento desses indivíduos e levantar hipótese cerca da 

influência da AOX nesse cenário. As análises dos dados de transcriptômica foram 

realizadas com o auxílio do Prof. Dr. Daniel Guariz Pinheiro, docente pelo departamento 

de Biotecnologia Agropecuária e Ambiental, da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias (FCAV) Unesp campus de Jaboticabal/SP. As análises dos dados de 

metabolômica foram feitas a partir de colaboração realizada com Dr. Eric Dufour, docente 

e pesquisador na Faculdade de Medicina e Tecnologia da Saúde, Universidade de 

Tampere, Finlândia, como resultado da visita realizada nessa universidade no período de 

setembro/2019 a março/2020 (Doutorado Sanduíche - CAPES PrInt). O manuscrito 

resultante do desenvolvimento desse trabalho se encontra ao final desse documento, no 

Apêndice 1, e engloba resultados de outros membros do laboratório que colaboraram 

para testar as hipóteses surgidas a partir das ômicas. Com exceção da Tabela 

Suplementar 1, presente ao final desse documento, as Figuras e Tabelas Suplementares 

citadas ao longo do texto se encontram disponíveis através da página: 

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.09.24.461559v1.supplementary-material, 

a qual contém a versão pré-print e anexos do manuscrito resultante desse trabalho. 

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.09.24.461559v1.supplementary-material
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6 CONCLUSÕES 

Os promissores dados obtidos nos últimos anos com a expressão 

xenotópica de AOX em organismos-modelo de doenças humanas a destacam 

como uma possibilidade para futuras aplicações terapêuticas relacionadas direta 

ou indiretamente a disfunções da OXPHOS mitocondrial. O completo 

entendimento acerca dos limites e condições em que essa enzima pode ser 

aplicada de maneira segura torna imprescindível o desenvolvimento de trabalhos 

em animais modelos sob diferentes cenários. Nesse trabalho, mostramos que a 

alta expressão ubíqua de AOX altera significativamente, a nível molecular, 

dois estágios de desenvolvimento de D. melanogaster, larval e pupal, em 

ambas as condições dietéticas, destacando-se a dieta LN – na qual, 

como visto anteriormente, há drástica queda de viabilidade de emergência 

pupal. Em larvas L3, as mudanças transcriptômicas são consistentes com 

as mudanças na morfologia intestinal e no comportamento alimentar, 

como observamos no manuscrito, Apêndice 1. Essas mudanças sugerem 

que a expressão de AOX induz um aumento da necessidade de nutrientes 

da dieta. As larvas que expressam AOX também apresentam marcadores 

metabólicos de crescimento acentuado e, como visto no manuscrito, há maior 

armazenamento de proteínas e lipídios. No entanto, a dieta LN inibe 

drasticamente o acúmulo de biomassa na forma de lipídios pelas larvas que 

expressam AOX, causando prejuízo na sinalização das pupas, o aumento 

de estresse e respostas a starvation e, por fim, a falha do desenvolvimento.  

Mostramos também que alterações no metabolismo de aminoácidos 

podem estar relacionados à falha no desenvolvimento, hipótese que foi testada 

e fortalecida. No manuscrito, pudemos ver que a falha foi parcialmente 
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recuperada pela suplementação de LN com metionina ou triptofano. O resultado 

da suplementação e as informações metabólicas apontam para um papel 

importante do metabolismo de um carbono no desenvolvimento bem-sucedido 

de moscas que expressam AOX.  

A expressão ubíqua de AOX em níveis intermediários e a expressão 

tecido-específica permitem o completo desenvolvimento. Ademais, larvas 

expressando AOX ubiquamente em níveis intermediários acumulam biomassa e 

possuem o desenvolvimento melhorado em dieta SD quando estão sob estresse 

pelo frio (SAARI et al., 2019b), o que sugere maior crescimento, embora a 

dissipação de energia por calor possa também ocorrer devido ao 

desacoplamento mitocondrial. Partindo das indicações de nossos dados, 

fortalecidas pelos fenótipos apresentados no manuscrito e das informações 

recentemente reportadas, nosso trabalho sugere que a atividade de AOX pode 

modular hermeticamente o crescimento através de um equilíbrio entre o aumento 

do fluxo metabólico e o aumento do desacoplamento mitocondrial. O primeiro 

causando aumento da cataplerose e anabolismo a partir do ciclo do TCA até um 

ponto em que o segundo começaria a afetar a síntese de ATP e/ou produzir 

excesso de calor, levando, em última análise, à restrição do crescimento.  

Uma vez que a falha no desenvolvimento descrita aqui depende do 

impacto sistêmico causado pela forte expressão ubíqua de AOX associada à 

dieta LN, é provável que AOX cause alterações metabólicas diferentes a 

depender do tecido/órgão. AOX pode influenciar o crescimento larval, agindo 

localmente em cada tecido/órgão, porém, em dieta LN, a integração das funções 

e sinalizações desses tecidos será prejudicial. Tecidos como o adiposo e o 

muscular – onde as larvas AOX armazenariam os nutrientes extras que foram 

consumidos pela maior alimentação – seriam tecidos predominantemente 

biossintéticos, com ativa participação anabólica da mitocôndria. Por outro lado, 

os sistemas nervoso e digestivo – para então fornecerem biomoléculas extras 

exigidas para as larvas AOX – precisariam ser mais ativos na indução do 

aumento do comportamento alimentar, na digestão e na absorção dos nutrientes 

extras consumidos; portanto, teriam mitocôndrias principalmente catabólicas e 

com alta necessidade de síntese de ATP. Ao aplicarmos as abordagens ômicas 

em larvas inteiras, certamente perdemos importantes sinais tecido-específicos e 

mudanças metabólicas promovidas pela AOX. Assim, ressaltamos a importância 
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de estudos futuros com abordagem tecido-específica acerca das modificações 

metabólicas causados pela AOX no desenvolvimento de larva de D. 

melanogaster e como elas interagem para promover o crescimento e o acúmulo 

de biomassa, ou deficiência deles, no caso da dieta LN.  

O desenvolvimento da larva de D. melanogaster já foi postulado como um 

modelo para compreensão do metabolismo do crescimento tecidual animal, 

incluindo o do câncer. Talvez possa até ser um modelo mais realista do que 

células cancerosas cultivadas in vitro, uma vez que se pode estudar como um 

organismo vivo complexo regula o fluxo metabólico intrinsecamente e em tecidos 

periféricos, suportando as transições por estágios distintos de desenvolvimento 

com demandas metabólicas variadas (DRUMMOND-BARBOSA e TENNESSEN, 

2020). A ideia de que determinados níveis de expressão de AOX promovem 

crescimento é preocupante do ponto de vista de um possível tratamento futuro 

das doenças mitocondriais humanas, pois ainda não se sabe se os efeitos seriam 

meramente hiperplásicos, hipertróficos ou até neoplásicos. Por outro lado, 

embora altamente especulativo, o fato de que a combinação de alta expressão 

de AOX e dieta pobre em nutrientes restringe severamente o crescimento 

também pode apontar para sua possível aplicabilidade na pesquisa de câncer. 

Uma melhor compreensão dos efeitos da dose e da dieta dependente da AOX 

no crescimento do tecido larval de D. melanogaster será, portanto, 

extremamente relevante. 
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