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Resumo

Os peixes sdo organismos ectotérmicos, cuja temperatura corporal varia de
acordo com a do ambiente. A fim de superar os desafios impostos pela exposi¢ao a
baixas temperaturas, diversas modificacbes metabdlicas acontecem, sobretudo na
musculatura esquelética desses animais, durante este processo. O objetivo desta
dissertagdo foi avaliar quais mudangas ocorrem nos metabolismos glicolitico e
mitocondrial de musculo branco de peixes dourados aclimatados ao frio (5°C)
durante um més. Enquanto a temperatura do ambiente era diminuida, houve uma
queda gradativa na taxa de ventilagdo dos peixes, que teve um ligeiro aumento
durante o restante do periodo de aclimatacdo. Apds a aclimatacado, a atividade de
enzimas mitocondriais (FoFi-ATPase e citrato sintase) foi aumentada em peixes
aclimatados ao frio, enquanto enzimas glicoliticas (fosfoglicomutase, piruvato cinase
e lactato desidrogenase) néo tiveram suas atividades modificadas. Curiosamente, a
atividade da enzima hexocinase, uma enzima glicolitica, estava predominantemente
localizadas nas fragbes mitocondrial e microssomal, estava aumentada apés a
aclimatagao ao frio.

A caracterizagdo da atividade de hexocinase mostrou que esta enzima esta
localizada principalmente nas fragdes mitocondrial e microssomal e apresenta
parametros cinéticos semelhantes a isoenzima tipo Il de mamiferos. Ademais, a
exposi¢cao ao frio promoveu um aumento nas atividades total e especifica nas
fragdes particuladas, mas n&o na citosélica.

O estudo da fisiologia mitocondrial, através da analise dos estados
respiratérios, mostrou que a aclimatagéo ao frio causou um aumento no consumo de

oxigénio no estado basal e estado 40 (associado ao vazamento de prétons) medidos



com substratos dos complexos | (piruvato e malato) e complexo Il (succinato) em
mitocdndrias isoladas. Quando medidos em fibras permeabilizadas, o consumo de
oxigénio em todos os estados respiratérios estava aumentado nos peixes
aclimatados ao frio. Porém, a normalizagado deste consumo pela atividade da citrato
sintase mostrou que apenas o estado basal com succinato e o estado 4o
(independentemente do substrato utilizado) foram aumentados pela exposigédo ao
frio, sugerindo um aumento do desacoplamento mitocondrial. A presenga de uma
proteina desacopladora foi investigada e os resultados preliminares sugerem que o
vazamento de H* observado ¢é estimulado por acidos graxos e inibido por BSArra €

GDP, que sao reguladores destas proteinas desacopladoras.



Abstract

Fish are ectothermic organisms, whose body temperature varies according to
environmental temperatures. In order to overcome challenges imposed by low
temperature exposure, several metabolic changes occur mainly in their skeletal
muscles during process. The aim of this work was to evaluate what modifications
occur in the goldfish white muscle glycolytic and mitochondrial metabolisms after one
month of cold acclimation (5°C). While environmetal temperatures was being
decreased, there was a gradual falling in the fish ventilation rate, which slightly raised
during the remaining acclimation period. After acclimation, mitochondrial enzymes
activities (FoF1-ATPase and citrate synthase) were higher in cold acclimated goldfish,
whereas glycolytic enzymes (phosphoglucomutase, pyruvate kinase and lactate
dehydrogenase) were unchanged. Curiously, hexokinase activity, a glycolytic
enzyme, was increased after cold acclimation.

Characterization of hexokinase activity showed that this enzyme is mainly
located in the mitochondrial and microssomal fractions and presents Kinetic
parameters similar to mammals type Il hexokinase. In addition, cold exposure
promoted an increase in both total and specific activities in particulate, but not
cytosolic fractions.

Mitochondrial physiology study, through respiratory states analysis showed
that cold acclimation promoted an increment in the oxygen consumption in basal
state and state 40 (proton leak associated) measured with complex | (pyruvate and
malate) or complex Il (succinate) substrates in isolated mitochondria. When
measured in permeabilized fibers, oxygen consumptions in all respiratory states were

higher in cold acclimated fish. However, normalization of these oxygen consumption



by the citrate synthase activity indicates that only basal state measured with
succinate and state 4o, independently of substrate used, were raised by cold
acclimation, suggestins an increased mitochondrial uncoupling. The presence of an
uncoupling protein was investigated and the preliminary results suggest that the H+
leak observed is stimulates by fatty acid and inhibited by BSA ffa and GDP, that are

regulators of these uncoupling proteins.
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1 INTRODUGAO

1.1 Temperatura e os animais

A temperatura € um dos principais fatores ambientais capazes de afetar a
fisiologia dos animais.

Os organismos multicelulares, ao contrario dos unicelulares, estdo limitados a
viver em uma faixa menor de temperatura e, mesmo que a maioria dos
multicelulares esteja adaptada a uma faixa ainda menor, eles podem passar por
flutuagbes diarias ou sazonais na temperatura de seus habitats. Estas flutuagdes
térmicas tém consequéncias funcionais em muitos niveis da estrutura bioldgica. Os
animais endotérmicos, por terem a capacidade de conservar muito do calor gerado
durante o metabolismo através dos mecanismos de termogénese, conseguem
manter uma diferenga de temperatura em relagdo ao seu habitat, enquanto os
animais ectotérmicos tém a temperatura de seus corpos determinada por fontes
externas de calor, o que faz com que tenham temperaturas idénticas ou muito
préximas da temperatura ambiente.

Como dito acima, a temperatura afeta de muitas maneiras a fisiologia dos
organismos, desde taxas de difusdo molecular e reagbes bioquimicas até a
permeabilidade de membranas e funcionamento de células, tecidos e 6rgdos; de
taxas de expressdo génica a mudangas comportamentais dos animais.
Evolutivamente, as compensagdes bioquimicas para os efeitos térmicos podem ser
vistas pela manutengéo da afinidade de substratos por enzimas metabdlicas, como,

por exemplo, a lactato desidrogenase e a malato desidrogenase isoladas de



organismos que vivem em diferentes temperaturas (para revisdo, Hochachka e
Somero 2002).

As mudangas na temperatura podem alterar o equilibrio entre reacdes de
degradagéo e sintese de estruturas bioldgicas, mudar as necessidades metabdlicas,
favorecer determinadas fungdes em detrimento de outras e alterar interagdes
troficas. Conhecendo, entdo, estes efeitos da temperatura, ndo é estranho pensar
que os seres vivos tenham desenvolvido estratégias, sejam bioquimicas ou
comportamentais, para lidar com estas mudangas térmicas. Sendo assim, torna-se
interessante entender os efeitos da temperatura sobre o metabolismo dos
organismos, a fim de compreender que estratégias bioquimicas sdo adotadas para
superar o desafio térmico.

As respostas biologicas a temperatura sdo descritas por diversos termos.
Quando a temperatura corpérea de um organismo varia de acordo com a do
ambiente, ele é considerado um ectotérmico. Ao contrario, a geragdo endogena de
calor pelos endotérmicos, juntamente com mecanismos eficientes para o controle da
troca de calor com o ambiente, permite que estes animais mantenham uma
temperatura corporea diferente da temperatura ambiente. Os animais

z

homeotérmicos mantém temperaturas corpéreas estaveis, mas é importante
ressaltar que nem todo homeotérmico é endotérmico. Como exemplo desta
disparidade, podemos citar os peixes da Antartica, que possuem temperaturas
corpoéreas constantes devido a falta de variagao térmica do ambiente em que vivem.
Os organismos pecilotérmicos sofrem consideraveis flutuagbes da temperatura
corporea, tipicamente em conjunto com flutuagbes na temperatura ambiente, mas

podem controlar essa variagdo por métodos comportamentais. Os heterotérmicos

permitem que suas temperaturas corpéreas mudem de acordo com condi¢coes



energéticas ou ambientais, mantendo um controle pouco restrito da temperatura do
corpo. Muitos organismos possuem um grau de heterotermia regional, na qual certas
regides do corpo sdao mantidas a diferentes temperaturas em relagdo ao restante do
organismo. Geralmente, estas caracteristicas térmicas dos organismos séo fixadas
ao longo da evolugéo.

A biologia dos peixes é tdo diversa que, de acordo com a nomenclatura
acima, eles podem ser enquadrados desde pecilotérmicos a homeotérmicos,
incluindo também alguns heterotérmicos (alguns atuns e espécies de peixe-espada).
Os peixes sdo modelos convenientes para o estudo de respostas metabdlicas a
temperatura, visto que o uso de guelras para a respiragdo forca a temperatura
corpdrea a seguir a do ambiente. Isto ocorre porque, a fim de assegurar a eficiéncia
da troca gasosa, € necessario que o peixe diminua a barreira da difusdo. Além disso,
o0 tempo necessario para a completa oxigenagédo do sangue nas guelras é longo
demais para que um gradiente térmico seja mantido entre o sangue e a agua.

Estes animais podem variar suas temperaturas de acordo com a temperatura
absoluta do ambiente, sejam quentes ou frias, dentro de numa faixa que eles podem
suportar. Esta tolerancia também muda durante o desenvolvimento, no qual os
estagios de larva e jovem frequentemente suportam um limite menor de temperatura
que os adultos. Tais tolerancias térmicas sao descritas pelos termos estenotérmicos
(toleram uma pequena faixa de temperatura) e euritérmicos (toleram uma faixa maior
de temperatura).

Quando as flutuagdes sazonais da temperatura ambiente podem ser preditas,
muitos peixes euritérmicos modificam sua fisiologia térmica de acordo com esta
variagao. A aclimatagéo térmica realizada em laboratério (feita quando se coloca um

peixe em diferentes temperaturas, por um determinado periodo de tempo, enquanto



outros parametros sdo mantidos constantes) modifica as capacidades metabdlicas
da espécie em estudo. Entretanto, as respostas metabdlicas a aclimatagédo térmica
podem variar daquelas obtidas quando os peixes sédo aclimatizados a mudangas
naturais no fotoperiodo e na temperatura, ou mantidos em seus habitats a
determinadas temperaturas. Admite-se que a compensagao térmica ocorre quando a
aclimatagao de organismos ectotérmicos modifica a taxa de determinadas fungdes
de modo que esta taxa, a uma nova temperatura, ndo é simplesmente ditada pelo
Qo (fator de aumento da taxa de um processo quando a temperatura é aumentada
em 10°C). De acordo com Precht (1958), as respostas a aclimatagédo térmica ou a
aclimatizagdo podem ser: supercompensacdo, compensacao perfeita, compensagao
parcial, sem compensagdo ou compensacao inversa. Estas categorias ilustram as
diferentes estratégias adotadas durante a mudanga térmica. Por exemplo, quando
os peixes sao submetidos ao resfriamento sazonal, eles podem (i) reduzir o ritmo de
seus processos fisiolégicos pela submissdo aos efeitos do Qqo, (i) deprimir as
fungbes metabdlicas, aumentando os efeitos térmicos (hibernagdo, torpor) ou (iii)
compensar os efeitos do Q4o através da compensacgao perfeita ou parcial. Por fim,
esta implicito na analise das respostas metabdlicas a temperatura que, quando uma
espécie esta exposta a mudancas térmicas recorrentes em seu habitat, ela,
provavelmente, adaptou-se a estes ciclos de modo a maximizar sua forma fisica ou o

sucesso do tempo de vida reprodutivo.

1.2 O Metabolismo Energético



1.2.1 O metabolismo e os mecanimos de transformagao de energia

Os organismos, ao longo da evolugéo, desenvolveram diversos mecanismos
para a obtencdo de energia a partir de diferentes fontes. O aparecimento dos seres
eucaridticos aerodbicos contribuiu muito para estes mecanismos. Antes deles, os
seres procarioticos e os ancestrais eucariéticos (células com organizagédo do
material genético) ndo possuiam uma organizagao celular que Ihes permitisse oxidar
completamente a fonte energética, o que os forgava a fazer uso do metabolismo
anaerodbico, cujo saldo energético era muito baixo. Entretanto, como proposto na
teoria endosimbidtica de Lynn Margulis, o surgimento dos seres eucariéticos
aerobicos a partir da simbiose de bactérias aerdobicas com as células eucaridticas
ancestrais, permitiu o uso do metabolismo aerdbico. A completa oxidagdo dos
substratos energéticos era favorecida gragas a compartimentalizagdo das enzimas
oxidativas em uma unica organela: a mitocéndria, 0 que permitiu uma maior
unificagdo dos padroes metabdlicos oxidativos, situagdo que ndo acontecia com os
procarioticos.

Esse avango evolutivo se mostra de grande importancia para a vida, visto que
a producao constante de energia € necessaria para a manutengéo das atividades
fisiologicas. Esta energia, armazenada principalmente sob forma de compostos
fosforilados, é obtida através de um conjunto de reagbes realizadas por sistemas
multienzimaticos chamado Metabolismo. Dentro das células, estas reagdes quimicas
catalisadas por enzimas estdo organizadas em diversas sequéncias de reagdes,
conhecidas como vias, nas quais o produto de uma reagao é o reagente da reagao
seguinte. Algumas destas vias degradam nutrientes organicos (carboidratos, lipidios
e proteinas) provenientes da alimentagao ou das reservas do organismo (glicogénio,

lipidios), gerando produtos finais mais simples. Estas vias, que constituem o



catabolismo, liberam energia que pode ser armazenada quimicamente ou dissipada
em forma de calor. Em contrapartida, ha um conjunto de vias que faz uso da energia
conservada quimicamente para realizar a biossintese de moléculas maiores e mais
complexas a partir de precursores mais simples. Ao conjunto destas vias
biossintéticas, que necessitam de energia para ocorrer, da-se o nome de
anabolismo. Além das reagdes anabdlicas, a energia quimica gerada durante o
catabolismo também pode ser usada para transportar ions, contrair os musculos e
regular a termogénese. E o balango entre estas vias que constitui 0 metabolismo
celular, o qual possui a molécula de adenosina 5-trifosfato (ATP) como principal
carreador da energia celular.

Dentre as vias catabdlicas, talvez a mais importante seja a via de degradacgéo
de glicose, cuja importéncia € vista em praticamente todos os organismos, desde
bactérias a animais superiores. Assim que entra na célula, a glicose é fosforilada
pela enzima hexocinase formando glicose 6-fosfato, a qual pode seguir diversas vias
metabdlicas, dependendo do estado metabdlico da célula. Se a demanda energética
for alta ou a carga energética celular estiver baixa, a glicose 6-fosfato segue,
preferencialmente, pelas vias de sintese de energia. A primeira destas vias a ser
completamente elucidada foi a glicélise, na qual a glicose percorre uma série de
reagdes que culminam com a geragao de ATP, NADH e piruvato (duas moléculas de
cada um). Este ultimo segue para a mitocdndria, onde é convertido em acetil-CoA
pelo complexo da piruvato desidrogenase na matriz mitocondrial. E com este acetil-
CoA que tem inicio a segunda etapa do catabolismo aerébio de glicose: o ciclo de
Krebs ou ciclo dos acidos tricarboxilicos. Neste ciclo de reagbes, que inclui duas
descarboxilagées oxidativas com subsequente liberagdo de CO,, a energia liberada

¢ conservada na reducéo de trés moléculas de NAD" e uma de FAD" e a produgéo



de um ATP ou GTP. Embora estas reagdes gerem, por ciclo, apenas um ATP de
forma direta, os quatro passos oxidativos provém um amplo fluxo de elétrons que
serdo utilizados na cadeia respiratoria, via NADH e FADH; gerados, levando, assim,
a formagéo de muitas outras moléculas de ATP. Por fim, as moléculas de NADH e
FADH; provenientes da glicolise e do ciclo de Krebs séo utilizadas na fosforilagao
oxidativa para a posterior sintese de ATP pela FoF{-ATPase.

Em contrapartida, a via aerdbica, em sua fase mitocondrial, pode gerar
espécies reativas de oxigénio (EROs), que, em elevadas concentragdes, sao
prejudiciais a célula. J&4 é bem estabelecido que cerca de 1-2% do O consumido
pela mitocéndria gera estas espécies reativas. Os EROs sédo formados naturalmente
durante a fosforilagdo oxidativa e apds a fosforilagdo de todo o ADP, alcangando sua
maior produgdo quando aumenta a concentragdo de oxigénio e o potencial de
membrana mitocondrial € maximo, isto é, no repouso e no estado pés-fosforilativo
(Korshunov et al., 1997; Skulachev, 1998, Cadenas e Davies, 2000). Normalmente,
ha defesas antioxidantes na prépria mitocéndria para prevenir os danos causados
pelas EROs, como as enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase.
Entretanto, quando ha um desbalanco entre a produ¢do mitocondrial de EROs e as
defesas antioxidantes, a célula sofre de estresse oxidativo, que pode causar danos a

enzimas, membranas lipidicas e acidos nucléicos.

1.2.2.1 A mitocondria e a fosforilagao oxidativa

Nos organismos aerdbicos, a respiragéo celular € o cume do metabolismo
energético. Todos os passos oxidativos das vias de degradagdo de carboidratos,
lipidios e proteinas convergem para a fosforilagdo oxidativa, na qual a energia

derivada da oxidagado direciona a sintese de ATP. Em 1948, Eugene Kennedy e



Albert Lehninger descobriram que a fosforilagdo oxidativa, em eucariontes, ocorre na
mitocéndria. Esta organela, tida como a principal fonte transformadora de energia
em células eucaribticas, é caracterizada pela presenca de duas membranas, uma
interna (MMI, Membrana Mitocondrial Interna) e outra externa (MME, Membrana
Mitocondrial Externa), que formam dois compartimentos separados: o espago
intermembranar, entre as duas membranas; e a matriz, delimitada pela MMI e que
possui invaginagdes desta membrana, as quais se da o nome de cristas.

A fosforilagdo oxidativa é iniciada com a entrada de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons, que é composta por quatro complexos enzimaticos
multipolipeptidicos: Complexo | (NADH-ubiquinona oxidorredutase), Complexo I
(succinato-ubiquinona oxidorredutase), Complexo Il (ubiquinol-citocromo ¢ redutase)
e Complexo IV (citocromo ¢ oxidase), e dois carreadores de elétrons (ubiquinona e
citocromo c). Esta série de carreadores e complexos enzimaticos esta localizada na
MMI, sendo que os complexos s&o proteinas integrais de membrana.

Estes carreadores podem mover os elétrons do NADH, succinato ou outras
fontes doadoras de elétrons através de flavoproteinas, ubiquinona, proteinas ferro-
enxofre e citocromos, até chegar ao O,. Os Complexos | e Il realizam a transferéncia
de elétrons a partir do NADH e succinato, respectivamente, para a ubiquinona,
reduzindo-a; o Complexo Il carreia os elétrons da ubiquinona reduzida para o
citocromo ¢ e o Complexo IV completa a sequéncia de transferéncia conduzindo os

elétrons do citocromo ¢ para o O, formando H2O (Figura 1).
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Figura 1: A cadeia transportadora de elétrons (CTE) e a sintese de ATP mitocondrial. A
formacédo da forga préton-motriz, gerada pelo transporte de elétrons na CTE, direciona a sintese
de ATP na matriz mitocondrial (Figura retirada de Nelson e Cox, 2005).

Grande parte da energia proveniente da transferéncia de elétrons ao longo da
cadeia é utilizada para bombear H* da matriz para o espago intermembranar,
formando, assim, um gradiente de H*, uma vez que a membrana interna mitocondrial
é impermeavel a prétons. A energia armazenada neste gradiente proténico,
chamada de forga préton-motriz, possui dois componentes principais: (i) um
componente elétrico, denominado potencial de membrana mitocondrial (A ym), que
resulta da diferenca de cargas que ocorre quando os H* atravessam a membrana
sem que uma carga elétrica atravesse no sentido oposto, e (ii) um componente
quimico de pH que se estabelece devido a diferenca de concentracéo de H* entre a
matriz e o espago intermembranar (ApH). De acordo com o modelo quimiosmético,
proposto por Mitchell (1961), é esta energia eletroquimica que direciona a sintese de

ATP pela FoF-ATPase, também chamada de ATP sintase ou Complexo V (Figura
1).
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O termo “quimiosmético”, utilizado por Mitchell, servia para descrever as
reagcées enzimaticas que envolvem, simultaneamente, uma reagado quimica e um
processo de transporte. A associagdo entre as reagdes quimicas e o transporte que
ocorre durante o processo de fosforilagdo oxidativa da-se o nome de acoplamento
mitocondrial, isto é, o transporte de elétrons pelos complexos (com subseqiente
consumo de O;) esta associado a sintese de ATP pela FoF4-ATPase. A Figura 2
mostra um exemplo de acoplamento mitocondrial, que pode ser medido em
mitocdndrias isoladas e incubadas em tamp&o contendo substrato oxidavel (ex:
succinato), ADP e P;. Neste caso, trés etapas ocorrem: (i) o substrato é oxidado
(succinato gera fumarato e FADHy), fornecendo, consequentemente, elétrons para a
cadeia transportadora de elétrons, (ii) o Oz é consumido e (iii) o ATP é sintetizado.
Visto que é a energia da oxidagdo do substrato que direciona a sintese de ATP,
seria razoavel pensar que a inibicdo da passagem de elétrons (exemplo de
inibidores: cianeto, monodxido de carbono, antimicina A) para o Oz bloquearia a
sintese de ATP. De fato, isto ndo sé é verdade como o inverso também é verdadeiro,
ou seja, a inibigdo da sintese de ATP, com oligomicina ou venturicidina, é capaz de
bloquear o consumo de O, em mitocéndrias intactas. Um acoplamento obrigatério
pode ser observado em mitocéndrias isoladas incubadas apenas com substrato, mas
nao ADP. Neste caso, ndo ha sintese de ATP e nem a transferéncia de elétrons para
(0] 02.

A teoria quimiosmaética mostra a dependéncia da transferéncia de elétrons
para a sintese de ATP na mitocondria. Ao se bloquear a passagem dos H* pela ATP
sintase, ha um grande aumento no potencial de membrana, visto que a cadeia
transportadora de elétrons continua a bombear H* para o espago intermembranar.

Entretanto, em determinado momento, a forga préton-motriz é tdo alta que o custo
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energético para o bombeamento de H* torna-se desfavoravel. Neste ponto, o fluxo
de elétrons tende a parar e o sistema entra em equilibrio.

Porém, alguns compostos quimicos s&o capazes de promover o0
desacoplamento mitocondrial, resultando na transferéncia de elétrons e consumo de
O, sem a sintese de ATP (Figura 2). Estes desacopladores quimicos, tais como o
2,4-dinitrofenol (DNP) e o Cianeto de Carbonila de p-Trifluormetoxifenilidrazona
(FCCP), séo acidos fracos com propriedades hidrofébicas, que os permite se difundir
através das membranas mitocondriais. Apds entrar na matriz, carreando o préton
que antes estava no espaco intermembranar, eles podem libera-lo, dissipando,

assim, o gradiente proténico.
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Figura 2: Acoplamento entre a transferéncia de elétrons, consumo de O2 e sintese de ATP.
Exemplo de um experimento que demonstra o acoplamento mitocondrial. Em (a), a adicdo de
apenas ADP e Pi resulta em pequeno (ou nenhum) aumento na respiragdo (O2 consumido, linha
preta) ou sintese de ATP (linha vermelha). A adigdo de substrato oxidavel, neste caso o succinato,
inicia a respiragdo e a sintese de ATP rapidamente. A adi¢do de inibidores que bloqueiam a
transferéncia de elétrons inibe tanto a respiragdo quanto a sintese de ATP. (b) Apenas quando
ADP e Pi sédo adicionados é que a mitocéndria ja incubada com succinato é capaz de aumentar a
respiragdo e a sintese de ATP. A adigdo de oligomicina (ou venturicidina) bloqueia a respiragéo e
a sintese de ATP. A adigcdo de desacopladores (ex: DNP) aumentam a respiragdo, mas sem a
sintese de ATP.

