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RESUMO  
 
O processo de fosforilação oxidativa mitocondrial ocorre pela ação coordenada de 

cinco complexos multienzimáticos que formam a cadeia respiratória mitocondrial. 

Disfunções nesses complexos podem levar à deficiência na produção de ATP, além 

de uma formação excessiva de espécies reativas de oxigênio, fatores que se 

relacionam a uma grande quantidade de doenças. A oxidase alternativa mitocondrial 

(AOX) fornece uma via alternativa ao transporte de elétrons na cadeia respiratória, 

pois possui a função de química redox semelhante aos complexos III e IV. Quando 

expressa e testada em mitocôndrias de Drosophila melanogaster, camundongos e 

células humanas em cultura, que naturalmente não possuem esta enzima, houve 

diminuição dos efeitos deletérios resultantes de disfunções mitocondriais, indicando o 

seu potencial uso terapêutico. Entretanto, AOX não bombeia prótons para o espaço 

intermembranas, e sua expressão portanto pode reduzir o potencial de membrana e 

estar associada a um déficit bioenergético. Isso sugere a necessidade de dietas ricas 

em nutrientes para que a produção de ATP fora da mitocôndria seja significativa e 

suficiente para o desenvolvimento correto de organismos-modelo expressando a 

AOX. Para testar tal hipótese, ensaios de desenvolvimento usando drosófilas 

expressando AOX foram realizados com dieta rica e restrita em nutrientes e verificou-

se que em condição de restrição nutricional, as moscas apresentaram queda de cerca 

de 80% na taxa de emergência dos adultos. Para compreender os mecanismos 

moleculares envolvidos no fenótipo observado, investigamos o proteoma mitocondrial 

de pupas no estágio de pré-letalidade. Os dados obtidos de linhagens cultivadas em 

dieta rica em nutrientes mostram que enzimas relacionadas ao ciclo de Krebs e à 

oxidação de lipídeos estão superexpressas. Em combinação com a quantificação 

relativa do DNA mitocondrial, sugerimos que larvas expressando AOX possuem mais 

massa mitocondrial. Este mesmo padrão parece ser observado para moscas 

cultivadas em dieta restrita, indicando que AOX pode levar a um consumo mais 

proeminente, entretanto menos eficiente em termos bioenergéticos, dos estoques de 

lipídeos obtidos na fase de larva. Estes estoques podem ser insuficientes para a 

conclusão da metamorfose quando moscas AOX são submetidas a uma dieta restrita. 

 

Palavras–chave: Mitocôndria. Oxidase Alternativa. Drosophila melanogaster. 

Proteômica. Fosforilação oxidativa. 



 

 

 

ABSTRACT 

  

The mitochondrial oxidative phosphorylation process occurs via the coordinated action 

of five multienzymatic complexes that constitute the mitochondrial respiratory chain. 

Dysfunction in these complexes can lead to deficiency in ATP production, in addition 

to excessive formation of reactive oxygen species, which are related to a large number 

of diseases. The alternative oxidase (AOX) provides an alternative pathway to electron 

transfer in the respiratory chain, since it possesses chemical redox function similar to 

that of complexes III and IV. When AOX was expressed and tested in mitochondria of 

Drosophila melanogaster, mice and human cells in culture, which naturally do not 

express this enzyme, there was a decrease in the deleterious effects resulting from 

mitochondrial dysfunction, indicating its potential therapeutic use. However, AOX does 

not pump protons into the intermembrane space, and thus may be associated with a 

decreased membrane potential and ATP production, suggesting the need for nutrient-

rich diets for complete development of AOX-expressing model organisms. We 

conducted developmental assays using nutrient-rich and -restricted diets and we have 

verified that in the nutritional restriction condition AOX caused an 80% drop in eclosion 

rate. To understand the molecular mechanisms involved in the observed phenotype, 

we investigated the pupal mitochondrial proteome in the pre-lethality stage. Data 

obtained from lines cultivated in a nutrient-rich diet showed that the Krebs cycle and 

lipid catabolism enzymes are overexpressed. The same pattern was observed for diet-

restricted flies, indicating that AOX may lead to a more prominent, but less efficient 

bioenergetically, consumption of lipid storage obtained in the larval phase. This storage 

may be insufficient for completing metamorphosis when the flies are cultured in 

restricted diet. 

 

Keywords: Mitochondria. Alternative oxidase. Drosophila melanogaster. Proteomics. 

Oxidative phosphorylation. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A cadeia respiratória mitocondrial (CR) sedia um dos processos 

energeticamente mais importantes para um organismo eucariótico, a fosforilação 

oxidativa. É na CR que os carreadores reduzidos provenientes da oxidação de 

carboidratos, lipídeos e proteínas são reoxidados para obtenção da maior parte do 

trifosfato de adenosina (ATP) celular. A CR é formada por cinco complexos proteicos 

integrais de membrana, quatro realizando o transporte de elétrons em sequentes 

reações de oxirredução, e o quinto realizando o processo de fosforilação do ADP em 

ATP (CAMARGO et al., 2018). A maioria dos grupos de eucariotos, incluindo animais, 

possuem enzimas que fornecem vias alternativas à CR, entretanto, vertebrados e 

insetos perderam os genes codificantes dessas enzimas ao longo da evolução 

(MCDONALD; GOSPODARYOV, 2018). Estas vias são constituídas pela oxidase 

alternativa (AOX) e pela NADH-desidrogenase alternativa (ANDH), que podem 

apresentar um papel importante na regulação da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e na manutenção do potencial redox celular. A AOX atua transferindo 

elétrons do ubiquinol diretamente para O2, contornando os Complexos III e IV, sendo 

então resistente aos seus respectivos inibidores, antimicina A e cianeto. Já a ANDH 

atua recebendo elétrons diretamente do dinucleotídeo de nicotinamida-adenina 

(NADH), transferindo-os para a ubiquinona, e contornando então o Complexo I 

(CAMARGO et al., 2018). A utilização das vias alternativas aparentemente só ocorre 

quando há comprometimentos da via clássica, que podem ser causados por diversos 

fatores, como elevado potencial de membrana, inibição por toxinas ou problemas 

genéticos associados aos Complexos I, III e IV (KEMPPAINEN et al., 2014).  

Testes da hipótese de que a enzima AOX, ao oferecer uma via alternativa ao 

transporte de elétrons da CR, poderia atuar no tratamento de diversas doenças 

humanas relacionadas a disfunções mitocondriais, tem gerado resultados positivos, 

negativos e inesperados (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; RODRIGUES et al., 

2018). Quando o gene da AOX proveniente de Ciona intestinalis (Tunicata: 

Ascidiacea) foi expresso transgenicamente em células humanas em cultura, em 

camundongo e em Drosophila melanogaster, a enzima propiciou resistência a cianeto 

e diminuição da produção de EROs (DASSA et al., 2009; EL-KHOURY et al., 2013; 

FERNANDEZ-AYALA et al., 2009; HAKKAART et al., 2006; SZIBOR et al., 2017). 

Também foi possível observar que houve resgate de fenótipos deletérios comuns a 
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6 Discussão 

 

Os resultados dos ensaios de desenvolvimento mostram que moscas que 

expressam AOX em altos níveis sofrem queda de cerca de 80% na sua taxa de 

emergência quando cultivadas em restrição alimentar. Esse resultado está de acordo 

com o esperado uma vez que por não bombear prótons, AOX poderia causar uma 

diminuição na quantidade de ATP mitocondrial produzida. Desse modo, levando-se 

em consideração que a AOX se torna ativa em condições de estresse nos organismos 

onde naturalmente é encontrada (DEL-SAZ et al., 2017; SAHA; BOROVSKII; PANDA, 

2016), ressalta-se a importância em se compreender quais são os reflexos desta nos 

organismos modelo quando submetidos a estresse nutricional. Antes, porém, é 

necessária tal caracterização nas condições padrão. Até então, a ação da expressão 

de AOX no fenótipo de moscas D. melanogaster cultivadas em dieta padrão, rica em 

carboidratos, era considerada praticamente inócua, excetuando-se o fato destas 

apresentarem um breve atraso no desenvolvimento e menor massa corpórea dos 

adultos jovens (FERNANDEZ-AYALA et al., 2009). Visto que moscas AOX não 

apresentam fenótipos deletérios nesta condição, era esperado que a maior parte das 

proteínas identificadas neste trabalho fossem comuns às proteínas da linhagem 

controle. Os resultados obtidos mostraram que elas compartilham cerca de 80% das 

identificações, consistente com o esperado. 