A regulagdo da respiragao mitocondrial, apesar de aparentemente simples, é
bastante eficiente. Geralmente, a disponibilidade de ADP como substrato para

fosforilagdo compde um fator regulatério, visto que, em alguns tecidos animais, a
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relagdo de controle respiratorio (razdo entre a taxa maxima de consumo de O;
induzido por ADP e a taxa respiratéria basal na auséncia de ADP) é no minimo dez.
As concentragbes intracelulares de ADP sdo uma medida do estado
energético da célula, assim como a relagao ATP/ADP, ([ATP)/[ADP] [Pi]). Esta razao
€ normalmente alta devido a manutengéo dos elevados niveis de ATP em relagéo
aos niveis de ADP e P;. Porém, quando um processo anabdlico (sintese protéica, por
exemplo) tem sua velocidade aumentada, ha um aumento na taxa de hidrélise de
ATP em ADP e P;, diminuigdo, assim, a relagdo ATP/ADP. Com o aumento na
concentragcdo de ADP, a fosforilagdo oxidativa aumenta, levando a regeneragao de
ATP. Esse processo continua até que haja um novo equilibrio na relagdo ATP/ADP,
o que faz com que a taxa respiratoria volte ao estado basal. A oxidagcéo de
combustiveis celulares é tdo precisamente controlada e sensivel, que a razdo
[ATP)/(JADP] [Pi]) permanece praticamente constante na maioria dos tecidos,

mesmo durante variagées extremas na demanda energética.

1.2.2.2.1 Os estados respiratorios

As etapas da fosforilagdo podem ser separadas e classificadas de acordo a
presenca de substratos oxidaveis, adenilatos e velocidade do fluxo de consumo de
O,. A primeira definicdo dos conceitos operacionais dos estados metabdlicos e do
controle respiratério mitocondrial foi dada por Chance e Wiliams (1956).
Posteriormente, Estabrook (1967) sugeriu uma outra classificagdo alternativa que
diverge um pouco daquela descrita por Chance e Williams. Segundo Estabrook, os
estados respiratérios sdo definidos da seguinte forma: (i) Estado 1: taxa respiratéria
lenta; ha presenga de substratos endégenos, mas nédo de adenilatos (ha P; no meio

de respiragao mitocondrial); (ii) Estado 2: respiragao lenta devido a presenga apenas
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de substratos oxidaveis, mas ndo de adenilatos (ex: ADP). Chamado também de
Estado Basal; (iii) Estado 3: alta taxa respiratéria; a presengca de ADP e substratos
oxidaveis promovem um aumento do consumo de O, acoplado a sintese de ATP
(também chamado de Respiragéo ativa ou Estado fosforilativo); (iv) Estado 4: ha
presenca de substratos, mas, uma vez que ndao ha ADP, pois este foi fosforilado a
ATP, a respiragéo torna-se mais lenta (descrito também como Respiragao controlada
ou em Repouso); e, por fim, (v) Estado 5, no qual a respiragdo se torna limitante
apo6s a transicdo de aerobiose para anoxia. Neste caso, o substrato limitante é o
préprio O2. Funcionalmente, os Estados 2 e 4 sdo estados de respiragdo associada
ao vazamento espontdneo de protons, resultando em diferentes cinéticas de
consumo de O2 em mitocOndrias isoladas.

Para fins didaticos, os estados respiratorios descritos nesta dissertacéo

seguirdo os moldes definidos por Estabrook.

1.2.2.2.2 Desacoplamento natural: as proteinas desacopladoras

Fisiologicamente, o desacoplamento mitocondrial pode ser realizado por
proteinas chamadas proteinas desacopladoras (UCP; do inglés Uncoupling protein),
que pertencem a familia dos carreadores anidnicos mitocondriais.

A primeira UCP descrita foi a UCP1, também conhecida, inicialmente, como
termogenina ou proteina de ligagdo ao GDP (Nicholls, 1976; para revisao,
Nicholls, 2001). Porém, ap6s a sua devida descoberta e caracterizagdo em
tecido adiposo marrom de camundongos (Ricquier e Kader, 1976), o termo proteina
desacopladora passou a ser empregado. Estas proteinas sdo expressas
especificamente nas mitocéndrias dos adipdcitos marrons, onde desempenham uma

importante fungdo termogénica, através do aumento da condutancia a H* da MMI e
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conversdo da forga préton-motriz em calor (para revisao, Nicholls, 1984; Cannon e
Nedergaard, 2004). Esta converséo se da através do aumento no vazamento de H*
mitocondrial, resultado da maior condutancia da MMI, que, em vez de voltarem do
espacgo intermembranar para a matriz pela ATP sintase, passam pela UCP1. Neste
caso, ha um aumento no consumo de O, e a energia disponivel, que seria utilizada
para a sintese de ATP, pode ser liberada em forma de calor (Cannon e Nedergaard,
2004). Dai a importancia da UCP1 no processo de termogénese independente de

tremor (termogénese adaptativa) do tecido adiposo marrom (Figura 3).
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Figura 3: Modelo de UCP como mecanismo de desacoplamento mitocondrial. A UCP prové
uma rota alternativa para os H+ poderem voltar do espago intermembranar para a matriz. Assim,
aumentam o consumo de substrato e O, sem que haja sintese de ATP. A energia da forga préton-
motriz é, entdo direcionada para a geragao de calor. (Figura retirada de Vidal-Puig, 2000).

O aumento no vazamento de H* promovido pela UCP1 pode ser inibido por
nucleotidios purinicos (principalmente GDP) e ativado por acidos graxos livres, os
quais podem agir diminuindo a sensibilidade a ATP e GTP (Klingenberg e Huang,
1999; Shabalina et al., 2004). Fisiologicamente, apés a estimulagdo simpatica -

adrenérgica da lipdlise do tecido adiposo marrom, o aumento dos acidos graxos

livres ativa o vazamento de H* catalisado pela UCP1. Este aumento no vazamento
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de H' mediado pela UCP1 serve para ativar a termogénese adaptativa, seja para
manter a temperatura corporal durante a exposi¢ao ao frio ou para gastar o excesso
energético em resposta a alimentagéo (Lowell e Spiegelman, 2000).

Proteinas homodlogas a UCP1 de mamiferos ja foram identificadas em
diversos organismos, como passaros, vertebrados ectotérmicos, plantas, organismos
unicelulares (para revisdo, Ledesma et al., 2002), sugerindo que estas proteinas
foram bem conservadas ao longo da evolugao.

Em 1997, duas outras proteinas desacopladoras foram descobertas e
chamadas de UCP2 e UCP3, baseado em suas altas similaridades com a UCP1. Ao
contrario da UCP1, cuja regulagao e fungao fisiolégica ja sdo bem conhecidas, ainda
se sabe pouco sobre as UCP2 e UCP3, além do fato de que elas também sao
capazes de mediar o vazamento de H" mitocondrial e que sua distribuicéo tecidual é
bem mais extensa que a da UCP1. A UCP2 é expressa em diversos tecidos e tipos
celulares e a UCP3 é expressa, majoritariamente, no musculo esquelético (para
revisdo, Rousset et al., 2004; Krauss et al., 2005).

O papel fisiolégico das UCP2 e UCP3 tem sido assunto de muito debate e
diversas fungdes fisioldgicas tém sido atribuidas a estas proteinas (para reviséo,
Cannon e Nedergaard, 2003; Brand e Esteves, 2005). Parece claro que estas
proteinas aumentam a condutdncia a H* da MMI, mas apenas quando estdo
ativadas por produtos do metabolismo de EROs e, talvez, acidos graxos. Além disso,
elas ndo afetam a condutancia a H" basal na auséncia destes ativadores.

Embora nao participem ativamente do processo de termogénese adaptativa,
as UCP2 e UCP3 podem ser significativamente termogénicas quando

completamente ativadas por efetores endégenos ou exdégenos. Estas UCPs também
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podem estar envolvidas na diminuicdo da secregao de insulina (UCP2) e no controle
da ingestao de alimentos (UCP1 e UCP3).

Porém, talvez a fungdo mais importante atribuida a estas proteinas é a
protecdo contra o estresse oxidativo causado por EROs. Ha fortes evidéncias de que
o leve desacoplamento causado pelas UCP2 e UCP3 seja capaz de atenuar a
producdo de EROs e proteger contra o dano celular induzido por estas moléculas
altamente reativas. Visto que a geragdo de EROs mitocondrial € muito sensivel a
mudangas no gradiente eletroquimico, 0 menor que seja o desacoplamento causado
pelas UCP2 e UCP3 poderia diminuir levemente o gradiente, atenuando, assim, a
geragdo de EROs. Este leve desacoplamento implica num limitado aumento na
condutancia a H, de tal forma que a forga préton-motriz é diminuida, a taxa
respiratoria € levemente aumentada, mas a sintese de ATP permanece. Isto é
diferente do desacoplamento total, no qual a forga préton-motriz e a sintese de ATP
sao abolidas, enquanto a respiragdo € maxima. Visto que o dano oxidativo causado
por EROs estd envolvido em diversas patologias, tais como diabetes e doengas
neurodegenerativas, as UCP2 e UCP3 funcionam como importantes mecanismos de
prevencgao contra estas doengas.

A identificagdo de homodlogos de UCPs em vertebrados ectotérmicos abriu
uma discussao sobre o processo evolutivo de aquisicdo da termogénese mediado
pela UCP1 em mamiferos. Nos ultimos 10 anos, diversos homoélogos de UCP foram
identificados em peixes, anfibios e répteis (Stuart et al., 1999; Jastroch et al., 2005;
Keller et al., 2005; Rey et al., 2008), mas, aparentemente, nenhum deles possui
fungao termogénica.

Em peixes, os trés homdlogos de UCP foram encontrados em diversas

espécies: carpas e peixe-zebra (UCP1-3: Stuart et al., 1999; Jastroch et al., 2005;
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Liao et al., 2006), perga japonesa (Liang et al., 2003), baiacu (UCP1-3: Jastroch et
al., 2005), enguias (UCP2: Mark et al., 2006) e truta arco-iris (UCP2: Coulibaly et al.,
2006). Entretanto, pouco se sabe as fungdes e mecanismos de regulagéo fisioldgica.

Dentre as espécies estudadas, a carpa comum parece ter sido escolhida para
representar as demais, uma vez que este peixe serviu de modelo para a maioria dos
estudos de caracterizagao funcional e mecanismos adaptativos (Stuart et al., 1999;
Jastroch et al., 2005, 2007). Em 2005, Jastroch e colaboradores demonstraram a
presenca de UCP1-3 em carpas por meio de gendmica comparativa, inferéncia
filogenética e analise da expressédo génica. O estudo da distribuicdo tecidual por
meio da quantificacgo de RNAm mostrou que a UCP1 foi expressa,
preferencialmente, em tecidos metabolicamente ativos, com predominancia no
figado, niveis moderados no cérebro e rins (meso- e metanéfrons), e os menores
niveis foram encontrados no intestino. O RNAm de UCP2 foi encontrado em todos
os tecidos analisados, sendo sua maior expressao vista em células sanguineas,
intestino e guelras. A UCP3 foi expressa exclusivamente no musculo esquelético,
com niveis maiores no musculo vermelho (oxidativo) em relagdo ao branco
(glicolitico).

Sabe-se que em mamiferos endotérmicos, a expressdo de UCP1 no tecido
adiposo marrom é estimulada pela exposig¢ao ao frio e os niveis de RNAm de UCP3
sdo aumentados no musculo esquelético e coragao durante o jejum (Samec et al.,
1998; Cannon e Nedergaard, 2004). Assim, a resposta das UCP1 e UCP3 a estes
dois estimulos fisiolégicos (aclimatagdo ao frio e jejum) foi investigada em carpas.
Curiosamente, ao contrario do que é observado em mamiferos, os niveis de UCP1

foram drasticamente reduzidos no figado de animais expostos ao frio. Por outro lado,
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os niveis de UCP3 de musculo esquelético branco foram aumentados em resposta
ao jejum, de forma semelhante ao que ocorre em mamiferos.

Um estudo posterior do mesmo grupo (Jastroch et al., 2007) realizou a
caracterizagao funcional da UCP1 encontrada em figado de carpas comuns. Foi
observado que as mitocondrias de peixes aclimatados a 25°C (alta expressdo de
UCP1), mas ndo as de peixes aclimatados a 5°C (baixa expressdo de UCP1),
exibiram um aumento do vazamento de H* induzido por palmitato e inibido por GDP.
Estes achados sugerem que as propriedades bioquimicas da UCP1 assemelham-se
as de mamiferos, com as mesmas caracteristicas (acidos graxos - palmitato) de
ativacdo e inibicdo (nucleotideos purinicos - GDP). Neste mesmo estudo, foi
observado um aumento na expressdo de UCP1 no cérebro de animais expostos ao
frio, sugerindo um papel da UCP1 na aclimatagao térmica do metabolismo cerebral.
Um resultado semelhante ja havia sido observado para os genes das UCP2 e UCP3
(Gracey et al., 2004; Cossins et al., 2006).

As poucas evidéncias existentes ainda ndo séo suficientes para esclarecer o
papel fisiolégico das UCPs em peixes. Entretanto, visto que os peixes ectotérmicos,
como a carpa comum, ndo sao capazes de manter a temperatura corporal, € pouco
provavel que as UCPs — principalmente a UCP1 — desempenhem um papel
importante na ativagdo da termogénese adaptativa, tal qual a UCP1 em mamiferos
endotérmicos. Ha uma certa especulacdo sobre a possibilidade de a UCP1 ser
capaz de catalisar uma espécie de termogénese local em alguns tecidos, através do
aumento no vazamento de H* mitocondrial. Todavia, o que parece mais provavel, é
que os homdlogos de UCP encontrados em animais ectotérmicos tenham uma
funcao relacionada as fungbes das UCP2 e UCP3 de mamiferos, na protegdo contra

a geracgao de ROS e estresse oxidativo (Klingenspor et al., 2008).
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Além das UCPs, outras proteinas sdo capazes de modular o potencial de
membrana mitocondrial, tais como proteinas da familia Bcl-2, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e hexocinase, principalmente através da associagdo destas com as
porinas (Harris e Thompson, 2000; da-Silva et al., 2004; Tarze et al., 2006). Das

citadas acima, nesta dissertagédo, procuramos investigar a hexocinase.

1.3 As Hexocinases

A Hexocinase (ATP: D-hexose 6-fosfotransferase, HK, EC 2.7.1.1) exerce um
importante papel no metabolismo celular de glicose, sendo sua presenga de
fundamental importancia para todas as células. Ela catalisa a transferéncia do
fosfato do ATP para o carbono 6 da glicose, formando glicose-6-fosfato (G-6-P), de
modo a sustentar o gradiente de concentragdo que permite o transporte facilitado de
glicose nas células. A glicose-6-fosfato gerada pode seguir diferentes caminhos
dentro da célula, tanto em vias catabdlicas quanto anabdlicas. A via mais conhecida
é a glicdlise, que, além de gerar ATP, também fornece intermediarios importantes
para a oxidagao completa da glicose: piruvato e NADH. Através da Via das Pentoses
Fosfato, a G-6-P participa da geragdo de potencial redutor em forma de NAPDH e
precursores necessarios para uma variedade de vias anabdlicas (ex: Ribose-5-
fosfato, para a biossintese de acidos nucléicos). Além das citadas acima, a G-6-P
pode também seguir por vias de polimerizagao de glicose, como as biossinteses de
glicogénio e amido, importantes para a estocagem deste carboidrato (Figura 4). Nos
mamiferos, a importancia destas e outras vias depende do tecido e do tipo celular.

As HKs estdo estrategicamente posicionadas para influenciar ndo apenas a
magnitude, mas também a diregéo do fluxo de glicose dentro da célula. Visto que o

metabolismo indiscriminado de G-6-P pelas diversas vias n&o seria de interesse para
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a célula, a expressdo seletiva de isoformas de HK parece desempenhar um
importante papel neste direcionamento do fluxo metabdlico de glicose nos tecidos e

células de plantas e animais.

Via clas Pentoses Fosfato
{MADPH, Rib-5-P)

ADP
ATP ’ Glici lise
, {ATP)
Glicose G-6-P
@ \\ Glicogénese
{Glicogénio)

Outras vias
{UDP-Gle, UDPGlcNAC)

Figura 4: Reagdo da Hexocinase e vias posteriores a geragao de G-6-P. Assim que
formada pela hexocinase (HK), a glicose-6-fosfato gerada pode seguir diferentes vias
metabdlicas, dependendo do tipo celular e da necessidade metabdlica. (Figura adaptada de
Robey e Hay, 2006).

1.3.1 Isoenzimas

A existéncia de multiplas HKs foi demonstrada pela primeira vez em leveduras
(Trayser e Colowick, 1961). Em animais, as isoenzimas de HK foram descritas
primeiramente em figado de roedores (Walker, 1963; Vifiuela et al., 1963; Sharma et
al., 1963; Gonzalez et al., 1964), mas parece ser uma caracteristica comum a todos
os animais, inclusive os humanos (Brown et al., 1967; Rogers et al., 1975). Além
disso, também ja foram descritas isoenzimas de HK em vegetais fotossintetizantes
(Claeyssen e Rivoal, 2007) e em diversas, mas ndo todas, as espécies de
invertebrados analisadas (Ureta et al., 1987). Os tecidos dos vertebrados contém até
quatro isoenzimas, designadas como A, B, C e D, de acordo a ordem de eluigdo da
coluna da cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose (Gonzalez et al., 1964);
ou referidas como tipos I, Il, lll e IV, de acordo com a ordem de aumento da

mobilidade eletroforética (Katzen e Schimke, 1965). Como esta nomenclatura é a
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mais comum na literatura, para melhor compreensdo, sera esta a utilizada nesta
dissertacao.

As HKs I-lll sdo moléculas de 100 kDa que, aparentemente, evoluiram por
duplicagao e fusdo de um gene que codifica uma HK ancestral de 50 kDa. Assim,
estas isoenzimas exibem repeticdo na sequéncia interna e as metades N- e C-
terminal possuem uma extensiva similaridade na sequéncia, ambas entre si e para
outros membros da familia da HK, que inclui a HK de 50 kDa de mamiferos (HK-IV)
e outras HKs de 50 kDa encontradas em outros organismos (Bork et al., 1993;
Wilson, 1995; Cardenas et al., 1998).

A suscetibilidade a potente inibicdo pelo produto G-6-P (inibigdo por
retroalimentagéo) é considerada uma importante caracteristica regulatéria das HKs I-
Il de mamiferos, além de também ser observada em HKs de organismos inferiores,
tais como peixe-estrela e Schistosoma mansoni (White e Wilson, 1989, Tielens et al.,
duplicacédo e fusdo do gene, evento que deu origem as isoenzimas de 100 kDa
presentes em mamiferos. A duplicagdo e fusdo de um gene que codifica uma HK de
50 kDa sensivel a G-6-P deve ter originado um gene que codifica uma HK de 100
kDa com as metades N- e C-terminal, ambas com atividade catalitica suscetivel a
inibicdo pelo produto. A HK-Il possui tais caracteristicas (Ardehali et al., 1996; Tsai e
Wilson, 1996) e parece ser a que mais se aproxima ao ancestral da HK de 100 kDa
gerado pelo evento de duplicagéo e fusdo do gene. Diferentemente da HK-II, as HK-I
e HK-IlIl possuem fungdo catalitica apenas na metade C-terminal (White e Wilson,
1989; Baijal e Wilson, 1992; Tsai e Wilson, 1995, 1997). Assim, especula-se que as
HK-I e HK-III resultaram, provavelmente, de uma modificacdo posterior do gene que

codifica o ancestral da HK de 100 kDa, com subsequientes mutagées que levaram a
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diferenciagdo funcional das metades N-terminal para servir com fungdes nao-
cataliticas (regulatérias).

Uma questao importante é o motivo pelo qual até mesmo organismos simples,
como leveduras, possuem isoenzimas de HK (Rodrigues et al., 2001). Afinal, se a
unica fungdo da HK fosse simplesmente fosforilar a glicose para gerar G-6-P,
apenas uma isoenzima de HK seria suficiente. Logo, ha mais na fungdo das
diferentes HK que apenas gerar G-6-P. Wilson (2003) postulou que ha pelo menos
trés bons motivos para a existéncia de isoenzimas: (i) elas podem diferir em suas
propriedades cataliticas e/ ou regulatérias, o que as tornaria adaptadas para fungdes
metabdlicas especificas; (ii) diferengas na regulagéo da transcricdo das isoenzimas
podem permitir sua expressdo seletiva em determinados tecidos, com diferentes
respostas a alteragbes no estado metabdlico, como efeitos de hormdnios ou
mudancas crénicas na atividade fisiolégica (Hofmann e Pette, 1994); (iii) diferengas
na localizacdo subcelular das enzimas pode resultar em compartimentalizacdo do
metabolismo da glicose, com “canalizacdo” da G-6-P para vias metabdlicas
especificas (Ureta, 1978; Ovadi e Srere, 2000). Entretanto, ainda ndo estd muito
claro o porqué da existéncia de diversas isoenzimas de HK.

Como ja dito, as isoenzimas de HK estao distribuidas em diferentes tecidos e
orgaos, provavelmente, com o objetivo de desempenhar fungdes celulares distintas.
A HK-I é encontrada em virtualmente todos os tecidos de mamiferos, mas, em
alguns, possui niveis mais elevados, como cérebro (tecido conhecido por sua alta
dependéncia do metabolismo glicolitico para sustentar sua alta taxa metabdlica) e
rim. A HK-Il é muito mais limitada em sua expressdo, sendo primariamente
encontrada em tecidos sensiveis a agao da insulina para captagao de glicose, tais

como musculo esquelético e tecido adiposo, além de glandulas mamarias; ja a HK-
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lll, principalmente expressa no pancreas e figado, é também encontrada nos rins,
pulmodes e cérebro. A HK-IV é principalmente encontrada no parénquima hepatico e
nas células das ilhotas pancreaticas, onde desempenha uma importante fungéo na
homeostase de glicose, regulando a sintese de glicogénio e a secregao de insulina,

respectivamente (Wilson, 2003).

1.3.2 Propriedades cinéticas e regulatérias

As propriedades cinéticas e regulatérias das HK I-IV estdo comparadas na
Tabela 1. As isoenzimas HK I-Il apresentam alta afinidade por glicose, com valores
de Kn na faixa micromolar e sdo caracterizadas pela sensibilidade a inibigao pelo
produto da reagao (G-6-P). Em contrapartida, a HK-IV exibe baixa afinidade por
glicose e é a unica isoenzima de mamifero que nao é finamente regulada por G-6-P

(lynedjian, 1993; Wilson, 1995; Postic et al., 2001).

Tabela 1: Propriedades cinéticas das quatro isoenzimas de rato. °Inibigdo pelo proprio substrato
é vista em concentragdes de aproximadamente 1 mM de glicose. (Tabela adaptada de Urich, 1994;
Cérdenas, 1998; Wilson, 2003).

Kn (mM) vmax (Fru)l
Isoenzimas K; (mM) G-6-P
Glicose Frutose ATP Vmax (Glc)
Tipo | 0,03 3,1 0,5 1,1 0,02
Tipo Il 0,3 3,0 0,7 1,2 0,02
Tipo 1l 0,003? 1,3 1,0 1,3 0,1
Tipo IV 50 420 0,6 24 60

Radojkovic e Ureta (1987) observaram que a HK-IIl é distinguivel das demais
por ter a maior afinidade por glicose e a menor afinidade por ATP, por ser a menos

sensivel a retroinibicdo e por ser a Unica a mostrar inibicdo por altas concentractes
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de glicose (aproximadamente 1 mM), sendo esta inibicdo antagonizada pelo ATP.
Porém, como este efeito é antagonizado pelo ATP em concentragdes estimadas em
células intactas, especula-se que o efeito inibitério da glicose sobre a HK-Ill pode ser
menor numa situagao in vivo (Wilson, 2003).

Acredita-se que a resposta distinta das isoenzimas ao fosfato inorgénico (P;)
prové uma informagao util sobre suas fungdes fisiolégicas (Wilson, 1985, 1995).
Especificamente, apenas a isoenzima HK-l apresenta inibicdo por G-6-P que é
antagonizada por Pi. Com as HK-ll e HK-lll, o P; por si sé é inibitério e nédo
antagoniza o efeito inibitério da G-6-P, mas, pelo contrario, adiciona-se a ele. Além
do P;, o ADP também é capaz de inibir as isoenzimas HK I-lll (Grossbard e Schimke,
1966), assim como o AMP e outros nucleotideos (para revisdo, Wilson 1995).

As isoenzimas de HK também podem ser inibidas por diferentes agucares ou
derivados de agucar (Sols e Crane, 1954; Grossbard e Schimke, 1966), dentre eles a
D-manose, 2-deoxi-D-glicose, D-glicosamina e D-frutose. Além disso, inibidores
competitivos também s&o conhecidos ja ha muito tempo (Sols e Crane, 1954;
Grossbard e Schimke, 1966), tais como D-xilose, N-acetil-D-glicosamina, D-lixose e
manoheptulose.

As propriedades cinéticas das HK I-lll estdo bem adaptadas as provaveis
fungbes da fosforilagdo de glicose em diferentes locais do organismo. Embora com
afinidades semelhantes, a pequena diferenga existente nos valores de K, entre as
HK-l e HK-II pode ser primordial em situagdes nas quais a disponibilidade de glicose
€ muito baixa. Sendo assim, é mais importante que essa glicose seja utilizada pelo
cérebro do que por outros 6rgaos. Por essa razéo, é importante que a HK-l possua
uma afinidade que a permita ter mais que 70% de sua atividade em concentragdes

de glicose de até 0,1 mM. Ja o comportamento cinético da HK-IV é muito diferente,
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mas esta de acordo com a resposta do figado e do pancreas as variagdes de glicose
plasmatica (Cardenas et al., 1998). Desta forma, a HK-l é capaz de apresentar
atividade mesmo em condigbes de hipoglicemia, enquanto que a HK-IV tem sua

atividade aumentada apenas quando a glicemia estiver elevada.

1.3.3 Associagao a mitocondria e a outras membranas celulares

Uma caracteristica importante das isoenzimas HK-I e HK-Il de mamiferos é a
capacidade unica de interagir diretamente com a mitocdndria, tanto fisica quanto
funcionalmente. Esta propriedade pode ser vista também em hexocinases de plantas
(Miernyk e Dennis, 1983; Galina et al., 1995; da-Silva et al., 2001), mas nao esta
presente nas isoenzimas HK-Ill e HK-IV ou nas isoenzimas de levedura. Assim, as
HK-I e HK-ll sdo frequentemente citadas como hexocinases mitocondriais. Em
extratos de tecidos de mamiferos, a separagdo da atividade hexocinasica em fragdes
soluvel e particulada ja é conhecida ha muitos anos (Crane e Sols, 1953; Katzen et
al., 1970). Sabe-se que a fragdo particulada pode ser praticamente explicada pela
ligagao especifica das HK-l e HK-Il @ membrana externa da mitocondria. Tal ligagéo
é dindmica e regulada (Wilson, 1978) e envolve uma interacdo especifica entre o
canal de anion dependente de voltagem (VDAC; do inglés Voltage-dependent anion
channel) — também denominado Porina —, localizado na membrana externa da
mitocéndria, e dominios hidrofébicos de ligagdo a mitocéndria, encontrados na
por¢ao N-terminal das HK-l e HK-II, mas ndo das HK-Ill e HK-IV (Polakis e Wilson,
1985; Nakashima et al., 1986; Gelb et al., 1992; Pastorino et al., 2002; Majewski et
al., 2004). O VDAC, por sua vez, encontra-se associado ao trocador de nucleotideo

de adenina — ou carreador de ADP/ ATP (ANT; do inglés Adenine nucleotide
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translocase), responsavel por promover a troca de ADP por ATP através da

membrana mitocondrial interna (Figura 5).

Glicose G-6-P

Complexo
HE-VDAC-ANT

MME

Cadeia

Transportadora de e-

Figura 5: Associagao da Hexocinase a mitocéndria e sua participagdo na interface entre os
metabolismos glicolitico e mitocondrial. A HK associa-se ao VDAC por meio de dominios
hidrofébicos de ligagdo @ mitocéndria, encontrados na porgédo N-terminal. Esta associagdo parece
ser muito importante para as células que possuem HK-l e Il. MME: membrana mitocondrial
externa; MMI: membrana mitocondrial interna; EIM: espago intermembranar. (Figura adaptada de
Robey e Hay 2006).

Especula-se que essa ligagdo tenha um papel importante na regulagéo e
fungdo da HK, tanto em mamiferos como em plantas (Anderson et al., 1971; Wilson,
1978; Wilson, 1995; da-Silva et al., 2001; Rolland et al., 2006). Ha uma consideravel
variacdo na proporcdo da atividade hexocinasica associada a mitocdndria em
diferentes tipos celulares e tecidos, sendo a maior parte da forma ligada encontrada
em alguns tecidos, tais como cérebro e rins (Crane e Sols, 1953; Parry e Pedersen,
1984). Muitos tumores também tém uma alta atividade hexocinasica associada a
mitocdndria, a qual pode estar relacionada a taxa de crescimento do tumor in vivo

(Bustamante e Pedersen, 1977; Bustamante et al., 1981; Parry e Pedersen, 1983). A

isoenzima encontrada nos tumores é a HK-Il, que, quando associada a mitocéndria,
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parece desempenhar um papel chave no crescimento e desenvolvimento de tumores
altamente malignos, tanto na promogéo do efeito Warburg quanto na supressao da
morte celular (para revisao, Mathupala e Pedersen, 2006). O efeito Warburg refere-
se ao aumento da utilizagdo da via glicolitica para a produgdo de energia (e,
provavelmente, outras moléculas para biossintese) mesmo na presenga de oxigénio
para suportar a fungdo mitocondrial. Assim, a associagdo da HK-Il a mitocéndria é
capaz de acelerar enormemente a via glicolitica.

Varios fatores intracelulares podem influenciar a compartimentalizagao da HK,
tais como concentragdes fisiolégicas de G-6-P, ATP, P;, cations divalentes e pH
(Rose e Warms, 1967; Wilson, 1978; Miccoli et al., 1996, 1998). Além destes fatores,
algumas drogas também sdo capazes de interferir com a associacdo da HK com a
mitocondria, tais como tiopental, drogas antifingicas (clotrimazol e bifonazol), litio e
jasmonatos (Krieglstein et al., 1981; Penso e Beitner, 1998, 2003; Goldin et al.,
2008). Estes fatores sdo capazes de “desfazer” a interagdo entre a HK e o VDAC,
deslocando, assim, a HK da mitocondria. Geralmente, este deslocamento é
promovido pela ligagdo da molécula na enzima, como é o caso da G-6-P, cuja
ligagdo na porgcdo N-terminal da enzima induz diversas modificagbes
conformacionais, promovendo, desta forma, alteragdes no sitio de contato da HK no
VDAC (Wilson, 1995; Hashimoto e Wilson, 2000). Entretanto, este efeito ndo é
observado nas isoenzimas de plantas. Em um estudo realizado por Rezende e
colaboradores (2006) foi observado que, ao contrario das isoenzimas de mamiferos,
as HK de arroz e milho ndo eram dissociadas da mitocondria apds o tratamento com
G-6-P, clotrimazol ou tiopental. Estes dados sugerem que a associagao entre a HK e

o VDAC em plantas difere da existente em mamiferos.
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Devido a localizagdo mitocondrial, as HK-l e HK-Il parecem ter vantagens
funcionais, visto que a associagdo a mitocondria lhes confere um “acesso
privilegiado” ao ATP intramitocondrial. Assim, elas exibem maior atividade especifica
e menor inibigdo por G-6-P que as HKs soluveis (Wilson, 1995). As HK mitocondriais
também acoplam o primeiro passo do metabolismo de glicose a fosforilagdo
oxidativa, e, durante a respiragdo acoplada, utiliza seletivamente o ATP
intramitocondrial para a fosforilagédo de glicose, mesmo que o ATP extramitocondrial
esteja disponivel (Arora e Pedersen, 1988; BeltrandelRio e Wilson, 1991, 1992a,b).
O ADP gerado através desta reagdo pode ser redirecionado para o interior da
mitocdndria através do ANT, favorecendo, assim, a continuidade da fosforilagao
oxidativa (Gumaa e McLean, 1969) (Figura 10). Especula-se que a regulagdo deste
acoplamento ocorre ao nivel da associagcdo da HK a mitocondria através do
mecanismo de retroalimentagdo que envolve a G-6-P, a qual pode induzir mudancas
conformacionais que promovem a dissociagdo da HK do VDAC e,
consequentemente, da membrana externa da mitocondria (Wilson, 1973).

Recentemente, outras fungbes tém sido propostas para a associagédo da HK a
mitocéndria. Estudos mostraram que a HK mitocondrial inibe a liberacdo de
citocromo ¢ e a apoptose em células HeLa, bem como a ativagdo de proteinas
cinases (Akt/PKB) que participam em processos apoptéticos (Gottlob et al., 2001).
Em recente revisdo, Robey e Hay (2006) propuseram um mecanismo baseado no
fato de que a interagao fisica e funcional da HK com a membrana mitocondrial
externa mantém a integridade mitocondrial e previne a liberagdo de proteinas pré-
apoptéticas que estdo no espago intermembranar e que este mecanismo parece ser
mediado por fatores de crescimento e Akt, que regulam a interagdo HK-mitocdndria.

Outra fungao proposta é participagdo da HK mitocondrial como defesa antioxidante
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preventiva (da-Silva et al., 2004). Neste caso, o complexo HK-VDAC-ANT,
juntamente com a FoF+-ATPase, mimetizaria um sistema regenerador de ADP, que
usa glicose e ATP como combustiveis e cuja fungdo é manter o potencial de
membrana mitocondrial (A ym) baixo a fim de prevenir a formacdo de espécies
reativas de oxigénio. Logo, esse sistema regenerador de ADP pode servir como
complemento de outros mecanismos protetores, como as enzimas antioxidantes
classicas (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e compostos
nao-enzimaticos, como a glutationa reduzida, contra o estresse oxidativo. Em
plantas, a associag¢ao entre HK e mitocéndria parece ser muito importante para um
fendmeno conhecido como sensibilidade ao agucar (no inglés, sugar sensing), no
qual a HK age como um sensor de agucar, regulando processos metabdlicos e de
crescimento/ desenvolvimento de vegetais (Jang et al., 1997; Rolland et al., 2006).
Embora ambas HK-l e HK-Il liguem-se a mitocondria, quantidades
significantes destas enzimas ja foram encontradas em outras fragdes obtidas por
técnicas de centrifugagao diferencial (Katzen et al., 1970). E provavel que isto ocorra
devido apenas a contaminagido das fragdes particuladas com mitocéndrias e/ ou
fragmentos de membrana mitocondrial externa que contenham HK associada.
Todavia, a possibilidade de que a HK esteja associada com outras membranas
celulares deve ser considerada. Como notado por Thinnes (1992), o VDAC
mitocondrial ou membros relacionados desta familia de proteinas podem estar
localizados em outras membranas celulares. Porém, ainda ndo se sabe se esta

associagao é preservada e funcional na ligagéo da HK.
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1.3.4 Hexocinase em ciprinideos

Apesar de sua fungdo primordial no metabolismo da glicose, pouco se sabe
sobre as HK em ciprinideos. Isto ocorre porque a maioria dos estudos apenas relata
a presenga de HK como parametro analisado, associada a algum outro fendmeno
que esteja sendo estudado. Desta forma, a atividade da HK ja& foi medida em
neurdénios motores e medula espinhal de peixe-zebra (De Graaf et al., 1991; van
Raamsdonk et al., 1996), néfron e coragéo de carpa comum e peixe dourado (Bass
et al., 1973; Endo e Kimura, 1982; Duncan e Storey, 1991), dentre outros tecidos.

Recentemente, foi descrita a identificagdo de membros da familia da HK em
peixes (Blin et al., 1999). Neste estudo, a dedugdo da sequéncia de aminoacidos de
clones de cDNAs mostrou o alinhamento com HK de baixo Ky, (I/ll) e HK-IV em carpa
comum. A partir da clonagem dos cDNAs de HK-I e HK-IV, foi mostrado que, assim
como em mamiferos, o gene da HK-l é expresso praticamente de forma ubiqua
(cérebro, figado, coragédo, rins e musculo), enquanto o gene da HK-IV é expresso
especificamente no hepatopancreas de carpa comum. Além disso, a atividade e os
niveis de RNAm da HK-IV em carpas jovens foram aumentados por dieta rica em
carboidratos, enquanto as atividades das HKs de baixo K, ndo foram modificadas
pelo estado nutricional (Blin et al., 2000; Panserat et al., 2000a, 2000b). Logo apds,
em 2001, Panserat e colaboradores demonstraram que as carpas comuns
expressavam HK-l e HK-IV ja nos primeiros estagios de desenvolvimento. Eles
observaram também que a HK-IV era induzida apenas apds a primeira alimentagao
com altos niveis de dextrina (fonte de carboidrato), enquanto a HK-l era expressa em
todos os estagios do periodo de desenvolvimento do peixe. Este estudo serviu para
confirmar que carpa comum pode utilizar glicose mesmo em estagios muito iniciais

do desenvolvimento (Panserat et al., 2001). Esta capacidade de utilizagdo eficaz de
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carboidratos da dieta foi confirmada também em animais adultos, em um estudo que
demonstrou que, algumas horas apos a alimentagao rica em carboidratos, tanto a
HK-IV quanto a HK de baixo K, tiveram suas atividades aumentadas (Capilla et al.,
2004).

Num estudo recém-publicado, Gonzélez-Alvarez et al. (2009) confirmaram
que o genoma de peixe-zebra possui seis genes que codificam hexocinases —
DrGLK, DrADPGK1, DrADPGK2, DrHXK1, DrHXK2 e DrSHXK1 — cujas sequéncias
sdo similares as hexocinases de outros peixes (carpa comum, truta arco-iris e
dourada) e as de rato e humanos (homologias entre 50-85%). Curiosamente, as HK
de peixe-zebra possuem uma distribuicdo tecidual similar a de mamiferos, além de
serem filogeneticamente relacionados. Assim, a DrGLK e DrSHXK1 sé&o
principalmente expressas no figado, a DrHXK1 em cérebro e coragao, e a DrHXK2
em musculo. A ortologia entre as HK de peixe-zebra e mamiferos (ratos e humanos)
seria: DrGLK esta para GK (HK-1V), DrHXK1 esta para HXK1 e DrHXK2 esta para
HXK2. Além disso, também foi observado neste trabalho que, dentre as HK
encontradas, apenas a DrGLK era capaz de responder ao jejum (diminui¢do de 85%
de expressao) e a injecao de glicose (aumento de 3 vezes uma hora apés a injegéo
de glicose), assim como a HK-IV em mamiferos.

A presenga de HK no musculo esquelético de ciprinideos ja foi observada em
diversos estudos e, geralmente, os estudos relatam apenas os valores das
atividades enzimaticas (Johnston et al., 1977; Johnston, 1977; Johnston e Moon,
1981; van den Thillart, 1984; Johnston et al., 1985). Esses estudos mostram que a
atividade de HK no musculo vermelho é cerca de 4-18 vezes maior que no musculo
branco. Estes achados estdo de acordo com a literatura, visto que, em vertebrados,

a HK parece ser a unica enzima glicolitica que tem atividade maior no musculo
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vermelho — 2-10 vezes em relagdo ao branco (Burleigh e Schimke, 1969; Crabtree
e Newsholme, 1972).

Entretanto, as propriedades cinéticas e a localizagédo subcelular da HK
muscular de peixes dourados ainda s&o desconhecidas, uma vez que a maioria dos
trabalhos mede as atividades enzimaticas em fragdes obtidas de homogenatos totais
ou fragGes soluveis provenientes de centrifugagdes de baixa velocidade, nas quais

ha pouca ou nenhuma separagéo de organelas.

1.4 Efeito da aclimatagao sobre os peixes

1.4.1 Visao geral

Como dito anteriormente, tanto para os peixes quanto para outros animais
ectotérmicos aquaticos, a temperatura do ambiente influencia drasticamente as
taxas dos processos fisiolégicos. Por esta razdo, ao longo da evolugao, diversas
adaptagdes fisiometabdlicas foram selecionadas a fim de permitir que estes
organismos sobrevivessem aos periodos de mudangas térmicas no ambiente, além
de oferecer, em alguns casos, vantagens sobre outras espécies. Estas adaptagbes
nao sao apenas especificas para determinadas familias, mas dependem, também,
do ambiente no qual elas vivem.

Devido as baixissimas temperaturas do ambiente, os peixes Nototenidides,
habitantes da Antartica, e diversas espécies de bacalhau da familia Gadidae, que
vivem no nordeste do Atlantico, expressam determinadas glicoproteinas, chamadas
de glicoproteinas anticongelamento. Estes compostos atuam através da diminui¢ao
cinética da temperatura na qual o gelo cresce de maneira ndo coligativa, inibindo,

assim, a formagdo de cristais de gelo. Esta propriedade permite que estes peixes
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possam viver em aguas com temperatura abaixo de 0°C (temperatura menor que o
ponto de equilibrio de congelamento do sangue e outros fluidos internos) sem que
haja congelamento de seus fluidos corporais ou danos as membranas celulares
(para revisao, Harding et al., 2003).

Outras familias de peixes possuem a capacidade de gerar calor e, mais que
isso, manté-lo e o distribuir pelo corpo ou determinadas regides. Estes peixes podem
ser classificados em dois grupos: endotérmicos e heterotérmicos. O primeiro,
composto por peixes da familia Scombridae (ex: atuns e cavala) e tubardes da
familia Lamnidae (ex: tubardo branco, mako e tubardo salm&o), sdo capazes de
nadar em altas velocidades (até 70 km/h). Eles mantém seu corpo aquecido através
do aumento da taxa metabdlica e da retengcdo do calor produzido por meio de
mecanismos de contra-corrente localizados na circulacdo dos musculos, cérebro e
visceras. O segundo grupo, formado por peixes de bico (ex: marlin azul e peixe-
espada), possuem uma forma mais limitada de endotermia, sendo capazes de
manter apenas o cérebro e os olhos aquecidos. Isto é possivel porque estes animais
possuem um tecido especializado na produgéo de calor, chamado 6rgéo do calor,
situado estrategicamente abaixo do cérebro. Este tecido evoluiu dos musculos
extraoculares, diferenciando-se em um “musculo” sem proteinas contrateis, mas com
um elevado contetdo de mitocdndrias e proteinas envolvidas na ciclagem de Ca**
(Ca?*-ATPase e receptores de rianodina). Acredita-se que a termogénese neste
tecido esteja associada & liberagdo e recaptagdo de Ca®* (para revisdo, Block,
1994).

Entretanto, embora essas caracteristicas tenham sido evolutivamente
“adquiridas” e geneticamente transmitidas as populagbes subseqlentes, nao

podemos confundi-las com as modificagbes provenientes de mecanismos de
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aclimatagdo. Estas respostas fenotipicas temporarias as mudangas térmicas do
ambiente sdo diferentes entre as espécies e podem ocorrer em diversos niveis no
organismo (ex: celular e tecidual). Por exemplo, os peixes da Antartica sdo ultra-
estruturalmente e metabolicamente adaptados ao frio. Quando comparados
ecotipicamente a peixes similares da zona temperada marinha, pode-se ver que eles
apresentam caracteristicas semelhantes as observadas no segundo grupo de peixes
quando aclimatados ao frio: a atividade maxima de enzimas envolvidas nas vias
centrais do metabolismo aerdbico sdo maiores no musculo oxidativo de peixes
polares que nos da zona temperada (quando medidas em um ambiente frio),
enquanto que os metabolismos aerobico e anaerdbico de carboidratos sao
geralmente menores nos tecidos de peixes polares. Além disso, os peixes da
Antartica possuem uma densidade de volume mitocondrial muscular cerca de 60%
maior que peixes da zona temperada (Crockett e Sidell, 1990, Johnston et al., 1988).

Diversos peixes da zona temperada desenvolvem respostas fenotipicas que
servem para melhorar a atividade locomotora durante o periodo de aclimatacdo ao
frio. Estas mudangas podem ocorrer tanto em nivel ultra-estrutural da musculatura
esquelética — gerando mudangas nos mecanismos de contragdo e recrutamento das
fibras — quanto metabdlico, promovendo alteragbes nas vias de sintese de ATP ou
na propria mitocdndria (para revisdo, Johnston et al., 1993; Johnston e Temple,
2002; Guderley, 2004a,b). Dependendo da espécie em questdo, as modificagbes em
nivel mitocondrial variam bastante, principalmente em relagéo ao estilo de vida e ao
habitat do peixe (Johnston, 1980; Johnston et al., 1998). Sabe-se que a densidade
de volume mitocondrial aumenta em musculo oxidativo de algumas espécies (robalo-
muge, Morone saxatilis, e carpa cruciana, Carassius carassius), mas permanece

estavel em outras (truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss). No primeiro caso, a fungao
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do reticulo mitocondrial como fonte distribuidora de oxigénio através das fibras
musculares esqueléticas poderia explicar a proliferagcdo mitocondrial. No caso da
truta arco-iris, o aumento compensatério nas taxas de oxidacdo de substratos
mitocondriais associado a mudangas nas propriedades mitocondriais (ex: aumento
das cristas mitocondriais) pode melhorar a capacidade oxidativa do musculo na
auséncia de mudangas na densidade de volume mitocondrial (para reviséo,
Guderley, 2004a,b).

Sendo assim, a fim de facilitar o entendimento desta dissertagéo, serao
abordadas apenas as modificagdes musculares que ocorrem nos peixes da familia
dos Ciprinideos, da qual fazem parte, por exemplo, o peixe dourado (Carassius
auratus), as carpas comum (Cyprinus carpio) e cruciana (Carassius carassius) e 0

peixe-zebra (Danio rerio).