Além disso, conseguimos confirmar que nossas amostras de extratos 

mitocondriais puros estavam enriquecidas com proteínas mitocondriais: a maior parte 

das enzimas que participam da fosforilação oxidativa e do ciclo de Krebs foram 

identificadas, apesar das análises usando o software Blast2GO mostrarem uma 

abundância significativa de proteínas pertencentes ao sistema de endomembranas. 

Isto pode estar relacionado ao fato das membranas que constituem outras organelas, 

tais como complexo de Golgi e retículo endoplasmático, se associarem à membrana 

externa mitocondrial por processos fisiológicos ou por artefato gerado no momento da 

obtenção dos extratos proteicos. Por exemplo, as interações entre retículo 

endoplasmático e mitocôndria podem formar as MAMs (do inglês, mitochondrial-

associated membranes) que são essenciais para a biogênese mitocondrial (LEWIS; 

TSAI; SU, 2016), processo que supostamente está em alta durante a fase final da 

metamorfose de Drosophila. No caso das proteínas de núcleo, citoplasma e as demais 

que não são mitocondriais, é mais provável que suas identificações sejam 
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consequência de impurezas das nossas amostras. Mesmo assim, a quantificação 

relativa do nosso marcador mitocondrial é de 2 a 3 vezes maior em relação ao 

marcador citoplasmático, assegurando então que trabalhamos com amostras 

enriquecidas e que as extrações de mitocôndrias foram relativamente bem 

executadas.  

Uma análise mais detalhada da letalidade causada por AOX em condição de 

restrição nutricional mostra que o fenômeno é mais do que uma simples queda na 

taxa de emergência, já que as moscas AOX morrem em diferentes estágios da 

metamorfose (SAARI et al., 2018). Tal fato indica que moscas AOX não são 

bloqueadas em momentos específicos do desenvolvimento, mas muito provavelmente 

tem seu desenvolvimento interrompido quando os nutrientes acumulados são 

completamente utilizados, não sendo suficientes para que haja a finalização da 

metamorfose. Partindo dessa premissa, observamos que, mesmo em dieta padrão, 

várias das enzimas que participam do ciclo de Krebs e um número significativo de 

enzimas envolvidas no catabolismo de lipídeos encontram-se em níveis mais elevados 

na linhagem que expressa AOX. Uma vez que no processo de metamorfose a via mais 

utilizada para geração de ATP é a de degradação de ácidos graxos, acumulados 

durante a fase de larva (MERKEY et al., 2011), é esperado que as proteínas 

envolvidas nesse processo realmente tenham um maior nível de expressão. Os 

valores elevados na linhagem AOX reforçam a possibilidade de maior demanda e uso 

dos recursos estocados, indicando um aproveitamento menos eficiente das reservas 

energéticas nesta linhagem. Isto pode ser explicado caso a enzima AOX apresente 

alguma atividade mesmo nesta condição de dieta padrão. As vias de degradação dos 

triglicerídeos (β-oxidação e via da glicerol-3-fosfato desidrogenase) geram 

equivalentes redutores que entram na CR pelo Complexo I ou diretamente pelo 

ubiquinol (QH2), e que são passados aos Complexos III e IV (segmento do citocromo 

c) com bombeamento de prótons através da membrana interna e a consequente 

produção de ATP. Caso a AOX apresente alguma atividade, esta estaria promovendo 

o desvio de elétrons do segmento do citocromo c, reduzindo O2 e gerando um reduzido 

potencial de membrana, que levaria a uma diminuição na produção de ATP 

(CAMARGO et al., 2018). Dessa forma a demanda por mais elétrons na CR pode 

aumentar, levando a necessidade de obtenção de mais carreadores reduzidos 

capazes de fornecerem tais elétrons para a produção de ATP suficiente. Diante disso, 

torna-se mais clara a interpretação dos resultados de que as enzimas que fazem parte 
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do ciclo de Krebs também estão presentes em maior quantidade. Ao que tudo indica, 

a quantidade de lipídeos estocada pelas moscas expressando AOX em dieta padrão 

é aparentemente suficiente para que elas completem a metamorfose. Por outro lado, 

a restrição nutricional pode limitar a estocagem de energia, a qual, por não ser 

eficientemente aproveitada pela linhagem AOX, resulta em letalidade. Levando em 

consideração que o meio restritivo é um fator estressor que pode levar ao aumento da 

atividade da AOX, esta situação se tornaria ainda mais aguda. 