1.4.2 Mudangas glicoliticas e mitocondriais associadas a adaptagao ao frio

Um dos principais problemas enfrentados pelos peixes submetidos a baixas
temperaturas € a manutengcdo da sintese de ATP para suprir as necessidades
fisiologicas e as demais respostas fenotipicas que acompanham a aclimatagao, tais
como alteragbes no mecanismo de contragcdo muscular. A temperatura afeta a
energia cinética de moléculas, modificando taxas de difuséo, interagbes moleculares
e estabilidade macromolecular e propriedades de membrana. Assim, pode haver
alteragdes na eficacia da regulagdo das vias metabdlicas, fazendo com que a
geragao de ATP seja um processo limitante para a aclimatagéo térmica. A fim de
contornar esta situacdo, diversas mudancas metabdlicas aparecem durante a
exposicao ao frio e estdo, principalmente, relacionadas ao aumento da capacidade

oxidativa do musculo esquelético.
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Embora n&o se saiba muito sobre as alteragdes no metabolismo glicolitico, é
bem aceito na literatura que a aclimatagdo a baixas temperaturas ndo promove
alteragdes na via glicolitica, mas, pelo contrario, pode até mesmo causar uma leve
diminuicdo da mesma. Aparentemente, a Unica exce¢do € a hexocinase, cuja
atividade aumenta em resposta a aclimatagdo. Curiosamente, esta afirmagdo é
baseada apenas em poucos estudos que associam mudangas nas atividades de
algumas enzimas glicoliticas (ex: lactato desidrogenase e piruvato cinase) e
aclimatagao ao frio, mas ndo na medida do fluxo glicolitico como um todo (Sidell,
1980; Van den Thillart e Smit, 1984; Johnston et al., 1985; Egginton e Sidell, 1989).
Recentemente, Gracey e colaboradores (2004), através de uma varredura fenotipica
com a técnica de microensaio, realizaram uma extensa pesquisa para identificar
respostas transcricionais de carpas comuns submetidas a aclimatacdo térmica.
Neste estudo, eles observaram que, ao contrario do cérebro, guelras e rins, o
musculo esquelético mostrou uma diminuicdo na expressao de genes glicoliticos,
sugerindo que a glicélise, de fato, parece estar reprimida durante o processo de
aclimatagdo a baixas temperaturas. Entretanto, neste mesmo estudo, foi observado
que 6 dos 7 tecidos estudados, incluindo o musculo, tinham um aumento expressivo
de genes relacionados a cadeia transportadora de elétrons e ao metabolismo
aerobico mitocondrial, sugerindo que uma caracteristica fundamental da aclimatagao
ao frio € o aumento da capacidade para fosforilagdo oxidativa (Gracey et al., 2004).

De fato, como ja comentado anteriormente, a principal alteragdo metabdlica
decorrente da aclimatagdo ao frio € o aumento do metabolismo oxidativo
mitocondrial.

Em musculos oxidativos, a fungédo primaria da mitocondria é a geragdo de

ATP para a contracdo muscular. Desta forma, é essencial para os peixes que se
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mantém ativos mesmo em baixas temperaturas que seu metabolismo mitocondrial
seja melhorado nestas condigdes, visto que sua maquinaria contratii permanece
ativa.

As baixas temperaturas podem limitar a atividade mitocondrial, basicamente,
de 3 maneiras: (i) reduzindo a capacidade oxidativa, (ii) limitando a difusdo entre o
citoplasma e a mitocdndria ou (iii) modificando a sensibilidade da mitocéndria a
moléculas reguladoras, tais como o ADP e substratos mitocondriais. A fim de
superar estes desafios, 0 organismo é capaz de “reagir” a estas situagdes através do
aumento da biogénese mitocondrial (aumento do numero de mitocéndrias), elevagéao
da capacidade oxidativa e, por fim, ajuste das propriedades regulatérias. Tais ajustes
metabolicos ocorrem tanto em musculo branco (glicolitico) quanto vermelho
(oxidativo) de espécies ativas e inativas no frio, sugerindo que a aclimatacdo ao frio
promove alteragdes até mesmo em sistemas que, aparentemente, ndo precisam de
alta atividade mitocondrial, tais como o musculo glicolitico e as espécies inativas no
frio (Guderley e St-Pierre, 2002).

Das estratégias citadas acima para o aumento da capacidade oxidativa, os
ciprinideos respondem, principalmente, através do aumento da densidade de volume
mitocondrial e da atividade de enzimas mitocondriais. Além disso, como ocorre em
praticamente todos os animais que sédo expostos ao frio, ha alteragdes importantes
na composigéo lipidica das membranas celulares, incluindo a mitocondrial (para
revisao, Sanger, 1993, Guderley, 2004a,b) (Figura 6).

Quando aclimatados a 5°C, ambos os tipos de musculo de peixes dourados,
oxidativo e glicolitico, ttm um aumento de cerca de duas vezes na atividade da
succinato desidrogenase em relagédo ao musculo de peixes a 25°C (Hazel, 1972a,b;

Sidell, 1980). Um perfil semelhante também é encontrado para a citocromo ¢ oxidase
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de musculos de carpa comum e peixes dourados aclimatados a baixas temperaturas
(Van den Thillart e Modderkolk, 1978; Sidell, 1980; Wodtke, 1981a,b; Johnston et al.,
1985). O aumento na atividade destas enzimas pode estar associado,
principalmente, a mudangas na composi¢ao fosfolipidica das membranas
mitocondriais. Também foi observado que a aclimatagédo térmica modifica a energia
de ativagao de Arrhenius e aumenta o conteiudo de fosfolipidios poliinsaturados na
composi¢gao das membranas mitocondriais de musculos de peixes dourados e carpa
comum (Van den Thillart e Modderkolk, 1978; Wodtke, 1981a,b). Assim, como
sugerido por Hazel (1972b) e Wodtke (1981a,b), as mudangas que ocorrem nos
grupos-cabecga e na cadeia hidrofobica dos fosfolipidios da membrana mitocondrial
sdo, provavelmente, para modificar a atividade de componentes da cadeia
respiratoria. Estes resultados sugerem que o aumento da atividade enzimatica
mitocondrial em resposta a exposicdo ao frio ndo estd associado apenas ao
aumento do conteldo mitocondrial, mas também as modificagdes nos fosfolipidios
de membrana, que sdo capazes de manter a fluidez e a natureza dinamica da
membrana (Figura 6). Além disso, o aumento da pollinsaturacéo lipidica em baixas
temperaturas facilita o movimento do oxigénio dentro do nucleo hidrofébico das

membranas (Sidell, 1998).
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Favoraveis

Capacidade oxidativa

Reservas energéticas

Superficie para difusao

Circulagao do oxigénio
Abundancia mitocondrial

Lipidios poliinsaturados

Conteudo lipidico Vazamento de H*
Formagao de EROs

Peroxidagao lipidica

Necessidade de
antioxidantes

Desfavoraveis

Figura 6: Conseqiiéncias das mudangas metabdlicas que ocorrem em musculo esquelético
de peixes aclimatados ao frio. Durante a aclimatagdo ao frio, as mudangas fenotipicas que
ocorrem no metabolismo muscular de algumas espécies de peixe podem ter conseqiéncias
favoraveis ou desfavoraveis. (Figura modificada de Guderley, 2004).

Entretanto, ha outras mudangcas em atividades enzimaticas que n&o estdo
necessariamente relacionadas a mudangas na fluidez de membrana. As enzimas -
hidroxiacil-Coa desidrogenase (metabolismo de acidos graxos), FoFi-ATPase (ou
ATP sintase, Complexo V mitocondrial) e citrato sintase (Ciclo de Krebs) em
musculos de peixes dourados (LeMoine et al., 2008), carpa comum (Johnston et al.,
1985; Itoi et al., 2003) e peixe-zebra (McClelland, et al., 2006) tiveram suas
atividades aumentadas apés a aclimatagao ao frio. Curiosamente, destas enzimas,
apenas a atividade da FoF{-ATPase foi acompanhada de um aumento no RNAm de
suas subunidades. Ainda assim, este aumento foi diferente entre as subunidades
que eram codificadas pelo ADN nuclear (aumento de 2 vezes) e mitocondrial
(aumento de 6 vezes), sugerindo que a aclimatagdo ao frio promove diferentes
padrdes de expressao entre genes nucleares e mitocondriais (Itoi et al., 2003).

Este aumento na atividade de enzimas mitocondriais € na expressdo de seus

genes pode ser explicado pelo aumento da biogénese mitocondrial que acompanha
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0 processo de aclimatacdo térmica. A prépria atividade a enzima citrato sintase é
tida como um étimo marcador do conteudo mitocondrial (Holloszy et al., 1970;
Williams et al., 1986; Leek et al, 2001). Assim, mudangas na sua atividade,
indiretamente, sugerem modificagdes no numero de mitocéndrias.

A mudanga na densidade de volume mitocondrial € uma das principais
respostas a exposigédo ao frio. Johnston e Maitland (1980) observaram que carpas
crucianas aclimatadas a 2°C durante dois meses tiveram um aumento significativo
no conteudo mitocondrial em relagdo aos animais mantidos a 28°C. A porcentagem
do volume ocupado por mitocdndrias em fibras vermelhas e brancas de peixes
aclimatados ao frio foi 25% e 4%, respectivamente. Em contrapartida, estes numeros
foram de 14% e 1% para musculos vermelho e branco, respectivamente, de carpas
controle (28°C). Ademais, a proporgéo de mitocondrias subsarcolemais foi maior em
peixes aclimatados ao frio. Mais tarde, Johnston observou que o aumento na
porcentagem de mitocdndrias que ocupavam fibras brancas e vermelhas apés a
aclimatagao ao frio era acompanhado por um aumento na capilarizagdo de ambos os
tipos de fibra. Assim, as taxas de difusdo hipotéticas eram diminuidas cerca de 20-
30% em musculos de carpas crucianas aclimatadas ao frio (Johnston, 1982).

Em 1984, Tyler e Sidell aclimataram peixes dourados a 5°C por cinco
semanas e realizaram analises quantitativas de parametros estereoldgicos, como
densidade de volume, densidade de superficie, superficie especifica (razdo entre
superficie e volume). Através destes parametros, eles também calcularam as
distancias de difusdo entre as mitocéndrias. Assim como observado por Johnston e
Maitland em carpas crucianas, os musculos de peixes dourados aclimatados a
baixas temperaturas tiveram um aumento na densidade de volume mitocondrial. A

densidade de superficie também aumentou em musculo vermelho de peixes
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aclimatados ao frio, enquanto as distancias de difusdo tiveram uma diminui¢do. Com
este estudo, Tyler e Sidell propuseram, entdo, que o aumento no conteudo
mitocondrial do musculo esquelético de peixes aclimatados ao frio, associado ao
aumento na concentragdo de enzimas, poderia refletir em mudangas na densidade
das organelas de tal forma que pudesse melhorar o efeito da temperatura sobre a
difusdo de moléculas. Isto é, o aumento da densidade de volume mitocondrial n&o
servia apenas para superar uma limitagdo metabdlica na produgao de energia, mas,
também, para melhorar a troca de metabdlitos entre as mitocondrias e o citoplasma
(Figura 6). Um ponto importante a ser ressaltado é que, ao contrario do que
Johnston e Maitland pensavam, ndo havia uma modificagdo na relacdo superficie-
volume (superficie especifica), ou seja, as mitocondrias de peixes aclimatados ao
frio ndo aumentavam em tamanho (ou pelo menos no didmetro), mas, sim, em
namero. Claro que isso ndo exclui o fato de que uma ou outra mitocéndria, de fato,
aumente seu tamanho. Anos mais tarde, Kilarski et al. (1996) reproduziram os dados
obtidos por Johnston e Maitland (1980), e também observaram que a densidade de
cristas mitocondriais era maior em carpas aclimatadas a 5°C (Kilarski et al., 1996).
Conforme mencionado acima, este aumento no conteddo mitocondrial esta
associado a um processo chamado de biogénese mitocondrial, que controla
finamente a proliferagdo mitocondrial, de forma tecido-especifica. Este processo é
bastante complexo e pode ser regulado por diferentes processos fisiolégicos ou
fatores ambientais/estressores, tais como diferenciagédo celular, exercicio e
exposi¢cao ao frio (Holloszy e Coyle, 1984; Puigserver et al., 1998; Klingenspor,
2003; Weitzel et al., 2003; Kraft et al., 2006; Hood et al., 2006). A coordenagdo da
expressao destes genes depende de proteinas ligadoras de DNA e coativadores

(para revisao, Goffart e Wiesner, 2003; Scarpulla, 2006). Dentre as proteinas
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ligadoras de DNA, as principais s&o o Fator 1 Nuclear Respiratério (NRF-1; do inglés
Nuclear respiratory factor-1) e os Receptores Ativados por Proliferador de
Peroxissomo (PPAR; do inglés Peroxisome proliferator-activated receptors). O NRF-
1 regula a expresséao de diversas subunidades da cadeia transportadora de elétrons
e do Fator de Transcrigdo Mitocondrial A (TFAM; do inglés Mitochondrial
transcription factor A. Também pode conhecido como mTFA), enquanto os PPARs
formam heterodimeros que regulam genes envolvidos em diversos processos
fisiolégicos, tais como diferenciagdo de adipdcitos e metabolismo de lipidios
(Virbasius e Scarpulla, 1994; Barger e Kelly, 2000; Berger e Moller, 2002; Van Bilsen
et al,, 2002). Estes fatores transcricionais interagem com proteinas da familia dos
Coativadores 1 do PPARy (PGC-1; do inglés Peroxisome proliferator-activated
receptors coactivator 1) (Puigserver et al., 1998; Handschin e Spiegelman, 2006;
Scarpulla, 2006).

As respostas a aclimatagao térmica sdo muito importantes para os peixes que
experimentam variagées na temperatura ambiente ao longo de suas vidas. Porém,
estas modificagdes metabdlicas tém um custo, por vezes elevado, para estes
animais. A mudanca na composicido lipidica das membranas e o aumento da
capacidade oxidativa também podem representar complicagbes para as
mitocdndrias de musculos aclimatados ao frio (Figura 6).

O aumento do numero de fosfolipidios poliinsaturados pode elevar o
vazamento de prétons durante a oxidagdo de substratos mitocondriais. O motivo
pelo qual os animais endotérmicos tém um maior vazamento de prétons que os
ectotérmicos esta relacionado, exatamente, a diferengas na poliinsaturagdo lipidica
(Brand et al., 1991). Este vazamento de prétons refere-se a passagem inespecifica

de prétons pela membrana interna mitocondrial, que ndo pela FoF4-ATPase, de
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modo que ha diminuigdo do potencial de membrana. Neste processo, ha consumo
de oxigénio, mas sem sintese de ATP, diminuindo, assim, a reserva energética sem
beneficios aparentes.

Outro impacto negativo do aumento da atividade mitocondrial é a geragéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem causar danos as estruturas
celulares. Os EROs séo formados naturalmente durante a fosforilagdo oxidativa e,
por serem moléculas muito reativas, sdo capazes de “atacar” diversas estruturas
celulares. Desta forma, além do vazamento de prétons, o aumento da insaturagéo
dos lipidios também torna as membranas mais sensiveis a peroxidacdo mediada
pelos EROs (Porter, 1984; Pamplona et al., 1999), aumentando a necessidade de
mecanismos antioxidantes.

Especula-se que, se o aumento da proliferacdo mitocondrial serve,
primariamente, para facilitar a distribuicdo intracelular de oxigénio e metabdlitos,
entdo a falta de compensagdo térmica da capacidade oxidativa de proteinas
especificas seria uma forma de limitar os impactos negativos da alta atividade

mitocondrial (Guderley, 2004b).

1.5 O peixe dourado Carassius auratus

Os peixes de aquarios vulgarmente conhecidos como Japonés ou Peixinho-
dourado séo os Carassius auratus. Estes peixes pertencem a familia dos Ciprinideos
(Cyprinidae), a mesma das carpas e do peixe-zebra, e foi uma das primeiras
espécies de peixes domesticadas, sendo um dos peixes de aquario mais comuns no

mundo inteiro (Figura 7).
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Figura 7: O peixe dourado (Carassius auratus). Esta é uma de suas formas mais
comumente encontrada em aquarios domésticos.

Os peixes dourados exibem uma ampla faixa de tamanhos, formas, cores do
corpo e barbatanas. A maior parte das variagdes é resultado do cruzamento artificial,
enquanto que algumas ocorrem por causas haturais associadas com idade ou
mudangas do crescimento. A selegdo artificial durante a historia também intensificou
a variabilidade na forma do corpo e nas cores. Geralmente, estes peixes alcangam
de 15 a 20 cm e pesam de 100 a 300 g, podendo viver entre 6 e 8 anos, apesar de
ja ter sido reportado peixes que viveram durante cerca de 30 anos.

Seu habitat tipico inclui aguas paradas de rios, lagos e lagoas, especialmente
aquelas com vegetagdo aquatica submersa, com profundidade de até 20 metros. O
peixe dourado é tolerante a altos niveis de turbidez, flutuagées de temperatura e
baixos niveis de oxigénio dissolvidos na agua. Resultados de estudos em laboratério
mostraram tolerancia a pH numa faixa entre 4,5 e 10,5 e uma preferéncia por pH
entre 5,5 e 7,0. Embora os testes laboratoriais sugiram que os ovos e os filhotes nédo
sao tolerantes a salinidade, ja foi visto que o peixe dourado é capaz de viver em

lagos salgados na costa do mar Negro e de habitar as planicies alagadas do rio Ob
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na Russia. Os peixes dourados ja foram capturados em aguas com salinidade de
cerca de 17 partes por mil (ppm), embora alguns estudos mostrem que eles néo séo
capazes de permanecer por muito tempo em salinidades de 15 ppm. Os peixes
adultos vivem bem em salinidade entre 0-6 ppm, além de sobreviverem em aguas
com temperatura entre 0-41°C e com dureza de 5 a 19 dGH (do inglés, Degrees of
General Hardness). Outro dado curioso é que esta espécie € mais tolerante a
poluicdo da agua que outras espécies de peixes da América do Norte
(http://www.fishbase.org; Schofield et. al., 2005).

Os peixes dourados sdo nativos da Asia central e oriental, incluindo China,
Russia, Coréia e, possivelmente, Japao e Taiwan. Também pode ser nativo de
partes da Europa oriental; entretanto, sua transferéncia expandida por diversos

séculos obscurece sua distribuigdo natural (Figura 8).

Figura 8: Distribuicao nativa do peixe dourado ao redor do mundo. Os pontos vermelhos
referem-se aos locais onde se pode encontrar o peixe dourado. (Mapa retirado de Point Map for
Carassius auratus auratus — Disponivel em <http://www.obis.org.au/cgi-bin/cs_map.pl>. Acesso
em 24/01/2009).
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2 JUSTIFICATIVA

O metabolismo energético é de fundamental importancia para a homeostase
Nnos seres Vivos, por gerar a energia necessaria para que estes possam realizar suas
fungbes. Além disso, o metabolismo é capaz de responder, diferencialmente, a
diversas condi¢Ges fisiolégicas e estimulos do ambiente, mostrando uma eficiente
plasticidade que converge para a manutengdo da carga energética celular. Essas
situagbes podem ser causadas, por exemplo, por patologias, atividade fisica, jejum e
exposigao ao frio.

Os peixes dourados sao animais ectotérmicos e euritérmicos, o que significa
que, embora nao tenham um controle sobre a temperatura de seus corpos, eles sao
capazes de suportar uma extensa faixa de temperatura (entre 0-41°C). Ademais,
quando em baixas temperaturas, estes peixes sdo capazes de manter uma atividade
natatdria, ao contrario de outras espécies de peixes, que permanecem inativas.

Sendo assim, o objetivo central desta dissertagao foi avaliar os efeitos da
aclimatagdo ao frio sobre o metabolismo energético do musculo branco de peixes
dourados. Para isso, peixes foram aclimatados a 5°C e 25°C durante um més e, ao
final deste periodo, o musculo branco foi retirado para estudo.

A fim de facilitar a compreenséo dos resultados obtidos, esta dissertacéo sera
divida em duas partes. A primeira trata da caracterizacido de uma hexocinase néao-
citosélica presente em musculo branco de peixes dourados e o efeito da aclimatagao
ao frio sobre a distribuicdo subcelular da mesma, enquanto que a segunda trata da
avaliagdo do metabolismo mitocondrial de musculo branco de peixes dourados

aclimatados a 5°C e 25°C, no qual investigamos as alteragbes nos parametros da
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respiracdo mitocondrial e a possivel participagdo de uma UCP no processo de

aclimatagao ao frio.

2.1 Objetivos

Parte 1: Caracterizagdo da atividade de Hexocinase de musculo branco de peixes
dourados: efeito da aclimatagao ao frio.

A hexocinase é uma enzima de fundamental importancia para o metabolismo
energético e esta presente em todos os organismos. Entretanto, pouco se sabe
sobre esta enzima em peixes dourados. Tendo em vista o panorama descrito
anteriormente, este primeiro capitulo visa:

1) Investigar a distribuigdo subcelular da HK em fragdes de musculo branco de
peixes dourados.

2) Caracterizar cineticamente a atividade HK em fragbes mitocondriais,
denominada aqui de NC-HK

3) Avaliar o efeito da aclimatagao ao frio sobre a distribuigdo subcelular da HK

Parte 2: Efeito da aclimatagao ao frio sobre o metabolismo mitocondrial de musculo
branco de peixes dourados.

O impacto da aclimatagao ao frio sobre a atividade de enzimas mitocondriais,
a densidade do volume mitocondrial e a composi¢do fosfolipidica de mitocéndrias
isoladas é bem conhecido para diversas espécies de peixes (para revisdo, Sanger,
1993; Guderley e St-Pierre, 2002; Guderley, 2004a,b). Ademais, a grande parte
destes estudos foca sobre o musculo vermelho. Por outro lado, pouco se sabe sobre

o impacto da aclimatagéo ao frio sobre as propriedades funcionais das mitocéndrias
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de musculo esquelético branco em ciprinideos, mais especificamente o peixe
dourado. Assim, este segundo capitulo tem como objetivos:

1) Avaliar os parametros mitocondriais (Estados respiratérios) em peixes
aclimatados a 5° e 25°C, utilizando mitocéndrias isoladas e fibras
permeabilizadas de musculo branco.

2) Avaliar a provavel presenga de UCPs na respiragao mitocondrial de peixes

aclimatados
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes

A maior parte dos reagentes foi obtida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). Reagentes também foram obtidos da Vetec quimica fina Ltda. (Duque de
Caxias, RJ, Brasil), Nuclear Casa da quimica fina Ind. e Com. Ltda. (Diadema, SP,

Brasil) e Amersham Pharmacia Biotech (Little Chalfont, Buckinghamshire, RU).

3.2 Animais

Peixes dourados (Carassius auratus L.) foram obtidos de um vendedor local
(Duque de Caxias, RJ) e mantidos a temperatura ambiente em aquarios de vidro
com agua desclorada e constantemente aerada e filtrada, com fotoperiodo de 12
h/12 h. Todos os peixes foram alimentados 2-3 vezes por dia com comida comercial
apropriada. Os peixes permaneceram nestas condi¢des durante trés dias antes do

periodo de aclimatacgéao.

3.3 Procedimento de Aclimatagao

Apds o terceiro dia, os peixes foram separados em dois grupos. Um grupo
permaneceu a 25°C (+ 0.5°C) e o outro foi transferido para outro aquario e
submetido a um procedimento de aclimatagdo, com o uso de uma unidade
refrigerada (347 CDG - FANEM®, S&o Paulo, Brasil). A temperatura da unidade
refrigerada foi gradualmente reduzida (3°C por dia) durante uma semana até chegar

a 5°C (x 0.5°C). Os animais deste grupo foram mantidos nesta condigdo por mais
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quatro semanas antes de realizar os experimentos. Apds este periodo de
aclimatagao, os peixes de ambos os grupos foram sacrificados e o musculo branco

axial foi retirado imediatamente.

3.4 Taxa de ventilagao

A taxa de ventilagdo foi medida através da observagdo e contagem de
movimentos respiratérios externos, como abertura de boca e/ ou opérculo. A
frequéncia destes movimentos durante um periodo de tempo prové uma medida da
taxa de ventilagdo do peixe. Este parametro foi avaliado durante o processo de
aclimatagdo em ambos os grupos. Primeiramente, durante todos os dias enquanto a
temperatura da unidade refrigerada era diminuida. Apds chegar a 5°C, as medidas

foram realizadas a cada trés dias.

3.5 Caracteristicas fisicas dos peixes

Ao final do periodo de aclimatagdo, as caracteristicas fisicas (peso e
comprimento) dos dois grupos foram medidas a fim de calcular o Fator de
condicionamento (Fc), usado como indicativo da condigédo fisica do peixe. Visto que
o crescimento em peso é proporcional ao crescimento em volume (Fulton, 1902),
este fator leva em consideragcdo o peso e o comprimento dos peixes. Valores de k
menores que 1,0 indicam que os peixes estdo em condi¢gdes ruins, enquanto que
valores de k maiores que 1,4 indicam que os peixes estdo em 6timas condigbes
fisicas. Este fator é calculado através da equagéo: Fc = M x C3 x 100, onde M é a
massa do peixe (g) e C é o comprimento padrdao (cm) medido da ponta do focinho

até o pedunculo caudal (Figura 9).
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Comprimento

Figura 9: Medida do comprimento utilizado para o calculo do Fator de condicionamento.
Para o célculo do Fator de condicionamento, descrito no texto, utiliza-se a medida do comprimento
entre o focinho e o pedunculo caudal dos peixes, como mostra a figura.

3.6 Isolamento das frag6es subcelulares de musculo esquelético

Apdés o periodo de aclimatagdo, os animais foram sacrificados por
decapitagdo e o musculo esquelético axial foi removido (2-4 g) e colocado em um
tampéao gelado - proporgéo de 1:10 (p/v) - contendo 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 250
mM sacarose, 1 mM EDTA, 4 mM B-mercaptoetanol, 1,5 mM KCl e 0,56 mM PMSF. O
tecido foi picotado, triturado quatro vezes (10-15 segundos cada rodada) com auxilio
de um IKA-Ultra Turrax T25 Homogenizer (IKA-Works, Wilmington, NC, EUA) e
homogeneizado em Potter-Elvehjem. A centrifugagcdo diferencial foi realizada de
acordo com o seguinte protocolo (Figura 10): o homogenato total (HT) foi filtrado e
centrifugado a 1.000 g por 15 minutos. O precipitado (P1.000) foi ressuspenso no
mesmo tampao e o sobrenadante (S1.000) foi filtrado em gaze e centrifugado a
10.000 g por 15 minutos. O precipitado resultante (P10.000) foi ressuspenso no
tampéo inicial e o sobrenadante (S10.000) foi centrifugado a 100.000 g por 30
minutos. O precipitado (P100.000) foi ressuspenso e o sobrenadante resultante
(S100.000) foi coletado. Aliquotas de todos os passos foram coletadas e estocadas

a -80°C para posterior dosagem de atividades enzimaticas. O mesmo procedimento
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descrito acima foi realizado para o isolamento de fragées mitocondriais (P10.000) de

cérebro de ratos. Todas as centrifugagées foram realizadas a 4°C.
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Figura 10: Etapas de obtengdo das fragdes subcelulares de musculo branco de peixes
dourados. A obtencgdo das diferentes fragdes subcelulares foi realizada de acordo com os passos
mostrados. (Figura adaptada de Koolman e Roehm, 2005).

3.7 Isolamento de mitocondria de musculo branco

Para isolamento das mitocdndrias provenientes dos animais dos diferentes
grupos, foi utilizado um protocolo adaptado dos trabalhos de Chappell (1954) e
Makinen (1968). Apos o periodo de aclimatagdo, os animais foram sacrificados por
decapitagdo e o musculo branco foi retirado e lavado em tampdo basico (TB)
contendo 140 mM KCI, 20 mM HEPES, 5 mM MgCl; e 1 mM EGTA, pH 7,0. Os
contaminantes foram retirados e o tecido foi picotado no mesmo tampéao (1 mL/g de
tecido) e, posteriormente, acrescido de tampao de homogeneizagdo — TH — (4 mL/g

de tecido) contendo 140 mM KCI, 20 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 1 mM
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ATP, 10 mg/mL albumina sérica bovina (BSA; do inglés Bovine serum albumin) e
0,25 mg/g de tecido de tripsina, pH 7,0. A homogeneizagédo foi feita em Potter-
Elvehjem e o homogenato centrifugado a 500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado, filtrado e recentrifugado a 500 g por 10 minutos. O novo sobrenadante
coletado diluido duas vezes com TH e centrifugado a 10.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspenso em TB e incubado no gelo
por 3 minutos. Terminada a incubagdo, a amostra foi centrifugada a 500 g por 10
minutos e o sobrenadante resultante centrifugado a 10.000 g por 10 minutos. Ao
final desta centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso

em TB e mantido no gelo para posterior analise dos parametros mitocondriais.

3.8 Determinagao da concentragao de proteina

A concentragdo das proteinas das fragdes subcelulares e da mitocdndria
isolada foram determinadas de acordo com o método descrito por Lowry e

colaboradores (1951) utilizando BSA como padrao.

3.9 Preparagao de fibras permeabilizadas de misculo branco

Parte do musculo obtido foi separado e congelado a -80°C para posterior
andlise das atividades enzimaticas, enquanto que cerca de 100 mg foram utilizados
para experimentos de respirometria. A permeabilizacdo foi feita de acordo com o
protocolo utilizado por Kuznetsov e colaboradores (Kuznetsov, 2004).
Resumidamente, as amostras foram separadas em pequenas fibras e colocadas em
placas de Petri contendo solugcdo de relaxamento composta de 2,77 mM CaK,EGTA,

7,23 mM K;EGTA ([Ca*] jwe = 0,1 uM), 20 mM imidazol, 20 mM taurina, 6,56 mM
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MgCl,, 5,77 mM ATP, 15 mM fosfocreatina, 0,5 mM ditiotreitol e 50 mM K-MES, pH
7,1. As fibras foram permeabilizadas sob agitacdo suave durante 30 minutos a 4°C
em solugao de relaxamento contendo 50 ug/mL de saponina. Apés esse periodo, as
fibras foram lavadas em meio de respiragdo (composicdo abaixo), sob agitagéao,

durante 10-15 minutos e mantidas neste meio até o ensaio.

3.10 Consumo de O, em mitocdndrias isoladas

As medidas de consumo de oxigénio em mitocéndrias isoladas foram
realizadas em um oxigrafo acoplado a um eletrodo do tipo Clark (Hansatech
Instruments, Ltd., usando o software OXYGRAPH V1.01, Norfolk, Inglaterra).
Mitocdndrias isoladas (0,2 mg/mL) foram incubadas em 0,5 mL de meio de
respiragao (60 mM Tris-HCI, pH 7,4, 60 mM KCI, 5 mM KH,PO4, 5 mM MgCl; e 0,5
mM EDTA e 0,2 mg/mL de albumina sérica bovina isenta de acidos graxos - BSArra)
a 25°C. A cubeta foi fechada imediatamente antes de iniciar o experimento. Os
substratos utilizados foram: 5 mM piruvato + 5 mM malato para o complexo | e 10
mM succinato acrescido de 1 uM de rotenona para o complexo Il. O estado 3
(estado fosforilativo) foi obtido com a adigdo de 0,15 mM de ADP. O estado 40
(inibido por oligomicina) foi obtido através da adicdo de 1 pg/mL de oligomicina,
enquanto que o estado 3u (estado desacoplado) foi obtido com a adigéo de 0,1-0,5
uM de FCCP. As taxas respiratorias estdo representadas como nmol O mg'1

proteina mitocondrial min™.
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3.11 Consumo de O; em fibras permeabilizadas

O consumo de oxigénio em fibras permeabilizadas foi medido a 25°C em
respirdmetros de alta resolugéo (Oroboros, Oxygraph; Innsbruck, Austria) (Gnaiger,
2001). O meio de respiragao era composto de 110 mM sacarose, 60 mM K-MES, 0,5
mM EGTA, 1 mg/mL BSAgra, 3 mM MgClz, 20 mM taurina, 10 mM KH,PO4 e 20 mM
K-HEPES, pH 7,1 (Gnaiger et al, 2000). O software DatLab (Oroboros, Oxygraph;
Innsbruck, Austria) foi utilizado para aquisigdo dos dados e analise dos mesmos. Os
substratos (e suas concentragdes) utilizados nos experimento de respirometria com
fibras permeabilizadas foram os mesmos utilizados para a respirometria com
mitocdndrias isoladas, com exceg¢do do ADP e FCCP, cujas concentragdes foram 2
mM e 0,5 uM, respectivamente. As taxas respiratérias estdo representadas como
pmol O, mg™' de tecido s™.

Para os experimentos de verificacgdo da presenca de proteinas
desacopladoras, foi utilizado o mesmo meio de respiragdo descrito acima, porém
sem 1 mg/mL de BSAgra. Além disso, onde indicado, palmitato, GDP e BSAgra foram

adicionados.

3.12 Determinagdo das Atividades enzimaticas

Todas as atividades enzimaticas foram determinadas a 25°C, com excecédo
das atividades da HK de cérebro de rato, que foram realizadas a 37°C. As leituras
espectrofotométricas foram feitas em um espectrofotometro (Hitachi U-2000, Hitachi
High Technologies America, Inc., California, EUA) e as radiométricas, em um
cintilador (Beckman LS 6000SC, Beckman Coulter UK Ltd., High Wycombe, RU).

A atividade da HK foi determinada pela formagcdo de NADH a 340 nm de

acordo com Crabtree e Newsholme (1972), com algumas modificagdes. O meio de
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reagao continha 75 mM Tris-HCI pH 7,5, 7,5 mM MgCl;, 0,8 mM EDTA, 1,5 mM KClI,
2,5 mM ATP, 4 mM B-mercaptoetanol, 0,1 % triton X-100, 0,5mM B-NAD+, 5 mM
glicose e 0,5 U/mL glicose-6 fosfato desidrogenase (Leuconostoc mesenteroides). A
lactato desidrogenase, a fosfoglicomutase e a piruvato cinase foram determinadas
de acordo com método descrito por Lushchak e colaboradores (2001); a citrato
sintase foi medida de acordo com Suarez e colaboradores (1986); a atividade
ATPasica mitocondrial foi determinada através da liberagdo de Pi proveniente da
hidrélise de ATP na auséncia e na presenga de 5 mM NaN3; num meio de reagao
contendo 50 mM MOPS-Tris pH 7,0, 4 mM MgCl; e 1 mM ATP. A diferenga entre
estas atividades é referida como atividade ATPasica sensivel a NaN; e esta
relacionada ao complexo da FoF¢-ATPase. O fosfato inorgénico (P;) liberado foi
medido através de um método colorimétrico (Fiske e Subbarow, 1925).

Para as medidas dos parametros cinéticos da mt-HK, as concentragcdes de
glicose, frutose e manose variaram entre 0 e 100 mM; para ATP, GTP e ITP, as
concentragbes variaram entre 0 e 3 mM. As cinéticas com inibidores foram
realizados variando-se as concentracées de ADP e AMP (0-3 mM), Pi (0-10 mM),
N-acetilglicosamina (NAG; 0—100 mM) e manoheptulose (MHP; 0—100 mM). Quando
frutose foi usada como substrato da HK, 1 U/mL de fosfoglicose isomerase foi
adicionada ao meio de reagao e, para ensaios com manose como substrato, 2 U/mL
de fosfomanose isomerase e 1 U/mL de fosfoglicose isomerase foram adicionadas
ao meio de reagéo. Para medidas cinéticas dos nucleotideos-5’-trifosfato, 10 mM de
fosfocreatina e 1 U/mL de creatina cinase foram acrescidas ao meio de reagao como
sistema regenerador de NTP, a fim de manter constantes as concentracdes dos

substratos usados.
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O efeito da G-6-P foi medido por um ensaio radiométrico utilizando [*C4]-
manose como substrato e ensaiado como previamente descrito por Stanley e
colaboradores (1984), mas com leves modificagdes. O meio de reagao utilizado foi
composto de 75 mM Tris-HCI pH 7.5, 7,5 mM MgCl,, 0,8 mM EDTA, 1,5 mM KCl, 2,5
mM ATP, 4 mM B-mercaptoetanol, 0,1% triton X-100 (v/v), 5 mM NaF, 5 mM NaN3; e
2 mM [*C4]-manose 18,5 Bq nM (Amersham Pharmacia Biotech). A reagédo foi
iniciada com a adigdo da amostra e incubada por 30 min em um volume final de 30
Ml. A reacéo foi parada com a adigdo de 30 ul de etanol absoluto gelado. Aliquotas
de 25 yl da amostra final foram colocadas no centro de discos de troca idnica
Whatman DE 81 (Whatman, Maidstone, Kent, RU). Os discos foram secos e depois
colocados em um sistema de filtragdo a vacuo, no qual eles foram lavados 8 vezes
com 15 ml de agua deionizada. A quantidade de produto fosforilado adsorvido nos
discos foi determinada em um cintilador. Um ensaio com fragdo mitocondrial de
cérebro de rato foi realizado em paralelo e utilizado como controle positivo da
medi¢ao da inibigcdo por G-6-P.

As constantes cinéticas foram calculadas por analise de regressédo nao-linear
aplicada a equagcdo de Michaelis-Menten usando o soffware PRISM (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA). De acordo com Van den Thillart e Smit (1984),
a HK de peixes dourados é muito sensivel e sua atividade é perdida apds cerca de
24 h de estocagem. Assim, todos os ensaios de HK foram realizados no maximo 12

h apds a preparagéao das fragdes.

3.12 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados com o uso do soffware PRISM (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, EUA) e expressos como média + erro padrao. O teste
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de Student foi usado para comparar as diferengas entre dois grupos, enquanto que o
teste ANOVA, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (para detectar diferencas
entre os grupos) foi utilizado para comparar mais de dois grupos. P < 0,05 foi usado

para rejeitar a hipétese nula.
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4 RESULTADOS

4.1 Taxa de ventilagao

Embora indireto, a taxa de ventilagdo é um importante pardmetro para a
avaliacao da capacidade respiratdria do peixe. Visto que a respiragao dos peixes &
branquial, a abertura do opérculo esta intimamente ligada a respiragdo do animal.
De acordo com a Figura 11, observamos que os animais mantidos a 25°C
apresentaram uma taxa de ventilagdo relativamente estavel durante o periodo de
aclimatagao (119,5 + 0,7 aberturas de opérculo/ min), com pequenas flutuagbées que
nao foram significativas (Figura 11, circulos fechados). Em contrapartida, os animais
submetidos a aclimatagédo a baixa temperatura apresentaram uma redugao na sua
atividade respiratoria. Esta redugdo foi gradativa de acordo com a diminuigdo da
temperatura da agua (Figura 11, circulos abertos) e alcanga seu valor mais baixo
(32,3 £ 0,9 aberturas de opérculo/ min) quando a temperatura da agua atinge 5°C (+
0,5°C), uma semana apés o inicio do periodo de aclimatagdo. A partir do 10° dia de
aclimatagdo, pudemos observar que esta atividade respiratéria apresenta uma
pequena elevagao, alcangando um platé por volta de 46 aberturas de opérculo/ min.
Este platd sugere uma compensagdo parcial para a aclimatagdo a baixa

temperatura.

4.2 Fator de condicionamento

Ao final da aclimatagdo, analisamos as caracteristicas fisicas (peso e
comprimento) dos animais e calculamos o fator de condicionamento. Visto que a

massa corpérea pode afetar o metabolismo (Hochachka, 1987), uma mudanga
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significativa poderia estar relacionada a um efeito do processo de aclimatagdo. A
anadlise deste fator indicou que nenhuma mudanca fisica aparente ocorreu durante o
processo de aclimatagdo (Tabela 2). Assim, todos os peixes aclimatados foram
utilizados para os experimentos posteriores de analise da capacidade oxidativa

mitocondrial e atividades enzimaticas.
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Figura 11: Efeito da temperatura sobre a taxa de ventilagdo de peixes dourados. A taxa de
ventilacdo foi medida como descrito na metodologia. O grupo controle (@) foi avaliado apenas a
25°C durante todo o periodo de aclimatagdo e o grupo submetido a aclimatagéo ao frio (O) foi
avaliado em diferentes temperaturas (25°, 22°, 19° 16°, 13° 10° 7° e 5°C) durante a primeira
semana. ApOs esse periodo, a temperatura de medida foi fixada em 5°C e as medidas foram

realizadas a cada 3 dias. Valores sédo médias + s.e.m de 12 peixes por grupo experimental. **P<
0,001 em relagéo aos dias anteriores de aclimatacéo ao frio.

4.3 Atividades especificas de enzimas glicoliticas e mitocondriais em fragées

mitocondriais e citosdlicas

Como descrito acima, a aclimatacdo ao frio € capaz de promover mudancas
em diversas enzimas envolvidas no metabolismo muscular do peixe dourado, sendo
que estes efeitos estdo principalmente associados ao metabolismo oxidativo

mitocondrial, enquanto que a via glicolitica permanece inalterada ou levemente
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diminuida (Sidell, 1980, Van den Thillart e Smit, 1984, Johnston et al., 1985). A fim
de investigar o efeito da aclimatacdo ao frio sobre os metabolismos glicolitico e
mitocondrial, ndés medimos as atividades das enzimas Hexocinase (HK),
Fosfoglicomutase (FGM), Lactato desidrogenase (LDH), Piruvato cinase (PK), FoF-
ATPase e Citrato sintase (CS) em duas fragbes subcelulares distintas: mitocondrial e

citosolica.

Tabela 2: Caracteristicas fisicas dos peixes dourados utilizados nos experimentos. O fator de
condicionamento foi calculado como descrito na metodologia. Valores sédo médias + s.e.m (numero de
peixes).

Comprimento, Fator de
Grupo Peso, g
cm Condicionamento

Aclimatado a 25°C 22,41 1.26 (16) 6,24 £0.13 (16) __ 9,15 £ 0.24 (16)

Aclimatado a 5°C 24,79 £ 1.04 (20) 6,29 = 0.11 (20) 9,76 £ 0.25 (20)

Como visto na Tabela 3, as enzimas citosdlicas tiveram baixa atividade
especifica na fragdo mitocondrial, 0 que indica um baixo nivel de contaminacgéo. Da
mesma forma, a atividade especifica das enzimas mitocondriais foi baixa na fragao
citosdlica, sugerindo uma baixa contaminagéo. Esse baixo teor de contaminagéao das
fragbes é importante, pois sugere que o protocolo adotado é funcional.

As enzimas CS (ciclo de Krebs) e FoF{-ATPase (Complexo V mitocondrial)
tiveram um aumento de 2,4 e 3 vezes, respectivamente, em suas atividades
especificas na fragdo mitocondrial de musculo branco de peixes aclimatados a 5°C
quando comparados aos peixes aclimatados a 25°C. Em contrapartida, nenhuma
alteracéo significativa foi observada nas atividades das enzimas glicoliticas (FGM,
LDH e PK) tanto na fragdo mitocondrial quanto na fragdo citosélica (Tabela 3).
Curiosamente, a atividade da HK foi cerca de 20 vezes maior na fragdo mitocondrial

do que na fragdo citosdlica, sugerindo uma localizagédo subcelular diferente da
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esperada. Além disso, esta atividade localizada na fragdo enriquecida de

mitocdndria foi 2 vezes maior em peixes aclimatados a 5°C.

Tabela 3: Atividades especificas de enzimas citosélicas e mitocondriais em peixes dourados
aclimatados a 5° e 25°C. As atividades esPeciﬁcas foram medidas como descrito na Metodologia e
estédo expressas como nmol de produto mg’ min™. As fragbes Citosodlica e Mitocondrial correspondem
as etapas de centrifugagéo P10.000 e S100.000, respectivamente. Valores séo médias + s.e.m de 1-3
peixes por grupo (numero entre parénteses), sendo que as medidas para cada peixe sdo resultados
de uma friplicata. #*P<0.05, *P<0.01 comparados ao aclimatados a 25°C. ®NA = Nenhuma Atividade
detectada

Fragoes subcelulares

Enzimas Condigdes Fragao Fracao
Mitocondrial Citosdlica

25°C 41+10 2+1
Hexocinase .

5°C 8316 31

25°C 58 + 29 1.030 £ 70
Fosfoglicomutase

5°C 100 £ 39 1.100 270

25°C 289 £ 80 4.652 £ 404
Lactato Desidrogenase

5°C 390 £ 80 4.773 £ 345

25°C 319 £ 55 2.328 + 88
Piruvato Cinase

5°C 410 £ 111 2.422 + 316

25°C 148 £ 23 33+14
FoF-ATPase

5°C 365 + 54* 21+ 14

25°C 22+ 6 NA?
Citrato Sintase

5°C 55 + 5% NA?

Estes resultados sugerem que o musculo branco de peixes dourados
aumentou sua capacidade oxidativa em resposta a aclimatagdo ao frio, mas a via
glicolitica permaneceu praticamente inalterada. Ademais, a atividade hexocinasica
parece ter um papel durante a aclimatacgéo ao frio, visto que sua atividade aumentou

de forma proporcional as enzimas mitocondriais.
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Devido a estes achados com relagdo a atividade hexocinasica, esta
dissertagdo sera, a partir de agora, dividida em duas partes: (i) Caracterizagéo da
atividade de Hexocinase de musculo branco de peixes dourados: efeito da
aclimatagao ao frio; e (ii) Efeito da aclimatagdo ao frio sobre o metabolismo

mitocondrial de musculo branco de peixes dourados.

4.4 Parte 1

4.4.1 Distribuigdo subcelular da atividade de hexocinase de musculo branco de

peixe dourado

Para investigar a distribuicdo subcelular da atividade de HK em musculo
branco de peixes dourados, fizemos uma centrifugagéo diferencial a fim de separar
as diferentes fragbes subcelulares. Como observado na Figura 10, diferentes
organelas celulares sao obtidas nos precipitados a cada passo de centrifugagao.
Além disso, é importante ressaltar que o sobrenadante seguinte contém menos
contaminantes das organelas do precipitado anterior.