O fato das nossas amostras não serem 100% de mitocôndrias nos permitiu 

identificar e mostrar que os níveis da proteína apolipoforina estão mais baixos na 

linhagem que expressa AOX. Essa proteína quando associada a lipídeos é chamada 

de lipoforina, a maior lipoproteína da hemolinfa de drosófila. A lipoforina é responsável 

pela mobilização dos ácidos graxos acumulados no intestino, nos discos imaginais e 

no corpo gorduroso para suporte energético ao desenvolvimento das moscas nas 

fases não alimentar, como a fase de pupa (RODRÍGUEZ-VAZQUÉZ et al., 2015). Era-

se esperado que os níveis de apolipoforina estivessem mais elevadas na linhagem 

que expressa AOX, exatamente por atuar na mobilização dos ácidos graxos para a 

degradação. Entretanto, é possível que nossas amostras sejam de pupas AOX que já 

utilizaram quase todo estoque de lipídeos, e por isso os níveis da apolipoforina já 

estariam mais reduzidos do que no controle, sugerindo que a linhagem que expressa 

AOX também mobiliza os recursos numa velocidade mais acelerada. Em outras 

palavras, enquanto para a linhagem controle os estoques de lipídeos ainda estão 

sendo mobilizados e degradados neste ponto da metamorfose, para a linhagem 

expressando AOX a maioria dos recursos que estavam disponíveis já foram 

mobilizados e agora já estão nas vias de degradação para obtenção de energia. 

Como AOX não bombeia prótons para o espaço intermembranas, é possível 

que a produção de ATP mitocondrial seja diminuída. Uma das maneiras do organismo 

contornar esse déficit bioenergético seria aumentando os locais de produção de ATP, 

via regulação positiva da glicólise e/ou da massa mitocondrial do organismo. Além de 

enzimas do ciclo de Krebs, cujos níveis são tradicionalmente usados como 

marcadores do aumento da biogênese mitocondrial, nossos resultados mostram que 

a abundância de ANT e porina também é maior em moscas AOX. Ambas são 

encontradas nas membranas da mitocôndria, sendo a primeira responsável pela troca 

de ADP e ATP através da membrana interna mitocondrial (ZHANG et al., 1999) e a 

segunda pela formação de canais que permitem a maior parte do fluxo de metabólitos 
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pela membrana externa mitocondrial (ROSTOVTSEVA; COLOMBINI, 1996). A 

quantificação relativa do DNAmt, que também pode ser usada como um parâmetro 

para quantificação da massa mitocondrial, mostra que moscas AOX tem um número 

mais elevado de cópias deste genoma, corroborando os dados proteômicos. Nossos 

resultados, portanto, indicam que é possível que haja um aumento da massa 

mitocondrial na linhagem que expressa AOX. 

Apesar das análises prévias das amostras de moscas mantidas em dieta 

restrita não serem suficientes para fornecer evidências das vias que podem estar 

alteradas nessa condição, os resultados obtidos para uma única injeção no 

espectrômetro de massas fornecem pistas de que o padrão encontrado em dieta 

padrão se repete. É possível ver pela listagem das proteínas identificadas que as 

proteínas pertencentes a CR, ciclo de Krebs e β-oxidação são as mais abundantes 

para ambas. Entretanto, quando usamos a abundância relativa para fazer uma rápida 

comparação, observamos que na sua maioria, as proteínas estão mais abundantes 

na linhagem que expressa AOX, aparentemente corroborando o que foi levantado 

para dieta padrão. Nossos dados servirão para o entendimento dos mecanismos pelos 

quais AOX interfere com as mudanças metabólicas associadas às diferentes fases do 

desenvolvimento de D. melanogaster, as quais possuem paralelos com o 

desencadeamento e avanço de diversas doenças humanas (SAARI et al., 2018).  
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