A andlise da atividade da HK nestas fragdes mostrou que a atividade total da
HK de mdusculo branco de peixe se encontrava igualmente distribuida entre as
fragdes citosdlica e mitocondrial, com uma menor contribuicdo da fragéo
microssomal (Figura 12A). Embora a atividade total da HK tenha sido basicamente a
mesma nas fragbes subcelulares, as maiores atividades especificas foram
encontradas nas fragbes enriquecidas em mitocdndria e microssoma,

respectivamente (Figura 12B). Estes dados sugerem que, ao contrario do esperado,
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a atividade especifica da HK esta principalmente associada a fragdes particuladas
em musculo branco de peixes dourados.

Por outro lado, a atividade HK em fragdes enriquecidas de mitocondria, além
de ser bem conhecida em animais e plantas, parece estar associada a diversos
eventos metabdlicos importantes, tanto em células normais quanto tumorais (Wilson,
1995, 2003; Mathupala et al., 2006; Claeyssen e Rivoal, 2007). Esta importancia
crescente que tem sido dada a relagédo entre HK e mitocondria, associada ao fato de
que, em musculo branco de peixes dourados, a maior atividade especifica esta na
fragdo mitocondrial, levou-nos a caracterizar as propriedades cinéticas apenas desta

atividade nao-citosolica de HK (NC-HK) em fragdes enriquecidas de mitocondrias.

0.8+ 0.05- l
S 0.04
« 0.6 =
5 E
E o 0.03]
o
8 0.4 nE.
S 8 0.02-
E -
s )
0.24 £
3 0.011
0.0H— || Illl 0.00||"|| || -
oo W ° O ® AT 0° N 0“ o
?\Q ? QQ g QQ? QQ 5‘\“06 W ?\Q 6\0 ? QQ 6\009 QQQ 5‘\““0

Fragdes subcelulares de muasculo branco

Figure 12: Distribuicdo subcelular da atividade HK em muisculo branco de peixes. Atividade
total (A) e especifica (B) em diferentes fragbes subcelulares de musculo branco de peixes
dourados. As fragdes sdo: homogenato total (HT); precipitado (P1000) e sobrenadante (S1000) de
1000 g; precipitado (P10,000) e sobrenadante (S10,000) de 10000 g; precipitado (P100,000) e
sobrenadante (S100,000) de 100000 g. Valores sdo médias = s.e.m de 9 medidas (3 preparagdes
diferentes). Para detalhes sobre o fracionamento subcelular, ver item 3.6 e Figura 10.

4.4.2 Propriedades cinéticas da NC-HK de peixes dourados

Primeiramente, medimos as constantes cinéticas para hexoses e

nucleotideos-5-trifosfatos (NTPs) em NC-HK de musculo branco de peixes dourados
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(Figura 13 e Tabela 4). Um maior valor de Vnmax foi encontrado para NC-HK quando
glicose foi utilizada como substrato, enquanto que manose mostrou uma menor Vpmax
que a glicose (glicose: 0,034 + 0,001 pmol mg™ min™'; manose: 0,022 + 0,001 pmol
mg” min™, P = 0,0001). Curiosamente, a frutose n&o foi um substrato eficiente para
NC-HK até 50 mM (Figura 13A), o que esta em contraste com a atividade de HK de
musculo de mamiferos (Sols and Krane, 1954; Katzen e Schimke, 1965; Grossbard e
Schimke, 1968). A analise dos parametros cinéticos para NTP’s mostrou que, para
ATP, a Vnax obtida foi similar a encontrada para glicose como substrato (0,034 +
0,001 ymol mg™ min™', Figura 13B e Tabela 4), mas nenhuma atividade de HK foi
detectada quando GTP e ITP foram testados como doadores de fosfato. Logo,
parece que a NC-HK utiliza apenas o ATP como nucleotideo doador de fosfato

(Figura 13B).
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Figura 13: Parametros cinéticos da atividade NC-HK em fragdo mitocondrial. (A) hexoses
utilizadas como substratos: glicose (@), manose (O) e frutose (A). (B) nucleotidios-5’ trifosfato:
ATP (), GTP (O) e ITP (A). Valores sdo médias = s.e.m de 4-5 medidas (4 preparagdes
diferentes). As figuras A e B mostram apenas a média dos experimentos.

As afinidades aparentes (Km) para glicose, manose e ATP foram calculadas e

estdo descritas na Tabela 4. Visto que a NC-HK n&o alcangou uma atividade maxima

com frutose e nio teve atividade com GTP e ITP como doadores de fosfato, ndo foi
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possivel calcular o K, aparente para estes substratos. Como visto na Tabela 1, a
NC-HK de musculo branco de peixes dourados tem uma afinidade maior por manose
que por glicose (glicose: 0,43 + 0,03 mM; e manose: 0,14 + 0,02 mM, P < 0,001),
indicando que esta isoenzima fosforila preferencialmente manose. Isto também pode
ser observado através da razdo Vma/Km, @ qual indica a eficiéncia catalitica da
enzima. Assim, foi visto que a NC-HK exibiu uma eficiéncia catalitica 2 vezes maior
para manose que para glicose (Tabela 4). Para o ATP, que foi a Unica molécula
doadora de fosfato utilizada pela NC-K, o K, foi similar ao encontrado para a HK |l
de mamiferos (NC-HK musculo branco de peixe dourado: 0,88 + 0,05 mM; HK Il de

mamifero: 0,7 mM, Wilson, 2003).

Tabela 4: Constantes cinéticas da atividade NC-HK de peixe dourado. Os valores de K, para
hexoses foram medidos com 2,5 mM ATP, enquanto que os valores de K, para NTPs foram medidos
com 5 mM glicose. Valores sdo médias £+ s.e.m de 4-5 medi¢des (4 preparagdes diferentes).
**P<0,001 comparado & glicose. “Vmax = nmol hexose 6-P mg™" min™'; °K,, = mmol I"'; °ND = N&o
Determinado; °NA = Nenhuma Atividade detectada

Substratos Vmax® K? Vmax/Kp,
Glicose 34 + 1 0,43 + 0.03 79
Frutose ND° ND ND
Manose 2+17 0,14 + 0.02 157
ATP 39+3 0,88 + 0.05 44
GTP NA? NA NA
ITP NA NA NA

4.4.3 Efeito do ADP, AMP e P; sobre a atividade da NC-HK

Posteriormente, testamos os efeitos do ADP, AMP e P; sobre a atividade da
NC-HK. Estas moléculas sdo conhecidas por terem atividades inibitérias sobre as

isoenzimas de mamiferos (Hanson e Fromm, 1967; Lueck e Fromm, 1974; Ganson e
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Fromm, 1985; Wilson, e 2003). Entretanto, o efeito destes inibidores foi menos
pronunciado sobre a atividade de NC-HK de peixes dourados (Tabela 5).
Observamos que o ADP e o AMP (ambos a 3 mM) inibiram, respectivamente, 23% e
41% da atividade da NC-HK. Além disso, a maior concentragao utilizada de P; (10
mM) foi capaz de inibir apenas 12% da atividade da NC-HK. Estes resultados
sugerem que a NC-HK de musculo branco de peixes dourados € menos sensivel a

possivel inibigdo alostérica promovida pelo ADP, AMP e Pi.

Tabela 5: Perfil inibitério da atividade NC-HK de peixe dourado. Para ADP, AMP e Pi, o efeito
inibitério foi medido de 4-9 vezes (3-4 preparagées diferentes); para G-6-P, 4 vezes (3 preparagdes)
e, para NAG e MHP, 3 vezes (1 preparagéo). "P<0,05 comparado a 100% de atividade (nmol G-6-P
mg "' min”' medida na auséncia do inibidor). As médias * s.e.m (ou s.d. para NAG e MHP) do valor de
100% da atividade para todas as condigdes foram 33 + 1. ®Efeito inibitério maximo observado.

Inibidores % inibigao®
ADP 23%
AMP 41%"

Pi 12%
MHP 100%"
NAG 88%"
G-6-P 86%"

4.4.4 Efeito da G-6-P sobre a atividade da NC-HK

Visto que uma das propriedades mais marcantes das isoenzimas HK | e Il de
mamiferos é a forte inibicdo pelo préprio produto, G-6-P (Ki = 0,02 mM, Wilson,
2003), nés nos perguntamos se a G-6-P seria capaz de inibir também a NC-HK de
peixe dourado. Normalmente, a atividade da HK é medida pelo ensaio acoplado, que
detecta a G-6-P formada. Entretanto, a adicdo de G-6-P exdgena neste caso

impossibilita 0 uso do ensaio acoplado para a determinagéo do efeito inibitério da G-
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6-P. Assim, a fim de investigar este efeito, utilizamos uma metodologia alternativa,
através de um ensaio radiométrico, utilizando [14C1]-manose como substrato. Isto foi
possibilitado pela capacidade que a NC-HK de peixe dourado tem de fosforilar
manose, com uma eficiéncia catalitica maior para esta hexose em relagéao a glicose
(Tabela 4).

De forma semelhante 8 HK de mamiferos, a NC-HK de musculo branco de
peixes dourados foi fortemente inibida por G-6-P (Figura 14A, circulos abertos) e o K;
estimado estd numa concentragéo similar a observada em HK-I e Il de mamiferos (K;
NC-HK = 0,038 mM). A fim de validar o resultado obtido por meio da analise
radiométrica, realizamos um ensaio paralelo com fragdo mitocondrial de cérebro de
rato, que expressa, predominantemente, HK-I, a qual é conhecidamente inibida por
G-6-P (Wilson, 2003). O resultado observado com HK de cérebro de rato foi

semelhante ao ja descrito na literatura (Figura 14A, circulos abertos).
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Figura 14: Efeito da glicose-6-fosfato (A) e analogos de glicose (B) sobre a atividade da NC-
HK em fragdao mitocondrial. (A) efeito da G-6-P sobre a atividade de HK de musculo branco de
peixes dourados (@) e cérebro de rato (O). (B) Andlogos de glicose em peixes dourados: NAG
(A) e MHP (A).Valores séo médias * s.e.m para G-6-P em peixes dourados: 4 medidas (3
preparagoes diferentes); e médias * s.d. para G-6-P em ratos (4 medidas de 1 preparagéo) e para
NAG e MHP em peixes dourados (3 medidas de 1 preparagéo).
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4.4.5 Efeito de analogos de glicose, NAG e MHP, sobre a atividade da NC-HK

Em mamiferos ja é bem caracterizado que analogos de glicose inibem a
atividade da HK de maneira competitiva com relagéo a glicose (Sols e Crane, 1954;
Grossbard e Schimke, 1966). Testamos o efeito de dois destes analogos, NAG e
MHP, sobre a atividade da NC-HK. Para uma concentragao fixa de glicose (5 mM),
NAG e MHP inibiram a atividade da NC-HK de forma dose dependente (Figura 14B).
A 100 mM, a atividade da NC-HK foi inibida por NAG e MHP em 88% e 100%,
respectivamente (Tabela 5). Logo, assim como a HK de mamiferos, a NC-HK de

peixe dourado também ¢ inibida por analogos de glicose, tais como NAG e MHP.

4.4.6 Efeito da aclimatagao ao frio sobre a atividade de hexocinase de musculo

branco de peixe dourado

A aclimatagdo ao frio promove diversas adaptagdes no metabolismo do
musculo branco de peixes dourados. Ja foi mostrado previamente que a atividade da
HK aumenta apés a aclimatagao térmica (Van den Thillar e Smit, 1984; Johnston et
al., 1985), mas estas atividades foram analisadas em sobrenadante de 1.000 g, o
qual contém as fragdes soluveis e particuladas juntas. Sendo assim, ndo se sabe se
a aclimatagédo ao frio promove um efeito especifico em uma fragdo ou um efeito
generalizado. A fim de investigar esta questdo, analisamos se a distribuicdo
subcelular da atividade de HK apdés um més de aclimatacdo a 5°C ocorria em
fragdes subcelulares especificas, uma vez que nossos achados sugerem que a
maior atividade especifica esta localizada na fragéo particulada, isto &, mitocondria e
microssoma.

Apds o periodo de aclimatagédo, preparamos as fragdes subcelulares de

musculo branco de peixes aclimatados a 5° e 25°C e medimos a atividade de HK
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nestas fragdes (Figura 15). Os peixes aclimatados a 5°C apresentaram um perfil de
localizagdo subcelular das atividades total e especifica da HK semelhante ao
encontrado para os peixes aclimatados a 25°C. Contudo, como previamente descrito
por Van den Thillart e Smit (1984) e Johnston et al. (1985), a aclimatagéo ao frio
promoveu um aumento na atividade da HK tanto no homogenato total (2,6 vezes)
quanto no sobrenadante de 1000 g (3,8 vezes). Além disso, observamos que este
aumento na atividade da HK ocorreu apenas na fragdo particulada, isto é,
mitocdndrias e microssoma, enquanto que nenhuma mudanga foi observada na
fracdo citosolica (Figura 15A). Curiosamente, o maior aumento de atividade foi
observado na fragdo microssomal (7,6 vezes), enquanto que a fragdo mitocondrial
teve um aumento de 2,8 vezes em peixes aclimatados a 5°C comparados aos peixes
aclimatados a 25°C. Da mesma forma, as atividades especificas foram maiores nos
peixes aclimatados ao frio, seguindo o mesmo perfil exibido pela atividade total
(Figura 15B). As fragbes mitocondrial e microssomal tiveram um aumento de 2 e 3,8
vezes, respectivamente. Mais uma vez, a atividade especifica da HK na fragéo

citosodlica ndo foi alterada em resposta a aclimatagéo ao frio.
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Figura 15: Distribuicdo subcelular da atividade HK em musculo branco de peixes: efeito da
aclimatacao ao frio. Atividade total (A) e especifica (B) em diferentes fracdes subcelulares de
musculo branco de peixes dourados. As fragbes sdo as mesmas da Figura 10. As barras brancas
representam os peixes mantidos a 25°C e as barras cinzas, os peixes aclimatados a 5°C. Valores
séo médias * s.e.m de 9 medidas (3 preparacdes diferentes por grupo). #P<0,05, *P< 0,01, **P<
0,001 comparado com o grupo aclimatado a 25°C. Para detalhes sobre o fracionamento
subcelular, ver item 3.6 e Figura 10.
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4.5 Parte 2

4.5.1 Anadlise do metabolismo mitocondrial dos peixes controle e aclimatados

ao frio: abordagens utilizadas

Paralelamente ao estudo e caracterizacdo da HK, nés também avaliamos
possiveis efeitos da aclimatagdo no metabolismo mitocondrial de musculo branco de
peixes aclimatados a 5°C.

Em diversas espécies de peixes, tais como truta arco-iris, carpas e robalo-
muge, a aclimatagdo a baixas temperaturas promove diversas mudangas
metabdlicas, principalmente no que diz respeito ao metabolismo muscular
mitocondrial (para revisao, Sanger, 1993; Guderley, 2004). A fim de verificar os
efeitos da aclimatagao ao frio sobre o metabolismo mitocondrial de masculo branco
de peixes dourados, realizamos medidas de consumo de oxigénio em peixes
aclimatados a 5° e 25°C por um més. Para isso, duas abordagens distintas foram
utilizadas: mitocéndrias isoladas e fibras permeabilizadas. Estas abordagens foram
utilizadas a fim de evitar os possiveis problemas decorrentes do uso de apenas uma
delas na investigagdo das fungbes mitocondriais, visto que ambas as técnicas
possuem vantagens e desvantagens. O Quadro 1 mostra um comparativo entre as
duas maneiras utilizadas nesta dissertacdo. O isolamento de mitocéndrias é o
modelo mais utilizado para o estudo das fungbes mitocondriais. Entretanto, o baixo
rendimento e a relativa instabilidade da mitocbéndria nesta condicdo sé&o
desvantagens importantes deste método. Além disso, este procedimento exige

grande quantidade de material, tornando-se inviavel em algumas situagdes. As fibras
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permeabilizadas provéem um ambiente mais proximo do fisiolégico para a
mitocondria e quase nao ha perda desta organela durante o procedimento.

Ao contrario das suspensdes de mitocOndrias isoladas, que permitem
investigar quantidades reproduziveis deste material, é preciso considerar a
compartimentalizagdo intercelular para as fibras permeabilizadas. Ou seja, o

conteudo mitocondrial de fibras com 0 mesmo peso podem variar, resultando em

diferentes respostas respiratorias.

Mitocondria isolada

Fibra permeabilizada

Quantidade de tecido 100-250 mg 10-50 mg
utilizada

Tempo de preparagao Cerca de 100 minutos 45 minutos

Rendimento de 10-40% > 90%
mitocdndria

Estabilidade das fungdes 4-5h >20h

Estado morfolégico Inchadas, espaco Nao inchada

intermembranar
aumentado

Homogeneidade da

Suspensdo homogénea

Fibras individuais,

extramitocondriais

amostra compartimentalizacéo
intercelular
ATPases Baixa Alta

Fungdes do complexo
celular

N&o preservadas

Parcialmente
preservadas

Quadro 1: Comparacéao entre o uso de mitocondrias isoladas e fibras permeabilizadas para
investigar as fun¢des mitocondriais. Ambas as abordagens possuem peculiaridades, que
podem ser vantajosas ou ndo, dependendo da situa¢do. (Quadro modificado de Sperl et al. 1997).

4.5.2 Efeito da aclimatagao ao frio sobre a respiragdao em mitocondrias isoladas

As taxas de consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas de musculo
branco de peixes aclimatados a 5° e 25°C estdo mostradas na Figura 16 (A e B).

As mitocondrias isoladas de peixes aclimatados a 5°C apresentaram um
consumo basal de O, (Estado 2) maior na presenga de substratos tanto do

Complexo |, piruvato e malato (Figura 16A), quanto do Complexo Il, succinato
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(Figura 16B). Para a andlise do Complexo I, utilizamos rotenona, que é um inibidor
da respiragdo associada ao consumo de NADH (no Complexo |, por exemplo). A
analise do consumo de O, associado ao complexo | mostrou que as mitocéndrias de
peixes aclimatados a 5°C tiveram um aumento de cerca de 4 vezes (3,33 + 0,60 vs
13,85 t 1,34; p < 0,001) na taxa respiratéria, enquanto que a analise da respiragao
associada ao complexo Il mostrou um aumento de apenas 1,8 vezes (7,98 + 1,22 vs
14,46 £+ 1,17; p < 0,05). Independentemente do substrato utilizado, as taxas de
respiragdo no estado fosforilativo induzido por ADP (Estado 3) foram ligeiramente
maiores nas mitocéndrias isoladas de peixes aclimatados a 5°C, porém este
aumento ndo foi significativo. A medida da taxa respiratéria inibida por oligomicina
(Estado 40) mostrou que a aclimatagdo ao frio promoveu um grande aumento (13 e
25 vezes, dependendo do substrato utilizado) no consumo de oxigénio n&o acoplado
a sintese de ATP, conhecido como respiragdo associada ao vazamento de protons.
Como visto para o Estado 3, a respiragéo desacoplada induzida por FCCP (Estado
3u) ndo mudou apéds a aclimatagéo ao frio.

Estes resultados sugerem que a aclimatagdo ao frio pode ter promovido um
aumento da atividade dos complexos | e Il da cadeia transportadora de elétrons,
além de promover um aumento da respiracdo mitocondrial desacoplada da sintese
de ATP, a qual pode estar relacionada a possivel presenga de uma proteina

desacopladora nas mitocéndrias de musculo branco de peixes dourados.
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Figura 16: Efeito da aclimatagao ao frio sobre os estados respiratérios de musculo branco
de peixes dourados. As taxas de consumo de O, foram medidos a 25°C em mitocdndrias
isoladas (A e B) e fibras permeabilizadas (C e D) utilizando-se diferentes substratos. Em
mitocdndrias isoladas, (A) 5 mM Piruvato + 5mM Malato (Pir/Mal) e (B) 10 mM Succinato foram
utilizados como substratos. Estado 3 foi obtido com apés a adicdo de 0,15 mM ADP; Estado 40
com a adi¢ao de 1 yg/ml de Oligomicina e Estado 3u com 0,1-0,5 uM FCCP. Valores sdo médias *
s.e.m de 4-26 medidas (5 peixes por grupo). Em fibras permeabilizadas, (C) 5 mM Piruvato + 5mM
Malato (Pir/Mal) e (D) 10 mM Succinato foram utilizados como substratos. Estado 3 foi obtido com
apo6s a adicao de 2 mM ADP; Estado 40 com a adicao de 1 pg/ml de Oligomicina e Estado 3u com
0,5 pM FCCP. Valores sdo médias + s.e.m de 4-26 medidas (5 peixes por grupo). Valores séo
médias + s.e.m de 11-20 medidas (5 peixes por grupo). Para a normalizagdo das taxas
respiratérias das fibras permeabilizadas, as taxas de consumo de O, foram divididas pela
atividade da enzima citrato sintase (Tabela 3) de cada grupo. (E) 5 mM Piruvato + 5mM Malato
(Pir/Mal) e (F) 10 mM Succinato. Em todos os gréficos: barras brancas representam animais
aclimatados a 25°C e barras cinzas animais aclimatados a 5°C. #P<0,05, *P<0,01 e **P<0,001
comparados com o grupo aclimatado a 25°C.
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4.5.3 Efeito da aclimatagcdo ao frio sobre a respiragio em fibras

permeabilizadas

Embora menos usual, o uso de fibras permeabilizadas também pode ser uma
grande ferramenta para o estudo das fungdes mitocondriais. Para isso, nos
utilizamos fibras permeabilizadas com saponina dos dois grupos de peixes.

A primeira vista, os efeitos da aclimatagdo ao frio foram mais pronunciados
nas fibras permeabilizadas que nas mitocondrias isoladas, exceto para o Estado 4o.
Como observado em mitocOndrias isoladas (Figura 16 A e B), a aclimatagéo ao frio
promoveu um aumento no consumo basal de O, quando substratos dos Complexos |
ou Il foram adicionados (Figura 16 C e D). Entretanto, estes aumentos foram
maiores que os medidos com mitocéndria isolada: 3 vezes no Complexo | (Figura 15
C) e 5,6 vezes no Complexo Il (Figura 16D). Além disso, dependendo do substrato,
as taxas de respiragdo no Estado 3 (induzido por ADP) foram 2,6 e 3,8 vezes
maiores nos peixes aclimatados a 5°C, resultado que difere do observado em
mitocdndrias isoladas, onde nenhum aumento significativo foi observado. Embora
em menor escala que as mitocéndrias isoladas, as taxas de respiracdo associada ao
vazamento de prétons também foram aumentadas pela aclimatagéo ao frio (2,9 e 4
vezes). De forma semelhante ao Estado 3, o qual ndo apresentou aumento
significativo quando medido em mitocdndrias isoladas, a respiragédo no Estado 3u foi

quase duas vezes maior nas fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a 5°C.

4.5.4 Normalizagao das taxas respiratorias
As medidas das taxas respiratorias em fibras permeabilizadas estéao
expressas pela massa, em miligramas, de fibra adicionada, considerando, assim, o

numero total de mitocondrias existentes em cada fibra. Desta forma, o aumento do
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consumo de O, em fibras permeabilizadas observado apés o periodo de aclimatagao
ao frio pode ser também um reflexo do aumento no nimero de mitocondrias e nao
apenas do aumento na atividade dos complexos.

Uma maneira de entender melhor esta questdo é através da normalizagéo
das taxas respiratorias pelo conteudo de mitocdndrias dos musculos. Para isso, nés
dividimos as taxas de consumo de O, pela atividade da enzima citrato sintase
(Tabela 3), tida na literatura como uma enzima marcadora do contetdo mitocondrial.
Assim, quando normalizamos as taxas respiratorias pelo conteudo mitocondrial das
fibras, observamos que, quando adicionamos substratos do Complexo |, ndo havia
mais diferengas no consumo de O; entre animais aclimatados a 5° e 25°C nos
estados Basal, Estado 3 e Estado 3u, enquanto que apenas o Estado 4o
permaneceu aumentado nos peixes aclimatados a 5°C (Figura 16E). Entretanto,
quando substratos do Complexo |l foram adicionados, os estados Basal, Estado 3 e
Estado 40 permaneceram aumentados em peixes aclimatados a 5°C, enquanto que
apenas o Estado 3u manteve-se o0 mesmo em fibras de peixes aclimatados a 5° e
25°C (Figura 16F).

Mais uma vez, estes dados sugerem que a aclimatagdo ao frio promoveu um
aumento no metabolismo mitocondrial do musculo branco de peixes dourados.
Ademais, a analise da respirometria em fibras permeabilizadas nos possibilitou
observar que este aumento no metabolismo oxidativo parece acontecer em dois
sentidos: (i) aumento da atividade dos complexos e (ii) aumento do conteudo
mitocondrial muscular. Associado a isto, 0 aumento da respiragdo no Estado 4o
sugere, novamente, que pode haver a participagédo de uma proteina desacopladora

no processo de aclimatagao ao frio.
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4.5.5 Consumo de O, associado ao vazamento de prétons em fibras
permeabilizadas de musculo de peixes aclimatados a 5° e 25°C: ativagao por

palmitato e inibigao por GDP e BSA

Os dados acima sugerem que a aclimatagdo ao frio promoveu um grande
aumento no Estado 40 tanto em mitocdndrias isoladas quanto em fibras
permeabilizadas de musculo branco de peixes dourados (Figura 16 A-D). Como o
vazamento de protons, que desacopla parcialmente a fosforilagdo oxidativa, pode
estar associada a presenga de UCPs (para revisdo, Rousset et al., 2004; Krauss et
al., 2005; Brand e Esteves, 2005; Nicholls, 2006), nés procuramos saber se o
vazamento de prétons induzido pela aclimatagdo ao frio poderia estar associado a
esta proteina. Isto é suportado pelo fato de ja terem sido identificadas proteinas
desacopladoras em carpa comum e peixe-zebra (Stuart et al., 1999; Jastroch et al.,
2005 e 2007). A fim de investigar esta questdo, nds medimos o efeito de ativadores
(palmitato) e inibidores (GDP e BSArra) de UCPs sobre a taxa respiratéria inibida
por oligomicina em fibras permeabilizadas, visto que estas se mostraram um bom

modelo para o estudo dos efeitos da aclimatagao ao frio (Figuras 17-19).
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Porém, antes de realizar 0 estudo em peixes aclimatados, realizamos um
experimento piloto a fim de identificar a concentragdo étima de palmitato, um acido
graxo capaz de ativar as UCPs, para ativar ao maximo a respiragdo no Estado 40
em fibras permeabilizadas. Conforme observado na Figura 17, a adigao crescente de
palmitato foi capaz de estimular o consumo de O, associado ao vazamento de H".
Seu efeito maximo foi alcangado com concentragbes na faixa de 0,1 mM. Alem
disso, a adigdo de GDP foi capaz de inibir parcialmente o efeito do palmitato. A
ativagao da respiragdo mitocondrial apés a adigao de FCCP sugere que o resultado
observado com palmitato ndo foi um artefato causado por efeito inespecifico deste

acido graxo.
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Figura 17: Efeito do Palmitato sobre o consumo de O2 em Estado 40 de fibras
permeabilizadas de peixes dourados mantidos a 25°C: inibigao parcial por GDP. As taxas de
consumo de O, foram medidas com 5 mM piruvato + 5 mM malato; o Estado 40 foi obtido com a
adicédo de 1 pg/ml Oligomicina. O grafico mostra a adicdo de crescentes concentragdes de
palmitato (10-100 pyM); 1 e 2 mM GDP e 0,5 uM FCCP. O grafico interno mostra apenas as
concentragdes de palmitato. Valores de um experimento.

Conforme observado anteriormente, quando acrescidos de substratos do

Complexo | (piruvato e malato), a taxa de consumo de O, no Estado 4o foi cerca de
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2 vezes maior nos peixes aclimatados a 5°C. A adicdo do inibidor de proteinas
desacopladoras, GDP, diminuiu parcialmente o Estado 40 em fibras de peixes
aclimatados a 5°C, mas ndo teve nenhum efeito sobre as fibras de peixes
aclimatados a 25°C. Entretanto, a adigdo de BSArra em conjunto com GDP foi capaz
de diminuir significativamente (cerca de 40%) o Estado 40 em peixes aclimatados a
5°C, porém, mais uma vez, nenhum efeito foi observado nos peixes aclimatados a
25°C (Figura 18A e Tabela 6).

p = 0,0018 p<001
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Figura 18: Efeito do GDP e BSAg:5 sobre o consumo de O, associado ao vazamento de H+
leak em fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a 5° e 25°C. Taxas respiratdrias por (A)
massa de tecido e (B) normalizadas pela ativdade de CS. As taxas respiratérias foram medidas
com 5 mM piruvato + 56 mM malato e 2 mM ADP. O Estado 4o foi obtido com a adigdo de 1 pyg/ml
oligomicina. Os graficos mostram a adicdo de 2 mM GDP e 2 mM GDP + 2 mg/ml BSAga. Valores
séo médias £ s.e.m de 5-7 medidas (3-4 peixes por grupo). Barras brancas representam animais
aclimatados a 25°C e barras cinzas animais aclimatados a 5°C.

Todavia, ao normalizarmos as taxas respiratérias pela atividade da citrato
sintase, pudemos observar que, em fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a
5°C, a adicao apenas de GDP ja foi capaz de promover uma diminuigcao significativa
(cerca de 20%) no Estado 40 e que esta queda era ainda mais pronunciada apés a
adicao de BSAgra. Contudo, a adigdo destes dois agentes inibidores da atividade de
UCP nao foi capaz de diminuir o Estado 40 de fibras permeabilizadas de peixes

aclimatados a 25°C (Figura 18B).
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Curiosamente, a adi¢do de palmitato ndo foi capaz de estimular o consumo de
O no Estado 40 em fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a 5°C. Porém, ao
ser adicionado em fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a 25°C, este acido
graxo foi capaz de estimular, aproximadamente, 4 vezes o Estado 40. A adigdo
posterior de GDP, porém, nao diminuiu significativamente o consumo de O

associado ao estimulo de palmitato (Figura 19).

Tabela 6: Efeito do GDP e BSAgr, sobre o consumo de O, associado ao vazamento de H' em
fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a 5° e 25°C. As taxas de consumo de O, (pmol O, s
! mg'1) foram medidas como na Figura 18 (5 mM piruvato + 5 mM malato e 2 mM ADP). Valores sao
médias + s.e.m de 5-7 medidas (3-4 peixes por grupo). Barras brancas representam animais
aclimatados a 25°C e barras pretas animais aclimatados a 5°C. *P<0,001 comparado com grupo
aclimatado a 25°C.

Condigoes Aclimatado a 25°C Aclimatado a 5°C P

Estado 40 1.478 + 0.266 (6) 3.953 +0.315(7) <0,001

GDP 1.300 + 0.280 (5) 3.084 + 0.356 (7) 0,004

GDP + BSA 1.052 £ 0.283 (5) 2.410 £ 0.226 (7)* 0,004

Em conjunto, estes resultados mostram que, provavelmente, a aclimatagéo ao
frio promove um aumento no consumo de O, associado ao vazamento de H" que é
estimulado por palmitato e inibido por GDP e BSAgra. Isto descartaria um efeito
apenas da baixa temperatura sobre as insaturagbes dos fosfolipidios. Sendo assim,
parece razoavel pensar que ha a participagao de uma UCP, provavelmente a UCP3,
no processo de aclimatagdo ao frio em musculo branco de peixes dourados. Esta
provisao é suportada pelo fato de ja terem sido identificadas UCPs em carpas e que
sua expressao pode ser modulada pelo frio (Jastroch et al., 2005, 2007). Além disso,
a auséncia do efeito inibitério tanto de GDP quanto da adicdo de GDP e BSAfra

sobre os peixes aclimatados a 25°C associada a nado estimulagéo pelo palmitato em
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peixes aclimatados a 5°C sugerem que esta provavel UCP seria ativada “apenas”

apos a exposicao ao frio.
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Figura 19: Efeito do GDP e BSArra sobre o consumo de O, associado ao vazamento de H*
em fibras permeabilizadas de peixes aclimatados a 5° e 25°C. As taxas respiratorias foram
medidas com 5 mM piruvato + 5 mM malato. O Estado 40 foi obtido com a adi¢gdo de 1 pg/mi
oligomicina. Os graficos mostram a adigdo de 0,1 mM palmitato e 2 mM GDP. Valores sdo médias
* s.d. de 3-4 medidas (1 peixe por grupo). Barras brancas representam animais aclimatados a
25°C e barras cinzas animais aclimatados a 5°C.
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5 DISCUSSAO

Os peixes constituem o maior e mais diverso grupo de vertebrados, com mais
de 29.000 espécies, capazes de explorar os mais variados ambientes e de
sobreviver a diversas condigdes ambientais, tais como salinidade, pressdo, pH e
temperatura.

A influéncia da temperatura é um dos principais fatores ambientais
enfrentados por estes animais. Como a temperatura do ambiente aquatico flutua
tanto diariamente quanto sazonalmente, os peixes, que s&o, em sua maioria,
organismos ectotérmicos, cuja temperatura corporal varia de acordo com a do
ambiente, se véem “obrigados” a tolerar tais variagdes. Para isso, diversas
estratégias sao adotadas. Alguns peixes, ao longo do curso evolutivo,
desenvolveram mecanismos de adaptacdo a baixas temperaturas como, por
exemplo, as glicoproteinas anticongelamento e o 6rgéao do calor. Entretanto, como
nem todos os peixes sdo dotados de tais mecanismos especificos de adaptagao ao
frio, a maioria das espécies, e até mesmo as que possuem tais mecanismos, recorre
a mudangas para um fenétipo mais adequado, a fim de superar o desafio térmico.
Estas respostas fenotipicas, chamadas de compensagao térmica, podem ocorrer
dentro de poucas horas ou semanas apés a mudanga na temperatura, num
processo chamado de aclimatagéo (no laboratério) ou aclimatizagdo (na natureza).
Os mecanismos por tras destas compensagdes envolvem mudangas no sistema
nervoso central e periférico, musculos e outros tecidos (Hazel e Prosser, 1974;
Johnston e Dunn, 1987).

Os ciprinideos sdo peixes euritérmicos, que toleram uma ampla faixa de

temperatura ambiente e, geralmente, mantém sua atividade locomotora mesmo no
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frio. Esta tolerancia térmica é obtida através de modificacbes fisiometabdlicas em
diversos 6rgaos, como cérebro, guelras, figado, intestino e musculo esquelético
(Gracey et al., 2004; Cossins et al., 2006). Este ultimo passa por mudangas
fenotipicas que sdo de fundamental importancia para a manutengao da atividade
locomotora dos ciprinideos durante o periodo em que se encontram em baixas
temperaturas (Johnston e Temple, 2002; Watabe, 2002). Para suprir as
necessidades energéticas musculares durante esse periodo, esta familia de peixes é
capaz de aumentar seu metabolismo oxidativo de dois modos principais: aumento da
densidade de volume mitocondrial e da atividade de enzimas mitocondriais. Além
disso, ha uma modificacdo nos fosfolipidios das membranas, como as mitocondriais
(para revisao, Guderley 2002, 2004a,b).

O peixe dourado (Carassius auratus) € um dos mais conhecidos peixes
ornamentais do mundo. Tipico de regides temperadas, € um peixe capaz de suportar
amplas variagbes de temperatura ao longo de sua vida, mantendo sua atividade
locomotora. Isto & possivel gragas as mudangas musculares que ocorrem durante a
aclimatagao ao frio, como aumento do aparato contratil, mudangas no recrutamento
das fibras, e elevagéo da proporg¢ao de fibras vermelhas e intermediarias juntamente
com um aumento no conteudo de mioglobina e glicogénio. Estas mudangas
musculares sdo acompanhadas de um aumento no conteldo mitocondrial e na
atividade enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo mitocondrial, assim como
a manutengao da glicélise e mudangas nas insaturagdes lipidicas.

Embora sejam bem conhecidos estes efeitos da aclimatagdo ao frio sobre o
metabolismo energético, pouco se sabe sobre as propriedades respiratérias
mitocondriais dos musculos esqueléticos destes peixes. Além disso, a maioria dos

estudos envolvendo metabolismo mitocondrial de peixes visa estudar os efeitos
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térmicos sobre a musculatura vermelha, que € oxidativa e possui um maior numero
de mitocdndrias. Porém, uma caracteristica interessante é que o musculo branco
(conhecido por apresentar um menor conteudo mitocondrial em relagdo ao
vermelho) é recrutado durante a aclimatagdo ao frio, passando a ter um fendtipo
mais préximo do musculo vermelho, tal qual ocorre em mamiferos (Arruda et al.,
2008). Em peixes dourados, ha apenas um estudo que relaciona o metabolismo
mitocondrial de musculos brancos a aclimatagdo ao frio, mas ndo possui dados
sobre os estados respiratorios mitocondriais (Van den Thillart e Modderkolk, 1978).

Ao longo do periodo de aclimatagdo, observamos que a taxa respiratoria dos
peixes foi diminuindo conforme diminuiamos a temperatura da cadmara (Figura 8).
Estes resultados estdo de acordo com outros encontrados na literatura, que também
sugerem que a diminuicdo da temperatura ambiente leva a uma diminuigao da taxa
de ventilagéo, inclusive em peixes dourados (Freeman, 1950; Pértner, 2001; Pértner
et al., 2004).

Esta diminuicdo pode estar relacionada a dois fatores: (i) aumento na
concentragdo de O3 dissolvido na agua, em virtude da diminuigdo da temperatura; ou
(i) aumento na capacidade oxidativa (atividades enzimaticas, contetudo e estrutura
mitocondrial) e redugéo da distancia de difusdo para o O, (aumento de capilares e
mitocdndrias). Alguns estudos sugerem que, nos peixes, as tensdes arteriais de O;
nao sao alteradas pela temperatura, enquanto as tensdes venosas exibem uma
temperatura étima (Poértner et al., 2004). Além disso, o0 aumento na densidade de
volume mitocondrial pode ter um papel importante no processo de difuséo
intracelular de O, assim como o aumento de lipidios e na afinidade do oxigénio pela
mioglobina que ocorrem no frio (Tyler e Sidell, 1984; Sidell, 1998). Como ja é

conhecido que uma das principais respostas a aclimatagdo ao frio em peixes
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dourados € o aumento da densidade de volume mitocondrial e de mioglobina,
acreditamos que esta diminuicdo na taxa de ventilagdo seja fruto das mudancgas
mitocondriais que acontecem durante o frio. Ademais, observamos que, apés um
periodo critico por volta do 10° dia, no qual a temperatura acabara de alcangar o
minimo — 5°C, a taxa de ventilagao teve um pequeno aumento e depois se manteve
estavel, sugerindo uma compensagao parcial para a aclimatagdo a baixa
temperatura. Porém, n&o se pode descartar um efeito do aumento da tensdo de O,
na agua, uma vez que a diminuigdo da taxa de ventilagdo pode estar relacionada a
uma menor necessidade de captagao de O, por parte do peixe.

Durante o periodo de aclimatagcdo ao frio, foi observado que os peixes
expostos a baixa temperatura tinham uma menor locomogao em relagédo ao grupo
controle. Porém, esta diminuigdo da locomogdo né&o interferiu nas caracteristicas
fisicas dos peixes, uma vez que, ao final do periodo de aclimatagdo ao frio, ambos
0s grupos de peixes permaneceram sem mudangas drasticas em suas
caracteristicas fisicas e no fator de condicionamento. Desta maneira, pudemos
utilizar todos os peixes para o estudo das atividades enzimaticas e parametros
mitocondriais. Embora ndo tenha sido medido quantitativamente, os peixes
aclimatados a 5°C possuiam um maior contetdo lipidico que os mantidos a 25°C.

O aumento das atividades especificas de enzimas mitocondriais encontrado
nas fragdes mitocondriais apds a aclimatagéo ao frio esta de acordo com a literatura
para ciprinideos (Johnston et al., 1985; Itoi et al., 2003; McClelland, et al., 2006;
LeMoine et al., 2008), assim como a auséncia de alteragbes das atividades das
enzimas associadas ao metabolismo glicolitico (Sidell, 1980; Van den Thillart e Smit,

1984; Johnston et al., 1985). A maior atividade HK na fracdo mitocondrial, associada
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a sua resposta ao frio nos chamou a atengdo, uma vez que esta enzima é conhecida
classicamente como citosdlica.
A partir de entdo, dividimos esta dissertacdo em duas partes, que serao

discutidas separadamente.

5.1 Parte 1

Nesta primeira parte, investigamos a distribuicdo subcelular e as propriedades
cinéticas da HK de musculo branco de peixes dourados. Além disso, observamos
que a aclimatagéo ao frio promove diferengas no perfil de distribuicdo subcelular
desta enzima.

A hexocinase é uma enzima essencial para o metabolismo de glicose em
praticamente todos os seres vivos, porém, sabe-se muito pouco sobre esta enzima
em ciprinideos. Sua atividade é cerca de 4-18 vezes maior no musculo vermelho que
no musculo branco, e que isto pode estar relacionado a preferéncia pela produgao
de energia via glicose hepatica em relagdo ao metabolismo de glicogénio, durante a
atividade locomotora normal.

Entretanto, as propriedades cinéticas e a localizagédo subcelular da HK
muscular de peixes dourados ainda sdo desconhecidas, uma vez que a maioria dos
trabalhos mede as atividades enzimaticas em fragbes obtidas de homogenatos totais
ou fragdes sollveis provenientes de centrifugagdes de baixa velocidade, nas quais
nao ha pouca ou nenhuma separagéo de organelas.

Assim, ao realizarmos a distribuicdo subcelular da HK, observamos que,
embora sua atividade total estivesse bem distribuida, sua maior atividade especifica

estava localizada nas fragbes particuladas. Assim, devido a importancia dada a
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associagao entre HK e mitocéndria, decidimos caracterizar as propriedades cinéticas
da HK nesta fragdo (NC-HK).

As propriedades cinéticas investigadas (Figura 13 e Tabela 4) sugerem que
esta isoforma encontrada na fragdo mitocondrial de musculo branco de peixes
dourados é semelhante a isoenzima HK-1I de mamiferos (Tabela 1). As afinidades
para glicose e ATP s&o similares as descritas previamente para a HK-Il de
mamiferos. Entretanto, a baixa afinidade por glicose sugere que a NC-HK de peixes
dourados nao utiliza bem esta hexose, tal qual a HK-IV de mamiferos. Outro
resultado que contrasta com a HK-ll é o perfil inibitério da NC-HK (Tabela 5).
Enquanto o ADP, AMP e P; sdo conhecidos inibidores de HK-l e Il (Grossbard e
Schimke, 1966), estas moléculas parecem nao ter um efeito tdo pronunciado na NC-
HK; por outro lado, assim como em mamiferos, G-6-P, NAG e MHP foram capazes
de inibir quase completamente a atividade de NC-HK (Figura 14 e Tabela 5). No
caso da G-6-P, o K calculado aproxima-se daquele reportado para HK-ll de rato
(Wilson, 2003) e medido por nés (Figura 14A, circulos abertos).

Tendo em vista os dados obtidos por Gonzalez-Alvarez e colaboradores
(2009) com peixe-zebra, nossos resultados sugerem que a isoforma presente no
musculo branco de peixes dourados € homdloga aquela encontrada em musculo
esquelético de mamiferos, HK-Il, mas com algumas peculiaridades, principalmente
no que diz respeito a regulagdo alostérica. Além disso, ndo sabemos se a
associagdo desta isoenzima com a mitocdndria pode ser regulada por G-6-P,
clotrimazol ou tiopental, tal qual ocorre em mamiferos, mas ndo em plantas (Rose e
Warms, 1967; Krieglstein et al., 1981; Penso e Beitner, 1998; Rezende et al., 2006);
ou se pode estar acoplada a fosforilagéo oxidativa, tal qual ocorre em tumores (Arora

e Pedersen, 1988). Para isso, mais estudos precisam ser realizados.
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Como observado previamente por Van den Thillar e Smit (1984) e Johnston et
al. (1985), nés observamos que a atividade da HK aumenta em musculo branco de
ciprinideos apds a aclimatagéo térmica e este aumento também ja foi visto em outras
espécies de peixes, como robalo-muge e linguado e (Johnston e Wokoma, 1986;
Rodnick e Sidell, 1997). Semelhante aos peixes, drosdfilas, ratos e camundongos
também mostram um aumento na atividade HK em resposta ao estresse térmico.
Entretanto, em drosdfila, um outro ectotérmico, a atividade HK aumentou apenas
30% apods a aclimatagdo ao frio (Burnell et al., 1991), enquanto ratos e
camundongos exibiram uma resposta tecido-especifica. Em musculo cardiaco e
gastrocnémio, a atividade da HK foi 15% e 17% maiores em ratos expostos a baixas
temperaturas (Harri and Valtola, 1975). A excegdo em mamiferos foi observada no
tecido adiposo marrom de camundongos, no qual o aumento na atividade HK foi
entre 1,9 e 2,5 vezes (Watanabe et al., 1987; Suzuki et al., 1990).

Aqui, nés demonstramos pela primeira vez, que, em musculo branco de
peixes dourados, este aumento é especifico para as fragdes particuladas,
mitocdndria e microssoma, enquanto a fragdo citosdlica permanece inalterada
(Figura 14). Estes dados sugerem que a HK pode ter um papel importante durante o
processo de aclimatagao ao frio em peixes dourados.

Como visto na Figura 6, o aumento na insaturagao de lipidios que acompanha
a aclimatagao térmica em algumas espécies de peixes, dentre elas o peixe dourado,
faz com que as membranas mitocondriais sejam mais susceptiveis a peroxidagéo
pelos EROs. Além disso, a maior capacidade oxidativa em peixes aclimatados ao frio
(vide topico 5.2) pode aumentar a formagédo de EROs na matriz mitocondrial, uma
vez que a geracdo de EROs aumenta de acordo com a magnitude do A ym

(Korshunov et al., 1997). Assim, é provavel que a produgdo de EROs esteja
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aumentada em ciprinideos aclimatados ao frio, uma vez que eles associam uma alta
capacidade oxidativa a mudancas na poliinsaturagao fosfolipidica apds a exposi¢cao
ao frio (Hazel, 1972b; Van den Thillart e Modderkolk, 1978).

Em 2004, Da-Silva e colaboradores propuseram um mecanismo para a
reducdo da formagdo de EROs mitocondrial baseado na associagéo entre a HK-l e
mitocdndria: o complexo HK-VDAC-ANT, juntamente com a FoF4-ATPase, poderia
representar o centro de um sistema de ciclagem de ADP, que utiliza glicose e ATP
como combustiveis e cuja fungdo é manter o Ay baixo, prevenindo, assim, a
formacédo de EROs. Logo, seria razoavel pensar que a HK poderia desempenhar um
papel na prevencdo de EROs mitocondrial durante a aclimatagdo de peixes
dourados ao frio. Isto é suportado pelo fato de que a atividade da HK, apds a
aclimatagdo ao frio, foi aumentada na fragdo mitocondrial, mas ndo na fragdo
citosélica. Além disso, como dito anteriormente, é provavel que a aclimatagéo ao frio
aumente a geragcado de EROs em mitocdndrias de musculo de peixes dourados.

Outra hipotese para o aumento da HK em mitocondrias esta relacionada ao
aumento da capacidade oxidativa e do gasto energético. Embora ainda nao
tenhamos evidéncias diretas de que a associagdo entre HK e mitocdndria promove
um aumento da fosforilagdo oxidativa, tal qual em tumores, acreditamos que a
presenca da HK na mitocdndria poderia estar associada a um aumento no
metabolismo mitocondrial e, talvez, na produgéo de calor por esta organela.

Durante a aclimatagédo, observamos que a via dglicolitica permanece
praticamente inalterada (Tabela 3). Porém, o aumento especifico da HK na
mitocdndria poderia aumentar a oxidagdo de acidos graxos, que parece ser o
combustivel para muitos peixes aclimatados ao frio, tais como peixe-escorpido

(Myoxocephalus scorpius) e truta arco-iris (Guderley e Johnston, 1996; Guderley et
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al., 1997). Assim, a maior ciclagem de substratos aumentaria a velocidade da cadeia
respiratoria e, consequiientemente, da produc¢do de calor mitocondrial.

Entretanto, at¢é o momento, ndo sabemos como acontece a regulagédo em
nivel molecular deste aumento de HK associada a mitocdndria, isto é, se o que
ocorre € um aumento da expressao ou da atividade da HK; ou se ha um aumento de
sua ligagdo ao VDAC, uma vez que o aumento no conteudo mitocondrial apds a
aclimatagao poderia “disponibilizar” novos sitios de associagao com a HK.

Sendo assim, outros estudos sdao necessarios, até mesmo para investigar se
ha um mecanismo hormonal que coordena estas respostas. Neste sentido, podemos
colocar os horménios tireoidianos como fortes candidatos ao posto de reguladores
hormonais do aumento do HK apés o periodo de aclimatagdo térmica.

Harri e Voltola especularam que o aumento observado tanto na atividade de
enzimas mitocondriais (succinato desidrogenase, malato desidrogenase e citrato
sintase) quanto da HK, em musculos cardiaco e gastrocnémio de ratos expostos ao
frio resultaria numa melhor tolerancia a baixa temperatura (Harri e Voltola, 1975).
Esta tolerancia a temperatura pode estar relacionada ao mecanismo termogénico
dos hormoénios tireoidianos, cujas concentragdes intracelulares aumentam durante a
exposicdo ao frio (melhor discutido no tépico 5.2; para reviséo, Bianco et al., 2005).
O efeito desses horménios sobre a atividade da HK ja foi avaliado em diversos
tecidos, principalmente cérebro (Gutekunst e Wilson, 1981; Sabell et al., 1985, 1987;
Klandorf et al, 1986; Kaur et al., 1987). Como regra geral, os animais
tireoidectomizados, isto &, que tiveram sua tiredide retirada cirurgicamente, possuem
uma diminui¢do na atividade da HK, que pode ser revertida pela administragédo de
horménio T4, enquanto os animais hipertireoideos geralmente tém um aumento da

atividade HK. Além disso, estes efeitos também podem ser especificos para as
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fragbes particuladas e soluveis (Klandorf et al., 1986; Kaur et al., 1987).
Recentemente, Al jamal observou que a sintese de VDAC e a atividade da HK em
cérebros de coelhos estdo sob o controle do estado tiredideo durante o periodo fetal
e pés-natal (Al jamal, 2004). Neste estudo, a sintese de porina estava comprometida
em cérebro de coelhos hipotireoideos, o que diminuia a capacidade de ligagao de
HK em mitocdndrias provenientes do cérebro destes animais. Ademais, a atividade
da HK também estava diminuida. Porém, como observado em outros estudos, a
administragdo de T4 revertia estes efeitos.

Em 2008, Branvold e colaboradores mostraram que o efeito dos hormdnios
tireoidianos sobre a expressdo da HK poderia estar relacionado com a ativacdo da
proteina cinase ativada por AMP (AMPK; do inglés AMP-activated protein kinase),
que, uma vez ativada, resulta no aumento da fosforilagdo da proteina ligadora ao
elemento de resposta ao AMPc (CREB, do inglés cAMP response element binding
protein). Assim, como a HK possui um elemento responsivo a CREB na regiao
promotora de seu gene, ela seria alvo desta regulagédo promovida pelos hormonios
tireoidianos. De fato, eles observaram que o0 musculo solear de animais
hipertireoideos aumentaram a expressdo de HK, enquanto animais hipotirecideos
tinham uma diminui¢do de sua expressao (Branvold et al., 2008).

Tendo em vista os dados acima, podemos sugerir que 0 aumento promovido
pela aclimatag&o ao frio sobre a atividade da HK associada a fragdo mitocondrial de
musculo esquelético branco de peixes dourados poderia estar correlacionada com o
metabolismo de horménios tireoidianos. Se estes horménios forem aumentados
também em peixes aclimatados a baixas temperaturas, um estado de

“hipertireoidismo” local poderia ser criado. Assim, a maior concentragdo desses
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horménios poderia suscitar as alteragbes descritas anteriormente, como aumento na
sintese de VDAC ou regulagéo da expresséo de HK via AMPK/CREB.

Além dos hormodnios tireoidianos, outros hormdnios que podem estar
envolvidos com a regulagdo da HK nesta situagdo séo as catecolaminas. Sabe-se
que estes horménios tém uma importante participagdo na termogénese adaptativa,
atuando, dentre diversos processos, na ativagdo dos horménios tireoidianos,
principalmente no tecido adiposo marrom (Hsieh e Carlson, 1957; Bianco et al.,
2005). Além disso, sabe-se que eles sao capazes de aumentar a expressao de HK-I
em musculo esquelético de roedores apds exercicio (O'Doherty et al., 1996) ou
administragéo direta (Jones e Dohm, 1997). O mecanismo proposto para a agéo das
catecolaminas, tanto na ativagdo dos horménios tireiodianos quanto no efeito direto
sobre a expressao de HK-Il, € baseado no aumento intracelular de AMPc que ocorre

logo apés a ativagéo dos receptores adrenérgicos.

5.2 Parte 2

A segunda parte desta dissertagdo buscou avaliar os parametros respiratorios
mitocondriais em musculo branco de peixes dourados aclimatados a 5° e 25°C. Este
musculo foi utilizado, primeiramente, por se tratar de um musculo pouco estudado e,
segundo, por se tratar de um tecido que sofre alteragbes fenotipicas importantes
durante o processo de aclimatagao ao frio.

Como observado na Tabela 3, a aclimatagao ao frio promoveu um aumento
da atividade de enzimas mitocondriais (CS e FoF{-ATPase) na fragao mitocondrial,
mas nao na fragdo citosdlica. Este aumento pode ser resultado do aumento na
biogénese mitocondrial, que ocorre no musculo de peixes dourados aclimatados a

baixas temperaturas (Johnston e Maitland, 1980; Tyler e Sidell, 1984; LeMoine et al.,
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2008). Em ciprinideos, este aumento na biogénese mitocondrial parece ser resultado
do aumento de NRF-1 e PGC-1B, conhecidos por ativar a transcricdo de varios
genes mitocondriais e nucleares responsaveis pela “montagem” da mitocdndria
(LeMoine et al., 2008). Sendo assim, uma vez que o conteudo mitocondrial aumenta
durante a exposigdo ao frio, bem como a atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo mitocondrial, investigamos se os estados respiratérios estariam
alterados em musculo branco de peixes dourados aclimatados ao frio.

A Figura 16 (A-D) mostra a analise do estados respiratérios (Basal ou Estado
2, Estado 3, Estado 4, Estado 40, Estado 3u) em mitocOndrias isoladas e fibras
permeabilizadas de ambos os grupos de peixes dourados.

Em mitocbndrias isoladas (Figura 16 A e B), apenas os Estados 2 e 40 foram
alterados apds a aclimatacgéo ao frio, tanto na presenca de substratos do Complexo |
(piruvato + malato) quanto do Complexo Il (succinato e o inibidor rotenona). Este
aumento Estado 40, que esta associado ao vazamento de H* pela membrana
mitocondrial interna, poderia estar relacionado a presenga de UCPs, como
investigado posteriormente. Quando medimos as taxas de consumo de O em fibras
permeabilizadas (Figura 16 C e D), observamos que os peixes aclimatados ao frio
tinham todos os estados respiratérios analisados aumentados. Porém, como as
medidas em fibras permeabilizadas levam em consideragdo o conteudo mitocondrial
total das fibras, este aumento poderia ser apenas consequéncia do maior niumero de
mitocdndrias no musculo branco dos peixes aclimatados a 5°C, ja reportado
previamente. Normalizamos, entdo, as taxas respiratorias das fibras permeabilizadas
pela atividade da enzima citrato sintase, que é tida como um bom marcador do
contetudo mitocondrial (Figura 16 E e F). Assim, encontramos que, mesmo apos a

normalizagéo pela CS, o consumo basal de O, com substrato do Complexo Il e o
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Estado 40 (independentemente do substrato utilizado) permaneciam aumentados
nos peixes aclimatados a 5°C.

Estes resultados mostraram que a aclimatagdo térmica ao frio parece
promover ndao apenas um aumento na densidade de volume mitocondrial, mas
também um aumento na atividade dos complexos da cadeia transportadora de
elétrons. No caso do aumento associado ao Complexo Il, este pode ser explicado
pelo aumento da atividade da succinato desidrogenase devido a mudangas no perfil
lipidico da membrana interna mitocondrial, como descrito previamente por Hazel
(1972b).

Além disso, um aumento no consumo de O, associado ao vazamento de H*
foi observado tanto em mitocdndrias quanto em fibras permeabilizadas de musculo
branco de peixes aclimatados ao frio. Este aumento poderia estar relacionado a dois
eventos: (i) aumento no conteludo de fosfolipidios poliinsaturados nas membranas
mitocondriais; e (ii) presenga de UCPs e uma possivel regulagdo da atividade/
expressdo das mesmas durante a aclimatagdo ao frio.

No primeiro caso, como ja reportado previamente (Van den Thillart e
Modderkolk, 1978; Wodtke, 1981a,b) a modificagdo dos lipidios que ocorre no frio é
essencial para manter o ambiente propicio para a atividade de diversas proteinas de
membrana. Porém, ao aumentar a fluidez da membrana, haveria um maior
vazamento de H* do espago intermembranar para a matriz mitocondrial.

Ja no segundo caso, a presenga de UCPs, responsaveis por desacoplar total
ou parcialmente a fosforilagdo oxidativa (para reviséo, Krauss et al., 2005), também
seria um mecanismo pelo qual os H* poderiam voltar para a matriz sem que
ocorresse a sintese de ATP. Uma vez que estas proteinas ja foram encontradas em

ciprinideos e parecem ser reguladas pela exposicédo ao frio (Stuart et al., 1999;
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Jastroch et al., 2005 e 2007), nés nos perguntamos se ndo seria também esse o
motivo de um maior Estado 40 encontrado em peixes aclimatados a 5°C. Assim,
direcionamos nosso estudo para a regulagdo mitocondrial de uma UCP,
provavelmente a UCP3, em musculo branco de peixes dourados.

Para esta analise, utilizamos conhecidos inibidores, GDP e BSAfrra, € um
ativador de UCPs. Os nucleotideos purinicos, como GDP, GTP, ADP e ATP séo
capazes de inibir as UCPs através da ligagdo com alta afinidade em um sitio de
ligacdo de nucleotideo e o BSAgra € capaz de quelar os acidos graxos; estes, por
sua vez, sdo potentes ativadores das UCPs, mas ainda ndo se sabe ao certo o
mecanismo pelo qual eles ativam estas proteinas. Em carpas comuns, foi
previamente demonstrado que palmitato e GDP sédo capazes de ativar e inibir,
respectivamente, a UCP1 de figado (Jastroch et al., 2007).

A Figura 17 mostra que o palmitato também é capaz de induzir o consumo de
O, em fibras permeabilizadas durante o Estado 40 de maneira dose-dependente,
com uma concentragdo proxima da maxima de 0,1 mM. Além disso, o GDP foi capaz
de inibir parcialmente esta ativagao.

Como observado anteriormente (Figura 16C), quando analisamos a taxa de
consumo de O, no Estado 40 em fibras permeabilizadas com substratos do
Complexo |, observamos que os peixes aclimatados a 5°C tinham um aumento de
2,5 vezes em relagdo aos peixes mantidos a 25°C (Tabela 6). Curiosamente, as
adi¢cdes de GDP e BSArra foram efetivas apenas em fibras de peixes aclimatados ao
frio. Num outro momento, adicionamos palmitato a fim de estimular o consumo de O,
promovido por esta UCP. Novamente, um fato interessante ocorreu: apenas as fibras
de peixes aclimatados a 25°C tiveram um aumento no consumo de O, dependente

de palmitato no Estado 40, sendo este consumo igual ao dos peixes aclimatados a
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5°C. Entretanto, em ambos os grupos, o GDP nao teve nenhum efeito sobre a taxa
de consumo de O,. Porém, é importante lembrar que este € um resultado preliminar
obtido de apenas um peixe de cada grupo.

Estes resultados sugerem que a aclimatagéo ao frio promove o aumento do
consumo de O, desacoplado da sintese de ATP que pode estar associado a
presenga elevada de uma UCP3 nas mitocéndrias de musculo branco de peixes
dourados. Além disso, aparentemente, esta UCP ja estaria no maximo de sua
atividade em peixes aclimatados ao frio, uma vez que a adigdo de palmitato ndo
aumentou o consumo de O, em Estado 40 em fibras permeabilizadas dos mesmos.
Estes dados estdo de acordo com aqueles observados em cérebro, rins, intestino e
musculo de carpa comum (Jastroch et al., 2007; Gracey et al., 2004; Cossins et al.,
2006). Entretanto, estes estudos realizaram analises apenas da expressao génica
(RNAm), mas ndo da funcionalidade desta proteina. O Unico estudo acerca da
funcionalidade de UCPs em peixes (Jastroch et al., 2007) mostra que a UCP1 de
figado de carpas comuns é ativada por palmitato e inibida por GDP em
concentragoes similares as utilizadas em nosso estudo.

Entdo, qual seria o significado fisiolégico para o aumento da expressao ou
ativacdo de uma UCP em musculo branco de peixes dourados aclimatados ao frio?
Provavelmente, a fungao fisiolégica desta UCP presente no musculo de peixes
dourados deve ser semelhante aquela proposta para mamiferos, ou seja,
mecanismo de protegédo contra o estresse oxidativo causado por EROs. Conforme
proposto por Brand e Esteves (2005), a UCP3 poderia promover um leve
desacoplamento mitocondrial, diminuindo, assim, o gradiente eletroquimico e,
consequentemente, a geragdo de EROs (vide topico 1.2.2.2.2). Evidéncias de que a

UCP pode estar relacionada a diminuicdo da geragdo de EROs também ja foram
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observadas em répteis. Rey e colaboradores (2008) observaram que lagartos
comuns (Lacerta vivipara) tinham um aumento da expressdo de um homodlogo de
UCP quando expostos ao congelamento. Além disso, eles também observaram que
a inibigao desta UCP por GDP levava a um aumento na geragéo de EROs.

Desta forma, como vimos anteriormente, o aumento da capacidade oxidativa
mitocondrial, juntamente com a poliinsaturagao lipidica, nos musculos esqueléticos
de peixes dourados aclimatados ao frio poderiam gerar uma grande quantidade de
EROs, que prejudicariam diversas estruturas celulares, incluindo as préprias
membranas mitocondriais. Sendo assim, como uma forma de diminuir este estresse
oxidativo, os peixes expostos ao frio seriam capazes de promover um aumento da
expressdo de UCP3, a fim de evitar este aumento exagerado na produgéo de EROs.

Este controle da biogénese mitocondrial e de proteinas relacionadas, como a
UCP, pode ser realizado por agdo hormonal. Mais uma vez, os horménios
tireoideanos séo candidatos a efetores desta regulagao.

Embora ndo haja evidéncias claras sobre a participagéo destes hormdnios no
processo de aclimatacdo de peixes ao frio, sua fungdo em mamiferos é bem
conhecida e é bem estabelecido que estes hormdnios estdo fortemente relacionados
ao aumento da termogénese adaptativa em resposta a exposigao de animais ao frio
(para reviséo, Bianco et al., 2005). Esta resposta ocorre por meio de um aumento da
desiodagédo intracelular do horménio T4 (forma inativa) em T3 (forma ativa)
catalisada por uma enzima chamada Desiodase tipo 2 (D2). Assim, ha um aumento
local do horménio ativo, T3, que, quando ligado aos receptores nucleares de
horménios tireoidianos, aumenta a expressdo de diversos genes envolvidos na
termogénese. Em tecido adiposo marrom, esta indugdo da termogénese é

dependente de AMPc, que aumenta a expressdo do gene da D2 e,
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conseqientemente, a producdo de T3 catalisada por esta enzima. Além destes
efeitos no tecido adiposo marrom, os hormdénios tireoidianos também medeiam
mecanismos termogénicos no musculo esquelético, baseado no aumento de reagbes
enzimaticas que fazem a ciclagem de ATP, criando ciclos fateis, como a Na'/K'-
ATPase e a Ca%*-ATPase. Esta Ultima parece ter um papel importante na
termogénese muscular, principalmente em animais que ndo possuem o tecido
adiposo marrom (Arruda et al., 2008).

Os horménios tireoidianos também sédo capazes de aumentar a biogénese
mitocondrial. A ligagédo de T3 em seus receptores nucleares modulam a expressao
de diversos genes mitocondriais e nucleares, dentre os quais se encontram o NRF-1
e o PGC-1a (para reviséo, Weitzel et al., 2003). Estes fatores transcricionais sé&o
responsaveis pela regulagdo da expresséo de diversos outros genes mitocondriais e
nucleares, que culminam com a expressao de proteinas que constituem a organela.
Dentre elas, estdo ao subunidades da citocromo c¢ oxidase, citrato sintase, entre
outras. Em peixes, € o PGC-1B que parece regular o processo de biogénese
mitocondrial, juntamente com o NRF-1, enquanto o PGC-1a estd associado ao
aumento da oxidagao de acidos graxos por meio do PPAR-a (LeMoine et al., 2008).

Dentre estes genes regulados pelos hormonios tireoidianos, encontram-se os
da familia das UCPs (UCP1-3). Ja foi observado que a manipulagdo dos estados
tireoidianos (hipo-, eu- e hipertireoideo) era capaz de modular a expressao de UCP3
no musculo esquelético de forma horménio-dependente (Larkin et al., 1997;
Jekabsons et al., 1999; Sprague et al., 2007). Ou seja, animais hipotireoideos tinham
uma diminuigdo da expressao de UCP3, enquanto animais tratados com hormdnios

aumentavam a expressao desta proteina no musculo.
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Sendo assim, as modificagcbes no metabolismo oxidativo mitocondrial sdo
fundamentais durante a aclimatagéo ao frio. O aumento da biogénese mitocondrial é
muito importante ndo apenas para manter a taxa de sintese de ATP para a
contragdo muscular e outras fungbes importantes, mas também para facilitar a
difusdo de moléculas, como o Oz, dentro da célula. Além disso, a ativagao de uma
proteina desacopladora pode levar a um leve desacoplamento que diminui a

geracado de EROs sem prejudicar substancialmente a sintese de ATP mitocondrial.
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6 CONCLUSOES

Nesta dissertagdo, pudemos verificar que o musculo branco de peixes
dourados possui uma atividade de HK semelhante a isoenzima HK-Il de mamiferos.
Ademais, observamos que a atividade total da HK é bem distribuida entre as fragcoes
subcelulares, mas a atividade especifica dessa enzima € maior na fragao particulada
(mitocdndria e microssoma). Quando caracterizada cineticamente, a HK associada a
fragdo mitocondrial se comporta de forma semelhante a HK-Il de mamiferos, com
algumas disparidades no perfil inibitério e afinidade por frutose. Como dito acima, a
aclimatagdo ao frio promove um aumento na atividade da HK nas fragdes
particuladas, mas nao na fragao citosdélica.

O aumento na atividade HK na fragdo mitocondrial foi acompanhado do
aumento de mesma magnitude das enzimas mitocondriais citrato sintase e FoF1-
ATPase. Estes dados sugeriram um aumento na capacidade oxidativa, decorrente
da elevagdo da densidade de volume mitocondrial que é importante tanto para a
manutencdo da sintese de ATP para suprir as fungdes fisiolégicas (ex: manter os
mecanismos de contragdo muscular durante a locomogé&o), quanto para diminuir a
distancia de difusdo entre a mitocéndria e o citoplasma, o que permite o melhor fluxo
de O; e metabdlitos. Como este aumento no metabolismo oxidativo pode gerar
danos a mitocoOndria e as demais estruturas celulares, por conta da geragdo
exacerbada de espécies reativas de oxigénios, parece que as mitocondrias do
musculo branco dos peixes dourados passam a expressar mecanismos de defesa
antioxidante, tais como o aumento da associagdo entre HK e mitocdndria e a
ativagdo/ aumento da expressdo de proteinas desacopladoras. Estes mecanismos

visam, em ultima analise, diminuir o gradiente eletroquimico de tal maneira que a
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sintese de ATP nao seja prejudicada, mas haja uma diminuicdo na formagao de
EROs, que é dependente do potencial de membrana mitocondrial.

Como conclusao geral, observamos que a aclimatagéo de peixes dourados a
5°C promoveu um aumento na biogénese mitocondrial, bem como do consumo de
O, desacoplado da sintese de ATP, provavelmente induzido por uma UCP. Aliado a
isso, enquanto nenhuma modificagdo nas enzimas relacionadas a via glicolitica foi
observada, houve um aumento na atividade da HK associada a mitocondria. Essas
modificagdes levariam a um aumento da capacidade oxidativa e do vazamento de
H*, que poderia funcionar como um mecanismo de defesa antioxidante preventiva,
tal qual a associacédo entre HK e mitocondria, levando a diminuicdo da produgéo de
EROs, que pode estar aumentada durante a exposicdo ao frio, e,
consequentemente, reduzindo a o dano oxidativo (Figura 20).

A continuagédo deste trabalho e a utilizagdo de novas abordagens técnicas

serao de grande importancia para a compreensao dos eventos aqui mencionados.

Capacidade oxidativa
Vazamento de H*

Defesa antioxidante
preventiva (?)

Biogénese mitocondrial
HK associada a mitocéndria

Proteinas desacopladoras (?)

Formacao de EROs
Peroxidacao lipidica

Figura 20: Conseqiiéncias da aclimatacdao ao frio sobre o metabolismo energético do
musculo esquelético branco de peixes dourados. Hipotese criada de acordo com os dados
obtidos nesta dissertagdo sobre os efeitos da aclimatagéo ao frio sobre o metabolismo muscular
de peixes dourados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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